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Abstract

ecognizing native populations as genetic reservoirs necessitates their conservation, especially

when referring to characters that are of interest for breeding new cultivars and in light of

the limited genetic variation present in current commercial varieties. This research sought
to evaluate the genetic variation in 55 collections of native tomato (Solanum lycopersicum L.) from nine
states of Mexico, through their morphological and molecular characterization, and to create a strategy
for their sustainable and efficient conservation. The collections were characterized morphologically
under greenhouse conditions based on 62 descriptors used by the International Plant Genetic
Resources Institute (IPGRI). Molecular characterization was performed using ISSR markers with 16
primers, which generated 118 amplified products, of which 81 allowed differentiating collections
(68.7 % polymorphism). Multivariate analysis detected three groups based on morphological
descriptors of leaves, flowers, stem and fruit, while the molecular characterization generated seven
groups, coinciding by only 26.5 %. The origins of the collections had no association with the clusters.
The presence of significant genetic variability in the native tomatoes was detected, so it is concluded
that within the groups generated it is possible to identify materials with traits of interest for breeding.
On the other hand, sustainable conservation of this genetic variability in seedbanks may be more
efficient by requiring the safeguarding of 67 % of the collections studied.

Resumen

econocer a las poblaciones nativas como reservorios genéticos obliga a su conservacion,

especialmente al referirse a caracteres que son de interés para el mejoramiento de nuevos

cultivares y a la escasa variacién genética presente en las actuales variedades comerciales.
La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar la variacién genética de 55 colectas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) nativo, provenientes de nueve estados de la Reptiblica Mexicana, a través de su
caracterizacién morfoldégica y molecular, y generar una estrategia para su conservacion sustentable
y eficiente. El cultivo se caracterizé morfolégicamente en condiciones de invernadero con base en
62 descriptores del International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI). La caracterizacién molecular se
realiz6 mediante marcadores ISSR’s con 16 iniciadores; éstos generaron 118 productos amplificados,
de los cuales 81 permitieron diferenciar colectas (68.7 % de polimorfismo). Andlisis multivariados
detectaron tres grupos con base en descriptores morfolégicos de hojas, flores, tallo y fruto; en tanto
que la caracterizacién molecular gener6 siete grupos, los cuales coincidieron Gnicamente 26.5 %.
Los origenes de las colectas no tuvieron asociacién con las agrupaciones. Se detect6 la presencia de
variabilidad genética apreciable en los tomates nativos, por lo que se considera que dentro de los
grupos generados es posible identificar materiales con caracteres de interés para el mejoramiento
genético. Por otra parte, la conservacién sustentable de esta variabilidad genética en bancos de
germoplasma podra ser mds eficiente al necesitar el resguardo de 67 % de las colectas estudiadas.
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Introduction

Mexico is considered to be the main center of tomato
(Solanum  lycopersicum L.) domestication, since it has
great genetic variation as reflected in the diverse traits
found in native varieties (Peralta & Spoonner, 2007).

Knowledge of an ecosystem’s biodiversity is of great
importance for the immediate conservation of genetic
resources; this requires having an inventory to
effectively quantify and conserve the genetic variation,
in order to achieve sustainable use and exploitation
through breeding (Benavides-Gonzdlez, Cisne-Contreras,
Querol-Lipcovich, & Mordn-Centeno, 2011). This leads
to the need to characterize wild and native species
through their morphology or molecular DNA markers.

Despite the importance of recognizing the characteristics
and patterns of genetic variation in genetic resources,
it is estimated that 80 % of the collections created
worldwide have not been characterized and 95 %
remain without agronomic evaluation; thus, the role
of seedbanks is limited to just storing seed (Boada-
Higuera, Mejia-Ramirez, Ceballos-Aguirre, & Orozco,
2010). On the other hand, with the growing number
of accessions to conserve, it is essential to detect and
remove duplicate materials and, additionally, discover
the value of the collections conserved (Gonzdlez-
Aguilera et al., 2011). This will facilitate their use
through the rescue of traits of interest for breeding
(Benavides-Gonzdlez et al., 2011).

Studies have been conducted in order to generate groups
according to their genetic similarity or characteristics
of anthropocentric interest, such as postharvest quality,
fruit shapes and colors, culinary quality, nutraceutical
quality, taste and agronomic benefits (Carrillo-Rodriguez
& Chdvez-Servia, 2010; Crisanto-Judrez, Vera-Guzmadn,
Chdvez-Servia, & Carrillo-Rodriguez, 2010). The purpose
of this research has been to generate information to
identify sets of genotypes with high variation among
them, so that their differentiation is evident; but at the
same time, groups must be homogeneous in their interior.

Genetic variation in plant species can be explored in a
fast, accurate and efficient manner by using molecular
markers (Gonzdlez-Aguilera et al., 2011). Different
molecular markers have been used in tomato, including
ISSR (Robinson & Harris, 2000), which do not require
prior knowledge of the genome and generate high
polymorphism, facilitating studies of genetic diversity,
phylogenetics, genomics and biological evolution
(Gonzdlez-Aguilera et al., 2011).

Sequencing techniques have verified that there is very
little polymorphism at the DNA level in commercial
tomato (Park, West, & St-Clair, 2004). In the case of 96
tomato accessions characterized by Gonzdlez-Aguilera

Introducciéon

México es considerado como el principal centro de
domesticacion del tomate (Solanum lycopersicum L.),
ya que posee gran variacion genética reflejada en
diversos caracteres de las variedades nativas (Peralta &
Spoonner, 2007).

El conocimiento de la biodiversidad de un ecosistema
es de gran importancia para la conservaciéon inmediata
de los recursos genéticos, esto obliga a contar con un
inventario que permita cuantificar y conservar en forma
eficaz la variacién genética, con el fin de lograr el uso
sustentable y aprovechamiento a través del mejoramiento
genético (Benavides-Gonzdlez, Cisne-Contreras, Querol-
Lipcovich, & Mordn-Centeno, 2011). Lo anterior deriva
en la necesidad de realizar caracterizaciones de las
especies silvestres y nativas, a través de su morfologia o
de marcadores moleculares de ADN.

A pesar de la importancia que representa el reconocer
las caracteristicas y patrones de variacién genética
de los recursos genéticos, se estima que 80 % de
las colectas realizadas a nivel mundial no se han
caracterizado y 95 % siguen sin evaluacién agronémica;
asi, la funcién de los bancos de germoplasma se limita
a almacén de semillas (Boada-Higuera, Mejia-Ramirez,
Ceballos-Aguirre, & Orozco, 2010). Por otra parte, ante
el crecimiento del niimero de accesiones a conservar,
es preponderante detectar y eliminar materiales
duplicados y, adicionalmente, descubrir el valor de
las colecciones conservadas (Gonzdlez-Aguilera et al.,
2011). Esto facilitard su uso a través del rescate de
caracteres de interés para el mejoramiento genético
(Benavides-Gonzdlez et al., 2011).

