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CARACTERIZACION MORFOAGRONOMICA Y BIOQUIMICA
DE 20 ACCESIONES DE TOMATE (Lycopersicon spp)

Marilyn Florido®, Marta Alvarez, Regla M. Lara, Dagmara Plana,
M. Varela, T. Shagarodsky y C. Moya

ABSTRACT. The present work was devel oped at The National
Ingtitute of Agricultural Sciences (INCA), with the abjective
of carrying out the morphoagronomic and isoenzymatic
characterization of 20 tomato accessionsincluding commercial
varietiesand wild species of L. esculentumvar. cerasiforme,
L. pimpinellifollium and L. hirsutum. For its development,
different morphoagronomic characters like type of growth,
flowers per inflorescence, fruiting percentage and thoserelated
with fruit characteristics were evaluated. The data obtained
were submitted to statistical univariate and multivariate
methods. Also, electrophoretic analyses of Prx, Est, Ppo, Dia,
Mdh, Fdh, AO and AC were performed. The existence of
genetic variability in morphoagronomic characteristicswithin
the collection was detected which enabled to prepare four
essential groups of accessions in which fruiting percentage,
weight color and shape of mature fruit were the most
contributive indicators to this grouping.. However,
electrophoretic studies showed afew polymorphism dueto a
high degree homology existing on Lycopersicon genus.

Key words: Lycopersicon, tomato, genetic resources,
genetic variation, electrophoresis, isozymes

INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es la hor-
taliza més importante en numerosos paises, siendo la
base de una fundamental industria agraria, por lo que su
popularidad aumenta constantemente como consecuen-
cia de una demanda creciente, derivada de su papel esen-
cial en los habitos alimenticios de una amplia parte de la
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RESUMEN. El presentetrabajo sedesarrol16 en &reasdd Ins-
tituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), con el objetivo
deredlizar lacaracterizacion morfoagronémicaeisoenzimatica
de 20 accesiones de tomate incluidas variedades comerciales
y especies silvestres de L. esculentum var. cerasiforme,
L. pimpinellifolliumy L. hirsutum. Para su desarrollo, se eva-
luaron diferentes caracteres morfoagronémicos como tipo de
crecimiento, nimero de flores por inflorescencia, porcentaje
de fructificacién y aquellos relacionados con las caracteristi-
cas de los frutos. Se realizaron ademés los andlisis
dectroforéticosde proteinastota eseisoenzimas peroxidasas (Prx),
esterasas (Est), polifenol oxidasas(Ppo), diaforasas (Dia), mala-
to deshidrogenasa (Mdh), formiato deshidrogenasa (Fdh),
ascorbato oxidasa (AO) y anhidrasa carbonica (AC). Los da-
tos obtenidos fueron sometidos a andlisis estadistico
univariado y multivariado. Se pudo detectar la existencia de
variabilidad genéticadentro delacoleccion en cuanto acarac-
teristicas morfoagrondmicas, o que permitio unir estas acce-
siones en cuatro grupos fundamental es, donde losindicadores
porcentaje defructificacion, peso, color y formadel fruto ma-
duro, fueron los que més contribuyeron a este agrupamiento.
Los estudios €electroforéticos mostraron, por su parte, muy
poco polimorfismo, lo que da una medida del alto grado de
homol ogia existente dentro del género Lycopersicon.

Palabras clave: Lycopersicon, tomate, recursos genéticos,
variacion genética, eectroforesis, isoenzimas

poblacion mundial (1), alcanzando en el afio 1997 una
produccién superior a 88 000 000 toneladas métricas (2).

De ahi que resulte de gran importancia para Cuba
incrementar la variabilidad genética en el cultivo, median-
te un programa de mejoramiento encaminado a la bis-
gqueda de variedades resistentes a las altas temperaturas
y humedad de los trépicos, asi como a las principales
plagas y enfermedades que se presentan en estas condi-
ciones (3).

Como se sabe, todo programa de mejoramiento
genético comienza con la introduccidon masiva de
germoplasma de diversos origenes, a fin de evaluarlos y
detectar los de mayor interés para utilizarlos como posi-
bles parentales en la mejora (4).

En este sentido, se ha sefialado la utilidad que brin-
dan las especies silvestres en el desarrollo de variedades
de tomate, pues constituyen una valiosa fuente de genes
para la tolerancia a estrés biéticos y abioticos, que en su
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mayoria pueden ser transferidos a las especies cultiva-
das, dado el alto grado de homologia gendémica existente
en el género Lycopersicon (4, 5, 6).

