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SINTESIS

La presente investigacion se inicio a partir de la colecta y caracterizacion de la
diversidad del tomate silvestre Solanum pimpinellifolium del canton Bolivar (600 km? de
extension, provincia de Manabi en Ecuador). Se tuvo como antecedente que la
crioconservaciéon (almacenamiento a la temperatura del nitrégeno liquido, -196°C) es
uno de los métodos mas prometedores para la conservacion a largo plazo de semillas
ortodoxas. Se abordd el siguiente Objetivo General: Establecer un banco de semillas
crioconservadas para la preservacion de la diversidad del tomate silvestre S.
pimpinellifolium del canton Bolivar. Las principales conclusiones fueron: Se colectaron
63 accesiones con diferencias en cuanto a los indicadores de caracterizacion ex situ; la
exposicion de las semillas al nitrégeno liquido produjo variaciones en los indicadores
bioquimicos en las plantas de tomate silvestre pero no se observaron diferencias entre las
plantas derivadas de semillas crioconservadas y no crioconservadas a nivel fenotipico
visible, asi como cambios en la secuencia de ADN; la crioconservacion de semillas de
tomate silvestre no afectd el porcentaje de germinacion respecto a las semillas
almacenadas a 4°C, ni afectd la viabilidad de las semillas de los genotipos seleccionados
por sus caracteristicas contrastantes, en todos los casos las plantulas alcanzaron altos
porcentajes de expansion de sus hojas cotiledonales. Por todo lo anterior: se establece
que la crioconservacion ex situ de semillas de la especie, asegura la estabilidad
fenotipica de los caracteres botanicos principales y garantizara una estrategia
complementaria para la preservacion de la diversidad de la especie silvestre S.
pimpinellifolium a largo plazo en posibles programas de mejora y su reintroduccion in

situ.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo y
los principales paises productores son China, India, Estados Unidos y Turquia. En el afio
2012 el area de cultivo alcanzé 4,803.680 ha con un volumen de produccion total de
211,021.843 t (FAOSTAT, 2012). Es una fuente rica en vitaminas A, B1, B2, B6, C, E y de
diversos minerales, ademds de proteinas, carbohidratos, fibra, dcido folico, acido tartarico,
acido succinico, acido salicilico y fuente de licopeno (Jaramillo et al., 2007).

Por su importancia existen programas de mejoramiento genético encaminados a
incrementar la resistencia de la planta al estrés biotico y abiotico (Florido et al., 2007;
Alvarez-Hernandez, 2009). Sin embargo, éstos programas requieren de la diversidad que
existe en las accesiones no cultivadas pues durante su evolucion, los parientes silvestres
desarrollaron multiples caracteristicas que les permitieron sobrevivir en condiciones
extremas (Hunter y Heywood, 2012). Ademas, el potencial del mejoramiento en tomate al
utilizar solo germoplasma cultivado llegard a un tope donde las futuras iniciativas de
fitomejoramiento utilizaran la diversidad disponible en las especies silvestres emparentadas
(Bai y Lindhout, 2007; Menda et al., 2013).

El género Solanum L. subseccion Lycopersicon (Mill.) Wettst. incluyen 17 especies entre
las que se encuentran el tomate cultivado (S. lycopersicum L.) y la especie silvestre
Solanum pimpinellifolium L. (Spooner et al., 2005; Peralta et al., 2006). Ambas especies
son auto-compatibles y con frutos rojos, pero difieren en el tamafo del fruto y la forma de
su hoja (Peralta y Spooner, 2000; Van der Knaap et al., 2014). Esta ultima se ha utilizado
como fuente de genes para el mejoramiento de importantes rasgos del tomate comercial

(Juvik et al., 1982; Rick y Chetelat, 1995; Mieslerova et al., 2000; Zuriaga et al., 2009;
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Pratta et al., 2011; Duan et al., 2012; Merk et al., 2012; Mahuad et al., 2013) por sus
facilidades de hibridacion con la especie S. lycopersicum (Rick, 1979).

La ubicacion geografica de la especie S. pimpinellifolium esta restringida a las areas
costeras de Pertl y Ecuador, y las accesiones ecuatorianas son las menos representadas en la
base de datos a nivel internacional (Zuriaga et al., 2009). Ademas, las poblaciones de esta
especie se han reducido o presentan riesgos de extincion debido a la pérdida de habitat por
factores climaticos (Bioversity, 2006; Bauchet y Causse, 2012). Una amenaza adicional a
tener en cuenta es el cambio global (Hunter y Heywood, 2012). Por lo anterior, se justifica
la investigacion ya que es indispensable establecer una estrategia complementaria para la
preservacion de la diversidad de la especie silvestre S. pimpinellifolium a largo plazo.

En este sentido Ecuador figura a nivel mundial entre los cinco paises con mas alto grado de
diversidad bioldgica (MAE, 2010). Sin embargo, las especies silvestres afines a las
cultivadas han sido poco estudiadas y no consideradas de manera explicita en las politicas
ambientales (Tapia et al., 2008; Grijalva et al., 2012). En el caso particular de Manabi,
provincia costera localizada en el emplazamiento centro-noroeste del Ecuador continental,
se considera un centro de agrobiodiversidad muy importante, donde varios de sus cantones
(por ejemplo, el cantén Bolivar con 600 km? de extensién) presentan una alta
vulnerabilidad al cambio climatico (Cuesta et al., 2006; COPISA, 2012).

El concepto de estrategia de conservacion complementaria incluye una combinacion de
diferentes acciones que conducen al uso sostenible de la diversidad (Dulloo et al., 2009). El
principio considera el rango de opciones de conservacion disponibles y aplica la

combinacion apropiada y especifica (Hunter y Heywood, 2012).
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Los dos principales enfoques (ex situ e in situ) son importantes (Hunter y Heywood, 2012).
Mientras que la conservacion in situ es esencial para generar nueva diversidad por procesos
de seleccion natural, tiene desventajas para la conservacion en cuanto a la posibilidad de
usar estos recursos genéticos en el fitomejoramiento (Engels et al., 2008; Maxted y Kell,
2009). Es importante respaldar la intervencion in Situ con una conservacion
complementaria ex Situ en bancos de germoplasma como semilla, plantas vivas (en campo o
en jardines botanicos), cultivo de tejidos o crioconservacion (Hunter y Heywood, 2012).
Todo conocimiento que se logre se enmarca en el alcance e integracion necesaria con la
fisiologia de la conservacion de las especies (Cooke et al., 2013).

La crioconservacion es uno de los métodos més prometedores para la conservacion a largo
plazo y una de sus ventajas es que requiere poco espacio, comparada con las colecciones in
vitro o de campo (Reed et al., 2001; Panis y Lambardi, 2006; Benson, 2008; Reed, 2008;
Berjak et al., 2011a; Khoury et al., 2010). La crioconservacion mediante la utilizacion de
temperaturas ultra bajas, a través del nitrogeno liquido (NL, -196°C), inhibe la division
celular y la mayoria de los procesos metabodlicos y fisicos (Ramirez y Salcedo, 2013).
Ademas, es un método eficiente en términos de costos (Dulloo et al., 2009).

Las semillas, como organo reproductor por excelencia, pueden ser almacenadas por
tiempos mayores a temperaturas ultra-bajas con el uso de la crioconservacion (Pritchard y
Dickie, 2003). Una prediccion temprana realizada por Pritchard (1995), sugirié que la
longevidad de la semilla a temperatura criogénica podria ser 175 veces mayor. Ademas, en
el caso de las semillas de tomate tienen un alto valor cientifico ya que se consideran un
“sistema modelo” por su estructura simple y tamafio (Hilhorst et al., 1998; Pesaresi et al.,

2014), para estudiar la fisiologia y bioquimica, incluyendo el andlisis funcional durante el
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ciclo celular del desarrollo, germinacion y dormancia (Bino et al., 1992; Liu et al., 1997,
De Castro y Hilhorst, 2000; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2000).

En ensayos preliminares, se comprobo que la semilla de S. pimpinellifolium sobrevive a la
exposicion al NL. Sin embargo, en el contexto de los bancos de germoplasma ex situ, los
efectos de la crioconservacion deben estudiarse durante todo el crecimiento y desarrollo de
la planta, antes de convertir esta técnica en un método de rutina (Pritchard et al., 2009;
Benson et al., 2011). Hasta donde se conoce, no se ha realizado trabajo semejante con la
diversidad del tomate silvestre en el canton Bolivar (provincia de Manabi, Ecuador), al
considerar la vulnerabilidad de esos recursos genéticos y la necesidad de protegerlos.

De los antecedentes descritos y a partir de la hipotesis: “La conservacion de semillas de
tomate silvestre (S. pimpinellifolium L.) en NL, es una alternativa que no afecta los
caracteres botanicos principales de las accesiones conservadas”, en el presente trabajo
experimental se abord6 el siguiente Objetivo General:

Establecer un banco de semillas crioconservadas para la preservacion de la diversidad del
tomate silvestre (S. pimpinellifolium L.) del cantén Bolivar (Manabi, Ecuador).

A su vez como Objetivos Especificos se considero:

1. Colectar y caracterizar la diversidad del tomate silvestre (S. pimpinellifolium L.) en
el canton Bolivar de la provincia de Manabi en Ecuador.

2. Determinar el efecto del nitrogeno liquido en plantas de tomate silvestre (S.
pimpinellifolium L.) mediante indicadores bioquimicos, botanicos y molecular.

3. Determinar el efecto de la crioconservacion a largo plazo en la germinacion de

semillas de tomate silvestre (S. pimpinellifolium L.).
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4. Comparar las accesiones mas representativas de tomate silvestre (S.
pimpinellifolium L.) en cuanto al porcentaje de plantulas que logren la expansion de las

hojas cotiledonales después de exponer las semillas al nitrégeno liquido.

NOVEDAD CIENTIFICA: Se demostré la diversidad del tomate silvestre (S.
pimpinellifolium L.) existente en el canton Bolivar de la provincia de Manabi en Ecuador.
Se caracteriz6 su desarrollo ex Situ. Se crioconservaron semillas y se evaluo el efecto de

este procedimiento en indicadores bioquimicos, botanicos y moleculares.

VALOR PRACTICO: Se demostré que la conservacion ex situ de semillas de tomate
silvestre (S. pimpinellifolium L.) en nitrégeno liquido, asegura la estabilidad fenotipica de
los caracteres botanicos principales y garantiza la conservacion del germoplasma. Esto
permitird disponer de los genotipos silvestres para posibles programas de mejora a largo

plazo y su reintroduccion in situ.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas del género Solanum seccion Lycopersicon

2.1.1 Taxonomia, distribucién y habitats
Desde que el tomate cultivado se introdujo en Europa en el Siglo XVI, los botanicos
reconocieron la estrecha relacion de esta especie con otras del género Solanum. De hecho,
durante el siglo XVII se le conocia como Solanum pomiferum (Zuriaga et al., 2009). El
estadounidense Donovan Correll (Correll, 1958) el australiano David Symon (Symon,
1981) y dos célebres taxobnomos de solaniceas, el estadounidense William D'Arcy (D'Arcy,
1991) y el argentino Armando Hunziker (Hunziker, 1979) coinciden con el genetista
estadounidense Charles Rick (Rick, 1979; Rick y Holle, 1990), especializado en el tomate y
sus especies silvestres relacionadas en reconocer a Lycopersicon como un género distinto
de Solanum.
De esta manera, la seccion Lycopersicon del género Solanum constituye un “clado”
monofilético que agrupa al tomate S. lycopersicum (especie cultivada), y a las especies
espontaneas muy relacionadas con é€l, las cuales se conocen como tomates silvestres. El
clado esté constituido por 17 especies herbaceas. Sin embargo, las relaciones filogenéticas
entre las especies no estan del todo aclaradas (Peralta et al., 2006, 2008; Spooner et al.,
2005).
La Tabla 1, provee la lista de todas las especies de tomates silvestres. Los tomates silvestres
se agrupaban hasta hace un tiempo en el género Lycopersicum. Actualmente, ya incluidas
en el género Solanum, continta el descubrimiento y clasificacion de nuevas especies de
tomates, como por ejemplo S. arcanum y S. huaylasense en el 2005 (Peralta et al., 2005,

Robertson y Labate, 2007).



Tabla 1. Lista de la nueva nomenclatura de las especies de tomate y sus parientes silvestres (con equivalentes en el anterior género Lycopersicom), color

de fruto, sistema de reproduccidn y distribucién. (Peralta et al., 2006; Spooner et al., 2003, 2005).

Nombre Nuevo

Equivalente Lycopersicon

Color del fruto

Sistema de reproduccién

Distribucion

Solanum
lycopersicoides Dunal

Solanum sitiens 1.M.
Johnst.

Solanum
juglandifolium
Dunal

Solanum ochrantum
Dunal

Solanum pennellii
Correll

Solanum habrochaites
S. Knapp y D.
Spooner

Solanum chilense
(Dunal) Reiche

Solanum huaylasense
Peraltay S. Knapp

Solanum peruvianum
L.

Lycopersicon
lycopersicoides (Dunal in
DC.) A. Child ex J.M.H.
Shaw

Lycopersicom sitiens (.M.
Jhonst) J.M.H. Shaw

Licopersicom ochranthum
(Dunal) J.M.H. Shaw

Licopersicom
Juglandifolium (Dunal)
J. M. H. Shaw
Licopersicom pennellii
(Correll) D’ Arci

Licopersicom hirsutum
Dunal

Lycopersicon chilense
Dunal

Parte de Lycopersicon
peruvianum (L.) Miller
Lycopersicon peruvianum
(L.) Miller
Lycopersicon peruvianum
(L.) Miller

Verde-amarillo

al madurar,

Negro cuando

estad maduro.
Verde-amarillo

al madurar,

Negro cuando

esta maduro.

Verde a amarillo-
verde.

Verde a Amarillo-
verde.

Verde.

Verde con
verde oscuro.

rayas

verde
con

Verde a
blanguecino
franjas parpura.

Tipicamente verde
con rayas verde
0scuro.

Por lo general verde
a verde- blanco, a
veces encendido de
purpura.

Autoincompatible
Aldgama

Autoincompatible
Albgama

Autoincompatible
Alégama

Autoincompatible
Alégama

Normalmente
Autoincompatible
autocompatibles
Normalmente
Autoincompatible

algunas

Autoincompatible Alégama

Tipicamente

Autoincompatible Alégama

Tipicamente
Autoincompatible Alégama

En sur de Perl a noroeste de Chile en laderas
de los Andes sobre tierras secas, laderas
rocosas, entre 2900-3600 m.

En las laderas andinas al noroeste de Chile
entre 2350-3500 m en laderas pedregosas y
quebradas secas.

Cordillera central y occidental de Colombia
hasta el sur de Pert 1900-4100 m

Planta de zonas abiertas y bordes de camino,
claros del bosque, nororiente de Colombia al
sur de Ecuador, 1200-3100 m

Norte de Per( a norte de Chile, en tierras
aridas, rocosas y zonas arenosas desde 0-3000
m

En variedad de tipos de bosque, desde pre-
montano hasta secos en las laderas
occidentales de los Andes, centro de Ecuador a
centro de Per(, 500-2500 m.

En la vertiente oeste de los Andes desde el
departamento de Tacna en el sur de Per( hasta
el Norte de Chile, en zonas muy aridas,
planicies rocosas y desiertos costeros desde el
nivel del mar hasta los 2000 m.

En las laderas rocosas del Callejon de Huaylas,
a lo largo del rio Santa en el departamento de
Ancash, Per( y en la cuenca del Rio Fortaleza
en riberas adyacentes, desde 1700-3000 m.

En las formaciones de lomas y en ocasiones en
los desiertos de la costa central de Perl al
Norte de Chile, desde el nivel del mar hasta los
600 m. En ocasiones se produce una semana en
los valles de los rios costeros.



Tabla 1. Continuacién

Solanum
corneliomuelleri
J.F. Macbr. (1 raza

geografica: Misti nr.

Arequipa)

Solanum arcanum Pera

(4 razas geograficas:
'humifusum’, lomas,
Marafion,
Yamaluc)

Solanum chmeilewskii
(C.M. Rick, Kesicki,

Fobes y M. Holle)

D.M. Spooner, G.J.
Anderson 'y R.K
Jansen
Solanum neorickii
D.M. Spooner,G.J.
Anderson 'y R.K
Jansen
Solanum

pimpinellifolium L.

Solanum
lycopersicum L.

Solanum cheesmaniae

(L. Riley) Fosberg
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Zona Costera y en valles interandinos, Norte
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Se conocen formas cultivadas; en todo el
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Endémica de las Islas Galapagos, en Ecuador,
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Endémica de las Islas Galapagos, islas
occidentales y meridionales, mayoria en la
costa de lava dentro de 1 m de marea alta
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interior, las laderas del volcan en Isabela y
Fernandina.
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Los miembros de la seccion Lycopersicon son plantas herbaceas, a pesar de que pueden
presentar crecimiento secundario. En sus habitats naturales se comportan como anuales
debido a que las heladas o la sequia les causan la muerte tras completar su primera estacion
de crecimiento. En todas las especies el tallo es al inicio erecto, pero luego, debido al peso
de sus ramas, las plantas se postran y hasta enraizan en los nudos que tocan el suelo. S.
lycopersicum, S. habrochaites, S. chilense y algunas accesiones de S. peruvianum son
robustas y pueden mantener el habito de crecimiento erecto durante mas tiempo hasta que
alcanzan los 80-100 cm de altura (Sifres et al.,, 2011). Todas las especies producen
ramificaciones muy largas, las que en algunos casos, como en S. pimpinellifolium y S.
lycopersicum pueden crecer hasta los 4 m de longitud. La pubescencia, una variable que
caracteriza a todas estas especies, es abundante en S. habrochaites y S. pennellii. Otras
variables, tales como la forma y el tamafio de las hojas, de la flor y el color del fruto, son
muy diferentes entre las distintas especies de tomates silvestres (Peralta y Spooner, 2000).
Las hojas son imparipinadas, con dos a seis foliolos opuestos o sub-opuestos, sésiles o
peciolados. Existe una gran variacion inter e intraespecifica para el tipo de hoja: las hay
pinnadas o bipinnadas, con foliolos primarios, secundarios o terciaros. La inflorescencia
tipica en estas especies es una cima con diferentes tipos de ramificaciones (Robertson y
Labate, 2007). Las flores son amarillas y, como en las restantes solanaceas, con los sépalos
soldados entre si en su base y los pétalos unidos en toda su longitud. Asimismo, el tamafio
y la forma de las flores varia entre las diferentes especies, desde grandes flores con forma
de estrella hasta flores rotadas con estigmas muy excertos (Peralta et al., 2008).

El ancestro mas probable del tomate cultivado es el tomate cereza o cherry silvestre
(identificado como S. lycopersicum var. cerasiforme). El cual pertenece a la variedad

botanica cerasiforme, llamado pajarito, de alifio, vagabundo o tipo cereza, considerado
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como el precursor del tomate de mesa cultivado, corresponde a una "maleza" con frutos
pequeiios, de 1,5 a 3,0 cm de diametro, originaria de la costa occidental y areas montafiosas
de Pert (Peralta y Spooner, 2007). De su zona de origen migrd a Mesoamérica y a México
donde se presume fue domesticado por las poblaciones indigenas, dando origen a
variedades de agricultor tipo cereza, mediante un proceso de domesticacién y seleccion,
realizado al comienzo por las comunidades aborigenes y con posterioridad por las
comunidades locales (Robertson y Labate, 2007).

Los cerasiformes acompafaron al tomate como "maleza" a diversas partes del mundo. Este
se encuentra mas distribuido que las restantes especies de tomates silvestres, ya que habita
en México, Colombia, Bolivia y otros paises sudamericanos (Peralta y Spooner, 2007). El
mismo crece silvestre en varias regiones tropicales o subtropicales de todo el mundo, o fue
introducido. Los cambios evolutivos mas importantes durante el proceso de domesticacion
han sido su reduccion de la base genética y un incremento del tamafio del fruto (Warnock,
1991).

Los tomates silvestres se encuentran en una gran cantidad de habitats, desde el nivel del
mar hasta alturas de mas de 3000 msnm, desde las aridas costas del Pacifico hasta las
tierras altas himedas de Los Andes. Se distribuyen solo por América, vegetando en los
Andes sudamericanos desde el centro de Ecuador a través de Pert y hasta el norte de Chile
y en las Islas Galapagos, donde crecen las especies endémicas S. cheesmaniae y S.
galapagaense (Peralta y Spooner, 2000). Numerosos valles, formados por rios que llevan
sus aguas al Pacifico, caracterizan las laderas occidentales de Los Andes. Las poblaciones
de tomates silvestres crecen a diferentes altitudes en esos valles estrechos, se encuentran
aisladas entre si por la geografia y estdn adaptadas a condiciones de suelo y microclimas
muy particulares. Esta diversidad de hébitats contribuye a la gran variabilidad que se puede

encontrar entre los tomates silvestres (Peralta y Spooner, 2007).
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2.1.2 Diversidad genética y evolucion del modo de reproduccion

Las especies silvestres son variables por su genética, y representan fuentes para numerosos
caracteres que han sido de utilidad en la mejora del tomate durante los ultimos 70 afios
(Blanca et al., 2012). Por ejemplo, la mayoria de los genes de resistencia de los cultivares
comerciales proceden de especies silvestres relacionadas. Asimismo, se han identificado
caracteres de interés para la mejora de la calidad del fruto o tolerancia/resistencia tanto a
estrés biotico como abiotico (Labate y Robertson, 2012; Menda et al., 2013). Un aspecto
muy importante es el color del fruto y, en relacién con él, se han encontrado niveles
importantes de variabilidad en S. lycopersicum y en S. pimpinellifolium para el contenido
de licopeno, B caroteno (Roselld y Nuez, 2002) y vitamina C (Juarez et al., 2009). Sin
embargo, el tomate cultivado posee una diversidad genética muy pequefia (Williams y St.
Clair, 1993). Se calcula que los genomas de los cultivares de tomate contienen solo 5% de
la variacion genética de sus parientes silvestres (Miller y Tanksley, 1990).

Segtin Jaramillo et al. (2007) el tomate es rico en licopeno, pigmento que le proporciona su
caracteristico color rojo, y que también se encuentra en la sandia (Citrullus lanatus
Thunb.), la zanahoria (Daucus carota L.), el albaricoque (Prunus armeniaca L.) y el
pomelo (Citrus sp. L.); la diferencia es que el tomate tiene mayor proporcion de este
pigmento y proporciona el 90% del necesario para el organismo humano. El licopeno es el
mas potente de los antioxidantes, se ha demostrado que esta sustancia puede prevenir e
incluso combatir el cancer porque protege las células de los efectos de la oxidacion (Ibitoye
etal., 2009).