Se han realizado estudios con el fin de generar
grupos de acuerdo con su similitud genética o de
caracteristicas de interés antropocéntrico, como la
calidad postcosecha, formas y colores de fruto, calidad
culinaria, calidad nutracéutica, sabor y ventajas
agrondmicas (Carrillo-Rodriguez & Chdvez-Servia, 2010;
Crisanto-Judrez, Vera-Guzmadn, Chdvez-Servia, & Carrillo-
Rodriguez, 2010). EI propésito de estas investigaciones
ha sido generar informacién que permita identificar
conjuntos de genotipos con alta variacién entre ellos,
de tal forma que su discriminacién sea evidente; pero a
la vez, los grupos en su interior deben ser homogéneos.

La variacién genética de especies vegetales puede
explorarse mediante marcadores moleculares de manera
rdpida, precisa y eficiente (Gonzdlez-Aguilera et al.,
2011). En tomate se han utilizado diferentes marcadores
moleculares, entre ellos los ISSR (Robinson & Harris,
2000), los cuales no requieren conocimiento previo del
genoma y generan alto polimorfismo, facilitando los
estudios de diversidad genética, filogenética, genémica
y evolucion bioldgica (Gonzdlez-Aguilera et al., 2011).
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et al. (2011) with ISSR primers, they generated 144
bands, of which only 53 showed polymorphism, with
an average of 14.4 bands per primer.

In this situation, the wild relatives of tomatoes are one
of the main sources of germplasm for breeding this
crop, since they have developed multiple traits that
have allowed them to survive in adverse environmental
conditions, including pests and diseases (Eingenbrode,
Trumble, & Jones, 1993; Pérez-Grajales, Mdrquez-
Sdnchez, & Pefa-Lomeli, 1997); consequently, efforts
have been made to collect and characterize materials
native to Mexico.

Based on the above, this research was conducted in
order to evaluate the genetic variation in 55 native
tomato (Solanum lycopersicum L.) collections from nine
states of Mexico, through their morphological and
molecular characterization, and create a strategy for
their sustainable and efficient conservation.

Materials and methods
Collections evaluated

A total of 55 native tomato collections from nine
states in the Mexican Republic were characterized
morphologically and molecularly: Campeche (C14),
Chiapas (C6, C7, C8, C24, C33, C36, C37, C50, C58, C59),
Guanajuato (C43), Guerrero (C60), Hidalgo (C55), Jalisco
(C39, C40, C47), Oaxaca (C4, C12, C17, C19, C20, C21,
C22, C27, C29, C32, C45, C46, C61), Puebla (C2, C3, C16,
C48, C49, C52, C56), San Luis Potosi (C11, C18), Tabasco
(C1, C53), Veracruz (C5, C9, C25, C26, C31, C35, C42,
C51). Additionally, eight collections of unknown origin
(C15, C28, C54, C62, C63 and C64) were studied.

Morphological characterization

The morphological characterization was carried out
in the 2013 spring-summer growing season in a full-
vent, medium-technology greenhouse with 600-grade
polyethylene covering with 70 % light transmission, and
front, side and top ventilation protected by anti-aphid
mesh, located at Chapingo Autonomous University (19°
29' NL and 98° 53' WL; 2240 masl), with a mean annual
temperature of 15.9 °C. The collections were sown in
200-cavity polystyrene trays with peatmoss substrate.

Transplanting was performed 30 days after sowing;
the plants were grown hydroponically in 15-kg
polypropylene pots. The substrate used was volcanic
pumice (tezontle) with particles of less than 3 mm
in diameter. The nutrient solution used was that
proposed by Cadahia-Lépez (2000), and the amount
applied varied according to the phenological stage
and weather conditions. The conduction system was a
stem and the planting density was 3.7 plants-m”. The
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Con técnicas de secuenciacién se ha verificado que en
tomate comercial existe muy poco polimorfismo al
nivel de ADN (Park, West, & St-Clair, 2004). En el caso de
96 accesiones de tomate caracterizadas por Gonzdlez-
Aguilera et al. (2011) con iniciadores ISSR’s, generaron
144 bandas, s6lo 53 presentaron polimorfismo, con
promedio de 14.4 bandas por iniciador.

Ante esta situacioén, los parientes silvestres del tomate
son una de las principales fuentes de germoplasma para
el mejoramiento de este cultivo, ya que han desarrollado
multiples caracteristicas que les han permitido
sobrevivir en condiciones ambientales adversas, entre
ellas las plagas y enfermedades (Eingenbrode, Trumble,
& Jones, 1993; Pérez-Grajales, Mdrquez-Sdanchez, & Peiia-
Lomeli, 1997), por lo que se han realizado esfuerzos para
colectar y caracterizar materiales nativos de México.

Con base en lo anterior, la presente investigacién se
realiz6 con el propésito de evaluar la variacién genética
de 55 colectas de tomate (Solanum lycopersicum L.) nativo,
provenientes de nueve estados de la Republica
Mexicana, a través de su caracterizacién morfoldgica
y molecular, y generar una estrategia para su
conservacion sustentable y eficiente.

Materiales y métodos
Colectas evaluadas

Se caracterizaron morfolégica y molecularmente 55
colectas nativas de tomate originarias de nueve estados
delaRepublica Mexicana: Campeche (C14), Chiapas (C6,
C7, C8, C24, C33, C36, C37, C50, C58, C59), Guanajuato
(C43), Guerrero (C60), Hidalgo (C55), Jalisco (C39, C40,
C47), Oaxaca (C4, C12, C17, C19, C20, C21, C22, C27,
C29, C32, C45, C46, C61), Puebla (C2, C3, C16, C48,
C49, C52, C56), San Luis Potosi (C11, C18), Tabasco (C1,
C53), Veracruz (C5, C9, C25, €26, C31, C35, C42, C51).
Adicionalmente, se estudiaron ocho colectas de origen
desconocido (C15, C28, C54, C62, C63 y C64).

Caracterizaciéon morfolégica

La caracterizacién morfolégica se realizé en el ciclo
primavera-verano 2013 en un invernadero tipo “full
vent” de nivel tecnolégico medio, con cubierta de
polietileno calibre 600 con transmision de luz de 70 %,
y ventilacién frontal, lateral y superior protegida por
malla antidfidos, ubicado en la Universidad Auténoma
Chapingo (19° 29' LN y 98° 53' LO; 2240 msnm); con
temperatura media anual de 15.9 °C. Las colectas se
sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades
con sustrato de turba.

El trasplante se realiz6 30 dias después de la siembra;
las plantas se establecieron en cultivo hidropénico,
en macetas de polipropileno con capacidad de

119




120

Morphological and molecular variation...

experimental unit consisted of a pot with two plants. A
randomized complete block experimental design with
five replications was used.

The morphological characterization was carried out by
quantifying 62 qualitative and quantitative descriptors
according to the IPGRI guide for tomato.