Es por todo lo antes expuesto que se realizé el pre-
sente trabajo, con el objetivo de valorar el grado de diver-
sidad existente en un grupo de accesiones de tomate
procedentes de los bancos de germoplasma del INCA e
INIFAT, atendiendo a caracteres morfoldgicos,
agronémicos y bioquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion morfoagrondmica del germoplasma. El
presente estudio se realiz6 durante la campafia de invier-
no (diciembre-mayo, 1998), en el area central del Institu-
to Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Para su desa-
rrollo se empleé una representacién de 20 variedades y
especies silvestres de tomate (Tabla I), sembradas en
canteros que contenian mezclas de suelo Ferralitico Rojo (7)
y materia organica en proporcion 3:1, las cuales se clasi-
ficaron segun IPGRI (8).

Tabla . Accesiones estudiadas y su procedencia

Especie Accesion Procedencia

L. esculentum var. 1. ES-90 Ecuador

cerasiforme 2. P531 Cuba
3. PE-62 Pert
4, LA-2871 EEUU
5. Nagcarlang Filipinas
6. Mex-12 M éxico
7. West Virgin Ecuador

L. esculentum 8. Ottawa-30 Canada
9. P-1410 Cuba
10. L-10-3 Cuba
11. INCA 9(2) Cuba
12. Roma Italia
13. Mariela Cuba
14.Tropical M-10 Cuba
15.Campbell-28 EEUU
16. INCA-17 Cuba
17. HC-3880 Cuba
18. Amalia Cuba

L. pimpinellifollium 19. PE-15 Peru

L. hirsutum 20. PE-39 Perll

Las atenciones culturales en todos los casos se efec-
tuaron segun las normas técnicas del cultivo (9), evaluan-
dose en 10 plantas por accesién un grupo de caracteres,
entre los que se encuentran: tipos de crecimiento, hojas
e inflorescencias, volumen del follaje y nimero de flores
por inflorescencia. Se tomaron ademas 10 frutos por ac-
cesion, a los que se les evaluaron diversos caracteres,
como su forma longitudinal, coloracién del fruto maduroy
verde, intensidad de color y forma del hombro, capa de
abscisién, nimero de léculos, acostillado y forma de la
cicatriz peduncular y estilar.

Se realizaron asimismo determinaciones del peso
promedio de los frutos, diametros longitudinal y ecuato-
rial y el porcentaje de fructificacion (convertido a arcsen v%
para el andlisis estadistico e informado su valor real). Los
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datos de estas Ultimas evaluaciones se sometieron a ana-
lisis de varianza de clasificacién simple, modelo de efec-
tos fijos y se docimaron las medias por pruebas de
Duncan.

Sobre la base de la divergencia encontrada, se se-

leccionaron una serie de modalidades de las variables
analizadas, las cuales se sometieron a andlisis factorial
de correspondencia miltiple (STATITCF), con vistas a
agrupar los genotipos evaluados. Las variables escogi-
das para el andlisis fueron las siguientes: a: tipo de creci-
miento. al y a2; b: color del fruto maduro. b1, b2, b3, b4,
b5; c:acostillado del fruto. c1, c2, c3; d: cicatriz
peduncular. d1, d2; e: peso 100 semillas; f:forma
longitudinal. f1, f2, 3, f4; g: nimero de l6culos. g1=2, g2
(hasta 3.5), g3 (>3.5); h: nimero de flores por
inflorescencia. hl (hasta 5), h2 (>5, < 6.5), h3 (>6.5);
i:forma del hombro. i1, i2,i3, i4; j: peso del fruto. j1 (has-
ta 11.0g), j2 (>11.0g, <65.8 g), j3 (=65.89), k: ancho del
fruto. k1 (hasta 1.50), k2 (>1.5g, < 3.0g), k3 (=3.09); I: lon-
gitud del fruto. I1 (hasta 1.5g), 12 (>1.5g, < 3.09), I3 (=3.09);
m: porcentaje de fructificacion. m1l(hasta 77.3%),
m2(>77.3; <86%) , m3(>86%).
Caracterizacion bioquimica del germoplasma. Los anali-
sis electroforéticos de proteinas totales e isoenzimas se
realizaron en hojas (primer trifoliolo desarrollado), las cua-
les provenian de plantas de 15 dias de las accesiones en
estudio, cultivadas in vitro en medio MS (10).

Para la preparacion de los extractos se tomaron
muestras de 2 g de tejido foliar y se homogeneizaron en
frio con buffer que contenia Tris-HCI 0.05M apH 7.2, sa-
carosa 10 %y 14 pM de ditriotreitol en proporcién 1:2. El
extracto fue centrifugado a12 000 rpm a una temperatura
de 0°C durante 10 minutos, sometiéndose entonces el
sobrenadante a electroforesis.

En todos los casos, las corridas electroforéticas para
los sistemas isoenzimaticos se efectuaron en geles de
poliacrilamida al 10 % con buffer Tris-HCI 0.375M pH 8.9
y buffer Tris-Glicina 0.025M-0.019M pH 8.3 en los
compartimentos, mientras que para proteinas totales se
utilizé el sistema SDS-PAGE (11), con concentraciones
del 12y el 4 % para los geles separador y concentrador,
respectivamente.

