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RESUMEN GENERAL

DIVERSIDAD GENETICA EN JITOMATES SILVESTRES
(Solanum sp ) DEL SUR DE MEXICO

El grupo de plantas que forman parte de Solanum sect. Lycopersicon, es de
gran importancia en México y el mundo por la extension de su cultivo, demanda
y forma de consumo, en este grupo se encuentra el jitomate domesticado y sus
parientes silvestres. Lamentablemente, las variedades del jitomate cultivado se
han generado a partir de una base genética estrecha y es afectado por
numerosos factores bidticos y abidticos que limitan su produccién. Aunado a
esto, existe el problema de que las especies silvestres estdn en riesgo
creciente de desaparecer, a causa de la sobreexplotacion y a la pérdida de su
hébitat, el estudio y conservacion de las mismas son de vital importancia. En
respuesta a lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue explorar la
diversidad genética de 145 accesiones de jitomate silvestre, con el propésito de
seleccionar genotipos con base en caracteres de interés agronOmico y
molecular. Se concluye que en la mayoria de las accesiones evaluadas, la
variabilidad morfolégica fue alta, a través del andlisis multivariado, y que las
variables cuantitativas area foliar, color de hoja, nimero de frutos, peso del
fruto, color de fruto L, a, y b determinaron la formacion de cuatro grupos o
cluster. Por otro lado, las variables cualitativas mas importantes que
determinaron la diferenciacion de las accesiones en dos grupos fueron el
habito de crecimiento, el color de fruto y la forma de fruto. Con la
caracterizacion molecular se formaron seis grupos. Los iniciadores ISSR A4,
P2, 7956, A7, P3, A8 y 7951 fueron efectivos para detectar polimorfismos
genéticos con diferencias significativas entre las accesiones. Ademas, se
observé que los jitomates rojos presentaron menos diferencias entre ellos, que
entre los jitomates anaranjados, azules y amarillos. Las accesiones cuyos frutos
son de color rojo estuvieron mas emparentadas genéticamente con las especies
S. pimpinellifolium y S. esculentum var cerasiforme de frutos rojos, que con las
accesiones de la especie S. cheesmanii que produce frutos de color amarillo.
Las accesiones sobresalientes para un programa de mejoramiento genético
fueron: C200 (tipo bola, color rojo y tamafio grande de 90 a 95 gramos por
fruto); C101 (tipo bola, color rojo, de 5 a 7 frutos por racimo y vida de anaquel
de 45 dias); C230 (tipo saladette, rojo intenso, frutos de 5°Brix y de un peso de
125 gramos), C231 (tipo bola, color rojo intenso, de 4 a 5 frutos por racimo un
peso de 120 a 130 gramos); C76 (tipo bola, color amarillo y una vida de anaquel
de 90 dias y la accesion C85 ( tipo uva de color rojo intenso, de 4 a 20 frutos
por racimo de peso entre 5 a 10 gramos por fruto y °Brix de 8).

Palabras clave: marcadores ISSR, variabilidad genética, accesiones.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Noé Alarcon Cruz.
Director de tesis: Juan Porfirio Legaria Solano.



ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY IN WILD TOMATOES
(Solanum sp.) FROM THE SOUTH OF MEXICO

The group of plants that are part of Solanum sect. Lycopersicon, is of great
importance in Mexico and the world by the extension of its cultivation, demand
and form of consumption, in this group one finds the domesticated tomato and
its wild relatives. Unfortunately, varieties of cultivated tomatoes have been
generated from a narrow genetic base and are affected by numerous biotic and
abiotic factors that limit their production. In addition, there is the problem that
wild species are at increased risk of disappearing, because of overexploitation
and loss of habitat, their study and conservation are vitally important. In
response to the foregoing, the objective of this research was to explore the
genetic diversity of 145 accessions of wild tomatoes, in order to select
genotypes based on traits of agronomic and molecular interest. It is concluded
that in most of the evaluated accessions, morphological variability was high,
through multivariate analysis, and that quantitative variables foliar area, leaf
color, number of fruits, fruit weight, fruit color B, color, number of fruits, weight of
fruit, color of fruit L, a, and b, determined the formation of four groups or cluster.
On the other hand, the most important qualitative variables that determined the
differentiation of the accessions in two groups were the habit of growth, the color
of fruit and the form of fruit. Six groups were formed with molecular
characterization. The initiators ISSR A4, P2, 7956, A7, P3, A8 and 7951 were
effective for detecting genetic polymorphisms with significant differences
between accessions. In addition, it was observed that the red tomatoes showed
less differences between them, than among the orange, blue and yellow
tomatoes. The accessions whose fruits are red were more genetically related to
the species S. Pimpinellifolium and S. esculentum var cerasiforme of red fruits,
which with the accessions of the species S. cheesmanii that produces fruits of
yellow color. The outstanding accessions for a breeding program were: C200
(ball type, red color and large size from 90 to 95 grams per fruit); C101 (ball
type, red color, 5 to 7 fruits per bunch and shelf life of 45 days); C230 (type
Saladette, intense red, fruits of 5 ° Brix and of a weight of 125 grams), C231
(type ball, intense red color, of 4 to 5 fruits per bunch a weight of 120 to 130
grams); C76 (ball type, yellow color and shelf life of 90 days and the accession
C85 (type intense red grape, from 4 to 20 fruits per bunch of weight between 5
to 10 grams per fruit and ° Brix of 8)

Keywords: ISSR markers, genetic variability, accessions.

Doctoral Thesis in Sciences in Horticulture, Universidad Autbnoma Chapingo.
Author: Noé Alarcén Cruz.
Thesis director: Juan Porfirio Legaria Solano.



|. INTRODUCCION GENERAL

Los recursos fitogenéticos son la clave para la seguridad alimentaria y el
desarrollo agricola sostenible. Sin embargo, la diversidad de las plantas en la
tierra se encuentra gravemente amenazada. Las especies silvestres estan en
riesgo creciente de desaparecer, a causa de la sobreexplotacion y a la pérdida
de sus habitats. El hombre en la agricultura moderna ha tenido una relacion
con el medio ambiente en donde solo utilizan las nuevas variedades mas
homogéneas y de alto potencial de rendimiento, lo que conlleva a una erosion
genética (Guarino et al., 2008). Las colectas de la diversidad de los ecotipos
locales se convierten en un requisito previo para garantizar la seguridad
alimentaria. El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza méas cultivada
y de mayor valor econdmico en el mundo, por su amplia adaptabilidad y
rendimiento, genera importantes ingresos econdmicos a los agricultores que lo
cultivan. Constituye el 30 % de la produccion horticola, con alrededor de 4, 782,
754 hectareas sembradas y 177.042 millones de toneladas de frutos
cosechados (FAO, 2016). Sin embargo, a pesar de lo anterior, actualmente
existen numerosos factores bidticos y abidticos que limitan su produccién
(Esquinas, 2001). Una manera de mitigar este problema, consiste en la
obtencion de variedades resistentes a dichos factores mediante mejoramiento
genético. Lamentablemente, durante el mejoramiento genético del jitomate se
ha manejado una base genética estrecha lo que limita el éxito de los
programas, debido a que muchas veces es dificil encontrar los genes de
resistencia necesarios en las variedades cultivadas. Segun Miller y Tanksley
(1990) indican que la mayor diversidad del jitomate se encuentra en las
especies silvestres, que presentan variabilidad en las caracteristicas de calidad
de fruto como tamafio sabor, aroma, color y textura. Por otro lado Vallejo (1999)
reporta que la mayoria de las evidencias histoéricas, linguisticas, arqueoldgicas y
etnobotanicas indican que la region de Veracruz y Puebla, en México, es el
centro de domesticacion del tomate. Las formas silvestres de "tomate cereza",
Lycopersicon esculentum var. cerasiforme, originarias del Perd, migraron a

través del Ecuador, Colombia, Panama y América Central hasta llegar a México,
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donde fue domesticado por el hombre. Por lo que diversos autores (Rodriguez
et al., 2009; Chavez et al.,, 2011) sefialan que, en la actualidad es posible
encontrar poblaciones nativas cultivadas en diferentes regiones agricolas del
pais, asi como poblaciones nativas no cultivadas; estas Ultimas estan
ampliamente distribuidas en reservas ecologicas en las que se encuentran
asociadas con cultivos, principalmente con el maiz (Zea mays), en los cuales
eventualmente se convierten en malezas. Esta distribucion ha permitido a las
poblaciones de tomate, desarrollar caracteristicas especiales de adaptacion
medio ambientales muy especificas, que determinan la extension de la
variabilidad biologica de la especie (Ramanatha y Hodgkin, 2002; Alvarez et al.,
2009). No obstante su amplia distribucion, hay poca documentacién acerca del
potencial genético y su aprovechamiento directo o como fuente de genes para
el mejoramiento. En respuesta a toda esta problematica, la caracterizacion,
conservacion y uso del germoplasma silvestre de jitomate se inici6 en Estados
Unidos desde 1930 y se ha acelerado hasta la actualidad (Rick, 1986), pero
poco se ha hecho en México al respecto. Antes de promover su utilizacion en el
mejoramiento, es necesario conocer la variabilidad genética que se conserva in
situ. Para ello, la comunidad cientifica puntualiza la necesidad de caracterizar
morfolégica y molecularmente a las colecciones de germoplasma de jitomate,
debido a la importancia de este tipo de investigaciones en los programas de
mejoramiento genético. Por lo antes expuesto, a través de este estudio, se
exploré la diversidad genética de 145 accesiones de jitomate silvestre, con el
propésito de seleccionar genotipos con base en caracteres de interés
agronomico y molecular, que sean Uutiles en los programas de mejoramiento

genético del jitomate cultivado.



1.1. Objetivo general

Determinar la variabilidad morfolégica y molecular existente en 145 colectas de
jitomate silvestre (Solanum sp.) de Guerrero, Michoacan, Puebla y Oaxaca y las
relaciones de parentesco entre ellas, mediante el empleo de marcadores
morfolégicos y moleculares tipo ISSR para identificar accesiones sobresalientes

gue sean de utilidad en un programa de mejoramiento genético.

1.2. Objetivos especificos
Caracterizar morfolégicamente 145 colectas de jitomate procedentes de
Guerrero, Michoacan, Puebla y Oaxaca., con la finalidad de detectar relaciones

fenotipicas entre las mismas.

Determinar la variabilidad genética mediante marcadores ISSR para establecer
agrupamientos entre genotipos de jitomate, originarios de Guerrero, Michoacan,

Puebla y Oaxaca., México.

1.3. Hipotesis

Bajo las condiciones climaticas y geograficas de algunas regiones de Guerrero,
Michoacan, Puebla y Oaxaca, se ha generado variabilidad genética en los
materiales de jitomate, que permite identificar accesiones sobresalientes para

un programa de mejoramiento genético.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Taxonomia

La clasificacién filogenética de las solanaceas ha sido recientemente revisada y
el anterior género Lycopersicon (Miller, 1754) se integr6 al nuevo género
Solanum con su nueva nomenclatura. Solanum seccién lycopersicum incluye al
tomate cultivado (antes Lycopersicon esculentum) y 12 especies silvestres.

Solanum lycopersicum es la Unica especie domesticada (Peralta et al., 2006).

Ubicacion taxonomica:

La posicion del tomate segun Esquinas y Nuez (2001) es:
Division: Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanacea
Género: Solanum
Subgénero: Patatoe
Seccion: Petota

Especie: Solanum lycopersicum Lin.

De acuerdo con Vallejo (1999), considerando los aspectos relacionados con el
origen, domesticacion y evolucién del tomate cultivado, éste se origind en el
Nuevo Mundo. Su centro de origen esta localizado en una area geografica
pequefia de Suramérica, limitada al Sur por la latitud 30° (norte de Chile), al
Norte por el Ecuador y el sur de Colombia, al Este por la Cordillera de los Andes
y al Oeste por el Océano Pacifico, incluyendo el archipiélago de las Islas
Galapagos. Esta estrecha faja de tierra tiene cerca de 300 km de longitud.
Todas las especies silvestres relacionadas con el tomate son originarias de la
region andina de Chile, Bolivia, Perl, Ecuador y Colombia, incluyendo también
las Islas Galapagos. La mayoria de las evidencias (historicas, linguisticas,

arqueoldgicas y etnobotanicas) indican que la region de Veracruz y Puebla, en
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México, es el centro de domesticacion del tomate. Las formas silvestres de
"tomate cereza", Lycopersicon esculentum var. cerasiforme, originarias del
Perd, migraron a través del Ecuador, Colombia, Panama y América Central
hasta llegar a México, donde fue domesticado por los grupos indigenas. No
existen evidencias que indiquen gque el tomate fuera anteriormente conocido por
los indios de América del Norte. Otro argumento que refuerza la ubicacion del
centro de domesticacién es que ninguna forma de representacion del tomate o
parte de la planta, en la ceramica y utensilios primitivos, ha sido encontrada en
los restos arqueoldgicos de la region andina. Ademas, el tomate no tiene un
nombre nativo en las lenguas de los antiguos habitantes de los Andes. Por el
contrario, en la lengua Nahua de México, era llamado "tomatl " que, sin lugar a
dudas, dio origen al nombre actual de tomate. El tomate alcanzé un estado
avanzado de domesticacion en México, antes de ser conocido en Europa y
Asia. Los herbarios europeos muestran descripciones y grabados de tomate
solamente a partir de la segunda mitad del siglo XVI.

El nombre especifico del tomate fue dado por Miller en 1788 citado por Vallejo
(1999).

2.2. Descripcion de Solanum lycopersicum y condiciones de crecimiento

El tomate es una planta perenne de aspecto arbustivo que se cultiva como
anual. Puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta 0 erecta y su
crecimiento es limitado en las variedades determinadas e ilimitado en las
indeterminadas, pudiendo llegar en estas udltimas a 10 m en un afio (Rick,
1978).
La ramificaciébn es simpodial, con lo que los ejes sucesivos se desarrollan a
partir de la yema axilar del eje precedente y la yema terminal da lugar a la
inflorescencia o0 a ramas abortivas. Las hojas son compuestas, imparipinadas
con siete a nueve foliolos y una filotaxia de 2/5. La inflorescencia es un dicasio
compuesto generalmente por cuatro a doce flores. El fruto es una baya de
forma globular, ovoide o aplastada, cuyo peso oscila, segun variedades, entre 5
y 500 g. Cuando la planta crece directamente de la semilla sin sufrir trasplantes
desarrolla una potente raiz principal que le permite adaptarse a ecosistemas
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semideseérticos, pero cuando la raiz principal se dafia, como por ejemplo a
consecuencia del trasplante, se existe una tendencia a desarrolla un sistema de
raices laterales adventicias (Chamarro, 1994).

El tomate puede crecer, florecer y fructificar en muchas condiciones
ambientales que incluyen un amplio rango de latitudes, alturas, temperaturas,
suelos y métodos de cultivo.

La temperatura es considerada un factor limitante del cultivo. La ideal es de 25
°C; por debajo de 15 °C y superiores a 35 °C, la germinacion es afectada
negativamente. Para el buen cuajamiento de frutos se requieren temperaturas
diurnas de 24-25 °C y nocturnas de 18 °C. Temperaturas nocturnas
excesivamente altas, superiores o iguales a 25 °C perjudican significativamente
el cuajamiento de frutos y en consecuencia el rendimiento. La temperatura ideal
para la formacién del licopeno (pigmento rojo del fruto) es de 24 °C; en
temperaturas elevadas (30 °C) se inhibe la formacion de licopeno y se favorece
la sintesis de caroteno (pigmento amarillo) dando lugar a frutos amarillos de
pequefio valor comercial (Maluf, 1982). El exceso de lluvias constituye también
un factor limitante porque favorece la incidencia de enfermedades. El
fotoperiodo no tiene influencia alguna en el crecimiento y desarrollo del tomate
(Chamarro, 1994).

2.2.1. Caracteristicas morfolégicas

De acuerdo con Vallejo (1999) se describen las caracteristicas morfoldgicas. La
semilla del tomate tiene forma lenticular con dimensiones aproximadas de 5 x 4
X 2 mm y esta constituida por el embrion, el endospermo y la testa o cubierta
seminal, la cual esta recubierta de pelos. El sistema radical del tomate esta
constituido por la raiz principal, las raices secundarias y las raices adventicias.
El tallo principal tiene 2-4 cm de diametro en la base y esta cubierto por pelos
glandulares y no glandulares que salen de la epidermis. Forma de seis a doce
hojas que crecen lateralmente, con una filotaxia de 2/5, antes de que la yema
principal se transforme en una inflorescencia. El crecimiento sucesivo se
produce a partir de la yema axilar de la dltima hoja, la cual desarrolla un tallo

secundario que crece como una prolongacion del tallo primario y desplaza
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lateralmente la inflorescencia. Los sucesivos segmentos del tallo se desarrollan
de forma similar, produciendo una inflorescencia cada tres hojas. El aspecto es
el de un tallo principal, que crece de forma continua, con inflorescencias
internodales laterales cada tres hojas. Cuando este proceso se repite
indefinidamente los cultivares se denominan indeterminados y el pseudo tallo
principal puede crecer mas de 10 m por afio, con un porte rastrero o trepador.
Estos cultivares son apropiados para recoleccion continua ya que florecen y
fructifican de forma regular y uniforme. Los brotes laterales, que se desarrollan
en las axilas de las hojas, se eliminan y el tallo principal se amarra a una estaca
o tutor. Los cultivares determinados tienen un crecimiento limitado que puede
extenderse unos 2 m. Los segmentos sucesivos del eje principal soportan, de
forma progresiva, un namero inferior de hojas y terminan en una inflorescencia.
El sistema de ramificacion lateral presenta un crecimiento limitado dando a la
planta un aspecto arbustivo con simetria circular que requiere de menos
espacio que los cultivares indeterminados. La floracion y la fructificacién se
producen en un periodo limitado, lo que provoca la concentracion de la
produccién permitiendo efectuar la cosecha mecanica. Las hojas del tomate son
pinnado compuestas. Una hoja tipica de las plantas cultivadas tiene unos 0.5 m
de largo, algo menos de anchura, con un gran foliolo terminal y hasta ocho
grandes foliolos laterales, que pueden a su vez ser compuestos. Los foliolos
son habitualmente peciolados y lobulados irregularmente con bordes dentados.
Las hojas estan recubiertas de pelos del mismo tipo que los del tallo. Las hojas
del tomate son de tipo dorsiventral o bifacial. La flor del tomate es perfecta,
regular e hipdgina. El caliz posee cinco o mas sépalos verdes que se prenden al
fruto incluso hasta después de la maduracion. La corola esta formada por cinco
0 mas pétalos amarillos y encurvados cuando la flor esta abierta. EI numero de
estambres es de cinco, los cuales estan soldados formando un cono. Las
anteras son cortas y anchas. La flor esta unida al eje floral por un pedicelo
articulado que contiene la zona de abscision, la cual se distingue por un
engrosamiento. Durante la cosecha, la separacion del fruto puede producirse

por la zona de abscision o por la insercion del fruto al pedicelo. En los frutos



gue son utilizados para la industria, la presencia de parte del pedicelo es
indeseable y por ello se prefieren las variedades en las que la separacién se
produce en la zona de union al fruto. En determinadas condiciones ambientales
desfavorables, la flor se separa de la planta antes de la apertura de los pétalos
(aborto floral), en otros casos después de la apertura de los pétalos (caida de la
flor), ocasionando grandes pérdidas de produccién. Las flores tienden a
agrupare en inflorescencias que pueden ser simples, bifurcadas o ramificadas.
Las formas simples se presentan con mayor frecuencia en la parte inferior de la
planta y las ramificadas en la parte superior. EI numero de flores por
inflorescencia presenta mucha variacion, habiéndose descrito algunas con més
de 300 flores. Los frutos se presentan agrupados en racimos en numero,
tamafo y estado de maduracion desiguales. El fruto es una baya, de forma y
tamafio muy variables. Estd compuesto por la pelicula (epidermis o piel, pulpa,
placenta y semillas. Internamente los frutos estan divididos en lIdculos, sitios
donde se alojan las semillas inmersas en el mucilago placentario. De acuerdo
con el numero de léculos, los frutos pueden ser bi, tri, tetra o pluriloculares.
Frutos uniloculares son raros y los frutos maduros pueden ser rojos, rosados,

anaranjados, verdes, azules o amarillos.