Molecular characterization

The molecular characterization was performed in 2014
at Chapingo Autonomous University’s Laboratory for
Assisted Plant Breeding. DNA was extracted from the
collections using the protocol described by Wagner
et al. (1987). To determine the DNA concentration
obtained in ng-puL’, a Thermo Scientific NanoDrop Lite
spectrometer was used. DNA quality assessment was
performed on 0.8 % agarose gel by electrophoresis with
90 volts for 1.5 h. Subsequently the gel was stained in
an ethidium bromide solution (0.6 pg-uL’ in TAE 1 X)
for 20 minutes. Then it was documented using a UVP-
brand transilluminator and the UVP Doc-It LS Image
Acquisition package.

Taq DNA polymerase chain reactions were performed
with 16 primers (Table 1). For each genotype, 2.5 pL
of DNA diluted to 10 ng-uL’ were added to a 0.2-mL
Eppendorf tube with 22.5 pL of reaction mixture; thus,
the final volume was 25 pL. The reaction mixture
consisted of: 5.2 pL of Molecular Biology grade H,O, 10 pL
of dNTPs (500 pM), 2.5 pL of buffer (10 x), 1.5 pL of MgCl,
(50 mM), 3.0 pL of ISSR primer (10 ng-uL"), 0.3 pL of Taq
DNA polymerase enzyme (5 u-uL’), and 2.5 pL of DNA
(10 ng-uL"). Amplification was carried out in a TECHNE-
brand FTC41H2D model thermocycler, with the following
program: a pre-denaturation cycle at a temperature of
93 °C for 1 min; forty denaturation cycles, each with: 20 s
at 93 °C, 60 s at the annealing temperature of the primer
used and 20 s at 72 °C; final extension at 72 °C for 6 min.
Finally the sample was cooled to 10 °C.

Amplified products were separated by electrophoresis
in agarose gel, stained with ethidium bromide and
documented by a transilluminator and the UVP-brand
Doc-It LS Image Acquisition package.

Encoding of the information obtained in the gels was
carried out based on the similarities of the banding
patterns by assigning the value 0 to the absence and 1 to
the presence of each band. The number of polymorphic
bands resulting from amplification was quantified for
each primer, and each band was identified according to
the migration distance in the gel.

Statistical analysis

For the analysis of morphological characters, the most
useful variables for differentiating collections were

15 kilogramos. El sustrato empleado fue espuma
volcdnica (tezontle) con particulas de didmetro menor
a 3 mm. La solucién nutritiva utilizada fue la propuesta
por Cadahia-Lépez (2000), la cantidad aplicada varié
de acuerdo con la etapa fenoldgica y las condiciones
climdticas. El sistema de conduccién fue de un talloy la
densidad de plantacion correspondi6 a 3.7 plantas-m™.
La unidad experimental consistié6 en una maceta con
dos plantas. Se emple6 un disefio experimental de
bloques completos al azar con cinco repeticiones.

La caracterizacién morfoldgica se realiz6 mediante
la cuantificacion de 62 descriptores cualitativos y
cuantitativos de acuerdo con la guia para tomate del
(IPGRI, 1996).

Caracterizacion molecular

La caracterizacién molecular, se realizé en 2014, en el
Laboratorio de Mejoramiento Genético Asistido de la
misma institucion. La extraccién de ADN de las colectas
se llevé a cabo con el protocolo descrito por Wagner et al.
(1987). Para determinar la concentracién de ADN obtenido
en ng-uL’, se us6 un espectrofotémetro “NanoDrop Lite”
de “Thermo Scientific”. La evaluacién de calidad del ADN
serealizé en gel de agarosa al 0.8 % mediante electroforesis
con 90 voltios durante 1.5 h. Posteriormente, el gel se
tifi6 en una solucién de bromuro de etidio (0.6 pg-uL’
en TAE 1 X) por 20 minutos. Después se document6
mediante un transluminador marca UVP y el paquete
Doc-It LS Image Acquisition marca UVP.

Las reacciones en cadena de la Tag ADN polimerasa
se realizaron con 16 iniciadores (Cuadro 1). Para
cada genotipo, 2.5 pL de ADN diluido a 10 ng-uL" fue
adicionado a un tubo Eppendorf de 0.2 mL con 22.5 pL
de mezcla de reaccidn; asi, el volumen final fue 25 pl.
La mezcla de reaccién consisti6 de: 5.2 uL de H,O grado
Biologia Molecular, 10 pL de dNTP’s (500 pM), 2.5 pL
de amortiguador (10 x), 1.5 pL de MgCl, (50 mM), 3.0
uL de iniciador ISSR (10 ng-uL"), 0.3 pL de enzima Taq
DNA polimerasa (5 u-uL"), y 2.5 pL de ADN (10 ng-uL").
La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador
modelo FTC41H2D marca TECHNE, con el siguiente
programa: un ciclo de predesnaturalizacién con
temperatura de 93 °C por 1 min; cuarenta ciclos de
desnaturalizacién, cada uno con: 20sa 93 °C, 60 s a la
temperatura de alineamiento del iniciador empleado
y 20 s a 72 °C; para extension final a 72 °C por 6 min.
Finalmente la muestra se enfrié hasta 10 °C.

Los productos amplificados se separaron por electroforesis
en gel de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio y se
documentaron mediante un transluminador y el paquete
Doc-It LS Image Acquisition marca UVP.

La codificacién de la informacién obtenida en los geles
se realizé con base en las similitudes de los patrones
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Table 1. Sequence and annealing temperature of 16
ISSR primers

Cuadro 1. Secuencia y temperatura de alineamiento de
16 iniciadores ISSR

Annealing
Primer/ Sequence/ temperature °C/
Iniciador Secuencia Temperatura de
alineamiento °C
ISSR1 (CAAAGG 62
ISSR3 (CARAAGCT 49
ISSR4 (AG,CTC 55
ISSR6 (ACKCTG 59
ISSR7 (AG,CTG 53
ISSR8 (AC,CTT 57
ISSR9 (AG)C 47
ISSR10 (GA),T 43
UBC820 (GT),C 50
UBC822 (T C);A 46
UBC823 (TC),C 48
UBC829 (TG C 56
UBC840 (GA,CTT 51
UBC862 (A GC) 68
UBC866 (CTC) 60
LOL 7 (GA)CC 44

selected by means of successive covariance analyses.
Subsequently, cluster analysis was conducted from the
squared Euclidean distance matrix and the generation
algorithm of Ward’s minimum distance dendrogram;
the height cutoff point was decided based on the cubic
clustering criterion (Statistical Analysis System [SAS],
1983), the pseudo t* statistic (Hotelling, 1951) and the
pseudo F statistic (Johnson, 1998).

In order to corroborate the appropriateness of the
grouping generated and identify the characters
responsible for it, discriminant analysis in which the
generated groups were considered as the categorical
variable was performed. Additionally, resubstitution
tests were conducted to verify the appropriateness of
each collection to the assigned group (Johnson, 1998).