El tiempo de corrida en cada caso estuvo determina-
do por el desplazamiento de la banda de Kolrhauch hasta
aproximadamente 6 cm del inicio. Se utiliz6 en todos los
casos una intensidad de corriente constante de 25 mA
para isoenzimas y 35 mA para proteinas totales, en una
camara de electroforesis vertical Mini Protean Il de Bio Rad.

Después de efectuada la separacion, se realizaron
las tinciones especificas para la caracterizacién en los
sistemas Prx, Est y PPO, segun las metodologias des-
critas (12), Mdh, Dia, Fdh (13), ACy AO (14).

Los fenotipos proteicos e isoenzimaticos de cada
individuo en estudio fueron establecidos sobre la base
del nimero, la posicion y presencia de cada banda, asi
cada banda detectada se caracterizé por un valor numé-
rico de tincion entre O y 1.
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La posicion relativa de cada banda (Rf) fue establecida
sobre la base de la distancia media de migracion obtenida,
dividida entre la distancia de migracién del azul de
bromofenol. Cada banda se caracteriz6 por un valor numéri-
code 0 (ausencia de labanda) y 1 (presencia de la banda).

Los patrones electroforéticos de cada genotipo se
utilizaron para el célculo de las relaciones genéticas, uti-
lizando para ello el sistema de programas MAT-GEN (15).
La matriz obtenida se someti6 a andlisis de agrupamien-
to (STATITFC), realizado segun el coeficiente de simili-
tud de Simple Matching (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfoagronémica del germoplasma. Los
resultados obtenidos al evaluar el germoplasma, permi-
tieron constatar la amplia variabilidad morfoagronémica
existente entre las accesiones analizadas (Tabla 1), don-
de se clasificaron o se confirmaron las clasificaciones de
las accesiones estudiadas dentro del género, pudiéndo-
se confirmar que de ellas siete pertenecen a la forma
silvestre de la especie cultivada L. esculentum, variedad
cerasiforme, una al género L. pimpinellifollium y una a
L. hirsutum , siendo el resto, variedades cultivadas.
Enla Tabla Il se observan las diferencias fenotipicas
existentes, encontrandose que casi todas las variedades
cultivadas presentaron crecimiento determinado y ausen-
cia de hombro verde en los frutos, las cuales son muta-
ciones del caracter silvestre, crecimiento indeterminado y

hombro verde de los frutos, que estan presentes en el tipo
cherry Ottawa-30y la variedad L-10-3, presentandose este
ultimo caracter también en las variedades Mariela, Tropical
M-10 e INCA-17. Los frutos presentaron formas entre redon-
deadasy ligeramente aplanadas, a excepcion de las varie-
dades Roma, Tropical M-10y L-10-3, con forma piriforme la
primeray aplastadas las restantes; siendo el cultivar L-10-3
diferente, por presentar frutos muy acostillados. El resto de
las caracteristicas evaluadas fueron similares y tipicas de
las variedades pertenecientes a L. esculentum.

Conrespecto al caracter ausencia de hombro verde
en los frutos, se debe sefalar que este caracter esta re-
lacionado con una distribucién uniforme del color en el
fruto, lo cual es de gran importancia por la gran acepta-
cion que presentan en el mercado, las variedades con
dichas caracteristicas para consumo en fresco (17).

Las accesiones de L. esculentum var. cerasiforme
presentaron, como se esperaba, caracteristicas tipicas
de la especie, crecimiento indeterminado y frutos peque-
flos con hombros verdes, diferencidndose las accesio-
nes LA 2871y Nagcarlang por la coloracion de sus frutos
amarillo intensay rojo-rosado respectivamente.

La accesion PE-15, perteneciente a L. pimpinellifollium,
por su parte, presento flores con heterostilia, fenémeno
tipico de especies silvestres, donde la alogamia predomi-
na como sistema reproductivo, aunque se ha informado
gue estas excerciones estigmaticas pueden producirse
también en variedades comerciales que crecen en am-
bientes adversos (6).