Las especies silvestres de tomate se diferencian entre si por su modo de reproduccion. Hay

especies autoincompatibles, es decir, que pese a ser hermafroditas no producen semillas
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cuando son polinizadas con su propio polen y, por lo tanto, son alégamas (Miller y
Tanksley, 1990). Por otro lado, hay especies que se autopolinizan y autofecundan, se dice
que son autocompatibles y, por ende, autégamas. Entre ambos extremos, finalmente, hay
especies que presentan poblaciones autoincompatibles y autocompatibles, y otras que son
autoincompatibles, pero pueden dar una proporciéon de semillas por autofecundacion
(alogamas facultativas) (Chen y Tanksley, 2004).

El grado en que los estigmas se elongan por arriba de los estambres (variable que se
denomina "excercion de los estigmas") es un determinante central en la posibilidad de
polinizaciéon cruzada y, por ende, de la alogamia en estas especies. Las especies
relacionadas con el tomate que son autoincompatibles obligadas o facultativas presentan
flores con los estigmas muy excertos. En contraste, otras especies tales como el tomate
cultivado, presentan los estigmas insertos lo que promueve la autopolinizacion (Mahuad et
al., 2013). Se ha observado que una region del genoma del tomate, un QTL (locus de un
caracter cuantitativo), denominado se2.1 es responsable de una gran proporcion de la
variabilidad fenotipica observada para este cardcter. Las mutaciones en este locus estan
involucradas en la evolucién desde la alogamia hacia la autogamia en estas especies. La
localizaciéon de este QTL en el genoma del tomate ha permitido concluir que se2.1 es un
locus complejo que comprende por lo menos cinco genes muy ligados, uno que controla la
longitud del estilo, tres que controlan el tamafio de los estambres y el ultimo que gobierna
la dehiscencia de las anteras. Este grupo de genes representaria los vestigios de un
complejo ancestral de genes coadaptados que controlan el tipo de apareamiento en estas
especies de Solanum (Chen y Tanksley, 2004; Ramirez-Villegas et al., 2012).

Durante su evolucion, los parientes silvestres del cultivo desarrollaron caracteristicas que

les han permitido sobrevivir en condiciones extremas. Por ejemplo, en las costas de las Islas
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Galapagos existe un pariente silvestre que ha proporcionado genes al tomate cultivado para
conferir tolerancia a la salinidad, por lo que las plantas pueden ser regadas con un tercio de
agua de mar (Hoyt et al., 1992; Ramirez-Villegas et al., 2012). Ademas, la principal fuente
de resistencia se encuentra en las plantas silvestres y han sido las mas explotadas en el
fitomejoramiento de los cultivos (Hoyt et al., 1992; Ramanatha Rao y Hodgkin, 2002).

Es importante tener en cuenta que la heterogeneidad ambiental promueve la plasticidad
fenotipica de las especies y esta ultima tiene relacion directa con la estructura genética de
las poblaciones (Keyghobadi et al., 1999; Auld et al., 2010) por lo que, en la medida que
las frecuencias genéticas cambian, se manifiestan en el fenotipo en respuesta a las
condiciones ambientales y tal variacion se refleja en diferencias intra o interpoblacionales
(Fordyce, 2006). Entonces, la diferenciacion entre nichos ecoldgicos induce los procesos de
especiacion simpatrica y también a la extincion de las especies o variantes poblacionales
que no logran adaptarse (Van Doorn et al., 1998).

Respecto a la influencia del ambiente sobre la variacion morfoldgica de variedades
silvestres del tomate, Zuriaga et al. (2009) determinaron una alta correlacion entre las
variables climaticas y la divergencia genética de las poblaciones de S. pimpinellifolium
originarias de Peru y Ecuador. Sifres et al. (2011) reportan la diferenciacion geografica de
S. habrochaites en su area de distribucion, la cual comprende las regiones montafiosas de
Ecuador y Pert. Recientemente, Nakazato et al. (2011) demuestran en su estudio que los
patrones de la evolucion natural del tomate silvestre, incluyendo su historia demogréfica,
patrones de dispersion, divergencia interespecifica e hibridacion, se encuentran muy

relacionado con las caracteriscas geograficas y ecologicas del lugar de origen.
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2.1.3 Importancia de las especies silvestres del cultivo del tomate
Se puede definir a un pariente silvestre de una especie cultivada como una planta silvestre
mas o menos relacionada con un cultivo al que le puede aportar material genético pero que,
a diferencia de la especie cultivada, no se ha domesticado (Heywood et al., 2007). Como
evidencia de la importancia de estos recursos para el mejoramiento de los cultivos realizado
en las ultimas décadas, Maxted y Kell (2009) senalan 91 articulos que indican la
identificacion y transferencia de caracteres utiles provenientes de 185 taxones de parientes
silvestre a 29 especies cultivadas.
Aspectos agrondémicos de importancia también son considerados, para resistencia a plagas
(Eigenbrode et al., 1993; Cortez-Madrigal, 2010), para la calidad nutritiva del fruto (Raffo
et al., 2006; Rosales et al., 2006), vida util del fruto (Pratta et al., 2003), estrés salino
(Shalata y Tal, 1998), sequia (Menda et al., 2013) y aquellas causadas por virus del género
begomovirus (Morales et al., 2009; Vaca-Vaca et al., 2012).
Un aspecto a tener en cuenta si se utilizan plantas silvestres, ademas de evaluar la
resistencia a las plagas o la presencia de otra caracteristica deseable, es conocer el efecto
del patréon sobre la calidad de la fruta. Por ejemplo, se ha documentado que algunos
patrones pueden influir en la calidad nutricional de las frutas (Martinez-Ballesta et al.,
2008) e incluso obtener la translocacion de compuestos toxicos, como ocurrié con los
primeros injertos de tomate silvestre Solanum con D. stramonium (Kubota et al., 2008). Se
ha documentado que el efecto del patrén hacia el injerto puede incluso llegar al nivel
genético (Zhang et al., 2008).
Tal es la importancia de las especies silvestres de tomate que no existen variedades

modernas sin que los parientes silvestres con caracteristicas como la resistencia a
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condiciones de frio extremo y la resistencia a las plagas y enfermedades no se hayan
transferido de los parientes silvestres a las cultivadas (Hoyt et al., 1992). Ademas, el
conocimiento de la variaciéon genética permitirda vislumbrar la respuesta evolutiva del
tomate ante el inminente cambio climatico (Mercer y Perales, 2010).

A través del tiempo, el mejoramiento genético del tomate ha debido suplementar la
variabilidad genética del cultivo con varios genes provenientes de los tomates silvestres,
con los que se encuentra muy relacionada. Las especies exoéticas se han cruzado con el
tomate cultivado como fuentes de genes de resistencia a enfermedades (Kasrawi y
Mansour, 1994; Laugé et al., 1998; Astua-Monge et al., 2000; Midatharahally et al., 2003;
Lindhout, 2005), a nematodos (Ammiraju et al., 2003), e insectos (Liedl, 1995), a
condiciones ambientales adversas (Shalata y Tal, 1998), asi como, fuente de variabilidad
para caracteres relacionados con la calidad y la maduracion del fruto (Weller et al., 1988;
De Vicente y Tanksley, 1993; Bernacchi et al., 1998; Lippman y Tanksley, 2001; Esquinas-
Alcazar, 2005; Osborn et al., 2007).

En el caso especifico de la especie silvestre S. pimpinellifolium, ésta se ha utilizado como
fuente de genes para el mejoramiento de importantes rasgos del tomate comercial (Juvik et
al., 1982; Rick y Chetelat 1995; Mieslerova et al., 2000; Zuriaga et al., 2009; Pratta et al.,
2011; Duan et al., 2012, Merk et al., 2012; Mahuad et al., 2013) debido a sus facilidades de
hibridacion con la especie S. lycopersicum (Rick, 1979). En este sentido: ambas especies
son auto-compatibles y con frutos rojos, pero difieren en el tamafo del fruto y la forma de
su hoja (Rick y Holle, 1990; Peralta y Spooner, 2000; van der Knaap et al., 2014).

Los avances logrados en el conocimiento de la diversidad genética del tomate son
considerables, sin embargo, es conocido también que la plasticidad fenotipica se manifiesta

en respuesta a las condiciones ambientales. Respecto a la diversidad genética silvestre del
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tomate en el canton Bolivar de la Provincia de Manabi, no se tiene conocimiento de que
datos similares se hayan publicado, esto contribuird a conocer todo su potencial y la
posibilidad de aprovecharlo en los programas de mejoramiento genético para el desarrollo
de nuevos cultivares.

2.2 Conservacion ex situ de semillas de las especies silvestres de tomate
El conocimiento y la conservacion de los cultivos silvestres es de suma importancia en la
produccion mundial de alimentos (Eigenbrode et al., 1993). Desafortunadamente, las
practicas agricolas de los ultimos afios, como el uso de herbicidas y otros productos
quimicos han llevado a una pérdida gradual de la diversidad biologica y las poblaciones de
parientes silvestres de los cultivos se han agotado (Hoyt et al., 1992; Alvarez-Hernandez,
2009; Parra-Quijano et al., 2011).
La evolucién en nuestro conocimiento sobre la conservacion y sus interrelaciones con el
objetivo de alcanzar un desarrollo sostenible es importante en los tltimos afios. Esto se ha
manifestado en gran medida con el surgimiento de una disciplina conocida como biologia
de la conservacion, respuesta de la comunidad cientifica a la ola de cambio global que
amenaza una gran fraccion de la diversidad bioldgica mundial. El desarrollo del concepto
de la biologia de la conservacion estd muy relacionado con el de biodiversidad (Heywood e
Iriondo, 2003).
En este sentido, también es necesario hacer referencia al alcance de una nueva ciencia
conocida como ‘Fisiologia de la Conservacion’ la que ha sido revisada con esmero por los
autores Cooke et al. (2013). Los mismos plantean que el término se usé por primera vez por
Wikelski y Cooke (2006). Es decir, la ‘Fisiologia de la Conservacion™ es mas que la suma
de sus palabras integradoras aunque las palabras que lo componen son fuertes. Segun

Cooke et al. (2013) esta ciencia comprende la aplicacion de la teoria fisiologica con sus
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métodos y herramientas para elucidar y dirigir los problemas de la conservacion hacia el
objetivo de proveer un conocimiento mecanico, y de cémo la influencia de los factores
ambientales y procesos de amenazas impactan en la respuesta fisiologicas y por lo tanto en
las funciones ecoldgicas, existencia de la poblacion y la supervivencia de las especies. En el
caso especifico de las plantas y que se corresponde con el alcance de esta investigacion la
“Fisiologia de la Conservacion” se relaciona con el conocimiento de las condiciones
Optimas para la preservacion ex Situ de especies en peligro y con los protocolos de los
bancos de semillas para su almacenamiento y regeneracion.

Por otra parte, como se conoce la biodiversidad mundial disminuye a una velocidad sin
precedentes. Durante el periodo 1996-2004, un total de 8321 especies vegetales se
incorporaron a la lista roja de especies amenazadas de la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN). Ademas, ha aumentado en mas del 60% el nimero
de plantas consideradas en peligro critico (Sarasan et al., 2006). Estos datos resultan sin
duda alarmantes y requieren medidas inmediatas de conservacion para salvaguardar muchas
de estas especies. Aunque la conservacion de especies se aborda de un modo mucho mas
eficaz a través del manejo de las poblaciones silvestres y sus habitats naturales
(conservacion in situ), las técnicas ex Situ constituyen herramientas esenciales de
conservacion, cuya relevancia ha ganado reconocimiento internacional con su inclusion en
el articulo 9 del Convenio sobre Diversidad Biologica y en el objetivo 8 de la Estrategia
Global para la Conservacion Vegetal.

El término germoplasma esta formado por la raiz germen (“inicio” u “origen”) y plasma
(“formacion”), definido como todo material genético capaz de regenerar otra materia viva
igual o similar a la original (Bacchetta et al., 2008). El término germoplasma hace

referencia a cualquier forma de vida, y puede referirse, en virtud de diferentes rangos
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taxonomicos, a un género (ejemplo: germoplasma de Olea), a una especie (ejemplo
germoplasma de Olea europaea L.) o a alguna categoria taxondomica de rango inferior,
como subespecie o variedad (ejemplo: O. europaea L. var. sylvestris). La expresion
recursos genéticos sustituye a menudo el concepto de germoplasma y se refiere segun el
contexto a un conjunto de especies o géneros (por ejemplo: recursos genéticos vegetales,
recursos genéticos microbianos) que ofrecen una utilidad econémica, ambiental o de otro
tipo.

Desde el momento en que las sociedades humanas desarrollaron la agricultura, la
conservacion de semillas se convirtié en una actividad necesaria para mantener los ciclos
de recoleccion y siembra. La idea de preservar semillas de diferentes especies de todo el
mundo en infraestructuras capaces de garantizar su viabilidad a largo plazo surgio en los
afios 20 y 30 del Siglo XX y se destaco la propuesta del cientifico ruso Nicolai Ivanovitch
Vavilov. Para lograr este objetivo, en casi 30 afios se crearon y ordenaron enormes
colecciones biologicas, conservado de este modo el germoplasma vegetal ex situ de forma
sistemadtica, y se definieron algunos de los procedimientos basicos para la preservacion de
semillas (Koo et al., 2004).

Los centros encargados de la conservacion de la biodiversidad contenida en el
germoplasma son denominados como bancos de germoplasma o bien bancos de semillas.
En la literatura anglosajona se utiliza el término seedbanks (bancos de semillas) o también
en sentido amplio genebanks (bancos de genes), que pueden incluir colecciones vivas,
cultivos in vitro o bancos de ADN. Las muestras de material recolectado que se introducen
en los bancos de germoplasma para su conservacion reciben el nombre de accesiones
(también, aunque menos generalizado, muestras o entradas). Cada accesion representa la

entrada en el banco de un lote de germoplasma relativo a una Unica recoleccion, para una
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unidad taxondmica determinada y una poblacion bioldgica definida, identificada asi de
modo inequivoco (Bacchetta et al., 2008).

Es importante subrayar que hasta hace pocos afios los bancos de germoplasma centraban su
interés casi en la conservacion de las variedades agrondémicas. De hecho, el 90% de todas
las accesiones presentes en la actualidad en bancos de semillas estd representado por
especies de interés alimentario, muchas de ellas variedades de alimentos basicos como
trigo, maiz, arroz, alubias y sorgo, que a una escala mundial se cultivan de forma intensiva
y que en conjunto tienen gran importancia econdmica (Esquinas-Alcazar, 2005). La actual
profusion de bancos de semillas con vocacion de preservar plantas silvestres raras o en
riesgo de extincidon es consecuencia de los acuerdos y obligaciones adoptados tras la
Cumbre de la Tierra, celebrada en Rio de Janeiro en 1992 para evitar la pérdida de
diversidad bioldgica y qued6 materializado en el Convenio de Diversidad Bioldgica.

2.2.1 Colecta

Por lo general, las prioridades para colectar germoplasma se determinan segun la especie
y/o la regidon geografica, y las principales razones para colectar son las siguientes (Gold et
al., 2004): 1) Rescatar la especie objetivo porque esta en peligro de erosion genética o de
extincion (colecta de rescate). 2) Necesidad de usarla en el fitomejoramiento, el cultivo, el
manejo de tierras (colecta para uso inmediato). 3) Llenar vacios en colecciones ex Situ,
como cuando faltan taxones o genotipos, o si se ha recolectado poco germoplasma de la
especie objetivo en ciertas zonas (colecta para uso futuro). 4) Conocer mejor la especie
objetivo (colecta para investigacion). 5) Porque se presenta la oportunidad de colectar
germoplasma con caracteristicas muy particulares o se encontré en circunstancias

inusuales (colecta de oportunidad).
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En este sentido, para priorizar las especies con fines de conservacion de semillas se pueden
usar criterios bioldgicos, ecologicos, o por el grado de amenaza por factores antropicos de
una poblacién o flora de un area determinada, interés cientifico y accesibilidad (Engels et
al., 1995). Precisamente las especies silvestres relacionadas con los cultivos requieren una
urgente coleccion ex Situ para una disponibilidad a largo plazo (Parra-Quijano et al., 2011;
Ramirez-Villegas et al., 2012). Por ejemplo, en toda América del Sur las poblaciones de
tomate silvestre se han reducido debido a la cria de cabras en las tierras altas y a la pérdida
de habitat (Bioversity, 2006; Ramirez-Villegas et al., 2012).

En el caso de la especie silvestre S. pimpinellifolium es indispensable una estrategia de
colecta para la preservacion de la diversidad a largo plazo. La ubicacion geografica de esta
especie estd restringida a las 4reas costeras de Perti y Ecuador, y las accesiones
ecuatorianas son las menos representadas en la base de datos a nivel internacional (Pratta et
al., 2011). Aunque, en la tltima década se han realizado algunas expediciones de colecta
por el Instituto de Conservaciéon y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV,
Espana), de conjunto con la Universidad Nacional de Loja (Ecuador), la Universidad
Nacional de Piura (Perti), la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (Peru), y el Parque
Nacional de Galapagos (Ecuador) (Zuriaga et al., 2009). Sin embargo, estas han sido
insuficientes porque sus poblaciones estan reducidas o presentan riesgos de extincion
debido a la pérdida de hébitat por factores climaticos y no se ha cubierto todo el rango de su
distribucion (Bioversity, 2006; Bauchet y Causse, 2012). Una amenaza adicional a tener en
cuenta es el cambio global (Hunter y Heywood, 2012).

2.2.2 Caracterizacion
Para una correcta caracterizacion se deben definir descriptores (rasgos de la variedad) que

sean utiles y faciles de determinar. En general se diferencian dos tipos de descriptores, los
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cualitativos y los cuantitativos. Los cuantitativos son aquellos que se pueden medir: por
ejemplo el diametro o la masa de los frutos y la altura que alcanza la planta en su madurez.
Los cualitativos son aquellos que responden a factores, que no podemos medir
directamente, pero si los podemos apreciar: es el caso del color o del sabor de los frutos,
por ejemplo (Rosell6 y Soriano, 2009).

La utilizacion de las diferencias fenotipicas como marcadores en el andlisis genético
aplicado a la mejora vegetal se remonta a las primeras décadas de la Genética como ciencia.
Los marcadores morfoldgicos controlados por un soélo locus pueden usarse como
marcadores genéticos si su expresion es temprana, reproducible en cualquier ambiente y
estan muy ligados con un caracter de interés economico (Vazquez et al., 2000).

En estudios de diversidad, la eleccion de los caracteres juega un papel importante, puesto
que algunos pueden ser mas variables entre individuos y, por tanto, mas discriminantes. Por
ello, punto de partida es la utilizacion de los descriptores editados por el International Plant
Genetic Resources Institute (IPGRI). Entre otros, podemos encontrar los descriptores de
tomate (IPGRI, 1996) los que permiten una discriminacion facil y rdpida entre fenotipos,
por lo general son caracteres muy heredables, que pueden detectarse a simple vista y se
expresan en todos los ambientes.

Sin embargo, los marcadores de ADN representan un avance cuantitativo ya que pueden
acceder a un rango de variabilidad mucho mayor, que abarca tanto las regiones codificantes
como las que no lo son. La mejora cualitativa y cuantitativa aportada por los marcadores de
ADN ha sido crucial para que se hayan convertido en una herramienta muy potente para el
analisis genético y sus aplicaciones (Garcia-Mas et al., 2000).

Posteriormente, la disponibilidad de informacion de secuencias permitié desarrollar otros

tipos de marcadores mas especificos, los mas empleados han sido los microsatélites o SSRs
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(“Simple Sequence Repeats”). El nivel de polimorfismo de estos marcadores es el mas alto
cuando se compara con el resto de marcadores y su principal inconveniente reside en la
dificultad para obtenerlos puesto que es necesario conocer las secuencias flanqueantes para
poder disefiar los cebadores para su amplificacion (Kalia et al., 2011). Estos marcadores
han sido muy utilizados en estudios de diversidad en gran cantidad de especies cultivadas,
incluido el tomate.

La diversidad genética del germoplasma de tomate (Solanum L. seccién Lycopersicon
subseccion Lycopersicon) conservado ex Situ en las colecciones cubanas mediante el
analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), evidenci6é un
bajo porcentaje de polimorfismo, lo que indica una alta homologia entre la seccion
Lycopersicon del género Solanum, ademas de cuatro grupos de diversidad, el primer grupo
se conformd con las accesiones de S. lycopersicum y S. pimpinellifoliun, debido a su alto
grado de homologia y los otros por las accesiones de S. peruvianum, S. pennellii y S.
habrochaites, las mas distantes del tomate cultivado (Florido et al., 2007).

En un estudio realizado por Pacheco (2011), para determinar la distribucion geografica de
la variabilidad morfoldgica intraespecifica de Lycopersicon esculentum Mill. (Solanaceae)
en el estado de Oaxaca, demostro la diferenciacion de 10 grupos morfoldgicos y seis grupos
ecologicos diferentes. Asi, la variabilidad morfologica evaluada en tomate presentd una
relacion directa con la variacion ecoldgica de los sitios de origen de la colecta. Similar
variabilidad morfoldégica fue establecida con anterioridad por Lobo y Medina (2001) al
sefialar el potencial para introgresar genes a materiales de frutos grandes. Por otra parte,
Ashrafuzzaman et al. (2010) confirmaron diferencias morfologicas basadas en descriptores

e indicaron el potencial genético de sus colecciones evaluadas.
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Terzopoulos y Bebeli (2008) en una caracterizacion molecular para evaluar la diversidad
genética en cultivares de tomate de diferente procedencia, determinaron la existencia de dos
grupos de similitudes, los tomates criollos y los cultivares comerciales en el primero,
debido a que tienen un gran nimero de genes introgresados de especies silvestres de S.
lycopersicum y el otro grupo conformado por los hibridos de cherry y las accesiones de S.
pimpinellifolium.
Las caracterizaciones de tipo morfolégico y molecular realizadas a colecciones establecidas
de tomate silvestre confirman la variabilidad genética de la especie, motivada en parte a su
adaptacion a las diferentes condiciones ambientales y establecen también la posibilidad de
usar esa variabilidad para el mejoramiento genético de la especie. Ademas, el conocimiento
de la variacion genética permitira vislumbrar la respuesta evolutiva del tomate ante el
inminente cambio climatico (Mercer y Perales, 2010).