The molecular data were used to obtain the Jaccard
(1912) index, with which a cluster analysis was
performed with the methodology described above.
Results and discussion

Morphological characterization

Selection of informative variables

From 62 evaluated morphological characters, successive
analyzes of covariance were able to reduce the
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de bandeo al asignar el valor 0 a la ausenciay 1 ala
presencia de cada banda. Se cuantificé el namero de
bandas polimérficas producto de la amplificacién para
cada iniciador; cada banda se identific6é de acuerdo con
la distancia de migracion en el gel.

Analisis estadistico

Para el andlisis de caracteres morfolégicos se
seleccionaron las variables de mayor utilidad para
discriminar colectas a partir de andlisis de covarianzas
sucesivas; posteriormente se llevd a cabo un andlisis
de agrupamiento a partir de la matriz de distancias
euclidianas elevadas al cuadrado y el algoritmo de
generaciéon del dendrograma de la minima varianza
de Ward, la altura de corte se decidié con base en el
criterio ctbico de agrupamiento (Statistical Analysis
System [SAS], 1983), la pseudo estadistica t* (Hotelling,
1951) y la pseudo F (Johnson, 1998).

Con el fin de corroborar la pertinencia de la agrupacién
generada e identificar los caracteres responsables de
ésta, se realizé un andlisis discriminante en el que
se consider6 como variable categérica los grupos
generados. Adicionalmente se realizaron pruebas de
resustitucién para verificar la pertinencia de cada
colecta al grupo asignado (Johnson, 1998).

A partir de los datos moleculares se obtuvo la matriz de
disimilaridad de Jaccard (1912), con la que se realiz6 un
andlisis de agrupamiento con la metodologia descrita
anteriormente.

Resultados y discusion
Caracterizaciéon morfolégica
Seleccion de variables informativas

A partir de 62 caracteres morfolégicos evaluados, los
andlisis de covarianza sucesiva lograron reducir la
dimensionalidad de la matriz de datos al identificar
a 15 con mayor relevancia para discriminar colectas:
peso de semilla, longitud de hoja primaria, ancho de
hoja primaria, forma de fruto, color de fruto inmaduro,
longitud de fruto, ancho de fruto, firmeza de fruto, color
de pericarpio, ntmero de l6culos, longitud del sépalo,
longitud de pétalo, longitud de estambre, tamafio de
la planta y nimero de nudos. Estos caracteres fueron
empleados para realizar los andlisis multivariados
subsecuentes; el resto no fueron considerados por no
tener utilidad para diferenciar colectas, o bien, debido
a su alta asociacién con las variables seleccionadas.

Los resultados anteriores indican que todas las
estructuras de la planta mostraron variabilidad
(hojas, frutos, flores y tamafio de planta), lo cual
fue de utilidad para la discriminacién de colectas.
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dimensionality of the data matrix by identifying 15 with
greater relevance for discriminating collections: seed
weight, primary leaf length, primary leaf width, fruit
shape, immature fruit color, fruit length, fruit width,
fruit firmness, pericarp color, number of locules, sepal
length, petal length, stamen length, plant size and number
of nodes. These characters were used for the subsequent
multivariate analyzes; the rest were not considered to be
useful to differentiate collections, or because of their high
association with the selected variables.

The above results indicate that all plant structures showed
variability (leaves, fruits, flowers and plant size), which
was useful for differentiating the collections. In a study
by Pacheco-Triste, Chdvez-Servia, and Carrillo-Rodriguez
(2014), similar results where the differences among
characterized populations were due to the divergence
in fruit and plant characteristics were obtained; on the
other hand, Carrillo-Rodriguez and Chdvez-Servia (2010)
found that the number of flowers per cluster, average
fruit weight, fruits per cluster and total number of fruits
to the fifth cluster had high variation among collections
studied under greenhouse conditions.

Cluster analysis
The dendrogram in Figure 1, built with Ward’s

minimum variance algorithm, with a height cutoff
point of semipartial 0.1 r°, defined from the cubic

0.57

En el trabajo de Pacheco-Triste, Chdvez-Servia, y
Carrillo-Rodriguez (2014), se obtuvieron resultados
similares donde las diferencias entre poblaciones
caracterizadas se debieron a la divergencia en
caracteristicas de fruto y planta; por otra parte,
Carrillo-Rodriguez y Chdvez-Servia (2010) detectaron
que el namero de flores por racimo, peso medio de
frutos, frutos por racimo y total de frutos al quinto
racimo, tuvieron alta variacién entre colectas
estudiadas bajo invernadero.

Andlisis de agrupamiento

El dendrograma de la Figura 1, construido con el
algoritmo de minima varianza de Ward, con altura
de corte de 0.1 r* semiparcial, definida a partir del
criterio cubico de agrupamiento, la pseudo F y la
pseudo t*, determiné que el niimero de grupos 6ptimos
fueron tres, los cuales incluyeron 16, 31 y 8 colectas,
respectivamente. Si bien la mayoria de los trabajos
utilizan el método UPGMA, en el presente se considera
que al trabajar con colectas de varias regiones del pais
realizadas con diferentes criterios, el método de Ward
es el adecuado para este tipo de andlisis, con base en
las ventajas mencionadas por Nufiez-Colin y Escobedo-
Lépez (2011): reduce la presencia de individuos atipicos
y es de mayor utilidad cuando el objetivo del trabajo es
conocer la variabilidad existente en genotipos de una
especie o género especifico.
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R-cuadrada semi parcial

0. 17

h
}

0.0" 1 r e 1
cCccCcCccCccCcCcCcCcCcCcCcCcCcCcCcCcCcCCcCCCCcCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCo
13453561 165595551242 46¢61 4215123334267 81243334521242243506

1 582414064209 1 31895 7202069567773 534 8 0 6 9 2 6 9 2 01 8 5 3

Figure 1. Hierarchical dendrogram of morphological characters derived from squared Euclidean distances and
Ward’s minimum variance algorithm. C: collection

Figura 1. Dendrograma jerarquico de caracteres morfolégicos, derivado de distancias euclidianas cuadradas y
algoritmo de minima varianza de Ward. C: colecta.
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clustering criterion, pseudo F and pseudo t*, determined
that the number of optimal groups was three, which
included 16, 31 and 8 collections, respectively. While
most studies use the UPGMA method, the present one
considers that when working with collections from
various regions of the country made with different
criteria, Ward’s method is suitable for this type of
analysis, based on the advantages mentioned by
Nuifiez-Colin and Escobedo-Lépez (2011): it reduces the
presence of outliers and is most useful when the aim
of the study is to determine the existing variability in
genotypes of a specific species or genus.

Discriminant analysis

The discriminant analysis, conducted in order to
corroborate the groupings of the previous analysis
and detect the relative importance of the characters
in the formation of the three groups, considered these
groupings as the categorical variable. Being three
groups included in the analysis, the two discriminant
variables (DV) generated explained the total variability
observed. The first DV accounted for 80.7 % and the
second the remaining 19.3 %.

