.. UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

Ensenar la explotacion de la tierra, no la del hombre.

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
INSTITUTO DE HORTICULTURA

Posgrado en Biotecnologia Agricola

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE 34
COLECTAS NATIVAS DE JITOMATE (Solanum lycopersicum L.)

TESIS
QUE COMO REQUISITO PARCIAL 1 \\\
PARA OBTENER EL GRADODE -\

A

-

|

-~.

" ey

“ 4
L . ¥ >
W2 B 'r' \I1c¥ o

7 S /
5
/

> (

=
)

n~Q. ./
e

MAESTRIA EN CIENCIAS' < i
EN BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

PRESENTA
LUZ DEL CARMEN GARCIA NERIA

= Instituto de Horticultura




CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE 34 COLECTAS NATIVAS DE
JITOMATE (Solanum lycopersicum L.)

Esta tesis fue realizada por Luz del Carmen Garcia Neria bajo la direccion del Consejo Particular que se
indica, ha sido aprobada por él mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

CONSEJO PARTICULAR

DIRECTORA: /// /M@,

DRA. MARGARITA GISECA PENA ORTEGA

ASESOR: i !

DR. JUAN ENRIQ?A?ODRIGUEZ PEREZ
ASESOR: i

DR. JOSE OSCWSCORRO GALLARDO
ASESOR:

DR. JUANMARTINEZ SOLIS

Chapingo, Estado de México. Junio de 2012



DATOS BIOGRAFICOS

Luz del Carmen Garcia Neria nacio el 7 de Abril de 1985 en La Delegacion Miguel
Hidalgo, Distrito Federal.

Realiz6 sus estudios de licenciatura en la Universidad Autébnoma Chapingo
durante 2003-2007 y en el afio 2008 obtuvo el titulo de Ingeniero Agrénomo
Especialista en Parasitologia Agricola.

Realizd sus estudios de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola durante
2009-2010 en la Universidad Autonoma Chapingo.

Actualmente se desempefia como Signatario Autorizado de Diagndstico
Fitosanitario en el Grupo Integral de Servicios Fitosanitarios ENA, S.A. de C.V.
(GISENA).



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y a la Universidad
Auténoma Chapingo por la oportunidad y el apoyo que me brindaron para realizar

mis estudios de maestria.

Al comité asesor: Dra. Margarita Gisela Pefia Ortega, Dr. Juan Enrique Rodriguez
Pérez, Dr. José Oscar Mascorro Gallardo y Dr. Juan Martinez Solis, por su
invaluable ayuda y sobretodo su gran paciencia para esperar a que este trabajo

pudiera llegar a su fin.

A los técnicos del laboratorio de Biotecnologia Agricola M.C. Maria Elisa Alvarado
Cano y Q.F.B. Ricardo Gaspar Hernandez por su colaboracion en la realizacion de

este trabajo.

A mi esposo Fernando Gaspar Puente por su gran motivacion para la culminacion

de esta tesis.

Al Grupo Integral de Servicios Fitosanitarios ENA, S.A. de C.V. (GISENA) por la
facilidades otorgadas para finalizar este trabajo.



DEDICATORIA

A mis padres Adelina Neria Rios y Gabriel Garcia Herrera por haberme apoyado

en todo momento y ensefiarme a ser la persona que soy.

A mi hermano Marco Antonio Garcia Neria por su ejemplo de perseverancia y

superacion.

A mi esposo Fernando Gaspar Puente por ser la mejor persona que conozco y

transformar mi vida con su amorosa presencia.

A la familia Neria Rios por contribuir en mi formacién espiritual y creer en mi desde

siempre.

A Brenda, Leticia, Sarai, Verénica y Yareli Yazmin por brindarme su carifio y
amistad.



INDICE

INDICE ...tttk vi
INDICE DE CUADROS ..ottt viii
INDICE DE FIGURAS ......ooutiiititeiiteietetei ettt ettt X
RESUMEN ... e e e e e e ennnns Xi
SUMMARY et e et e e e e e e e a s Xi
L. INTRODUGCCION ..ottt ettt eaeeae e eteeaeeaesaeeaesaeeae e 1
LI 1= 0 N Y 3 3
I HIPOTESIS -ttt 3
IV. REVISION DE LITERATURA . ...t 4
4.1 Importancia de la diversidad genétiCa...........cccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiii e 4
4.2 Caracterizacion de germoplasmMal.........ccooviviuiiiiiiieeeeeeeeecee e 6
4.2.1 Caracterizacion MorfolOgICa .........ccueeeeiiiiiiiiiiiiiee e 6

4.2.3 Uso de marcadores morfol6gicos y moleculares en genotipos silvestres

(0 L1 (0] 4 F= LR 8

V. MATERIALES Y METODOS ... ..ot 11
5.1 Localizacion del sitio experimental..............oooouiiiiiieieciiieicee e, 11
5.2 Material experimental............cooouiiiiiiiiiiii e 11
5.3 Caracterizacion morfolOgiCa............cccoeveieiiiiiiiiiic e 13

Vi



5.4 CaracterizacCion MOIECUIAT..........oe e, 15

5.4.1 EXIracCion de ADN.......cooiiiiiiiiiiiiiee et 15
5.4.2 Evaluacion de la cantidad y calidad del ADN............cccvviiieiieeiininiinnnee. 16
5.4.3 Obtencion de patrones ISSR ........ccccoiiiiiiiiiie e 17
5.4.4 ANAliSiS STAdISTICO ....ccoviiiiiiiiiii e 20

VI. RESULTADOS Y DISCUSION .....ocoiiiiiieiieiiciieceee ettt 22
6.1 Caracterizacion MOrfOlOQICA. .........oiiuuiiiiiiiie e 22
6.1.1 AnAlisis de agrupami€ntO..........ceouiiiiuriiiiiieee e 22
6.1.2 ANAIISiS DISCIHMINGANTE .......uuiiiiiieeiiiiiiiiiiiee e 23

6.2 Caracterizacion MOIECUIAN..........cooiiiiiiiiiii e 30
6.2.1 Andlisis de patrones de marcadores ISSR ...........ccccvviiiiiiii e, 30

VII. CONCLUSIONES ...ttt e et e e e e e e eeees 38
VI LITERATURA CITADA . et e e e e e ees 39
DXL ANEXO e et aee 43

vii



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Colectas evaluadas ¥ SU OFgEN. ....ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
Cuadro 2. Caracteres morfolégicos cualitativos evaluados en 34 colectas nativas
de jitomate segun la lista de descriptores del IPGRI (1996)............cccceeeeeeeeeeeeennn. 14
Cuadro 3. Caracteres morfolégicos cuantitativos evaluados en 34 colectas nativas
(0 L1 (0] 4 = = PP 15
Cuadro 4. Secuencias de iniciadores seleccionados para la obtencién de los
patrones ISSR en 34 genotipos de JItOMAte. ........ccoevviiiiiiiiiiie e 18
Cuadro 5. Componentes de la mezcla de reaccion en cadena de la Taq ADN
polimerasa (PCR), para la obtencion de los patrones ISSR............cccccccvvvvnnnnnnnns 19
Cuadro 6. Condiciones de temperatura de los ciclos de amplificacion de la PCR
(Reaccion en Cadena de la Tag ADN Polimerasa), para la obtencion de los
PALTONES ISSR. .o e e e e e e e et e e et e e eaaans 20
Cuadro 7. Valores propios de variables discriminantes con base en el analisis de
cuatro grupos de colectas nativas de jitomate............ccccevveeeeiiiiiiiiiiiiniee e 24
Cuadro 8. Estructura total canonica de variables discriminantes definidas a partir
de cuatro grupos de colectas de jitomates NAatiVOS. ...........ceeevveeeriiiinieeeeeeeeeiiiinnnn 25
Cuadro 9. Grupos de colectas nativas de jitomate obtenidos a partir de su
caracterizacion MOrfOlOQICA. ........coeveieeieeeeeee e 27
Cuadro 10. Numero de bandas amplificadas con 12 iniciadores en 34 colectas
NALIVAS A€ JIIOMALE. .....uuuiiiiiiiiiiiiiiei bbb bbnannnnee 30

Cuadro 11. Agrupacion obtenida mediante la caracterizacion molecular. ............ 34

viii



Cuadro 12. Comparacion de las agrupaciones proporcionadas por los marcadores

MOIfOlOQICOS Y MOIECUIAIES ... 35



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Patrones de bandeo resultantes de la prueba de 21 iniciadores (de
Sigma®), Carriles: 1:ISSR 1, 2: ISSR 2, 3: ISSR 3, 4: ISSR 4, 5: ISSR 5, 6: ISSR
6, 7: ISSR 7, 8: ISSR 8, 9: ISSR 9, 10: ISSR 10, 11: UBC 819, 12: UBC 820, 13:
UBC 822, 14: UBC 823, 15: UBC 828, 16: UBC 829, 17: UBC 840, 18: UBC 841,
19: UBC 862, 20: UBC 866, 21: UBC 873. M: marcador de peso molecular 1kb
PIUS (INVIEFOGEN®). ...ttt 18
Figura 2. Dendrograma jerarquico de 34 colectas de jitomates nativos obtenido
con distancias euclidianas elevadas al cuadrado y el método de minima varianza
(0 =YL o PSR 23
Figura 3. Representacion grafica de variables discriminantes de cuatro grupos de
34 colectas nativas de jitomates de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas. . 26
Figura 4. Patrones de bandas ISSR obtenidos con los iniciadores ISSR 10, UBC
822 y UBC 823 (A, By C, respectivamente) de 34 colectas nativas de jitomate. M:
Marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen®). B: Blanco, F: Frijol. ................... 31
Figura 5. Dendrograma construido usando el indice de similitud de Bray-Curtis

(1957) con los patrones de bandas ISSR de 34 colectas nativas de jitomate. ...... 33


file:///C:/Users/Gateway/Documents/TESIS%20VERSION%20FINAL/TESIS%20-LUZ%20DEL%20CARMEN%20GARCÍA%20NERIA.docx%23_Toc329034206
file:///C:/Users/Gateway/Documents/TESIS%20VERSION%20FINAL/TESIS%20-LUZ%20DEL%20CARMEN%20GARCÍA%20NERIA.docx%23_Toc329034206
file:///C:/Users/Gateway/Documents/TESIS%20VERSION%20FINAL/TESIS%20-LUZ%20DEL%20CARMEN%20GARCÍA%20NERIA.docx%23_Toc329034206

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE 34 COLECTAS NATIVAS DE
JITOMATE (Solanum lycopersicum L.)

