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Resumen

Una de las aportaciones vegetales mas importantes de México es el jitomate
(Solanum lycopersicum L.), a nivel mundial se cultivada 5 023 810 de hectareas y
se produce mas de 170 millones de toneladas que se consumen en casi todos los
paises del mundo. En las comunidades rurales del norte del estado de Campeche,
Yucatan y Quintana Roo, se cultiva un jitomate de aspecto arrifionado, el cual es
muy valorado en la cocina tradicional y posee mayor tolerancia a plagas y
enfermedades, segun observaciones de los agricultores. Sin embargo, los
productores prefieren sembrar hibridos comerciales como el jitomate Saladet, bola,
Cherry entre otros. Estas variedades han sido sometidas a un constante
mejoramiento genético para aumentar el rendimiento y calidad de los productos
pero paralelamente, se ha reducido la variabilidad genética. Por ello es necesario
recurrir a la variabilidad presente en los parientes nativos y silvestres con el fin de
identificar resistencia o tolerancia al estrés biotico, abibético y para mejorar la
calidad en los productos. En el presente trabajo, se desarroll6 un protocolo para la
micropropagaciéon masiva del jitomate Rifién o Rosapa’ak y variedades
comerciales. Se obtuvo méas de cinco brotes por explante en medio MS
suplementado con 2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AIA, las variedades comerciales
evaluadas se comportaron de forma variable, sin embargo, se obtuvo un numero

de brotes similar al de las colectas tipo rifidn. Por medio de marcadores



moleculares ISSR, se demostrd que no existe variacibn somaclonal hasta el
subcultivo cinco. Por otra parte, se realizé la caracterizacion morfologica a partir de
los descriptores, propuestos por la Unién Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales (UPOV), se observé que las colectas de jitomate Rifion se
comportan de forma similar en méas del 85% de los descriptores morfoldgicos, sin
embargo Mediante el uso de marcadores moleculares ISSR se identificaron dos
poblaciones genéticamente diferentes, una de ellas formada por las colectas de
Calkini y Champotén y un segundo grupo integrado por la colecta caracteristica (C-

S1) y Tenabo.

Palabras clave: Variabilidad genética; cultivo in vitro; marcadores moleculares

ISSR; Descriptores morfoldgicos.

Matos Canul Edgar Enrique M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is an important vegetable contribution of
Mexico, 5 023 810 hectares is cultivate and more than fever 170 million tons is
produced, it's consumed in every country in the world, a kidney-shaped tomato is
cultivate in rural communities from state of Campeche, Yucatan and Quintana Roo,
highly valued in typical gastronomy and it has greater tolerance to pests and

sickness according farmers observations. They prefer to plant commercial hybrids

like the tomato Saladet, Ball, Cherry etc. These varieties have been constantly



submit under genetic modification, purpose increasing vyield and quality,
unfortunately, but genetic variability decrease.Therefore, an alternative to resolve
this problem, it evaluated genetic variability in native relatives. This investigation
developed a protocol to massive micropropagation. This investigation developed a
protocol to massive micropropagation tomato “Riion or Rosapa’ak” and
commercial varieties. More than five shoots were obtained per explant in MS medium
supplemented with 2 mg / L of BAP and 0.5 mg / L of IAA, the commercial varieties
evaluated behaved in a variable manner, however, a number of outbreaks was
obtained similar to those of the kidney type collections. By means of ISSR molecular
markers, it was demonstrated that there is no somaclonal variation until subculture 5.
On the other hand, the morphological characterization was made from the descriptors,
proposed by the International Union for the Protection of New Varieties of Plants
(UPOV), it was observed that tomato kidney collections behave in a similar way in
more than 85% of the morphological descriptors, however, through the use of ISSR
molecular markers two genetically different populations were identified, one of them
formed by the Calkini and Champoton collections and a second group composed of the
characteristic collection (C-S1) and Tenabo.

Keywords: Genetic variability; in vitro culture; molecular markers ISSR;

Morphological descriptors.
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INTRODUCCION GENERAL

En el contexto econdmico y agroalimentario el jitomate es una de las hortalizas de
mayor importancia, a nivel mundial se cultivada una superficie de 5 023 810 ha y se
produce méas de 170 millones de toneladas; el principal continente productor es Asia
con mas de 60% de la produccion global y China el pais que con mayor produccion
(SIAP, 2016). El continente americano con alrededor del 15% de la produccion
mundial, es la segunda region productora de jitomate (FAOSTAT, 2016). México es el
décimo productor mundial de este fruto, esta producciébn se concentra en cinco
estados del pais; Sinaloa 27.59%, Michoacan 7.04%, San Luis Potosi 9.15%, Baja
California 6.74% y Zacatecas 5.72% (Atlas agroalimentario, 2017). En contraste en el
estado de Campeche se sembraron 214 ha con una produccién de 4 797 toneladas lo
cual representa el 0.14 % de la produccion total a nivel nacional que fue de 3 349 154
de Toneladas en 2016, en este mismo afio, el jitomate fue el principal producto
agroalimentario de exportacién (SIAP, 2017). A nivel comercial, solo se cultivan
hibridos como el Saladet, Bola y Cherry lo cual reduce considerablemente el cultivo de
jitomates nativos y por lo tanto, la variabilidad genética (Moreno y Ramirez, 2009;
Doebley et al, 2006). En México, existe gran variabilidad genética y morfolégica en
jitomates nativos distribuidos practicamente en todo el pais por factores como el clima,
suelo y la presencia de grupos humanos, lo cual ha favorecido la evolucién y en
muchos casos la domesticacion de poblaciones silvestres (Chavez et al, 2011). En las
comunidades de origen maya del norte de Campeche y Yucatan, los campesinos
cultivan un jitomate con forma arrifionada, conocido como jitomate Rosado, Rifién o
Rosapa’ak (lengua maya), el cual es muy apreciado por tener sabor &cido

caracteristico, una pequefia proporcibn de mesocarpio y endocarpio carnoso, pero

1



sobre todo por poseer mayor tolerancia a plagas, enfermedades y diversos factores
abidticos, segun observaciones empiricas de los agricultores locales. Describir y
caracterizar estas poblaciones es importante para los programas de mejoramiento
actual, debido a que estan adaptadas para vivir en condiciones adversas y
probablemente poseen genes de tolerancia a estrés bidtico y abidtico que no se
encuentran en los tomates cultivados, debido a la erosion genética, resultado del
proceso de domesticacion o porque simplemente estos genes nunca estuvieron en las
variedades ancestrales. La presente tesis estd estructurada en la modalidad de
capitulos. El primer apartado corresponde a la introduccién, el cual incluye un parrafo
introductorio, planteamiento del problema que dio origen a la investigacion, los
objetivos y la hipotesis planteada. En el primer capitulo se efectué una revision de
literatura que lleva como titulo: El Jitomate Rosapa’ak o Rifidén, un ecotipo nativo de la
peninsula de Yucatan. Los temas que aborda dan soporte teérico conceptual a la
investigacion. En el capitulo Il se aborda una estrategia de micropropagacion del
cultivo de jitomate Rifidbn como una estrategia para generar lineas puras con las
caracteristicas de forma y tamafio propios de este ecotipo, asi como una herramienta
para su multiplicacion y utilizacion en sistemas de mejoramiento genético en donde se
involucre la utilizacion del ecotipo “Rifion o Rosapa’ak”. En el capitulo Il se muestran
los resultados de la caracterizacion morfoldgica y molecular que se realiz6 a partir de
los marcadores morfolégicos propuestos por la unién Internacional para la proteccién
de las obtenciones vegetales (UPOV) y los Marcadores moleculares Inter Simple
Secuence Repeat (ISSR), esto con la finalidad de caracterizar este ecotipo para
futuras investigaciones y su posible registro ante diferentes instancias. Finalmente se

presenta un apartado de conclusiones y recomendaciones generales en el que se



incluyen sugerencias y comentarios sobre hacia donde puede dirigirse esta
investigacion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La variabilidad genética ha disminuido debido al empleo de hibridos comerciales
como Saladet y Bola, esta situacion ha reducido el cultivo de jitomates nativos
entre los productores locales. En el estado de Campeche no se aplican estrategias

de conservacion y recuperacion de ecotipos nativos.

HIPOTESIS

¢Es posible determinar la presencia de diferentes ecotipos entre las colectas de

jitomate Rosapa’ak mediante el uso de marcadores morfoldgicos y moleculares?

OBJETIVOS

General

Caracterizar la diversidad morfologica y genética del jitomate Rosapa’ak que se cultiva

en las comunidades mayas del estado de Campeche.
Especificos

Caracterizar morfolégicamente las plantas y frutos de jitomates Rifion colectados en

los municipios del norte de Campeche.

Cultivar y propagar in vitro el jitomate Rifion para la generacion de lineas con las

caracteristicas de forma y tamafio del fruto.

Caracterizar por medio de marcadores moleculares ISSR (inter-simple sequence

repeats) las colectas de jitomate Rifion del norte del estado de Campeche.
3



JUSTIFICACION

En México existe enorme variedad de jitomate nativos y silvestres distribuidos en
diferentes condiciones ambientales en todo el pais, esta situacion los vuelve una
fuente importante de genes de resistencia contra enfermedades, plagas y factores
de estrés (Flores, 2012). En los ultimos afios la preferencia de comer en forma
saludable ha incrementado la popularidad del jitomate por ser excelente
contribuyente de nutrientes y principalmente antioxidantes (Labate et al., 2007),
numerosos estudios han demostrado que las variedades silvestres presentan
calidad del fruto y comportamiento agronémico muchas veces superior a las
variedades mejoradas (Juarez - Lopez et al.,, 2009). Como parte del proyecto
estratégico de la MAP Champotén (Microrregion de atencion prioritaria), se
pretende complementar el cultivo de frutales de alta densidad con la plantacion de
tomate rifidn y promover el uso esta variedad de gran valor ecoldgico, cientifico,

social y con alto potencial comercial.
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CAPITULO I. EL JITOMATE ROSAPA’AK O RINON, UN ECOTIPO NATIVO DE