The total canonical structure indicated the linear
associations between the discriminant functions
generated and the 15 characters used in the analysis.
DV1 was positively associated with fruit shape, fruit
width and number of locules, and negatively with the
number of nodes, which means that collections with
high DV1 values had rounder fruits, a bright green
color before maturity, greater fruit width and fewer
nodes in a linear meter of plant and vice versa. With
respect to DV2, it was positively associated with fruit

Anadlisis discriminante

El andlisis discriminante realizado con el fin de
corroborar las agrupaciones del andlisis anterior y
detectar la importancia relativa de los caracteres en
la conformacién de los tres grupos, consideré como
variable categérica a dichas agrupaciones. Al ser tres
los grupos incluidos en el andlisis, las dos variables
discriminantes (VD) generadas explicaron el total de la
variabilidad observada. La primer VD represent6 80.7 %
y la segunda el restante 19.3 %.

La estructura canoénica total indicé las asociaciones
lineales entre las funciones discriminantes generadas y
los 15 caracteres usados en el andlisis. La VD1 se asoci6
en forma positiva con la forma del fruto, ancho del
fruto y namero de l6culos, y en forma negativa con
el namero de nudos; lo cual quiere decir que colectas
con altos valores de VD1 tuvieron frutos mds redondos,
color verde intenso antes de la madurez, mayor
anchura de fruto y menor numero de nudos en un
metro lineal de planta y viceversa. En lo que respecta
a la VD2 tuvo asociacién positiva con longitud y ancho
de fruto; y en forma negativa con el tamaio de planta;
es decir, colectas con altos valores en VD2 tienen
mayor longitud de fruto y tamafo de planta pequefia
y viceversa. Con base en lo anterior, en el Cuadro 2 se
muestran las caracteristicas morfolégicas de los grupos
generados y los genotipos que los conforman.

Resultados similares se encontraron por Vdsquez-
Ortiz, Carrillo-Rodriguez, y Ramirez-Vallejo (2010) al
discriminar colectas con base en caracteres cualitativos
y cuantitativos de fruto, flor y hoja. El estudio de
Agudelo-Agudelo, Ceballos-Aguirre, y Orozco (2011)

Table 2. Groups of native tomato collections obtained from morphological characterization by multivariate

cluster and discriminant analysis.

Cuadro 2. Grupos de las colectas nativas de tomate obtenido a partir de la caracterizacién morfolégica mediante
andlisis multivariados de agrupamiento y discriminante.

Group/ Frequency/

: Collection/Colecta Characteristics /Caracteristicas
Grupo Frecuencia
1 16 1,9, 14, 16, 31, 32, Plants with few nodes, oblate fruits of medium size, soft green color before
45, 50, 51, 52, 53, maturity and few locules per fruit. /
54,58, 59, 61, 64 Plantas con pocos nudos, frutos de forma achatada de tamafio mediano,
color verde suave antes de madurez y pocos l6culos por fruto.
2 31 11, 25, 28, 47, 49, 60, Smaller-sized plants, with small, round fruits, dark green before maturity
62,2,3,5,6,7 8,12, and alarger number of locules./
15,17, 18, 24, 26,27, plantas de porte menor, con frutos redondos de tamafio pequefio y mayor
29, 33,35,36,37 39, pumero de I6culos, los frutos antes de la madurez son de un verde oscuro.
40, 42, 43, 46,56
3 8 4,19, 20, 21, 22, Plants with few nodes, large cylindrical fruits, light green color before
48, 55, 63 maturity and fewer locules. /

Plantas con pocos nudos, frutos cilindricos de gran tamafio, menor ntimero
de 16culos, antes de la madurez presentan un color verde claro.
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length and width, and negatively with plant size, that
is, collections with high values in DV2 have longer fruit
and small size plant and vice versa. Based on the above,
the morphological characteristics of the generated
groups and the genotypes that comprise them are
shown in Table 2.

Similar results were found by Vdsquez-Ortiz,
Carrillo-Rodriguez, and Ramirez-Vallejo (2010) by
differentiating collections based on qualitative and
quantitative fruit, flower and leaf characteristics.
A study by Agudelo-Agudelo, Ceballos-Aguirre, and
Orozco (2011) showed that corolla color, hypocotyl
pubescence and leaf type were not useful for
differentiating collections, whereas fruit color,
intensity and shape, along with the type of plant
growth, were efficient in differentiating collections.

From the DV1 and DV2 values assigned to each
collection, Figure 2 was generated. In it, the formation
of groups obtained in the cluster analysis is verified.

Group 1 consisted of plants with kidney-type fruits,
while group 2 was made up of collections with mostly
cherry-type fruit, some kidney shaped and one
cylindrical, which are similar in length and width,
so that they resemble round fruits. Group 3 contains
genotypes with large fruits by having the largest
diameter, with cylindrical or kidney shape. This same
pattern of grouping based on fruit characters was
reported by Carrillo-Rodriguez and Chdvez-Servia
(2010); for example, in a group with predominantly
kidney-type fruits, they also found some pear-shaped
ones; in another where a high frequency of fruits
with less size and weight were grouped together,
there were variations in shape, from large kidney-
type fruits to very small round ones with a diameter
of 1 cm.

The average fruit equatorial diameter of the 55
collections studied was 3.81 cm, while the polar diameter
was 3.29 cm and the average number of locules was
3.18. Comparison of these values with those obtained in
previous studies on tomato diversity (Bonilla-Barrientos
et al, 2014; Alvarez-Hernandez, Cortés-Madrigal, &
Garcia-Ruiz, 2009) suggests that, like Lobato-Ortiz et
al. (2012) and Chdvez-Servia, Carrillo-Rodriguez, Vera-
Guzmdn, Rodriguez-Guzmadn, and Lobato-Ortiz (2011),
there is great variability in native populations, which is
very useful for breeding programs, which is why their
study and conservation takes on such relevance.

In the resubstitution test performed with the linear
discriminant functions (Johnson, 1998), it was
confirmed that the grouping was done correctly
because no evaluated collection was placed in any
group other than the original one.

mostré que el color de la corola, la pubescencia del
hipocotilo y el tipo de hoja, no fueron tutiles para
discriminar colectas, por otra parte el color y su
intensidad, la forma del fruto y el tipo de crecimiento
de la planta fueron eficientes para diferenciar colectas.

A partir de los valores de VD1 y VD2 asignadas a cada
colecta, se genero la Figura 2 en la cual se verifica la
conformacioén de grupos obtenidos en el andlisis de
agrupamiento.

El grupo 1 estuvo constituido por plantas con frutos tipo
rinén, mientras que el grupo 2 mostro colectas con fruto
tipo cereza en su mayoria, algunos con forma de riiién
y uno cilindrico, los cuales son similares en el largo y
ancho, por lo que se asemejan a frutos redondos. El
grupo 3 contiene genotipos con frutos de tamafo grande
al tener el mayor didmetro, con forma cilindrica o rifién.
Este mismo patrén de agrupacion basado en caracteres
de fruto fue encontrado por Carrillo-Rodriguez y
Chdavez-Servia (2010); por ejemplo, en un grupo con
predominancia de frutos tipo rifién, encontraron otros
tipo pera; en otro donde se congregaron alta frecuencia
de frutos con menor tamaifo y peso, hubo variaciones
en la forma, desde grandes tipo rifién, a redondos muy
pequefios con didmetro de 1 cm.