2.2.3 Almacenamiento
La conservacion de los recursos fitogenéticos se categoriza en dos grandes grupos, in Situ y
ex situ (en campo, in vitro a mediano plazo y la crioconservacion). La conservacion in situ
consiste en la conservacion de las especies en su medio natural, lo cual reviste una gran
importancia pues permite la progresion de procesos de evolucion (Benson, 2008). De
acuerdo con Frankel et al. (1995) la conservacion in situ es el método que preserva la
informacion bioldgica sobre la diversidad genética en su contexto. Hunter y Heywood
(2012) definen como ex situ a la conservacion de muestras representativas de las especies o
cultivos que se mantienen viables a través del tiempo, fuera de sus hébitats naturales o
lugares de cultivo, en ambientes controlados y con el apoyo de tecnologias adecuadas.
La conservacion en campo se realiza en especies estériles, semillas que no pueden ser

conservadas durante largos periodos de tiempo, en especies de reproduccion vegetativa para
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el mantenimiento de clones y en aquellas que tardan en producir semilla. Necesita grandes
extensiones de superficie, coste de mantenimiento elevado y riesgo de pérdidas por ataque
de plagas y enfermedades, anomalias climaticas u otros accidentes naturales (Gallardo,
2012).

Diferentes métodos de conservacion in vitro se han desarrollado y empleado para el
almacenamiento a corto o mediano plazo (Engelmann, 1991) y su objetivo es reducir el
crecimiento e incrementar los intervalos entre los subcultivos. Esta técnica permite altas
tasas de multiplicacion, plantas sanas, reduce los requerimientos de espacio y costo.
Adicionalmente, en cada subcultivo existe el riesgo potencial de pérdida por
contaminacion, mas importante ain, pérdida de la integridad genética del material debido a
variacion somaclonal (Scowcroft, 1984).

Entre los métodos de conservacion ex situ, el almacenamiento de semillas se ha mostrado
como el mas eficaz (Plucknett et al., 1987). Las semillas son en general pequefias, poseen
constituciones genéticas diferentes y de forma natural son capaces de mantenerse viables
durante largos periodos de tiempo. Ademads, si se mantienen con un bajo contenido en
humedad y a bajas temperaturas, entonces en teoria se incrementa el periodo de
conservacion a cientos o miles de afios (Roberts, 1973). Las semillas que se almacenan en
los bancos de germoplasma son un recurso vital e irreemplazable, una herencia que se debe
conservar para proveer opciones a la agricultura en el futuro (Berjak et al., 2011Db).

Por lo anterior se ha estudiado la posibilidad de utilizar la crioconservacion como
alternativa a los métodos tradicionales de almacenamiento de semillas. Estas se almacenan
a temperaturas inferiores a -130°C, con mayor frecuencia mediante su inmersion en NL (-

196°C) (Stanwood, 1985).

24



Tesis en Opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias Agricolas Revisién Bibliogrdfica

2.3 Conservacion de los recursos fitogenéticos con énfasis en la crioconservacion de
semillas ortodoxas

Las semillas de muchas especies se pueden secar y mantener en condiciones viables a
temperaturas bajo cero y con escasa humedad durante muchos afios. Es la forma mas
conveniente de conservacion a largo plazo de muchas especies vegetales que tienen
semillas llamadas ortodoxas (Roberts, 1973).
Las semillas ortodoxas se han definido como semillas cuyo periodo de viabilidad aumenta
de manera logaritmica al reducir su temperatura de almacenamiento y el contenido de
humedad. Contienen 5% o menos de humedad (valores con una humedad relativa en
equilibrio de 10-15% a 20°C) y se pueden almacenar a bajas temperaturas por largos
periodos de tiempo (Roberts, 1973).
Los resultados obtenidos en diferentes trabajos indican que la crioconservacion puede ser
utilizada en semillas ortodoxas de numerosas plantas cultivadas (Stanwood y Roos, 1979;
Stanwood, 1980; Stanwood y Bass, 1981), forestales (Ahuja, 1986; Jorgensen, 1990; Pita et
al., 1997, 1998), medicinales (Decruse et al., 1999), leguminosas (Cardoso et al., 2000), o
de flora silvestre (Iriondo et al., 1992; Touchel y Dixon, 1993, 1994; Gonzalez-Benito et
al., 1998). Ademas es un método eficiente en términos de costos para la conservacion a
largo plazo y que requiere muy poco mantenimiento (Dulloo et al., 2009). La
crioconservacion se muestra como una de las alternativas mas prometedoras para la
conservacion de semillas a largo plazo, sobre todo en los paises en vias de desarrollo, por
su simplicidad y eficiencia, asi como por sus bajos costos (Engelmann, 2004).
Entre otras semillas de cultivos importantes, las de tomate estan consideradas semillas

ortodoxas a la hora de proceder a su forma de conservacion. Ellas toleran la desecacion lo
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que hace que se puedan conservar a muy bajas temperaturas y tolerar la exposicion a NL
(Stanwood y Bass, 1981; Stanwood, 1985).

Las semillas ortodoxas no suelen requerir un enfriamiento gradual. Sin embargo, cuando el
contenido de humedad de las semillas es alto puede resultar necesario una desecacion
previa de las mismas, ya que el contenido de humedad de las semillas es uno de los factores
mas importantes para controlar la respuesta de la semilla a la exposicion a NL (Vertucci y
Roos, 1993). En este sentido se ha demostrado que las semillas de numerosas especies
silvestres tras la recoleccion presentan contenidos de humedad entre 4 y 12% con respecto a
la masa fresca y pueden ser almacenadas en NL, sin necesidad de desecacion previa ni de
un enfriamiento gradual (Iriondo et al., 1992; Iriondo, 2001). La descongelacion de las
semillas crioconservadas se lleva a cabo colocandolas a temperatura ambiente al sacarlas de
los tanques de crioconservacion. En estas circunstancias se evita la necesidad de llevar a
cabo controles de viabilidad, responsables de una disminucion significativa del nimero de
semillas almacenadas, y se soslayan los riesgos de cambio genético asociados a los
procesos de multiplicacion.

Otras ventajas de las técnicas de crioconservacion son la ausencia de controles de
temperatura y humedad durante el almacenamiento, la inexistencia de dafios por parasitos y
patdgenos y, en teoria, una viabilidad indefinida. Por ello, los bancos de crioconservacion
de semillas ortodoxas constituyen una alternativa interesante a los bancos de semillas
convencionales, sobre todo para muestras de las que no se dispone gran cantidad de semilla
y de las que no es factible realizar nuevas recolecciones (Stanwood, 1985; Iriondo, 2001).
En estudios realizados por Walters et al. (2004), en semillas de lechuga (Lactuca sativa L.),
se evidencid6 que la escala de tiempo para los cambios biologicos a temperaturas

criogénicas provee informacion en la eficiencia de los tratamientos de preservacion y
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mecanismos de actividad biologica a temperaturas ultra-bajas. Estos autores predicen
escalas de tiempo en el orden de cientos o miles de afios de conservacién bajo estas
temperaturas; en estas semillas el dafio por formacion de hielo es considerado improbable.
En base a la ecuacion de viabilidad, los estimados de longevidad de las semillas a -18°C
fueron cerca de 46-70 afios, lo que representa 74 afos menos que a las temperaturas
criogénicas. Esto permite que se pueda mantener en NL una sub-muestra de cualquier
accesion de las que se almacenan en condiciones clasicas en los bancos de germoplasma
(Pritchard et al., 2009; Engelmann, 2010).

En este sentido, el mecanismo que permite a los organismos tolerantes a la desecacion
como es el caso de las semillas ortodoxas y que son capaces de sobrevivir a casi una
completa eliminacion del agua celular por largos periodos de tiempo se denomina estado
vitreo segun Burke (1986). Este autor propuso que el citoplasma de las semillas desecadas
puede entrar en ese estado como un mecanismo de defensa. El estado vitreo se define como
metaestable amorfo que asemeja un material soélido pero quebradizo y retiene las
propiedades fisicas y de desorden del estado liquido (Benson, 2008). Es decir, el estado
vitreo se considera un liquido muy viscoso, y esta alta viscosidad ha mostrado que detiene
la difusion molecular y disminuye la probabilidad de una reaccion quimica (Walters, 2004).

2.4 Estudios del germoplasma posterior a la crioconservacion.

A nivel mundial existen varios centros donde se preservan en colecciones crioconservadas,
semillas de especies en riesgo de erosion genética de la region. La conservacion de material
vegetal y en particular las semillas con el empleo del NL, puede conducir a la realizacion
de investigaciones destinadas a estudios biofisicos, bioquimicos, morfo-agrondmicos y de
estabilidad genética y molecular a las temperaturas ultra-bajas en el contexto de la

“Criobiondmica” (para estudiar su efecto sobre el genoma y la estabilidad genética de las
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plantas) y la reintroduccion al ambiente de organismos provenientes de germoplasma
crioconservado (Harding, 2004).

Las técnicas de crioconservacion existen para mas de 100 especies vegetales; el empleo de
NL para la conservacion a largo plazo expone al tejido a estrés fisico, quimico y
fisiologico, lo que puede causar dafios por las temperaturas ultra bajas (Harding, 2004). El
estado fisiologico del germoplasma antes de ser conservado tiene implicaciones
importantes para la estabilidad y viabilidad a largo plazo (Benson, 2008). Ademas, los
parametros fisicos y bioquimicos del material vegetal tienen un efecto en su capacidad para
almacenarse por largo tiempo (Reed et al., 2001).

Aunque los efectos sobre el genoma son poco conocidos, se plantea que en plantas
regeneradas de material procedente del cultivo in vitro y crioconservadas, cualquier
acumulacion de ADN polimorfico estd inducido como resultado de un proceso completo de
cultivo-crioconservacion-regeneracion y no de la crioconservacion per se (Harding y

Benson, 2001).

El andlisis de la integridad genética de las plantas procedentes de materiales
crioconservados, para determinar si son estables después de la crioconservacion puede
realizarse a nivel fenotipico, histologico, citoldgico, bioquimico y molecular; y existen
diferentes técnicas de analisis. Por lo que, en los tltimos afios los cientificos que se dedican
al estudio de las diferentes técnicas de crioconservacion, sustentan sus resultados con el

empleo de las Omics (Benson, 2008).

Comprender como y por qué el germoplasma sobrevive o no en condiciones congeladas, se
emplea como provecho de la crioconservacion de plantas (Benson, 2008); por ejemplo, las

yemas dormantes y los tejidos aclimatados al frio, sufren cambios estacionales en su

28



Tesis en Opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias Agricolas Revisién Bibliogrdfica

metabolismo, esta es una estrategia que se explota en la crioconservacion (Sakai, 2004;

Towill y Ellis, 2008).

La simulacion de la aclimatizacion a temperaturas frias y templadas, en germoplasma de
plantas tropicales también le confiere tolerancia al NL (Chang y Reed, 2000; Sakai, 2004).
Entender los complejos mecanismos que permiten la supervivencia a las bajas temperaturas
en la naturaleza, puede asistir al reconocimiento del estado criogénico. Con este fin, los
avances en bioinformatica y tecnologias moleculares (Morrison et al., 2006; Rubin et al.,
2006; Keurentjes et al., 2008) juegan un importante papel en las investigaciones que
conducen al empleo de las Omics en la respuesta del estrés (Thomashow, 1998; Xin, 2001;
Sung et al., 2003; Kaplan et al., 2004; Gray y Heath, 2005; Hannah et al., 2005; Renaut et
al., 2005; Yang et al., 2005; Chinnusamy et al., 2006; Renaut et al., 2006; Van Buskirk y

Thomashow, 2006).

Se ha trabajado mucho en las diferentes técnicas de conservacion del germoplasma de
plantas, lo que incluye semillas de tomate. Sin embargo, no existen referencias sobre la
colecta y caracterizacion del germoplasma de S. pimpinellifolium en el canton Bolivar en la
provincia de Manabi en Ecuador. Tampoco se han realizado estudios post-crioconservacion
de las semillas de esta especie, temas que se abordan en la presente investigacion. Tales
estudios son importantes antes de establecer la crioconservacion de semillas de S.

pimpinellifolium como una técnica de rutina.
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3. MATERIALES Y METODOS

Generalidades de los experimentos y tratamiento estadistico de los datos
La investigacion se realizd a partir de enero del 2011 y consistid en: colecta de las
accesiones y caracterizacion ambiental in situ; caracterizacion ex situ de las accesiones en
condiciones de campo, realizada en el area experimental de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi y determinaciones analiticas en condiciones de laboratorio
realizadas en el laboratorio de suelo y en el laboratorio de bioquimica, de la antes

mencionada Institucion. El esquema general de la investigacion aparece en la Figura 1.

Ohjetivo 1. Colectar y caracterizar la diversidad del
tomate silvestre (S. pimpinelfifolium L.) en el cantén
Bolivar de la provincla de Manabl en Ecuador. 3

1

Objetivo 2. Determiner of efecto del nitegena liguido | ™=
en plantas de tomate silvestre (S. pimpinellifolivm ,.,
L.) mediante indicadores bioguimicos y boténicas.

3.1 Colecta y camcterizacién de la diversidad del tomate silveetre (S.
pimpinedlifolium L) en el cantdn Bollvar de Iz provincia de Manabl en Ecuador

3.1.1 Colectz y caracterizacién ambiental in situ.
3.1.2Caracterizacién ex sifu de las accesiones.

3.2 Influencia de la exposicién de semillas de S. pimginsllifcliurn &l nitrégenc
liquido ¥ su respuesta bioquimica y boténica.

3.21. Caracterizacién bicquimica de pléntulas producidas a partir de

semillas cricconservadas y ne crioconservadas en etapas tempranas de

|z germinacidn.

3.22 Caracberizacién en etapas tempranas de la gemminacion del
contenido de fenoles en plantulas producidas a partir de semilllas

l crioccnservedas durante diferentes tiempos en nitrégena liguido.

3.2.3. Caracterizacidn fenotipica en campo y molecuar de plantas

regeneradas a partir de semillas cricconservadas y no cricconservadas.

{ N
Cbjetiva 3. Determinar el efecto ce Ia
crioconservacion a largo plezo en la germinacién de

semilas de tomate silvestre (8. pimpineiifoiiumL.). ‘ 3.3 Determinacidn del efecto de la cricconservacion a largo plazo en la
\. v germinacion de semilias de tomate silvestre (Solanum pimpineliifeliumL.).

1

Chjetive 4. Comparar las accesiones méas
representatives de ftomate  silvestre (8.

pimpinellifalium L.) en cuanto al porcentaje de 3.4 Comparacion de las scceslones mas represemistivas en cuanta al
piniulas que logren la expansidn de las hojas - porcentzje de pkintulzs que lograron Iz expansién de las hojas catiledanales
cotledonales despues de exponer las semllias al después de exponer las semilias al nitrégeno liguido

\nih'dgeno liguido. y.

Figura 1. Esquema general de la investigacion realizada.
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En el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el SPSS (Version 11.5 para
Windows, SPSS Inc.). En el caso de la colecta in situ se aplico estadistica descriptiva
mediante el calculo de las frecuencias relativas de accesiones presentes en cada una de las
categorias de la variable analizada (acapites 3.1.1, 4.11). Para la caracterizacion ex Situ se
utilizé la prueba chi-cuadrado (x?) para probar si existia el mismo nimero de accesiones
(p=0,05); (acapites 3.1.2, 4.1.2). Se realizé ademas un analisis jerarquico de claster con las
variables cuantitativas, lo que generé un dendograma con los agrupamientos promedios
(entre grupos). Para los experimentos de los acapites 3.2, 3.3, 3.4, 4.2, 43 y 4.4, se
comprobd el ajuste a la distribucion normal de los datos de cada tratamiento (Kolmogorov-
Smirnov) y la homogeneidad de las varianzas (Levene). Se realizaron ANOVA para las
variables que mostraron distribucion normal y homogeneidad de las varianzas, para la
separacion de las medias se utilizaron las pruebas t-test y Tukey (p=<0.05). En los acépites
3.2.1 y 4.2.1, ademas de la prueba t-test, se emple6 la formula del coeficiente de variacion
(Desviacion tipica/Promedio)* 100, para determinar los efectos de la crioconservacion: a

mayor CV, mayor diferencia entre las dos medias comparadas.

3.1 Colecta y caracterizacion de la diversidad del tomate silvestre (Solanum
pimpinellifolium L.) en el canton Bolivar (provincia de Manabi, Ecuador)

3.1.1 Colectay caracterizacion ambiental in situ

El canton Bolivar estd ubicado en la parte centro noreste de la provincia de Manabi,
Ecuador, limita al este con el cantdon Pichincha, al sur con los cantones Portoviejo y Junin y
al norte con los cantones Tosagua y Chone. Su extension es cerca de 600 km?. La poblacion
estimada del canton es de 45 000 habitantes, su cabecera cantonal cuenta con alrededor de

25 000 habitantes (Figura 2).
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En cada lugar de colecta se cosecharon semillas de una planta sana y se aplicaron ocho
descriptores esenciales discriminantes de caracterizacion del sitio y medio ambiente
propuestos por el International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 1996) de
necesaria disponibilidad para cualquier accesion e importantes para la interpretacion de los
resultados (Pacheco, 2011), y fueron los siguientes:

e[| Drenaje del suelo: 3: Escasamente drenado, 5: Moderadamente drenado, 7: Bien
drenado. Adaptado de FAO (1990).

o[ | Textura del suelo, determinado por andlisis en correspondencia a cada fraccion fina
de suelo. Adaptado de FAO (1990).

o[ | Disponibilidad de agua: 1: Lluvioso, 2: Bajo riego, 3: Inundado, 4: Orilla del rio, 5:
Costa del mar, 6: Otro.

e[| pH, valor real a una profundidad de 16-30 cm a un lado de la accesion.

o[ Pedregosidad: Clase 0: Sin piedras o con muy pocas, Clase 1: Moderadamente
pedregoso, Clase 2: Pedregoso, Clase 3: Muy pedregoso, Clase 4: Excesivamente
pedregoso, Clase 5: Terreno ripioso.

o[ Salinidad: 1:160 mg-L"! de sales disueltas, 2: 160-240 mg-L!, 3: 241-480 mg-L",
4:>480 mg-L"'. (HM digital, mod. Com-100).

e[| Color del suelo: 1: Blanco, 2: Rojo, 3: Rojizo amarillento, 4: Rojo amarillento, 5:
Marrén, 6: Amarronado, 7: Marrén rojizo, 8: Marrén, 9: Amarillo, 10: Amarillo
rojizo, 11: Verde grisaceo, 12: Gris, 13: Grisaceo, 14: Negro azulado, 15: Negro.

o[ | Conductividad: Método conductimétrico (Water quality tester EC/TDS/TEMP. HM

digital, mod. Com-100).
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3.1.2 Caracterizacion ex situ de las accesiones
Esta actividad se realizd bajo condiciones de campo establecidas como topografia plana;
buen drenaje; pH 6,6; textura franco-arcillosa (FAO, 1990) y 15 m sobre el nivel del mar.
Se compararon 63 accesiones colectadas. Se establecieron tres repeticiones de 30 plantas
cada una. Dentro de cada repeticion, las accesiones se distribuyeron al azar en un marco de
siembra de hilera simple con un distanciamiento de 150 cm x 150 cm. Se aplicé riego
superficial por surcos en tres momentos diferentes, en el trasplante de las plantas desde el
semillero, a los 7 y 21 d, las posteriores exigencias hidricas del cultivo fueron satisfechas
por la pluviosidad imperante (410 mm). Se seleccionaron 41 descriptores de caracterizacion
para el tomate, especificamente, de la planta, inflorescencia y fruto, susceptibilidad a estrés
bidtico y abidtico, propuestos por el International Plant Genetic Resources Institute
(IPGRI, 1996), y fueron los siguientes:
o] Tipo de crecimiento de la planta: 1: Enana, 2: Determinado, 3: Semideterminado, 4:
Indeterminado.
o[ ] Longitud de la enredadera (cm), medida en 10 plantas seleccionadas al azar, desde
el suelo hasta la punta del tallo méas largo de la planta.
e[| Tamaiio de la planta: 3: Pequefia, 5: Intermedia, 7: Grande.
o | Densidad del follaje: 3: Escasa, 5: Intermedia, 7: Densa.
e[| Longitud del entrenudo del tallo: 3: Corto, 5: Intermedio, 7: Largo.
o[ | Densidad de la pubescencia del tallo: 3: Escasa, 5: Intermedia, 7: Densa.
o[ Posicion de la hoja: 3: Semierecta, 5: Horizontal, 7: Inclinada (colgante).
e[| Color de la corola: 1: Blanco, 2: Amarillo, 3: Anaranjado, 4: Otro.

o] Coloracion de las venas: 1: Venas oscuras, 2: Normales (claras).
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o[ Tipo de corola: 1: Cerrada, 2: Abierta.

e[| Grado de diseccion de la hoja: 3: Bajo, 5: Intermedio, 7: Alto.

e[ ] Tipo de hoja: 1: Enana, 2: Tipo de hoja de papa, 3: Estandar, 4: Peruvianum, 5:
Pimpinellifolium, 6: Hirsutum, 7: Otro.

e[| Longitud del pétalo (mm), promedio de 10 pétalos de diferentes flores de diferentes
plantas.

o] Color exterior del fruto no maduro: 1: Blanco verduzco, 3: Verde claro, 5: Verde, 7:
Verde oscuro, 9: Verde muy oscuro.

e[| Longitud del sépalo (mm), promedio de 10 sépalos de diferentes flores de diferentes
plantas.

o] Numero de frutos por inflorescencia, evaluado en el segundo racimo.

e[| Rayas verdes en el fruto (hombros): 0: Ausente (madurez uniforme), 1: Presente
(hombros o parte superior del fruto, alrededor del caliz es verde mientras que la
zona del pistilo es roja).

o] Uniformidad de madurez: 3: Escasa, 5: Intermedia, 7: Buena.

o[ ] Pubescencia del fruto: 3: Escasa, 5: Intermedia, 7: Densa.

o[ | Tamano del fruto: 3: Pequefio, 5: Mediano, 7: Grande.

o[ Masa del fruto (g), masa promedio de 10 frutos tomados al azar.

e[| Forma predominante del fruto: 1: Achatado, 2: Ligeramente achatado, 3:
Redondeado, 4: Redondo-alargado, 5: Cordiforme, 6: Cilindrico, 7: Piriforme, 8:
Elipsoide, 9: Otro.

e[| Longitud del fruto maduro (mm), medido desde el tallo hasta el apice del fruto.

o[ Homogeneidad del tamafio del fruto: 3: Poca, 5: Intermedia, 7: Mucha.
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e[| Ancho del fruto maduro (mm), medido en la parte transversal mas ancha del fruto.

o] Intensidad del color del fruto: 3: Poca, 5: Intermedia, 7: Mucha.

o Forma del hombro del fruto: 1: Aplanada, 3: Ligeramente hundida, 5:
Moderadamente hundida, 7: Muy hundida.

e[| Color del fruto maduro: 1: Verde, 2: Amarillo, 3: Naranja, 4: Rosado, 5: Rojo, 6:
Otro.

e[| Forma secundaria del fruto: 1: Achatado, 2: Ligeramente achatado, 3: Redondeado,
4: Redondo-alargado, 5: Cordiforme, 6: Cilindrico, 7: Piriforme, 8: Elipsoide, 9:
Otro.

o[ | Longitud del pedicelo (mm), medida desde la capa de la abscision hasta el céliz.
(promedio de 10 pedicelos de diferentes plantas).

e[| Grosor del pericarpio (mm), medido en la seccidon ecuatorial del fruto.

o[ | Intensidad del color del pericarpio: 3: Poca, 5: Intermedia, 7: Mucha.

e[| Tamano del corazon del fruto (mm), medido en la parte mas ancha del corazon de
10 frutos escogidos al azar, cortados transversalmente.

e[| Color de la carne del pericarpio: 1: Verde, 2: Amarillo, 3: Naranja, 4: Rosado, 5:
Rojo, 6: Otro.

o[ | Forma del corte transversal del fruto: 1: Redondo, 2: Angular, 3: Irregular.

e[| Numero de loculos del fruto, registro de 10 frutos.

e[| Solidos solubles, medido en unidades Brix (porcentaje de solidos), de cuatro
muestras de zumo compuesto de cinco frutos.

o] Acidez del fruto, medida a partir de dos muestras de zumo compuesto de cinco

frutos.
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o[ | Susceptibilidad al estrés por hongos (Phytophthora spp): 1: Muy baja o sin signos
visibles de susceptibilidad, 3: Baja, 5: Intermedia, 7: Alta, 9: Muy alta.

o] Susceptibilidad al estrés por sequia: 1: Muy baja o sin signos visibles de
susceptibilidad, 3: Baja, 5: Intermedia, 7: Alta, 9: Muy alta.

o[ | Susceptibilidad al estrés por insectos (Prodiplosis longifila): 1: Muy baja o sin
signos visibles de susceptibilidad, 3: Baja, 5: Intermedia, 7: Alta, 9: Muy alta. El
descriptor de tomate (IPGRI, 1996) orienta a evaluar especies de insectos entre las
cuales no aparece esta especie, el criterio para evaluarla fue que P. longifila es

considerada la principal plaga del tomate en Ecuador (Valarezo et al., 2003).