LA PENINSULA DE YUCATAN

1.1 Introduccion

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una herbacea originaria de Ameérica
del Sur, particularmente de Pera, Ecuador, Bolivia y Chile. Se cree que la
domesticacion fue en México y Centroamérica, sin embargo aun existen
aspectos desconocidos en cuanto a su origen y domesticacion (Gonzales,
2013; Rick, 1978). La palabra “Xitomatl” en lengua Nahuatl del México
precolombino, es sin duda el origen del nombre moderno (Muller, 2007).
Jitomate es el vocablo usado en el centro de México para este fruto, sin
embargo en el sur y norte del pais y en otros lugares del mundo hispano, se le
denomina tomate (CONABIO, 2009). Es una de las hortalizas de mayor
importancia econémica en el mundo, representando una superficie cultivada
de 4 762 457 Ha y una producciéon mayor a 164 millones de toneladas; el
principal continente productor es Asia con mas de 60% de la produccion a
nivel mundial, seguido por el continente americano con alrededor del 15%
(FAOSTAT, 2016). En México se cultiva todo el afio, especialmente en la zona
norte del pais, durante 2014 se sembraron 52 374.91 Ha con una produccién
de 2 875 164.08 toneladas segun el Servicio de informacién agroalimentaria y
pesquera, ademas, es uno de los principales productos agroalimentarios de
exportacioén con valor promedio anual durante el periodo 2000-2009 de $899
millones de USD (SIAP, 2014). A pesar de la importancia de este producto, el

cultivo de jitomate en México, carece de variedades nativas ya que en su lugar



se utilizan cultivares comerciales hibridos. Si bien, desde Baja california hasta
Yucatan se encuentra gran diversidad de jitomate silvestre conocido como
tomatillo (Chavez, Cruz, Vera, Rodriguez y Lobato, 2011), también existen
muchas poblaciones nativas domesticadas y semi-domesticadas con
morfologias y tamarfios diferentes en el fruto (alargados, tipo bola, arrifionado e
intermedio). En las comunidades de origen maya del norte de Campeche y
Yucatan, los campesinos cultivan un jitomate con forma arrifionada, conocido
como jitomate rosado, riidbn o rosapa’ak (lengua maya), el cual es muy
apreciado por tener sabor acido caracteristico, pero sobre todo por poseer
mayor tolerancia a plagas y sequias, segun observaciones empiricas
realizadas por los agricultores (Moo, M. comunicaciéon personal. Junio del

2015).

1.2 Poblaciones de jitomate nativo de México y su caracterizacion

El jitomate pertenece a la familia de las solanaceas, la cual contiene a un gran
namero plantas que comunmente se cultivan como por ejemplo el tabaco, los
pimientos, la papa, el chile, entre otros (Muller, 2007). Fue por mucho tiempo
clasificado como Lycopersicon esculentum (L.) Mill, pero actualmente
mediante analisis de sitios de restriccion del ADN del cloroplasto, se ha
ubicado en el género Solanum y su especie Solanum lycopersicum (Spooner,
Anderson y Jansen, 1993). A través de la comparaciéon de secuencias de
nucleotidos de las regiones intronicas del gen que codifica el ADN ribosomal y
la realizacién de analisis cladistico, se ratificd, incluir al jitomate cultivado y sus

especies relacionadas dentro del género Solanum, seccion lycopersicum



(Marshall, Knapp, Davey, Power, Cocking, Bennett y Cox, 2001), el cual
también incluye 12 especies silvestres, la Unica especie domesticada es
Solanum lycopersicum (Peralta, Knapp y Spooner, 2006). El jitomate es una
herbacea dicotiledonea, diploide con 24 cromosomas, las hojas son alternas y
las flores pentameras. El sistema radicular alcanza hasta 2 metros de
profundidad, con una raiz principal y muchas raices secundarias las cuales se
extienden ampliamente. El tallo es erecto, semitrepador, semilefioso, con
tricomas simples y glandulares, ligeramente aspero al tacto. Las hojas tienen
tamafios variables, alternas, pecioladas y con foliolos divididos, de &pice
puntiagudo y con el margen aserrado o ligeramente hendido. Las flores estan
dispuestas en racimos, ubicados generalmente en las bifurcaciones de los
tallos o los nudos, la corola es amarilla en forma de estrella de cinco a nueve
puntas. El fruto de color rojo al madurar, es carnoso, jugoso y globoso o
alargado. Las semillas son numerosas, circulares y de color amarillo
(CONABIO, 2009; Rick, Laterrot y Philouze, 1990). En México, existe
abundante variabilidad genética y morfologica en jitomates nativos distribuidos
en todo el pais, debido a factores como el clima, el suelo y la presencia de
grupos humanos, lo cual ha favorecido la evolucion y en muchos casos la
domesticacion de poblaciones nativas. Se han llevado a cabo extensos
trabajos de caracterizacion de poblaciones nativas de jitomate con accesiones
de varios estados del pais, destacandose; Puebla, Jalisco, Nayarit, Estado de
México, Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Campeche, Yucatan, entre otros. Estos
trabajos se han realizado a partir de diferentes enfoques, como por ejemplo

estudios ecologicos y geograficos, ademas, han determinado que las
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poblaciones nativas de jitomate silvestre, semidomesticado y domesticado, se
encuentran distribuidas en todo el pais (Chavez et al, 2011; Pacheco, Chavez
y Carrillo, 2014.). Por otro lado, se han elaborado caracterizaciones
agromorfolégicas empleando generalmente los descriptores propuestos por la
Union Internacional Para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV),
gue miden una serie de variables durante el ciclo de vida de la planta. Estas
investigaciones han permitido conocer la variabilidad existente entre
poblaciones nativas de varios estados del pais (Tabla 1). Completando el
panorama, se han realizado algunos estudios a partir de marcadores
moleculares, los empleados con mayor frecuencia son los SSR (Simple
Sequence Repeat) los cuales son unidades cortas de nucleédtidos que se
repiten en tandem a lo largo del genoma de los organismos y que después de
un proceso de amplificacion por PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)
generan un patrén distintivo a manera de codigo de barra para cada especie

(Garcia, 2012).

Titulo y autor del Resultados Conclusiones
trabajo

Relacion entre Las variables de mayor Existe una amplia
variacion ecoldgica- valor descriptivo diversidad en plantas
orografica y fueron: tipo de silvestres y cultivadas.
variabilidad ramificacién, densidad Se encontraron
morfoldgica de de follaje, forma vy patrones eco-
tomate (solanum tamafio del fruto, forma geogréficos de los
lycopersicum 1.) distal o terminal del sitios de colecta,
Pacheco, Chavez vy fruto, color del determinados por la
Carrillo, 2014. epicarpio y forma de altitud, tipo de
semilla. vegetacion, suelo,

temperatura y

precipitacion.

Diversidad Los Jitomates Se sugiere que los
agronémica y cuadrados o] tipo jitomates  evaluados,
morfolégica de pimiento, resaltaron en tienen potencial para
tomates arrifionados tamafio  del fruto, usarse como
y tipo pimiento de sblidos solubles vy variedades o fuente de
uso local en Pueblay firmeza, sus germoplasma_para la
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Oaxaca, México

caracteristicas fueron

mejora genética del

Bonilla, Lobato, similares al testigo tipo Saladet.

Garcia, Cruz, Reyes y comercial SUN7705.

Hernandez, 2014.

Variacion en Existe variacion Los componentes
caracteristicas de intrapoblacional en el anteriores y el diametro

interés agrondémico
dentro de una
poblacién nativa de
jitomate (Solanum
lycopersicum I.)
(Sanjuén, Ramirez,
Sanchez, Livera,
Sandoval, Carrillo y
Perales, 2014).

namero de racimos con
fruto, reaccion
fitopatolégica y
uniformidad general
longitud de la planta,
fecha de floracion,
amarre de fruto y vigor.

del tallo, explicaron el
59.7% de la variacién
fenotipica reportada.

Red jitomate
(Sistema Nacional de
Recursos
Fitogenéticos para la
alimentacion y la
agricultura, SINAREFI,
2014)

Reporta 1,283
accesiones colectadas
en México. 187
colectas han sido
regeneradas, 117
accesiones fueron

caracterizadas
agromorfolégicamente
y 19 genotipos
evaluados para
resistencia a P.
Infestans.

Realizaron un
diagnostico sobre el
estatus del jitomate en
México; la variabilidad
fue muy amplia en todo
el pais.

Exploracion, colecta
y conservacion de
recursos geneéticos
de jitomate: avances
en la Red de Jitomate
(Lobato, Rodriguez,

Se demostro
polimorfismos en el
color, forma del fruto,
tamafio del fruto, peso
del fruto, nimero de
l6culos, nUumero de

Se muestra una amplia
variabilidad entre
poblaciones nativas del
pais.

Carrillo, Chévez, frutos  por  racimo,

Sanchez 'y Aguilar, longitud del racimo y

2012). color de la hoja.

Valoracién Algunas  poblaciones Las poblaciones

agronbmica y de
calidad de fruto en
poblaciones nativas
de jitomate mexicano
(Flores, 2012).

nativas, muestran un
comportamiento

agronémico similar e
inclusive  superior al

jitomate comercial
(Sun-7705), en la
mayoria de las

variables agrondmicas
y de calidad del fruto.

nativas Cam-3 y Cam-
5, provenientes del
estado de Campeche
son candidatos
potenciales para el
aprovechamiento
comercial. Existe alta
variabilidad en calidad
externa e interna del
fruto.

Caracterizacion
morfolégica y
molecular de 34
colectas nativas de
jitomate (Solanum
lycopersicum L.)
(Garcia, 2012).

Por medio del andlisis
de los pardametros
morfolégicos, se
obtuvieron 6 grupos
mientras que los
marcadores
moleculares generaron
4 grupos, el
polimorfismo fue de
71%.

Las agrupaciones,
estuvieron muy
relacionada con el
lugar de origen de los
materiales evaluados y
el tipo de fruto,
presentando un 65%
de concordancia entre
los agrupamientos
realizados a partir de
caracteres
morfologicos y perfiles
moleculares.

Utilizaciéon actual y

Se caracteriz6 102

Se recomiendan
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potencial del jitomate muestras poblacionales realizar mas estudios

silvestre mexicano originarias de para verificar esta
(Chavez et al, 2011). diferentes estados de variabilidad desde
México. Los cuales diferentes
presentaron variacién perspectivas.

en los caracteres de
planta, tallo, hoja, flor y

fruto.

Anélisis de la Se encontré un Se demostr6  una
Diversidad Genética promedio de 5.3 alelos amplia base genética
de Tomate Silvestre por locus y una en las accesiones, lo
(Solanum diversidad genética cual representa un
lycopersicum var. total de 0.72 un valor reservorio genético con
cerasiforme) de alto de acuerdo al gran potencial para ser
México Mediante programa utilizado en el
Microsatélites bioinformatico  Power mejoramiento de
(Séanchez, Pineda, marker. caracteristicas de
Vega, Sanchez, interés agronémico.

Chavez y Lopez, 2011)

Tabla 1. Trabajos de caracterizacion realizados en los Ultimos afios en poblaciones nativas de

jitomate.