El promedio del didmetro ecuatorial de fruto de las
55 colectas estudiadas fue de 3.81 cm, en tanto que
polar fue 3.29 cm y el ntimero de l6culos promedio
correspondié a 3.18. La comparacién de estos valores
con los obtenidos en estudios previos sobre diversidad
de tomates (Bonilla-Barrientos et al., 2014; Alvarez-
Herndndez, Cortés-Madrigal, & Garcia-Ruiz, 2009)
sugiere que, al igual que Lobato-Ortiz et al. (2012)
y Chdvez-Servia, Carrillo-Rodriguez, Vera-Guzmdn,
Rodriguez-Guzmdn, y Lobato-Ortiz (2011), existe
gran variabilidad en poblaciones nativas, lo que es
de gran utilidad para programas de mejoramiento
genético; razén por la cual toma relevancia su estudio
y conservacion.

En la prueba de resustitucién realizada con las funciones
lineales discriminantes (Johnson, 1998), se corroboré
que el agrupamiento realizado fue el correcto ya que
ninguna colecta evaluada fue colocada en algin grupo
diferente al original.

Caracterizaciéon molecular

Los 16 iniciadores ISSR utilizados en la caracterizacién
molecular generaron 118 bandas de las cuales solo
81 fueron polimérficas, con porcentajes de variaciéon
entre 10 y 90 % dentro de las colectas estudiadas. Asi, se
generaron en promedio siete bandas por iniciador, de
las cuales cinco fueron polimoérficas, lo que representd
68.7 % de polimorfismo total. Con base en los resultados
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Figure 2. Graphical representation of discriminant variables (DV1 and DV2) of three groups of native tomato
according to their morphological characteristics.

Figura 2. Representacion grafica de variables discriminantes (VD1 y VD2) de tres grupos de colectas nativas de
tomate de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas.

Molecular characterization

The 16 ISSR primers used in the molecular
characterization generated 118 bands, of which only 81
were polymorphic, with variation percentages between
10 and 90 % within the collections studied. Thus, on
average seven bands per primer were generated, of
which five were polymorphic, accounting for 68.7 % of
total polymorphism. Based on the results of Gonzdlez-
Aguileraetal.(2011), the polymorphism level obtained is
suitable for characterizing and establishing the genetic
differences of the native tomatoes evaluated. The ISSR1
primer had the highest number of polymorphic bands
(12) and 70.6 % polymorphism. The primers with the
greatest polymorphism in the present study were those
with the amino acid sequence (GA), or (CA); results that
partially match those of Gonzdlez-Aguilera et al. (2011)
and Tikunov, Khrustaleva, and Karlov (2003).

The technique used is very useful for determining the
genetic variability in autogamic plants like tomatoes,
since both from the results here and those of Gonzdlez-
Aguilera et al. (2011) and Tikunov et al. (2003), the
polymorphism detected allowed classifying the evaluated
collections adequately.
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de Gonzdlez-Aguilera et al. (2011), se considera que el
nivel de polimorfismo obtenido fue adecuado para
realizar la caracterizacién y establecer las diferencias
genéticas de los tomates nativos evaluados. El iniciador
ISSR1 tuvo el mayor nimero de bandas polimorficas
(12) y 70.6 % de polimorfismo. Los iniciadores con
mayor polimorfimo en el presente trabajo fueron los
que presentan las secuencia de aminodcidos (GA); o
(CA),; resultados que coinciden parcialmente con los de
Gonzdlez-Aguilera et al. (2011) y Tikunov, Khrustaleva,
y Karlov (2003).

La técnica empleada es de gran utilidad para determinar
la variabilidad genética en plantas autégamas como
tomate, ya que, tanto a partir de los presentes
resultados, como los de Gonzdlez-Aguilera et al. (2011)
y Tikunov et al. (2003), el polimorfismo detectado
permitié clasificar las colectas evaluadas en forma
adecuada.

Andlisis de agrupamiento
Las distancias genéticas de Jaccard, que promediaron

0.48, junto con el método de Ward, generaron el
dendrograma de la Figura 3. La altura de corte (0.04 1
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Figure 3. Hierarchical dendrogram of molecular markers (81 polymorphic bands), derived from Jaccard genetic
distances and Ward’s minimum variance algorithm for 55 native tomato collections from Mexico.

Figura 3. Dendrograma jerdrquico de marcadores moleculares (81 bandas polimérficas), derivado de distancias
genéticas de Jaccard y algoritmo de minima varianza de Ward para 55 colectas de tomate nativo de México.

Cluster analysis

The Jaccard genetic distances, which averaged 0.48,
alongwith the Ward method, generated the dendrogram
in Figure 3. The height cutoff point (semipartial 0.04 1),
defined by the pseudo t* and pseudo F, determined that
the optimum number of groups was seven.

While most of the collections from the same region
tend to cluster together, there are some collections from
different areas within a specific group (Figure 3), so it
is likely that they share adaptation areas with similar
climatic and soil characteristics, which explains
the greater similarity in their genetic constitution,
a situation mentioned by Benor, Zhang, Wang, and
Zhang (2008) in tomato lines where clusters were due
to the geographical origin of the individuals.

Molecular and morphological characterization

When comparing the results of the groupings of the
morphological and molecular characterizations as
shown in Table 3, only 14 collections (26.5 %) followed
the same grouping pattern and were placed within
similar groups in the two analyzes. The other collections
(73.5 %) were placed in different groups since in the
morphological characters three groups were generated,
while the molecular analysis generated seven.

semiparcial), definida mediante los pseudo t* y la pseudo
F, determiné que el ntimero 6ptimo de grupos fue siete.

Sibien la mayoria de las colectas procedentes de la misma
region tienden a agruparse, existe presencia de colectas de
zonas diferentes dentro de un grupo especifico (Figura 3);
por lo que es probable que compartan dreas de adaptacién
con caracteristicas eddficas y climdticas semejantes;
lo que explica la mayor similitud en su constitucién
genética, situacién mencionada por Benor, Zhang, Wang,
y Zhang (2008), en lineas de tomate cuyas agrupaciones
obedecieron al origen geografico de los individuos.

Caracterizacion molecular y morfologica

Al comparar los resultados de los agrupamientos
de la caracterizacién morfolégica y de la molecular
como se muestra en el Cuadro 3, solo 14 colectas
(26.5 %) siguieron el mismo patrén de agrupamiento
y se ubicaron dentro de grupos similares en los dos
andlisis. El resto de colectas (73.5 %) se ubicaron en
grupos diferentes debido a que en los caracteres
morfolégicos se generaron tres grupos, en tanto que
el andlisis molecular genero siete.