2.3. Nombres comunes del tomate

El nombre proviene de ‘tomatl’, en la lengua azteca nahuatl. Aparecié por
primera vez en una impresion en 1595. La palabra jitomate proviene del nahuatl
‘xictomatl’; xictli= ombligo, tomohuac= gordura y atl= agua, por lo cual el
significado de jitomate o xictomatl se podria traducir como ombligo de agua
gorda. El jitomate ya se cultivaba 700 afios a. C. en México antes de la llegada
de los conquistadores esparfioles. Debe notarse que, aunque la palabra tomate
viene del nahuatl tomatl, en el centro y sur de México el tomate rojo es conocido
como jitomate. En el norte de México se conoce como tomate y aungue el
nombre jitomate solo se usa para referirse a una especie de tomate muy grande
y rojo, que da la apariencia de tener un ombligo, muchas personas lo llaman asi
para diferenciarlo de la variedad de tomate verde (Physalis ixocarpa) (que es
diferente de un tomate rojo no maduro también de color verde). Physalis
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ixocarpa pertenece a un género de la misma familia (Solanaceae) y subfamilia

(Solanoideae) que el género Solanum (Esquinas y Nuez, 2001).

2.4. Requerimientos edaficos y climéticos

2.4.1. Suelo

Escalona et al. (2009) reporté que la rusticidad de la planta de tomate, permite
gue sea poco exigente a las condiciones de suelo. Sin embargo, debe tener un
buen drenaje y aireacion. De aqui la importancia de un suelo con alto contenido
de materia organica. Prospera en diferentes tipos de suelo, siendo los mas
indicados, los suelos de textura franca o franco arcillosas; con contenidos de
materia organica altos, en un rango de 4 a 5 %, y con buen contenido de
nutrientes (Jaramillo et al., 2006). Con las temperaturas entre los 15y 25 °C se
favorece un establecimiento éptimo del cultivo después del trasplante (Escalona
et al., 2009). La raiz principal corta y débil puede alcanzar hasta 60 cm de
profundidad, mientras que las raices secundarias son numerosas Yy fuertes. Las
raices adventicias se despliegan entre los 5 y 70 cm de la capa del suelo
(Espinoza, 2009).

En cuanto al pH del suelo, el éptimo oscila entre 6 y 6.5 para que la planta se
desarrolle y disponga de nutrientes de manera adecuada. Los suelos pueden
ser desde ligeramente &cidos hasta ligera a medianamente alcalinos. Al
respecto, es posible encontrar cultivos de tomate establecidos en suelos que
presentan pH 8, siendo este un factor posible de manejar, ya que el tomate es
la especie cultivada que mejor tolera las diferentes condiciones de pH.

Situacion similar se observa respecto a la salinidad, tanto del suelo como del
agua de riego, incluso en suelos arenosos, se pueden presentar

conductividades superiores a 3 dS/m (Escalona et al., 2009).

2.4.2. Clima

El jitomate se produce en una amplia gama de condiciones de clima y suelo,
este tiende a prospera mejor en climas secos con temperaturas moderadas. Su
rusticidad asociada a nuevas variedades permite al cultivo adaptarse en

diferentes condiciones. No obstante, el tomate es una especie de estacién
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calida y su temperatura Optima de desarrollo varia entre 18 y 30 °C (Cuadro 1).
Por ello, el cultivo al aire libre se realiza en climas templados. Temperaturas
extremas tienden a causar diversos trastornos, ya sea en la maduracion,
precocidad ademas del color. Temperaturas bajo 10 °C afectan la formacion de
flores y temperaturas mayores a 35 °C pueden afectar la fructificacion.
Asimismo, la temperatura nocturna es determinante en la produccion, ya que
cuando es inferior a 10 °C origina problemas en el desarrollo de la planta y

frutos, provocando deformidades.

Cuadro 1. Temperaturas Optimas y criticas para el cultivo del tomate.

Temperaturas criticas para

Efecto en el desarrollo el cultivo del tomate
Se hiela la planta -2°C
Detiene su desarrollo 10-12 °C
Desarrollo normal de la planta 18-25 °C
Mayor desarrollo de la planta 21-24 °C
Germinacion optima 25-30 °C
Temperaturas éptimas
Desarrollo Diurno 23-26 °C
Nocturno 13-16 °C
Floracion Diurno 23-26 °C
Nocturno 15-18 °C
Maduracién 15-22 °C

No obstante, se debe considerar que los valores de temperaturas por si solos
son referenciales, puesto que su interaccidbn con otros factores repercute
mayormente. Por ejemplo, la combinacién de altas temperaturas con humedad
baja, tiende a generar aborto floral y baja viabilidad del polen. Con lo referente
a la humedad relativa, el desarrollo del tomate requiere que ésta oscile entre 60
y 80 %, considerando que humedades relativas muy elevadas favorecen el
desarrollo de enfermedades fungosas y bacterianas que, ademas, dificultan la
fecundacion debido a que el polen se compacta abortando parte de las flores.
También se vincula al agrietamiento del fruto o “rajado”, cuando se presenta un
periodo de estrés hidrico, seguido de un exceso de humedad en el suelo por

riego abundante (Escalona et al., 2009).
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2.5. Biologia de la reproduccién

La estructura floral del tomate es perfecta, regular e hipogina con 5 0 mas
sépalos e igual numero de pétalos de color amarillo y dispuestos
helicoidalmente a intervalos de 135°. Igual nUmero de estambres soldados que
se alternan con los pétalos y forman un cono estaminal que envuelve al
gineceo. Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimoso y presentan
una disposicién que favorece la autofecundacion y por lo tanto es una especie
autdgama. El porcentaje de cruzamiento natural es generalmente inferior al 5
%, realizado principalmente por insectos o el aire. El estigma es receptivo al
polen uno o dos dias antes de la dehiscencia de las anteras y permanece asi
cuatro a ocho dias después de la antesis. La polinizacion se produce
generalmente en el momento de la antesis. El polen es liberado por las
hendiduras laterales de las anteras en el interior del cono y, desde que las
flores estén en pendiente (posicion normal), es conducido por gravedad a la
boca del tubo formado por las anteras donde se encuentra el estigma,
garantizando de esta manera la autofecundacion. La transferencia de los
granos de polen al estigma depende de la longitud del estilo y para que se
produzca autofecundacion, el estigma debe estar situado a la altura del cono de
anteras o por debajo de él. En especies silvestres autoincompatibles o
cultivares primitivos, donde el estigma se sitla por fuera del cono de anteras, el
porcentaje de alogamia alcanza valores por arriba del 10% (Melo, 1989).
Cuando el polen alcanza el estigma, el tubo polinico empieza a crecer durante
la primera hora y a 25 °C puede alcanzar el micropilo del 6vulo en 18 horas y
fecundar la mayoria de los évulos antes de las 30 horas (Chamarro, 1994).

2.6. Andlisis de pigmentos

En lo que concierne a la pigmentacion de los frutos, para el consumidor el color
es un indicador importante de la calidad gustativa y como parametro de calidad.
El color de los tomates rojos depende basicamente de su contenido en licopeno
y en menor medida de [B- carotenos. Ambos pigmentos caratenoides se

biosintetizan a partir del fitoeno. Actualmente se han utilizado mutantes como el
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hp (high pigment) para incrementar el contenido de clorofila y la sintesis de
fitoeno y por consiguiente de carotenoides totales. EI mutante ogc (crimson old
gold) a incrementa la cantidad de licopeno a expensas de [3-caroteno teniendo
una al aceptacion para la industria y consumo en fresco (Nuez, 1995).Por otro
lado Maluf (1982) menciona que la temperatura ideal para la formacion del
licopeno (pigmento rojo del fruto) debe ser de 24 °C; en temperaturas elevadas
por arriba de los (30 °C) se inhibe la formacion de licopeno y se favorece la
sintesis de caroteno (pigmento amarillo) dando lugar a frutos amarillos de

menor valor comercial.

2.7. Andlisis bromatolégico

El valor nutritivo del tomate presenta valores bajos. Segun estudio realizado por
Stevens (1974) citado por Vallejo (1999), sobre el valor nutricional de las
principales frutas y hortalizas, el tomate ocupa el lugar 16 en cuanto a
concentracion relativa de un grupo de diez vitaminas y minerales; sin embargo,
su popularidad, demostrada por su alto consumo, lo convierte en una de las
principales fuentes de vitaminas y minerales a nivel mundial.

Nuez et al. (2001), constituyeron una tabla con el valor nutricional de 100 g de

tomate, cuyos resultados se exponen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Andlisis bromatolégico de 100g de tomate comestible.

Valor nutritivo del tomate

Residuos 6.0% Caroteno 0.5mg
Materia Seca 6.2 g Tiamina 0.06 mg
Energia 20.0 Kcal Riboflavina 0.04 mg
Proteinas 12¢g Niacina 0.06 mg
Fibra 0.7 Vitamina C 23.00 mg
Calcio 7.0 mg Valor Nutritivo Medio (VNM) 2.39
Hierro 0.6 mg VNM por 100g de Materia Seca  38.5

Fuente: Nuez et al. (2001).
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2.8. Citogenética

El tomate es una de las especies mas estudiadas desde el punto de vista
genético. Todas las especies del género Solanum presentan aproximadamente
35,000 genes organizados en doce pares de cromosomas (2n= 2x = 24), que
son esencialmente homologos. EI genoma se caracteriza por presentar pocas
alteraciones estructurales en los cromosomas, heterocromatizacion de ciertos
loci cromosdémicos, localizacion definida de los genes en los cromosomas
concentrados mas en las regiones proximales que en las distales, distribucién
definida de los genes en los cromosomas, localizacion en diferentes
cromosomas de gran cantidad de genes que controlan caracteres similares y
presencia de super bloques de genes ligados que controlan importantes
funciones fisiolégicas (Vallejo, 1994).

De acuerdo con Jones 'y Scott (1983), se conocen mas de 1,000 genes y cerca
de 258 han sido mapeados y localizados en los cromosomas con gran
precision. La posicion del centromero también ha sido bien establecida. El
tomate es una especie que presenta muchas ventajas para realizar estudios
citogenéticos debido a las siguientes razones:

La variabilidad genética natural es muy expresiva en las especies relacionadas.
El alto porcentaje de autopolinizaciéon de la planta conduce a una rapida
expresion de las mutaciones recesivas.

Presenta facilidad para realizar cruzamientos controlados que producen gran
cantidad de semillas por fruto.

El cultivo de la planta no presenta mayores problemas y posee un ciclo de vida
corto.

El paquiteno mei6tico facilita la identificacion de cada uno de los doce
cromosomas y de sus brazos correspondientes por lo que son utiles en estudios

citogenéticos.

2.9. Produccion del cultivo a nivel mundial

Los reportes sobre el desarrollo del cultivo a nivel mundial corresponden al afio

2016 (Cuadro 3). China fue el pais con la mayor produccion de tomate en el
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mundo, con el 31.8 % del total. Le siguieron India con 10.4 %, Estados Unidos
con 7.4 %, Turquia con 7.1 % y Egipto con 4.5 %. Sin embargo, es importante
sefalar que no existe una relacion directa entre la mayor producciéon y la
superficie cosechada como se indica a continuacion. China fue el pais con la
mayor superficie cosechada de tomate en el mundo, con el 20.9 % del total. Le
siguieron India con 15.9 %, Nigeria con 12.0 %, Egipto con 4.2 % y Turquia con
3.9 %. Finalmente, los Paises Bajos y Bélgica fueron los paises con el mayor
rendimiento promedio de tomate en el mundo, con 13.7 veces por encima de la
media mundial. Le siguieron Reino Unido con 11.2 veces, y Finlandia y Suecia
con 9.9 veces (FAO, 2016).

Cuadro 3. Paises productores de tomate, produccion, superficie cosechada y
rendimiento.

Pais Produccidn Pais Superficie Pais Rendimiento
(Ton) cosechada (Ton/Ha)
(Ha)
China 56,308,914 China 999,312 Paises Bajos 507.0
India 18,399,000 India 760,000 Bélgica 506.9
Estado Unidos 13,038,410 Nigeria 574,441 Reino Unido 416.2
Turquia 12,600,000 Egipto 199,712 Finlandia 366.0
Egipto 7,943,285 Turquia 188,270 Suecia 365.5
Italia 6,437,572 Irén 159,123 Islandia 359.0
Irén 6,372,633 Estados 144,410 Dinamarca 352.7
Unidos
Espafia 4,671,807 Rusia 118,451 Irlanda 333.3
Brasil 4,167,629 Italia 103,940 Noruega 318.3
México 4,047,171 México 93,376 Austria 310.0

Fuente: Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2016).

2.10. Produccion de tomate en México

De acuerdo con informacion del Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP, 2016), la produccion de tomate rojo en México crecié a una
tasa promedio anual de 4.8 por ciento entre 2006 y 2016, para ubicarse en un
volumen maximo histérico de 3.3 millones de toneladas. Entre 2012 y 2016 se
registr6 una mayor proporciéon de la superficie establecida de este cultivo con
tecnologias de agricultura protegida (malla sombra e invernaderos), en
promedio de 26 por ciento de la superficie total. Asi, durante ese periodo, en
cultivos con ese tipo de tecnologia se produjo en promedio el 58 por ciento de la
produccion total nacional. Durante los cinco afios previos (2007-2011), la
proporcion de la superficie sembrada con agricultura protegida fue de 8 por
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ciento del total, en tanto que la produccién obtenida representé el 24 por ciento
del total. La informacién que aparece respecto a México, para la ultima década
con datos publicados, de 2007 a 2016 (Cuadro 4), indica lo siguiente: la
produccion obtenida de tomate en México aumenté un 38.1 %, presentando un
crecimiento constante en los ultimos afos (Figura 1). Sin embargo, durante
dicho periodo la superficie disminuyd un 22.2 %, aunque con ligeros altibajos,
Durante dicho periodo el rendimiento aumenté un 74.4 %, con algunas
oscilaciones pero con un crecimiento mas o menos constantemente al final de
la década evaluada (SIAP, 2016).

Cuadro 4. Estadisticas de la produccion de tomate rojo en México.

Afo Produccion Superficie Rendimiento
(Ton) (Ha) (Ton/Ha)
2007 2,425,403 66,635 37.4
2008 2,263,202 57,248 40.5
2009 2,043,875 53,573 39.0
2010 2,277,791 54,511 43.7
2011 1,872,482 53,780 41.7
2012 2,838,370 55,888 51.4
2013 2,694,358 48,234 57.2
2014 2,875,164 52,375 56.4
2015 3,098,329 50,596 62.3
2016 3,349,154 51,861 65.3

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2016).

Produccidn de tomate rojo en Meéxico, 2006-2016
{Millones de toneladas)
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Fuente: SIAP-SAGARPA.
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Figura 1. Produccién de tomate rojo en México entre los afios 2006-2016.
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En 1980, aflo a partir del cual se tienen registros, se sembraron 85,500
hectareas, en 2000 se sembr6 un area de 75,900 hectareas y en 2016, 51,861
hectareas. Por tecnologia de cultivo, el comportamiento de la superficie
destinada a esta hortaliza es diferente en campo abierto y en agricultura
protegida. En el primer caso, la superficie sembrada se redujo a una tasa
promedio anual de 5.6 por ciento entre 2006 y 2016, al pasar de 65,431 a
36,855 hectareas. La disminucion de la superficie cultivada en esta modalidad
de cultivo ha sido mayor en algunas entidades como Sinaloa, Veracruz, Nayarit
y Baja California. Por otra parte, la superficie establecida con agricultura
protegida (malla sombra e invernadero) paso de 1,078 a 15,006 hectareas en el
periodo mencionado, es decir, crecido a una tasa promedio anual de 30.1 por
ciento. El cultivo en agricultura protegida se concentra en Sinaloa, Baja
California y San Luis Potosi, aunque también ha adquirido mayor importancia
en otras entidades como Jalisco, Coahuila, Sonora, Puebla, Baja California Sur,
Guanajuato, Estado de México, Oaxaca y Querétaro. De esta forma, el volumen
producido de tomate a campo abierto disminuyd a una tasa promedio anual de
3.9 por ciento entre 2006 y 2016, mientras que la produccion obtenida en
agricultura protegida crecid6 a una tasa promedio anual de 31.1 por ciento.
Finalmente, se reporta que la produccion de tomate esta altamente
concentrada; en cinco entidades se produjo el 56.3 por ciento del total nacional
en 2016: Sinaloa (27.6 %), San Luis Potosi (9.2 %), Michoacan (7.0 %), Baja
California (6.7 %), y Zacatecas (5.7 %). También destacan Jalisco (4.7 %), Baja
California Sur (4.0 %) y Sonora (3.8 por ciento). Ademas se reporta que en
2016, la produccion de tomate Saladette representd el 79.4 % del total de la
produccion de tomate en México, el tomate bola el 17.2 % y el tomate cherry el
3.2 por ciento. Asimismo, en Querétaro, Estado de México, Chihuahua y
Zacatecas se obtienen los rendimientos mas altos en la produccion de tomate.
A lo anterior contribuye, ademas del avance en el cultivo en invernaderos, la

eficiente aplicacion de programas de control de plagas y enfermedades.
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2.11. Marcadores moleculares

En la dltima década, el uso de marcadores de ADN para el estudio de la
diversidad genética de los cultivares ya es rutinario y esta revolucionando la
Biologia, incrementando el desarrollo de técnicas de mas precision, rapidez y
bajo costo para evaluar la variacion genética (Karp et al., 1997). Esto se ve
reflejado en la enorme variedad de técnicas que estan emergiendo para su
analisis (Whitkus et al., 1994). Estas técnicas pueden diferir de manera
importante con respecto a caracteristicas tales como la abundancia genémica
necesaria, nivel de polimorfismo detectado, locus especifico, reproducibilidad,
requerimientos técnicos e inversion financiera. Es importante mencionar que
ningn marcador es superior a todos para un amplio rango de aplicaciones. El
marcador mas apropiado dependera de la aplicacién especifica, el nivel de
polimorfismo, la presencia de suficientes facilidades técnicas y de conocimiento,
necesidades de tiempo y limitaciones financieras. Las principales tecnologias
de marcadores que se estan aplicando durante la ultima década se indican en
el Cuadro 5.