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 34 NATIVE LANDRACES OF
TOMATO (Solanum lycopersicum L.)

Luz del Carmen Garcia Neria' y Margarita Gisela Pefia Ortega”.

RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron 34
genotipos nativos de jitomate colectados en
los estados de Puebla, Hidalgo, Veracruz,
Chiapas y Guerrero durante 2005-2009 para
estimar la variabilidad genética entre ellos y
obtener sus huellas genéticas mediante
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). El jitomate es una especie que ha
sido sometido a un intenso proceso de
mejoramiento derivando en una reducida
variabilidad genética que puede ser
recuperada mediante los parientes silvestres,
que han desarrollado resistencia a los
factores adversos de la naturaleza. Los
resultados obtenidos en la caracterizacion
morfolégica generaron seis grupos con base
en las caracteristicas de hojas, flores, tallo y
fruto. En la caracterizacion molecular se
obtuvieron cuatro grupos; inicialmente se
emplearon 21 iniciadores inter-microsatélite,
Unicamente 12 de ellos produjeron bandas
amplificadas registrables. De 85 bandas
amplificadas, s6lo 60 permitieron encontrar
diferencias entre genotipos generando un
porcentaje de polimorfismo de 71. La
agrupacion obtenida estuvo altamente
relacionada con el lugar de origen de los
materiales evaluados y tipo de fruto,
presentando un 65 % de concordancia entre
los agrupamientos realizados a partir de
caracteres morfoldgicos y perfiles
moleculares. El presente trabajo describe
morfolégica y molecularmente 34 colectas
aportando datos para evaluar su utilidad
como accesiones en un banco de
germoplasma o como posibles progenitores
en un programa de mejoramiento genético.
Palabras clave: Caracterizacion morfoldgica
y molecular, ISSR, colectas nativas, Solanum
lycopersicum L.
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SUMMARY

In this study, 34 native landraces collected
from 2005 to 2009 at Puebla, Hidalgo,
Veracruz, Chiapas and Guerrero, Mexico,
were evaluated in order to estimate genetic
variability among them through morphological
traits, and their ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) fingerprints. The tomato crop has
undergone an intense process of genetic
improvement resulting in reduced genetic
variability, which can be retrieved from wild
relatives, which in turn have developed
resistance to biotic and abiotic stresses. The
guantification of morphological traits related
to leaves, flowers, stems and fruits generated
six different groups, while the molecular
characterization reveled only four groups.
From the 21 primers initially used, only 12 of
them produced recordable bands. Out of 85
total amplified bands, only 60 of them allowed
to find differences among the tested
genotypes, which in turn represented 71
percentage of polymorphism. Formed groups
relate closely to geographical origin and fruit
type; there was a 65 % concordance between
morphological and molecular profiles. This
paper describes both, morphologically and
moleculary, 34 tomato collections; the
obtained data allow the assessment of their
usefulness as to be included in a genebank,
and also to evaluate their potential as
foundation parents in a breeding program.

Keywords: Morphological and molecular

characterization, ISSR, native collections,
Solanum lycopersicum L.
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I. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las aportaciones vegetales de
México mas extendida a nivel mundial. El grado de aceptacién que tiene se
evidencia por el hecho de que el consumo nacional de jitomate alcanza 1, 220,
342 toneladas, lo cual representa un consumo per capita de 13.1 kilogramos. La
produccion de jitomate genera al afio mil 200 millones de ddlares en divisas,
ademas de ser fuente de 72 mil empleos directos y 10.7 millones de indirectos; el
valor de la produccién alcanza 12 mil 700 millones de pesos. En 2009 se
cultivaron 53 mil hectéareas en las que se obtuvo una produccion de 2.3 millones

de toneladas, de las cuales el 50 por ciento se destiné al mercado de exportacion.

En las especies cultivadas, se han realizado procesos de mejoramiento genético
de manera intensiva, lo cual ha incrementado el rendimiento y calidad de los
productos de importancia antropocéntrica, pero simultaneamente ha conducido a
la reduccién de la variabilidad genética. De tal forma que las variedades
comerciales actuales poseen solamente una pequefia muestra de la amplia
variabilidad existente, sobre todo en especies que se reproducen por
autofecundacion, donde la recombinacion genética es casi inexistente de manera
natural. El jitomate se encuentra dentro de esta categoria, ya que mediante
mejoramiento genético se han obtenido hibridos altamente productivos, sin
embargo se ha tenido que recurrir a la variabilidad genética presente en sus
parientes silvestres para identificar resistencias a enfermedades y caracteristicas

de calidad.



Los principales programas de mejoramiento genético de jitomate en el mundo son
desarrollados por empresas transnacionales, las cuales venden semillas hibridas a
precios mayores a 40 centavos de dolar por semilla, los cuales suelen ser
excesivos para muchos productores mexicanos, debido a lo cual se han
implementado programas de mejoramiento genético que utilizan colectas nativas
para generar variedades e hibridos que permitan elevar los niveles productivos y

gue tengan un costo mas accesible para los productores.

La mayor variabilidad genética del jitomate se encuentra en sus parientes
silvestres, los cuales constituyen una fuente muy importante para el mejoramiento
genético de este cultivo, por lo que su conservacion es fundamental como reserva
genética para futuros programas de mejoramiento. Sin embargo, se desconoce el
grado de diversidad genética presente en México. Un mayor conocimiento del
comportamiento de distintas accesiones puede obtenerse a partir de la medicion
de caracteres morfologicos, asi como a través del uso de marcadores moleculares

de ADN.



II. OBJETIVOS

Caracterizar morfologica y molecularmente 34 colectas nativas de jitomate.

Generar una estrategia de uso y conservacion y determinar la posibilidad de

incluirlos en un programa de mejoramiento genético.

Contrastar la eficiencia de los caracteres morfoldgicos y moleculares para

diferenciar genotipos.

l1l. HIPOTESIS

Existe variabilidad genética entre colectas de jitomate de diferente procedencia.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia de la diversidad genética

La mayoria de las especies a partir de las cuales fueron seleccionadas las plantas
cultivadas contindan sobreviviendo en condiciones silvestres, al igual que otras
especies estrechamente relacionadas con ellas. Este complejo constituye los
“parientes silvestres” de los cultivos (Hoyt, 1992). Durante su evolucién, dichas
especies han desarrollado mdultiples caracteristicas que les han permitido
sobrevivir en condiciones muy diferentes a las de los cultivos; presentan tolerancia
a altas y bajas temperaturas, sequias, condiciones edaficas adversas, y se han
adaptado para enfrentarse a los diferentes peligros de la naturaleza, incluida la
fitofagia por lo que han desarrollado resistencia genética a plagas y enfermedades
comunmente dafiinas a las especies cultivadas (Hoyt, 1992; Eigenbrode et al.,
1993; Pérez et al., 1997). Esto explica el que sean una de las principales fuentes
de germoplasma para el mejoramiento genético de las especies cultivadas (Hoyt,

1992).

El jitomate cuenta con una amplia diversidad de parientes silvestres, algunos de
ellos son: S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium L., S. chmielewskii, S. neorickii, S.

habrochaites, S. chilense, S. peruvianum L.y S. penelli (Peralta et al., 2005).

México como uno de los centros de origen y diversificacion de este cultivo cuenta
con amplia variabilidad genética, por lo que la conservacién de estos recursos
fitogenéticos es considerada una actividad prioritaria en el ambito mundial, debido

a las implicaciones tan significativas que la diversidad genética tiene sobre el



desarrollo de nuevas variedades de plantas para la alimentacion y la agricultura

(Hernandez, 1993; Rao y Hodgkin, 2002).

La diversidad genética vegetal es el producto de un largo proceso de seleccion
natural o bajo domesticacion, siendo la mutacion, la migracién y la hibridacion las
fuentes primordiales de variacion (Santiaguillo y Lopez, 1992). Los parientes
silvestres del jitomate han sido utilizados para incorporar a los cultivares modernos
caracteristicas como resistencia genética a plagas y enfermedades, contenido de
vitaminas y color de fruto, entre otras (Hoyt, 1992). Por Ilo anterior,
el conocimiento y conservacion de las caracteristicas de estas especies resulta de
suma importancia para la produccién agroalimentaria mundial (Eigenbrode et al.,
1993; Pérez et al., 1997). Es indispensable un mejor conocimiento de la diversidad
genética, entendida ésta como la cantidad de variabilidad genética entre individuos
de una variedad o poblaciones de una especie, en donde los estudios
ecogeograficos son de fundamental importancia (Hoyt, 1992; Rao y Hodgkin
2002). En términos practicos, la diferenciacion de ecotipos afecta caracteristicas
como los grados relativos de desarrollo, la resistencia a factores bibticos vy
abioticos, respuestas edaficas y a la fertilidad del suelo, entre otros. Pero mas
importante es el hecho de que esos ecotipos son la consecuencia de largos
periodos de interaccién entre el medio ambiente y los sistemas genéticos (Rao y

Hodgkin, 2002).