La caracterizacion morfolégica al producir menor
numero de grupos, indica que los caracteres empleados

tuvieron menor variacién en las 55 colectas; en tanto que
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Table 3. Subgroups generated by morphological and molecular characterizations of 55 collections of wild tomato.
Cuadro 3. Subgrupos generados por las caracterizaciones morfolégica y molecular de 55 colectas de tomate silvestre.

Molecular characterization groups/Grupos de la caracterizacién morfolégica

1

2 3

1 1R; 14R

16R

3 51C; 52R; 54R; 58R

31R; 32R; 59R; 61R
45R; 50R; 64R

53R

Molecular characterization groups /
Grupos de la caracterizacién molecular
N

9R

2CH; 12CH; 17CH; 18R; 24CH, 25CH;
26CH; 27CH; 28CH; 29CH

43CH; 46CH; 47CH; 49CH; 56CH

3CH; 6CH; 33CH; 35CH; 36CH; 37CH;
39CH; 40CH; 42CH; 60R; 62R

11CH; 15CH -

19C; 20C; 21C

48R; 55R

4C; 22C; 63C

5CH; 8R -

7CH -

Type of fruit: CH: Cherry; C: cylindrical; R: kidney. Red letters identify collections proposed for conservation.
Tipo de fruto: CH: cereza; C: cilindrico; R: rifién. Letras en color rojo identifican colectas propuestas a conservar.

The morphological characterization, by producing
fewer groups, indicates that the characters used
had less variation in the 55 collections; while the
molecular characterization allowed us to more
accurately estimate the genetic variation attributed to
the ISSR markers, theoretically, they do not interact
with the environment. On the other hand, by not
expressing genetic variations restricted by the unique
assessment environment (Boada-Higuera et al., 2010),
morphological characterizations can lose accuracy in
estimating the variation by confusing both the genetic
effects and those of the genotype x environment
interaction as suggested by Sultan (2000), who indicates
that due to the phenotypic plasticity, a genotype can
alter its development and physiology according to the
environmental conditions where it grows.

Matches found in this study occurred only in group 2
of the morphological characterizations and group 2 of
the molecular ones; the collections share the cherry-
type fruit, and although they are not all from the same
region of the country, they are native to places with
similar environmental conditions, which determines
the genetic similarity of these collections: C12 (Oaxaca,
Cherry), C25 (Oaxaca, Cherry), C24 (Chiapas, Cherry),
C18 (S.L.P,, Kidney), C17 (Oaxaca, Cherry), C2 (Puebla,
Cherry), C26 (Veracruz, Cherry), C28 (Chiapas, Cherry),
C29 (Oaxaca, Cherry), C27 (Veracruz, Cherry). Benor
et al. (2008) generated an initial grouping based on
molecular matches; on a second level, subgroups
of lines with similar origins, which associated with
genetic similarities, were formed.
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la molecular permitié estimar con mayor precisiéon la
variacién genética, atribuido a que los marcadores ISSR,
tedricamente, no interaccionan con el medio ambiente.
Por otra parte, al no expresarse variaciones genéticas
restringidas por el ambiente inico de evaluacion (Boada-
Higuera et al.,, 2010), las caracterizaciones morfolégicas
pueden perder precision en la estimacion de la variacién
al confundir los efectos tanto genéticos como los de
la interaccién genotipo x ambiente como lo sugiere
Sultan (2000), quien indica que debido a la plasticidad
fenotipica, un genotipo puede alterar su desarrollo y
fisiologia de acuerdo con las condiciones ambientales
en donde crece.

Las coincidencias encontradas en este trabajo ocurrieron
s6lo en el grupo 2 de morfoldgicos y el grupo 2 de
moleculares, las colectas comparten el tipo de fruto
cereza, y aunque no todas son de la misma regién
del pais, son originarias de lugares con condiciones
ambientales similares, lo que determina la similitud
genética de estas colectas: C12 (Oaxaca, Cereza), C25
(Oaxaca, Cereza), C24 (Chiapas, Cereza), C18 (S.L.P.,
Rifi6n), C17 (Oaxaca, Cereza), C2 (Puebla, Cereza),
C26 (Veracruz, Cereza), C28 (Chiapas, Cereza), C29
(Oaxaca, Cereza), C27 (Veracruz, Cereza). Benor et al.
(2008) generaron una agrupacién inicial basada en
las coincidencias moleculares; en un segundo nivel,
se conformaron subgrupos de lineas con origenes
similares, lo que asociaron a las similitudes genéticas.

Aunque las colectas fueron ubicadas en grupos
morfoldgicos diferentes a los generados por los
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Although the collections were placed in morphological
groups different from those generated by molecular
groups, the results suggest that the ISSR markers are of
great help in differentiating materials and determining
the collections repeated in a seedbank, avoiding the
storage of materials with the same characteristics that
are not expressed in the same assessment environment
(Gonzdlez-Aguilera et al., 2011; Zuriaga et al., 2009). For
example, collections 19, 20 and 21 have the same type
of fruit and are from the same place; thus, it is possible
to make a decision on the collection to conserve based
on the greater polymorphism obtained.

The morphological characterization lasted nine
months under greenhouse conditions with 62 variables
recorded, while the molecular characterization was
performed in only three months based on plant
material obtained from seedlings. Since they did
not follow the same clustering pattern, performing
both resulted in a 37.5 % increase in the efficiency
of differentiating the genotypes, so they should be
considered complementary and indispensable. This
improves the ability to detect differences between
genotypes and increases accuracy by generating
conservation groups with greater genetic variability.

Conservation strategy

The results of the morphological characterization were
due to a set of phenotypic variables, mainly associated
with fruit shape; this allowed differentiating collections
and placing them into three groups homogenous
inside and heterogeneous among them (Group 1
kidneys, Group 2 cherry and Group 3 cylindrical or
round). Choosing which genotypes to conserve within
each set can be based on other qualities such as: origins,
fruit color, fruit shape, anthropocentric use, etc.

By contrast, when there is only a molecular characterization,
it is not possible to weight or differentiate the collections
that make up a group, since the markers are random and
dominant and the accuracy of the genetic variation estimate
may be lost. Another consideration in this discussion is that
collections are usually composed of several genotypes, so by
using mixtures of DNA from the evaluated plants in order
to save resources, the possibility of individually identifying
them is lost; thus, the choosing of collections to conserve
within each group would be random.

In the present study the morphological characterization
detected less diversity than the molecular one and
generated different clustering patterns, confirming
that they are complementary studies as demonstrated
by Demey, Zambrano, Fuenmayor, and Segovia (2003).

When both characterizations were combined, group
1 of the morphological characterization, with kidney-
type fruits, was divided into seven subgroups by the

grupos moleculares, los resultados sugieren que los
marcadores ISSR son de gran ayuda para diferenciar
los materiales y determinar las colectas repetidas en un
banco de germoplasma, evitando el almacenamiento
de materiales con las mismas caracteristicas que no
son expresadas en un mismo ambiente de evaluacién
(Gonzdlez-Aguilera et al., 2011; Zuriaga et al., 2009). Por
ejemplo, las colectas 19, 20 y 21 tienen el mismo tipo de
fruto y son originarias del mismo lugar; asi, es posible
tomar la decisién sobre la colecta a conservar con base
al mayor polimorfismo obtenido.