En los organismos vivos existe una amplia variedad de formas morfolégicas que
los distinguen entre si. Esta variabilidad o polimorfismo genético, ocurre en
forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de organismos. Cualquier
diferencia genética detectable en los individuos sirve como una etiqueta o
marcador genético que se convertira en un rasgo caracteristico propio de cada
individuo o de cierto grupo de individuos (Mendoza — Herrera y Simpson, 1996).
Se conocen dos clases de marcadores genéticos, siendo éstos los morfolégicos
y los moleculares (Tanksley, 1983). Sin embargo, antes de los moleculares una
segunda generacion de marcadores son los bioquimicos, estos pueden ser
representados por los metabolitos secundarios, proteinas estructurales,
isoenzimas o0 enzimas (Mendoza- Herrera y Simpson, 1996). Las isoenzimas
son moléculas de proteinas cargadas diferencialmente y que pueden separarse
utilizando procedimientos de electroforesis, mediante geles de almidon y la
tincion histoquimica de las proteinas. En términos generales se dice que las

isoenzimas son formas moleculares multiples de proteinas dentro de un
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organismo que catalizan una misma reaccion y que el efecto de una
modificacion alélica puede ser detectado con certeza, debido a un cambio de
movilidad electroforética (Stuaub et al., 1996).

Las caracteristicas principales de las isoenzimas incluyen la simplicidad,
cantidad minima de material en estudio, bajo costo y una cobertura del genoma
de 10 — 20 loci por especie, ausencia de epistasis y presencia de influencias
ambientales, este aspecto es de vital importancia ya que éstas proteinas
pueden ser afectadas cualitativa y cuantitativamente en su nivel de expresion
por factores ambientales; por lo tanto, para mejorar la técnica deben ser
identificados los estados de desarrollo de las plantas en los cuales la proteina
sea estable (Becerra y Paredes, 2000).

Los marcadores con isoenzimas se caracterizan por presentar expresion alélica
de tipo codominante, lo que permite hacer comparaciones entre especies,
poblaciones de una misma especie y detectar la presencia de hibridos e
introgresion de genes (Paredes y Gepts, 1995).

La caracterizacion de las colectas se ha basado en el empleo de caracteres
morfologicos y/o agrondmicos. No obstante, el uso de marcadores morfoldgicos
tiene muchas limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores
ambientales o fenoldgicos. Con frecuencia estos marcadores pueden ser
evaluados a nivel de toda la planta y cuando ésta llega a su estado adulto. Para
los investigadores tomar los datos de las plantas hasta estado adulto significa
una espera que se refleja en retraso. Por otro lado, actualmente se han
desarrollado métodos de identificacion y caracterizacion basados en el uso de
marcadores moleculares que superan, en la gran mayoria de los casos las
limitantes de los métodos tradicionales (Azofeita — Delgado, 2006).

Las limitaciones de los marcadores morfologicos y bioquimicos han sido
superadas con la nueva generacion de marcadores moleculares basados en las
variaciones del ADN, ya que presentan la caracteristica de no ser afectados por
el ambiente y dependen directamente de las propiedades del ADN, las cuales
no cambian aunque las plantas estén sujetas a condiciones ambientales

cambiantes (Mendoza — Herrera y Simpson, 1996).
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Los avances actuales en la Biologia Molecular permiten visualizar diferencias
tangibles entre las secuencias homoélogas del ADN de los organismos. Estas
diferencias resultan de cambios o arreglos entre las bases que forman este tipo
de moléculas tales como: translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones
en regiones homologas. Por lo tanto estos marcadores detectan variaciones
directas a nivel del ADN vy tienen ventajas como el hecho de ser dominantes o
codominantes, desarrollandose de manera estable, de carecer de efectos
pleiotrépicos y sobre todo de no estar sujetos al ambiente (Valadez y Kabhl,

2000).

Cuadro 5. Principales marcadores bioquimicos y moleculares utilizados para la identificacion de
especies vegetales en la Ultima década.

Marcadores
bioguimicos
Marcadores
moleculares basados
en ADN citoplasmico
(cloroplastos (cpDNA),
mitocondrial (mtADN)
o ADN nuclear.

Marcadores
moleculares basados
en ADN citoplasmico
(Cloroplastos,(cpDNA),
mitocondrial (mtADN)
o ADN nuclear.

Aloenzimas (Tansley and Orton, 1983; Kephart, 1990; May, 1992).

Técnica basada en la no-PCR?

Longitudes Polimorficas de Fragmentos de Restriccion (RFLP). (RFLP, Botstein
et al., 1980; Neale and Williams, 1991)

Minisatélites o Repeticiones en Tandem de Numero Variable (VNTR) (VNRT
Jeffreys et al., 1985 a,b)

Basado en la técnica de PCR

ADN secuenciado

Multicopias de ADN, regiones de espacios internos de genes transcritos en el
ribosoma nuclear (ITS) (Takaiwa et al., 1985; Dillon et al., 2001).

Copia simple de ADN, incluyendo intrones y exones (Sanger et al.,1977; Clegg,
1993a).

Sitios de Secuencias Etiquetadas (STS)

Microsatélites, Secuencias Repetidas Simples, (SSR), Repeticiones Cortas en
Tandem (STR), Microsatélite de Secuencia Etiquetada (STMS) o Polimorfismo
de Longitud de Secuencia Simple (SSLP). (Hearne et al., 1992; Morgante and
Olivieri, 1993; Queller et al., 1993; Jarne and Lagoda, 1996).

Polimorfismo de Longitud de Secuencia Amplificada (ASLP) (Maughan et al.,
1995).

Caracterizado de Secuencias de Regiones Amplificadas (SCAR) (Paran and
Michelmore, 1993).

Secuencia Polimérficas Adheridas y Amplificadas (CAPS) (Akopyanz et al.,
1992; Konieczny and Ausubel 1993).

Polimorfismo de Conformacién de Cadena Simple (SSCP) (Hayashi, 1992).
DGGE (Riedel et al., 1990).TGGE (Riesner et al., 1989).

Analisis heteroduplex (HDA) (Perez et al., 1999).

DHPLC (Hauser et al., 1998).

Polimorfismo Amplificado de ADN por Primer Arbitrario (MAAP) (Caetano
Anolles, 1996).

ADN polimérfico amplificado al azar, RAPD (Williams et al., 1990).

Minisatelites Amplificacién de ADN (identificacién de individuos) DAF, (Caetano
— Anolles et al. 1991).

AP-PCR (Welsh and McClelland, 1990).
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Secuencias Repetidas Intersimples (ISSR), (Zietkiewicz et al., 1994).

Reaccién Amplificada de Primer Simple (SPAR) (Staub et al., 1996).

ADN de Minisatélite de Amplificacion Directa (DAMD) (Heath et al., 1993).
Polimorfismo en la Longitud de Fragmento Amplificado (AFLP) (Vos et al,
1995).

Loci Polimérfico de Microsatélite Amplificado Selectivamente (SAMPL),
(Witsenboer et al., 1997).

Fuente: Spooner et al. (2005).
Para obtener marcadores del ADN, se usan diferentes métodos que se pueden

agrupar de manera convencional en tres categorias. La primera se basa en la
técnica conocida como hibridacion (Southern). Esta técnica tiene el propoésito de
explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos de ADN ocasionados
por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular. En esta
categoria se incluye a los RFLP y a los VNTR (Valadez y Kahl, 2000).

La segunda categoria agrupa a las metodologias basadas en la tecnologia de la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta
tecnologia utiliza secuencias de oligonucle6tidos que inician la sintesis in vitro
de fragmentos de ADN de longitudes variables. Estas secuencias pueden ser
aleatorias, semialeatorias o especificas. Para esta tecnologia se pueden citar
como ejemplo las tecnologias: RAPD, AP-PCR, DAF y AFLP (Valadez y Kahl,
2000).

La tercera categoria involucra metodologias que combinan la PCR o sus
productos de ADN mas la hibridacion tipo Southern. Por ejemplo la técnica de
RAHM o llamada también RAMPO, que requiere de la sintesis previa de ADN
con cualquiera de las metodologias de la PCR y la posterior hibridacién con
alguna sonda que detecte microsatélites, optimizando la tipificacién del ensayo
pues con el resultado de la PCR se detecta un patréon de fragmentos llamados
de primera generacién, pero al hibridar las huellas con la sonda radioactiva
detecta microsatélites y se revela otro patrén llamado de segunda generacion
(Valadez y Kahl, 2000).

2.11.1. Descripcion de la metodologia ISSR para determinar marcadores
moleculares

El genoma del tomate es considerado como uno de los mas investigados entre
otras especies de plantas, con gran numero de marcadores moleculares
descritos (Kocheiva et al., 2002a; 2002b; Tikunov et al., 2003), sigue siendo
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ineludible crear nuevos marcadores con alto grado de polimorfismo. (Tikunov et
al., 2003).

Los ISSRs son un tipo de marcador genético que nos permite evaluar los
niveles de variacion entre las regiones microsatélite que se encuentran
dispersas en varios genomas, particularmente el nuclear aun que también se
puede encontrar en otros organelos. Estas regiones consisten en repeticiones
en tandem de pares de bases simples como (CT)n 6 (CA)n, ubicadas entre
secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte. Los pares de bases
repetidos, llamados también SSRs (simple sequence repeats) pueden ser
penta-, tetra-, tri- y dinucleétidos. La longitud de las secuencias de los
microsatélites tiende a ser altamente variable entre individuos debido a las altas
tasas de mutacion que experimentan, ya que cuando el DNA se replica durante
la meiosis, la DNA polimerasa puede “tartamudear” hacia adelante o hacia atras
en las unidades repetidas, eliminando o agregando unidades a la cadena. Las
cadenas resultantes pueden entonces presentar menos o0 mas unidades de
repeticion (o pares de bases) que en las cadenas parentales (Zietkiewicz et al.,
1994; Wolfe, 2000). Estos marcadores son semiarbitrarios amplificados por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de la presencia de un
oligonucledtido o iniciador complementario a un microsatélite, disefiado para
unirse a los pares de bases repetidos de di y trinucleétidos (evitando los
mononucledtidos presentes en el cloroplasto). Los iniciadores de ISSR
consisten en pares de bases repetidos de di- o trinucleétidos complementarios a
la secuencia del microsatélite. A veces es posible afiadir a esta secuencia un
par de nucledtidos extra arbitrarios en el extremo 3’ o en el 5, que jugaran el
papel de “anclas” asegurando asi que la amplificacion inicie siempre en el
extremo 5’ o en el 3’ del microsatélite, respectivamente (Zietkiewicz et al., 1994;
Bornet y Branchard, 2001; Pradeep, 2002).

Cuando dos secuencias repetidas se presentan dentro de una distancia

amplificable y con una orientacion invertida, el ‘primer’ complementario a ellas

23



puede inducir la amplificacion del segmento de ADN intermedio. La molécula
generada, con un tamafio particular (peso molecular), se considera un “locus”,
gue representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha verificado
que los ISSR frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola
reaccion. Este patron caracteristico de productos de PCR se considera la
“huella digital genética” de cada individuos analizado. El polimorfismo entre
individuos de la misma poblacion puede detectarse, ya que el analisis es
sensible a la presencia/ausencia del elemento gendmico reconocido por el
iniciador y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada (Zietkiewicz et
al., 1994).

Las bandas de ISSR se consideran marcadores dominantes. La presencia de la
banda representa el genotipo dominante (homacigo o heterdcigo), mientras que
Su ausencia representa el genotipo homaocigo recesivo. Se asume que siempre
existen dos alelos por locus. La ausencia de una banda puede deberse a varios
factores: 1) la no existencia de un sitio de uniéon completo al ‘primer’ debido a
una mutacion; 2) rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis;
3) inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar o
disminuir el tamafio de la banda, de manera que se identifica como un locus
diferente.

Finalmente, los marcadores ISSR no requieren tener un conocimiento previo
sobre las secuencias a amplificar ademas se muestran un alto grado de
polimorfismo en el material evaluado, siendo muy utiles en estudios de
diversidad genética, filogenia, gendmica y evolucién biologia (Reddy et al.,
2002).

2.11.2. Técnicas para generar marcadores moleculares

La utilidad de los marcadores genéticos depende de la técnica que se utiliza
para detectarlos y para eso es necesario disponer de progenitores que
presenten genotipos con grandes diferencias para la caracteristica de interés.
Adicionalmente a lo anterior, para la deteccion de marcadores con

caracteristicas cualitativas, se utlizan poblaciones segregantes y si las
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caracteristicas son cuantitativas es recomendable utilizar lineas endogamicas
(Powell, 1992).

2.11.3. Interpretacion de las huellas de ADN para analisis filogenéticos

Un patron de huellas obtenido a partir de una muestra de ADN es raramente
informativo de manera individual; sin embargo, cuando se utilizan diferentes
muestras pueden ser comparados unos con otros dentro de una linea del gel,
asignandoles una posicion particular, esto se realiza utilizando un marcador de
peso molecular conocido. A partir de éste, diferentes lineas son analizadas de
manera simultanea basandose en la propiedad que tienen las bandas en cuanto
a su tamafio y peso molecular, debido a que ésta propiedad permite analizar la
migracion de las bandas en las posiciones iguales si éstas presentan igual
tamafo y peso molecular. La precision y exactitud depende del personal que la
realice, de los parametros metodoldgicos, la calidad del ADN, las condiciones
electroforéticas, la calidad de los reactivos utilizados asi como de los equipos
(Valadéz y Kahl, 1997).

Otros factores importantes en la interpretacion de las huellas de ADN consiste
en evitar los errores al momento de analizar las bandas y éstos generalmente
son: eliminar las bandas que sean dificiles de interpretar por causas de falta de
definicién con respecto a los comparadores, evitar que los criterios de inclusion
en un grupo de bandas sean erréneos, por ejemplo el espesor de la banda,
diferente posicion de migracién en el gel o la falta de definicion (Valadéz y
Kahl, 1997).

2.11.4. Antecedentes del uso de marcadores moleculares y morfoldgicos
en el cultivo de tomate

Para la utilizaciéon del potencial genético se requiere un conocimiento detallado
de las caracteristicas presentes en los materiales de las accesiones (Medina y
Lobo, 2001). Pratta et al. (2003) proponen que algunos caracteres morfo-
vegetativos como la longitud de entrenudos, perimetro del tallo en las partes

basal media y apical, ausencia y presencia de tricomas, y numero de flores por
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racimos, tamafio de hojas entre otros, son importantes para la determinacion de
la aptitud agrondmica de una variedad, ademas, podrian estar asociados con el

rendimiento final de los genotipos.

Carrillo y Chavez (2010) documentan una variacion morfolégica de poblaciones
nativas de tomate, este estudio fue realizado en condiciones de invernadero con
49 poblaciones nativas de Oaxaca. Encontraron diferencias significativas para
19 caracteristicas fenolégicas y morfologicas de los érganos aéreos como las
flores, frutos y tallos de la planta. Por otro lado Alvarez et al. (2009) evaluaron
en campo, poblaciones de jitomates silvestres (Solanaceae) en tres regiones de
Michoacan sin observar diferencias para color del fruto (rojo), color de la flor
(amarillo), margen de los foliolos (aserrados) y habito de crecimiento (rastrero-

trepador).

Agudelo et al. (2011) reportaron la caracterizacién morfolégica de 27 materiales
de tomate tipo cereza. Esta se realizé con base en descriptores para el tomate
de Biodiversity International (antes IPGRI). En el cual se evaluaron 15 variables
morfologicas. Cuatro de las nueve variables cualitativas y cuatro de las seis
cuantitativas evaluadas, mostraron diferencias significativas. En color exterior
del fruto maduro y color del hipocdtilo, se presenté una intensidad intermedia
entre el 65.38 y 60.85 % de las introducciones, respectivamente. La
introduccién 157, se destacd por presentar los mayores valores en longitud y
ancho del fruto con 5.0 cm y 7.0 cm, respectivamente; ésta se grupo con la
introduccién 1622, ademas exhibieron la mayor longitud y ancho de la hoja
primaria con 4.19 cm - 4.02 cm y 0.69 cm—-0.72 cm, respectivamente. El estudio
mostro gran diversidad fenotipica en las introducciones caracterizadas, por lo
gue estas que puede ser aprovechable para el mejoramiento genético de la

especie cultivada.

Prohens et al. (2003), encontraron que la distancia de entrenudos de los

tomates silvestres caracterizados en su estudio, presentaron un rango entre
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2.96 y 6.38 cm. Asi mismo, Pratta et al. (2003), indicaron que la distancia de
entrenudos esta relacionada con la presencia del gen sp, que determina el
habito de crecimiento determinado en la planta. Por otro lado, Vallejo (1994)
indicé que el hibrido con menor distancia de entrenudos fue el obtenido por el
cruzamiento entre progenitores con habito de crecimiento determinado (cv. Rin
y cv. Caimanta, homocigotos recesivos para el gen sp) mientras que los
hibridos con mayores valores tenian al menos uno de los progenitores con
habito de crecimiento indeterminado.

Rodriguez et al. (2005), documentaron que las plantas que poseen mayor
longitud de entrenudos, menor perimetro del tallo en la parte media, mayor
namero de flores por inflorescencia, menor nimero de inflorescencias y menor
precocidad produjeron frutos con mayor acidez y con una vida poscosecha mas
prolongada. Algunos caracteres morfo-vegetativos como longitud de
entrenudos, perimetro del tallo en las partes basal, media y apical y nimero de
flores por racimos, area foliar y altura de planta entre otros, son importantes

para la determinacién de la aptitud agronémica de una variedad

Utria et al. (2005) sefialan que la acumulaciébn de materia seca puede
considerarse como una caracteristica de importancia agronémica, ya que un
incremento de la biomasa con frecuencia se asocia con un aumento de la
actividad fotosintética y un incremento en el rendimiento, ademas las
diferencias de biomasa entre genotipos se manifiestan aiin en estado temprano

de plantula.

Los marcadores ISSR estan siendo utilizados por varios autores en la
caracterizacion molecular de muchas especies de plantas, tales como: tomate
(Kamel et al., 2010). Cuando se comparan con los marcadores SSR
(Secuencias repetidas simples) (Goulao y Oliveira, 2001), AFLP (polimorfismos
en la longitud de los fragmentos amplificados) (Saini et al., 2004), RFLP
(Polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion) (Kesari et al.,
2010) y RAPD (amplificacién aleatoria del ADN polimérfico) (Marotti et al., 2007)
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los marcadores ISSR fueron los mas eficientes para obtener un gran nimero de

bandas polimoérficas.

Aguilera et al. (2011) documentaron la diferenciacion de 96 accesiones de
tomate caracterizadas por marcadores ISSR, los diez iniciadores utilizados,
generaron 144 bandas de ADN, de las cuales solo 53 mostraron polimorfismo,
con un promedio de 14.4 bandas por iniciador. De los resultados obtenidos en
este estudio, se concluye que los marcadores ISSR tienen una alta eficiencia

para diferenciar el germoplasma de especies silvestres.