En México, el jitomate silvestre se encuentra ampliamente distribuido en zonas de
reserva ecolégica y asociado a campos de cultivo donde eventualmente suele

convertirse en maleza (Rodriguez et al., 2003; Sanchez et al., 2006). Las mayores



poblaciones de jitomate silvestre se han colectado a altitudes que van de 0 a 1 200
m.s.n.m. (Vargas et al., 2005; Sanchez et al., 2006). En regiones calidas (< 300
m.s.n.m.), las plantas presentan menor altura y se asocian con especies que les
brindan sombra, mientras que en regiones templadas esas plantas las protegen
del frio (Vargas et al., 2005). La amplia distribucion del jitomate silvestre ha
permitido que se cuente con poblaciones con caracteristicas diferentes para

responder a los factores bidticos y abioticos de mortalidad (Rao y Hodgkin, 2002).

4.2 Caracterizacion de germoplasma

La caracterizacion morfolégica y/o molecular de individuos permite determinar el
grado de diversidad genética y su distribuciéon, entre y dentro de poblaciones de
una determinada especie, asi como el establecimiento de relaciones filogenéticas

entre ellos.

4.2.1 Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacibn morfologica es un conjunto de observaciones que permiten
distinguir a una poblacion de plantas que constituyen una variedad vegetal
(SNICS, 2001) y averiguar la relacion filogenética entre estos caracteres
(Gonzalez y Pita, 2001). Puede ser utilizada en: sistematica, identificacion o
determinacidén de especies, andlisis de diversidad, relaciones genéticas, gestion
de bancos de germoplasma, descripcion varietal y busqueda de marcadores Utiles

en el mejoramiento genético.

Los caracteres morfol6gicos son caracteristicas fenotipicas de identificaciéon visual

tales como forma, color, tamafio o altura. Muchos de ellos se convierten en



importantes descriptores para inscribir nuevas variedades. Este tipo de mediciones
contribuyé significativamente al desarrollo teérico del ligamiento genético y a la
construccion de las primeras versiones de mapas genéticos. Una de sus
principales desventajas es que muchos de ellos se expresan en estadio de planta
adulta, lo cual prolonga los tiempos de evaluacion en los programas de
mejoramiento. No obstante, permanecen como caracteres Uutiles en la
identificacion de materiales dado que representan la expresion de un conjunto de
genes que puede ser evaluada con métodos sencillos y a bajo costo.

4.2.2 Caracterizacién molecular

La variabilidad genética de una especie puede ser explorada mediante la
utilizacion de marcadores moleculares de ADN, los cuales son puntos de
referencia que funcionan como huellas de diferentes regiones del genoma, que
pueden o no corresponder a un gen especifico, son ampliamente utilizados en
genética, permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del ADN
entre dos individuos, modifiguen éstas o no su fenotipo. Son de utilidad en
estudios evolutivos y de genética poblacional, manejo de bancos de germoplasma,
identificacion, proteccion legal de germoplasma, mapeo, seleccion asistida por
marcadores y clonado de genes.

Un marcador ideal debe ser: altamente polimérfico o variable dentro y entre
especies, de herencia mendeliana no epistatica, insensible a los efectos
ambientales, codominante, de rapida identificacion y simple analisis y de posible

deteccion en los estadios tempranos del desarrollo de la planta.



4.2.2.1 Marcadores ISSR

Los microsatélites del tipo Inter secuencias simples repetidas (ISSR por sus siglas
en inglés Inter-Simple-Sequence-Repeat), son una variante de la técnica RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA - ADN polimorfico amplificado al azar),
aunque probablemente son mas rigurosos que ésta debido a la alta temperatura
de alineamiento utilizada (Robinson y Harris, 2000). La amplificacion ISSR es una
técnica que puede diferenciar rdpidamente individuos relacionados estrechamente.
Involucra la amplificacion por PCR del ADN usando un Unico iniciador compuesto
de una secuencia de microsatélite anclado al extremo 3’ 6 5’ por 2 - 4 nucleétidos
arbitrarios y a menudo degenerados. La amplificacion ISSR puede revelar muchos
mas fragmentos por iniciador que los RAPDs (Degiu et al., 1998).

Los marcadores ISSR tienen la ventaja de generar grandes cantidades de bandas,
por lo cual pueden distinguir accesiones relacionadas estrechamente de manera
mas confiable que otras técnicas y son menos caros que los RFLP 6 RAPD (Degiu
et al., 1997).

4.2.3 Uso de marcadores morfolégicos y moleculares en genotipos silvestres
de jitomate

En caracterizaciones morfolégicas previas de jitomates silvestres realizadas en
México se ha encontrado que los caracteres mas variables fueron peso y didmetro
del fruto, los cuales oscilaron entre 0.66 a 0.96 g y 0.6 a 1.6 cm, respectivamente
(Hernandez, 1997; Constantino, 2001).

Las evaluaciones de jitomates con un mayor grado de domesticacion identificaron

colectas como Palenque, Comitan, Chiapas y Rojo Cherry, con diametros de fruto



mayores a 3.3 cm como genotipos con alto potencial para ser utilizados en
programas de mejoramiento genético (Ortega y Rodriguez, 2000; Ortega, 2003).
La caracterizacién de variedades autoctonas de jitomate cultivadas en Valencia,
Espafa, utilizando los descriptores del IPGRI (Instituto Internacional para los
Recursos Genéticos de las Plantas) confirmd la existencia de una alta variabilidad
en genotipos tradicionales, que podria utilizarse para seleccionar material vegetal
con caracteristicas agronémicas, comerciales y alimentarias de utilidad para las
variedades comerciales (Rodriguez y Parra, 2005).

En el afio 2002 los ISSR se emplearon para estudiar la diversidad genética y
relaciones filogenéticas de 54 accesiones silvestres y cultivares del género
Lycopersicon. Mediante el uso de 14 iniciadores se amplificaron un total de 318
fragmentos, obteniéndose un polimorfismo especifico del 95.6 %. La filogenia
basada en los resultados de los ISSR fue en general concordante con la
taxonomia de Lycopersicon realizada a partir de pruebas morfoldgicas, lo cual
confirma la aplicabilidad del andlisis ISSR para el genotipado y estudios

filogenéticos en el jitomate (Kochieva et al., 2002).

Otro estudio realizado con marcadores ISSR para evaluar la variabilidad genética
de 96 accesiones de jitomate, utilizé diez iniciadores que produjeron 144 bandas,
de las cuales sélo 53 fueron polimoérficas; el iniciador UBC 840-(GA)s YT en
particular fue el que produjo el mayor numero de bandas polimorficas (13 bandas)

(Aguilera et al., 2011).

También los marcadores ISSR han sido utilizados para la caracterizacion

comparativa de Lycopersicon esculentum, Lycopersicon pennellii, Lycopersicon



cheesmanii, Lycopersicon humboldtii, Lycopersicon hirsutum, junto con dos lineas
isogénicas de Lycopersicon esculentum. Se encontré6 que nueve de los 14
iniciadores utilizados fueron capaces de diferenciar las especies probando que,
ademas de su alta confiabilidad, reproducibilidad y la rapidez de desarrollo, los
ISSRs pueden identificar un importante nimero de polimorfismos en el jitomate, lo
cual los hace especialmente utiles en el fitomejoramiento de este cultivo (Tikunov
et al., 2003). Dichos reportes concuerdan con Bojinov y Danailov (2009) quienes
indican que los ISSR pueden ser utilizados exitosamente para la identificacion de

genotipos estrechamente relacionados.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia
Agricola e Invernadero de mejoramiento genético de jitomate ubicado en el Campo
Agricola Experimental 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

En el presente estudio se evaluaron 34 colectas nativas de jitomate (Solanum
lycopersicum L.) obtenidas durante 2005 a 2009 en los estados de Puebla,
Hidalgo, Veracruz, Chiapas y Guerrero. Los genotipos se establecieron bajo
condiciones de invernadero durante el ciclo primavera verano del 2009 en
macetas con capacidad de 15 kilogramos llenas con tezontle. En cada maceta se

colocaron dos plantas y se establecieron tres macetas por colecta.
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Cuadro 1. Colectas evaluadas y su origen.