3.2 Influencia de la exposicion de semillas de S. pimpinellifolium L. al nitrégeno

liquido y su respuesta bioquimica, botanica y molecular
3.2.1 Caracterizacion bioquimica de plantulas producidas a partir de semillas
crioconservadas y no crioconservadas en etapas tempranas de la

germinacion

Con el objetivo de realizar una caracterizacién bioquimica de las plantulas de tomate
silvestre (S. pimpinellifolium) se selecciond la accesion 56 a partir del agrupamiento
promedio entre grupos y ademds se correspondia con las caracteristicas propias de la
especie en estudio. Se colectd a los 0° 55 32,7 de Latitud Sur y 80° 02° 47,5 de
Longitud Oeste, a 95 m sobre el nivel del mar, en la localidad de Zapote, cantéon Bolivar,
provincia de Manabi, Ecuador, en condiciones de densidad poblacional baja, la anatomia
floral se correspondia con la de una planta autégama, 20% de pendiente del suelo, drenaje
moderado, 65,8 mg-L! de sales solubles y pH 7,0. El suelo era de coloracion negro, textura

franco (FAO, 1990) con presencia de piedras aisladas.
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Después de colectar in situ las semillas de la accesion constituida por una planta, se
sembraron y cultivaron hasta la cosecha en el area experimental de la Escuela Politécnica
de Manabi, bajo las condiciones establecidas en el epigrafe 3.1.2, actividad realizada para
incrementar la disponibilidad de semillas. La cosecha se realizd6 cuando los frutos
evidenciaron sintomas de maduracion fisioldgica, las semillas se lavaron con agua corriente
y mas tarde se secaron al ambiente colocadas sobre papel filtro Whatman No.l por un
periodo de tiempo de 4 h, luego las semillas se colocan en un recipiente cerrado con un gel
de silice con indicador naranja tipo Sinchen (China) durante 20 h (cantidad relativa
volumen desecante/volumen semilla, 3:1) (Sungcome et al. 2013). Posteriormente se
almacenaron durante 4 meses a 4°C en la oscuridad, en recipientes cerrados con
hermeticidad (crioviales de 5 mL) en un ambiente controlado y constante. En estas
condiciones, para los experimentos se usaron semillas con 6,3 £ 1,4% de humedad,
determinado en base a la masa fresca y mediante su secado a 130°C en un horno (mecanico
de conveccion por gravedad, Osaw Industrial Products Pvt. Ltd) durante 1,5 h (ISTA,
2005).

La mitad de las semillas se colocaron en crioviales (volumen: 2 mL; 50 semillas por crio-
vial) y se sumergieron en NL por 14 d. La otra mitad de las semillas permanecié en las
mismas condiciones descritas con anterioridad y considerada como tratamiento testigo.

La recuperacion de las semillas del NL se realiz6 con el cuidado de no dispersarlas luego de
abrir los crioviales, y se colocaron sobre bandejas para su descongelacion hasta alcanzar la
temperatura ambiente (25 + 1°C) durante 20 min, de acuerdo con Stanwood y Bass (1981),
este ultimo procedimiento se aplicd también a las semillas del tratamiento testigo. De cada
tratamiento se seleccionaron semillas de forma aleatoria para efectuar las siguientes etapas

de experimentacion.
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Las semillas (tres repeticiones de 50 semillas por tratamiento) se colocaron sobre tres capas
de papel de filtro Whatman No.l en placas de Petri (@: 100 mm) con 15 mL de agua
destilada durante 7 d (oscuridad, 27£1°C). Se evaluaron el porcentaje de germinacion (7 d
después de la siembra), la conversion en plantulas (17 d después de la siembra, expansion

total de hojas cotiledonales) y su masa fresca (17 d después de la siembra).

Técnicas y procedimientos de analisis bioquimico

Los analisis bioquimicos de las plantulas se ejecutaron a los 17 d de la siembra en ambos
tratamientos. Cada determinacion bioquimica se realizd a partir de tres muestras
independientes de 100 mg cada una, de cada 6rgano analizado (raiz, tallo y hoja) con un
total de 90 en cada momento experimental. Las muestras se maceraron en NL. Las técnicas
y procedimientos se describen a continuacion:

* Contenido de clorofilas: Las clorofilas a, b y totales (a+b) fueron determinadas en las
hojas y tallos. Las extracciones se realizaron en un buffer acuoso de acetona al 80% que
contenia 2,5 mM de fosfato de sodio pH 7,8 para evitar la conversion de clorofilas a
feofitina (Porra et al., 1989). Se realizaron las siguientes modificaciones: Las muestras
congeladas fueron maceradas en un mortero con NL hasta obtener un polvo fino, se pesé
0,1 g de material vegetal macerado y se le adicion6 500 pL del buffer. La suspension
resultante se centrifugé a 12000xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se colectd para
las mediciones directas a longitudes de onda de 664 nm y 647 nm. La concentracién de
clorofilas a, b y (a+b) se calcularon a partir de las siguientes ecuaciones: [Chl a (ug-mL™)]
= 12,25 A®* 2,55 A%Y; [Chl b (ug'mL™1)] = 20,31 A%7 4,91 A% [Chl (a+h) (ng'mL™")]

=17,76 A% + 7,34 A®* (Porra, 2002). Para las mediciones de absorbancia (A) se us6 un
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espectrofotometro Pharmacia Bio Spectrophotometer. Los resultados se expresan como

(ug-g! masa fresca).

* Contenido de malondialdehido y otros aldehidos segin (Heath y Packer, 1968), en este
caso se adicionaron 1,5 mL de acido tiobarbitarico 0,5% (v/v) en acido tricloroacético 20%
y las muestras se mantuvieron en un bafo termostatado a 100°C durante 25 min. Luego de
enfriarlas en hielo, se centrifugaron a 1000xg por 10 min. Se midi6 el sobrenadante en un
espectofotometro UV visible Pharmacia LKB-Ultroespec III (A 455 nm, A 532 nm). La
absorbancia no especifica del producto de la reaccion se midio a 600 nm y se sustrajo de la
absorbancia maxima a 532 nm para las mediciones del malondialdehido y a 455 nm para
otros aldehidos. Los resultados se expresaron en pmol-g”!' de masa fresca.

* Contenido de fenoles (ligados a la pared celular, solubles y total), se determinaron segin
la técnica descrita por Gurr et al. (1992); 0,1 g de material vegetal se macerd en NL y luego
se adicion6 0,5 mL de metanol, las muestras se agitaron en un vortex y se centrifugaron a
12000xg durante 15 min. El precipitado se sometid a dos ciclos de extraccion con metanol,
250 pL cada uno hasta completar 1.0 mL de extracto, el sobrenadante se colectd y se
consider6é como la reaccion para los fenoles solubles. El precipitado se incub6 con 0,25 mL
de NaOH 2 mol-L"! durante 16 h a 70°C, se adicion6 0,25 mL de HCI (2 mol-L!) después
de la incubacion. Las muestras se centrifugaron a 12000xg durante 15 min. El precipitado
se descartd y el sobrenadante se consider6 como el reservorio de los fenoles ligados a la
pared celular. Para cuantificar los niveles de fenoles solubles y ligados a las paredes
celulares, 20 pL. del sobrenadante se mezclaron con 980 pul. de agua destilada. Se
adicionaron 100 pL del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteau, las muestras se incubaron

durante 5 min. Se adiciond 600 pL de una solucion de NaOH (1 M) saturada con NaCOs3,
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transcurridos 60 min, se determiné la absorbancia 725 nm con espectofotometro UV visible
Pharmacia LKB-Ultroespec III. La concentracién de fenoles se expresé6 en mg-g"' masa
fresca, referidos a una curva patréon de acido clorogénico con coeficiente de extincion

£=0,0044 (ug'mL-cm)!. Los resultados se expresan en pg-g"' de masa fresca.

* Contenido de proteinas: se sigui6 el protocolo de Bradford, (1976); las muestras (0,1 g) se
maceraron en NL. La extraccién se realizd con solucion amortiguadora tris-HCI (0,01
mol.L!; pH 7,0). El extracto (0,1 mL) se mezclé con 1,0 mL de reactivo de Bradford. Se
evalu6 la absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteinas se expresd en mg-g’' de

masa fresca, referido a una curva patréon de albimina de suero bovino.

» Actividad enzimatica Peroxidasa: La extraccion de la enzima Peroxidasa (POD), se
realiz6é de acuerdo a Wang y Jiang (2007) con algunas modificaciones. Se tomaron 0,25 g
de material vegetal macerado en nitrégeno liquido y se le afiadi6 2 mL de buffer de
extraccion que contenia 50 mM buffer fosfato de potasio, 1 mM d4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 0,1% Triton X-100 (v/v), 1% Polivinilpirrolidona
(PVP), 1 mM ditiotreitol (DTT) y ImM Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) pH 7,8. Se
centrifugd a 15 000xg durante 20 min. El sobrenadante fue colectado para las mediciones
directas en el espectrofotometro, mediante el método descrito por Kochhar et al. (1979). La
actividad peroxidasa fue determinada a 470 nm en una reaccién enzimatica durante 5 min
tomando valores cada 10s en un bioespectofotometro UV visible Pharmacia LKB-
Ultroespec III. El medio de ensayo contenia buffer fosfato de potasio (10 mM pH= 7),
guayacol (100 mM) y perdxido de hidrogeno (13 mM) para un volumen final de 1 mL. La

actividad Peroxidasa se expres6 en U-mg de proteina (las proteinas se determinaron de
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acuerdo a Bradford (1976). Una unidad de Peroxidasa se define como la cantidad de

enzima capaz de provocar un cambio en una unidad de absorbancia en 1 min.

* Determinacion de la actividad enzimatica de Superoxido Dismutasa: La enzima
Superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) fue ensayada por el método de oxidoreduccion
del citocromo ¢ usando xantina/xantina oxidasa como fuente de radicales superoxido. El
medio de ensayo para 1 mL de mezcla de reaccion contenia 50 mM de buffer fosfato de
potasio ajustado con KOH a pH 7,6; 0,1 mM EDTA; 0,01 mM citocromo c; 0,05 mM de
xantina y 0,03 unidades de xantina oxidasa (EC 1.1.3.22 Sigma Aldrich) para 80 puL de
extracto enzimatico crudo (McCord y Fridovich, 1969). La reaccion fue iniciada con la
adicion de xantina oxidasa y monitoreada durante 3 min a intervalos de 10 s, diluyendo las
muestras en los casos necesarios. Se prepard una mezcla patréon como blanco, y otra sin el
extracto para cuantificar la reaccién no inhibida por SOD (determinacion de la velocidad de
reduccién del citocromo c). Una unidad de actividad SOD es definida como la cantidad de
enzima capaz de causar el 50% inhibicion de la velocidad de reduccion del citocromo ¢ a
550 nm con un coeficiente de extinciéon molar de 21,1 mM™'-cm™. El resultado de la
actividad volumétrica de SOD se expresa en U-mL™! de medio de ensayo. Los resultados de
actividad se expresan también en funciéon de la masa fresca utilizada para la extraccion
(U-mg! masa fresca) y en funcion de la concentracion de proteinas solubles totales como

actividad especifica (U-mg™! proteinas).
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3.2.2 Caracterizacion en etapas tempranas de la germinacion del contenido de
fenoles en plantulas producidas a partir de semillas crioconservadas
durante diferentes tiempos en nitrégeno liquido

En concordancia con el epigrafe anterior, semillas de la accesion 56 que se encontraban
almacenadas durante 4 meses a 4°C en la oscuridad, en recipientes cerrados con
hermeticidad (crioviales de 5 mL) en un ambiente controlado y constante, se colocaron en
crioviales (volumen: 2 mL; 50 semillas por criovial) y se sumergieron en NL por diferentes
tiempos (7, 14, 21 y 28 d) con el objetivo de caracterizar en etapas tempranas de la
germinacion el contenido de fenoles (fenoles ligados a la pared, fenoles solubles y fenoles
totales) en plantulas producidas a partir de semillas crioconservadas. La recuperacion de las
semillas del NL se ejecut6 de acuerdo con Stanwood y Bass (1981), segiin metodologia que
se detalla en el epigrafe 3.2.1. Las semillas del tratamiento testigo (sin inmersion en NL)
una vez que alcanzaron la temperatura ambiente, se colocaron a germinar directamente.

Las semillas (tres repeticiones de 50 semillas por tratamiento) se colocaron sobre tres capas
de papel de filtro Whatman No.l en placas de Petri (@: 100 mm) con 15 mL de agua
destilada durante 7 d (oscuridad, 27 = 1°C). Las determinaciones bioquimicas se ejecutaron
con el uso de tres muestras independientes de 100 mg cada una, de cada 6rgano analizado
(raiz, tallo y hoja). Las muestras se maceraron con NL y los contenidos de fenoles se
determinaron de acuerdo con Gurr et al. (1992), segun metodologia que se detalla en el
epigrafe 3.2.1.1.

3.2.3 Caracterizacion botanica en campo y molecular de plantas regeneradas
a partir de semillas crioconservadas y no crioconservadas

Con el objetivo de realizar la caracterizarizacion botanica en campo y molecular de plantas

regeneradas a partir de semillas crioconservadas, se establecieron dos tratamientos: semillas
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crioconservadas y no crioconservadas. Se utilizaron semillas de la accesion 56. Para el
primer tratamiento, se colocaron las semillas en crioviales (volumen: 2 mL; 50 semillas por
criovial) y se sumergieron en NL durante 28 d. Las semillas del tratamiento testigo (sin
inmersion en NL) permanecieron a 4°C en la oscuridad hasta el inicio de la
experimentacion. La recuperacion de las semillas del NL se ejecutod de acuerdo a Stanwood
y Bass (1981) seglin metodologia que se detalla en el epigrafe 3.2.1. Para cada tratamiento,
las semillas se seleccionaron de forma aleatoria y se realizaron las etapas de caracterizacion
fenotipica en campo y su evaluacion molecular. Los andlisis morfoldgicos de la primera y
la segunda generacion de plantas crecidas en el campo (tres repeticiones de 30 plantas cada
una) se desarrollaron de acuerdo a las condiciones y con el disefio experimental mostrado
en la Figura 3. Las semillas germinaron primero en un semillero y se trasplantaron al
campo a los 25 d posteriores, tal cual lo sugieren los instructivos técnicos del cultivo y
cumpliendo pardmetros de crecimiento. No se aplicaron fertilizantes ni pesticidas. La
caracterizacion botanica se ejecutd a los 120 d del crecimiento de las plantas mediante el
uso de los descriptores definidos (IPGRI, 1996).

Para evaluar la estabilidad genética de la segunda generacion de plantas germinadas a partir
de las muestras crioconservadas y testigo, se seleccionaron cinco semillas de forma
aleatoria en diferentes plantas por cada tratamiento. Las semillas se colocaron sobre tres
capas de papel de filtro Whatman No. 1 en placas de Petri (@: 9 cm). Los papeles de filtro
se humedecieron con 15 mL de agua destilada y las semillas germinaron en la oscuridad a
25°C. El ADN de 10 plantulas (cinco de plantas crioconservadas y cinco testigos) se extrajo
de hojas jovenes ya desarrolladas. De cada planta, el ADN se obtuvo con un DNeasy Plant
mini kit (Qiagen, Valencia, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
calidad e integridad del ADN se chequearon mediante geles de electroforesis y analisis

espectrofotométricos.
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A: Plantas procedentes de semillas no crioconservadas.

B: Plantas procedentes de semillas crioconservadas.

Figura 3. Disefio experimental implementado en campo.Topografia plana; buen drenaje,
pH = 6,6; textura franco-arcilloso (FAO,1990) y 15 m sobre el nivel del mar. Los
puntos simbolizan las plantas de tomate silvestre (accesion 56).
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En la tecnologia de la repeticion de secuencia unica (SSR) se emplearon 12 marcadores
para diez plantas de la segunda generacion (cinco plantas derivadas de semillas
crioconservadas y cinco plantas de semillas no crioconservadas, testigo). Los mismos
fueron escogidos por su alto polimorfismo y la pequena talla de sus productos de PCR
(Tabla 2): LE 20592, LE21085, LE EF1Aa y LELE25 de los 44 grupos descritos por
Smulders et al.(1997); LE at002, LE aat002, LE aat007, LE caa001, LE ct001, LE
ctt001,LE ga003, LE ta003, LE tat015 y LE tat002 de los 129 descritos por He et al.
(2003). La optimizacion de las temperaturas de hibridacion y la concentracion de MgClz
para cada par de cebadores se produjo mediante gradiente de PCR.

La reacciéon de PCR en 10 pL de volumen final consistio de 1xPCR del tampon de
reaccion, 0,2 umol-L! de cada dNTP, 2,0 mmol-L! de MgClz, 0,3 umol-L! por cebador, 1
U de Taq ADN polimerasa recombinante (Life Technologies, Carlsbad, USA) y 30 ng de
ADN genémico. Las amplificaciones se desarrollaron en un sistema Mastercycler® ep
(Eppendorf AG, Hamburg, Alemania) bajo las siguientes condiciones: 2 min a 94°C,
seguidos por 35 ciclos a 94°C por 45 s, 45-57°C por 45 s, 72°C por 1 min y una extension
final a 72°C durante 5 min. Los productos de amplificacion se separaron primero en un gel
con 2% de agarosa ultra pura para chequear los productos del PCR. Los andlisis de SSR
basados en fluorescencia de electroforesis capilar se condujeron en un ABI PRISM® 3130
DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los cebadores en sentido de la
secuencia se etiquetaron con FAM (azul) o HEX (verde), y el estandar GenScanTM 500
ROX TM (rojo) se empled como un estandar interno de talla (Applied Biosystems), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los datos primarios de la secuenciacion se
analizaron con el software Peak Scanner (Applied Biosystems, version 1,0) para estimar la

talla de la variante.
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Tabla 2. Descripcion de los 12 marcadores SSR usados para evaluar la integridad del
genoma de Solanum pimpinellifolium L. formados a partir de plantas de semillas no
crioconservadas y crioconservadas. Se indica para cada marcador, el nombre, las
secuencias directa y reversa de los cebadores, la secuencia repetida, la talla esperada

y la temperatura de hibridacion.

Marcador Secuencia de los cebadores (5” a 3”) Secuencia Talla Hibridacion

SSR reversa (pb) T°C

Fw_CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG

tat);s.1(tgt 166 50
LE 20592 Rv_ACTTTAACTTTATTATTGCCACG (tatys(tg0s

LE21085 Fw_CATTTTATCATTTATTTGTGTCTTG (ta)z(tat) 91 104 45

Rv_ACAAAAAAAGGTGACGATACA

LE aat002 Fw_GCGAAGAAGATGAGTCTAGAGCATAG (aat) 12 106 54
Rv_CTCTCTCCCATGAGTTCTCCTCTTC

LE aat007 Fw_CAACAGCATAGTGGAGGAGG ( aat) 12 100 50
Rv_TACATTTCTCTCTCTCCCATGAG

LE caa001 Fw_AGAAGGCGTGAGAGGCAAC (caa)7 105 50
Rv_CTTAGCACTTGATGTTGATTGG

LE ct001 Fw_TCCAATTTCAGTAAGGACCCCTC (Ct)1 ) 111 54
Rv_CCGAAAACCTTTGCTACAGAGTAGA

LE ctt001 Fw_CCTCTCTTCACCTCTTTACAATTTCC (Ctt)g 101 57
Rv_CACTGGTCATTAAGTCTACAGCC

LE ga003  Fw TTCGGTTTATTCTGCCAACC (ga)20 241 50
Rv_GCCTGTAGGATTTTCGCCTA

LELE25 Fw_TTCTTCCGTATGAGTGAGT (ta) 13-1 225 51
Rv_CTCTATTACTTATTATTATCG

LE ta003 Fw_GCTCTGTCCTTACAAATGATACCTCC (ta)9 111 52
Rv_CAATGCTGGGACAGAAGATTTAATG

LE ta015 Fw_ATATGCATGGACAAATCTTGAGGG (ta) 15 107 50
Rv_CTCGCGCATCAAATTAATGTATCAG

LE tat002 Fw_ACGCTTGGCTGCCTCGGA (tat)l 2 196 52

Rv_AACTTTATTATTGCCACGTAGTCATGA
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3.3 Determinacion del efecto de la crioconservacién a largo plazo en la
germinacion de semillas de tomate silvestre

Con el objetivo de determinar el efecto de la crioconservacion a largo plazo en la
germinacion de semillas de tomate silvestre (S. pimpinellifolium), se emple6 un disefio
bifactorial: un factor fue la forma de almacenamiento de las semillas: semillas almacenadas
a 4°C (testigo) y semillas crioconservadas. El otro factor fue el tiempo de almacenamiento
(0, 6, 12, 18 y 24 meses). Las condiciones experimentales de seleccion, almacenamiento y
recuperacion de las semillas son las descritas con anterioridad en el epigrafe 3.2.1. Se
realizaron tres repeticiones de 50 semillas por tratamiento y se evaluo6 la germinacién a los
7 d de la siembra.