Marin et al. (2006) reportaron la variacion genética en 55 colecciones de tomate
nativo (Solanum lycopersicum L.) de nueve estados de México. Las colecciones
se caracterizaron morfolégicamente en condiciones de invernadero basadas en
62 descriptores utilizados por el Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos (IPGRI). La caracterizacion molecular se realiz6 utilizando
marcadores ISSR con 16 iniciadores, que generaron 118 productos
amplificados, de los cuales 81 permitieron diferenciar las colecciones (68.7 %
de polimorfismo). El andlisis multivariado detecté tres grupos basados en
descriptores morfolégicos de hojas, flores, tallos y frutos, mientras que la
caracterizacion molecular generé siete grupos, coincidiendo solo en 26.5 %. Los
origenes de las colecciones no tuvieron asociacion con los ‘clusters’. Se detecto
la presencia de una variabilidad genética significativa en los tomates nativos,
por lo que se concluye que dentro de los grupos generados es posible

identificar materiales con caracteristicas de interés para la reproduccion.

Sanghani and Mandavia (2013) realizaron un estudio comparativo sobre la
diversidad genética de diez genotipos de tomate (Lycopersicon lycopersicum
Mill.) a través de marcadores RAPD, ISSR y SSR. Los datos de RAPD
mostraron que el iniciador OPK-03 fue el mejor iniciador que resultd en una
buena amplificacion con un valor PIC méaximo (0.842). El dendrograma
construido utilizando los datos de RAPD distinguido claramente todos los
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genotipos. Se mostrd que los genotipos NDT-9 y HADT-145 encontrados en un
grupo compartian la méaxima similitud (82.1 %); sin embargo, el genotipo JTL-
04-108 se agrup0 con otros nueve genotipos y compartié similitud minima (50.7
%). Los datos de ISSR mostraron que el iniciador K-13 fue el mejor y este
presentdé una buena amplificacion con un valor PIC maximo (0.858). EIl
coeficiente de similitud de Jaccard oscil6 entre 0.507 y 0.821. Los resultados de
ISSR indicaron que se encontré una similitud maxima de 82.1 % entre NDT-9 y
HADT-145, mientras que se obtuvo una similitud minima de 50.7 % entre GT-1
y JTL-04-108. A partir de los datos de SSR, se encontré que LETTC 002 fue el
mejor iniciador mostrando una buena amplificacion con un valor PIC méximo
(0.749). EI coeficiente de similitud de Jaccard oscildé entre 0.519 y 0.846
indicando que los genotipos HADT-145 y NDT-9 presentaron una variabilidad
méaxima en comparacién con el resto de los genotipos. El analisis combinado de
RAPD, ISSR y SSR revel6 que los genotipos HADT-145 y NDT-9 mostraron una
similitud maxima del 73.7 % respecto a la poblacion total. Ademas se encontré
gue la similitud mas baja fue de 58.1 % entre los genotipos GT-1 y JTL-04-108.

Mansour et al. (2010) investigaron tres diferentes marcadores moleculares,
RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar), ISSR (secuencias repetidas inter-
simple) y IRAP (inter-retrotransposén de polimorfismo amplificado) para
detectar la variacion gendmica dentro de 10 cultivares de tomate. Los
resultados individuales y en conjunto para los RAPD, ISSR e IRAP mostraron
que los dendrogamas construidos son diferentes, y que la similitud y la

agrupacion son altamente dependientes del tipo de marcador utilizado.

Sanghani (2011), documenta una caracterizacion de genotipos de tomate
(Lycopersicon lycopersicum  Mill.) usando marcadores morfologicos,
bioquimicos y moleculares. El material experimental comprendio diez genotipos
de tomate. Para la caracterizacion morfolégica se utilizaron altura de la planta,
namero de ramas, extension de la planta, longitud de la fruta, circunferencia de
la fruta, semillas por fruta, forma de la fruta y color de la fruta. Para la

caracterizacion bioguimica se utilizaron tres isoenzimas, estas fueron: Esterasa,
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Peroxidasa y Catalasa y el perfil de proteinas de las plantulas. Se utilizaron 11
iniciadores RAPD, 13 ISSR y 23 iniciadores SSR para la caracterizacion
molecular. La caracterizacion morfologica indico una variacion significativa en
seis caracteres cuantitativos entre los diez genotipos de tomate; el genotipo GT-
1 mostré la altura maxima de la planta (80 cm) y extension de la planta (45.6
cm), mientras que el genotipo JTL-04-49 mostrd la longitud maxima de la fruta
(8.85 cm) y la circunferencia de la fruta (19.6 cm), mientras que los genotipos
JTL-08-33 y JTL-08-14 mostraron el nimero maximo de ramas y semillas por
fruto, respectivamente. No hubo variacion para los caracteres cualitativos forma
de la fruta y el color de la fruta entre los diez genotipos de tomate. En cuanto a
la diversidad genética presente a nivel molecular, el dendrograma de RAPD
basado en el analisis UPGMA agrup6 a los 10 genotipos de tomate en dos
grupos principales A y B, con un coeficiente de similitud de Jaccard que oscild
entre 0.507 y 0.821. El andlisis de RAPD indicé que los genotipos NDT-9 y
HADT-145 fueron mas similares, mientras que se encontrd6 menos similitud
entre GT-1 y JTL-04-108. Por otro lado, el dendrograma ISSR basado en el
analisis UPGMA formé dos grupos principales, grupos Ay B, con un coeficiente
de similitud de Jaccard que oscil6 entre 0.507 y 0.821. El andlisis ISSR indic6
gue los genotipos NDT-9 y HADT-145 fueron mas similares, mientras que se
encontr6 menos similitud entre GT-1 y JTL-04-108. Por otro lado, el
dendrograma de SSR basado en el analisis UPGMA mostré dos grupos
principales, grupos Ay B. El coeficiente de similitud de Jaccard varié de 0.519 a
0.846. El valor de indice de similitud mas alto de 0.846 se encontro entre JTL-
08-7 y JTL-04-108, mientras que el valor de indice de similitud méas bajo de
0.519 se encontré entre NDT-9 y JTL-04-57 y NDT-9 y ATL-07 -1. Ademas, el
analisis combinado de RAPD, ISSR y SSR revel6 que los genotipos NDT-9 y
HADT-145 fueron similares en un 73 %. También, se encontrd un resultado
similar de la mayor similitud entre estos genotipos cuando se us6 marcadores
RAPD e ISSR, donde el indice de similitud fue de 82 %. Mientras que entre los
genotipos GT-1y JTL-04-108 se observo la menor similitud (58 %). Un valor de
similitud de 50 % se encontro entre los genotipos GT-1 y JTL-04- 108. Cuando
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se uso los marcadores RAPD e ISSR, GT-1 mostr6 maxima variabilidad entre
todos los genotipos.
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3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE 145 ACCESIONES DE
JITOMATE SILVESTRE (Solanum sp.) DEL SUR DE MEXICO

3.1. RESUMEN Y ABSTRACT

3.1.1. RESUMEN

El grupo de plantas que forman parte de Solanum sect. Lycopersicon, es de
gran importancia en México y el mundo por la extension de su cultivo, demanda
y forma de consumo, en este grupo se encuentra el jitomate domesticado y sus
parientes silvestres. El jitomate cultivado se ha generado a partir de una base
genética estrecha y es afectado por numerosos factores bioticos y abibticos que
limitan su produccion. Los materiales silvestres pueden constituir una fuente de
genes de resistencia Utiles que pueden ser transferidos a la especie cultivada
en programas de mejoramiento genético. Respecto a lo anterior, se ha
puntualizado la necesidad de hacer investigacion en lo referente a su
caracterizacion morfologica y evaluacion agrondémica. Por lo anterior, el
propdsito del presente estudio fue caracterizar agro-morfolégicamente 145
accesiones provenientes de los estados de Guerrero, Oaxaca, Michoacan y
Puebla. La metodologia se bas6 en los descriptores mas discriminantes
(veintiuno), recomendados por Biodiversity International. Las variables
cuantitativas area foliar, color de hoja, numero de frutos, peso del fruto, color de
fruto b, color de fruto (a) y (L) determinaron la formacién de cuatro grupos
diferentes de jitomates silvestres. Las variables cualitativas mas importantes
gue determinaron la diferenciacion de los genotipos fueron el habito de
crecimiento, el color de fruto y la forma de fruto, creando dos grupos diferentes.
En la mayoria de los jitomates silvestres evaluados se observo variabilidad
morfolégica presente y caracteristicas interesantes de todo tipo que pueden ser
aprovechadas en programas de mejoramiento genético.

3.1.1.1. Palabras clave: variabilidad genética, descriptor, México.

3.1.2. ABSTRACT

The group of plants that are part of Solanum sect. Lycopersicon, is of great
importance in Mexico and the world for the extension of its cultivation, demand
and form of consumption, in this group is the domesticated tomato and its wild
relatives. The cultivated tomato has been generated from a narrow genetic base
and is affected by numerous biotic and abiotic factors that limit its production.
Wild materials can be a source of useful resistance genes that can be
transferred to the species grown in breeding programs. Regarding the above,
has pointed out the need to do research in relation to its morphological
characterization and agronomic evaluation. Therefore, the purpose of this study
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was to characterize 145 morphologically accessions from the states of Guerrero,
Oaxaca, Michoacan and Puebla. The methodology was based on the most
discriminating descriptors  (twenty-one), recommended by Biodiversity
International. The quantitative variables leaf area, leaf color, number of fruits,
weight of the fruit, color of fruit b, color of fruit (a) and (L) determined the
formation of four different groups of wild tomatoes. The most important
qualitative variables that determined the differentiation of the genotypes were
the growth habit, the fruit color and the fruit shape, creating two different groups.
In the majority of the wild tomatoes evaluated, morphological variability was
present and interesting characteristics of all types that can be exploited in
breeding programs.

3.1.2.1. Keywords: genetic variability, descriptors, Mexico.

3.2. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza mas cultivada y de mayor
valor econdmico en el mundo, por su amplia adaptabilidad y rendimiento,
genera importantes ingresos econémicos a los agricultores que lo cultivan. Esta
hortaliza constituye el 30 % de la produccion horticola, con alrededor de 4, 782,
754  hectdreas sembradas y 177.042 millones de toneladas de frutos
cosechados (FAO, 2016). En México, el tomate es la segunda hortaliza mas
importante que se cultiva a gran escala en el norte del pais tanto a cielo abierto
como en condiciones protegidas (Sandoval, 2005). Sin embargo, a pesar de lo
anterior, actualmente existen numerosos factores bidticos y abibticos que
limitan su produccion (Esquinas y Nuez, 2001). Una manera de mitigar este
problema consiste en la obtencién de variedades resistentes a dichos factores
mediante mejoramiento genético. Lamentablemente, durante el mejoramiento
genético del jitomate se ha manejado una base genética estrecha lo que limita
el éxito de los programas, debido a que muchas veces es dificil encontrar los
genes de resistencia necesarios en las variedades cultivadas. Segun Miller y
Tanksley (1990) la mayor diversidad del jitomate se encuentra en las especies
silvestres y estos a su vez a los diferentes habitats, presentando variabilidad en
sus caracteristicas de calidad de fruto como tamafio, sabor, aroma, color y
textura. Por otro lado Vallejo (1999) reporta que la mayoria de las evidencias

histdricas, linglisticas, arqueoldgicas y etnobotanicas indican que la region de

40



Veracruz y Puebla, en México, es el centro de domesticacién del tomate. Las
formas silvestres de "tomate cereza", Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme, originarias del Perd, migraron a través del Ecuador, Colombia,
Panama y América Central hasta llegar a México, donde fue domesticado por el
hombre. Los jitomates silvestres se distribuyen desde el nivel del mar hasta las
tierras altas y humedas de los andes. Esta diversidad de habitats o nichos
ecologicos han contribuido a la gran variabilidad genética que se puede
encontrar entre los jitomates silvestres (Nuez, 1999). No obstante su amplia
distribuciéon, hay poca documentacion acerca del potencial genético y su
aprovechamiento directo o como fuente de genes para el mejoramiento
genético. Aunado a esto, existe el problema de que las especies silvestres
estan en riesgo creciente de desaparecer, a causa de la sobreexplotacion y a la
pérdida de su habitat, por lo que su estudio y conservacion son de vital
importancia. En respuesta a toda esta problematica, se ha documentado que la
caracterizacion, conservacion y uso del germoplasma silvestre de jitomate inicio
en Estados Unidos desde el afio 1930 (Rick, 1986), pero poco se ha hecho en
México al respecto. Antes de promover su utilizacion en el mejoramiento
genético, es necesario conocer la variabilidad que se conserva in situ. Para ello,
la comunidad cientifica puntualiza la necesidad de caracterizar morfolégica y
agronomicamente a las colecciones de germoplasma, debido a la importancia
de este tipo de investigaciones en los programas de mejoramiento genético.

Se entiende por caracterizacibn a la descripcion y documentacion de la
variacion que existe en las coleccion de germoplasma, en términos de
caracteristicas morfolégicas y fenologicas que presentan alta heredabilidad
(Hinthum, 1995). Asi mismo, una vez que los recursos fitogenéticos disponibles
han sido caracterizados, es posible decidir cuales accesiones seran utilizadas
en los programas de mejoramiento para realizar las cruzas y aumentar la
expansion de la base genética (Florido et al., 2002). Por lo antes expuesto, a
través de este estudio, se exploré la diversidad genética en invernadero de 145
accesiones de jitomate silvestre, con el objetivo de seleccionar genotipos con

base en caracteres de interés agronOmico, que sirvan en los programas de
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mejoramiento genético del jitomate cultivado. Para dicho propésito se
seleccionaron algunos caracteres de los descriptores para el jitomate segun
Biodiversity International que permiten una discriminaciéon de los fenotipos,

siendo generalmente caracteres altamente heredables.

3.3. MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 145 accesiones de jitomate silvestre recolectados en regiones
templadas, tropicales y subtropicales de los estados de Guerrero, Oaxaca,
Michoacan y Puebla que fueron localizadas a orilla de carreteras y caminos, en
lugares de vegetacion cercana a las comunidades y en cultivos de maiz Zea
mays L. (Cuadro 6). El experimento se establecié en instalaciones de la
Universidad Auténoma Chapingo bajo condiciones de invernadero rastico sin
calefaccidon y con cubierta de plastico, donde las plantas fueron manejadas bajo
un sistema de ferti-irrigacién. La Universidad se localiza en el Estado de
México, entre las coordenadas 19° 29°12.57” LN, 98° 53'49.94” LO, a 2252
msnm. La zona presenta un clima templado sub-himedo y la temperatura
media oscila entre 22 y 28 °C. EIl clima se clasifica como C Wo w b (y) ¢
(Garcia, 1988).

3.3.1. Recoleccion de accesiones

Los criterios de seleccion y recoleccién de las accesiones fueron: a) que los
especimenes provinieran de plantas y sitios diferentes, ademas de encontrarse
productivas y sanas, independientemente de que estuvieran asociadas con
otras especies de interés agronémico o a la vegetacidon natural en el momento
de la colecta. Esto, con la finalidad de obtener semillas viables para su posterior
propagacion en invernadero; b) el nimero de plantas a las que se les tomé una
muestra minima de 10 frutos fue de 3 a 15, por accesion, y esto dependié del
namero de ejemplares encontrados en los sitios de muestreo; c)
simultdneamente se tomaron datos de las variables correspondientes a la

ubicacion geografica con la ayuda de un GPS Modelo 2000, como pendiente,
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altitud, asociacién con tipo de vegetacion o especies de interés agronémico,
color del suelo e indice de pedregosidad en el lugar de la muestra, dicha
informacion se registro en los datos de pasaporte. Para verificar el estado de
madurez de los frutos se observo la coloracion de los mismos y se removié una
muesca de la superficie externa del fruto con el proposito de observar la
coloracion de la semilla, considerando una coloracion amarilla u oscura de la
episperma. Las semillas cosechadas se etiquetaron y se envolvieron en bolsas
de papel para trasladarse a las instalaciones donde se desarrollaria el
experimento.

Para la caracterizacion morfoldgica, se seleccionaron descriptores propuestos
por Biodiversity International para el jitomate, tal como se describen en el
Cuadro 7.

3.3.2. Establecimiento del ensayo

La caracterizacion inicid con el establecimiento del semillero, para lo que se
emplearon las semillas de los frutos colectados, mismas que se sembraron en
charolas de germinacion, utilizando como sustrato ‘cosmo peat’. Se sembré una
semilla por compartimiento a una profundidad no mayor de 4 mm. La
germinacién comenzd 5 dias después de la siembra para la mayoria de las
colectas. Las plantulas permanecieron en las charolas por un periodo de 30
dias hasta su transplante en bolsas de plastico negras de 30 x 30 cm
conteniendo tezontle como sustrato; asignando una planta por bolsa. En el
invernadero las plantas se establecieron bajo un disefio experimental

completamente al azar con diez repeticiones.

43



Cuadro 6. Datos de pasaporte de las colecciones de jitomate silvestre.

Accesiones

Caracteristicas de
los frutos

Caracteristicas de los
lugares de colecta

Habito de
crecimiento

Coordenadas
de sitios de
colecta

C1,C2,C3,C4,C5,C8,C9,9A,C1
0,C100,C101,C115,
C121,C122,C150,C300A,C313
A,C313B,C3A,C4A,C4AA,CX,
CX.ACA.,CXAL,P9,P11,C76,C
200, C200A,CXAL2
C221,C222,

C63,C87,C61,C64 C69,
C69B,C73,C73A,C75,C79,C86
,C51,P4, 213,C213A, C14A,
C50A ,C199,C300,C301
C90,C91,C91A

C83,C84,C98,C299,C381,P28,
P8,C230,C231,P15,
C11,C12,C14,C15,C17,C18,C
19,C20,C24,C38,C44,C44A,C
583,C57,C62,C65, C65B,C68

C81,C188,CPTE,P2,P7,C217,
C66,C67,P32,C70,C71C72,C7
7,C78,C82,C85,C88,C97,C97
B,C99,C160,
C160B,C176,C180,C183,C190
,C193,C194,C216,C253B,C2X
,C53B,C5A

C381,P3,C214,C216A,C75B,C
288,C231B,P1,P5,P6,P10,P11
,P12,P13,P14,P16,P17,P18,P

19,P20,P21,P22P29,P23,P30,
P31,P33,P34

Frutos de pequefios
a grandes
Redondos. Rojos,
amarillos, azules y
arrifionados.

Frutos de pequefios
a medianos. De
colores rojo, rojos
palidos, rosas y
amarillos.

Predominio de
formas redondas y
alargadas.

Fruto pequefios.
Rojos, amarillos y
anaranjados.
Crecimiento
indeterminado a
determinado.

Frutos  pequefios.
Redondos y
arrifionados. Rojos,
rojos pdlidos y
amarillos.

Pertenecen al estado
de Guerrero. Altitud
entre los 0-3620
m.s.n.m. Pendientes de

0-60 %. Tipos de suelo:

regosoles, cambisoles
y arenosoles.
Asociacién con

vegetacion o cultivo:
selva baja caducifolia,
encino, encino —pino,
mesdfilo de montafia.

Pertenecen al estado
de Puebla. La altitud
oscila en 1199-2267
m.s.n.m. Pendientes de
0-40 %. Tipos de suelo:
leptosoles, cambisoles
y regosoles.
Asociacién con
vegetacion pino.

Pertenecen al estado
de Michoacan. La
altitud oscila en 0-2166

m.s.n.m. Pendientes
de 0-40 %. Tipos de
suelo: vertisoles,
regosoles, cambisoles

y livisoles. Asociacién
con vegetacion selva
baja caducifolia,
encino, encino —pino.