Colecta Nombre Procedencia Tipo de fruto
1 Cerezal Cuetzalan, Pue. Cherry
2 Cherry Huautla, Hgo. Cherry
3 Cereza 2 Cuetzalan, Pue. Cherry
4 Cereza 4 Cuetzalan, Pue. Cherry
5 Totonaca 1 Ecatlan, Pue. Rifién
6 Totonaca 2 Ecatlan, Pue. Rifién
7 Totonaca 3 Ecatlan, Pue. Rifién
8 Totonaca 4 Tuzamapan de Galeana, Pue. Rifién
9 Arriflonado 4 Machetla, Hgo. Cherry
10 Cimarrona 1 Zozocolco de Hidalgo, Ver. Cherry
11 Cimarrona 2 Zozocolco de Hidalgo, Ver. Cherry
12 Cimarrona 3 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. Cherry
13 Cimarrona 4 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. Cherry
14 Cimarrona 5 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. Cherry
15 Cuautomate Xicotepec de Juarez, Pue. Rifién
16 Arrifionado 3 Necaxa, Pue. Rifién
17 Arrifionado 2 Huautla, Hgo. Rifién
18 Arrifionado 1 Huautla, Hgo. Rifidn
19 Totonaca 5 Tuzamapan de Galeana, Pue. Rifién
20 Arrifionado Ixcatlan, Hgo. Rifién
21 Rojo Huautla, Hgo. Cherry
22 Amarillo-Chamaquico Machetla, Hgo. Cherry
23 S/Na Independencia Chis. Cherry
24 Cherry Comitan, Chis. Cherry
25 Cherry Martinez de la Torre, Ver. Cherry
26 Semi comercial Ecatlan, Pue. Rifién
27 S/Nb Palenque, Chis. Rifién
28 S/Nc Huitzuco, Gro. Cherry
29 S/Nd Guerrero Cherry
30 Cherry Tehuetlan, Hgo. Cherry
31 Rifion Tehuetlan, Hgo. Rifién
32 Rifi6n Misantla, Ver. Rifién
33 Rifion Tehuetlan, Hgo. Rifién
34 Arrifionado-5 Se desconoce Rifién

Nota: S/N: Sin Nombre.
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5.3 Caracterizacion morfoldgica

Las 34 colectas de jitomate fueron caracterizadas morfologicamente en cada uno
de sus estadios de desarrollo fenoldgico mediante la cuantificacion de descriptores
cualitativos y cuantitativos propuestos por el IPGRI (1996), cuyo listado se

presenta en los cuadros 2 y 3, respectivamente.
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Cuadro 2. Caracteres morfoldgicos cualitativos evaluados en 34 colectas nativas
de jitomate segun la lista de descriptores del IPGRI (1996).

Caracter Escala de medicién
Plantula

Antocianinas en el hipocétilo 1= Ausente 2= Presente
Habito de 3 a 4 semanas de edad 1= Normal 2= Compacto

_ s s
Color del hipocétilo 1= Verde 2=". pUrpura de la base 3= ", purpura de la base

4= Pdrpura
Intensidad de color del hipocotilo 3= Baja 5= Intermedia 7= Alta
Pubescencia del hipocétilo 0= Ausente 1= Presente
Planta
Vigor de la planta 3= Pequefia 5= Intermedia 7= Larga
Densidad foliar 3= Dispersa 5= Intermedia 7= Densa
Posicion de las hojas 3= Semierecta 5= Horizontal 7= Caida
Tio de o
Flor
Tipo de corola de la flor 1= Cerrada 2= Abierta

1= Insertado 2= Al mismo nivel del estambre
Posicion del estilo 3= Ligeramente sobresaliente con respecto al estambre 4=
Altamente sobresaliente con respecto al estambre

Forma del estilo 1= Simple 2= Fasciado 3= Dividido
Pubescencia del estilo 0= Ausente 1= Presente
Dehiscencia de las tecas 1= Poricidal 2= Longitudinal
Fruto
Forma del fruto 3= Redondo 5= Angular 9= Rifion
Homogeneidad del tamafio 3= Bajo 5= Intermedio 7= Alto
Color exterior de frutos maduros 1= Verde 2= Amarillo 3= Anaranjado 4= Rosa 5= Rojo 6= Otro
Intensidad de color exterior 3= Claro 5= Intermedio 7= Oscuro
Nervadura al final del caliz 1= Muy débil 2= Débil 5= Intermedio 7= Fuerte
1= Liso 2= Ligeramente deprimido 5= Moderadamente
Forma del hombro del fruto deprimido

7= Totalmente deprimido
Forma de la flor al final del fruto 1= Hundida 2= Redonda 3= Puntiaguda
Condicion final de la cicatriz de la flor 1= Abierta 2= Cerrada 3= Ambas

Color de la pulpa 1= Verde 2= Amarillo 3= Anaranjado 4= Rosa 5= Rojo 6= Otro
Intensidad del color de la pulpa 3= Clara 5= Intermedio 7= Oscura

Intensidad del color de la placenta 1= Verde 2= Blanco 3=Claro 5= Intermedia 7= Oscuro

Forma del fruto en corte transversal 1= Redonda 2= Angular 3= Irregular

Forma de la cicatriz del pistilo 1= Punto 2= Estrellada 3= Lineal 4= Irregular

Semilla

Forma de las semillas 1= Globular 2= Ovalada 3= Triangular

1= Ligeramente amarillo 2= Amarillo oscuro 3= Gris 4= Café
Color de las semillas i
5= Café oscuro
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Cuadro 3. Caracteres morfoldgicos cuantitativos evaluados en 34 colectas nativas

de jitomate.
Caracter Escala de Caracter Escala de
medicion medicién
Plantula Flor
Longitud de la hoja . Numero de racimos en .
principal Centimetros 2 metros de longitud Numero
Ancho de la hoja Centimetros Numero de hojas en 2 NGmero

principal
Planta

Numero de hojas bajo la
primera inflorescencia

Diametro del tallo en la
base

Diametro del tallo en la
parte media

Diametro del tallo en la
parte superior

Flor

Longitud de pétalos
Longitud de sépalos
Longitud del estambre

Ndmero

Centimetros

Centimetros

Centimetros

Centimetros

Centimetros
Centimetros

metros de longitud
Fruto

Diametro del fruto

Longitud de la capa de
abscision

Longitud del pedicelo
Ancho del fruto

Largo del fruto

Peso del fruto

Tamafio de la placenta
Léculos por fruto

Centimetros

Centimetros

Centimetros

Centimetros

Centimetros
Gramos
Centimetros
NUmero

5.4 Caracterizacién molecular

5.4.1 Extraccién de ADN
La extraccion de ADN de las 34 colectas se llevd a cabo bajo el siguiente
protocolo. A partir de hojas jévenes (se emplearon diez plantulas por colecta) se
tomaron 0.3 g de tejido que se colocaron en un mortero previamente enfriado con
nitrégeno liquido; se agrego nitrégeno liquido y se maceré hasta obtener un polvo
fino, el cual se transfirié a 700 uL de amortiguador de extraccién contenidos en un
microtubo de 1.5 mL precalentado a 65 °C en el termoblock. El microtubo se agito
hasta homogeneizar; enseguida se calenté nuevamente a 65 °C en el termoblock

durante 10 minutos y se agregaron 200 yL de acetato de potasio 5M; la muestra
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se enfri6 en hielo por 30 a 60 minutos y se centrifugd durante 20 minutos a
12,000Xg. El sobrenadante se transfiri6 a otro microtubo con 600 pL de
isopropanol preenfriado y se dejé a -20 °C por 30 a 60 minutos para precipitar el
ADN. Posteriormente se centrifugd a 6000Xg durante 5 minutos y se decantd
cuidando de no eliminar la pastilla de ADN, a la cual se agregaron 700 pL de
solucién para disolver. Una vez disuelto el ADN, se adicionaron 4 pL de ARNasay

se incubo a 37 °C durante un periodo no menor a una hora.

Posteriormente el ADN fue reprecipitado con 75 L de acetato de sodio 3 My 500
pL de isopropanol frio durante dos horas. Después fue centrifugado a 8000Xg
durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y la pastilla de ADN fue lavada con
etanol (grado reactivo) al 70 %. Nuevamente se centrifugd a 8000Xg durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y el ADN fue secado a temperatura ambiente.
Finalmente se disolvié en 50 puL de TE y se almacend a 4 °C. Se realizaron cinco

repeticiones por genotipo, es decir, un total de 170 extracciones.

5.4.2 Evaluacién de la cantidad y calidad del ADN

Se procedié a determinar la concentracion de ADN en ng/uL en las muestras
usando el nanodrop; enseguida se realizaron diluciones para dejar todas las
muestras a una concentracion de 10 ng/pL. Posteriormente se procedié a mezclar

las diez repeticiones para formar un “bulk” por genotipo.

Para determinar la calidad del ADN se utilizé un gel de agarosa al 8 %, colocando
en un matraz 0.8 g de agarosa con 100 mL de amortiguador TAE 1X (Tris base 40

mM, pH 7.8; acetato de sodio 20 mM y EDTA 2 mM, pH 8.0). Esto se mezclé y se
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puso a hervir hasta disolver perfectamente, se dejé enfriar y se vacié en un
portageles. Cuando se solidifico se colocd en una camara de electroforesis y se

cubrié con amortiguador de corrida TAE 1 X.

Posteriormente, se colocaron sobre cinta parafilm 2 pL de amortiguador de carga
(0.2 % azul de bromofenol, 0.2 % xileno cianol, 25 % glicerol, 5 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI, pH 8.0), mismos que se mezclaron con 10 pL de cada muestra y
posteriormente se colocaron en los pozos centrales del gel; en los extremos se
adicionaron 3 uL de marcador de peso molecular de 1 kb. Finalmente, se realizé la
electroforesis con 90 voltios durante 1.5 h. Concluida la electroforésis, el gel se
removid y se tind en una solucion a base de bromuro de etidio (0.6 pg-uL en TAE
1 X) por 20 minutos. Después se escurrio y se colocé sobre un transiluminador de

luz UV y se documentd con una camara Kodak EDAS 290.