3.4 Comparacion de las accesiones mas representativas en cuanto al porcentaje de
germinacion y de plantulas que lograron la expansion de las hojas
cotiledonales después de exponer las semillas al nitrégeno liquido

Para un correcto resguardo de la diversidad genética de las accesiones colectadas, es
necesario tomar las consideraciones de los acépites anteriores para determinar el efecto de
la crioconservacion en las diferentes accesiones de tomate silvestre, con marcado interés
para el mejoramiento. En este sentido un aspecto contrastante fue en cuanto a la
uniformidad en la madurez del fruto. De esta manera se seleccionaron semillas
pertenecientes a: cinco accesiones con escasa, cinco con intermedia y otras cinco con buena
uniformidad en la madurez (con un total de 15 accesiones). Las cuales a su vez se
correspondian con los tres grupos con marcadas diferencias fenotipicas procedentes del
analisis jerarquico de clusters que se gener6 con los agrupamientos promedios de las

variables cuantitativas evaluadas ex Situ.
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Se establecieron dos tratamientos: semillas crioconservadas (18 meses de inmersion en NL)
y no crioconservadas (testigo). Las condiciones experimentales de seleccion,
almacenamiento y recuperacion de las semillas son las descritas con anterioridad en el

epigrafe 3.2.1.

En este sentido, para las 15 accesiones contrastantes primero las semillas se colocan en un
recipiente cerrado con un gel de silice con indicador naranja tipo Sinchen (China) durante
20 h (cantidad relativa volumen desecante/volumen semilla, 3:1) de secado (Sungcome et
al. 2013). Posteriormente, se determina el contenido de humedad de las semillas en base a
la masa fresca y mediante su secado a 130°C en un horno (mecéanico de conveccion por
gravedad, Osaw Industrial Products Pvt. Ltd) durante 2 h (ISTA, 2005) hasta que no
existieran diferencias significativas entre las mismas para su almacenamiento en NL. Se
tom6 como valor limite el de la accesion 56 ya determinado en el acéapite 3.2.1 que era de
6,3 £ 1,4%. Se realizaron tres repeticiones de 50 semillas por tratamiento y se determino la
germinacion a los 7 d posterior al NL; y de éstas el porcentaje de plantulas que lograron la
expansion de las hojas cotiledonales se determind después de 17 d de sembradas las

semillas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Colecta y caracterizacion de la diversidad del tomate silvestre (Solanum
pimpinellifolium L.) en el canton Bolivar (provincia de Manabi, Ecuador)

4.1.1 Colectay caracterizacién ambiental in situ

Se colectaron 63 accesiones de tomate silvestre (S. pimpinellifolium). Los datos de la
latitud, longitud, altitud, textura del suelo, drenaje, disponibilidad de agua, pH,

conductividad eléctrica, salinidad, color del suelo y pedregosidad aparecen en el Anexo 1.

El andlisis de la distribucion de frecuencias de la variable drenaje del suelo permite
establecer que el 96,8% de las accesiones fueron colectadas en sitios considerados como
moderadamente drenados, para los otros niveles de la variable se evidenciaron pocas
accesiones en ellas (1,6%), Figura 4A. Para la variable textura del suelo se estableci6 que el
50,8% de las accesiones fueron colectadas en suelos con textura franco arenosa, seguida
con el 20,6% y 19,0% de accesiones ubicadas en suelos con caracteristicas de textura
franco y franco limoso, respectivamente, los otros niveles de la variable mostraron
porcentajes menores (Figura 4B). Con respecto a la variable disponibilidad de agua, la
distribucion de frecuencias permitid establecer que el 54,0% de las accesiones se
encontraban en condiciones secas, un 28,6% bajo riego y un 17,4% a orillas del rio, en los
otros niveles de la categoria no se encontraron accesiones (Figura 4C). Para la variable pH
del suelo, se establecio que el 38,1% de las accesiones se encontraron en suelos con
caracteristicas fuertemente 4cidas, un 23,8% en suelos moderadamente acidos a ligeramente

acidos y un 38,1% en suelos con caracteristicas neutras a ligeramente alcalinas (Figura 4D).
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Para la variable pedregosidad del suelo, la distribucién de frecuencias permitié establecer
que el 27,0% de las accesiones se colectaron en suelos pedregosos, similar situacion a lo
ocurrido en suelos sin piedras, los porcentajes de accesiones colectadas en los otros niveles
establecidos en la categoria, fluctuaron entre 17,4% y 12,7% (Figura 5SA). Con respecto a la
variable salinidad del suelo, los sitios de colecta evidenciaron en su mayoria (77,8%)
niveles bajos de salinidad con rangos entre 14,6 y 106,4 mgL' (Figura 5B). La
distribucion de frecuencias para la variable color de suelo, establecid que un 46,0% de las
accesiones se encontraron en suelos con coloracion amarillo, 22,2% en suelos negros,
15,9% en suelos amarillo rojizo y el resto de accesiones en menores porcentajes en los otros
dos niveles establecidos en la categoria (Figura 5C). En cuanto a la variable conductividad
eléctrica del suelo, los sitios de colecta evidenciaron en su mayoria (77,8%) conductividad

eléctrica baja, entre 31,7 y 213,1 uS-cm’! (Figura 5D).

La variacion de las condiciones edafoclimaticas imperantes en los sitios de colecta podria
determinar la alta variabilidad morfoldgica establecida en esta investigacion. Pacheco
(2011) establecid que existe una relacion directa de la variabilidad morfologica evaluada en
tomate (S. lycopersicum) y determinada por las diferencias ecoldgicas de los sitios de la
colecta, ademas, refiere que la variacion esta definida por la altitud, tipo de vegetacion, tipo
de suelo, temperatura (minima absoluta, minima promedio y media anual) y la precipitacién
anual. Por lo tanto, concluye que la variacion ecoldgica del estado de Oaxaca se
correlaciona significativamente con la variacidon morfoldgica de las poblaciones
caracterizadas de tomate silvestre y cultivado, e infiere que contintia el proceso evolutivo
del tomate, ya que es posible encontrar variantes silvestres y con cierto grado de

domesticacion.
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Recientemente, Nakazato et al. (2011) demuestran en su estudio que los patrones de la
evolucion natural del tomate silvestre, incluyendo su historia demografica, patrones de
dispersion, divergencia interespecifica e hibridacion, se encuentran muy relacionado con las
caracteriscas geograficas y ecologicas del lugar de origen. Segin Zuriaga et al. (2009) la
especie S. pimpinellifollium muestra una gran diferenciacion entre los materiales colectados
y procedentes de Perti y Ecuador. En el caso de las entradas ecuatorianas se observa una
fuerte estructuraciéon geografica, mientras que las accesiones peruanas la diferenciacion
entre las distintas zonas geograficas es pequefia. Estas diferencias genéticas podrian estar
relacionadas con las diversas condiciones climdticas y ecologicas que hemos observado
entre ambos paises. La costa peruana muestra unas caracteristicas climaticas muy
uniformes, mientras que en Ecuador se observa una gran variacion climatica y ecoldgica.
Por otro lado, los datos de variabilidad y heterocigosidad sefialan el norte de Pert como la
posible region el origen de esta especie. De ser asi, las poblaciones de Ecuador y del sur de
Peru serian fruto de migraciones posteriores.

4.1.2 Caracterizacion ex situ de las accesiones

Las 63 accesiones de tomate silvestre colectadas, se sembraron y cultivaron hasta la
cosecha en el 4rea experimental de Manabi. Los datos aparecen en el Anexo 2. Para las
variables, tipo de crecimiento de la planta, longitud de la enredadera, tamafio de la planta,
densidad del follaje y longitud del entrenudo del tallo, el andlisis de los resultados mostro
diferencias estadisticas significativas entre las accesiones. Predominaron las plantas de tipo
de crecimiento semideterminado (Figura 6A), con longitud de enredadera intermedia
(Figura 6B), tamafio de planta intermedio (Figura 6C), densidad de follaje intermedio
(Figura 6D) y una longitud del entrenudo del tallo corto (Figura 6E). La variable densidad
de pubescencia del tallo no evidencié predominio de alguna categoria y por lo tanto no

hubo diferencias estadisticas entre el nimero de accesiones en cada categoria (Figura 6F).
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Las variables posicion de la hoja, color de la corola, coloracion de las venas, tipo de corola
y tipo de hoja, mostraron diferencias estadisticas significativas con respecto al numero de
accesiones en cada categoria, y se establecieron caracteristicas fenotipicas como plantas
con hojas horizontales (Figura 7A), prevalencia absoluta en la coloracion amarilla en los
pétalos (Figura 7B), coloracion normal (claras) en las nervaduras (Figura 7C), tipo de
corola abierta (Figura 7D), tipo de hoja pimpinellifolium (Figura 7E). Para la variable grado
de diseccion de la hoja (Figura 7F), no se determinaron diferencias estadisticas y las

accesiones se ubicaron con relativa igualdad en todas las categorias establecidas.

El andlisis de los resultados para la longitud del pétalo, color exterior del fruto no maduro,
longitud del sépalo, nimero de frutos por inflorescencia, rayas verdes en el fruto y
uniformidad de la madurez, permiti6 establecer diferencias estadisticas significativas en el
numero de accesiones en cada categoria establecida. Para las variables descritas,
predominaron plantas con una longitud de pétalo de entre 7 y 9 mm (Figura 8A), con una
coloracion blanco verduzco en los frutos no maduros (Figura 8B), longitud de sépalo entre
2,0 y 4,3 mm (Figura 8C), de 4,6 a 6,3 frutos por inflorescencia (Figura 8D), rayas verdes
en el fruto (Figura 8E) y uniformidad de madurez intermedia (Figura 8F). Para las
variables, pubescencia del fruto, tamafo del fruto, masa del fruto, forma predominante del
fruto, longitud del fruto y homogeneidad del tamano del fruto se determinaron diferencias
estadisticas significativas. Existieron diferencias en la distribucion del numero de
accesiones en las categorias establecidas, esto permitié establecer caracteristicas fenotipicas
tales como frutos con pubescencias escasas (Figura 9A), tamafio del fruto de mediano a

pequeno (Figura 9B), frutos con masa promedio entre 1,8 y 3,5 g (Figura 9C), de forma
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redondeado (Figura 9D), longitudes de entre 1,3 y 1,5 cm (Figura 9E) y una homogeneidad
del tamafio del fruto de mucha a intermedia (Figura 9F).
El andlisis de los resultados para las variables ancho del fruto, intensidad del color del
fruto, forma del hombro del fruto, color del fruto maduro, forma secundaria del fruto y
longitud del pedicelo, mostraron diferencias estadisticas significativas en el numero de
accesiones en cada categoria establecida para el efecto, para las variables descritas
predominaron plantas con un ancho de fruto de 1,3 a 1,6 cm (Figura 10A), con mucha
intensidad en el color del fruto (Figura 10B), hombro del fruto aplanado (Figura 10C),
frutos maduros de color rojo (Figura 10D), con forma secundaria del fruto algo achatado
(Figura 10E) y con longitudes del pedicelo de entre 6,6 y 8,3 mm (Figura 10F).
Para el grosor del pericarpio, intensidad del color del pericarpio, tamafio del corazén del
fruto, color de la carne del pericarpio, forma del corte transversal del fruto y nimero de
l6culos del fruto, se determinaron diferencias estadisticas significativas. La distribucion de
las accesiones en las categorias no fue homogénea, esto permiti6 establecer caracteristicas
fenologicas tales como grosor del pericarpio entre 1,0 y 1,5 mm (Figura 11A), intensidad
del color del pericarpio intermedio (Figura 11B), tamafo del corazon del fruto entre 4,0 y
6,0 mm (Figura 11C), color de la carne del pericarpio roja (Figura 11D), forma del corte
transversal del fruto redondo (Figura 11E) y nimero de loculos del fruto de 2,0 a 2,3
promedio (Figura 11F).
El andlisis de los resultados para las variables solidos solubles, acidez del fruto,
susceptibilidad al estrés por hongo (Phytophtora spp.), susceptibilidad al estrés por sequia y
susceptibilidad al estrés por insecto (P. longifila), mostr6 diferencias estadisticas
significativas en el nimero de accesiones en cada categoria establecida. Con respecto a las
variables observadas predominaron frutos con 7,8 y 9,8 de grados Brix (Figura 12A), frutos
acidos (Figura 12B), muy baja susceptibilidad al estrés provocado por hongo (Phytophtora
spp.) (Figura 12C), sequia (Figura 12D) e insecto (P. longifila) (Figura 12E).
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El andlisis jerarquico de clusters, mostr6 un dendograma que se generd con los
agrupamientos promedios de las 13 variables cuantitativas evaluadas ex situ, bajo
condiciones controladas en el area experimental de Manabi (Figura 13). El dendograma se
genero con el cuadrado de la distancia Euclideana y para clasificar las accesiones en grupos
homogéneos de tal manera que permitiera una mejor interpretacion de los mismos, se
procedid a realizar el corte con una distancia de combinacion de 20.

Se conformaron tres grupos en los cuales se ubicaron las accesiones que se parecieron mas
en cuanto a todas las variables cuantitativas evaluadas. El grupo 1 estuvo conformado por
44 accesiones cuyos valores en los descriptores longitud de guia y longitud de pétalo son
considerados altos; los descriptores que se encontraron cercanos al valor promedio de las
accesiones fueron longitud del sépalo, numero de frutos por inflorescencia, grosor del
pericarpio y numero de ldculos; y los descriptores con valores bajos en este grupo fueron
masa del fruto, longitud del fruto, ancho del fruto, longitud del pedicelo, tamafio del
corazon, solidos solubles y acidez del fruto.

El grupo 2 estuvo conformado por 13 accesiones con valores considerados altos para los
descriptores solidos solubles y acidez del fruto; valores cercanos al promedio para los
descriptores longitud de la guia, longitud del pétalo, masa del fruto, longitud del fruto,
ancho del fruto, longitud del pedicelo y tamafio del corazon; asi como, valores bajos para la
longitud del sépalo, frutos por inflorescencia, grosor del pericarpio y nimero de loculos.

El grupo 3 estuvo conformado por 6 accesiones y con valores altos para los siguientes
descriptores, longitud de sépalo, frutos por inflorescencia, masa de fruto, longitud de fruto,
ancho de fruto, longitud de pedicelo, grosor del pericarpio, tamafio del corazén y numero
de l6culos; se encontraron cercano al valor promedio los descriptores, solidos solubles y
acidez del fruto; y con valores considerados bajos de los descriptores longitud de guia y

longitud de pétalo.
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El andlisis de las variables cualitativas permitié establecer que existi6é una gran similitud en
la mayoria de los descriptores aplicados a los grupos establecidos, es asi que, prevalecieron
plantas con un tipo de crecimiento semideterminado, tamafio de planta intermedio,
densidad de pubescencia del tallo densa, longitud del entre nudo corto, densidad del follaje
intermedio, posicion de la hoja horizontal, tipo de hoja pimpinellifolium, diseccion de la
hoja alta, coloraciéon de las venas normales, color de la corola amarilla, tipo de corola
abierta, color del fruto no maduro blanco verduzco, rayas verdes en el fruto no maduro
presente, pubescencia en el fruto escasa, forma predominante del fruto redondeado,
homogeneidad del fruto alta, color del fruto maduro rojo, intensidad del color del fruto alto,
forma secundaria del fruto algo achatado, hombro del fruto aplanado, color del pericarpio
rojo, intensidad del color del pericarpio intermedia, forma del corte transversal del fruto
redondo, susceptibilidad a estrés abidtico (sequia) muy baja, susceptibilidad a estrés bidtico
por insectos (P. longifila) muy baja, susceptibilidad a estrés bidtico por hongos
(Phytophthora spp.) muy baja. La similitud descrita también fue compartida en el
descriptor uniformidad de madurez en donde las accesiones del grupo 1 fueron catalogadas
como de madurez escasa-intermedia y accesiones del grupo 2 como intermedia-buena, y en
el grupo 3 todas presenta buena uniformidad de la madurez. Ademas, el descriptor tamano
del fruto evidencio diferencias entre los grupos, por lo que correspondio6 al grupo 1y 2 el

calificativo de frutos medianos y para el grupo 3, frutos grandes.

Los caracteres masa del fruto, longitud del sépalo y grosor del pericarpio tuvieron un CV
>30%, lo cual sugiere que tienen la mas alta variabilidad en la especie. Asi mismo, aparecio
la variable acidez del fruto con CV <10%, lo que indica que S. pimpinellifolium puede tener

poca variabilidad en ese caracter (Tabla 3). La aplicacion de estadisticos simples permiten
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estimar y describir el comportamiento de las diferentes accesiones en relacion con cada
caracter, éstos se deben realizar antes de cualquier andlisis multivariado, ya que
proporcionan una idea general de la variabilidad del germoplasma y permiten detectar datos
no esperados y errores de medicion en el ingreso de los mismo (Hidalgo, 2003).

Tabla 3. Descriptores de caracteristicas cuantitativas y estadisticos simples en la evaluacion ex situ
de tomate silvestre (S. pimpinellifolium ) en el canton Bolivar, Manabi, Ecuador.

ESTADISTICOS

DESCRIPTOR n X s? r CV %
Longitud de la enredadera (m) 63 2,13 0,36 1,9 17,08
Longitud de pétalo (mm) 63 8,44 1,37 6,0 16,30
Longitud del sépalo (mm) 63 3,85 1,17 7,0 30,48
Masa del fruto (g) 63 2,65 0,85 5,2 32,11
Longitud del fruto maduro (cm) 63 1,47 0,15 0,7 10,73
Ancho del fruto (cm) 63 1,61 0,18 1,0 11,23
Longitud del pedicelo (mm) 63 7,22 0,99 5,0 13,72
Grosor del pericarpio (mm) 63 1,17 0,35 1,5 30,32
Tamafo del corazoén (mm) 63 5,42 1,22 6,0 22,61
Solidos solubles (°Brix) 63 7,44 1,25 6,0 16,83
Acidez del fruto 63 4,28 0,14 0,6 3,31
Numero de frutos/ inflorescencia 63 5,04 1,06 5,0 21,17
Numero de 16culos 63 2,04 0,42 1,0 10,65

n=ntmero de accesiones. X = media aritmética. S?>= desviacion estandar. r = rango.
CV= Coeficiente de variacion

Lobo y Medina (2001) realizaron un estudio de variabilidad morfologica con 39 caracteres
cualitativos y 11 cuantitativos de tomate cherry, evaluaron y caracterizaron 82
introducciones de tomate cherry provenientes de diferentes partes del mundo. Los
resultados obtenidos mostraron una amplia variabilidad cualitativa y cuantitativa, sefialaron
un gran potencial para realizar mejoramiento de este tomate cherry o para insertar genes a
materiales de frutos grandes. Restrepo (2007) evaluo6 25 accesiones de tomate tipo “chonto”
provenientes de diferentes departamentos de Colombia y encontrdé diferencias muy
significativas entre las accesiones para 11 de los 14 descriptores y coeficientes de variacion

altos, ademas indic6 el uso promisorio de la coleccion.
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Terzopoulos y Bebeli (2008) realizaron una caracterizacion molecular con secuencias
simples repetidas (SSRs) para evaluar la diversidad genética en S. lycopersicum de
variedades locales, razas criollas, tres cultivares comerciales, tres cultivares de tomate
cherry S. Lycopersicum var. cerasiforme y dos accesiones de S. pimpinellifolium. Estos
autores encontraron que todos los tomates criollos y los cultivares comerciales se ubicaron
dentro del mismo grupo, debido a que tienen un gran niumero de genes insertados de
especies silvestres de S. lycopersicum, por lo cual lo separa del otro grupo conformado por

los hibridos de cherry y las accesiones de S. pimpinellifolium.

La respuesta de las accesiones colectadas a diferentes estreses biodticos y abioticos es de
resaltar pues existe informacion cientifica que afirma la posibilidad de uso de ese recurso
en el mejoramiento genético (Florido et al., 2007). En ese contexto, Rodriguez (2012)
encontro fuentes de resistencia al virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV-Col) en
las introducciones de tomate silvestre analizadas, en las cuales aplico una seleccion
individual por plantas que no presentaran replicacion del virus en ninguno de los tiempos
evaluados, en condiciones de campo. La identificacion de dos regiones genOmicas
asociadas a la resistencia que posee la especie silvestre S. pimpinellifolium a Phytophtohra
infestans, considerada como una de las enfermedades mas devastadoras del cultivo de

tomate, fue observada por Merk et al. (2012).

En otro estudio Mena (2012) sefiald que las accesiones silvestres de S. habrochaites var.
glabratum no mostraron dafo, ni fueron atractivas ni preferidas para la oviposicion por
prodiplosis y las clasifica como muy resistentes a P. longifila. Tanto las accesiones
silvestres y el material 4212P4 pueden ser tutiles en futuros programas de mejoramiento,

con miras a la obtencion de variedades resistentes a P. longifila.
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La informacion cientifica precedente sefaldé lo importante para futuros programas de
mejoramiento genético del tomate preservar sus parientes silvestres. Como resultado de este
trabajo se colectaron 63 accesiones de S. pimpinellifolium con marcadas diferencias en la
mayoria de los indicadores aplicados, tanto ambientales in situ como de caracterizacion

bioquimica y botanica ex situ lo que es importante de conservar.

4.2 Influencia de la exposicion de semillas de S. pimpinellifolium L. al nitrégeno

liquido y su respuesta bioquimica, botanica y molecular
4.2.1 Caracterizacién bioquimica de plantulas producidas a partir de
semillas crioconservadas y no crioconservadas en etapas tempranas de

la germinacion

La exposicion al NL no mostré diferencias significativas en el porcentaje de germinacion a
los 7 d (Figura 14A). Ademas, a los 17 d de sembradas las semillas con la conversion en

plantulas y la masa fresca no mostraron diferencias significativas (Figura 14B, C).

La homogeneidad del crecimiento se aprecia en la Figura 15. Sin embargo, varios efectos
significativos de la crioconservacion se observaron a nivel bioquimico posterior a la

germinacion (17 d de sembradas).

Se determinaron altos coeficientes de variacion con niveles superiores de actividad
peroxidasa y fenoles ligados a las paredes celulares en las hojas. En las raices, se obtuvo
alto coeficiente de variacion, con decrementos en los fenoles ligados a las paredes

celulares (Tabla 4).
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Figura 15. Efecto de la crioconservacion de semillas (2 semanas inmersas en
nitrégeno liquido) a los 17 dias de siembra. Accesion 56.