Pertenecen al estado
de Oaxaca. La altitud
oscila en 0-2165
m.s.n.m. Pendientes de
0-50%. Tipos de suelo:
leptosoles, regosoles,
cambisoles y
arenosoles. Asociacion
con  vegetacion o
cultivo: selva baja
caducifolia, encino,
encino —pino.

Dominio de
crecimiento
indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

18°41°49.69”N
101°55710.42°0
y
16°16°01.53"N
98°32°27.02°0

19°18°03.59”
98°35°03.53”
y

18°26°53.92”
97°32'55.82”

oz

o=z

19°58746.77"N
102°09°38.45°0
y
17°56°19.89”N
102°11°22.72"°0

17°48°42.93”"N
98°22°12.94”°0
y

16°10°01.78"'N
94°05°31.3170
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Cuadro 7. Lista de descriptores cuantitativos y cualitativos evaluados durante la caracterizacion
morfolégica de accesiones de jitomate silvestre.

Parte de  Variable Caracter Variable Caracter cualitativo Unidad 'Escala
la planta cuantitativo
Planta X3 Altura de planta (cm) X18 Tipo de crecimiento de la Arbitrario 1-4
planta
X4 Peso de primera X21 Habito de crecimiento Arbitrario 1-2
cosecha (g)
X7 Numero de ramas
X8 Numero de frutos
Hoja X1 Area foliar (cm?)
X2 Perimetro foliar (cm)
X14 Color de hoja: L
X15 Color de hoja: a
X16 Color de hoja: b
Fruto X5 Peso de fruto (g) X19 Forma del fruto Arbitrario 1-9
X6 °Brix. X20 Color a la vista Arbitrario 1-7
X9 Longitud de fruto (mm)
X10 Didmetro de fruto (mm)
X11 Color de fruto: L
X12 Color de fruto: a
X13 Color de fruto: b
X17 Vida de anaquel (dias)

'X18= enano (1), determinado (2), semi-determinado (3), indeterminado (4); X19= achatado (1),
ligeramente achatado (2), redondeado (3), redondo alargado (4), cordiforme (5), cilindrico (6),
piliforme (7), elipsoide (8), arrifionado (9); X20= rojo (1), amarillo (2), anaranjado (3), rojo/negro
(4), rojo palido (5), rosa (6), azul (7); X21= determinado (1), indeterminado (2).

3.3.3. Andlisis estadistico de las variables morfolégicas

Con el proposito de analizar estadisticamente los caracteres morfoldgicos
evaluados, los datos obtenidos se usaron para construir una matriz en Excel
para luego realizar un analisis de correlacion entre todas y cada una de las
variables evaluadas con la intencién de eliminar aquellas con informacion
redundante, mediante el programa estadistico SAS (SAS Institute, Cary NC
Version 9). Posteriormente, se llevd a cabo un analisis de componentes
principales por el método de la matriz de correlaciones y uno de conglomerados

por agrupacion jerarquica utilizando el programa NTSYSpc version 2.21q.

3.3.4. Color de hojay frutos y solidos solubles

Se cosecho de entre el tercero y quinto racimos una muestra de 200 a 400 g de
frutos por coleccidon y de esta se seleccionaron frutos completamente maduros
(estado de color 6, USDA), firmes al tacto y sanos, considerando criterios
basados en Raffo et al. (2002), como se ilustra en la Figura 3.
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Figura 3. Frutos maduros de jitomates silvestres recolectados en los estados de Guerrero,

Oaxaca, Michoacan y Puebla.

El color de las hojas y frutos se evalu6é usando un fotocolorimetro portatil Mini
Scan (HunterLab, modelo MS/B—200S®, USA), con lecturas en la escala CIE de
L*, a*y b*.

El contenido de solidos solubles en jugo se cuantific6 con un refractometro
(Atago modelo 3T®, Japan) y se expresO en °Brix. Todas las determinaciones

se realizaron con 10 repeticiones para cada accesion.

3.4. RESULTADOS

Las 145 colectas de jitomate silvestre evaluadas mostraron variabilidad a nivel

de hojas y frutos como se muestra en las Figuras 4A, 4B, 4C y 4D.
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Figura 4. Variabilidad morfologica detectada en jitomates silvestres. A, diferencias en forma de
las hojas; B, variabilidad de formas de fruto; C, variabilidad de colores de frutos y D, diferencias
en tamafio de los frutos.

Durante la caracterizacion morfoldgica se clasificaron las accesiones con base
en su similitud morfolégica. Se analizé un total de 21 variables (Cuadro 7) se
elaboro una base de datos con el programa Excel, separar las variables en
diecisiete cuantitativas y cuatro cualitativas. En el Cuadro 8 se muestran los
valores promedio de las variables evaluadas para todas las accesiones, valores
maximos y minimos y la desviacion estandar. Los datos indican la existencia de

amplia variabilidad para todas las caracteristicas.
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Cuadro 8. Valores minimos y maximos de los caracteres evaluados en las accesiones de

jitomates silvestres.

Variable Media Desviacion Valor Valor maximo  Unidades
estandar minimo

Area foliar 443.0 178.7 92.52 1034.15 cm’

Perimetro de la hoja 513.5 253.6 72.19 1346.72 cm

Altura de planta 276.2 94.5 30.00 708.00 cm

Peso de 12 cosecha 471.8 429.8 6.40 3210.00 gramos

Peso del fruto 23.0 315 0.60 230.00 gramos

°Brix 6.9 4.0 2.70 13.40 °Brix

Numero de ramas 41.0 37.6 2.00 168.00 Unidad

Numero de frutos 291.2 402.3 2.00 42.00 Unidad

Largo de frutos 27.5 13.5 7.61 93.50 mm

Ancho de frutos 27.5 14.2 5.90 89.00 mm

Color de fruto (L) 36.1 11.7 -15.90 89.00 Esp. CIE Lab

Color de fruto (a) 44.9 14.1 -19.08 88.19 Esp. CIE Lab

Color de fruto (b) 34.3 13.2 -32.90 66.38 Esp. CIE Lab

Color de hoja (L) 60.3 11.9 17.69 77.90 Esp. CIE Lab

Color de hoja (a) -23.3 10.1 -48.81 28.00 Esp. CIE Lab

Color de hoja (b) 21.3 10.9 -4.47 36.20 Esp. CIE Lab

Vida de anaquel 194 14.2 1.00 130.00 Dias

Tipo de crecimiento 1.00 4.00 Sin unidad

Forma de fruto 1.00 9.00 Sin unidad

Color de fruto 1.00 7.00 Sin unidad

Habito de crecimiento 1.00 2.00 Sin unidad

Esp. CIELAB = Espacio de color. Los valores de la tabla corresponden al conjunto de los
genotipos evaluados.

3.4.1. Andlisis de variables morfol6gicas cuantitativas

Se realiz6 un analisis de correlacion entre las variables evaluadas. En el Cuadro
9 se muestra la matriz de correlacion con algunos valores altamente
significativos (p<0.0001). Una correlacion positiva y significativa (r = 0.684) se
presentd entre las variables perimetro promedio de la hoja (X2) y altura de la
planta (X3); otra se observé entre el diametro de fruto (X10) y color de fruto L
(X11) con un valor de (r = 0.720) y entre el peso de la primera cosecha (X4) y el
namero de frutos (X8) con una (r= 0.309). Debido a que los valores de
correlacion obtenidos no fueron muy altos (cercanos a 1.0) entre la mayoria de
las variables, ello se consideré6 como indicador de no existencia de informacion
redundante entre las mismas y por lo tanto, se consideraron todas las variables
para explicar la variabilidad morfol6gica que aportan cada una.

También, algunas variables mostraron valores de correlacion negativos y

significativos (Cuadro 9), como por ejemplo diametro del fruto (X10) y namero
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de frutos (X8) (r= -0.512). Por otro lado se tiene que los °Brix (X6) y vida de
anaquel (X17) presentaron una (r= -0.217). Esto indica que cuando se
incrementod el valor de alguna de estas variables su contraparte se vio afectada

negativamente.

Cuadro 9. Valores de correlacion y nivel de significancia entre las variables cuantitativas

evaluadas.
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13 X14 X15 X16 X17

X1 1

X2 -0.228" 1

X3 0212% 0684 1

X4 0.0ltns  -0.087ns  0.010ns 1

X5 0117ns  0.286% 0277 -0.130% 1

X6 0.055ns 0.345* 0.016ns -0.260" 0.072ns 1

X7 0195  -0169%  -0.074%  0101*  -0106% 0419 1

X8 0047ns  -0.360"  -0.347%  0309%  0.231* 0211 0151 1

X9 0087ns  0013ns  -0055ns  0.032ns  -0.005ns  -0.09ns  0.021ns  -0.088ns 1

X10 -0.045ns 0393 0298  -0.4L7% 0260%  0330%  -0193%  -0513%  0.058ns 1

X11 -0.033ns  0.450% 0393%  -0311%  0.261" 0.236" 0244 -0418%  -009Ins  0.720% 1

X12 0186  -0046ns  -0.005ns  0.121% 0120  -0086ns 0074  -0.013ns  0030ns  -0.034ns  -0.021ns 1

X13 0.220%  0.154* 0169*  -0.048ns  007lns  -0.020ns  -0.128"®  0.00lns  -0.204*  0033ns  0.073ns  -0.210% 1

X14 0052ns  004lns  0083ns  0.117%  -0.039ns  0.067ns  0122%  -0.107%  -0.038ns  -0.03Ins  -0.107%  0073ns  -0.173* 1

X15 0.135%  00s5ns 003505 0.179%  0097ns  -0.198%  -0.053ns  0.065ns  0017ns  -0.166%  -0.020ns  0117%  0017ns  -0.002ns 1

X16 -0040ns  -0068ns  -0.159%  -0.136*  -0.048ns 0473 0186%  -0.064ns  -0.034ns 0172  -0059ns  -0.183%  -0.02%6ns  0100ns 0326 1

X17 0139®  0162% 009205 -0079ns  0032ns  -0217*  0168*  -0.023ns  0.024ns  0009ns 0077 0.007ns  0.029ns 0111 -0.106% 0352 1

X1 = Area foliar; X2= Perimetro; X3 =Altura; X4= Peso de la primera cosecha; X5= Peso de
fruto; X6= °Brix; X7= Numero de ramas; X8= Numero de frutos; X9= Longitud de fruto; X10=
Didmetro de fruto; X11= Color de fruto L; X12= Color de fruto a; X13= Color de fruto b; X14=
Color de hoja L; X15= Color de hoja a; X16= Color de hoja b; X17= Vida de anaquel. ns=
valores  estadisticamente no significativos; **= valores estadisticamente significativos,
p<0.0001.

Para seleccionar las variables cuantitativas mas importantes se hizo un analisis
de las mismas utilizando una regresion progresiva hacia adelante denominada
Stepdisc con la metodologia forward y un nivel de significancia de 0.05. El valor
de probabilidad de F se compar6 con el valor de significancia indicado para la
entrada de la variable en el modelo. Una vez efectuado el analisis, el programa
detect6 valores de F significativos, dando como resultado las variables
seleccionadas, en donde solamente se tomaron en cuenta las primeras 10 para
posteriores analisis: color de hoja a (X15), numero de frutos (X8), area de hoja
(X1), diametro de fruto (X10), longitud de fruto (X9), perimetro de hoja (X2),
peso de fruto (X5), vida de anaquel (X17), numero de ramas (X7) y color de
fruto a (X12).
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3.4.2. Analisis de componentes principales con datos de variables
cuantitativas

Con los datos de las variables seleccionadas se realiz6 un analisis de
componentes principales (CP). En el Cuadro 10 se indican los valores propios
(eigen-valores), el porcentaje de variacion explicada por cada componente y el
porcentaje de variacion explicada acumulada para los tres primeros
componentes principales. Los tres primeros componentes principales,
explicaron el 89.67 %, de la variacion morfolégica total observada entre los

jitomates silvestres evaluados.

Cuadro 10. Componentes principales, eigen-valores y porcentaje de variacion explicada y
acumulada en la formacién de grupos de accesiones de jitomate silvestre usando datos de
variables cuantitativas

CP Valor propio Variacién explicada Variacion explicada

(eigenvalor) (%) acumulada (%)
1 96.89 66.82 66.82
2 18.60 12.83 79.65
3 14.52 10.02 89.67

En el Cuadro 11 se indican las variables que contribuyeron en mayor proporcion
a la variacion explicada por los componentes principales. Para el primer
componente principal (CP1) las variables que mas aportaron al ordenamiento y
clasificacion de las accesiones fueron el color de la hoja (a), area de la hoja,
namero de frutos, color de la hoja (b), altura de la planta y el peso del fruto. Al
CP2 las variables que mas contribuyeron fueron el color de hoja (L), diametro
de fruto, pardmetros de color L, ay b del fruto; y al CP3, el perimetro de la
hoja, la vida de anaquel, nUmero de ramas y el peso de la primera cosecha
(Cuadro 11).

Mediante un andlisis de conglomerados se pudo observar que las 145
accesiones se ordenaron en 8 grupos diferentes, como se muestra en la gréafica

en dos dimensiones por los dos primeros componentes principales (Figura 5A).
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Cuadro 11. Variables cuantitativas que determinan a los componentes principales y su valor de
contribucién.

Variable Caracteristica CP1 CP2 CP3

X1 Area de la hoja -0.373 0.045 0.224
X2 Perimetro de la hoja -0.090 -0.086 0.543
X3 Altura de planta 0.274 -0.159 0.128
X4 Peso de cosecha -0.144 -0.024 0.414
X5 Peso de fruto 0.306 -0.092 0.186
X6 Grados Brix 0.217 0.190 0.084
X7 NUmero de ramas -0.236 -0.043 -0.358
X8 Nuamero de frutos -0.409 0.021 0.165
X9 Longitud de fruto 0.223 -0.107 -0.003
X10 Diametro de fruto 0.099 0.424 0.095
X11 Color de fruto L 0.057 0.430 0.064
X12 Color de fruto a 0.033 0.400 -0.098
X13 Color de fruto b 0.199 0.376 0.009
X14 Color de hoja L 0.065 0.440 -0.010
X15 Color de hoja a 0.410 -0.128 0.013
X16 Color de hojab -0.359 0.134 -0.036
X17 Vida de anaquel -0.022 0.062 0.492
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Figura 5. Grafica en dos dimensiones donde se observa los grupos formados por las
colecciones de jitomates silvestres, utilizando datos de las variables morfologicas cuantitativas
(A) y cualitativas (B) mediante un analisis de componentes principales separados.

El grupo | se formd con las accesiones C214 y RDE, cuyas caracteristicas son
de jitomates rojos, area foliar de grande a medianas, frutos redondos de tamafio
de mediano a grande y de crecimiento determinado a indeterminado. El grupo |l
se form6 con las accesiones representadas por C288, C221, y C222 por
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mencionar algunas; y estas se caracterizaron por presentar frutos pequefos,
rojos, diametro pequefios y escasos, area foliar de mediana a grande, plantas
de altura media a alta. EI grupo Il incluyé solo a la accesion P17, que se
caracteriz6 por tener frutos redondos, area foliar pequefia, pocos frutos
pequefios, color de hojas (a) verde claro y color de hojas (b) ligeramente
amarillas.

En el grupo IV sus representantes mas importantes fueron: P15, PTE, C63,
C62, P21, P2, P11, P9, P32, P22, P1, P30 C301, C300 y C86, con
caracteristicas de peso de fruto menores que los del grupo Ill, se incrementa el
namero de frutos por racimo, disminuyen los valores de color rojo que van de
rojo a verde (color de fruto a), valores de color de fruto L negativos (colores
negros) y los colores verdes de las hojas son menos intensos (color de la hoja
b). Las accesiones representativas del grupo V fueron C69, C91, C69B, C51,
C2, y P4, cuyos frutos son de color rosa a color rojo intenso (color de fruto a),
de igual tamafio que los del grupo IV pero con un aumento en el nimero de
frutos asociado con formas de fruto que van de redondas a arrifionadas. El
grupo VI lo integraron algunas accesiones como: P22, P21, C63, C62, C301,
PTE, P15 con formas de fruto redondas vy tipo uva, color de hojas (a) claras,
peso de frutos de medianos a pequefios, con gran namero de frutos, area foliar
de mediana a pequefia, color de frutos (L) claros vy altura de plantas de
pequefias a grandes. Las dos Unicas accesiones representativas del grupo VII
fueron ACA y CX, con pocos frutos, redondos, de tamafio pequefo, de color
rojo, area foliar pequefia, color de fruto (L) claros y plantas muy altas.
Finalmente, el grupo VIII incluyé accesiones que se caracterizaron por
presentar area foliar pequefia, un niamero de frutos abundantes, con colores de
fruto amarillos, anaranjados y rojos, plantas muy altas, formas de fruto redonda,
ovoides y de tipo uva en su mayoria. Ademas presentan diametro de fruto
pequeno. Los mejores representantes de este grupo fueron: P10, C5, C50, C73,
C61, C1, C85, C81, y C19.

52



3.4.3. Andlisis de conglomerados usando datos de variables cuantitativas
Utilizando el programa NTSYSpc VER 2.21q y con un coeficiente de distancia
DIST se obtuvo un arbol consenso (con 1000 remuestreos) (Figura 6A). En el
dendrograma de la Figura 6A, se formaron cuatro grupos, donde el grupo | se
dividié en dos subgrupos. El subgrupo GIA tuvo como representante Unica la
accesion C230 cuyas caracteristicas fueron frutos de forma redonda alargada,
color rojo, frutos grades, area y perimetro grande. Por otro lado el subgrupo GIB
se conformé de veintidos accesiones Yy sus representantes principales fueron
C200, C75B, C75, C69B, C12, C9, C14A y P4 de colores rojo, rosas, rojo
palido, formas de fruto redondo - arrifionadas, color de hojas (a) claras, peso de
frutos de grandes a pequefios, con gran numero de frutos, area foliar de grande
a pequefia, color de frutos (L) claros y altura de plantas de pequefias a grandes.
El grupo Il lo forman las accesiones C82, P12 y sus caracteristicas principales
son frutos pequefos, color rojo intenso, redondo y redondo alargado, plantas
altas, area y perimetro foliar mediano. El grupo Ill se caracteriza por tener un
solo representante siendo este C299 y los frutos exhibian colores rojo intenso,
fruto pequefio, area y perimetro foliar mediano, forma arrifionada y plantas muy
altas. El grupo IV se subdivide en dos subgrupos. ElI subgrupo GIVA lo
conformaron quince accesiones con caracteristicas de pocos frutos, redondos,
de tamafio pequefio a grande, de color rojo a amarillos, area foliar de pequefia
a mediana, color de fruto (L) claros y plantas muy altas. Los representantes mas
importantes fueron: C53B, C70, P6, XACA, CX, C381, C4A, C4, C5A, P3, C216
y C76. Finalmente el subgrupo GIVB lo conforman 104 accesiones y se
caracterizaron por presentar area foliar pequefia, un nuamero de frutos
abundantes, con colores de fruto amarillos, anaranjados, azules y finalmente
rojos, plantas muy altas, formas de fruto redonda en su mayoria y diametro de
fruto pequefio. Los representantes principales fueron: P5, C100, C101, C50A,
C300, 231, P9, P11, PTE, C188, C8, C71, C51, C67.
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Figura 6. Dendrograma de relaciones entre las 145 accesiones de jitomate utilizando el método
de agrupamiento Neighbor Joining para variables cuantitativas (A) y cualitativas (B)
separadamente.
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3.4.4. Andlisis de componentes principales con datos de variables
cualitativas

Los descriptores cualitativos (Cuadro 7) se sometieron a un analisis de
correlacion (Cuadro 12) y a un analisis de componentes principales (Cuadro
13).