5.4.3 Obtencién de patrones ISSR
Se probaron originalmente 21 iniciadores (de Sigma®) (Figura 1), de los cuales se
seleccionaron los 12 que mostraron mayor numero de bandas bien definidas

(Cuadro 4).
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Figura 1. Patrones de bandeo resultantes de la prueba de 21 iniciadores (de
Sigma®), Carriles: 1:ISSR 1, 2: ISSR 2, 3: ISSR 3, 4: ISSR 4, 5: ISSR
5,6:ISSR 6, 7: ISSR 7, 8: ISSR 8, 9: ISSR 9, 10: ISSR 10, 11: UBC
819, 12: UBC 820, 13: UBC 822, 14: UBC 823, 15: UBC 828, 16: UBC
829, 17: UBC 840, 18: UBC 841, 19: UBC 862, 20: UBC 866, 21: UBC

873. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen®).

Cuadro 4. Secuencias de iniciadores seleccionados para la obtencion de los
patrones ISSR en 34 genotipos de jitomate.

INICIADOR SECUENCIA (5' - 3")

ISSR 4
ISSR 5
ISSR 6
ISSR 7
ISSR 9
ISSR 10
UBC 820
UBC 822
UBC 823
UBC 840
UBC 866
UBC 873

AGAGAGAGAGAGAGAGCTC
ACACACACACACACACCTA
ACACACACACACACACCTG
AGAGAGAGAGAGAGAGCTG
AGAGAGAGAGAGAGAGC
GAGAGAGAGAGAGAGAT
GTGTGTGTGTGTGTGTC
TCTCTCTCTCTCTCTCA
TCTCTCTCTCTCTCTCC
GAGAGAGAGAGAGAGAYT
CTCCTCCTCCTCCTCCTC
GACAGACAGACAGACA

Se realizaron las reacciones en cadena de la Tag ADN polimerasa (PCR por sus

siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) con doce iniciadores, para lo cual se

aplicé el protocolo siguiente. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se agregaron
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diferentes cantidades de ADN concentrado que oscilaron entre 2 y 16.6 uL, a las
cuales se le adicion6 la cantidad de agua destilada estéril necesaria calculada

mediante la férmula:

Volumen de agua para obtener una dilucién de ADN a 10 ng-pL™* = (ng-uL™ de
ADN de la muestra original * 2 yL 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
adicion6 2.5 pL del ADN diluido a 10 ng/ pL y en un tubo de 1.5 mL se prepar6 la
mezcla de reaccién en un volumen total de 25 pL. La mezcla de reaccion estuvo
formada por amortiguadores, enzima Tagq ADN polimerasa (Invitrogen®) y el
iniciador (Cuadro 5). Adicionalmente, 22.5 pL de la mezcla de reaccién 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 6.

Cuadro 5. Componentes de la mezcla de reaccion en cadena de la Taq ADN
polimerasa (PCR), para la obtencion de los patrones ISSR.

Componentes de lamezcla Volumen en pL
H,O Grado Biologia Molecular 5.2

DNTP's (500 pM) 10
Amortiguador de PCR (10X) 2.5
MgCl, (50 mM) 3

Iniciador (10 ng/pL) 15
Enzima (5 U/uL) 0.3
ADN gendmico (10 ng/uL) 2.5
Total 25
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Cuadro 6. Condiciones de temperatura de los ciclos de amplificacion de la PCR
(Reaccion en Cadena de la Taq ADN Polimerasa), para la obtencion de
los patrones ISSR.

Fase Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos
Pre-desnaturalizacion 93 8 1
Desnaturalizaciéon 93 1 40
Alineamiento * 1
Extension 72 1
Extension final 72 6 1

Los productos amplificados se separaron por electroforésis en geles de agarosa,
teflidos con bromuro de etidio y se documentaron tal y como se sefiala en la
seccion de cuantificacion y evaluacion de la integridad del ADN. La comparacion
entre los genotipos se hizo evaluando las similitudes y las diferencias en los
patrones de bandeo, asignando el valor 0 a la ausenciay 1 a la presencia de cada
banda. Se cuantificd el nimero de bandas producto de la amplificacion para cada
iniciador, asignandose un numero de acuerdo con la distancia de migracion en el
gel. Se realizé el registro de los patrones ISSR obtenidos con los 12 iniciadores
para los 34 genotipos y con esa informacién se construyé una matriz basica de

datos (MBD).

5.4.4 Analisis estadistico

Se realiz6 la seleccion de variables morfologicas a partir de la matriz de
correlacion de datos mediante la técnica de analisis de componentes principales.
Los primeros vectores propios de este analisis identificaron las variables mas
importantes para explicar la variabilidad observada entre los genotipos evaluados

usando PROC PRINCOMP de SAS Ver 9.1.3.
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Con las variables estandarizadas seleccionadas previamente se realizé un analisis
de agrupamiento mediante el uso de distancias euclidianas cuadradas y la
varianza minima de Ward para la construccion del dendrograma usando PROC
CLUSTER y PROC TREE de SAS Ver 9.1.3. La altura de corte se determin6 con
base en el criterio cbico de agrupamiento y la pseudoestadistica T? de Hotelling

(Johnson, 2002).

La metodologia de andlisis anterior se aplico también a los datos moleculares
utilizando la distancia genética de Bray-Curtis (1957) para obtener el dendrograma
respectivo y poder compararlo contra el generado a partir de las variables

morfologicas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Caracterizaciéon morfolégica

6.1.1 Andlisis de agrupamiento

La seleccion de variables utiles en la discriminacién de colectas se realizé con
base en analisis de covarianzas sucesivo, con el fin de evitar la inclusién de
caracteres que describiesen la misma variabilidad dentro del conjunto de
observaciones, asi como reducir la dimensionalidad de la matriz de datos

(Johnson, 2000).

El procedimiento de analisis aplicado a los 48 descriptores evaluados, identifico
como los mas relevantes los siguientes: numero de hojas bajo la primera
inflorescencia, tipo de hoja, longitud de pétalos y sépalos, posicion del estilo,
longitud del estambre, nimero de racimos, numero de hojas, diametro del tallo en
la parte media, longitud de la capa de abscision, longitud del pedicelo, indice de
redondez y peso del fruto, intensidad del color de la placenta y color de las

semillas.

El analisis de agrupamiento fue realizado utilizando las distancias euclidianas
elevadas al cuadrado, mientras que la construccion del dendrograma se realizo
mediante el método de varianza minima de Ward. La altura de corte se determiné
a partir del criterio cubico de agrupamiento (cambio en la tendencia) y de la
pseudoestadistica T? de Hotelling (primer valor menor que el 20 % del total de

colectas estudiadas, que para este estudio corresponde a un valor de 6), con los
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cuales se definié que el nimero de grupos a considerar fueron cuatro, con altura

de corte de 0.55 r? semiparcial (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma jerarquico de 34 colectas de jitomates nativos obtenido
con distancias euclidianas elevadas al cuadrado y el método de minima varianza
de Ward.

6.1.2 Analisis Discriminante

Con la finalidad de verificar la relevancia de los caracteres utilizados en la
conformacién de los grupos generados en el analisis anterior, se realizé un
analisis discriminante canonico, donde se consider6é como variable categérica los
cuatro grupos. A partir de este andlisis, se determind que con dos funciones
discriminantes se describido 82 % de la variabilidad total observada al considerar
los 16 descriptores seleccionados (Cuadro 6), con variacion individual de 54 % vy

28 %, asi como valores propios de 8.7 y 4.5, respectivamente.
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Cuadro 7. Valores propios de variables discriminantes con base en el analisis de
cuatro grupos de colectas nativas de jitomate.

Variable discriminante Valor propio Proporcion  Acumulada

VD1 8.7734 0.5425 0.5425
VD2 4.5378 0.2806 0.8231
VD3 2.8615 0.1769 1

VD1, VD2 y VDa3: variable discriminante 1, 2 y 3, respectivamente. Diferente de
cero con a <0.01**

La estructura total candnica (Cuadro 8) muestra las correlaciones lineales entre las
funciones discriminantes generadas y las variables originales del analisis. La
variable discriminante uno (VD1) se correlaciond en forma positiva con las
variables: longitud de la capa de abscision y peso del fruto; y en forma negativa
con indice de redondez del fruto e intensidad de color de la placenta; esto es,
colectas con altos valores de VD1 presentaron mayor longitud de la capa de
abscision, frutos pesados y ovalados, tallos delgados y placenta de color claro, y
viceversa. Con respecto a la variable discriminante dos (VD2), tuvo asociacion
positiva con posicién de estilo, longitud del estambre, y nimero de racimos y
hojas; es decir, colectas con altos valores de VD2 presentaron estilos salientes y

estambres largos, asi como mayor nimero de hojas y racimos (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Estructura total candnica de variables discriminantes definidas a partir
de cuatro grupos de colectas de jitomates nativos.