Tabla 4. Caracterizacion bioquimica de plantas de Solanum pimpinellifolium L. derivadas de semillas no crioconservadas (SNC) y
crioconservadas (SC) a los 7 dias de la germinacion.

Raices Tallos Hojas
Plantas Plantas Media ET cv Plantas Plantas Media ET cv Plantas Plantas Media ET cv

de de general media (%) ** de de general  media (%)** de de general media (%)**

SNC SC SNC SC SNC SC
Contenido total de clorofilas 290,26 a 241,51 b 265,88 25,32 12.96 583,19 a 581,12a 582,15 57,13 0,25
(ug.g* masa fresca) *
Contenido de clorofila a 178,15a 148,60 b 163,37 15,88 12.79 218,17 a 216,87a 217,52 21,22 0,42
(ug.g* masa fresca) *
Contenido de clorofila b 112,12 a 92,90 b 10251 9,78 13.26 36501a  364,25a 364,63 35,87 0,15
(ug.g* masa fresca) *
Contenido de malondialdehido 2435 b 63,45a 43,90 4,12 62,98 789 b 10,04 a 8,96 0,84 16.96 45,74 a 46,33a 46,03 4,32 0,91
(umol.g™* masa fresca) *
Contenido de otros aldehidos 7530 b 216,07 a 145,68 14,21 68,33 61,76 b 69,16 a 65,46 6,34 7.99 507,55a 471,91b 489,73 48,54 5,15
(umol.g™ masa fresca) *
Contenido de fenoles ligados 11,80 a 3,21b 7,50 0,68 80,93 6,34 a 297 b 4,65 0,38 51.19 322 b 13,78 a 8,50 0,77 87,85
a las paredes celulares
(mg.g™ masa fresca) *
Contenido de fenoles solubles 4,30 a 3,90a 4,10 0,38 6,90 6,58 a 2,61 b 4,59 0,38 61.09 3,35 b 457a 3,96 0,32 21,78
(mg.g™* masa fresca)*
Contenido total de fenoles 16,10 a 7,10b 11,60 1,08 54,86 12,92 a 558 b 9,25 0,86 56.11 6,58 b 18,35a 12,46 1,14 66,77
(mg.g™* masa fresca) *
Contenido total de proteinas 0013 b 0015a 0,014 0,0012 11,20 0,013 a 0,14 a 0,07 0,006 8.24 0,025 a 0,023b 0,024 0,0021 7,53
(mg.g™ masa fresca) *
Actividad especifica guayacol 42391 b 557,05a 490,48 4876 19,19 67,47 b 159,79a 113,63 10,24  57.45 19,70 b 11512a 67,41 6,53 82,0
peroxidasa (U.mg™ de proteinas) *
Actividad superdéxido dismutasa 90,86 a 55,04b 72,95 7,14 34,73 102,65 a 96,96 a 99,80 9,46 4.03 78,01 b 104,21a 91,11 8,92 20,34
especifica (U.mg™ de proteinas) *

cv cv cv
prom. prom. prom.
42,39% 27,46% 26,65%

* En cada 6rgano de la planta, medias con letras desiguales tienen diferencias estadisticamente significativas (t-test, p<0.05). n= 3 (Tresmuestras independientes de 100 mg cada una).

** Coeficiente de variacion (CV) = (Desviacion tipica/Promedio)* 100. Para calcular este coeficiente, los valores promedio de los dos tratamientos se consideraron. A mayor diferencia entre las dos medias, mayor CV.
Los CV se clasificaron en tres categorias: para los CV menores que 36%, el efecto de la crioconservaciéon de las semillas se consideré como bajo, de 36 a 72% como medio y por encima de 72% como alto. Esto tuvo

como precedente el trabajo de Cejas et al, (2012).
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Los efectos de la crioconservacion se clasificaron como medios, de acuerdo con sus CV,
para los siguientes indicadores: incremento del contenido total de fenoles en las hojas; y
mayores niveles de malondialdehido y otros aldehidos en las raices. La exposicion de las
semillas al NL disminuyé el contenido total de fenoles en las raices. Increment6 la
actividad peroxidasa y disminuy¢ los fenoles solubles en los tallos. Ademas, en los tallos,
el contenido total de fenoles y de los fenoles ligados a la pared disminuyeron. El efecto del

NL en otros indicadores se clasifico como bajo (Tabla 4).

Los efectos bioquimicos altos y medios de la crioconservaciéon de semillas pueden
resumirse de la forma siguiente. En las raices, se manifestaron menores niveles de fenoles,
y mayores contenidos de malondialdehido y otros aldehidos. En los tallos, se determinaron
menores niveles de fenoles y mayor actividad peroxidasa. En las hojas, se encontré mayor
actividad peroxidasa, asi como, mayores niveles de fenoles ligados a las paredes celulares y
totales. Los pigmentos clorofilicos (a, b, total) disminuyeron en los tallos como resultado
de la inmersion de las semillas en NL. Tal decremento no se observo en las hojas, quizas
asociado con la funcion fotosintética de este 6rgano, lo cual implica un contenido mayor de

pigmentos clorofilicos (De las Rivas, 2008).

En cuanto al mayor contenido de clorofilas b respecto a la clorofila a en las hojas, quizas
tuvo relacion con el grado de crecimiento de las hojas de tomate silvestre al momento del
analisis (17 d de sembradas las semillas), ya que en un tejido normal funcional se tiene mas
contenido de clorofila a (Rodriguez et al., 2003; Aragon et al., 2012). También es conocido
que las clorofilas a y b se interconvierten entre ellas (Hortensteiner y Krautler, 2011), y por
tanto las plantas de tomate en momentos posteriores a los 17 d podrian alcanzar la

composicion adecuada de pigmentos clorofilicos en los fotosistemas, donde la relacion de
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clorofilas a/b sea mayor que 1. La relacion de la clorofila a y b es muy influenciable por la
luz mientras que no es asi por el régimen hidrico ni la nutricion mineral (Dale y Causton,

1992).

Esta bien establecido que cualquier planta durante su ciclo de vida estd sometida al estrés
ambiental. El estrés altera el curso normal del crecimiento y desarrollo, el metabolismo y
otros procesos fisiologicos. Varios tipos de estrés abiotico disminuyen el contenido de

clorofilas en las plantas (Ahmad et al., 2007).

El descenso del contenido de clorofila que se evidenci6 en los tallos puede ser el resultado
de la inhibicion de importantes enzimas, tales como, la 4&cido &-aminolevulinico
deshidratasa y la protoclorofilida reductasa, asociada con la biosintesis de clorofilas (Van
Assche y Clijsters, 1990). Cabe sefialar que la mencionada investigacion contempla estrés
abidtico provocado por metales pesados, diferente a lo planteado en esta investigacion en
cuanto al efecto de la exposicion de las semillas al NL. A diferencia, en las hojas, que es
donde mas debio influir el descenso de temperatura por existir una mayor cantidad de

pigmentos clorofilicos, no se observaron esos cambios.

En este estudio, se evaluaron las clorofilas a y b como indicadores de la fisiologia del
estrés. Tales medidas se usan en estudios de estrés y fotooxidacion de pigmentos para
derivar la relacion clorofila a:b como un indicador de las respuestas de la estabilidad de los
pigmentos del cloroplasto bajo los retos ambientales (Carvalho et al., 2001; Rodriguez et

al., 2008; Aragon et al., 2012).

Por otra parte, se observo un incremento de los fenoles en las hojas, lo cual se relacion6 con

un aumento de la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de los
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compuestos fenolicos. Algunos autores como Sakihama y Yamasaki (2002) han planteado
que los fenoles estan por lo general asociados con la prevencién del dafio oxidativo
mediante la liberacion de las especies reactivas del oxigeno y la obstaculizacién de la
cadena de reacciones relacionadas con la peroxidacion lipidica. Estos efectos antioxidantes
requieren las formas reducidas de los fenoles, las que actian como prooxidantes en sus
formas oxidadas. La actividad antioxidante de los fenoles se debe en gran medida a sus
propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores, donadores,
bloqueadores de especies reactivas del oxigeno y agentes quelantes de metales (Sakihama y

Yamasaki, 2002).

Otros compuestos bioquimicos tales como los marcadores de la peroxidacion lipidica
(aldehidos) estan involucrados en la respuesta a factores bidticos (Companioni et al., 2005)
y abioticos (Yabor et al., 2006, 2008; Cejas et al., 2012). El dafio por enfriamiento induce
la produccion de radicales libres, en gran medida por las especies reactivas del oxigeno
(Benson, 2008). Los radicales libres atacan la fraccion lipidica de las membranas y resulta
en la formacion de perdxidos lipidicos inestables. Las especies reactivas del oxigeno estan
involucradas en varios aspectos de la fisiologia de las semillas (Bailly, 2004; Berjak et al.,
2011a; Leymarie et al., 2012). Por su parte Martinez-Montero et al., 2002b encontraron que
el nivel de malondialdehido y otros aldehidos en la fraccion microsomal fue mayor en los
callos de cafia de azucar crioconservados en comparacion con el testigo, durante los

primeros 3 d posteriores a la exposicion al NL.

Los niveles de malondialdehido y de otros aldehidos, y la actividad peroxidasa, han sido
descritos como bien relacionados. El malondialdehido es uno de los primeros metabolitos

en formarse en respuesta de las plantas al estrés (Dumet y Benson, 2000). Este compuesto
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resulta de la peroxidacion de las membranas lipidicas y promueve la formacion de otros
aldehidos (Moller, 2001). Estd bien documentado que como resultado de la accion de las
especies reactivas del oxigeno, ademds de aldehidos, se forma peroxido de hidrogeno y la
actividad peroxidasa se incrementa (Gross et al., 2000; Breusegem et al., 2001; Moller,

2001; Arora et al., 2002; De Jong et al., 2002; Kuo y Kao, 2004).

En la Tabla 4 también se observa que los niveles de malondialdehido y otros aldehidos, asi
como, la actividad especifica peroxidasa se increment6 en las raices y tallos después de la
exposicion de las semillas al NL, lo cual concuerda con las referencias mencionadas
anteriormente. En las hojas de tomate, la actividad peroxidasa especifica fue superior

después de la inmersion de las semillas en NL.

En general, la inmersion de las semillas de tomate silvestre en NL afecté mds a las raices
que a otras partes de la planta, y pudo ser posible debido a que las radiculas son estructuras
grandes, tienen mayor volumen de células del parénquima cortical y la médula, las que son
mas vacuoladas y tienen menos caracteristicas meristematicas. Por lo tanto, el dafio a este
tejido parenquimatoso, especialmente por su tamafio, podria ser el evento mas importante

que causa los desérdenes bioquimicos inducidos por la crioconservacion de las semillas.

En cuanto a la variabilidad en el contenido de los diferentes indicadores bioquimicos
analizados, se establecid que los fenoles fueron el compuesto que mas reflejo el efecto de la
exposicion al NL, al considerar el coeficiente de variacion expresado en el andlisis
estadistico de los diferentes 6rganos evaluados. Por lo tanto, en el proximo acépite se
profundizaria en un estudio detallado del efecto de la exposicion de las semillas en NL en el

contenido de los fenoles.
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4.2.2 Caracterizacion en etapas tempranas de la germinacion del contenido de
fenoles en plantulas producidas a partir de semillas crioconservadas
durante diferentes tiempos en nitrégeno liquido

Tanto el testigo (sin inmersion en NL), como las semillas crioconservadas mostraron
alrededor del 80% de germinacion, sin diferencias estadisticas significativas. No se
observaron visualmente cambios fenotipicos en las plantulas obtenidas a los 17 d después
de sembradas. Sin embargo, el almacenamiento de las semillas de tomate silvestre en NL
durante diferentes periodos de tiempo (0-28 d) modificé los niveles de fenoles (Figuras 16,

17y 18).

Cuando las semillas se sumergieron en NL por 7, 14 y 21 d, los niveles de fenoles ligados a
la pared, soluble y total disminuyeron en las raices y en los tallos, comparados con el
testigo. Sin embargo, sus concentraciones se incrementaron para las semillas que se

almacenaron por 28 d (Figuras 16A, B, C; 17 A, B, C).

En las hojas, se observo un patrén similar en los fenoles solubles (Figura 18B), pero los
resultados obtenidos con los fenoles ligados a las paredes y totales fueron diferentes
(Figuras 18A, C). De hecho, los fenoles ligados a la pared celular y totales se
incrementaron en las hojas de las plantulas derivadas de semillas crioconservadas a los 7'y

14 d.

Se asume que la actividad metabolica y la division celular cesa y el envejecimiento se
detiene a la temperatura del NL o su vapor (-196°C a -140°C) (Benson, 2008). Sin embargo,
estudios desarrollados por Walters et al. (2004) alertaron que, aunque se asume que el
almacenamiento criogénico causa longevidad infinita, los efectos del tiempo sobre la

viabilidad no han sido probados, ni tedrica ni empiricamente.
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contenidos de fenoles en los tallos. Medias con letras desiguales tienen
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Walters (2004) analiz6 la estabilidad biofisica de semillas secas con el uso de la
temperatura Kauzmann, el punto en el cual la estabilidad molecular de los cristales es
cercano a cero, como un indicador de la movilidad molecular. Concluyé que la movilidad
molecular podia ocurrir ain a la temperatura criogénica, aunque estaba limitada por el
estado del agua. Buitink et al. (2000) aplicaron la espectroscopia de resonancia
paramagnética electronica para estudiar la rotacion de una sonda spin en el citoplasma de
semillas, polen y varias especies de plantas, como una funcion del contenido de humedad y
la temperatura. Sus estudios sugirieron que el envejecimiento perjudicial estuvo asociado

con la movilidad molecular en el citoplasma.

Aunque las escalas de tiempo observadas por Buitink et al. (2000) y Walters (2004) son
diferentes de las empleadas en este estudio (afios en su caso, dias aqui), sus criterios pueden
usarse para explicar algunos de estos resultados. La movilidad molecular que ocurre en el
citoplasma durante la crioconservacion podria, por ejemplo, inducir cambios en el estrés
oxidativo a través de la formacion de radicales libres, los que pueden dafiar los sistemas
membranosos y producir algunas microfracturas en las membranas. Estos cambios en la
estructura de las membranas de los compartimentos celulares pueden unir algunos
compuestos quimicos que estan aislados en condiciones normales y entonces producir

alteraciones en diferentes rutas metabolicas, e incluir a los fenoles.

En el presente trabajo se mostrd6 por primera vez que la inmersion de semillas de S.
pimpinellifolium en NL durante diferentes periodos de tiempo (0-28 d) modifico los niveles
de fenoles. De esta manera resultaba interesante conocer si los cambios en el contenido de
fenoles a los 28 d de inmersion en NL podian tener implicaciones mayores a nivel

fenotipico y molecular.
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4.2.3 Caracterizacion botanica en campo y molecular de plantas regeneradas
a partir de semillas crioconservadas y no crioconservadas
Es importante determinar la posibilidad de variacion que pueda ocurrir en las plantas
procedentes de semillas sometidas a la inmersion en NL, estos andlisis se llevaron a cabo a
nivel fenotipico, bioquimico y molecular. Las evaluaciones botanicas de la primera y
segunda generacion de plantas derivadas de semillas crioconservadas y no crioconservadas
(testigo), no revelaron diferencias estadisticas significativas entre ambos tratamientos (t-

test, p>0,05), los datos se aprecian en la Tabla 5 y la Figura 19.

Se emplearon 12 marcadores (SSR) para el analisis de la estabilidad genética de diez
plantas de la segunda generacién (cinco plantas derivadas de semillas crioconservadas y
cinco plantas de semillas no crioconservadas, testigo), estos marcadores fueron escogidos
por su alto polimorfismo y la pequeia talla de sus productos de PCR. Las 12
combinaciones de cebadores detectaron un alelo por individuo y en consecuencia son
considerados homocigoticos en los loci analizados. Estos resultados indicaron que ninguno
de los marcadores mostrd cambios en la secuencia de ADN entre las semillas derivadas de
plantas provenientes de semillas crioconservadas y no crioconservadas, este ultimo
considerado tratamiento testigo (Tabla 6).

El el caso del analisis molecular se utilizaron los microsatélites por su importancia (Kalia et
al., 2011). Estas técnicas se emplean para develar la diversidad genética (Asfaw et al.,
2009; Blair et al., 2009; Vieira et al., 2009; Guan et al., 2010; Campos et al., 2011), medir
estructuras de poblaciones (Ribeiro et al., 2010; Albertini et al., 2011), y en mapas de

integridad genética, fisica y fisiologica (McClean et al., 2010; Garcia et al., 2011).
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Tabla 5. Caracterizacion botanica de plantas de Solanum pimpinellifolium L. procedentes de semillas no crioconservadas y crioconservadas

durante el crecimiento in vivo.

Plantas de semillas Plantas de semillas Media ET
no crioconservadas crioconservadas general media
Longitud del tallo mas largo (cm) * 280,3 a 271,8 a 276,05 26,71
Longitud del pétalo (mm) * 1M1,1a 11,0a 11,05 0,98
longitud del sépalo (mm) * 51a 51a 5,1 0,43
Numero de frutos por inflorescencia * 6,9a 7,3a 71 0,67
Masa del fruto (g) * 1,5a 1,5a 1,5 0,13
Longitud del fruto (cm) * 1,3a 1,3a 1,3 0,10
Ancho del fruto (cm) * 1,5a 1,5a 1,5 0,12
Longitud del pedicelo (mm) * 8,1a 8,1a 8,1 0,79
Grosor del pericarpio (mm) * 1,3a 1,3a 1,3 0,11
Diametro del corazoén del fruto (cm) * 0,4 a 0,4 a 0,4 0,03
Numero de I6culos por fruto * 2,1a 2,2a 2,15 0,19
Brix del fruto (%) * 8,1a 79a 8,0 0,72
pH del fruto * 3,8a 39a 3,85 0,33
Tipo de crecimiento ** Semi-determinado Semi-determinado
Densidad de pubescencia del tallo ** Intermedio Intermedio
Longitud de los entrenudos del tallo ** Corto Corto
Densidad del follaje ** Intermedio Intermedio
Posicion de la hoja ** Horizontal Horizontal
Tipo de hoja ** Pimpinellifolium Pimpinellifolium
Grado de diseccion de la hoja ** Intermedio Intermedio
Color de las venas de las hojas ** Normal Normal
Color de la corola ** Amarillo Amarillo
Tipo de corola ** Abierto Abierto
Posicion del estilo ** Insertado Insertado
Color externo de los frutos inmaduros ** Verde claro con venas blancas Verde claro con venas blancas
Pubescencia del fruto ** Limitado Limitado
Forma predominante del fruto ** Ligeramente aplanado Ligeramente aplanado
Uniformidad del tamafio del fruto ** Intermedio Intermedio
Color externo del fruto ** Rojo Rojo
Intensidad del color externo del fruto ** Alto Alto
Facilidad para separar el fruto del pedicelo ** Intermedio Intermedio
Forma del hombro del fruto ** Aplanado Aplanado
Facilidad para pelar el fruto ** Intermedio Intermedio
Color del pericarpio ** Rojo oscuro Rojo oscuro
Consistencia del fruto a los 10 dias de la cosecha ** Bueno Bueno

* Medias con letras desiguales tienen diferencias estadisticamente significativas (t-test, p<0.05). n= 3 (3 réplicas de 30 plantas cada una).

**Acorde a IPGRI (1996).
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Figura 19. Caracterizacion fenotipica en campo del efecto de la crioconservacion de

semillas, primera generacion, N= 3 (3 repeticiones de 30 plantas cada una).
Accesion 56.
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Tabla 6. Alelos SSR detectados (pares de bases) mediante 12 marcadores microsatélites en
plantas de Solanum pimpinellifolium derivadas de semillas crioconservadas y no

crioconservadas (2da generacion).

: LE LE LE LE LE LE
Muestra
20592 21085 ct001 aat002 aat007 caa001
Cl 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
C3 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
C4 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
C6 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
C7 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
NC1 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
NC2 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
NC3 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
NCs 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
NC6 171-171 109-109 98-98 104-104 99-99 100-100
LE LE LE LE LE LE
Muestra
ctt001 tat002 2a003 LE 25 ta003 ta015
Cl 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
C3 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
C4 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
C6 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
C7 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
NC1 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
NC2 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
NC3 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
NC5 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
NC6 91-91 202-202 235-251 230-230 97-97 98-98
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En ese sentido, Harding y Benson (2001) los emplearon para el analisis de la estabilidad
genética de plantas de S. tuberosum L., procedentes de brotes crioconservados y no
crioconservados. Ellos encontraron una estabilidad en el genoma de cloroplastos de las
plantas procedentes de la crioconservacion idéntica a las de las plantas procedentes del
cultivo in vitro. Los microsatélites también se usan para la seleccion asistida por
marcadores (Benchimol et al., 2005; Chen et al., 2011; Kalia et al., 2011), en el analisis de
la diversidad del genoma en especies, y para evaluar relaciones entre individuos en

colecciones nticleos de cultivos como el tomate (Gongalves-Vidigal y Benchimol, 2011).

Por otra parte, en estudios donde se compararon el desarrollo vegetativo y floral en plantas
de campo originadas de material crioconservado en especies como Musa sp. (Cote et al.,
2000), Solanum tuberosum (Mix-Wagner et al., 2003) y Elaeis guineensis (Konan et al.,
2007), no se encontraron diferencias en los caracteres estudiados producto de la accion de
la crioconservacion. En el caso de semillas crioconservadas, tampoco se encontraron
diferencias en las plantas regeneradas a partir de semillas de cebolla cuando se realizaron
analisis citologicos (Lakhanpaul et al., 1996). Uragami et al. (1993) informaron que el
nimero de plantas diploides regeneradas de embriones de colza no difirié del control no

crioconservado.

En este sentido, en el Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila, se estudié
el comportamiento en campo de plantas de cafia de azlcar regeneradas de callos
embriogénicos crioconservados (100 plantas por tratamiento (Martinez-Montero et al.,
2002a, 2002b). Los resultados mostraron diferencias transitorias que desaparecieron a los
12 meses de cultivo. Otros trabajos realizados en la misma institucién sobre los efectos de

la conservacion de semillas de frijol en NL no mostraron cambio fenotipico en los
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caracteres macroscopicos de plantas jovenes y adultas crecidas in vivo (Cejas et al., 2012,

2013).

Por otra parte, solo muestras de alta calidad puedan almacenarse en NL, lo cual requiere
rigurosos procedimientos operacionales (Berjak et al., 2011a), esto se debe a que, el estado
del germoplasma antes ser sometido a las temperaturas ultra bajas tiene importantes
implicaciones para su estabilidad y viabilidad (Benson, 2008), dentro de lo que se incluyen
la estabilidad fisica y bioquimica del sistema (Reed et al., 2001). La tltima confirmacion de
la estabilidad genética de un material crioconservado debe ser la reintroduccién en el

ambiente y la produccion de plantas completas y fértiles.