1.3 El jitomate Rosapa’ak, Cultivo, Usos y costumbres en Campeche

Con el fin de efectuar un diagndstico sobre la biodiversidad de plantas nativas
cultivadas en la regién de Campeche, se realizaron entrevistas a productores y
se encontré que el cultivo del jitomate Rosapa’ak se realiza en septiembre,
octubre y noviembre. Pérez (2004) menciona que el cultivo del jitomate de milpa
(rosapa’ak) se efectua en lugares poco pedregosos y separados del maiz. Los
agricultores entrevistados, explicaron que en cada cosecha se eligen algunos
frutos prominentes en tamafio y forma para obtener el semillero que usaran en
la siguiente siembra. El cultivo se realiza simplemente depositando las semillas
en el lugar que eligieron para sembrar y si las lluvias no son favorables, riegan
manualmente algunas veces. De igual forma, mencionan que no realizan algun
tipo de cuidado extra y que la planta se desarrolla incluso cuando la lluvia es
escasa. La cosecha se realiza cuando el fruto estd maduro, color rosa (de ahi el

nombre rosa-pa’ak) o completamente rojo y de ser comercializado, debe ser
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pronto en los mercados locales, debido a su corta vida de anaquel. Los
campesinos han notado que el jitomate rosa-pa’ak, muestra mayor tolerancia a
plagas como la mosca blanca (Bemisia tabaci), uno de los vectores de virus
fitopatdgenos de mayor relevancia en los ultimos afios en las variedades
comerciales cultivadas, como son el Ponny y Saladet, (Amador, Mederos y
Lépez, 2011). La cosecha concuerda con una de las mayores tradiciones de la
peninsula de Yucatan; el Hanal-Pixan (Lengua Maya) o comida de los fieles
difuntos, el cual se celebra los primeros dias de noviembre. Tradicionalmente
en estas fechas, se acostumbra comer los pibipollos (Muk’bipollos o pib en
lengua maya), tamales y otro tipo de comidas, en estos platillos se utiliza como
uno de los ingredientes principales el jitomate Rosapa’ak, ya sea en forma de
salsa o en el embutido de los tamales o pibipollos, también se utiliza en otros
guisos propios de la region como es el pan de cazén. Algunos restauranteros
entrevistados, indican que emplean este jitomate para preparar platillos
regionales y que le confiere un sabor diferente a los guisos, sefialan también
gue no se cultiva durante todo el afio por lo que es dificil conseguirlo en algunas
épocas, mencionan que han solicitado a productores e instituciones de
investigacién en ciencias agricolas, el rescate del mencionado jitomate pues
consideran que presenta un alto potencial comercial y gran valor cultural en la
region.

1.4 Avances sobre el rescate del tomate Rifion (Rosapa’ak) en Campeche

El Colegio de Postgraduados Campus Campeche, tiene en uno de sus

proyectos de investigacion el rescate del jitomate Rosapa’ak, para lo cual
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inicialmente se efectuaron colectas en el estado de Campeche, encontrandolo
en las comunidades de Calkini, Pomuch, Tenabo y Champoton. En el Municipio
de Calkini, se iniciaron los primeros trabajos para el cultivo intensivo de este
ecotipo, se empled un arreglo de 2 m entre surcos y 90 cm entre plantas, se
utilizé como base de fertilizacidon el paquete tecnologico para el cultivo de
jitomate Saladette, la germinacion de las semillas fue en promedio de 9 dias,
las plantulas se dejaron crecer por un mes en charolas de unicel de 200
cavidades y como sustrato se us6 Peatmoss (Fotografia 1A). Se aplicé hongos
entomopatdégenos como preventivos para el control de plagas (Fotografia 1B).
Posteriormente se trasplantaron a campo y se empled un sistema de riego por
goteo de 5/4 calibre 6000 con un gasto de 1.5 LPH, se utilizd un riego de auxilio
de 2 horas cada 2 dias en caso de no haber lluvia (Fotografia 1C). A los tres
meses del trasplante, se inicid la cosecha del fruto, se obtuvo una produccion
aproximada de 40 ton/ha (Fotografia 1D). Si bien no es comparable con una
produccion comercial, esta es la primera prueba de un cultivo tecnificado con
este ecotipo en la regidn sureste. Se encontré que existen por lo menos 2
formas del fruto (Fotografia 1E), por lo que se decidié comenzar la purificacion
de los ecotipos utilizando herramientas Biotecnologicas. Asimismo, se observo
tolerancia a mosquita blanca vy virosis, la vida de anaquel fue superior a los 15
dias si los frutos son cosechados en su etapa de madurez fisioldgica, lo que

provee indicios de su potencial como producto comercial.
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Fotografia 1. A) Germinacion de las semillas en charolas de 200 cavidades. B) Aplicacion de
Beauveria bassiana y Metharisium anisopliae, para prevenir plagas. C) Desarrollo del cultivo. D)
Cosecha de los frutos. E) Diferentes morfologias del fruto.

1.5 Conclusiones

México es un pais muy diverso en lo que se refiere a poblaciones nativas de
jitomate silvestre, semidomesticado y domesticado. Describir y caracterizar
estas poblaciones nativas, es conveniente para los programas de mejoramiento
genético actuales, debido a que estas plantas, estan adaptadas a condiciones
adversas y probablemente poseen genes de tolerancia a estrés bidtico y
abiotico que no se encuentran en los jitomates cultivados, esto debido a la
erosion genética como resultado del proceso de domesticacion. Dentro de los
primeros trabajos a realizar, se requiere la caracterizacién morfoagronémica de

las poblaciones nativas de jitomate Rifibn o Rosapa’ak en el estado de

Campeche. El Colegio de postgraduados esta iniciando el proceso de
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micropropagacion para generar ‘lineas puras” con las caracteristicas
morfoagrondmicas propias de este jitomate nativo. Otro estudio que se
realizar4, es la caracterizacion a través de marcadores moleculares
microsatélites (ISSR). La plantacién realizada en Calkini (Campeche),
establecio las bases para el cultivo comercial de este ecotipo de jitomate,
obteniéndose rendimientos de aproximadamente 40 Ton/ha y que deberan
corroborarse, lo que permitira obtener un paquete tecnologico adecuado a la
region. Otro hallazgo importante fue que se evidencio que la vida de anaquel
aumenta si la cosecha se realiza en la madurez fisioldgica (hasta 15 dias), lo
gue da indicios de que es un candidato potencial para el aprovechamiento

comercial.
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CAPITULO IIl. POTENCIAL DE MICROPROPAGACION IN VITRO DE JITOMATE
ARRINONADO E HIBRIDOS COMERCIALES

Resumen

El jitomate es una de las hortalizas de mayor importancia econémica en el
mundo, algunas variedades nativas presentan mayor tolerancia al estrés
biético y abibtico, sin embargo no son cultivadas para su comercializacién
formal. En la micropropagacion masiva de plantas con fines comerciales o
bien, para generar cultivares mejorados por medio de herramientas
biotecnolégicas modernas, se requiere de un sistema eficiente de
micropropagacion y regeneracion in vitro, en el cual se realice la eleccion
adecuada de los explantes y el empleo eficiente de hormonas vegetales. En la
presente investigacion se probaron diferentes combinaciones vy
concentraciones de fitohormonas (benzilaminopurina (1 y 2 mg/L), acido indol
acético (0.5 y 1 mg/L) y Kinetina a 5 mg/l), en 4 colectas de jitomate Rifion y 5
hibridos comerciales. La tasa de multiplicacion maxima fue alcanzada bajo el
tratamiento T5 (2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AIA) obteniendo un promedio de
5 brotes por explante en las colectas nativas. Las variedades comerciales
evaluadas, se comportaron de forma variable, sin embargo con los
tratamientos 1, 3 y 5 se obtiene un porcentaje de brotes similar al de las
colectas tipo rifién. Asi mismo se evalud la variabilidad genética mediante la
amplificacion por PCR del polimorfismo de inter secuencias simples repetidas
o ISSR de las plantas regeneradas, demostrando no haber variacion
somaclonal.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L.; hormonas vegetales; Cultivo in vitro;
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inter secuencias simples repetidas.

2.1 Introduccion

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) Es una solanacea que se cultiva en casi
todos los paises del tropico, es una herbécea originaria de América del Sur,
posiblemente domesticado en México y Centroamérica (Gonzales, 2013; Rick,
1990). También es una de las hortalizas de mayor relevancia econémica en el
mundo y muy valorado por su alto valor alimenticio como fuente de vitaminas
A, B1, By, B3, Bg, C, K, E y numerosas sales minerales (Karunakar, 2014). En
México, se produce durante todo el afio, especialmente en el norte del pais,
durante el 2016 se sembraron 51 861.10 ha con una produccion de 3 349
154.20 ton (SIAP, 2017). Es también el principal producto agroalimentario de
exportacion con valor promedio anual durante el periodo 2016 de $1 549.5
millones de USD; siendo el principal mercado, Estados Unidos y Canada con
el 95% del producto exportado (SAGARPA, 2010; Atlas Agroalimentario,
2017). Existen variedades de jitomate silvestres o nativas que presentan
mayor tolerancia al estrés abibtico, asi como a plagas y enfermedades, sin
embargo, a nivel comercial se emplean cultivares hibridos tipo Saladet, Bola,
Cherry, entre otros, para obtener alta capacidad de produccion y mejor
estética. Sin embargo pueden ser susceptibles a plagas y enfermedades
(Florido, 2014; Chavez et al., 2011; Cortéz, 2010; Rick, 1990). En la
micropropagaciéon masiva de plantas con fines comerciales o bien, para
generar cultivares tolerantes al estrés bidtico y abidtico por medio de

herramientas biotecnoldgicas modernas, se requiere de un sistema eficiente

21



de micropropagacion y regeneraciéon in vitro, en el cual se realice la elecciéon
adecuada de los explantes y el empleo eficiente de hormonas vegetales (Cruz
et al., 2011). En jitomate se ha reportado el uso del hipocdétilo, pedicelo,
pedunculo, hoja, secciones del tallo, inflorescencia y 6rganos reproductores
como explantes para la generacion de callo, brotes y plantas completas
(Bhatia et al., 2004). En cuanto a las hormonas vegetales, se reporta el empleo
de Auxinas, Citocininas y Giberelinas de los cuales el acido indolacético,
zeatina, kinetina, bencilamilopurina, benciladenina y el acido indolbutirico son
empleados recurrentemente, en concentraciones de 0.5 a 5 mg/l. Con el fin de
obtener el mayor nimero de brotes, se probaron diferentes combinaciones y
concentraciones de fitohormonas, debido que cada variedad responde de
forma distinta (Chandra, 2013; Cruz et al., 2011 y Bhatia et al., 2004). Asi
mismo se evaluo la variabilidad genética mediante la amplificacion por PCR
del polimorfismo de inter secuencias simples repetidas o ISSR de las plantas

regeneradas. Materiales y métodos

2.2 Materiales y métodos.

Material biol6gico. Colectas de tomate silvestre tipo arriionado provenientes
del estado de Campeche, México, denominadas “C-S1”, Tenabo (20°03'32.7"N
90°13'44.5"W), Calkini (20°22'15.3"N  90°03'05.7"W) y  Champoton
(19°20'24.1"N 90°43'18.6"W). Se utilizaron también semillas de tomate tipo
Saladet ‘Eterno’, Cherry, Bola Saladet y Micro-Tom provenientes de la
coleccion del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco.