Tabla ll. Principales caracteristicas morfolégicas de las accesiones estudiadas

Accesiones TI.y No. FI Creci- Tipo de P100 CP/ICE Forma Caracteristicas Caracteristicas No.
miento hoja (9) fruto  Fruto inmaduro fruto Mad. I6culos

ES 90 IS, 667 flores Cl estandar 0.1245 pequefias F1 verdes, HV y HA c3,CM 2
P 531 IS, 6 flores Cl estéandar 0.1895 pequefias F1 verdes, HV y HA c3,CM 2
PE 62 IS, 667 flores Cl esténdar 0.2407  pequefias F1 verdes, HV y HA c3, CMF 3
LA 2871 IS, 7 flores Cl estandar 0.2134 pequefias F3 verdes, HV y HA cl, CMF 3
Nagcarlang IS, 7 flores Cl estéandar 0.1963 pegquefias F3 verdes, HV y HA c5,CM 2
Mex-12 IS, 7 u 8 flores Cl estandar 0.1671 pequefias F3 verdes, HV y HA c4, CMF 2
West Virgin IS, 7 flores Cl estéandar 0.2182 pequefias F3 verdes, HV y HA c4, CMF 2
Ottawa-30 IS, 7 flores Cl estéandar 0.2373  pequefias F3 verdes, HV y HA c5,CM 3
P 1410 IS, 6 flores Cl estandar 0.3102 pequefias F2 verdes, HV y LH c4,CM 3064
L-10-3 IS, 5 flores Cl estandar 0.3328 grande/media F1 verdeclaro, HV yMH  ¢3,CFy AM 6
INCA 9(1) IS, 4 65 flores CD estandar 0.3018 pequefias F3 verdeclaro, SV yHA  c4,CMF 263
Roma IS, 5 flores CD esténdar 0.3302 pequefias F8 verdemedio, SV yHA  ¢3,CMFyAL 3
Mariela IS, 6 flores CD estandar 0.3013 grande/media F2 Verdes, HV y LH c3,CM y AL 465
Tropical M-10 1S, 4 flores CD estandar 0.2754  grande/pequefia F1 verdes, HV y LH c3,CMyAL 4
Campbell-28 IS, 5 flores CD esténdar 0.3343 grande/media F2 verde claro, SV y HH c3,CMyAL 5
INCA 17 IS, 5 flores CD estéandar 0.3502 grande/pequefia F2 verde, HV y HH c3,CMyAL 4
HC-3880 IS, 5 flores, CD esténdar 0.3419 grande/media F2 verdeclaro, SV y HH c3,CM y AL 6

cono rajado
Amadia IS, 6 flores CD estandar 0.3024 grande/media F2 verde claro, SV y HH c3, AL 5
PE 15 IS, 12 flores, Cl esténdar 0.1151 pequefias F3 verdes, HV y HA c4, CMF 2

heterostilia
PE 39 ID, 18 flores, Cl tipica 0.0727 pequefias F3 verde claro, SV y HA c6, CM, muy 2

heterostilia pubescentes

IS: inflorescencias simples F3: redondeada HH: hombros hundidos c6: verdes

ID: inflorescencias dobles
CD: crecim. determinado
ClI: crecim. indeterminado
F1: aplastada

F2: ligeramente aplanada

F8: piriforme alargada

HV: hombro verde

SV: sin hombro verde

MH: hombros muy hundidos
LH: hombros ligeram. hundidos
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HA: hombros aplanados
cl: amarillo intenso

€3: rojo naranja
c4: rojo
c5: rojo rosado

CM: compac. media
CF: compacidad fuerte
CMF: CM aCF

AL: acostillado ligero
AM: muy acostillados
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Por ultimo, se pudo apreciar que PE 39, clasificada
como L. hirsutum, se diferencié marcadamente del resto
de las especies, por la abundante pubescencia de las
hojas y los frutos, ademas de su olor caracteristico que
hace a esta especie resistente a insectos nocivos (18) .
Los racimos, a su vez, se presentaron dobles y los frutos
fueron siempre verdes, considerdndose maduros cuando
adquirieron tonalidades pardas, sin dejar de predominar
el caracteristico color verde de estos.

En las Tablas Il y 11l aparecen detalladas algunas
evaluaciones realizadas en frutos maduros, confirmando-
se que la accesion PE 15 pertenece a L. pimpinellifolliim,
por poseer frutos rojos de diametro inferiora 1.5 cm, los
cuales son indicadores para clasificar esta especie que
presenta menor didmetro y peso de las semillas que el
tipo silvestre de la especie cultivada (8, 18). Se distingue
ademas que esta accesion, conjuntamente con PE 39,
presentaron el mayor nimero de flores por inflorescencia,
lo cual es propio de las especies silvestres, al igual que
la presencia de dos l6culos por fruto.