Coeficiente canénico Funcion discriminante
Variable VD1 VD2 VD1 VD2
Constante -1547 -1661
i,:l\gb?:s?gﬁicsiabajo la ra. 0.53 0.5 49.51 4754
Tipo de hoja 0.45 -0.16 -1.24 1.24
Longitud en cm de pétalos 0.34 0.48 21.18 75.18
Longitud en cm de sépalos 0.31 -0.02 -228.32 -249.9
Posicioén del estilo -0.31 0.63 -11.46 1.12
Longitud en cm del estambre 0.04 0.7 1455 1432
Numero de racimos 0.01 0.67 -25.73 -26.46
Numero de hojas 0.08 0.71 8.88 9.55
Diametro del tallo en la parte media -0.58 -0.19 530.07 562.05
Longitud de la capa de absicién 0.59 -0.19 141.21 115.59
indice de redondez -0.68 0.29 22.42 19.79
Peso 0.55 -0.22 4.29 4.7
Intensidad del color de la placenta -0.58 0.31 101.31 99.81
Color de las semillas -0.05 0.19 79.24 76

En la Figura 3 se representa la localizacion espacial de las colectas evaluadas con
base en la VD1 (eje de las abscisas), VD2 (eje de las ordenadas), asi como los
grupos obtenidos a partir del analisis de agrupamiento (Figura 2). En el Cuadro 9
puede observarse que los grupos uno Yy dos estuvieron constituidos
predominantemente por colectas con frutos tipo Cherry, para el caso del grupo tres
no se observé una clara separacion por tipo de fruto ya que éste estuvo
conformado por colectas de ambos tipos; mientras que en el grupo cuatro se
ubicaron colectas unicamente con frutos arrinonados

La prueba de resustitucion para corroborar la pertinencia del agrupamiento
obtenido resulté positiva, es decir, las unidades bajo estudio no fueron colocadas

en grupos distintos a los definidos a partir del analisis discriminante.
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Figura 3. Representacion grafica de variables discriminantes de cuatro grupos de
34 colectas nativas de jitomates de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas.
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Cuadro 9. Grupos de colectas nativas de jitomate obtenidos a partir de su
caracterizacion morfolégica.

Grupo Frecuencia Genotipo Origen Tipo Caracteristicas
1 Cereza 1l PUE Cherry
4 Cereza 4 PUE Cherry
9 Arrifionado HGO Cherry Tallo grueso, frutos redondos vy
14 Cimarrona 5 PUE Cherry ligeros, capa de abscisién corta,
1 9 21 Rojo HGO Cherry placenta de color oscuro, menor
2 Cherry HGO Cherry nNumero hojas y racimos, estambres
3 Cereza 2 PUE Cherry cortos y estilos hundidos.
25 Cherry VER Cherry
13 Cimarrona 4 PUE Cherry
10 Cimarronal  VER Cherry Tallo grueso, frutos redondos y
24 Cherry CHIS Cherry ligeros, capa de abscision corta,
2 5 11 Cimarrona 2 VER Cherry placenta de color oscuro, mayor
12 Cimarrona 3 PUE Cherry numero de hojas y racimos,
33 Rinén PUE RifiGN estambres largos y estilos salientes.
17 Arrifionado 2  HGO Rifidn
18 Arrifionado1  HGO Rifidn
31 Rifién PUE Rifidn
32 Rifion VER RIfion  Tallos delgados, frutos ovalados y
20 Arrifionado HGO RiAidn pesados, capa de abscision larga,
3 11 22 Arrifionado 4  HGO Cherry placenta de color claro, menor
30 Cherry PUE Cherry nuimero hojas y racimos, estambres
23 S/N-A CHIS Cherry cortos y estilos hundidos.
28 S/N-C GRO Cherry
29 S/N-D GRO Cherry
34 Arrinonado-5 Rifidn
5 Totonaca 1 PUE Rifidn
7 Totonaca 3 PUE Rifidn
6 Totonaca 2 PUE RIfion  Tallos delgados, frutos ovalados y
8 Totonaca 4 PUE Riidn pesados, capa de abscision larga,
4 9 15 Cuautomate ~ PUE Riidn placenta de color claro, mayor
27 S/N-B CHIS Rifign Numero de hojas y racimos,
26 Semi comercial PUE RIRGN estambres largos y estilos salientes.
16 Arrifionado3  PUE Rifion
19 Totonaca 5 PUE Rifidn
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Los grupos tres y cuatro se caracterizaron por poseer capa de abscision larga y
frutos pesados. Los grupos uno y dos se diferenciaron por tener capa de abscision

corta y frutos ligeros.

Los grupos dos y cuatro compartieron las caracteristicas de frutos ovalados vy
placenta de color claro, mientras que los grupos uno y tres tuvieron en comun

colectas de frutos redondos y placenta de color oscuro.

Los analisis de varianza de los caracteres incluidos en los analisis multivariados
(agrupamiento y discriminante), seleccionados mediante analisis de covarianzas
sucesivas, mostraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de
colectas en nueve de los 16 caracteres considerados, ratificando con ello la
seleccidén de caracteres mas relevantes para describir la variabilidad morfolégica
observada en las colectas evaluadas, los cuales fueron: diametro del tallo en la
parte media, longitud de la capa de abscision, indice de redondez, peso del fruto,
intensidad del color de la placenta, posicion del estilo, longitud en cm del

estambre, nimero de racimos y niumero de hojas (Cuadro 1Ay 1B).

Quince descriptores no incluidos en los andlisis multivariados mostraron también
diferencias estadisticamente significativas entre grupos, los cuales fueron: longitud
y ancho de la hoja principal, densidad foliar, diametro del tallo en la parte alta,
forma de fruto, diametro 1 y 2 del fruto, ancho y largo del fruto, forma de la flor al
final del fruto, condicion final de la cicatriz de la flor, forma del fruto en corte
transversal, tamafio de la placenta, numero de l6culos y forma de la cicatriz del

pistilo (Cuadro 1C). Cabe sefialar al respecto que los analisis multivariados tienen
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como objetivo reducir la dimensionalidad por lo que “sacrifican” variables que

describen un mismo caracter.

Las comparaciones de medias correspondientes (Cuadros 2A y 2B) fueron
realizadas con el programa estadistico SAS e indicaron un comportamiento acorde
con la caracterizacion lograda en ambos agrupamientos debido a que las variables
que fueron descartadas: longitud y ancho de la hoja principal, densidad foliar,
diametro del tallo en la base y en la parte alta, forma de fruto, diametro 1 y 2 del
fruto, ancho y largo del fruto, forma del hombro del fruto, forma de la flor al final del
fruto, condicion final de la cicatriz de la flor, forma del fruto en corte transversal,
tamafio de la placenta, numero de I6culos y forma de la cicatriz del pistilo (Cuadro
2C), se encuentran directamente relacionadas con las variables que si fueron
consideradas para los analisis multivariados, y describen principalmente
caracteristicas de flor y fruto, mismas que fueron determinantes para la separacion

de colectas.

Los pesos promedio de fruto obtenidos en este trabajo variaron entre 2.1 y 33.9 g,
mientras que los diametros de fruto oscilaron entre 1.5 a 4.2 cm. Al comparar
estos resultados con estudios previos sobre diversidad genética de colectas de
jitomate (Hernandez, 1997; Constantino, 2001), se aprecia mayor variacion
registrada para ambos caracteres, lo cual sugiere que las colectas evaluadas en el
presente trabajo representan una mayor variabilidad genética, que puede ser de
gran utilidad para conservacion y estudio de colectas nativas asi como en pruebas
para determinar su viabilidad como progenitores en un programa de mejoramiento

de este cultivo.
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6.2 Caracterizacién molecular

6.2.1 Andlisis de patrones de marcadores ISSR

De los 21 iniciadores probados, nueve no produjeron amplificacién, de los doce
iniciadores restantes, nueve detectaron mas de 60 % de polimorfismo entre
materiales. En total se obtuvieron 85 bandas, 24 de las cuales fueron
monomorficas; las 61 bandas polimorficas restantes tuvieron frecuencias alélicas

mayores a 0.10 y menores a 0.94 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Numero de bandas amplificadas con 12 iniciadores en 34 colectas
nativas de jitomate.

Productos amplificados % de % de bandas
INICIADOR SECUENCIA (5' - 3) —— o o

Totales Polimérficos Polimorfismo monomérficas
ISSR 4 AGAGAGAGAGAGAGAGCTC 4 1 25 75
ISSR 5 ACACACACACACACACCTA 10 8 80 20
ISSR 6 ACACACACACACACACCTG 8 5 62.5 37.5
ISSR 7 AGAGAGAGAGAGAGAGCTG 7 4 57.2 42.8
ISSR9 AGAGAGAGAGAGAGAGC 9 6 66.7 333
ISSR 10 GAGAGAGAGAGAGAGAT 6 6 100 0
UBC 820 GTGTGTGTGTGTGTGTC 9 6 66.7 333
UBC 822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 6 6 100 0
UBC 823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 4 4 100 0
UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 4 4 100 0
UBC 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 9 4 44.5 55.5
UBC 873 GACAGACAGACAGACA 9 6 66.7 333

85 60 71.0

El ndmero de bandas amplificado por iniciador ISSR oscil6 entre 4 y 10, con
promedio de 7. En las figuras 4A, 4B y 4C se muestran los patrones de bandeo
obtenidos mediante amplificacion con los iniciadores ISSR 6, UBC 822 y UBC
873, respectivamente. En ellas pueden apreciarse claras diferencias en la

presencia 0 ausencia de bandas entre las distintas colectas, lo cual sugiere la
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existencia de diferencias genéticas entre las colectas nativas de jitomates

evaluadas, obtenidas en distintos estados de la Republica Mexicana.

c R g
P e

05

S
~ Genoti

Fgura 4. Patrones de bandas ISSR obtenidos con los iniciadores ISSR 10, UBC
822 y UBC 823 (A, B y C, respectivamente) de 34 colectas nativas de
jitomate. M: Marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen®). B: Blanco,

F: Frijol.
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En el presente trabajo, el porcentaje total observado de loci polimorficos entre
poblaciones fue de 71 %, resultado que contrasta con el obtenido por Aguilera et
al (2011), quienes al evaluar 96 accesiones de jitomate con diez iniciadores
generaron 144 bandas de las cuales s6lo 53 fueron polimorficas, con promedio de
14.4 bandas por iniciador, lo cual representd Unicamente 36.8 % de polimorfismo,
es decir aproximadamente la mitad del obtenido en este estudio. Ellos encontraron
que el iniciador UBC840-(GA)sYT fue el que produjo mayor numero de bandas
polimérficas (13), mientras que en el presente trabajo el ISSR 5-(AC)s CTA mostré
el mayor numero de bandas polimérficas (8). Otros investigadores que utilizaron
ISSR para caracterizar accesiones de jitomate al utilizar un mayor nimero de
iniciadores (14) incrementaron el polimorfismo especifico hasta 95.6 % (Kochieva

et al., 2002).