La caracterizacién morfolégica tuvo una duracién
de nueve meses en condiciones de invernadero con
el registro de 62 variables; en tanto, la molecular se
realizé solo en tres meses a partir de material vegetal
proveniente de pldntulas. Debido a que no siguieron el
mismo patrén de agrupacion, la realizaciéon de ambas
representé un incremento de 37.5 % en la eficiencia de
la discriminacién de genotipos, por lo que deben ser
consideradas como complementarias e indispensables.
Con ello se mejora la capacidad de detectar diferencias
entre genotipos y se incrementa la precision al generar
grupos de conservacion con mayor variabilidad genética.

Estrategia de conservacion

Los resultados de la caracterizacion morfolégica
obedecieron a un conjunto de variables fenotipicas,
asociadas principalmente a la forma del fruto, esto
permitié discriminar colectas y ubicarlas en tres grupos
homogéneos en su interior y heterogéneos entre ellos
(Grupo 1 rifiones, Grupo 2 Cereza y Grupo 3 cilindrico
o redondo). La eleccién de genotipos a conservar dentro
de cada conjunto puede realizarse mediante otras
cualidades como: origenes, color de fruto, forma de
fruto, uso antropocéntrico, etc.

En cambio, cuando solo se cuenta con una caracterizaciéon
molecular, no es posible ponderar o diferenciar las colectas
que componen un grupo, ya que los marcadores son
aleatorios y dominantes y es posible perder la precisién de
la estimacion de la variacién genética. Otra consideracién
en esta discusion es que las colectas generalmente estin
compuestas por varios genotipos; por lo que al utilizar
mezclas de ADN de las plantas evaluadas con el fin de
ahorrar recursos, se pierde la posibilidad de identificarlas
individualmente; asi, la eleccién de colectas a conservar
dentro de cada grupo seria aleatoria.

En el presente estudio la caracterizacién morfolégica
detecté menor diversidad que la molecular y generaron
diferentes patrones de agrupamiento, corroborando que
son estudios complementarios como lo demostraron
Demey, Zambrano, Fuenmayor, y Segovia (2003).

Cuando se combinaron ambas caracterizaciones, el
grupo 1 de la caracterizaciéon morfolégica, con frutos
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molecular characterization, whereas group 2, with
cherry-type fruits, was divided into 6 subgroups and
group 3, with cylindrical fruits, into 3 subgroups. This
generated 16 subgroups (Table 3).

Under these considerations, molecular characterization
greatly improves the efficiency involved in conserving
geneticresources since it allows estimating within each
group obtained in the morphological characterization
the genetic variation not detected by the former;
thus, it decreases the classification error and allows
adequately analyzing the genetic variability studied
by both characterizations as mentioned by Demey et
al. (2003).

According to Rao et al. (2007), seed samples to be
conserved should be genetically distinct from any
other accession already registered in a seedbank. In
the present situation this can be ensured by conserving
one collection of each of the 16 subgroups identified
in Table 3, or by a mixture of seeds of the genotypes
comprising each subgroup.

Based on the above, in order to efficiently conserve
the genetic variation studied, the selection of the
genotypes of each subgroup (Table 3), for their
safekeeping in the seedbank, will be based on
maintaining different origins and differential fruit
characters such as color and shape. If the number of
collections is not reduced with the above criteria, the
last selection criterion will be anthropocentric use.

Thus, the proposal for conserving the genetic variation
in the 55 collections evaluated, and based on the criteria
mentioned above, consists of safeguarding the 37
collections shown in Table 3, representing 67 % of the total
number of collections evaluated, thereby eliminating
genotype duplication.

In a more dramatic case, and based on the fact that the
DNA characterized is a mixture from several individuals
that make up a collection, the recommendation would
be to maintain a balanced seed sample of the collections
comprising a subgroup. Thus, in our case 16 samples
would be conserved.

Conclusions

This research provides a basis for the efficient
conservation of collections by avoiding the multiplicity
of materials with similar characters.

The morphological and molecular characterizations
are complementary in that together they more
accurately assess the genetic variability of the
populations studied, enabling a sustainable and more
efficient conservation of the phytogenetic resources
of tomato.
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tipo rindén, fue dividido en siete subgrupos por la
caracterizaciéon molecular; el grupo 2 con frutos tipo
cereza en 6 subgrupos y el grupo 3, frutos cilindricos,
en 3 subgrupos. Esto generd 16 subgrupos (Cuadro 3).

Bajo estas consideraciones, la caracterizacién molecular
mejora en gran medida la eficiencia de la conservacién
de los recursos genéticos ya que permite estimar
dentro de cada grupo obtenido en la caracterizacién
morfoldgica, variacién genética no detectada por la
primera; con ello se disminuye el error de clasificaciéon
y permite analizar de forma adecuada la variabilidad
genética estudiada por ambas caracterizaciones como
lo menciona Demey et al. (2003).

De acuerdo a Rao et al. (2007) las muestras de semillas
que serdn conservadas deben ser genéticamente
distintas de cualquier otra accesion ya registrada en un
banco de germoplasma. En la presente situacién esto
se puede garantizar al conservar una colecta de cada
uno de los 16 subgrupos identificados en el Cuadro 3; o
bien mediante una mezcla de semillas de los genotipos
integrantes de cada subgrupo.

Con base en lo anterior, para realizar la conservacién
eficiente de la variacién genética estudiada, la seleccién
de los genotipos de cada subgrupo (Cuadro 3), para su
resguardo en el banco de germoplasma, se basard en el
mantenimiento de origenes diferentes y de caracteres
diferenciales del fruto como color y forma. En caso de
no disminuir el ntmero de colectas con los criterios
anteriores, el ultimo criterio de seleccién serd el uso
antropocéntrico.

Asi, la propuesta de conservaciéon de la variacién
genética a partir de las 55 colectas evaluadas, y con
base en los criterios mencionados anteriormente,
consiste en el resguardo de 37 colectas indicadas
en el Cuadro 3, lo que representa 67 % del total
de colectas evaluadas, con lo cual se elimina la
duplicidad de genotipos.

En un caso mds drdstico, y al basarse en que el ADN
caracterizado es una mezcla proveniente de varios
individuos que componen una colecta, la recomendacién
seria el conservar un compuesto balanceado de semilla
de las colectas que conforman wun subgrupo. Asi, en
nuestro caso se conservarian 16 muestras.

Conclusiones

Esta investigacion establece una base para la conservacién
eficiente de las colectas al evitar la multiplicidad de
materiales con caracteres similares.

Las caracterizaciones morfolégicas y moleculares son
complementarias al valorar con mayor precisiéon la
variabilidad genética de las poblaciones estudiadas,
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Morphological and molecular variation...

The evaluated collections from eight states of Mexico
showed wide genetic variation identified through
16 conservation groups, which can be conserved by
safeguarding 67 % of the collections studied.
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