Tabla Ill. Evaluaciéon de las caracteristicas del fruto

Accesiones Peso del Diametro  Diametro Porcentaje de
fruto (g) longitudinal  ecuatorial  fructificacion
(cm) (cm)
ES 90 4.86 g 1.98 i 2.00 j 100.00 a
P 531 10.94 fg 2.24 hi 2.48 h 100.00 a
PE 62 10.99 fg 2.40 h 2.66 h 98.50 a
LA 2871 9.66 fg 2.24 hi 2.40 hi 97.53 a
Nagcarlang 545 g 1.98 i 2.08 ij 100.00 a
Mex-12 6.13 fg 2.00 i 2.10 ij 100.00 a
West Virgin 7.98 fg 2.16 hi 2.44 hi 99.00 a
Ottawa-30 19.73 f 2.84 g 3.08 g 98.47 a
P 1410 43.31 e 3.16 f 464 f 98.23 a
L-10-3 105.41 ¢ 3.98 d 7.08 b 94.20 ab
INCA 9(1) 57.70 d 4.00 d 4,92 «f 95.83 a
Roma 65.79 d 6.56 a 4.76 f 98.67 a
Mariela 106.64 ¢ 454 ¢ 6.04 d 87.03 abc
Tropica M-10 58.35 d 342 e 530 e 84.43 abc
Campbell-28 98.52 ¢ 450 c 6.04 ¢ 74.00 abc
INCA 17 93.60 ¢ 4.02 d 520 e 91.30 ab
HC-3880 207.89 a 590 b 7.96 a 68.77 bc
Amadlia 134.24 b 4.68 c 6.66 c 92.40 ab
PE 15 1.83g 132 1.36 k 98.03 a
PE 39 0.859g 1.06 k 1.06 k 38.13 d
ES x 4,39%** 0.08*** 0.14%** 4. 75%**

Para cada variedad letras diferentes indican diferencias significativas
(p< 0.05)

Los frutos de los tipos silvestres de la especie culti-
vada presentaron, por lo general, diAmetros superiores a
1.5 cm e inferiores a 2.5 cm, como corresponde a esta
variedad; sin embargo, PE 62 tuvo frutos algo mayores,
aunque inferiores a 3 cm; Ottawa-30, por su parte, se
consideré una variedad tipo cherry, con frutos cuyo tama-
fio estaba en los limites atribuibles a L. esculentum (fru-
tos con tres 0 mas centimetros) (6).

Deigual forma, en la Tabla 1l se puede observar que
la mayoria de las accesiones evaluadas presentaron alta
fructificacion o cuajado de los frutos en estas condicio-
nes, lo cual indica que estas pueden cultivarse en época
optima en los tropicos; no obstante, la accesion PE 39

presentd un porcentaje de fructificacion por debajo del
40 %, debido, quizas, a que las temperaturas presentes
estuvieron en el umbral de las permisibles para dicha
especie, pues L. hirsutum crece en zonas heladas y ne-
cesita de temperaturas relativamente bajas para su fruc-
tificacion (18).

El Andlisis Factorial de Correspondencias Mdltiples
(AFCM) (Tabla 1V), efectuado sobre la base de la diver-
gencia encontrada, permitié constatar que en la forma-
cién de los grupos se extrae un 51 % de la variabilidad
total en los dos ejes principales.

Tabla IV. Valores propios y porcentaje de la variabilidad
explicada segin AFCM

Valor propio Explicado (%) Acumulado (%)
0.72 37 37
0.28 14 51

Segun este analisis, en el eje 1 tienen un peso ma-
yor las modalidades de variables correspondientes al tipo
de crecimiento, el nimero de flores por inflorescencia,
asi como los relacionados con las caracteristicas de los
frutos, mientras que el eje 2 esté explicado por las moda-
lidades correspondientes a la forma piriforme de los fru-
tos, hombros ligeramente hundidos, color verde de los
frutos maduros, bajo porcentaje de fructificacion y la se-
gunda modalidad del nimero de I6culos (f4,i2, b5, m1y
g2). De este modo, las accesiones estudiadas se colec-
cionaron en cuatro grupos fundamentales (A, B, Cy D)
(Figura 1).

2

Y
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e2

b5

Figura 1. Distribucion de los individuos y modalida-
des mas importantes de las variables
morfoagronémicas analizadas

A laizquierda del plano se agruparon los individuos
en los grupos B y A; este (ltimo grupo se formo por la
accesion perteneciente a L. hirsutum, el cual sélo se di-
ferencio del grupo B, por presentar sus frutos maduros un
color verde y bajo porcentaje de fructificacion, pues el
resto de las caracteristicas fueron similares en ambos.
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Es de destacar que en el grupo B se incluyo la variedad tipo
cherry Ottawa-30, a pesar de presentar un diametro supe-
rior alos 3 cmy la accesion correspondiente a la especie L.
pimpinellifollium, lo cual corrobora lo informado por algunos
autores (6), quienes sefialaron que morfolégicamente esta
especie es muy similar a la especie esculentum, siendo la
Unica especie dentro del género que halogrado introgresar
genes, de forma natural, a la especie cultivada.

El resto de las variedades cultivadas se ubicaron en
los grupos C (en el centro del plano) y D (a la derecha),
diferenciandose entre si, pues C quedo constituido por
las variedades que presentaron menor tamafio y peso de
sus frutos, aunque se debe destacar que la variedad Roma,
de diferente forma del fruto, se ubic6 en el grupo D, pero
un poco mas hacia arriba que el resto de las variedades
del grupo.