Los resultados obtenidos en el presente estudio ratifican lo reportado por otros
investigadores relativo a la utilidad de los marcadores ISSR para el estudio de la
variabilidad genética en especies autdgamas como el jitomate, las que debido a su
forma de reproduccion no son muy variables (Tikunov et al., 2003; Bojinov y
Danailov, 2009), ya que los ISSRs son altamente confiables, reproducibles, de
rapido desarrollo y capaces de identificar polimorfismos utiles para el

fitomejoramiento de este cultivo.

El dendrograma obtenido para las colectas evaluadas muestra una gran diversidad
genética entre los grupos, sugerida por las disimilitudes entre ellos, resultado
esperado debido a que se incluyeron colectas provenientes de varios estados de

la Republica Mexicana. Las colectas genéticamente mas alejadas fueron 29
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(Guerrero) y 32 (Rifibn Misantla, Veracruz), mientras que las genéticamente mas
relacionadas fueron las colectas Cereza 2 y Cereza 4, ambas procedentes de

Cuetzalan, Puebla.

La altura de corte se determind a partir del criterio cubico de agrupamiento
(cambio en la tendencia) y de la pseudoestadistica T? de Hotelling (primer valor
menor que el 20 % del total de colectas estudiadas, que para este estudio
corresponde a un valor de 6), con los cuales se definié que el nUmero de grupos a

considerar fueron seis, con altura de corte de 0.48 r? semiparcial (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma construido usando el indice de similitud de Bray-Curtis
(1957) con los patrones de bandas ISSR de 34 colectas nativas de
jitomate.

Si bien la mayoria de las colectas originarias de una region agricola particular

tendieron a agruparse juntas, también se observa la presencia de colectas
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procedentes de otras regiones, este comportamiento se presenta practicamente

en todos los grupos.

Cuadro 11. Agrupaciéon obtenida mediante la caracterizacion molecular.

Colecta Nombre Procedencia Grupo
1 Cerezal Cuetzalan, Pue. 1
2 Cherry Huautla, Hgo. 1
3 Cereza 2 Cuetzalan, Pue 1
4 Cereza 4 Cuetzalan, Pue 1
32 Rifion Misantla, Ver. 2
33 Rifién 3 Tehuetlan, Hgo. 2
34 Arrifionado S/D 2
5 Totonaca 1 Ecatlan, Pue. 3
6 Totonaca 2 Ecatlan, Pue. 3
8 Totonaca 4 Tuzamapan de Galena, Pue. 3
10 Cimarrona 1 Zozocolco de Hidalgo, Ver. 3
15 Cuautomate Xicotepec de Juarez, Pue. 3
7 Totonaca 3 Ecatlan, Pue. 3
9 Amarillo-Chamaquico Machetla, Hgo. 3
11 Cimarrona 2 Zozocolco de Hidalgo, Ver 4
12 Cimarrona 3 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. 4
13 Cimarrona 4 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. 4
14 Cimarrona 5 Zozocolco de Guerrero, Huehuetla, Pue. 4
16 Arrifionado 3 Necaxa, Pue. 4
17 Arrifionado 2 Huautla, Hgo. 4
18 Arrifionado 1 Huautla, Hgo. 4
19 Totonaca 5 Tuzamapan de Galeana, Pue. 4
20 Arrifionado Ixcatlan, Hgo 5
21 Rojo Huautla, Hgo 5
26 Semi comercial Ecatlan, Pue 5
27 S/Nb Palenque, Chis. 5
28 S/Nc Huitzuco, Gro. 5
29 S/Nd Guerrero 5
22 Amarillo 4 Machetla, Hgo. 5
23 S/Na Independencia, Chis. 5
24 Cherry Comitan, Chis. 5
25 Cherry Martinez de la Torre, Ver. 5
30 Cherry 1 Tehuetlan, Hgo 6
31 Rifién 2 Tehuetlan, Hgo. 6
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6.3 Caracterizacion morfolégica y molecular

Al comparar los agrupamientos de accesiones obtenidos a partir de datos

morfolégicos versus perfiles moleculares se observa que la mayoria de las 34

colectas nativas evaluadas, 22 de ellas (65 %) fueron ubicados dentro del mismo

grupo genético (Cuadro 11), mientras que las 12 restantes no mostraron

concordancia entre los agrupamientos, pues los marcadores moleculares fueron

capaces de diferenciar dos grupos mas en relacion a los identificados a partir de

caracteres morfoldgicos.

Cuadro 12. Comparacién de las agrupaciones proporcionadas por los marcadores
morfolégicos y moleculares

MORFOLOGICOS

I [l [l v
M 1 C Pue
| 2 C Hgo.
(@) 3 C Pue
4 C Pue
L1 33 R Hgo |32R Ver.
E 34R S/D
C 5 R Pue
6 R Pue
M| 9 C Hgo 10 C Hgo 7 R Pue
U 8 R Pue
15R Pue
L 13 C Pue |11 C Ver |17 R Hgo.
A|IV|14 C Pue |12 C Pue |18 R Hgo. ig F'j FF:SS
R 20 R Hgo.
21 C Hgo. 22 C Hgo. 26 R Pue.
£ V|25 C Ver. |24 C Chis. |23 C Chis. 27 R Chis.
28 C Gro.
29 C Gro.
S Vi 30 C Hgo.
31 R Hgo.

Nota: C: Fruto tipo Cherry R: Fruto tipo Rifion
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Las colectas 1, 2, 3 y 4 con frutos tipo Cherry, provenientes de los Estados de
Puebla e Hidalgo fueron agrupados por ambas clasificaciones dentro del grupo 1,
mientras que la colecta 33 de fruto tipo rifidn originaria de Puebla fue separada del
resto de los materiales evaluados en ambas agrupaciones (grupo 2). Las colectas
16 y 19 también con tipo de fruto arrifionado y originarias del mismo Estado de

Puebla, fueron separadas por ambas clasificaciones en el grupo 4.

Otra coincidencia en el agrupamiento de materiales se present6 en el caso de las
colectas 5, 6, 7, 8 (correspondientes a los genotipos Totonaca 1, 2, 3, 4) y 15
(Cuautomate), todas ellas teniendo en comudn el presentar frutos arrifionados y

originarias del Estado de Puebla.

Si bien en los dos casos anteriores las colectas agrupadas tuvieron en comuan el
tipo de fruto y su origen geografico, para el caso de las colectas 20 y 22 ambas de
fruto arrifionado y originarias del Estado de Hidalgo, resultaron agrupadas por
ambos criterios junto con las colectas 28 y 29 ambas de fruto tipo Cherry
procedentes de Guerrero, lo cual indica que las colectas evaluadas probablemente

compartan cierto grupo de genes, aunque no sean de igual genotipo.

Por lo que de manera general puede concluirse que la alta concordancia entre los
agrupamientos realizados a partir de caracteres morfologicos y perfiles
moleculares separando a las colectas de jitomates silvestres por tipo de fruto y
origen geografico, refleja la utilidad de los marcadores ISSR en estudios
preliminares de variabilidad genética presente en colectas nativas para generar

estrategias de uso dentro de programas de mejoramiento genético de este cultivo,
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asi como en la pertinencia de su conservacion, puesto que existen materiales que
comparten grupos en ambas caracterizaciones y con esta investigacion se puede
ayudar a la toma de decisiones para evitar materiales con las mismas

caracteristicas en bancos de germoplasma.

La exploracion de la diversidad genética de jitomate a través del uso de
marcadores ISSR resultd de gran utilidad para complementar a los descriptores
morfolégicos tradicionalmente empleados para dicho propoésito, sobre todo debido
a su rapidez, ya que a diferencia de algunos descriptores morfolégicos no es
necesario esperar a que la planta alcance una etapa fenoldgica especifica para
medirlos, por lo que su uso representan una excelente alternativa sobre todo
cuando existe una caracterizacion morfoldgica previa, para comparar resultados y

tener asi mas elementos para decidir el empleo de los materiales evaluados.
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VII. CONCLUSIONES

Con los registros obtenidos en el presente trabajo es posible establecer las bases

para generar una estrategia de uso y conservacion para esos materiales.

Existe variabilidad genética entre colectas de jitomate de diferente procedencia, ya
que el 40% de los grupos estuvo formado por colectas provenientes de un mismo

estado.

Los marcadores moleculares fueron eficientes para complementar la
caracterizacion morfologica y diferenciar genotipos. En este trabajo, la utilizacion
de ambos resultdé de gran utilidad para corroborar de resultados debido a que
presentaron alto nivel de afinidad ya que el 59 % de las agrupaciones coincidieron

con ambas caracterizaciones.
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IX. ANEXO

Cuadro 1A. Analisis de varianza de caracteres que se incluyeron en los analisis multivariados.