Desinfeccion. Las semillas se lavaron en una solucion acuosa de Tritdon X-100
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(Sigma, Cat. al 5% durante 5 minutos. y se enjuagaron tres veces en agua
destilada estéril. Posteriormente se sumergieron en etano al 70% durante 2
minutos, inmediatamente se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril por
3 minutos y se trasfirieron a una solucién de hipoclorito de sodio comercial al
20% durante 15 min. Las semillas fueron enjuagadas tres veces con agua
destilada estéril y colocadas en papel estéril para eliminar la humedad.
Germinaciéon de semillas e induccion de brotes in vitro. Las semillas asépticas,
fueron germinadas en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), pH 5.7, y se
incubaron a 25 °C + 2 con un fotoperiodo de 16/8 h Luz/oscuridad y una
intensidad luminica de 25 umol m? seg™, durante 10 dias. Para evaluar la
induccion de brotes de tomate in vitro se seccionaron hojas cotiledonareas de
las variedades en estudio. Se depositaron 6 explantes por frasco y tres
repeticiones en los diferentes medios con benzilaminopurina (1 y 2 mg/L),
acido indol acético (0.5 y 1 mg/L) y Kinetina a 5 mg/l, se realiz6 el cambio de
medio cada 20 dias. A los 45 dias, se separaron los brotes diferenciados y se
transfirieron a medio MS a la mitad de la fuerza, para enraizar los brotes y
transferirlos a etapa de aclimatacion. Con el fin de determinar las
caracteristicas de las colectas del tomate arriionado se realiz0 la
cuantificacion de clorofilas totales de los brotes generados utilizando el método
reportado por Wellburn (1994). También se determiné el porcentaje de materia
seca y se evaluo el porcentaje de germinacion de las semillas.

Aclimatacion de brotes. Las plantas de jitomate enraizadas se establecieron en
macetas con sustrato Peatmoss-agrolita (5:1) estéril, se mantuvieron a

humedad relativa del 90%, y se redujo paulatinamente a condiciones
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ambientales en un lapso de 15 dias.

Andlisis de variabilidad clonal. EI ADN gendmico total se aislé a partir del
protocolo propuesto por Doyle y Doyle (1990) con algunas modificaciones,
para lo cual se pesaron 0.3 g de tejido vegetal de hoja, cada muestra se
depositd en morteros estériles, se agregd 5 mg por muestra de PVP
(Polyvinylpyrrolidone) y 1 ml del buffer de extraccion (Tris HCL pH 8.0, 100mM;
NaCl 100mM; EDTA pH 8.0, 20mM; CTAB 2% y B-mercaptoetanol 2%), las
muestras fueron maceradas y se recuperé 750 pl del liqguido en tubos para
microcentrifuga estériles de 1.5 ml, se incubo a 60°C por 1 hora. Se agreg6 un
volumen de cloroformo y se mezcl6 hasta formar una emulsion, posteriormente
se centrifugd a 14 000 rpm por 10 minutos, enseguida se recupero la fase
acuosa en tubos estériles y se agregé 10 pl de RNAsa A (10mg/ml). Las
muestras se incubaron por 30 minutos a 37°C. A continuacion, se agrego un
volumen de cloroformo a cada muestra y se centrifugo a 14 000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente. Se recuperd el sobrenadante en tubos
nuevos y se agregoé un volumen de Isopropanol frio, las muestras se incubaron
a -20°C durante 20 minutos. Enseguida se centrifugo a 14 000 rpm por 5
minutos y se descart6 el sobrenadante. La pastilla se lavo dos veces en etanol
frio al 70% y se dejo secar a temperatura ambiente por 20 minutos. Por ultimo,
se resuspendié la pastilla en agua libre de nucleasas y se guardd a -20°C. Se
visualizd el ADN extraido en un gel de agarosa al 1% y se cuantifico por
espectrofotometria a 230, 260 y 280 nm (espectrofotometro PerkinElmer,
modelo Lambda XLS+).

Para realizar el analisis molecular se requiri6 un volumen final de 25ul para
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cada reaccion de PCR el cual estuvo compuesto por 80 ng de ADN gendmico,
buffer de PCR 1X (KCI, (NH4)2SO,4 y MgCl, 20mM), 200 uM de dNTP’s, 1.25
unidades de Taq polimerasa (Thermo scientific) y 10 pmol del oligo ISSR (GAg)
RT. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Corbett modelo CG1-96 e
incluyé una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, anillamiento a 46.8°C,
alineamiento a 72°C por 1 minuto y extension por 2 minutos y un alineamiento
final a 72°C por 7 minutos. Los productos fueron corridos en un gel de agarosa
al 1 % en buffer de borato de sodio 10 mM y tefiido con bromuro de etidio (10
mg/L), los geles fueron fotografiados sobre un transiluminador UV.

Andlisis estadistico. Se realizO un disefio bifactorial con un arreglo
completamente al azar, que consta de 5 tratamientos y dos repeticiones. Como
unidad experimental se consideré un frasco con seis explantes. Los datos
obtenidos de nimero de brotes, clorofilas totales y porcentaje de materia seca,
fueron sometidos a un analisis de varianza y prueba de medias de Tukey al
0.05 de probabilidad, utilizando el programa InfoStat (Versién 2016, Di Riezo et

al., 2016).

2.3 Resultados y discusién

El jitomate Rifi6n, tomate de milpa o Rosapa’ak es una variedad nativa que se
siembra en la peninsula de Yucatan como un cultivo de traspatio o en las
milpas cerca de plantaciones de maiz, este jitomate presumiblemente y bajo el

conocimiento empirico de los productores, es mas tolerante a plagas y
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enfermedades en comparacion con algunas variedades comerciales, de tal
forma que en este trabajo se establecid un protocolo para la propagacion in
vitro de esta variedad de jitomate y se compar6 con variedades comerciales
para sentar las bases de un posible aprovechamiento comercial y como
reservorio de genes para el mejoramiento genético de hibridos susceptibles.

Fase de germinacion e induccidbn de brotes. Las semillas del tomate
arrinonado fueron colectadas en el transcurso del afio 2015 en los municipios
de Calkini, Tenabo y Champoton, la colecta de Calkini fue sembrada en una
parcela de 20 m? (Fotografia 2A y 2B), la primera observacién fue una mezcla
en la morfologia de los tomates provenientes de las colectas (Fotografia 2C),
por lo que se realizé una seleccion de semillas de jitomates arrifionados al que
se le denominé colecta C-S1. Lo anterior, con el propdsito de obtener plantas
gue produzcan jitomates con la forma y tamafo caracteristicas de esta
variedad nativa. De inicio se validé el porcentaje de germinacion in vitro (Tabla
2), todas variedades y colectas presentaron mas del 70% de germinacion lo
gue las hizo viables para evaluar la tasa de micropropagacion. Posteriormente,
se tomaron secciones medias de hojas cotiledonareas de plantulas de 5 dias,
los explantes se depositaron en frascos con medio MS semisélido adicionado
con diferentes concentraciones de hormonas vegetales (Tabla 3), a los 8 dias
se observo la formacion de tejido calloso el cual aumenté de tamafio un 100%
doce dias después (Fotografia 3A). Esto concuerda con lo reportado por Cruz-
Mendivil (2011) quien utlizando diferentes concentraciones de acido
Indolacético y Kinetina, observo; crecimiento de callos compactos y verdes en

jitomate Micro-Tom, después de cuatro semana, y los primeros brotes en la
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sexta semana. Se ha reportado que el uso de BAP (Benziladenina) de 1-3
mg/l, disminuye el tiempo y aumenta la frecuencia de regeneracion en 3
variedades de jitomate, utilizando secciones de hoja como explante (Shah et
al., 2015). A los 20 dias, la fase callosa se transfiri6 a medio MS nuevo con
los mismos tratamientos de fitohormonas. Treinta dias después de la siembra
de explantes, se observo diferenciacion celular en forma de brotes (Fotografia
3B) en los tratamientos T5 y T3. Cuatro dias después, se comenzaron a
observar brotes en los tratamientos T2 y T4, en el tratamiento control no hubo
formacion de brotes. Los brotes se dejaron crecer hasta el dia 45 (Fotografia
3C), posteriormente fueron separados (Fotografia 3D) y sembrados en medio
de cultivo de enraizamiento; MS a la mitad de la fuerza (Fotografia 3E).
Después de 18 dias en medio de enraizamiento, las plantas se sembraron en
macetas con sustrato Peatmoss-agrolita (5:1) estéril, durante este proceso la
tasa de supervivencia fue del 80% (Fotografia 3F). Se efectu6 un andlisis de la
respuesta en las colectas de jitomate arriionado ante diferentes
concentraciones y combinaciones de hormonas vegetales, para tal fin se
utilizaron variedades comerciales como testigos de la multiplicacion (Tabla 3);
entre las colectas se present6 el mejor promedio de generacion de brotes con
el tratamiento T5 obteniendo en promedio 5 brotes por explante, este resultado
es congruente con los resultado observados en la variedades Cherry, Micro-
Tom, sin embargo en reportes de otras variedades como el tomate de cascara
(Physalis ixocarpa Brot.) se describe hasta 21 brotes por explante utilizando
1.5 mg/L de BAP y 1.5 mg/L AIA (Andrade-Rodriguez et al., (2005). Manzo-