Es de sefalar que las asociaciones encontradas
entre diferentes caracteres se corresponden con lo ante-
riormente informado (19), pues se encontraron asociacio-
nes entre la pequefia masa promedio de los frutos y el
gran nimero de flores por racimo, asi como entre los dia-
metros ecuatorial y longitudinal, la masa promedio de los
frutos y el nimero de I6culos (17).

Estos resultados permiten corroborar la existencia
de una alta variabilidad genética en el cultivo. De este
modo, resulta conveniente emplear las fuentes de las
especies silvestres, para un mejor aprovechamiento de la
variabilidad genética, en especial, como fuentes de tole-
rancia a factores medioambientales no éptimos, aunque
se deben sefialar los beneficios que se lograrian utilizan-
do en los programas de mejoramiento genético del culti-
Vo, accesiones de L. hirsutum y L. pimpinellifollium, para
lograr variedades resistentes a insectos nocivos y mejo-
rar el color y la calidad de los frutos del tomate cultivado,
respectivamente (18).

Caracterizacion bioquimica del germoplasma. El analisis
cualitativo de la composicion electroforética de proteinas
totales en tejido foliar, permitié apreciar un total de 22 ban-
das en las 20 accesiones estudiadas, siendo 17 de ellas
comunes atodos los genotipos (Figura 2). -
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Figura 2. Proteinograma de las 20 accesiones
estudiadas
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En la Figura 2 se observé que de las cinco bandas
polimorficas, la banda 12 fue comin y exclusiva de las
especies silvestres L. hirsutum y L. pimpinellifollium,
mientras que se encontraron ausentes la banda 15 en la
variedad L-10-3 y las bandas 6, 17 y 18 en PE 39. Al
respecto, se debe expresar que la existencia de
polimorfismo bioquimico en proteinas totales también fue
sefialado por AVRDC (20), donde se comunic6 que
L. esculentum presentaba un alto porcentaje de homologia
genéticay que solo presentaba diferencias apreciables
con las restantes especies del género. La AVRDC tam-
bién sefial6 la existencia de una banda comdn a
L. hirsutum y L. pimpinellifollium, similar a lo encontrado
en este trabajo.

Los electroforetogramas isoenzimaticos obtenidos,
después de revelados los geles con la tincidn especifica
para cada sistema, se observan en las Figuras 3, 4, 5, 6,
7, 8,9y 10, para los sistemas Ppo, AO, AC, Fdh, Mdh,
Dia, Prx, y Est.

En la Figura 3 se muestra el diagrama electroforético
obtenido de las isoenzimas Ppo, el cual revelo la presen-
cia de dos bandas monomorficas con valores de movili-
dad electroforética iguales a 0.266 y 0.359, respectiva-
mente. En tomate existen evidencias de que este siste-
ma enzimatico esta codificado por una familia de siete
genes (ABCDEFG), unidos a un locus de 165 kb en el
cromosoma 8 y su expresion esta fundamentalmente
confinada a etapas tempranas de desarrollo, porque en
estado adulto los niveles de mARN de estos genes estan
sujetos a patrones complejos de regulacion espacial y
temporal en 6rganos vegetativos y reproductivos. En ho-
jas jovenes, estas isoenzimas se acumulan en células
de la epidermis y los tricomas, donde la forma B es la
mas abundante (21).

Valor
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Figura 3. Zimograma Ppo de las 20 accesiones
estudiadas

Cabe significar que en otros cultivos se ha encontra-
do asimismo un marcado monomorfismo dentro de este
sistema enzimatico (12, 22).

De igual modo, se revel6 la presencia de actividad
enzimatica en los sistemas AO y AC (Figuras 4y 5), las
cuales estuvieron caracterizadas por la presencia de sie-
te y dos bandas respectivamente.

La presencia de gran namero de isoenzimas AO
(Figura 4) en el material vegetal, indica que esta enzima
juega un papel importante en los 6rganos fotosintetizantes.
De hecho, se sabe que la AO cataliza la oxidacién del
ascorbato utilizando oxigeno molecular, que se encuen-
tra en vegetales en grandes cantidades asociadas a la
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pared celular y al citoplasma, asi como que ayuda a la
produccion de fitoalexinas y previene la disrupcién
metabodlica y el dafio celular (23).

(]
123456789 0URBUBEBLTIBLOD

Figura4. Zimograma AO delas 20 accesiones estudiadas
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Figura 5. Zimograma AC de las 20 accesiones estudiadas

Con respecto a las isoenzimas AC (Figura 5), aun-
gue no se cuenta con evidencias de su caracterizacion
en tomate, se sabe que esta es una de las mas abundan-
tes proteinas solubles y que en plantas C3, se encuentra
fundamentalmente en los cloroplastos y su peso prome-
dio estd comprendido entre 140-250 kDa (23).