El analisis de correlacion (Cuadro 12) indicO asociacién alta positiva y
significativa (r = 0.724) entre las variables tipo de crecimiento (X18) y habito de
crecimiento (X21) y por ende se elimind una de ellas debido a que presentan

informacion redundante para el andlisis de componentes principales.

Cuadro 12. Valores de correlacion y nivel de significancia entre las variables cualitativas.

Variable X18 X19 X20 X21
X18 1.0

X19 0.137ns 1.0

X20 0.021ns 0.207ns 1.0

X21 0.724** 0.085ns -0.055ns 1.0

X18= tipo de crecimiento, X19= forma, X20 = color y X21 = habito de crecimiento, ns= No
significativo; **= Altamente significativo, p<0.0001.

En el Cuadro 13 se observa que cuatro componentes principales explican el
100 % de la variabilidad morfologica cualitativa presente en los genotipos
silvestres de jitomate. El CP1 explica el 43.97 % de la variacién, el CP2 el 29.76
%, el CP3 el 19.43 % y el CP4 el 6.85 %.

Cuadro 13. Componentes principales, eigen-valores, y porcentaje de variacion explicada y
acumulada en la formacién de grupos de accesiones de jitomate silvestre usando datos de
variables cualitativas.

CP Valor propio Variacién Variacion
(eigen-valores)  Diferencia explicada (%) acumulada (%)

1 1.76 0.57 43.97 43.97

2 1.19 0.41 29.76 73.72

3 0.78 0.50 19.43 93.15

4 0.27 6.85 100.00

En la Figura 5B se muestra la formacion de cuatro grupos de accesiones segun
los componentes principales 1 y 2, que juntos explican el 73.72 % de la

variacion detectada en los genotipos. El grupo | se integré en su mayoria con
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accesiones que presentaron color de frutos rojo palido y azules, ademas de
mostrar formas redondas y crecimiento indeterminado. EI grupo Il incluyo
genotipos con frutos de colores rojos, rojo palido y rosas; de formas
arrinionadas y redondas, con habitos de crecimiento indeterminado Yy
determinado. EI grupo Il se form6é con materiales con colores de fruto rojos,
amarillos y anaranjados. Finalmente, el grupo IV tuvo accesiones con colores
de fruto rojos, amarillos y anaranjados en su mayoria, forma de fruto redondo y

arrinonado, con tipo de crecimiento indeterminado y determinado.

En el Cuadro 14 se presentan las variables morfolégicas cualitativas que mas
aportaron a cada componente principal para el ordenamiento y clasificacién de
los genotipos. Estas fueron tipo de crecimiento (X19), forma de fruto (X20) y

color de fruto (X21), que contribuyeron al CP1, CP2 y CP3, respectivamente.

Cuadro 14. Valor de contribucién de variables morfolégicas cualitativas a cada componente
principal para la diferenciacién de grupos de las colectas de jitomate silvestre.

Variable CP1 CP2 CP3

X19 0.693 -0.098 0.080
X20 0.218 0.654 -0.722
X21 0.057 0.730 0.680

X19=tipo de crecimiento, X20= forma de fruto, X21= color de fruto

3.4.5. Andlisis de conglomerados usando datos de variables cualitativas

Utilizando el programa NTSYSpc VER 2.21q y con un coeficiente de distancia
DIST se obtuvo un arbol consenso (con 1000 remuestreos). En la Figura 6B se
observa que el grupo | se subdivide en dos subgrupos. El subgrupo GIA cuenta
con una sola accesion y esta fue el C213A y sus caracteristicas fueron frutos
rojos, tamafno mediano, forma de fruto redondeado, habito de crecimiento
indeterminado (plantas altas). El subgrupo GIB consistio en treintaisiete
accesiones y se caracterizdé por presentar frutos rojos, rosas y anaranjados,
crecimiento indeterminado, formas redondas, tipo uva, alargadas y arrinionadas.
Los representantes mas sobresalientes de este subgrupo fueron los genotipos:
CX, C20, C86, C199, C8, P2, C188, C217, C63, C69, C85, P22. El grupo Il se

subdivide en GIIA y GIIB. El subgrupo GIIA estuvo integrado por 6 accesiones
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y se caracteriz6 por presentar frutos rojos, de formas ovoides, redondos,
alargados y de crecimiento indeterminado. Entre las accesiones mas
representativas se incluyen a C5, C230, P33, P12. Finalmente el subgrupo
GIIB incluyé ciento uno accesiones y se caracterizd por presentar frutos de
color rojo intenso, amarillos, azules, de forma redonda, arrifionados, ovoides y
de habito de crecimiento indeterminado a determinado. Los representantes mas
importantes del subgrupo son: C216, C82, C5A, C190, C200, C200A, C78,
C381, P28, C76, C3, P7, C190, P11, P9 y CX.ACA, por mencionar algunos.

3.5. DISCUSION

El propédsito principal de esta investigacion fue caracterizar y diferenciar las
accesiones de jitomate silvestre en base a variables morfologicas cuantitativas y
cualitativas (Cuadro 7), a fin de seleccionar genotipos con caracteristicas de
interés agrondmico y tomar decisiones correctas al definir variables que
contribuyan a su diferenciacion. Es por ello, que fue fundamental someter las
variables a pruebas estadisticas rigurosas. Los resultados del presente trabajo
indicaron que las colecciones de jitomates silvestres presentan variabilidad para
los diferentes caracteres evaluados, mismos que permiten diferenciarlas. En lo
referente a las variables longitud de fruto (X9) y ancho de fruto (X10) las 145
accesiones presentaron valores minimos y maximos de (7.61 y 93.50) y (5.90 y
89.0) milimetros, respectivamente (Cuadro 8). Los valores minimos
correspondieron a jitomates silvestres tipo ‘cherry’ y los maximos a los tipos
‘bola’ y ‘saladete’. Al respecto, Nuez (1999) describe que los tomates tipo
‘cherry’ se caracterizan por producir frutos de tamafo muy pequefio, de 1.0 a
3.0 cm de didmetro. El anadlisis de los materiales realizado en el presente
trabajo coincide parcialmente con lo reportado por este autor, aunque la
mayoria de las accesiones tipo ‘cherry’ mostraron diametros superiores,
manifestando algunas diferencias. Segun Tigchelaar (1986), las variables
diametro de fruto y ancho de fruto, son indicadores del tamafio y forma de los
MisMos.
Las accesiones presentaron también variaciones importantes en los valores de
sélidos solubles (X6) en un rango de 2.70 a 13.4 °Brix (Cuadro 8). Estos
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resultados sugieren que existen genotipos silvestres que pudieran utilizarse en
programas de mejoramiento genético para incrementar el contenido de solidos
solubles en variedades comerciales que normalmente lo tienen bajo. Trabajos
realizados en Costa Rica indican que la mayoria de las variedades comerciales
de tomate presenta valores entre 4.0 y 5.0 °Brix (Pérez et al., 2012; Shirahige et
al., 2009). También, en la India, se evaluaron los °Brix en 14 genotipos de
jitomate y estos variaron entre 3.0 y 4.86 (Kumar et al., 2006). Por otro lado, en
Brasil se realiz6 también un ensayo sobre la misma variable y esta oscil6 entre
5.93 y 7.49 °Brix, dependiendo de la frecuencia de riego, siendo mayor cuando
la planta solo recibié un riego por dia (Pires et al., 2011). Ademas, Castellanos
(2009) sefiala que si los °Brix en jitomate presentan valores superiores a los 4.5
estos se consideran de calidad aceptable y corresponden a frutos de buen
sabor, mientras que si estos son menores a 4.0 °Brix se relacionan con una
calidad no aceptable. Finalmente, en Francia se encontr6 que los tomates
“cherry” tenian un mayor contenido de sélidos solubles (7.2 °Brix), en
comparaciéon con tomates medianos y grandes (4.6 a 4.7 °Brix) (Causse et al.,
2003). La informacién obtenida en el presente ensayo coincide en parte con la
de los autores anteriormente mencionados. Es importante destacar que entre
nuestras accesiones algunas sobrepasaron los 13 °Brix, mismas que pueden
ser aprovechadas en programas de mejoramiento genético para incrementar la
calidad de fruto. En especies horticolas como el jitomate ademas del
rendimiento es importante considerar pardmetros de calidad durante la
seleccién y mejoramiento de un genotipo.

El rendimiento es una caracteristica que presenta mucha variabilidad en los
genotipos evaluados, por lo que no puede ser considerado como un marcador
morfologico. Sin embargo, en este trabajo se consideré con la intencién de
identificar a las mejores accesiones en términos de esta variable. Los valores
de esta caracteristica pueden cambiar segin el genotipo, las condiciones
ambientales, la presencia de plagas, enfermedades, la densidad de siembra y el
manejo. Por lo que la variable peso de frutos a la primera cosecha (X4) oscilo
entre 6.40 y 2330.0 g por planta (Cuadro 8). Las mejores representantes de
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esta caracteristica son los materiales C73, C91 y C76, con pesos en gramos de
2330.0, 2145.0 y 2085.0, respectivamente.

En lo que se refiere al habito de crecimiento, se observd que el 92.75 % de los
materiales caracterizados tienen crecimiento indeterminado, mientras que el
resto (7.25 %) lo tienen determinado (Cuadro 6). Florido et al. (2008)
mencionan que en las accesiones de S. lycopersicum var. cerasiforme el
crecimiento indeterminado es una caracteristica tipica de los jitomates
silvestres, asi como también, frutos pequefios con hombro verde y aplanado,

ademas de cicatrices pendular y estilar pequefas.

En cuanto al color de fruto, también hubo diferencias entre las accesiones
(Figuras 3 y 4). El color de fruto rojo fue el predominante entre las accesiones
(78.67 %), seguido del color anaranjado, amarillo, rojo palido, rosas, rojo con
negro y azul; en proporciones de 6.20, 5.51, 3.44, 3.44, 1.37 y 1.37 %,
respectivamente. De acuerdo con lo reportado por Florido et al. (2002), esta
caracteristica se debe principalmente a la presencia de carotenoides mas que a
las antocianinas. Asi mismo, Pratta et al. (2003) encontraron que uno de los
mayores atractivos para cualquier producto es su diversidad. Al respecto
también se hace mencion que de acuerdo al dendrograma (Figura 6 B ) de las
variables de tipo cualitativas, el color de fruto indicé que el grado de relacion
que existe entre los jitomates rojos y azules es mas cercano que el que existe,
entre los jitomates rojos con amarillos y rojos con anaranjados.

La forma de fruto predominante fue la redonda, presentandola el 65.51 % de los
genotipos. Pratta et al. (2003) encontraron que los frutos de los materiales
silvestres S. lycopersicum var cerasiforme y S. pimpinellifolium tienen formas
esféricas, a diferencia de los cultivares hibridos dentro de la variedad
domeéstica, en los que la altura del fruto fue menor que el diametro. Para los
materiales que evaluamos ello no es del todo compartido puesto que existen
genotipos con formas ovaladas o arrifionadas o de un tipo diferente. El 12.42,
8.96, 6.20, 4.82, 0.68 y 0.68 % de los materiales exhibieron formas

arrinonadas, elipsoides, redondeadas, cilindricas, piliformes y achatadas,
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respectivamente. Algunos frutos de las accesiones mas representativas para la
variable forma del fruto maduro se muestran en la Figura 4 B.

Una de las principales quejas de los consumidores de tomate en todo el mundo
es que se han perdido caracteristicas de calidad como sabor y aroma, pues la
seleccion de nuevos genotipos ha privilegiado otras como rendimiento, larga
vida de anaquel, apariencia externa y tolerancia a enfermedades (Causse et al.,
2003). Asi mismo, Castellanos (2009) menciona que la calidad final del jitomate
esta definida por sus caracteristicas nutricionales, quimicas y fisicas como la
firmeza, por mencionar algunas. En el Cuadro 8 se muestra que el rango de la
vida de anaquel de los frutos de los genotipos evaluados fue de 1 a 130 dias.
La variacion de esta caracteristica es muy grande. Segun Castellanos (2009),
los frutos maduros de tomate que tienen una firmeza igual o superior a 11 N se
consideran muy firmes y como consecuencia tienen un periodo mayor de vida
de anaquel. En nuestro trabajo desafortunadamente no medimos esa
caracteristica. Las accesiones que en nuestro estudio mostraron mayor vida de
anaquel fueron C76, C50A, C19, P19y P23.

El area foliar y el indice de area foliar son paradmetros ampliamente utilizados en
estudios de fisiologia ecoldgica de cultivos (Coombs y Hall, 1982). Actualmente
se han utilizado varios métodos para su determinacion, que pueden clasificarse
en destructivos (Dengler, 1984) y no destructivos, tanto indirectos como
directos. Los métodos directos son los que utilizan medidores de area foliar, que
son instrumentos diseflados con este propdsito y tienen una resolucién del
orden de mm? (Licor LI-3000; Lincoln, Nebraska, U.S.A). Al respecto, en la
presente investigacion se utilizé un método indirecto a través de un programa
llamado imageTool version 3.0 y los resultados oscilaron en un rango de 72.19
a 1346.72 cm? Por otro lado, al realizar el analisis de correlacién entre todas
las variables, se observo que existe correlacion positiva y altamente significativa
entre el area foliar y el nUmero de frutos. Es decir que si aumenta el area foliar,
aumenta el numero de frutos. Ademas, se encontré correlaciéon negativa entre el

area foliar y el color del fruto en (b). Esto indica que al incrementarse el valor

60



del area foliar su contraparte se ve afectada negativamente a colores mas

oscuros, mejorando el color final del fruto.

3.6. CONCLUSION

Las variables cuantitativas area foliar, color de hoja, numero de frutos, peso del
fruto, color de fruto b, color de fruto (a) y (L) determinaron la formacién de
cuatro grupos diferentes de jitomates silvestres. Las variables cualitativas mas
importantes que determinaron la diferenciacion de los genotipos fueron el hbito
de crecimiento, el color de fruto y la forma de fruto, generando dos grupos
diferentes. En la mayoria de los jitomates silvestres evaluados se observo
variabilidad morfolégica presente y caracteristicas interesantes de todo tipo que

pueden ser aprovechadas en programas de mejoramiento genético.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR DE JITOMATES SILVESTRES
(Solanum sp.) DEL SUR DE MEXICO

4.1. RESUMEN Y ABSTRACT

4.1.1. RESUMEN

El grupo de genotipos que estructuran a Solanum sect. Lycopersicon, es de
gran importancia en México y el mundo por la extensién de su cultivo, demanda
y forma de consumo, en este grupo se encuentra el jitomate domesticado y sus
parientes silvestres. Las variedades disponibles de jitomate cultivado se han
generado a partir de una base genética estrecha y son afectadas por
numerosos factores bioticos y abidticos que limitan su produccion. Aunado a
esto, existe el problema de que las especies silvestres estan en riesgo
creciente de desaparecer, a causa de la sobreexplotacién y a la pérdida de su
habitat, por lo que el estudio y conservacion de las mismas es de vital
importancia. En respuesta a lo anterior, el propésito del presente estudio fue
determinar la variabilidad genética mediante marcadores moleculares ISSR en
145 accesiones de jitomate silvestres provenientes de los estados de Guerrero,
Michoacan, Puebla y Oaxaca. El andlisis estadistico de los datos obtenidos de
los marcadores ISSR permitié la clasificacién de las accesiones de Solanum en
seis grupos. Los iniciadores ISSR A4, P2, 7956, A7, P3, A8 y 7951 fueron
efectivos para detectar polimorfismos genéticos entre los genotipos. Se
encontré menos diferencias entre las accesiones de jitomate rojo que entre las
de jitomates anaranjados, azules y amarillos. Las colecciones con frutos de
color rojo estuvieron mas relacionadas genéticamente con la especie S.
pimpinellifolium de frutos rojos, que con las accesiones de la especie S.

cheesmanii que produce frutos de color amarillo.

4.1.1.1. Palabras clave: marcadores ISSR, variabilidad genética, accesiones.
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4.1.2. ABSTRACT

The group of plants that are part of Solanum sect. Lycopersicon, is of great
importance in Mexico and the world for the extension of its cultivation, demand
and form of consumption, in this group is the domesticated tomato and its wild
relatives. The cultivated tomato has been generated from a narrow genetic base
and is affected by numerous biotic and abiotic factors that limit its production.
Added to this, there is the problem that wild species are at increasing risk of
disappearing, due to overexploitation and the loss of their habitat, so the study
and conservation of them is of vital importance. In response to the above, the
purpose of the present study was to determine the genetic variability using
molecular ISSR markers in 145 accessions of wild tomato from the states of
Guerrero, Michoacan, Puebla and Oaxaca. The statistical analysis of data based
on ISSR markers grouped the Solanum accessions in six groups. The ISSR A4,
P2, 7956, A7, P3, A8 and 7951 primers were effective to detect genetic
polymorphisms between the accessions. In addition, it was documented that
there were fewer differences between red tomato accessions than those of
orange, blue and yellow tomatoes. The accessions whose fruits are red were
more genetically related to the species S. pimpinellifolium of red fruits, than with

the accessions of the species S. cheesmanii that produces yellow fruits.

4.1.2.1. Keywords: ISSR markers, genetic variability, accessions.

4.2. INTRODUCCION

El tomate es una planta de la familia de las Solanaceas, cuya especie es
Lycopersicon esculentum Mill., ocupa un lugar preponderante en el desarrollo
econdémico y social de la poblacion a nivel mundial como nacional. Esta
hortaliza constituye el 30 % de la produccion horticola, con alrededor de 4, 782,
754 hectareas sembradas y 177.042 millones de toneladas de frutos
cosechados (FAO, 2016). En México, el tomate es la segunda hortaliza mas
importante que se cultiva a gran escala en el norte del pais tanto a cielo abierto
como en condiciones protegidas (Sandoval, 2005). Sin embargo Medina (2011),

menciona que en los ultimos afos, la superficie dedicada al cultivo de tomate ha
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disminuido gradualmente en algunas zonas, debido a diversos factores; entre
ellos, la incidencia creciente de plagas y enfermedades. Una manera de mitigar
estos problemas es la obtencion de variedades resistentes a condiciones
adversas como las plagas y enfermedades mediante mejoramiento genético.
Lamentablemente, los programas de mejoramiento genético del jitomate han
venido manejando una base genética estrecha, lo que limita el éxito de los
programas, debido a que muchas veces es dificil encontrar los genes de
resistencia a enfermedades o plagas U otros factores adversos en estos grupos.
Por otro lado Vallejo (1999) reporta que la mayoria de las evidencias historicas,
lingUisticas, arqueoldgicas y etnoboténicas indican que la regién de Veracruz y
Puebla, en México, es el centro de domesticacion del tomate. Las formas
silvestres de "tomate cereza", Lycopersicon esculentum var. cerasiforme,
originarias del Perd, migraron a través del Ecuador, Colombia, Panama y
Ameérica Central hasta llegar a México, donde fue domesticado por el hombre.
Los jitomates silvestres se distribuyen en una gran cantidad de habitats, desde
el nivel del mar hasta las tierras altas y himedas de los andes. Esta diversidad
de habitats ha contribuido a la gran variabilidad genética que se puede
encontrar entre los jitomates silvestres (Nuez, 1999). No obstante su amplia
distribucion, existe poca informacion acerca del potencial genético existente y
sobre su aprovechamiento directo como fuente de genes para el mejoramiento.
Sin embargo, antes de promover su utilizacion en el mejoramiento, es necesario
conocer la variabilidad genética que se conserva in situ, por lo que imperativo
caracterizar molecularmente a las colecciones de germoplasma de jitomate
silvestre del pais. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue la
caracterizacion molecular con el uso de marcadores ISSR de 145 accesiones
de jitomate silvestre, para seleccionar genotipos y establecer agrupamientos
con base en caracteres moleculares, a fin de incorporarlos en un programa de

mejoramiento genético del jitomate cultivado.
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4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Material vegetal

Se estudiaron 145 accesiones de jitomate silvestre

recolectados en regiones

templadas, tropicales y subtropicales de los estados de Guerrero, Oaxaca,

Michoacan y Puebla que fueron localizadas a orilla de carreteras y caminos, en

lugares de vegetacion cercana a las comunidades y en cultivos de maiz Zea

mays L. (Cuadro 15). Las accesiones pertenecen a al menos tres especies: S.

cheesmanii, S. pimpinellifolium y S. esculentum var cerasiforme.