Gonzalez et al., (1998) reporta 10 brotes por explante utilizando 3mg/L de
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BAP; de la misma manera Garcia-Osuna et al., (2015) reporta que utilizando 3
mg/L de BAP se obtienen en promedio 9.5 brotes por explante en de tomate
de cascara. Por otro lado en tomate de arbol (Solanum betaceum Cav. Sendt)
se reporta un promedio maximo de 11.6 brotes por explante utilizando 0.5
mg/L de AIA'y 3 mg/L de BAP (Criollo E, et al., 2016). Por su parte, Jamous y
Abu-Qaoud (2015) reportan obtener un promedio de 8.4 brotes por explante en
tomate de arbol, utilizando 2.7 uyM de NAA y 9.2 uM de KIN. En jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill), Plana et al., (2005) reporta obtener hasta 2.57
brotes por explante utilizando MS modificado sin reguladores de crecimiento.
Asimismo, Sheeja et al., (2004) obtuvo hasta 6 brotes al adicionar 2 mg/L BAP
+ 1 mg/L AlA en tres variedades diferentes de jitomate. Por su parte Khan et
al., (2006) con 1 mg/L Zeatina + 1 mg/L AlA, obtuvo en promedio 9 brotes por
explante en las variedades Moneymaker, Packet, Nagina y Aroma. En
secciones de hipocétilo y cotiledon, se ha reportado en promedio 8 brotes al
afiadir 2mg/l BAP (Chandra et al.,, 2013). Por otro lado, Karunakar (2014)
obtuvo un promedio de 8.2 brotes por explante con la combinacion de 5 mg/l
BAP + 0.5 mg/l AIA en embriones de jitomate var. Pusa Ruby. La respuesta de
propagacion via organogénesis indirecta, es diferencial respecto a la especie y
género, por lo que este trabajo reporta el primer intento de micropropagar
jitomates arrifionados, nativos de Campeche. Comparando las colectas nativas
con variedades comerciales, se observo un nimero maximo de brotes similar
en todos los casos, sin embargo cada variedad respondio diferente a los
tratamientos. Para la variedad Saladet y Eterno el mejor tratamiento fue T3, la

variedad Cherry y Bola respondié mejor al tratamiento T1, en la variedad
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Micro-Tom fue mejor el T5 al igual que en las colectas nativas (cuadro 2). Por
otra parte, se realizO una caracterizacion somera en el que se evalué el
porcentaje de materia seca el cual nos indicé el crecimiento en masa de las
colectas (Tabla 2). A nivel del aparato fotosintético reflejado en los valores de
clorofilas totales, no se encontraron mediciones diferentes al comparar las
colectas (Tabla 2). Estos parametro no demuestran diferencias estadisticas
significativas indicando inicialmente que las colectas presentan nula
variabilidad y posiblemente se trate de una sola variedad, sin embargo esto

debe ser corroborado bajo una caracterizacibn morfolégica y molecular que

permita determinar si existe o no una mezcla varietal.

Tabla 2. Analisis de germinacion, clorofilas totales y porcentaje de materia seca en
colectas del jitomate arriionado

COLECTA % GERMINACION DE | CLOROFILAS TOTALES % MATERIA
SEMILLAS (ng/gPF) SECA

CALKINI 75 26.82+5.16a 9.49+0.92a

TENABO 80 28.08+5.16a 8.66+0.92 a

CHAMPOTON 85 26.49 £5.16 a 9.18+0.92a

c-s1 100 37.85+5.16a 9.69+0.92 a

Los datos de clorofilas totales y Porcentaje de materia seca se presentan como promedios +
EE; Valores seguidos de una letra diferente representa diferencias estadisticas significativas

(Tukey, p <0.05).

Tabla 3. Efecto de los reguladores de crecimiento vegetal en la formacién de brotes de tomate comercial
y colectas nativas de tomate arrifionado.

Regulador de Numero de brotes/Explante
crecimiento
(mg/L) Cultivar o Colecta
TRAT. B Al Kl | Saladett Eterno Cherry Bola Micro- C- C- C- C-S1
A A N e Tom Tenabo Champot  Calkini
P on
CONT 0.0+ 0.0+ 0.0+ 0.0+ 0.0+ 0.00 + 0.0+ 0.0+ 0.0+0.5
ROL 0.12 a 0.22 a 0.22 a 0.17a 0.13a 041a 0.37a 0.47 a a
T1 1. 0. 1.17 + 233+ 55% 417 533+ 0.17 £ 0.83 % 0.44 + 0.83 %
0 5 0.12b 0.22¢c 0.22¢c 0.17d 0.13d 0.41a 0.37a 0.47 a 0.5ab
T2 1. 1. 0.0 = 0.0 217+ 233 0.0+ 111+ 0.33% 0.78 £ 1.28 +
0 0 0.12a 0.22a 0.22b 0.17b 0.13 a 04l1a 0.37a 0.47 a 0.5 ab
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T3

T4

T5

2. 0. - 417 * 5.67 =
0 5 0.12d 0.22d
2. 1. - 0.0 + 117 %
0 0 0.12a 0.22b
20 - 0 317 + 317+

5 0.12¢ 0.22¢

317+
0.22b
533
0.22c
517+
0.22c

0.0 317+
0.17a 0.13b

00 43+
0.17a 0.13c
3.17 + 5.67 +

0.17 ¢ 0.13d

0.67
0.4la
1.00 £
0.4la
383+
041b

1.0+
0.37a
0.72 +
0.37a
378+
0.37b

1.67 £
0.47 a
1.56 £
0.47 a
533+
0.47b

2.33 +
0.5b
1.39 +
0.5ab
233
0.5¢

Los datos se presentan como promedios + EE; Valores seguidos de una letra diferente representa

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

’

Figura 2. A) Germinacion de semillas para siembra en campo. B) Siembra de

colecta de tomates con forma arrifionada para la obtencién de semillas y

caracterizacion de la planta. C) Frutos de tomate arrifionado para la obtencion

de semillas.
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Figura 3. A) Formacion de tejido calloso 25 dias después de la siembra de los

explantes. B) Regeneracion de brotes a los 35 dias después de la siembra de
los explantes. C) Aumento de tamafio y diferenciacion de los brotes
regenerados a partir de tejido calloso a los 45 dias. D) Separacién de los
brotes para su siembra en medio MS1/2 para enraizamiento. E) Enraizamiento
de los brotes separados. F) aclimatacion de las plantas previamente
enraizadas

Andlisis de variabilidad clonal. Para la propagacion masiva comercial en
biofabricas debe corroborarse la fidelidad genética o produccién verdadera de
clones, con los avances biotecnoldgicos se ha demostrado que después de
determinado numero de subcultivos surge variabilidad genética como
consecuencia de las desdiferenciacion celular que ocurre durante la
micropropagacion de plantas, este fenédmeno llamado “variacién somaclonal’,
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expresa variacion fenotipica y genética entre plantas propagadas clonalmente;
se reporta que se debe a factores de estrés como heridas en los explantes,
desequilibrios en los componentes del medio (nutrientes, reguladores y
sacarosa), condiciones de iluminacion, humedad o transpiracion (Smulders &
Klerk, 2011; Medina et al., 2007). Los marcadores moleculares son usados
para caracterizar variacion somaclonal con gran precision; en la presente
investigacion, se recurrié al uso de los marcadores moleculares ISSR, (Inter
Secuencias Simples Repetidas); los cuales son unidades cortas de nucleétidos
gue se repiten en tandem a lo largo del genoma de los organismos y que
generan un patron distintivo a manera de codigo de barra para cada especie,
esta técnica, ha sido utilizada en variedades de tomate (Martinez-Estrada et al,
2017; Krishna et al., 2016; Perera et al., 2010; Rzepka, 2007). En la tabla 4 se
presenta los cebadores utilizados en la deteccion de variacion somaclonal en
las colectas de tomates silvestres arrifionados. En la Fotografia 4 se muestra
el perfil de bandeo de las diferentes colectas de tomate arriionado; basados
en los fragmentos amplificados ISSR; en el patron de bandeo, se puede
apreciar completa similitud en la presencia o ausencia de bandas entre los
distintos subcultivos de las colectas procedentes de Calkini y Champotén, lo
cual sugiere que no existen diferencias genéticas entre ellas hasta el
subcultivo 5. Por otro lado en la colecta CS-1, se observo la misma presencia 'y
ausencia de bandeo, sin embargo en el subcultivo 5y en el ADN ex vitro, se
puede notar algunas bandas tenues lo cual sugiere una disminucion en la
integridad del ADN. EI Oligo DYD(CT)7C, produjo un patron de bandeo en el

gue se puede observar que las colectas procedentes de Calkini y Champoton
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son muy similares, sin embargo la colecta CS-1 es notoriamente diferente, lo

cual sugiere la existencia de diferencias genéticas entre colectas. Lal et al.

(2015) menciona que el objetivo de la micropropagacion es producir clones

exactamente iguales a la planta donadora, asi como integra genéticamente;

sin embargo en Musa spp. (Lakshmanan et al. 2007), Capsicum chinense

(Bello-Bello et al. 2014), Olea europaea (Bradai et al. 2016), y Jatropha curcas

(Soares et al. 2016), los sistemas de regeneracion presentan variacion

somaclonal. Recientemente, Hsie et al. (2015), utilizando marcadores ISSR,

reporta no tener variacion somaclonal en la micropropagacion de dos

cultivares de cafia de azucar, durante 15 subcultivos; se sugiere que la

variacion somaclonal depende del genotipo, asi como de otros factores,

incluso en la misma especie.