En el contexto de los bancos de germoplasma y desde el punto de vista agronomico, el
efecto de la exposicion al NL en la viabilidad y germinacion, debe estudiarse para cada
material antes del uso de la crioconservacion para el almacenamiento a largo plazo. Los
resultados de este experimento confirmaron a nivel del fenotipo y del genotipo evaluado, la
efectividad de la crioconservacion de semillas de S. pimpinelifolium para preservar y

regenerar plantas que conserven los caracteres agrondmicos principales.

4.3 Determinacion del efecto de la crioconservacion a largo plazo en la

germinacion de semillas de tomate silvestre

En los primeros seis meses, las semillas que se guardaron en frio a 4°C alcanzaron un
porcentaje de germinacion que no difirio estadisticamente con las que estaban almacenadas
en NL (Figura 20). Sin embargo, a los 12 meses para las semillas del tratamiento testigo
(semillas almacenadas a 4°C), disminuy6 el porcentaje de germinacidén con diferencias
estadisticas respecto a las semillas crioconservadas hasta el final del tiempo de evaluacion.
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Figura 20. Porcentaje germinacion de semillas de Solanum pimpinellifolium posteriores
a la inmersion en nitrogeno liquido hasta 24 meses de almacenamiento.
ANOVA bifactorial, Tukey, p< 0,05. Para el andlisis estadistico los

porcentajes se transformaron segun y = 2*arcosen (y/100)%>.

A pesar de que se determind una disminucidon en el porcentaje de germinacion de las
semillas crioconservadas después de 12 meses de almacenamiento, éstas conservaron un
porcentaje de germinacion cercano al 75% hasta el final del tiempo de evaluacion (24
meses). La viabilidad de las muestras debe controlarse periddicamente (Iriondo, 2001) y
establecerse en dependencia de su uso. Si el porcentaje de germinacion es inferior al 85%
del valor inicial en muestras almacenadas en colecciones a largo plazo y al 65% del valor
inicial en colecciones activas, se recomienda su regeneracion ya sea mediante nuevas
recolecciones o por multiplicacion a partir de las semillas viables, todo esto,
independientemente de las condiciones de almacenamiento utilizadas. Sin embargo, segin
van Treuren et al. (2013) los niveles de germinacion de semillas para las especies silvestres
emparentadas a los cultivos es menos estricto que sus correspondientes cultivos, y se
consideran buenos resultados de germinacion valores mayores al 57% si se almacenan a

largo-plazo.
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La limitacion de los cambios quimicos que son originados por el metabolismo o los
procesos de envejecimiento, es un principio basico para la conservacion de semillas. No
obstante, se conoce que condiciones de baja temperatura y bajo contenido en humedad
prolongan la longevidad de las semillas (Iriondo, 2001). Las reglas de Harrington,
establecen que existe una relacion exponencial entre la longevidad de las semillas, la
temperatura y el contenido de humedad de almacenamiento, de manera que la longevidad
de una semilla se duplica por cada reduccion de 5°C en la temperatura y por cada reduccion

de un 1% en el contenido de humedad.

De acuerdo con este criterio, las semillas conservadas a muy bajas temperaturas y con muy
bajos contenidos de humedad deberian mantenerse viables durante milenios. Sin embargo,
Vertucci y Roos (1990) y Ellis et al.(1990), establecieron que los efectos beneficiosos de la
desecacion de la semilla sobre la longevidad de ésta, tiene limites y que depende de la

composicion quimica de la misma.

Se ha comprobado también que, contrario a lo establecido por las reglas de Harrington, los
efectos de la temperatura y el contenido de humedad no son independientes (Vertucci y
Roos, 1990). El uso apropiado de estos dos factores proporciona una via aceptable para la
conservacion a largo plazo de muestras de semillas en bancos de germoplasma (Iriondo,

2001).

Las semillas ortodoxas, es decir semillas capaces de permanecer viables largo tiempo bajo
determinadas condiciones, sobreviven a un estado de sequia inicial, pero pueden también
perder la viabilidad durante el almacenamiento (Mira et al., 2010). El deterioro de las

semillas puede seguir un patréon sigmoidal, en el cual la viabilidad permanece por un
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periodo constante, seguido de una abrupta disminucién y finalizan en un periodo lento
durante el cual unas pocas semillas se mantienen viables (Walters, 1998; Walters et al.,

2005).

Es muy importante para la regeneracion de las accesiones en los bancos de germoplasmas
predecir la duracion de la fase inicial (Walters, 1998; Walters et al., 2004). Sin embargo,
los mecanismos exactos que conllevan a la pérdida de la viabilidad de la semillas no estan
bien definidos y la susceptibilidad de la semilla a envejecer varia dentro de las familias y

las especies (Walters et al., 2005; Niedzielski et al., 2009; Nagel y Borner, 2010).

El deterioro de la semilla durante la fase inicial depende de la humedad y la temperatura
durante el almacenamiento y otros aspectos mds como la calidad, de los antecedentes
genéticos y, muy importante, las condiciones ambientales en que se desarrollaron las
mismas (Walters et al., 2004). Esta es una fase asintomatica dificil de medir (Mira et al.,

2010).

En este sentido, se ha planteado un mecanismo de dos etapas que involucra la oxidacion
durante el envejecimiento de las semillas ortodoxas segin reconocen Smith y Berjak
(1995). Es decir, atn para este tipo de semillas con bajo contenido de humedad durante el
almacenamiento se ha comprobado que ocurren las reacciones de auto-oxidacion que
provocan la produccion de radicales libres (McDonald, 1999; Bailly, 2004). En estas
condiciones la actividad de las enzimas de desintoxicacion son casi nulas y, por lo tanto es
poco probable la eliminacion de las sustancias reactivas del oxigeno, las que tienen un

efecto negativo en los componentes celulares (lipidos, acidos nucleicos y proteinas
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estructurales y enzimaticas) o se encuentran atrapadas en las estructuras intracelulares

(Smirnoft, 1993).

Por otra parte, se conoce que las semillas ortodoxas presentan caracteristicas apropiadas
para la formacion del estado vitreo (Walters, 2004). Sin embargo, el contenido de agua
mediante el cual el citoplasma se transforma en ese estado durante la desecacion-
almacenamiento depende de la temperatura (Buitink y Leprince, 2008). Es decir, mientras
mas baja es la temperatura de desecacion, es mayor el contenido de agua al que el
citoplasma pasa a estado vitreo. Asi, aunque la formacién vitrea en las semillas de manera
drastica disminuye la movilidad molecular, pero las moléculas en estas condiciones no
estan muy restringidas en movimiento y una pequeiia difusion en el tiempo es posible. Esto
en parte puede explicar por qué las semillas envejecen a mas altas temperaturas debido a
los procesos de deterioro de las semillas como la peroxidacion lipidica pero de manera

lenta.

Existen evidencias donde muestran que la degradacion es mucho mas lenta y la durabilidad
aumenta cuando las células son almacenadas a temperaturas criogénicas y se comparan con
el refrigerador. Por ejemplo, diferentes lineas de patdgenos, cultivos celulares,
espermatozoides, y embriones se mantienen viables en criogenia durante 10-40 afios
(Walters et al., 2004; Buitink y Leprince, 2008; Volk, 2010). Similares resultados se
informaron por Day (2004), donde se menciona que la viabilidad de algas crioconservadas

se mantiene por mas de 20 afios sin afectaciones.

El estudio de los mecanismos de envejecimiento de las semillas y la determinacion de

indicadores de calidad pueden salvar enormes cantidades de tiempo, esfuerzo y materiales
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en los bancos de germoplasma (Stanwood, 1985) y preservar de esta forma la biodiversidad
genética. También en los bancos de semillas que emplean el método de crioconservacion se

deben realizar pruebas de viabilidad y de vigor de forma periodica.

Walters et al. (2004), realizaron importantes estudios de longevidad en germoplasma
crioconservado. Estos autores informaron sobre cambios medibles en la germinacion de
semillas secas en NL por mas de 10 afios. Se demostrd que existe variabilidad en el
deterioro de las semillas entre las especies y dentro de una misma especie y que la
longevidad de la semilla puede superar los 500 afios. Por otro lado, también concluyeron
que el almacenamiento a temperaturas criogénicas, no es suficiente para disminuir el
deterioro, principalmente si el estado inicial de envejecimiento de la semilla ocurre a

temperaturas mayores antes de ser colocadas en NL.

Sin embargo, lo anterior se contradice con los estudios realizados por Ellis et al. (1990), y
Pritchard y Dickie (2003) donde consideran que los efectos de las reacciones del
envejecimiento se limitan con las ultra-bajas temperaturas segun modelos de prediccion de
la viabilidad en el tiempo. Ademads, existen evidencias que demuestran que la posible
degradacion durante el almacenamiento criogénico se debe atribuir también a las
fluctuaciones en la temperatura que provoca la devitrificacion del estado vitreo con el
crecimiento de cristales de hielo dafiinos, mas alla que las reacciones de envejecimiento que
tienen lugar a esta temperatura de almacenamiento (Day, 2004; Buitink y Leprince, 2008;

Volk, 2010).
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De esta forma, se establecio que a pesar de que el proceso de deterioro de las semillas debe
ocurrir irremediablemente, la crioconservacion hace mas lento el mismo y se obtienen

niveles de germinacion altos durante los 24 meses de la investigacion.

4.4 Comparacion de las accesiones mas representativas en cuanto a la
germinacion y porcentaje de plantulas que lograron la expansion de las hojas
cotiledonales después de exponer las semillas al nitrégeno liquido

En la Tabla 7 se muestra el tiempo de secado de las semillas y su contenido de humedad
antes del almacenamiento en NL segin su representatividad de semillas con diferente
uniformidad de la maduracion. Se observa que para las semillas con buena uniformidad de
la madurez se logra la misma humedad de las semillas en menor tiempo de desecacion lo
que puede ser favorable con un menor dafio de las semillas y por eso son los mayores

valores de germinacidn para esta maduracion.

En las semillas de tomate, que es del tipo de semilla que madura dentro de la fruta humeda;
el contenido de humedad no declina durante la maduracidén, aunque las semillas sean
tolerantes a la desecacion y germinen. Estas semillas previenen su germinacion precoz en el
fruto por el control hormonal y por el potencial osmético de la fruta en el desarrollo tardio
(Welbaum y Bradford, 1990; Berry y Bewley, 1992). En este sentido se ha comprobado que
el méximo de la calidad de la semilla coincide con el inicio de la maduracién del fruto, y
las semillas declinan su calidad con la hiper-maduracion (Welbaum, 1999; Bradford, 2004).
Las semillas de tomate deficientes en ABA reducen su dormancia y pueden germinar
viviparas en los frutos muy maduros debido a la disminucién de la sensibilidad a la

imbibicion osmotica (Groot y Karssen, 1992; Ni y Bradford, 1993).
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Tabla 7. Tiempo de desecacion en gel de silice de semillas de Solanum pimpinellifolium y

su contenido de humedad antes de la inmersion en nitrégeno liquido.

Accesién Uniformidad en la Tiemp(’) de seHn?illqllaesd?‘?A) fifn}fsa Gerr’rzti)/:)a cion
madurez desecacion (h) P
14 Escasa 24 6,2+2.3 65,2+ 6,0
15 Escasa 24 6,0+ 2.1 68,1+5,8
26 Escasa 25 58+24 60,3+4,3
29 Escasa 24 55+2,0 62,3+5,1
30 Escasa 25 57+25 68,1+3,2
7 Intermedia 17 6,0+1,5 80,1+3,2
32 Intermedia 20 6,3+0,8 78,1+4,.2
49 Intermedia 20 6,5+1,1 79,1+5,1
53 Intermedia 17 5,9+0,9 81,5+4,1
56 Intermedia 19 6,0£1,0 85,2+3,5
5 Buena 15 6,0+0,3 95,0+ 1,1
43 Buena 15 6,1+0,1 91,2+2,3
60 Buena 17 5,7+0,3 89,1+ 3.0
61 Buena 15 59+0,1 92,1+4,6
62 Buena 15 6,0+0,1 90,3+3,1
Promedio 19.4 6.3+1,1

Por otra parte, se ha estudiado en semillas de Cucumis melo (Welbaum y Bradford, 1990;
Welbaum, 1999) que durante la cosecha, las semillas jovenes (menos de 45 d después de la
antesis) germinan muy poco pero después pierden esa dormancia durante el
almacenamiento. Por ejemplo, después de seis anos de almacenamientoa 6% de contenio de
humedad y a 10°C, estas semillas relativamente inmaduras pierden la viabilidad mientras

que las semillas maduras no lo hacen. Este ejemplo ilustra el efecto beneficioso del
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almacenamiento por desecacion de las semillas inmaduras y la reduccion de su viabilidad

en el almacenamiento.

El efecto de la maduracion en la calidad de las semillas es particularmente evidente en
cultivos con crecimiento indeterminado donde la floracion y la produccion de semillas se
extienden en el tiempo. En las Brassicas, por ejemplo las semillas en varios estados de
desarrollo (Bradford y Bewley, 2002) estan presentes simultaneamente en la plantas. En
estos casos, el efecto de la madurez en la calidad de la semilla es exacerbada por el hecho

que estas semillas exhiben el desgarramiento una vez que las semillas maduran.

Las condiciones del medioambiente durante el desarrollo de las semillas también afectan la
dormancia. Por ejemplo, semillas de lechuga que maduran a elevadas temperaturas y por
eso exhiben limites de temperature alta y limitan la germinacion cuando se compara con
semillas maduras a bajas temperaturas (Sung et al., 1998). También existen otras
influencias en la germinacién de las semillas debido a las condiciones del ambiente
duarante el desarrollo o la maduracion y estdn bien documentadas, incluyen la duracion del
dia, la calidad de la luz, el tipo de maduracion, la altitud entre otros factores (Gutterman,
1992; Baskin y Baskin, 1998). Todo lo anterior explica las diferencias en la produccion de
semillas entre las especies y las variedades con el objetivo de obtener una alta calidad de la

semilla y minimizar los problemas con la dormancia.

La crioconservacion no afectd la germinacion inicial de las semillas en ninguno de los
biotipos seleccionados para la experimentacién por sus caracteristicas contrastantes en la
uniformidad en la madurez, y ademés en todos los casos las plantulas alcanzaron altos

porcentajes de expansion de sus hojas cotiledonales (Tabla 8). Sin embargo cuando se
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compara con los 4°C de almacenamiento si existieron diferencias significativas a los 18

meses en el caso de las accesiones con escasos e intermedias madurez. Correspondiendose

como se habia planteado que la calidad de las semillas dependia en gran medida del

momento de maduracion.

Tabla 8. Plantulas con hojas cotiledonales expandidas a los 17 d de la siembra posterior a

la inmersion en nitrégeno liquido (18 meses).

Plantulas con hojas
Accesioy | Uniformidad COtililqgnaliS Significacién
en la madurez expandidas (%) t-test
4°C -196°C

14 Escasa 52,5+2.3 |163,2+3,0 *
15 Escasa 50,0+2.5 | 62,1 £3,8 *
26 Escasa 48,7+24 | 60,3+43 *
29 Escasa 55,0+2,0 | 60,8 2,1 *
30 Escasa 573+26 | 67,1 3,2 *

7 Intermedia 60,7+1,5 | 80,1 £3,2 *
32 Intermedia 63,8+0,8 | 78,1 +42 *
49 Intermedia 65,7+1,1 | 79,1 £5,1 *
53 Intermedia 59,9+0,9 | 81,5+4,1 *
56 Intermedia 60,7+1,0 | 85,2+3,5 *

5 Buena 90,3+3,3 | 95,0+4,1 n.s.
43 Buena 90,1 +£3,1 [912+23 n.s
60 Buena 87,3+2,3 | 89,1 £3,0 n.s
61 Buena 89,7+3,1 | 92,1 +4,6 n.s
62 Buena 88,0+4,1 |190,3+3,1 n.s

N= 3 (tres muestras independientes de 50 semillas cada una). T-Student para valores de

p <0.05, n.s. sin sigificacion; *: significacion. £: Error estandar de la media.
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La respuesta diferenciada después de la crioconservacion en las accesiones estudiadas era
de suponer y coincide también con lo evidenciado en otros cultivos. Dumet y Benson
(2000) sugirieron que la diferencia en los porcentajes de supervivencia entre los clones de
embriones somaticos en Elaeis quineensis después del NL dependio6 de los distintos niveles
de absorcion de sacarosa segun el estado fisiologico de cada clon, lo cual determind
diferentes cantidades de agua con tendencia a formar cristales de hielo. Al respecto Panis y
Lambardi (2006) subrayaron que la eleccion del material tiene una extrema importancia a la
hora de establecer una estrategia de crioconservacion. Malaurie et al. (1998) manifestaron
que la diferencia en sus resultados entre los clones crioconservados de malanga se debio6 a

que a pesar de pertenecer a una misma especie, el origen genético fue diferente.

Engelmann (2000) evidenci6é que una metodologia de crioconservacion funciona en rangos
de respuestas a la temperatura del nitrégeno liquido en dependencia del genotipo y si se
estimara conveniente mejorar la eficiencia del procedimiento para un genotipo elite
entonces se justificaria la realizacion de ajustes al protocolo de crioconservacion. Paulet et
al. (1993), Cyr (1998) y Reed et al. (2001) plantean que ¢l factor genotipo se necesita
siempre tener en cuenta para validar cualquier protocolo de crioconservacion. Incluso,
Turner et al. (2001) demostraron que resultd eficiente utilizar primero una especie
indicadora (en su caso Anigozanthos viridis que tenia una alta tasa de multiplicacion in
vitro) para optimizar el protocolo de crioconservacion y después aplicarlo a otras especies

relacionadas.
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En sentido general, la comparacion de las accesiones de tomate silvestre (S.
pimpinellifolium) en cuanto al porcentaje de plantulas que lograron la expansion de las
hojas cotiledonales y que se seleccionaron para el andlisis por su diversidad, segun el

dendograma mostrado en el acépite 4.1.2, respondieron bien a la crioconservacion.
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5. CONCLUSIONES

1. En el canton Bolivar de la provincia de Manabi en Ecuador se colectaron 63
accesiones de tomate silvestre (Solanum pimpinellifolium L.) con diferencias

marcadas en cuanto a los indicadores de caracterizacion ex Situ.

2. La exposicion de las semillas al NL produjo variaciones en los indicadores

bioquimicos en las plantas de tomate silvestre (Solanum pimpinellifolium L.).

3. No se observaron diferencias en los caracteres estudiados entre las plantas derivadas
de semillas crioconservadas y no crioconservadas a nivel fenotipico visible.

Ademas, la crioconservacion no causd cambios en la secuencia de ADN.

4. La crioconservacion de semillas de tomate silvestre (Solanum pimpinellifolium L.) a
largo plazo, no afectdé el porcentaje de germinacion respecto a las semillas

almacenadas a 4°C.

5. Las accesiones de tomate silvestre (Solanum pimpinellifolium L.) mas
representativas, mostraron similar viabilidad y no se observaron diferencias en
relacion con el porcentaje de plantulas que lograron la expansion de las hojas

cotiledonales después de exponer las semillas al NL.
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6. RECOMENDACIONES

1.[1Preservar las accesiones colectadas mediante su exposicion a NL, pues los

caracteres botanicos mas relevantes no se afectaron por la técnica empleada.

2.[Determinar la relacion de las temperaturas ultra bajas con otros indicadores
bioquimicos e histologicos y su efecto sobre caracteres fenotipicos no estimados en

el presente trabajo.

3.[IConsiderar los resultados de este trabajo como referencia para interpretar la

respuesta fisioldgica de otras semillas ortodoxas a la crioconservacion.
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Anexo 1: Caracteristicas de los lugares de coleccion de las diferentes accesiones de tomate silvestre (Solanum pimpinellifolium L.).