FV GL NUHBPI TIHOJ LONPET LONSEP POSEST LONES NURAC NUHOJ DITM LONCAB LONP PEFR ICOCL COSEM IR
GRUPO 3 5.49 ** 221 0.07 ** 0.01 1.92** 0.01** 64.06** 188.86 0.16** 0.08** 0.32 328.54 **  3.64** 0.1 0.05**
COL(GRUPO) 30 0.49 1.06 0.01 0 0.2 0 10.49 16.03 0.01 0.01 0.23 42.3 0.19 0.46 0
TOTAL 33

Ccv 11.35 2417  7.47 7.91 14.85 5.09 30.74 11.82 8.23 20.66 20.47 54.23 11.01 19.73 9.95
MEDIA 6.18 4.26 141 1.01 3.03 0.89 10.53 33.86 1.62 0.67 2.38 10.98 4.03 3.44 0.8

NUHBPI=NUMERO DE HOJAS BAJO LA PRIMERA INFLORESCENCIA, TIHOJ=TIPO DE HOJA, LONPET=LONGITUD DE PETALOS, LONSEP=LONGITUD DE SEPALOS, POSEST=POSICION
DEL ESTILO, LONES=LONGITUD DEL ESTAMBRE, NURAC=NUMERO DE RACIMOS, NUHOJ=NUMERO DE HOJAS, DITM=DIAMETRO DEL TALLO EN LA PARTE MEDIA, LONCAB=
LONGITUD DE LA CAPA DE ABSICION, LONP=LONGITUD DEL PEDICELO, PEFR= PESO DEL FRUTO, ICOCL=INTENSIDAD DEL COLOR DE LA COLUMELA, COSEM=COLOR DE LAS

SEMILLAS, IR= INDICE DE REDONDEZ.

Cuadro 1B. Andlisis de varianza de caracteres que definieron la separacion en grupos de las colectas evaluadas.

FV GL DITM LONCAB IR PEFR ICOCL POSEST LONES NURAC NUHOIJ
GRUPO 3  0.16** 0.08**  0.05**  328.54** 3.64** 1.92** 0.01** 64.06** 188.86
COL(GRUPO) 30 0.01 0.01 0 42.3 0.19 0.2 0 10.49 16.03
TOTAL 33

cv 8.23 20.66 9.95 54.23 11.01 14.85 5.09 30.74 11.82
MEDIA 1.62 0.67 0.8 10.98 4.03 3.03 0.89 10.53 33.86

DITM=DIAMETRO DEL TALLO EN LA PARTE MEDIA, LONCAB= LONGITUD DE LA CAPA DE ABSICION, IR=INDICE DE REDONDEZ, PEFR= PESO DEL FRUTO, ICOCL=INTENSIDAD DEL
COLOR DE LA COLUMELA, POSEST=POSICION DEL ESTILO, LONES=LONGITUD EN CM DEL ESTAMBRE, NURAC=NUMERO DE RACIMOS, NUHOJ=NUMERO DE HOJAS.
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Cuadro 1C. Analisis de varianza de caracteres con significancia estadistica que no fueron incluidos en los analisis

multivariados.

FV GL LONHP ANHP DENFOL DITA FOFR DIFR1  DIFR2 ANFR LAFR FOFFR  COFCF  FOFCT TAMC  NUML FOCP
GRUPO 3 0.33** 0.01** 2.2** 0.14** 31.87** 2.83** 3.05** 0.48* 2.84*%*  1.12%* 1.35%*% 3.83** 1.4%* 18.99** 3.76**
COL(GRUPO) 30 0.05 0 0.31 0.02 4.58 0.35 0.41 0.12 0.27 0.09 0.1 0.42 0.13 1.62 0.52
TOTAL 33

Ccv 10.34 8.87 8.62 8.48 36.64 22.44  23.58 16.96 193 19.7 193 32.53 39.09 335 24.22
MEDIA 2.29 0.62 6.49 1.67 5.84 2.64 2.73 2.1 2.7 1.59 1.64 2 0.92 3.79 2.98

LONHP: LONGITUD DE LA HOJA PRINCIPAL, ANHP: ANCHO DE LA HOJA PRINCIPAL, DENFOL: DENSIDAD FOLIAR, DITA: DIAMETRO DEL TALLO EN LA PARTE ALTA, FOFR: FORMA DE
FRUTO, DIFR1: DIAMETRO DE FRUTO 1, DIFR2: DIAMETRO DE FRUTO 2, ANFR: ANCHO DEL FRUTO, LAFR: LARGO DEL FRUTO, FOFFR: FORMA DE LA FLOR DEL FRUTO, COFCF:
CONDICION FINAL DE LA CICATRIZ DE LA FLOR, FOFCT: FORMA DEL FRUTO EN CORTE TRANSVERSAL, TAMC: TAMARNO DE LA COLUMELA, NUML: NUMERO DE LOCULOS, FOCP:

FORMA DE LA CICARIZ DEL PISTILO.

Cuadro 2A. Comparacion de medias de caracteres que se incluyeron en los analisis multivariados.

Grupo NUHBPI TIHOJ LONPET LONSEP POSEST LONES NURAC NUHOJ DITM LONCAB LONP PEFR ICOCL COSEM IR

1 58b 40a 13b 10a 27bc 0.8b 9.1ab 31.8b 1.7b 0.6 ab 24a 5.7b 45a 35a 0.8a
2 56b 35a 16a 1l1a 3.8a 0.9ab 10.6ab 32.8b 19a 0.5b 22a 76b 42a 34a 09a
3 7.4a 48a 1.4b 10a 26¢c 0.8b 7.6b 29.0b 16b 0.8a 27a 202a 3.0b 33a 0.7b
4 58b 4.4a 1.4b 10a 32ab 09ab 135a 39.2a 15b 0.7 ab 22a 103b 42a 35a 0.8a

NUHBPI: NUMERO DE HOJAS BAJO LA PRIMERA INFLORESCENCIA, TIHOJ: TIPO DE HOJA, LONPET: LONGITUD DE PETALOS, LONSEP: LONGITUD DE SEPALOS, POSEST:
POSICION DEL ESTILO, LONES: LONGITUD DEL ESTAMBRE, NURAC: NUMERO DE RACIMOS, NUHOJ: NUMERO DE HOJAS, DITM: DIAMETRO DEL TALLO EN LA PARTE
MEDIA, LONCAB: LONGITUD DE LA CAPA DE ABSICION, LONP: LONGITUD DEL PEDICELO, PEFR: PESO DEL FRUTO, ICOCL: INTENSIDAD DEL COLOR DE LA COLUMELA,

COSEM: COLOR DE LAS SEMILLAS, IR: INDICE DE REDONDEZ.
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Cuadro 2B. Comparacion de medias de caracteres que definieron la separacidén en grupos de las colectas evaluadas.

Grupo DITM LONCAB IR PEFR ICOCL POSEST LONES NURAC NUHOJ
1 1.7b 0.6ab 08a 57b 45a 2.7bc 0.8b 9.1ab 31.8b
2 19a 05b 09a 7.6b 42a 38a 09ab 10.6ab 32.8b
3 1.6b 08a 0.7b 20.2a 3.0b 26¢c 0.8b 7.6b 29.0b
4 1.5b 0.7ab 08a 103b 4.2a 33ab 09a 13.5a 39.2a

DITM: DIAMETRO DEL TALLO EN LA PARTE MEDIA, LONCAB: LONGITUD DE LA CAPA DE ABSICION, IR: INDICE DE REDONDEZ, PEFR: PESO DEL FRUTO, ICOCL: INTENSIDAD DEL

COLOR DE LA COLUMELA, POSEST: POSICION DEL ESTILO, LONES: LONGITUD EN CM DEL ESTAMBRE, NURAC: NUMERO DE RACIMOS, NUHOJ: NUMERO DE HOJAS.

Cuadro 2C. Comparacion de medias de caracteres que separaron grupos y que no se incluyeron en los analisis
multivariados.

Grupo LONHP ANHP DENFOL DITB DITA FOFR DIFR1 DIFR2 ANFR LAFR FOHFR FOFFR COFCF FOFCT TAMC NUML FOCP
1 2.2ab 0.6ab 69a 16ab 1.7b 41b 21b 2.2b 19b 22b 17b 18a 19a 13b 06b 27b 24b
2 24ab 0.6ab 6.8a 1.7a 19a 48b 25b 25b 22ab 25b 22b 18a 20a 18b 07b 26b 25b
3 26ab 0.7ab 5.7b l6ab 16b 86a 35a 3.6a 24a 36a 48a 10b 10b 29a 15a 6.0a 39a
4 2.1b 0.6b 6.5a 1.5b 16b 5.8ab 25b 2.6b 20ab 26b 27b 17a 1.7a 2.0b 09b 3.7b 3.0ab

LONHP: LONGITUD DE LA HOJA PRINCIPAL, ANHP: ANCHO DE LA HOJA PRINCIPAL, DENFOL: DENSIDAD FOLIAR, DITB: DIAMETRO DEL TALLO EN LA BASE, DITA: DIAMETRO DEL
TALLO EN LA PARTE ALTA, FOFR: FORMA DE FRUTO, DIFR1: DIAMETRO DE FRUTO 1, DIFR2: DIAMETRO DE FRUTO 2, ANFR: ANCHO DEL FRUTO, LAFR: LARGO DEL FRUTO, FOHFR:
FORMA DEL HOMBRO DEL FRUTO, FOFFR: FORMA DE LA FLOR DEL FRUTO, COFCF: CONDICION FINAL DE LA CICATRIZ DE LA FLOR, FOFCT: FORMA DEL FRUTO EN CORTE

TRANSVERSAL, TAMC: TAMANO DE LA COLUMELA, NUML: NUMERO DE LOCULOS, FOCP: FORMA DE LA CICARIZ DEL PISTILO.
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