3

Tabla 4. Cebadores ISSR usados para detectar la variacién somaclonal en las colectas de tomate

arrifionado
Oligo Secuencia (5’ - 3’) °Tm N° de bandas Rango (Pb)
DYD (CT)7C DYDCTCTCTCTCTCTCTC 44 14 300-2000
(GA)BYG GAGAGAGAGAGAGAGAY 48.8 13 250-1900
G
(GA)8C GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 11 200-1500
(GA)8T GAGAGAGAGAGAGAGAT 45.4 11 400-2000
(GA)8YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47.4 8 400-2500
A(CA)7CC ACACACACACACACACC 52.8 9 300-1750
DDB(CCA)5 DDBCCACCACCACCACCA 59 9 300-2000
DBD(AC)7A DBDACACACACACACACA 45 10 300-1400
DDB(CCA)5 DDBCCACCACCACCACCA 59 7 350-1500
(CA)7RT CACACACACACACACART 54 8 300-1400
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Figura 4. Perfil de bandeo de Marcadores ISSR en gel de agarosa al 1% en
TBE 1X tefiido con bromuro de etidio, 1Kb: marcador de peso molecular. Carril
1,2 y 3: Subcultivos 1, 3 y 5 respectivamente de la colecta Calkini; Carril 4:
planta ex vitro colecta Calkini. Carril 5, 6 y 7: Subcultivos 1, 3 y 5
respectivamente de la colecta Champotén. Carril 8: planta ex vitro Colecta
Champotén. Carril 9, 10 y 11: subcultivos colecta seleccionada (CS-1). Carril
12: planta ex vitro colecta CS-1. Carril 13: Rubus ideaus. Carril 14: control

negativo. A) cebador DYD (CT)7C y B) cebador (GA)8YG.
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Conclusion. Las diferentes colectas de los jitomates arriionados se comportan
como una sola variedad, la tasa de multiplicacion maxima fue alcanzada bajo
el tratamiento T5 (2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AlA) obteniendo un promedio
de 5 brotes por explante. Las variedades comerciales evaluadas, se
comportan de forma variable, sin embargo con los tratamientos 1, 3y 5 se
obtiene un porcentaje de brotes parecido al de las colectas tipo rifién. Se
demostré que después de 5 subcultivos no existe variacion somaclonal lo cual
nos da certeza de que las plantas obtenidas son clones fieles de los
donadores. Bajo las condiciones propuestas en esta investigacion, se obtuvo
un protocolo de regeneracion y micropropagacion eficiente que puede ser
utilizado para propagar masivamente jitomates tipo arriionados de Campeche
y las variedades comerciales estudiadas, el siguiente paso es el escalamiento

de propagacion utilizando Birreactores de inmersion temporal.
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CAPITULO IliIl. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DEL
JITOMATE RINON UN ECOTIPO NATIVO DE CAMPECHE

Resumen

Se realiz6 la caracterizacion morfologica a partir de los marcadores moleculares
propuestos por la Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales (UPQV), se observo que las colectas de jitomate Rifidn se comportan de
forma similar en més del 85% de los descriptores morfolégicos, sin embargo
Mediante el uso de marcadores moleculares ISSR se identificaron dos poblaciones
genéticamente diferentes, una de ellas formada por las colectas de Calkini y
Champotén y un segundo grupo integrado por la colecta caracteristica (C-S1) y
Tenabo. Las variedades comerciales formaron grupos aparte, pero es notorio que
los jitomates Cherry, Micro-Tom y Saladet, son mas cercanos a las colectas de
Calkini y Champoton.

PALABRAS CLAVE: Solanum lycopersicum L., ISSR, UPQOV, Caracterizacion,

3.1 Introduccion

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es originario de América del Sur, de la
region andina, particularmente de Pera, Ecuador, Bolivia y Chile. Se cree que la
domesticacion tuvo lugar en México y Centroamérica, sin embargo, aln existen
aspectos desconocidos en cuanto a origen y domesticacién (Gonzales, 2013; Rick
et al.,, 1990). Pertenece a la familia de las solanaceas, esta familia contiene a
muchas de las plantas que comunmente se cultivan; el Tabaco, los pimientos, la
papa, el chile, entre otros (Muller, 2007). Fue por mucho tiempo clasificada como
Lycopersicon esculentum (L.) Mill, pero actualmente mediante el andlisis de sitios

de restriccion del ADN del cloroplasto, se ha ubicado como perteneciente al
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género solanum y su especie Solanum lycopersicum (Spooner et al., 1993). A
través de la comparacion de secuencias de nucleotidos de las regiones intronicas
del gen que codifica el ADN ribosomal y la realizacion del andlisis cladistico, se
ratificd, incluir al jitomate cultivado y sus especies relacionadas dentro del género
Solanum, seccion Lycopersicum (Marshall et al., 2001), el cual también incluye a
12 especies silvestres. La unica especie domesticada es Solanum lycopersicum
(Peralta et al.,, 2006). Es una herbacea dicotiledonea, diploide con 24
cromosomas, las hojas son alternas y las flores pentdmeras. El sistema radicular
puede alcanzar una profundidad de hasta 2 metros, con raiz principal y muchas
raices secundarias las cuales se extienden ampliamente. El tallo es erecto, algo
trepador, semilefioso, con tricomas simples y glandulares, un poco aspero al tacto.
Las hojas muestran tamafnos variables, alternas, pecioladas y con foliolos
divididos, de apice puntiagudo y con el margen aserrado o ligeramente hendido.
Las flores estan dispuestas en racimos, ubicados generalmente en las
bifurcaciones de los tallos o los nudos, la corola es amarilla en forma de estrella de
cinco a nueve puntas. El fruto de color rojo al madurar es carnoso, jugoso y
globoso o alargado. Las semillas son numerosas, circulares y de color amarillo
(CONABIO, 2009; Rick, et al., 1990). En México, existe gran variabilidad genética
y morfologica en jitomates nativos distribuidos practicamente en todo el pais por
factores como el clima, suelo y la presencia de grupos humanos, lo cual ha
favorecido la evolucion y en muchos casos la domesticacion de poblaciones
silvestres (Chavez et al, 2011). El tomate arrifionado representa para las
comunidades mayas del sureste del pais identidad en platillos tradicionales pero
también es un excelente acervo de genes para los programas de mejoramiento

44



actuales. En la presente investigacion se caracterizd morfolégicamente a partir de
los descriptores propuestos por la Unién Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales (UPOV), cuatro colectas de jitomate tipo Rifidbn nativo de
Campeche México y tres variedades comerciales (Saladet, Cherry amarillo y
Micro-Tom). Simultaneamente se efectud la caracterizacién molecular a partir de

marcadores moleculares ISSR (Inter Secuencias Simples Repetidas).

3.2 Materiales y Métodos

Material Vegetal: Colectas de tomate silvestre tipo arriionado provenientes del
estado de Campeche, México, denominadas “C-S1”, Tenabo (20°03'32.7"N
90°13'44.5"W), Calkini (20°22'15.3"N 90°03'05.7"W) y Champoton (19°20'24.1"N
90°43'18.6"W). Se utilizaron también semillas de tomate tipo Saladet, Cherry
amarillo y Micro-Tom provenientes de la coleccién del Instituto Tecnolégico de
Tlajomulco.

Desarrollo del cultivo: Para la caracterizaciéon morfolégica se cultivaron plantas de
jitomate en una casa sombra con malla anti-afidos, de una superficie 30 m2 de
mayo a septiembre de 2017, el ensayo fue establecido en el Instituto Tecnoldgico
de Tlajomulco, Tlajomulco de Zufiga, Jalisco. Las semillas de cada accesion se
germinaron en una charola de 200 cavidades, se utiliz6 Peatmoss como sustrato,
a los veinte dias, se realizo el trasplante a bolsas negras con aproximadamente 12
kg de una mezcla 50% tierra-50% Jal. Dos dias después del trasplante, se afiadié
al sustrato 1.5 g por planta de urea en forma de grajeas de liberacion lenta
(Nitrofoska) y 3 g de “Mezcla fisica 18-12-18" (FYNGSA) estos fertilizantes se

agregaron cada dos semanas durante todo el ciclo de cultivo. Las plantas fueron
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fertilizadas también via foliar (Biogreen) cada tres dias durante todo el ciclo del
cultivo. Se efectud riego manual por la mafana y tarde, se aplico 2 L de agua por
rego en cada planta hasta los 2 meses, posteriormente se aplico
aproximadamente 5 L por riego en cada planta. Para prevenir enfermedades
fungicas, se aplico Ridomil Gold (Syngenta) cada cinco dias. Se colocaron
trampas amarillas en cada esquina del cultivo para evitar la proliferacién de
mosquita blanca, también se aplicé cada cuatro dias el insecticida Trilogy. Las
plantas fueron tutoradas a los A 45 dias.

Evaluacion de caracteres morfoldgicos: La caracterizacion morfolégica se efectué
a partir de los descriptores detallados en el documento TG/44/11 (Solanum
lycopersicum L.) de la Unidn internacional para la proteccion de las obtenciones
vegetales (UPOV). Estas directrices tienen como finalidad medir los niveles de
expresion de caracteres cualitativos, cuantitativos y pseudocualitativos, mediante
mediciones u observaciones visuales en la planta, hoja, flores y frutos. Los
descriptores, sirven de orientacién practica y detallada para el examen armonizado
de la distincion, homogeneidad y estabilidad (DHE) y producen descripciones
armonizadas de variedades. En la presente investigacion, se evaluaron 44
descriptores morfolégicos, con los niveles de expresion predefinidos (del 1 al 9) en
el documento TG/44/11.

Extraccion de ADN y PCR: ElI ADN gendmico total se aisl6 a partir del protocolo
propuesto por Doyle y Doyle (1990) con algunas modificaciones, para lo cual se
pesaron 0.3 g de tejido vegetal de hoja, cada muestra se depositO en morteros
estériles, se agregd 5 mg por muestra de PVP (Polyvinylpyrrolidone) y 1 ml del
buffer de extraccion (Tris HCL pH 8.0, 100mM; NaCl 100mM; EDTA pH 8.0,
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20mM; CTAB 2% y B-mercaptoetanol 2%), las muestras fueron maceradas y se
recuperd 750 ul del liquido en tubos para microcentrifuga estériles de 1.5 ml, se
incubo a 60°C por 1 hora. Se agregd un volumen de cloroformo y se mezcl6 hasta
formar una emulsion, posteriormente se centrifugd a 14 000 rpm por 10 minutos,
enseguida se recuperé la fase acuosa en tubos estériles y se agreg6é 10 pl de
RNAsa A (10mg/ml). Las muestras se incubaron por 30 minutos a 37°C. A
continuacion, se agregé un volumen de cloroformo a cada muestra y se centrifugo
a 14 000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperd el
sobrenadante en tubos nuevos y se agregd un volumen de Isopropanol frio, las
muestras se incubaron a -20°C durante 20 minutos. Enseguida se centrifugo a 14
000 rpm por 5 minutos y se descartd el sobrenadante. La pastilla se lavé dos
veces en etanol frio al 70% y se dej6 secar a temperatura ambiente por 20
minutos. Por ultimo, se resuspendié la pastilla en agua libre de nucleasas y se
guardd a -20°C. Se visualizé el ADN extraido en un gel de agarosa al 1% y se
cuantifico por espectrofotometria a 230, 260 y 280 nm (espectrofotometro
PerkinElmer, modelo Lambda XLS+).

Para realizar el analisis molecular se requirid6 un volumen final de 25ul para cada
reaccion de PCR el cual estuvo compuesto por 80 ng de ADN gendmico, buffer de
PCR 1X (KCI, (NH4)2S04 y MgCI2 20mM), 200 pM de dNTP’s, 1.25 unidades de
Taqg polimerasa (Thermo scientific) y 10 pmol del oligo ISSR (GA8) RT. La
reaccion se llevdé a cabo en un termociclador Corbett modelo CG1-96 e incluyo
una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, anillamiento a 46.8°C, alineamiento a
72°C por 1 minuto y extension por 2 minutos y un alineamiento final a 72°C por 7

47



minutos. Los productos fueron corridos en un gel de agarosa al 1 % en buffer de
borato de sodio 10 mM y tefiido con bromuro de etidio (10 mg/L), los geles fueron

fotografiados sobre un transiluminador UV.