Accesion  Latitud (Sur)  Longitud (Oeste)  Altitud Textura del Drenaje Disponibilidad pH Conductividad Salinidad  Color del  Pedregosidad del
(msnm) suelo de agua del suelo (mg.L'1) suelo suelo
pS.cm™
1 0° 51’ 46.2” 80° 08’ 53.8” 27 Franco Moderado Orilla rio 5,30 65,7 30,3 Amairillo Pedregoso
Arenoso
2 0° 52" 11.1” 80° 08’ 50.9” 32 Franco Moderado Orilla rio 6,98 92,9 43,1 Amairillo Excesivamente
Arenoso pedregoso
3 0° 52’ 47.4” 80° 06’ 41.5” 31 Franco Moderado Orilla rio 5,51 71,9 33,6 Amairillo Excesivamente
pedregoso
4 0° 50’ 25.6” 80° 10’ 39.6” 23 Franco Moderado Bajo riego 6,69 312 148 Amairillo Excesivamente
Arenoso pedregoso
5 0° 52’ 04.1” 80° 09’ 27,3” 26 Franco Moderado Bajo riego 4,80 70,4 32,8 Negro Sin piedras
Arenoso
6 0° 51’ 06.3” 80° 09’ 47.5” 15 Franco Escaso Bajo riego 4,62 208 99,9 Amarillo Pedregoso
Arcilloso
7 0° 56’ 09.8” 80° 03’ 45.7” 132 Franco Moderado Otro. Seco 4,47 119 56,2 Amairillo Excesivamente
Arenoso pedregoso
8 0° 55’ 08.5” 80° 04’ 55.8” 47 Franco Bueno Bajo riego 5,80 94,5 47,5 Gris Sin piedras
Arenoso
9 0° 50’ 31.5” 80° 09’ 39.2” 12 Franco Moderado Otro. Seco 6,76 119 100 Amairillo Excesivamente
Arenoso pedregoso
10 0° 53 17.2” 80° 05’ 03.7” 33 Franco Moderado Orilla rio 7,20 246 124 Amairillo Muy pedregoso
rojizo
11 0° 52’ 57.3” 80° 04’ 11.5” 56 Franco Moderado Orilla rio 6,54 133 67,1 Verde Sin piedras
grisaceo
12 0° 51’ 21.9” 80° 08’ 53.3” 23 Franco Moderado Otro. Seco 5,50 183 92,1 Amairillo Moderadamente
rojizo pedregoso
13 0° 50" 39.4” 80° 07’ 21.5” 54 Franco Moderado Otro. Seco 5,12 79,9 40,3 Amarillo Sin piedras
Arcilloso
14 0° 51’ 16.3” 80° 09’ 37.4” 38 Limoso Moderado Otro. Seco 4,90 576 290 Amarillo Muy pedregoso
15 0° 51’ 35.5” 80° 09’ 15.9” 28 Franco Moderado Otro. Seco 5,43 83,1 41,9 Amairillo Pedregoso
16 0° 51’ 00.4” 80° 08’ 45.9” 38 Arcilloso Moderado Otro. Seco 7,50 127 64,2 Amairillo Pedregoso
rojizo
17 0° 52' 51.9” 80° 05’ 53.8” 42 Franco Moderado Otro. Seco 4,94 73,4 37,1 Amairillo Pedregoso
Arenoso
18 0° 50’ 39.3” 80° 09’ 40.8” 20 Franco Moderado Orilla rio 7,41 138 69,6 Amairillo Excesivamente
Arenoso pedregoso
19 0° 50’ 25.7” 80° 09’ 54.1” 19 Franco Moderado Orilla rio 7,73 162 81,9 Amairillo Muy pedregoso
Arenoso
20 0° 50’ 26.0” 80° 09’ 54.4” 25 Franco Moderado Orilla rio 7,45 113 57,1 Amarillo Muy pedregoso
Arenoso
21 0° 50’ 40.9” 80° 10’ 34.8” 24 Franco Limoso  Moderado Otro. Seco 7,53 149 75,0 Amairillo Excesivamente

pedregoso



22

23
24

25

26
27

28
29

30

31
32

33

34

35
36

37
38

39

40

41
42

43

44

45

47

0° 51’ 04.0”

0°51’07.3”
0° 50’ 55.6”

0° 51’ 09.7”

0°5110.1”
0° 50’ 41.1”

0° 50’ 33.0”
0° 50’ 36.7”

0° 50’ 35.7”

0° 56’ 12.0”
0° 56’ 12.4”
0° 56’ 12.4”

0° 50’ 58.5”

0° 50’ 51.0”
0° 51’ 52.0”

0° 51’ 16.3”
0° 49’ 37.2”

0° 49’ 53.4”

0° 49 39.1”

0° 50’ 06.3”
0° 51’ 16.1”

0° 50’ 54.6”

0° 50’ 47.5”

0° 51 19.4”
0° 51 19.4”

0° 58’ 45.5”

80° 12’ 06.6”

80° 11° 07.4”
80° 10’ 25.4”

80° 09’' 19.2”

80° 09’ 19.6”
80° 10’ 00.1”

80° 09’ 48.1”
80° 09’ 43.9”

80° 09’ 46.1”

80° 03’ 44.7”
80° 03’ 44.5”

80° 03’ 43.4”

80° 09’ 44.8”

80° 10’ 07.9”
80° 09’ 05.8”

80° 09’ 37.2”
80° 10’ 51.9”

80° 11° 05.4”

80° 10’ 49.8”

80° 10’ 27.6”
80° 03’ 29.6”

80° 09’ 43.3”

80° 10’ 46.4”

80° 07’ 28.7”
80° 07’ 28.9”

79° 58’ 08.0”

55

30
24

23

23
24

21
19

21

128
130

130

23

15
15

34
16

18

15

18
116

30

29

64

145

Arcilloso

Franco Limoso
Franco Limoso

Franco
Arenoso
Franco

Franco
Arenoso
Franco Limoso
Franco Limoso

Franco
Arenoso
Franco

Franco

Franco

Franco
Arenoso
Franco Limoso

Franco
Arenoso
Franco Limoso
Franco
Arenoso
Franco Arcillo
Limoso
Franco
Arenoso
Franco
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco Limoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado.

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Otro. Seco

Otro. Seco
Otro. Seco

Bajo riego

Orilla rio
Orilla rio

Bajo riego
Otro. Seco

Bajo riego

Otro. Seco
Otro. Seco

Otro. Seco
Orilla rio

Bajo riego
Bajo riego

Bajo riego
Otro. Seco

Otro. Seco
Otro. Seco

Bajo riego
Otro. Seco

Otro. Seco
Otro. Seco

Bajo riego
Otro. Seco

Otro. Seco

4,94

7,82
5,77

6,79

7,14
7,09

6,97
5,21

7,58

5,36
4,99
4,10

4,17

5,44
5,80

4,29
7,06

6,60
6,70

7,30
5,80

7,84
7,10

5,30
5,48

6,51

65,4

269
149

92,3

118
207

332
488

242

50,0
44,8
297

196

155
52,9

244
154

158
114

144
91,6

190
336

224
471

54,8

33,0

136
75,6

46,6

60,7
104

167
246

122

25,2
22,7
150

100

78,3
25,1

125
77,8

80,1
57,5

67,5
42,7

89,9
161

107
230

25,3

Amarillo
rojizo
Negro

Amarillo

Amarillo

Amarillo
Amarillo

Gris
Negro

Amarillo

Negro
Gris
Amarillo
rojizo
Amarillo
rojizo
Gris
Amarillo

Amarillo
Amarillo

Negro
Gris

Gris
Amarillo

Verde

grisaceo
Amairillo

Negro
Negro

Amarillo

Moderadamente
pedregoso
Sin piedras

Moderadamente
pedregoso

Muy pedregoso

Muy pedregoso
Muy pedregoso
Sin piedras
Moderadamente
pedregoso
Muy pedregoso
Sin piedras
Pedregoso

Moderadamente
pedregoso
Pedregoso

Sin piedras
Pedregoso

Pedregoso
Muy pedregoso

Excesivamente
pedregoso
Pedregoso

Sin piedras
Muy pedregoso

Muy pedregoso
Pedregoso

Sin piedras
Sin piedras

Pedregoso



48

49

50

51

52

53

54

55
56

57

58

59

60

61
62
63

0° 58’ 56.2”

0° 58’ 50.2”

0° 58 29.1”

0° 58’ 26.5”

0° 56’ 28.7”

0° 56’ 13.7”

0° 51’ 47.3”

0° 49 10.5”
0° 55’ 32.7"

0° 56’ 08.8”

0° 51’ 53.4”

0°51’41.9”

0° 51’ 04.1”

0° 52’ 03.0”
0° 51’ 03.0”
0° 53’ 03.0”

79° 66’ 37.2”

79° 57 24.5”

79° 568’ 29.9”

79° 58’ 47.6”

80° 03’ 06.8”

80° 03’ 20.6”

80° 11’ 48.17

80° 09’ 31.6”
80° 02’ 47.5”

80° 03’ 45.1”

80° 09’ 05.6”

80° 08’ 56.3”

80° 09’ 27.3”

80° 07’ 00.9”
80° 07’ 00.9”
80° 07’ 00.9”

137

143

138

143

122

118

30

24
95

12

32

21

26

26
27
27

Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco

Franco Limoso

Franco
Franco

Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco
Arenoso
Franco Limoso

Franco Limoso

Franco Limoso

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado
Moderado

Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco

Bajo riego
Bajo riego

Otro. Seco
Otro. Seco
Otro. Seco
Bajo riego

Bajo riego
Bajo riego

Bajo riego

5,02
7,85
4,65
7,76
5,50
4,96
6,95

6,87
7,00

4,79
8,07
5,07
4,80

5,26
5,26
5,26

31,7
90,6
180
245
42,6
38,4
125

259
139

63,9
137
80,7
70,4

118
118
118

14,6
42,4
84,3
116
19,1
17,5
57,6

122
65,8

28,2
64,6
36
32,8

54,6
54,6
54,6

Amarillo

Amarillo
rojizo
Negro

Verde
grisaceo
Amarillo

Amarillo
rojizo
Amarillo
Negro
Negro
Verde
grisaceo
Amarillo
rojizo
Amarillo
rojizo
Negro
Negro
Negro
Negro

Pedregoso
Pedregoso
Sin piedras

Moderadamente
pedregoso
Moderadamente
pedregoso
Pedregoso

Moderadamente
pedregoso
Sin piedras

Moderadamente
pedregoso
Moderadamente
pedregoso
Pedregoso

Pedregoso
Sin piedras

Sin piedras
Sin piedras

Sin piedras




Anexo 2. Caracteristicas promedio de las diferentes accesiones de tomate silvestre cultivadas en condiciones experimentales (ex situ) (primera parte)

Accesion Tipo de Tamarfo dela Longitud de la Densidad de la Longitud del Densidad del  Posicion de Tipo de hoja Diseccion  Coloracién  Color de la
crecimiento planta guia (m) pubescencia del tallo entrenudo follaje la hoja de la hoja de las corola

venas

1 Semi Intermedia 1,60 Intermedia Corto Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

2 Semi Intermedia 1,70 Densa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

3 Semi Grande 2,57 Escasa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

4 Semi Grande 2,28 Densa Corto Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

5 Semi Intermedia 2,17 Densa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Alto Normales Amarillo
determinado (claras)

6 Semi Grande 2,17 Intermedia Corto Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

7 Semi Grande 2,22 Densa Corto Intermedio Semi erecta Estandar Intermedio  Normales Amarillo
determinado (claras)

8 Determinado Intermedia 1,30 Densa Corto Denso Inclinada Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
colgante (claras)

9 Semi Intermedia 1,94 Escasa Corto Denso Horizontal ~ Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

10 Indeterminado Grande 2,57 Densa Corto Denso Semi erecta  Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
(claras)

11 Semi Grande 2,11 Escasa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

12 Semi Grande 2,34 Escasa Corto Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

13 Semi Grande 2,39 Escasa Corto Denso Horizontal ~ Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

14 Indeterminado Grande 2,97 Densa Corto Denso Horizontal Estandar Intermedio Normales Amarillo
(claras)

15 Semi Grande 2,0 Escasa Corto Denso Horizontal Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

16 Semi Intermedia 2,0 Densa Corto Intermedio Horizontal ~ Pimpinellifolium Alto Normales Amarillo
determinado (claras)

17 Indeterminado Grande 2,70 Intermedia Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
(claras)

18 Semi Intermedia 2,55 Densa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Alto Normales Amarillo
determinado (claras)

19 Semi Intermedia 1,92 Intermedia Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium Bajo Normales Amarillo
determinado (claras)

20 Semi Grande 2,06 Escasa Corto Intermedio Horizontal Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

21 Semi Grande 2,34 Intermedia Corto Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo
determinado (claras)

22 Semi Intermedia 1,77 Densa Intermedio Intermedio Semi erecta  Pimpinellifolium  Intermedio Normales Amarillo

determinado

(claras)
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Indeterminado

Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado

Intermedia

Grande

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Grande

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Grande

Intermedia

Intermedia

2,10
2,14
1,80
1,98
2,0
2,06
2,44
2,34
2,24
2,08
2,48
2,40
2,50
2,25
2,65
2,23
2,05
1,77
1,90
1,80
1,68
2,10
1,78

2,30

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Densa

Densa

Intermedia

Intermedia

Escasa

Escasa

Escasa

Densa

Escasa

Escasa

Escasa

Densa

Intermedia

Densa

Escasa

Intermedia

Escasa

Intermedia

Densa

Escasa

Intermedia

Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Intermedio
Intermedio
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Intermedio

Corto

Intermedio

Denso

Denso

Denso

Denso

Denso

Denso

Denso

Denso

Denso

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Escaso

Intermedio

Escaso

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Horizontal
Horizontal
Horizontal
Semi erecta
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Semi erecta
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Inclinada
colgante
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Inclinada
colgante
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Inclinada

colgante
Horizontal

Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium

Estandar

Intermedio
Intermedio
Alto
Alto
Alto
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Intermedio
Alto
Alto
Intermedio
Alto
Alto

Intermedio

Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo
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47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Determinado

Determinado
Enano

Semi
determinado
Indeterminado

Indeterminado
Determinado
Determinado

Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Semi
determinado

Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Pequefia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia

Intermedia

2,25
2,10
2,13
1,97
1,65
1,50
2,0
2,90
3,23
2,67
1,66
2,20
2,0
1,90
1,60
1,80

2,24

Escasa

Densa

Densa

Escasa

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Densa

Densa

Densa

Intermedia

Densa

Densa

Densa

Intermedia

Intermedio
Corto
Corto

Intermedio
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto
Corto

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Escaso

Intermedio

Denso

Denso

Intermedio

Intermedio

Escaso

Escaso

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio

Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Inclinada
colgante
Horizontal
Horizontal
Horizontal
Horizontal

Horizontal

Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium
Pimpinellifolium

Pimpinellifolium

Intermedio
Intermedio
Alto
Alto
Alto
Intermedio
Intermedio
Alto
Alto
Alto
Intermedio
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto

Bajo

Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)
Normales
(claras)

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Amarillo



Anexo 2. Caracteristicas promedio de las diferentes accesiones de tomate silvestre cultivadas en condiciones experimentales (ex situ) (segunda

parte)
Accesion Tipo de Longitud Longitud del Uniformidad de Frutos por Color del fruto  Rayas verdes en  Pubescencia Forma Tamafio  Homogeneidad
corola del pétalo  sépalo (mm) la madurez inflorescencia no maduro los frutos del fruto predominante del del fruto del fruto
(mm) fruto

1 Abierta 9 3 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

2 Abierta 8 4 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

3 Abierta 11 4 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefio Intermedia
verduzco

4 Abierta 9 5 Intermedia 5 Verde Presente Escasa Redondeado mediano Mucha

5 Abierta 8 4 Buena 8 Blanco Presente Escasa Redondeado grande Mucha
verduzco

6 Abierta 9 4 Intermedia 5 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

7 Abierta 7 3 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

8 Abiertal 1[1(111 9 4 Buena 4 Blanco Ausente Escasa Ligeramente grande Intermedia
verduzco achatado

9 Abierta 9 4 Intermedia 6 Blanco Ausente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

10 Abierta 9 4 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

11 Abierta 10 5 Intermedia 4 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

12 Abierta 9 4 Intermedia 6 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefio Mucha
verduzco

13 Abierta 10 3 Intermedia 7 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

14 Abierta 8 5 Escasa 4 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefo Intermedia
verduzco

15 Abierta 10 4 Escasa 5 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefo Mucha
verduzco

16 Abierta 6 3 Escasa 4 Blanco Presente Escasa Redondeado grande Intermedia
verduzco

17 Abierta 9 3 Escasa 3 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

18 Abierta 8 3 Escasa 5 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

19 Abierta 8 3 Escasa 4 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefio Mucha
verduzco

20 Abierta 10 9 Intermedia 4 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Mucha
verduzco

21 Abierta 11 4 Intermedia 5 Blanco Presente Escasa Redondeado mediano Intermedia
verduzco

22 Abierta 7 4 Escasa 5 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefo Mucha
verduzco

23 Abierta 8 3 Intermedia 4 Blanco Presente Escasa Redondeado pequefio Intermedia

verduzco
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Intermedia
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Presente

Presente

Presente

Presente

Presente
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Presente

Presente
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Escasa

Escasa
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Escasa
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Escasa

Escasa

Escasa

Escasa
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Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Escasa

Redondeado
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49
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Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Abierta

Buena

Intermedia

Buena

Buena

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Escasa

Intermedia

Buena
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Buena
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Anexo 2. Caracteristicas promedio de las diferentes accesiones de tomate silvestre cultivadas en condiciones experimentales (ex situ) (tercera

parte)
Accesion Masa  Longitud del Anchodel Color del fruto Intensidad del Forma secundaria  Hombro del fruto  Longitud del Grosor del Color del Intensidad del
del fruto (cm) fruto (cm) maduro color del fruto del fruto pedicelo (mm) pericarpio (mm) pericarpio  color del pericarpio
fruto
(9)

1 2,9 1,5 1,7 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 6 2 Rojo Intermedia
achatado

2 2,2 1,4 1,5 Rojo Mucha Redondeado Aplanada 7 1 Rojo Intermedia

3 1,9 1,3 1,5 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Mucha
achatado

4 2,3 1,6 1,5 Rojo Mucha Redondeado Aplanada 6 1 Rojo Mucha

5 4,5 2,0 1,9 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 8 1,8 Rojo Intermedia
achatado

6 2,1 1,4 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 8 1 Rojo Intermedia
achatado

7 2,7 1,4 1,6 Rojo Mucha Redondeado Aplanada 7 1,5 Rojo Intermedia

8 7,0 1,9 2,3 Rojo Mucha Ligeramente Ligeramente 9 2,5 Rojo Poca
achatado hundida

9 2,5 1,4 1,6 Rojo Mucha Redondeado Aplanada 8 2 Rojo Poca

10 2,4 1,5 1,6 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

11 2,6 1,5 1,6 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1,5 Rojo Intermedia
achatado

12 1,8 1,4 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

13 2,6 1,5 1,6 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 6 1 Rojo Poca
achatado

14 1,9 1,3 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

15 2,0 1,3 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 8 1 Rojo Intermedia
achatado

16 2,5 1,5 1,8 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 6 1,2 Rojo Intermedia
achatado

17 2,8 1,6 1,6 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 6 1,5 Rojo Intermedia
achatado

18 3.1 1,5 1,8 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 9 1,2 Rojo Intermedia
achatado

19 2,0 1,3 1,3 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Poca
achatado

20 2,4 1,4 1,6 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

21 2,6 1,5 1,6 Rojo Intermedia Ligeramente Ligeramente 6 1 Rojo Intermedia
achatado hundida

22 2,0 1,4 1,5 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Mucha
achatado

23 2,0 1,4 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia

achatado
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48 2,3 1,5 1,7 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 8 1 Rojo Mucha
achatado

49 2,6 1,5 1,6 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Mucha
achatado

50 2,7 1,5 1,6 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

51 3,4 1,6 1,8 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1,5 Rojo Intermedia
achatado

52 3,0 1,5 1,6 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

53 2,4 1,5 1,7 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

54 2,9 1,5 1,7 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

55 2,4 1,3 1,5 Rojo Mucha Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

56 2,6 1,4 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 7 1 Rojo Intermedia
achatado

57 2,4 1,3 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 8 1 Rojo Intermedia
achatado

58 2,0 1,4 1,5 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 10 1 Rojo Intermedia
achatado

59 2,6 1,5 1,7 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 8 1 Rojo Intermedia
achatado

60 52 1,9 2,1 Rojo Mucha Achatado Ligeramente 8 1,8 Rojo Intermedia

hundida

61 3,8 1,8 1,9 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 9 2 Rojo Intermedia
achatado

62 3,7 1,8 1,9 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 10 2 Rojo Intermedia
achatado

63 3,8 1,7 1,8 Rojo Intermedia Ligeramente Aplanada 9 1,2 Rojo Poca

achatado




Anexo 2. Caracteristicas promedio de las diferentes accesiones de tomate silvestre cultivadas en condiciones experimentales (ex situ) (cuarta

parte)
Accesion Forma del Tamafio del  Numero de I6bulos Solidos solubles Acidez del fruto Susceptibilidad al estrés Susceptibilidad al Susceptibilidad al
corte corazon del del fruto (grados brix) por sequia estrés por insectos estrés por hongos
transversal del  fruto (mm)
fruto
1 Redondo 6 2 8 4,2 Muy baja Intermedia Muy baja
2 Redondo 4 2 9 43 Muy baja Intermedia Muy baja
3 Redondo 5 2 8 4,4 Muy baja Baja Muy baja
4 Redondo 5 2 7 4,4 Muy baja Baja Muy baja
5 Redondo 7 2 7.4 43 Muy baja Muy baja Muy baja
6 Redondo 4 2 7 4,3 Muy baja Muy baja Muy baja
7 Redondo 6 2 9 4,4 Muy baja Baja Muy baja
8 Redondo 10 3 7 4,5 Muy baja Intermedia Muy baja
9 Redondo 5 2 8 4,2 Muy baja Baja Muy baja
10 Redondo 6 2 9 4,3 Muy baja Baja Muy baja
11 Redondo 5 2 9 4,3 Muy baja Baja Muy baja
12 Redondo 4 2 8,5 4 Muy baja Baja Muy baja
13 Redondo 4 2 8 4,2 Muy baja Baja Muy baja
14 Redondo 5 2,1 7 4,2 Muy baja Baja Muy baja
15 Redondo 4 2 8 4 Muy baja Baja Muy baja
16 Redondo 6 2 3,8 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
17 Redondo 7 2 9,5 4 Muy baja Baja Muy baja
18 Redondo 5 2 4 41 Muy baja Muy baja Muy baja
19 Redondo 5 2 7,5 43 Muy baja Baja Muy baja
20 Redondo 5 2 8 43 Muy baja Muy baja Muy baja
21 Redondo 6 2 7 43 Muy baja Muy baja Muy baja
22 Redondo 4 2 7 4,3 Muy baja Muy baja Muy baja
23 Redondo 5 2 4,5 4,2 Muy baja Baja Muy baja
24 Redondo 5 2 8 4,2 Muy baja Baja Muy baja
25 Redondo 5 2 6,5 4,3 Muy baja Baja Muy baja
26 Redondo 5 2 7 4,2 Muy baja Baja Muy baja
27 Redondo 5 2 8 4,2 Muy baja Baja Muy baja
28 Redondo 6 2 8 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
29 Redondo 4 2 7 4,6 Muy baja Muy baja Muy baja
30 Redondo 5 2 7,5 4,5 Muy baja Muy baja Muy baja
31 Redondo 5 2 8,5 4.4 Muy baja Muy baja Muy baja
32 Redondo 5 2 9 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
33 Redondo 4 2 7,5 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
34 Redondo 5 2 8 4,5 Muy baja Muy baja Muy baja
35 Redondo 5 2 6 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
36 Redondo 6 2 9 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
37 Redondo 5 2 8 43 Muy baja Muy baja Muy baja
38 Redondo 6 2 7 4,5 Muy baja Muy baja Muy baja
39 Redondo 4 2 55 4 Intermedia Muy baja Muy baja
40 Redondo 6 2 8 4,3 Muy baja Muy baja Muy baja
41 Redondo 4 2 8 4,4 Baja Muy baja Muy baja
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42 Redondo 7 2 7 4,5 Baja Muy baja Muy baja
43 Redondo 9 3 6 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
44 Redondo 5 2 8 41 Muy baja Muy baja Muy baja
45 Redondo 5 2 7 43 Muy baja Muy baja Muy baja
46 Redondo 4 2 6,5 41 Muy baja Muy baja Muy baja
47 Redondo 6 2 9,4 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
48 Redondo 6 2 6,6 4,3 Muy baja Muy baja Muy baja
49 Redondo 5 2 7,8 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
50 Redondo 6 2 7,2 41 Muy baja Muy baja Muy baja
51 Redondo 7 2 8 41 Muy baja Muy baja Muy baja
52 Redondo 6 2 9 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
53 Redondo 5 2 7 4,6 Muy baja Muy baja Muy baja
54 Redondo 5 2 5 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
55 Redondo 5 2 7 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
56 Redondo 5 2 8 4,3 Muy baja Muy baja Muy baja
57 Redondo 4 2 5 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
58 Redondo 5 2 7 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
59 Redondo 5 2 8 4,4 Muy baja Muy baja Muy baja
60 Redondo 8 24 7 4.4 Muy baja Muy baja Muy baja
61 Redondo 7 2 7.4 4.4 Muy baja Muy baja Muy baja
62 Redondo 6 2 9,8 4,2 Muy baja Muy baja Muy baja
63 Redondo 8 3 7,8 4,2 Muy baja Intermedia Muy baja
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