Cabe significar que la falta de isoformas polimérficas
de estos tres sistemas limita la utilizacion de los patro-
nes Ppo, AO y AC como marcadores genéticos, y qui-
z4s esta sea la causa por la cual estos no se encuentren
en los mapas genéticos del género Lycopersicon (5).

De igual modo, el material examinado presento si-
militud electroforética en los sistemas Fdh y Mdh y Dia
(Figuras 6, 7y 8), sistemas que si estan incluidos en los
mapas genéticos del cultivo (5, 25).
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Figura6. Zimograma Fdh de las 20 accesiones estudiadas
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Figura7.ZimogramaMdh de las 20 accesiones estudiadas
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Figura 8. Zimograma Diadelas 20 accesiones estudiadas

Asi, los diagramas Fdh obtenidos (Figura 6) resulta-
ron idénticos para las 20 accesiones analizadas, dada la
presencia de una banda comun bien definida con movili-
dad electroforética de 0.072, lo cual es Idgico, pues (26)
este sistema esta constituido por un solo locus que se
encuentra en el cromosoma 2, ligado a Prx -4y Est -1.

La composicion de Mdh en extractos foliares (Figura 7)
estuvo caracterizada por la presencia de tres fracciones
(0.127, 0.291 y 0.345) bien delimitadas. En el cultivo se
sabe que este sistema puede ser tanto monomeérico como
dimérico, y que presenta cuatro isoformas polimorficas,
de las cuales solamente han sido mapeadas Mdh-1, Mdh-3
y Mdh-4, ubicadas en los cromosomas 3, 7y 12 respec-
tivamente (27).

Asimismo, dos bandas anddicas con actividad Dia
fueron detectadas en el material estudiado, las que pu-
dieran corresponderse a los sitios Dia-1 y Dia-2, los cua-
les son marcadores isoenzimaticos y se localizan en los
cromosomas 5 y 1 respectivamente (28). Segun estos
autores existe también un sitio Dia-3, que no estuvo pre-
sente, y del cual sélo hay evidencias de su existencia en
Solanum lycopersicoides.

En el diagrama electroforético de isoenzimas Prx
(Figura 9), se constatd la existencia de alta actividad
enzimatica en el material analizado, pues este sistema
presentd un total de seis bandas bien definidas para las
accesiones pertenecientes a L. esculentumy L. pimpinellifollium,
mostrandose diferente la accesion PE 39, al carecer de
la banda de mayor movilidad electroforética (0.63), lo cual
ayuda a su identificacion.
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Figura 9. Zimograma Prx de las 20 accesiones estudiadas
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Diversos estudios de mapeo del cultivo (5) han per-
mitido conocer que este presenta ocho isoformas Prx,
gue codifican para un complejo de bandas, siendo uno de
los mas usados en estudios bioquimicos, tanto en
Lycopersicon como en otros géneros de plantas, por ser
uno de los mas polimorficos y por la estabilidad y
reproducibilidad de sus bandas, ademas del importante
papel que desempefian las isoenzimas Prx en la
biosintesis de los componentes de la pared celular, asi
como en la regulacion del crecimiento, la diferenciacion
celular y su relacion con la resistencia a factores adver-
sos tanto bidticos como abidticos (18, 29).

Similar polimorfismo enziméatico fue observado en la
composicion de Est en tejido foliar, que permitio, segun
se puede apreciar en la Figura 10, diferenciar a PE 39 del
resto de las accesiones. En este sistema enzimatico se
observaron un total de ocho bandas, de las cuales seis son
comunes a todos los genotipos, mientras las bandas 1y 2
se mostraron diferentes, apareciendo la banda 1 en to-
das las accesiones, a excepcion de PE 39, que fue ade-
mas la Unica accesion que present6 la segunda banda.
Valor
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Figura10. ZimogramaEst delas 20 accesiones estudiadas
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Conrespecto a las enzimas Est, se debe sefialar que
estén constituidas por un grupo complejo de proteinas
asociadas con proteinas intracelulares especificas’ (5, 12),
gue presentan un total de ocho sitios polimorficos en el
cultivo (5). El gran numero de bandas Est encontrado en
hojas jévenes indica que el mismo juega un papel vital en
la fotosintesis.

Cabe sefialar que los resultados obtenidos se co-
rresponden, en general, con otros informados previamen-
te (23), quienes plantearon un 100 % de monomorfismo
enzimatico dentro de L.esculentumy que el locus Est 1a?
es distintivo de L. hirsutum. Este locus, al parecer, esta
constituido por la segunda banda encontrada en el
zimograma Est.