Andlisis: Se realizé una descripcion de las colectas y las variedades comerciales
caracterizadas. Para el analisis molecular, se efectué una matriz binaria a partir del
patrén de bandeo de los productos PCR-ISSR y un dendograma con el programa
NTSYSpc version 2.2, la distancia genética se calculé a partir del método UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

3.3 Resultados y discusién
Caracterizacion morfologica: A partir de los descriptores propuestos por la UPOV,
se efectud la caracterizacion morfoldgica, se utilizaron 9 niveles de expresion

(Tabla 5), segun corresponde.

Tabla 5. Niveles de expresion de los Caracteres
para descripcion armonizada.

Nivel Nota
Muy pequefio

Muy pequefio a pequefio

Pequefio
Pequefio a mediano
Mediano
Mediano a grande
grande
Grande a muy grande
Muy grande

OO N[O |W|IN|-

Descriptores en la planta: En etapa de plantula, cuatro dias después de la
germinacion, se observé ausencia de pigmentacion antocianica en todas las
accesiones. Cuando las plantas tuvieron 6 semanas se pudo notar que las colectas

de jitomate Rifion y Cherry amarillo, son de crecimiento indeterminado, mientras
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gue las variedades Micro-Tom y Saladet son de crecimiento determinado. A las 6
semanas también se observo que el jitomate Cherry amarillo presentaba una ligera
pigmentacion antocianica, mientras que en las deméas accesiones estaba ausente.
Cuando las plantas tuvieron 10 semanas, se midio la longitud de entrenudo y la
altura de las plantas en las accesiones de crecimiento indeterminado, las medidas
fueron muy parecidas en las colectas de jitomate Rifidn, sin embargo las plantas

de la Variedad Cherry amarillo fueron mas altas que las colectas nativas (Tabla 6).

Tabla 6. Descriptores en la planta.

Solo variedades | Solo variedades con
Colecta Pigmentacion Tallo: indeterminadas: | crecimiento
antocianica Habito de Pigmentaciéon | Longitud del indeterminado:
del hipocétilo | Crecimiento | Antocianica entrenudo en cm | Planta: alturaen cm
C-S1 Ausente Indeterminado Ausente 8.85 106.4
Tenabo Ausente Indeterminado Ausente 6.5 105.83
Calkini Ausente Indeterminado Ausente 7.45 104
Champotén Ausente Indeterminado Ausente 7.6 109.7
Micro-Tom Ausente Determinado Ausente No aplica No aplica
Cherry amarillo Ausente Indeterminado Débil 9.1 123.2
Saladet Ausente Determinado Ausente No aplica No aplica

Descriptores en la hoja: Ocho semanas después de la plantacién, se observé que
las colectas de jitomate Rifion, la variedad Cherry amarillo y Saladet, tienen las
hojas Semicolgante y solo en la variedad Micro-Tom se notaron hojas semierectas,
el porte del peciolo en las colectas C-S1 y Tenabo es horizontal, sin embargo, en
las colectas Calkini y Champotoén el peciolo fue semicolgante, se observé una clara
diferencia. Micro-Tom y Saladet presentaron peciolos semierectos y en Cherry
amarillo fue horizontal. Durante esta época, se midio la longitud, anchura de las
hojas y tamafio de los foliolos; las colectas arrifionadas y el jitomate Cherry
amarillo se comportaron de forma similar, las hojas de jitomate Saladet fueron mas
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grandes que las dos anteriores, Micro-Tom tuvo las hojas mas pequefias. La forma

de las hojas en las colectas es Bipinnada mientras que en las variedades

comerciales son pinnadas. Las hojas de las colectas son de un color verde claro,

las hojas de la variedad Micro-Tom y Saladet presentaron un color oscuro,

mientras que la variedad Cherry amarillo fue intermedio. El brillo de las hojas de

Micro-Tom y Cherry amarillo fue débil, mientras que las hojas de Saladet brillaban

mas, en las colectas arrifionadas el brillo fue intermedio con respecto a las dos

anteriores (observaciones realizadas a las 14:00 horas, para aprovechar la luz del

sol). Se noté una diferencia muy marcada en cuanto al abullonado de las colectas

C-S1-Tenabo y Calkini-Champotdn, en Micro-Tom y Saladet el abullonado fue muy

fuerte, en Cherry amarillo era casi imperceptible (tabla 7).

Tabla 7. Descriptores en hoja.

Tamaf | Hoja:
ode intensida Porte del peciolo
Division | los d del de los foliolos en
Longitud en Anchura en del foliolo | color Abullona | relacion con el eje
Colecta Porte Cm Cm limbo S verde Brillo | do principal
Semicolgan Bipinnad Clara Medi
C-S1 te 24.45 22.7 a 11 o] Medio Horizontal
Semicolgan Bipinnad Clara Medi
Tenabo te 26.05 21.45 a 10.3 o] Medio Horizontal
- Semicolgan Bipinnad Medi
Calkini te 23.65 22.1 a 10.85 Clara 0 Fuerte Semicolgante
Semicolgan Bipinnad Clara Medi
Champotén te 29.3 23.9 a 11.75 o] Fuerte Semicolgante
Micro-Tom | Semierecto 10.3 5.9 Pinnada | 4.9 Oscura | Deébil | Fyerte Semierecto
Cherr Semicolgan . -
amariII)/0 te ? 25.85 24.8 Pinnada | 13,25 Media Débil Débil Horizontal
Semicolgan Fuert
Saladet te 37.7 29.9 Pinnada | 15.5 Oscura e Fuerte Semierecto

Descriptores en flor: En las variedades de crecimiento determinado, se observé el

namero de inflorescencias en el tallo principal, en el jitomate Micro-Tom se

contaron 3.1 inflorescencias en promedio a las 6 semanas, en el Saladet se

pudieron observar en promedio 2.8 inflorescencias a las 8 semanas. La variedad
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Micro-Tom, presento inflorescencias principalmente multiparas, mientras que en
Saladet Fue principalmente Unipara, las colectas fueron intermedias con respecto
a las anteriores. En todas las accesiones el color de la flor fue amarillo, sin
embargo, en el jitomate Cherry amarillo se observé una tonalidad palida. En
ninguna accesion se notd pubescencia del estilo. La variedad Saladet, no presento
capa de abscisidn. La longitud del pedicelo fue similar en las colectas de jitomate
Rifidén, la variedad Cherry amarillo tuvo pedicelos méas largos y Micro-Tom muy
pequefios. En jitomate Micro-Tom, la época de floracién fue a los 41 dias (precoz),
la variedad Saladet a los 47 dias (medio) y en la variedad Cherry y colectas

arrifonadas fluctu6é entre los 51 y 55 dias, tardio con respecto a las anteriores

(Tabla 8).
Tabla 8. Descriptores en flor
Namero de Flor: Peduncul
Inflorescenci pubescenc | o: Capa Pedicelo: )
as en tallo Inflorescencia: Flor: iadel de longitud en | Epocade
Colecta principal tipo Color estilo abscision |Cm floracién
C-s1 No aplica Intermedia Amarillo | Ausente | Presente | 0.55 Tardia
Tenabo No aplica Intermedia Amarillo | Ausente | Presente | 0.65 Tardia
Calkini No aplica Intermedia Amarillo | Ausente | Presente | 0.57 Tardia
Champotén No aplica Intermedia Amarillo | Ausente | Presente | 0.62 Tardia
Micro-Tom 3.1 Princip. Multipara | Amarillo | Ausente | Presente | 0.42 Precoz
Cherr . ] .
,y Princip. Unipara | Amarillo .
amarillo No aplica Ausente | Presente | 0.87 Tardia
Princip. Unipara | Amarillo Ausent
Saladet 2.8 p-+nip Ausente | Ausente e Media

Descriptores en fruto: Antes de la madurez del fruto, se observé que las colectas
de jitomate Rifion y la variedad Cherry amarillo, presentaron hombro verde, el
tamafo del hombro verde en la accesion Cherry fue grande, mientras que en las
colectas fue intermedio, también se observo la intensidad del color verde del

hombro y exceptuando el hombro. Solo la variedad Cherry amarillo presenté rayas
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verdes antes de la madurez. Estas anotaciones se realizaron tomando como
referencia, la figura presente en la descripcion del descriptor. Los frutos de Micro-
Tom son muy pequefios, por otra parte, los frutos mas grandes fueron los de la
variedad Saladet, mientras que las colectas arrifonadas fueron de tamafio
intermedio con respecto a las anteriores. Por otro lado, las colectas arriionadas
tienen forma aplanada en seccion longitudinal, mientras que Micro-Tom es mas
bien achatada, Cherry es circular y Saladet eliptica. La relacion longitud- didmetro,
hizo notar que las colectas arrifionadas estan comprimidas, la variedad Micro-Tom
esta moderadamente comprimida y Saladet es alargado. En las colectas, el
acostillado es muy fuerte, y Micro-Tom presentd un ligero acostillado, las
variedades Cherry y Saladet no presentaron este caracter. El tamafio de la cicatriz
pistilar, vario en las colectas de jitomate Rifion; Calkini y Champotén tuvieron una
cicatriz muy grande, en C-S1 y Tenabo esta cicatriz no fue tan grande, las
variedades comerciales tuvieron una cicatriz muy pequefia (Tabla 9). El diametro
del corazén del fruto en corte transversal fue muy grande en las colectas, con
respecto a las variedades comerciales. En la accesion Saladet, se not6 el
pericarpio grueso, el espesor del pericarpio en Cherry y Saladet fue muy delgado y
en las colectas se observo intermedio con respecto a las variedades de referencia.
El numero l6culos fue variado en las colectas (6 a 13), Micro-Tom y Saladet
presentaron 2 o 3 l6culos y Cherry amarillo 2. Con respecto al color del fruto en la
madurez, las colectas y Saladet son de color rojo, sin embargo, los ecotipos
nativos presentan un color mas oscuro, Micro-Tom es anaranjado y Cherry es de
color amarillo. La Variedad Cherry amarillo es muy firme al tacto, Micro-Tom y
Saladet son firmes y las colectas arrifonadas son un poco mas suaves. Las
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colectas de Calkini y Champotdn tuvieron una vida de anaquel de 12 dias, las C-
S1 vy Tenabo fueron viables por 14 dias, las variedades comerciales fueron viables
entre 21 y 25 dias. La época de madurez fue tardia en las colectas de jitomate
Rifion, Cherry amarillo y Saladet, mientras que en Micro-Tom fue precoz (Tabla