Cuadro 15. Datos de pasaporte de las colecciones de jitomate silvestre.

Accesiones Caracteristicas de los Caracteristicas de los Habito de Coordenadas
frutos lugares de colecta crecimiento de sitios de
colecta
C1,C2,C3,C4,C5,C8,C9,9A,C10,C100,C101, Frutos de pequefios a Pertenecen al estado de Dominio de 18°41°49.69°N
C115,#*C121,*C122,C150,C300A,C313A,C  grandes Redondos. Guerrero. Altitud entre los crecimiento 101°55710.42"°0

313B,C3A,C4A,C4AA,CX,CX.ACA.,CXAL,P
9,P11,C76,C200,C200A,CXAL2 C221,C222,
C63,C87,C61,C64C69,C69B,C73,C73A,C75
*C79,C86,C51,P4, 213,C213A, C14A, C50A
,C199,C300,C301 C90,C91,C91A

C83,C84,C98,C299,*C381,*P28,P8,C230,C
231,P15,C11,C12,C14,C15,C17,C18,C19,C
20,C24,C38,C44,C44A,C53,C57,C62,C65,C
65B,C68

C81,C188,CPTE,**P2,P7,C217,C66,*C67,P
32,C70,C71C72,C77,*C78,C82,C85,C88,C
97,C97B,C99,C160,C160B,C176,C180,C18
3,C190,C193,C194,C216,C253B,**C2X,C53
B,C5A

C381,P3,C214,C216A,C75B,C288,C231B,P
1,P5,P6,P10,P11,P12,P13,P14,P16,P17,P1

8,P19,P20,P21,P22P29,P23,P30,P31,P33,P
34

Rojos, amarillos, azules
y arrifionados.

Frutos de pequefios a
medianos. De colores
rojo, rojos palidos, rosas
y amarillos. Predominio
de formas redondas y
alargadas.

Fruto pequefios. Rojos,
amarillos y anaranjados.
Crecimiento
indeterminado a
determinado.

Frutos pequenos.
Redondos y
arrifionados. Rojos,
rojos  pélidos y
amarillos.

0-3620 m.s.n.m. Pendientes
de 0-60 %. Tipos de suelo:
regosoles, cambisoles y
arenosoles. Asociacién con
vegetacion o cultivo: selva
baja caducifolia, encino,
encino —pino, mesofilo de
montafia.

Pertenecen al estado de
Puebla. La altitud oscila en
1199-2267 m.s.n.m.
Pendientes de 0-40 %.
Tipos de suelo: leptosoles,
cambisoles 'y regosoles.
Asociacion con vegetacion
pino.

Pertenecen al estado de
Michoacan. La altitud oscila
en 0-2166 m.s.n.m.
Pendientes de 0-40 %.
Tipos de suelo: vertisoles,
regosoles, cambisoles vy
livisoles. Asociacion con
vegetacion selva baja
caducifolia, encino, encino —
pino.

Pertenecen al estado de
Oaxaca. La altitud oscila en
0-2165 m.s.n.m. Pendientes
de 0-50%. Tipos de suelo:
leptosoles, regosoles,
cambisoles y arenosoles.
Asociacion con vegetacion o
cultivo: selva baja
caducifolia, encino, encino —
pino.

indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

Dominio de
crecimiento
indeterminado

y
16°16°01.53”N
98°32727.02”°0

19°18°03.59”°N
98°35°03.5370
y

18°26°53.92"'N
97°32'55.82"°0

19°58°46.77°N
102°09°38.45"0
y
17°56°19.89”N
102°11°22.72°0

17°48°42.93”N
98°22°12.9470
y

16°10°01.78°N
94°05°31.3170

Accesiones pertenecientes a la especies: *S. cheesmanii, ** S. pimpinellifolium, ***S. esculentum var cerasiforme (Dun)

A. Gray
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4.3.2. Lugar de desarrollo del experimento

El experimento se establecido en instalaciones de la Universidad Autonoma
Chapingo bajo condiciones de invernadero rustico sin calefaccion y con cubierta
de plastico, donde las plantas fueron manejadas bajo un sistema de ferti-
irrigacion. La Universidad se localiza en el Estado de México, entre las
coordenadas 19° 29°12.57” LN, 98° 53°49.94” LO, a 2252 msnm. La zona
presenta un clima templado sub-himedo y la temperatura media oscila entre 22

y 28 °C. El clima se clasifica como C Wo w b (y) g (Garcia, 1988).

4.3.3. Recoleccion de accesiones

Los criterios de seleccion y recoleccion de las accesiones fueron: a) que los
especimenes provinieran de plantas y sitios diferentes, ademas de encontrarse
productivas y sanas, independientemente de que estuvieran asociadas con
otras especies de interés agronémico o a la vegetacién natural en el momento
de la colecta. Esto, con la finalidad de obtener semillas viables para su posterior
propagacion en invernadero; b) el nimero de plantas a las que se les tomo una
muestra minima de 10 frutos fue de 3 a 15, por accesion, y esto dependié del
namero de ejemplares encontrados en los sitios de muestreo; c)
simultdneamente se tomaron datos de las variables correspondientes a la
ubicacién geografica con la ayuda de un GPS Modelo 2000, como pendiente,
altitud, asociacion con tipo de vegetacién o especies de interés agronémico,
color del suelo e indice de pedregosidad en el lugar de la muestra, dicha
informacion se registré en los datos de pasaporte. Para verificar el estado de
madurez de los frutos se observé la coloracién de los mismos y se removié una
muesca de la superficie externa del fruto con el proposito de observar la
coloracion de la semilla, considerando una coloracién amarilla u oscura de la
episperma. Las semillas cosechadas se etiquetaron y se envolvieron en bolsas
de papel para trasladarse a las instalaciones donde se desarrollé el
experimento. En la Figura 7 se presenta una muestra de la variabilidad

encontrada en lo referente a coloracion de los frutos.

69



A - : g E% ’ 2 -
Figura 7. Frutos maduros de jitomates silvestres recolectados en los estados de Guerrero,
Oaxaca, Michoacéan y Puebla.

4.3.4. Establecimiento del ensayo

El ensayo inicié con el establecimiento del semillero, para lo que se emplearon
las semillas de los frutos colectados, mismas que se sembraron en charolas de
germinacion, utilizando como sustrato ‘cosmo peat’. Se sembr6 una semilla por
compartimiento a una profundidad no mayor de 4 mm. La germinacion
comenzo6 5 dias después de la siembra para la mayoria de las colectas. Las
plantulas permanecieron en las charolas por un periodo de 30 dias hasta su
transplante en bolsas de plastico negras de 30 x 30 cm conteniendo tezontle
como sustrato; asignando una planta por bolsa. En el invernadero las plantas se
establecieron bajo un disefio experimental completamente al azar con diez

repeticiones.

4.3.5. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz0 siguiendo el Protocolo CTAB (hexadecil
bromuro de trimetii amonio) de Doyle and Doyle (1990) utilizado en los
laboratorios de Biologia Molecular bajo el siguiente procedimiento. Para obtener
patrones ISSR se hizo una mezcla compuesta de ADN de 10 individuos a fin de

establecer relaciones genéticas entre las accesiones. EI ADN se cuantifico con
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el espectrofotometro Genesys™10 uv (Thermo Scientific, U.S.A). También, se
emplearon 10 iniciadores ISSR (Cuadro 16).

Las Reacciones en Cadena de la ADN Polimerasa (PCR’s) se llevaron a cabo
en un termociclador Techne TC-512 (Bibby Scientific, U.S.A.). Las condiciones
de reaccion para los marcadores ISSR fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; 30 ciclos: a) 94 °C durante un
minuto, 50 °C un minuto, 72 °C dos minutos y un ciclo de extension final a 72
°C durante 10 min. Los fragmentos amplificados con iniciadores ISSR se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2 % a 120 V
durante 1 hora. Los geles se corrieron con el amortiguador Tris-Acetato-EDTA
(TAE 0.5 X) (Tris-Base, acido acético y EDTA 0.5 M, pH 8.0). Posteriormente,
los geles se tifieron en una solucion de bromuro de etidio a una concentracion
de 1 mg L? (p/v). Los patrones de bandas obtenidos se fotodocumentaron
usando un transiluminador de luz UV y un sistema de documentacién Kodak
EDAS 290.

4.3.6. Analisis estadistico de marcadores moleculares

Para el analisis de ISSR se elaboré una matriz basica de datos binarios, de
presencia/ausencia (1,0). Para la evaluacion de las bandas se utilizaron dos
métodos con la finalidad de corroborar la certeza de los resultados: uno se basé
en la observacibn a simple vista y manualmente utilizando una regla
transparente; y el otro utilizd un sistema computarizado AUTO CAD, 2004
version 9 Copyright © 2002 by SAS Intitute Inc., Cary, NC, USA gue permite la
visualizacion, asi como el establecimiento de reglas que corroboran el método
anterior. La matriz de datos se llevd a una hoja de calculo (EXCEL) para su
posterior utilizacion en el programa NTSYS version 2.2 (Numerical Taxonomic
Analysis System), calculando similitudes genéticas entre todas las muestras.
Con este procedimiento se obtuvo una matriz de similitud aplicando el
coeficiente de Jaccard. El dendrograma y los graficos en dos y tres dimensiones
se elaboraron segun el indice de similitud de Jaccard, tomando a cada accesién

como una unidad taxonémica operacional (OTU).
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4.4. RESULTADOS

4.4.1 Analisis de iniciadores y construccion del dendrograma

Durante la caracterizacion molecular se evaluaron 14 iniciadores, de los cuales
se seleccionaron diez por su buena resolucion y diferenciacion en los patrones
de bandeo (Cuadro 16). En total se obtuvieron 101 bandas y el nimero de
bandas polimorficas vario de 5 a 14. Hubo iniciadores como A4 que amplificaron
solo 5 bandas, mientras que otros como P2 sintetizaron hasta 14 fragmentos.

El porcentaje de polimorfismo detectado vario de 60 a 100 %, lo que sugiere

gue existe variabilidad genética en las colectas de jitomate.

Cuadro 16. Iniciadores utilizados para amplificar los patrones de bandas ISSR de 145 colectas
de jitomate silvestre.

Iniciador Secuencia 5’ - 3’ Nam. total de Nam. de bandas % de

bandas polimérficas polimorfismo
P3 AGAGAGAGAGAGAGAGTG 9 7 77.77
A8 AGAGAGAGAGAGAGAGT 8 8 100.00
P2 CTGAGAGAGAGAGAGAGAG 14 10 71.42
7960 ACACACACACACAC 13 9 69.23
7946 GAGAGAGAGAGAGAA 11 8 72.72
7951 GACACACACACACACA 10 6 60.00
7953 GGAGAGGAGAGGAGA 11 9 81.81
A7 CACACACACACACACAAC 10 8 80.00
7956 AGAGACAGAGAGAGAGYC 10 8 80.00
A4 CACACACACACACACAAG 5 3 60.00
Total de bandas 101

En la Figura 8 se muestra un ejemplo de los patrones de bandas amplificados
en las colecciones de jitomate silvestre utilizando el iniciador P3. Se puede
observar la presencia de polimorfismo entre las accesiones evaluadas.

Utilizando el programa NTSYS versién 2.2 (Numerical Taxonomic Analysis
System) y el coeficiente DIST se obtuvo un éarbol robusto luego de 1000
remuestreos (Figura 9). Se formaron seis grandes grupos. El grupo [, que se
considera el grupo principal, incluyd a colecciones cuyas caracteristicas fueron
producir frutos de color rojo, anaranjados y azules. A este grupo lo contituyeron
93 accesiones y se subdividio en los subgrupos GIA y GIB. El subgrupo GIA
estuvo compuesto por las accesiones C98 y C97B, en el subgrupo GIB los
representantes mas importantes fueron: C200, C87, C81, C85, C86, P9, P11,
C121, C10, CXAL, C301, C230, C231, C5, C75y P32, por mencionar algunos.
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El grupo Il se integré con 6 accesiones : C222, P4, P5, P2, P7 y P8. Estas
mostraron una relacion genética muy estrecha y sus caracteristicas fenotipicas
fueron : frutos rojos o anaranjados, con habito de crecimento indeterminado o
determinado, de formas redondas, tipo uva o alargadas. El grupo lll se formé
con las accesiones P13 y P16, cuyas caracteristicas fenotipicas son producir
frutos rojos, de tamafio mediano y de habito de crecimiento indeterminado. Por
otro lado, el grupo IV fue integrado por las accesiones P3, P29, P34, P6y P31.
Este grupo mostro6 frutos rojos, tipo bola, de tamafio mediano y de crecimiento
indeterminado a determinado. El grupo V incluy6 a siete accesiones con frutos
rojos, tipo bola o alargados y de tamafios mediano a tipo cherry. Finalmente, el
grupo VI lo conformaron 32 accesiones y éstas se subdividieron en dos
subgrupos de 6 y 26, correspondiendo a los subgrupos GVIA y GVIB,
respectivamente. El subgrupo GVIA lo integraron las accesiones C76, C4A,
C61, C77, C190 y C99. Las caracteristicas del grupo fueron : tomates amarillos
0 rojos, tipo bola, de porte grande a cherry, crecimiento indeterminado o
determinado. Finalmente, en el subgrupo GVIB los representantes mas
importantes fueron : C67, C79, C199, C4AA, C381, C91, P1, P5, P19, C14A,
P6, y C100. Las caracteristicas fenotipicas de estas accesiones fueron: frutos
amarillos o rojos, tipo bola o alargados, en su mayoria de tipo cherry. Este

grupo fue el genéticamente mas alejado.
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Patrones de bandas ISSR obtenidos utilizando el iniciador P

Figura‘. 3 en las 145 colectas de jitomate silestre (Solnum sp.). 7
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4.4.2. Analisis de correspondencia

Con la informacion obtenida de los marcadores ISSR se realiz6 un analisis de
correspondencia para determinar las relaciones genéticas entre las 145
colectas de jitomate silvestre y ordenar a los genotipos en grupos segun sus
similitudes en los patrones de bandas obtenidos con los diferentes iniciadores
ISSR. En el Cuadro 17 se presentan las dimensiones, el porcentaje de variacion
explicada por cada dimension y el porcentaje de variacion explicada acumulada.
Las dos primeras dimensiones, explicaron el 42.83 %, de la variacidon molecular

total observada entre los jitomates silvestres evaluados.

Cuadro 17. Analisis de correspondencia, dimension (valor singular), inercia principal y
porcentaje de variacion explicada y acumulada en la formacion de los grupos de accesiones de
jitomate silvestre usando los patrones de bandeo ISSR.

Valor Inercia Chi - cuadrado Porcentaje Porcentaje
singular principal (%) (%) acumulado (%)
0.532 0.283 714.780 29.910 29.910
0.500 0.250 633.000 12.920 42.830
0.480 0.230 581.920 12.610 55.440
0.474 0.225 568.350 11.630 67.080
0.455 0.207 524.190 10.150 77.230
0.425 0.181 457.370 9.240 86.470
0.406 0.165 416.250 7.540 94.010
0.367 0.134 339.820 4.990 99.000
0.327 0.107 269.940 1.000 100.000
Total 1.782 4505.630 100

Gl= 6444

En el Cuadro 18 se indica que los iniciadores que mas aportaron al
ordenamiento y clasificacién de las colectas en las dos primeras dimensiones
fueron: A4, P2, 7956, A7, P3, A8y 7951.

En la Figura 10 se muestra la representacion grafica de la dispersion de las
accesiones en dos dimensiones, formandose seis grupos. El grupo | lo
conforma la accesion 2X y se caracteriza por ser un tomate tipo cherry, redondo

y de color rojo.
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Cuadro 18. Contribucién de los Iniciadores al ordenamiento de las 145 colectas de jitomate
silvestre.

Iniciador DIM 1 DIM 2
P3 0.395 -0.554
A8 -0.089 -0.554
P2 0.762 1.537
7960 0.113 0.285
7946 0.334 0.443
7951 -0.078 -0.602
7953 0.072 0.138
A7 0.568 -0.458
7956 -0.722 0.054
Ad -1.145 0.210

El grupo Il se considera el principal e incluye jitomates con predominio de color
rojo, o anaranjado o amarillo palido, redondos y de crecimiento indeterminado.
Los representantes mas importantes son: C183, P32, CXAL, C82, C200, C213,
Cl7, P12, C57B, C301, C38, C5 y C150. EIl grupo lll lo conformaron las
accesiones P9 y P11, de color azul, de forma redonda, tamafio medio y de
crecimiento indeterminado. De acuerdo con el grafico, estas accesiones se
encuentran muy estrechamente emparentadas y ligeramente separadas del
grupo principal que corresponde a los tomates rojos. El grupo IV lo integraron
las accesiones C193, P2, P20, P14, C97B, C97, C95 y C78. Estas presentaron
frutos rojos o anaranjados, de tipo bola o alargados. Por otro lado, el V grupo
solo incluyé a la accesion C121, de frutos de color rojo, pequefios y crecimiento
indeterminado. Finalmente, el grupo VI fue el segundo mas importante segun
la representacion grafica y sus representantes mas sobresalientes fueron:
C199, C71, P22, C4AA, P22, C85, C221, P7, P30, C51, C381, P8, C222, P7,
P22 y P1. En su mayoria estos fueron jitomates pequefios de color rojo,
amarillos o anaranjados, por lo que se infiere que se encuentran menos
emparentados con respecto a los demas grupos. Si bien es cierto que el
namero de grupos formados es semejante al obtenido en el dendrograma de la
Figura 9, los agrupamientos difieren en las accesiones que los conforman y en

el niamero de ellas, coincidiendo solo parcialmente en los resultados.
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Figura 10. Ordenamiento de las colectas de jitomate silvestre en las dimensiones 1 y 2,
utilizando datos de marcadores moleculares ISSR en un andlisis de correspondencia con el
programa NTSYS.