Al respecto, se sabe que las plantas requieren ge-
neralmente mas de una isoforma, de una enzima parti-
cular, de manera tal que se garantice una catdlisis efi-
ciente. Ahora bien, las isoenzimas son de expresion génica
y, por lo tanto, dependen del tipo de tejido y de su desa-

' Ferndndez-Mufioz, 1999, comunicacion personal
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rrollo, por lo que la ausencia de bandas en los diferentes
patrones isoenzimaticos, no sdlo se debe a las necesi-
dades de esas enzimas en los diferentes tejidos, sino
ademas a la comigracion de proteinas y a la diferencia
de zonas geogréficas, pues a pesar de que la mayoria no
son influidas por el ambiente, los patrones electroforéticos
de unos pocos sistemas entre los que se incluye Pr,
Est, Aps, Sod, Cat y otros, pueden ser modificados por
factores bioticos y abidticos, de manera tal que en esas
condiciones se altere el funcionamiento de los genes que
codifican para esas enzimas (6, 31). En los patrones tam-
bién influye la ubicacion de las isoformas, asi se ha ob-
servado (23) que en tomate el sitio Prx 4 correspondia a
un sistema de bandas tanto anddicas como catddicas,
siendo las ultimas imposibles de detectar en nuestras
condiciones.

De forma general, los resultados obtenidos en el
andlisis bioquimico han revelado la existencia de una
notable homogeneidad electroforética en este cultivo, lo
que se traduce en el alto porcentaje de bandas
monomoarficas detectadas (93.4 %) en los ocho sistemas
isoenzimaticos analizados; el patron electroforético de
proteinas totales, por su parte, presentd menor similitud
electroforética (77.3 %) (Tabla V).

Tabla V. Analisis integral de la variabilidad genética
encontrada

Px Et Mdh Foh AC AO Dia PPO PT

No. bandesmonomdrficss 5 6 3 1 2 6 2 2 17
No. bandas pdimérficas 1 2 0 0O 0 0O O 0 5
Tatd 6 8 3 1 2 6 2 2 22

No obstante a la gran homogeneidad electroforética
encontrada, resulté interesante observar la presencia de
bandas polimérficas en los sistemas Prx, Est y PT, lo
cual posibilita su empleo como posible marcador
isoenzimatico, para discriminar entre especies L. hirsutum
y las otras dos especies del género estudiadas.

Al respecto, la Tabla VI muestra los indices de simi-
litud de Simple Matching (16), con el cual se obtuvieron
mejores resultados segun el sistema de programas
MAT-GEN, los que corroboran el alto porcentaje de simi-
litud genética en la representacion del germoplasma eva-
luado, donde el menor valor de similitud genética se en-
cuentran en L.hirsutum. Lo anterior se manifiesta en el
dendrograma que aparece reflejado en la Figura 11, en el
cual aparecen conformados cuatro grupos representados
por: PE 39 el primero, PE 15, el segundo, L-10-3, el ter-
cero, quedando el tltimo grupo conformado por el resto
del material analizado.

Tabla VI. indices de similitud electroforética en el
material evaluado

Genotipos PE 39 PE 15 L-10-3 Resto
PE 39 1.00
PE 15 0.87 1.00
L-10-3 0.83 0.96 1.00
Resto 0.84 0.98 0.98 1.00
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Figura11. Andlisis de cluster de las accesiones estu-
diadas, realizado segun el coeficiente de
similitud de Simple Matching

Estos resultados evidencian la base relativamente
estrecha de variacién bioquimica existente en el material
evaluado y se corresponden, en general, con lo plantea-
do por diversos autores (31, 32), quienes han informado
acerca de la gran homogeneidad isoenzimatica presente
en el género Lycopersicon, lo cual se corrobora por inves-
tigaciones efectuadas (25, 32), las que han revelado la
presencia de un bajo nivel de polimorfismo, inclusive utili-
zando técnicas moleculares.

Al respecto, se ha informado (18) que cultivares pri-
mitivos de muchas partes del mundo presentan una va-
riabilidad alozimica muy uniforme, lo que no quiere decir
que los cultivares primitivos sean monomoérficos, ya que
pueden presentar variaciones interesantes en relacion con
caracteristicas especificas.

Dichos autores plantean que la escasa variabilidad
en el material cultivado, en comparacién con otras espe-
cies del género, ha indicado que la migracién de los ante-
pasados estuvo acompafiada, probablemente, de restric-
ciones frecuentes en el tamafio de las poblaciones, asi
como que es probable que se hayan producido restriccio-
nes analogas durante el proceso de domesticacion, de
manera tal que la autogamia inducida por falta de polini-
zacion apropiada en las regiones no nativas, puede haber
contribuido a la fijacién rapida de los genes, una reduc-
cién ulterior de la variabilidad genética y uniformidad.

Estos resultados evidencian la necesidad de conti-
nuar la busqueda de nuevas formas polimorficas del cultivo,
incorporando en lo posible, técnicas mucho mas
polimérficas, que permitan revelar la variacion existente
al nivel de ADN y tener variabilidad genética a explotar en
el cultivo.
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