10).
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Tabla 9. Descriptores en fruto

Intensidad
Intensida | del color Acostilla
Tamafio | d del verde Formaen | doenla | Depresién Tamafio
del color Excepto seccién zona en lazona | Tamafio de | dela
Hombro | hombro | verde del | del Rayas Relacién longitudi | peduncu | peduncula | lacicatriz cicatriz
Colecta | verde verde hombro hombro verdes Tamafo longitud/diametro | nal lar r peduncular | pistilar
C-S1 Presente Medio Media Clara Ausente Medio Muy comprimido Aplanada Fuerte Fuerte Grande Grande
Tenabo | Presente Medio Media Clara Ausente Medio Muy comprimido Aplanada Fuerte Fuerte Grande Grande
L. Muy
Calkini Presente Medio Media Clara Ausente Medio Muy comprimido Aplanada Fuerte Fuerte Grande Grande
Champo Muy
tén Presente Medio Media Clara Ausente Medio Muy comprimido Aplanada Fuerte Fuerte Grande Grande
Micro- Muy Moderadamente Muy Muy
Tom Ausente | Ausente Ausente Muy clara Ausente pequefio comprimido Achatada Débil Débil pequefa pequefa
Cherry Muy Muy
amarillo | Presente | Grande Oscura Media Presente Pequefio Media Circular Ausente Ausente pequefa pequefa
Moderadamente Muy
Saladet | Ausente | Ausente | Ausente Muy clara Ausente Grande alargado Eliptica Ausente Débil Grande pequeria
Tabla 10. Continuacion de descriptores en fruto
Diametro del
corazén en corte Fruto: Color | Fruto: Fruto:
transversal en Fruto: Fruto: Fruto: delapulpa |Brillode |colorde Fruto: ]
Fruto: forma del relacion con el Espesor del | numero de | color (enla | (en la la la Fruto: vida de Epocade
Colecta | extremo distal diametro total pericarpio l6culos madurez) madurez) epidermis | epidermis | firmeza anaquel | madurez
Mas de
C-S1 Hundida plana Muy grande Medio seis Rojo Rojo Fuerte Incoloro Medio Media Tardia
Mas de
Tenabo Hundida plana Muy grande Medio seis Rojo Rojo Fuerte Incoloro Medio Media Tardia
calkini . . Mas de . . . )
Hundida plana Muy grande Medio seis Rojo Rojo Fuerte Incoloro Medio Corta Tardia
Champot Mas de
on Hundida plana Muy grande Medio seis Rojo Rojo Fuerte Incoloro Medio Corta Tardia
Micro- Muy
Tom Plana Muy pequefio Muy delgado | Dosytres | Anaranjado | Anaranjado Débil Incoloro Firme Muy larga precoz
Cherry
amarillo Plana Pequefio Muy delgado | Solo dos Amarillo Amarillo Fuerte Amarillo Muy firme Larga Tardia
Saladet Plana puntiaguda Medio Grueso Dos y tres Rojo Rojo Medio Incoloro Firme Larga Tardia




Caracterizacion molecular: La caracterizacion molecular se realiz6 a partir de
marcadores ISSR (Inter Secuencias Simples Repetidas). Los cuales son unidades
cortas de nucleotidos que se repiten en tandem a lo largo del genoma de los
organismos, esta técnica, ha sido utilizada en variedades de tomate (Martinez-
Estrada et al, 2017; Krishna et al., 2016; Perera et al., 2010; Rzepka, 2007). Se
ensayaron 28 cebadores diferentes, sin embargo, 10 Ofrecieron un numero de
bandas (7 a 14 bandas) que permitié establecer diferencias entre las colectas y los
hibridos comerciales (Tabla 12). Estas diferencias se pueden notar en el patrén de
bandeo de las imagenes del gel PCR-ISSR (Tabla 11 y Fotografia 5), sin embargo,

se realiz6é un dendograma para corroborar estas diferencias (Fotografia 6).

Tabla 11. Muestras y N° de carril

Carril Muestra Carril Muestra
1 Marcador 1kb 12 Jitomate rifion Tenabo 2
2 Jitomate rifion Calkini 1 13 Jitomate rifion Tenabo 3
3 Jitomate rifién Calkini 2 14 Variedad Saladet 1
4 Jitomate rifion Calkini 3 15 variedad Saladet 2
5 Jitomate rifion caracteristico 1 16 Variedad Micro-Tom 1
6 Jitomate rifion caracteristico 2 17 Variedad Micro-Tom 2
7 Jitomate rifion caracteristico 3 18 Variedad Cherry amarillo 1
8 Jitomate riidbn Champotén 1 19 Variedad Cherry amarillo 2
9 Jitomate rifion Champoton 2 20 Rubus idaeus
10 Jitomate rifion Champoton 3 21 Control negativo
11 Jitomate rifion Tenabo 1 22 Marcador 1kb
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2 345 6 7 8 91011121314 1516 1718 19 20 2122

Fotografia 5. Imagen en gel de agarosa 1.2% y tefiido con
bromuro de etidio.

Tabla 12. Cebadores ISSR usados para detectar diferencias genéticas en las colectas de tomate
arrifionado e hibridos comerciales

Oligo Secuencia (5’ - 3’) °Tm N° de bandas Rango (Pb)
DYD (CT)7C DYDCTCTCTCTCTCTCTC 44 14 300-2000
(GA)BYG GAGAGAGAGAGAGAGAYG 48.8 13 250-1900
(GA)8C GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 11 200-1500
(GA)8T GAGAGAGAGAGAGAGAT 454 11 400-2000
(GASYT GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47.4 8 400-2500
A(CA)7CC ACACACACACACACACC 52.8 9 300-1750
DDB(CCA)5 DDBCCACCACCACCACCA 59 9 300-2000
DBD(AC)7A DBDACACACACACACACA 45 10 300-1400
DDB(CCA)5 DDBCCACCACCACCACCA 59 7 350-1500
(CATRT CACACACACACACACART 54 8 300-1400
Rubus idaeus
Jitomate rifién Tenabo 3
Jitomate rifibn Tenabo 2
{ Jitomate rifién caracteristico 3
Jitomate rifién caracteristico 2

Fotografia 6. Dendograma realizado a partir del patron de bandeo PCR-ISSR

con el programa NTSYSpc version 2.2.

Variedad Cherry amarillo 2
Variedad Cherry amarillo 1
Variedad Micro tom 1
Variedad Saladette 1

Jitomate rifién caracteristico 1

Jitomate rifibn Tenabo 1

Jitomate rifibn Champotén 3
Jitomate rifiébn Champotén 2
Jitomate rifidn Champotén 1
Jitomate rifién Calkini 3
Jitomate rifién Calkini 2
Jitomate rinon Calkini 1




Mediante el uso de marcadores moleculares ISSR se han identificado dos
poblaciones genéticamente diferentes, una de ellas formada por las colectas de
Calkini y Champoton. EI segundo grupo se integro por la colecta caracteristica (C-
S1) y Tenabo. Las variedades comerciales formaron grupos apartes, es notorio
gue el jitomate Cherry, Micro-Tom y Saladet, son mas cercanos a las colectas de
Calkini y Champotén; esto es un indicativo que por lo menos existen dos
variedades de jitomate arriionado y que debido al comercio local y al intercambio
de semillas que existe entre los pobladores mayas del sureste del pais hay una
mezcla varietal. Esta mezcla debe ser reconocida por separado para la
preservacion de los parentales nativos y no perder la variabilidad genética que las

caracteriza.

Conclusion

Las practicas Mayas de intercambio de semillas entre los pobladores de la region,
ha mantenido el cultivo de jitomates arrifionados, sin embargo, debido al cultivo de
unas cuantas variedades comerciales, los parentales nativos van perdido
variabilidad, poniendo en peligro la capacidad de adaptacién a las condiciones
climaticas, edaficas plagas y enfermedades de la region. Los resultados aqui
presentados muestran la importancia de la caracterizacion de variedades nativas y

silvestres.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

Conclusiones. En la peninsula de Yucatan, se encuentra gran diversidad de
jitomates silvestres y nativos que deben ser caracterizados y conservados. En el
norte del estado de Campeche, aun se cultivan algunas variedades nativas, en
especial el conocido como jitomate Rifidn o Rosapa’ak. En la presente
investigacion, se caracterizé morfologica y molecularmente esta posible variedad,
asi mismo se desarrollé un protocolo de cultivo in vitro. Lo anterior, con el objetivo
de rescatar, conservar y propagar este genotipo para futuras investigaciones las
cuales pueden efectuarse desde diferentes perspectivas. En el terreno
biotecnoldgico, es un excelente acervo de genes para el mejoramiento genético de
otras variedades menos tolerantes a plagas y enfermedades. En el ambito
econdémico, este jitomate es muy aceptado en la cocina tradicional yucateca, lo
cual hace notar el potencial comercial que representa y que es poco explotado.
Sin embargo, desde un punto de vista agrondmico, es necesario el desarrollo de
un paquete tecnolégico adecuado para el jitomate Rifidn que permita mejorar la
produccion y el cultivo durante todo el afio lo cual tendria un impacto positivo para
los agricultores locales. El jitomate Rosapa’ak es también un cultivo de traspatio
qgue contribuye en la alimentacion y economia familiar de las comunidades de
origen maya, por lo que desde un punto de vista social, es importante conocer el
impacto de esta hortaliza a nivel social y cultural. La integracion de estos
conocimientos, ayudara a mejorar los programas de rescate y conservacion de
variedades de jitomates silvestres y nativos de la peninsula de Yucatan, también
puede servir de referencia para proteger otras especies de plantas parientes de

hibridos comerciales que de otro modo, estan condenados a desaparecer.
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Recomendaciones. Se recomienda continuar con la caracterizacién morfolégica un
ciclo mas de cultivo, para reforzar los datos obtenidos en esta investigacion. Es
importante continuar con las colectas en los estados de Yucatan y Quintana Roo,
con el propdsito de observar mayor variabilidad. Para verificar si estos genotipos
son mas tolerantes a plagas y enfermedades, se recomienda evaluar con los
descriptores de resistencia a diferentes patdgenos incluidos en el documento
TG/44/11 de la Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones

Vegetales.

Para obtener un mayor numero de brotes, se puede probar concentraciones mas
altas de BAP y AIA en el medio de cultivo, es posible también aumentar el nUmero
de brotes con tecnologias como los biorreactores de inmersion temporal, que

mejoran la vitalidad de las plantas y optimizan el proceso de aclimatacion.
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