La Figura 11 muestra el ordenamiento de las colecciones en un espacio de 3
dimensiones, obteniéndose el mismo numero de grupos que con las

dimensiones 1y 2.
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Dim-3

Figura 11. Ordenamiento de las colectas en 3 dimensiones, utilizando datos de marcadores
ISSR en un andlisis de correspondencia, con el programa NTSYS.

4.5. DISCUSION

Los estudios con marcadores moleculares han sido muy Utiles para establecer
diferencias genéticas en algunas especies, especialmente en aquellas en las
que la base de datos del ADN es bien conocida. En particular, en algunas
especies del género Solanum, principalmente por la extension de su cultivo y su
alto valor econémico. En esta investigacion se caracterizé y diferenciaron las
accesiones de jitomate silvestre en base a iniciadores ISSR (Cuadro 16), a fin
de seleccionar genotipos con caracteristicas de interés agrondmico y tomar
decisiones correctas al definir variables que contribuyan a su diferenciacion. Es
por ello, que fue fundamental someter las variables a pruebas estadisticas
rigurosas. Los resultados del presente trabajo permiten constatar que existe
variabilidad genética entre las colecciones de jitomates silvestres evaluadas en
lo referente a los patrones de bandas amplificados con los diferentes
iniciadores, mismos que permiten diferenciarlas.

Los marcadores moleculares ISSR se han utlizado con éxito en la
caracterizacion de accesiones en algunos bancos de germoplasma (Kocheiva et
al., 2002b;Tikunov et al., 2003; Terzopoulos & Bebeli, 2008) especialmente en

la evaluacién de las diferencias entre especies o variedades que pertenecen al
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mismo género. En el presente estudio los marcadores ISSR también fueron
tiles en la caracterizacion de las 145 accesiones de Solanum sp., amplificando
un nimero de loci relativamente grande, que varié de 5 - 14 bandas en todos
los genotipos. Sin embargo, el nivel de polimorfismo detectado con algunos
iniciadores fue bajo (60 %) (Cuadro 16) en comparacion con los resultados
obtenidos en ocho cultivares de berenjena (Solanum melongena) y 12
accesiones en ocho especies de Solanum: S. melongena; S. aethiopicumy S.
anguivi; S. incanum; S. violaceum y S. kurzii; S. macrocarpon; S. virginianum y
S. torvum. Donde se obtuvo un total de 552 bandas amplificadas polimérficas
de 34 de los 100 cebadores analizados, y el porcentaje de polimorfismo fue de
99.1%. (Isshiki et al., 2008). Por otra parte, el grado de divergencia genética
detectado entre las accesiones silvestres de Solanum sp., utilizando los
marcadores ISSR puede considerarse alto, respecto al nivel de polimorfismo
detectado entre las accesiones de otras especies del mismo género (Kochieva
et al., 2002b; Terzopoulos y Bebeli, 2008). La variacion detectada en nuestro
estudio fue suficiente para distinguir todas las accesiones. En esta investigacion
se detect0 alta variabilidad genética entre las accesiones de jitomate silvestre,
posiblemente debido a que las colectas incluyen a genotipos pertenecientes a
diferentes especies como S. cheesmanii, S. pimpinellifolium y S. esculentum
var cerasiforme, como se indica en el Cuadro 15. Sin embargo, entre las
accesiones que pertenecen a la misma especie se observd un nivel de
polimorfismo bajo, lo que coincide con los resultados obtenidos por Park et al.
(2004), quienes evaluaron la diversidad genética de 74 cultivares de Solanum
lycopersicon, con marcadores AFLP. Resultados similares reportaron Kochieva
et al. (2002a) al evaluar el polimorfismo genético del género Solanum utilizando
marcadores RAPD, donde el polimorfismo inter-especifico de las accesiones fue
del 100 % vy el intra-especifico de 60 %.

Por su parte Marin et al. (2006) documentaron la variacion genética en 55
colecciones de tomate nativo (Solanum lycopersicum L.) de nueve estados de
México. La caracterizacion molecular se realizo utilizando 16 iniciadores de

marcadores ISSR, que generaron 118 productos amplificados, de los cuales 81
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permitieron la diferenciacion de las colecciones con un 68.7 % de polimorfismo,
siendo este también bajo.

En términos generales la variabilidad genética entre las accesiones fue alta
debido a que hubo muchas diferencias genéticas entre ellas, lo que quedd
demostrado en la gran cantidad de grupos formados (Figuras 9y 10).

Nuestros resultados indican que hubo menos diferencias entre las accesiones
de jitomate rojo que entre las de jitomates amarillos, anaranjados y azules.
También, se encontré que las accesiones cuyos frutos son de color rojo, estan
relacionadas genéticamente con tomates rojos de la especie S. pimpinellifolium
y los rojos de la especie S. esculentum var cerasiforme, discrepando con los de
la especie S. cheesmanii que producen frutos color amarillo y que graficamente
presentaron mayor distancia genética.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que
las accesiones de jitomate silvestre presentan divergencia genética importante,
gue debe ser conservada en un banco de germoplasma y que sirva como
fuente de variabilidad en los programas de mejoramiento genético. Esto se
contradice con lo reportado por (Tikunov et al., 2003; Kocheiva et al., 2002b)
quienes encontraron pocas diferencias genéticas entre las especies de

Solanum.

4.6. CONCLUSIONES
Los iniciadores ISSR A4, P2, 7956, A7, P3, A8 y 7951 fueron efectivos para

detectar polimorfismos genéticos entre las accesiones de jitomate silvestre,
clasificandolas en seis grupos. Se encontr6 menos diferencias entre las
accesiones de jitomate rojo, que entre las de jitomates anaranjados, azules y
amarillos. Las accesiones cuyos frutos son de color rojo estuvieron mas
emparentadas genéticamente con las especies S. pimpinellifolium y S.
esculentum var cerasiforme de frutos rojos, que con las accesiones de la

especie S. cheesmanii que produce frutos de color amarillo.
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5. DISCUSION GENERAL

La caracterizacién, conservacion y uso del germoplasma silvestre de jitomate se
inicié en Estados Unidos desde 1930 (Rick, 1986), pero poco se ha hecho en
México al respecto. Antes de promover su utilizacion en el mejoramiento, es
necesario conocer la variabilidad genética que se conserva in situ. Para ello, la
comunidad cientifica puntualiza la necesidad de caracterizar morfologica y
molecularmente a las colecciones de germoplasma de jitomate, debido a la
importancia de este tipo de investigaciones en los programas de mejoramiento
genético. A través de este estudio, se explord la diversidad genética de 145
accesiones de jitomate silvestre, con el propdsito de seleccionar genotipos con
base en caracteres de interés agrondmico y molecular, que sean utiles en los
programas de mejoramiento genético del jitomate cultivado. Al respecto,
durante la caracterizacién morfologica las variables evaluadas se dividieron en
cuantitativas y cualitativas. Se sometieron a pruebas estadisticas rigurosas y los
resultados del presente trabajo, indicaron que las colecciones de jitomates
silvestres, presentan variabilidad para los diferentes caracteres evaluados,
mismos que permiten diferenciarlas.

En lo referente a las variables longitud de fruto (X9) y ancho de fruto (X10) las
145 accesiones presentaron valores minimos y maximos de (7.61 y 93.50) y
(5.90 y 140.0) milimetros, respectivamente. Los valores minimos
correspondieron a jitomates silvestres tipo ‘cherry’ y los maximos a los tipos
‘bola’ y ‘saladete’. Al respecto, Nuez (1999) describe que los tomates tipo
‘cherry’ se caracterizan por producir frutos de tamano muy pequeno, de 1.0 a
3.0 cm de diametro. El analisis de los materiales realizado en el presente
trabajo, coincide parcialmente con lo reportado por este autor, aunque la
mayoria de las accesiones tipo ‘cherry’ mostraron diametros superiores,
manifestando algunas diferencias. Segun Tigchelaar (1986), las variables
diametro de fruto y ancho de fruto, son indicadores del tamafio y forma de los

mismos.
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En lo referente a los valores de sélidos solubles la variable (X6) oscilo en un
rango de 2.70 a 13.4 °Brix. Estos resultados sugieren que existen genotipos
silvestres que pudieran utilizarse en programas de mejoramiento genético, para
incrementar el contenido de solidos solubles en variedades comerciales, que
normalmente lo tienen bajo. Trabajos realizados en Costa Rica indican que la
mayoria de las variedades comerciales de tomate presenta valores entre 4.0 y
5.0 °Brix (Pérez et al., 2012; Shirahige et al., 2009). Por otro lado, en Brasil se
realizé también un ensayo sobre la misma variable y esta oscil6 entre 5.93 y
7.49 °Brix, dependiendo de la frecuencia de riego, siendo mayor cuando la
planta solo recibié un riego por dia (Pires et al., 2011). Ademas, Castellanos
(2009) sefiala que si los °Brix en jitomate presentan valores superiores a los
4.5, estos se consideran de calidad aceptable y corresponden a frutos de buen
sabor, mientras que si estos son menores a 4.0 °Brix, se relacionan con una
calidad no aceptable, por lo que en las especies horticolas como el jitomate
ademas del rendimiento, es importante considerar pardmetros de calidad
durante la seleccion y mejoramiento de un genotipo.

El rendimiento es una caracteristica que presenta mucha variabilidad en los
genotipos evaluados, por lo que no puede ser considerado como un marcador
morfolégico. Sin embargo, en este trabajo se consider6 con la intencién de
identificar a las mejores accesiones en términos de esta variable. Los valores
de esta caracteristica pueden cambiar segun el genotipo, las condiciones
ambientales, la presencia de plagas, enfermedades, la densidad de siembray el
manejo. Por lo que la variable peso de frutos a la primera cosecha (X4) oscilo
entre 6.40 y 2330.0 g por planta. Las mejores representantes de esta
caracteristica fueron las accesiones C73, C91 y C76, con pesos en gramos de
2330.0, 2145.0 y 2085.0, respectivamente.

En lo que se refiere al habito de crecimiento, se observo que el 92.75 % de los
materiales caracterizados tienen crecimiento indeterminado, mientras que el
resto (7.25 %) lo tienen determinado. Florido et al. (2008) mencionan que en
las accesiones de S. lycopersicum var. cerasiforme el crecimiento

indeterminado es una caracteristica tipica de los jitomates silvestres, asi como
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también, frutos pequefios con hombro verde y aplanado, ademas de cicatrices
pendular y estilar pequefias.

En cuanto al color de fruto, también hubo diferencias entre las accesiones. El
color de fruto rojo fue el predominante entre las accesiones y correspondi6 al
(78.67 %), seguido del color anaranjado, amarillo, rojo palido, rosas, rojo con
negro y azul; en proporciones de 6.20, 5.51, 3.44, 3.44, 1.37 y 1.37 %,
respectivamente. Al respecto Florido et al. (2002), reportaron que esta
caracteristica se debe principalmente a la presencia de carotenoides mas que a
las antocianinas. Asi mismo, Pratta et al. (2003) encontraron que uno de los
mayores atractivos para cualquier producto es su diversidad. Al respecto en el
presente trabajo también se ha hecho mencién que de acuerdo al dendrograma
obtenido con datos de las variables de tipo cualitativas, el color de fruto indicé
que el grado de relacién que existe entre los jitomates rojos y azules es mas
cercano que el que existe, entre los jitomates rojos con amarillos y rojos con
anaranjados. Por otro lado, la forma de fruto predominante fue la redonda,
presentandola el 65.51 % de los genotipos. Pratta et al. (2003) encontraron que
los frutos de los materiales silvestres S. lycopersicum var cerasiforme y S.
pimpinellifolium tienen formas esféricas, a diferencia de los cultivares hibridos
dentro de la variedad doméstica, en los que la altura del fruto fue menor que el
diametro. Sin embargo, para los materiales que se evaluaron esto no es del
todo compartido, puesto que existen genotipos con formas ovaladas,
arrinonadas o de un tipo diferente. El 12.42, 8.96, 6.20, 4.82, 0.68 y 0.68 % de
los materiales exhibieron formas  arriionadas, elipsoides, redondeadas,
cilindricas, piliformes y achatadas, respectivamente.

Una de las principales quejas de los consumidores de tomate en todo el mundo,
es que se han perdido caracteristicas de calidad como sabor y aroma, pues la
seleccion de nuevos genotipos ha privilegiado otras como rendimiento, larga
vida de anaquel, apariencia externa y tolerancia a enfermedades (Causse et al.,
2003). Asi mismo, Castellanos (2009) menciona que la calidad final del jitomate
esta definida por sus caracteristicas nutricionales, quimicas y fisicas como la

firmeza, por mencionar algunas. En el presente trabajo se reporta que el rango
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de la vida de anaquel de los frutos de los genotipos evaluados oscilé de 1 a 130
dias. La variacién de esta caracteristica es muy grande. Segun Castellanos
(2009), los frutos maduros de tomate que tienen una firmeza igual o superior a
11 N se consideran muy firmes y como consecuencia tienen un periodo mayor
de vida de anaquel. En nuestro trabajo desafortunadamente no medimos esa
caracteristica. Las accesiones que en nuestro estudio mostraron mayor vida de
anaquel y fueron: C76, C50A, C19, P19y P23.

El area foliar y el indice de area foliar son parametros ampliamente utilizados en
estudios de fisiologia ecoldgica de cultivos (Coombs y Hall, 1982). Al respecto,
en la presente investigacion se realiz6 un analisis de correlacion entre todas las
variables cuantitativas evaluadas y se observo que existe correlacion positiva y
altamente significativa entre el area foliar y el nimero de frutos. Es decir que si
aumenta el area foliar, aumenta el numero de frutos. Ademas, se encontro una
correlacién negativa entre el area foliar y el color del fruto en (b). Esto indica
qgue al incrementarse el valor del area foliar su contraparte se ve afectada
negativamente a colores mas oscuros, mejorando el color final del fruto.

Con lo referente a los estudios moleculares basados en marcadores ISSR
encontramos que fueron Utiles para establecer diferencias genéticas entre las
accesiones de jitomate silvestre, ya que permitieron constatar que las
colecciones presentan variabilidad para los diferentes iniciadores evaluados,
mismos que permitieron diferenciarlas. Los marcadores ISSR permitieron
separar a las 145 accesiones de Solanum sp en 6 grupos, amplificando un
namero de loci relativamente grande que varié de 5-14 bandas en todos los
genotipos. Sin embargo, el nivel de polimorfismo detectado fue relativamente
bajo puesto que para algunos iniciadores fue de 60 %, siendo un valor bajo
cuando se compara con los resultados obtenidos en ocho cultivares de
berenjena (Solanum melongena) vy 12 accesiones en ocho especies de
Solanum: S. melongena; S. aethiopicum y S. anguivi; S. incanum; S.
violaceum y S. kurzii; S. macrocarpon; S. virginianum y S. torvum. Donde se
obtuvo un total de 552 bandas amplificadas polimorficas de 34 de los 100

cebadores analizados, y el porcentaje de polimorfismo fue de 99.1 %. (Isshiki et
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al., 2008). Por otra parte, el grado de divergencia genética detectado entre las
accesiones de Solanum sp., utilizando estos marcadores moleculares, fue
considerado alto en comparacion con el nivel de polimorfismo entre las
accesiones de otras especies del género (Kochieva et al., 2002b; Terzopoulos y
Bebeli, 2008); ademas, la variacion detectada fue suficiente para distinguir
todas las accesiones.

En el presente estudio del género Solanum se observo fuertes diferencias a
nivel fenotipico y genotipico entre algunos materiales, lo que sugiere que
corresponden a especies diferentes. Entre las accesiones que pertenecen a la
misma especie se observé un nivel de polimorfismo bajo, o que coincide con
los resultados obtenidos por Park et al. (2004), quienes evaluaron la diversidad
genética de 74 cultivares de Solanum lycopersicon, con marcadores AFLP.
Resultados similares reportaron Kochieva et al. (2002a) al evaluar el
polimorfismo genético del género Solanum utilizando marcadores RAPD, donde
el polimorfismo inter-especifico de las accesiones fue de 100 %, mientras que el
intra-especifico de 60 %. Por su parte Marin et al. (2006) documentaron la
variacion genética en 55 colecciones de tomate nativo (Solanum lycopersicum
L.) de nueve estados de México La caracterizacion molecular se realizd
utilizando marcadores ISSR con 16 iniciadores, que generaron 118 productos
amplificados, de los cuales 81 permitieron la diferenciacion de las colecciones
con un 68.7 % de polimorfismo, siendo este también bajo. En nuestro trabajo
encontramos que hubo menos diferencias entre las poblaciones de jitomate rojo
gue entre las poblaciones de jitomates amarillos, anaranjados y azules. En
términos generales la variabilidad genética entre las accesiones fue muy alta
y esto se demuestra por la gran cantidad de grupos formados en los
dendrogramas obtenidos. Ademas, se observé que los jitomates rojos estan
mas emparentados geneéticamente con los azules y anaranjados, que con los

jitomates amarillos.

Finalmente, las accesiones evaluadas en este trabajo presentaron divergencia

genética importante, por lo que deben ser conservadas en un banco de
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germoplasma, con el propdsito de servir como fuente de variabilidad en
programas de mejoramiento genético. Estos resultados difieren con lo reportado
por Tikunov et al. (2003) y Kocheiva et al. (2002b) quienes afirman

encontraron bajo polimorfismo entre especies de Solanum lycopersicon.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En los jitomates silvestres rojos, anaranjados y amarillos evaluados, la
variabilidad morfolégica detectada fue alta para las variables cuantitativas area
foliar, color de hoja, numero de frutos, peso del fruto, color de fruto b, color de
fruto (@) y (L) por lo que determinaron la formacién de cuatro grupos de
jitomates silvestres. Las variables cualitativas mas importantes que
determinaron la diferenciacién de los genotipos fueron el habito de crecimiento,
el color de fruto y la forma de fruto, separandose en dos grupos. Los
marcadores moleculares ISSR diferenciaron seis grupos, entre las accesiones
de jitomate silvestre Solanum sp., revelando el polimorfismo existente entre
ellas. Los iniciadores ISSR A4, P2, 7956, A7, P3, A8 y 7951 fueron los méas
efectivos para detectar polimorfismos genéticos. Por otro lado, se encontré
menos diferencias entre las accesiones de jitomate rojo, que entre las de
jitomates anaranjados, azules y amarillos. Las accesiones cuyos frutos son de
color rojo estuvieron mas emparentadas genéticamente con las especies S.
pimpinellifolium y S. esculentum var cerasiforme, de frutos rojos, que con las
accesiones de la especie S. cheesmanii que produce frutos de color amarillo.
Las accesiones sobresalientes para un programa de mejoramiento genético
fueron: C200 (tipo bola, color rojo y tamafio grande de 90 a 95 gramos por
fruto); C101 (tipo bola, color rojo, de 5 a 7 frutos por racimo y vida de anaquel
de 45 dias); C230 (tipo saladette, rojo intenso, frutos de 5°brix y de un peso de
125 gramos), C231 (tipo bola, color rojo intenso, de 4 a 5 frutos por racimo un
peso de 120 a 130 gramos); C76 (tipo bola, color amarillo y una vida de anaquel
de 90 dias y la accesion C85 ( tipo uva de color rojo intenso, de 4 a 20 frutos
por racimo de peso entre 5 gramos por fruto y °Brix de 8).
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