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RESUMEN  

 

 

En México, el tomate es una de las principales hortalizas de exportación, cultivada en la 

mayoría de los estados del noroeste del país, siendo el estado de Sinaloa uno de los mayores 

productores. Sin embargo, su producción está sujeta a fuertes pérdidas por enfermedades causadas 

principalmente por virus como el virus del rizado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV, siglas 

en inglés), el virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV, siglas en inglés) y el hongo 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). Por lo que su mejoramiento se ha centrado en la 

resistencia a estas enfermedades, sin descuidar rasgos importantes para productores y 

consumidores, como las características de calidad del fruto y el rendimiento. Dado que el tomate 

es susceptible a más de 200 patógenos, la obtención de materiales resistentes a enfermedades es 

crucial para el éxito de un cultivar de tomate y la selección asistida por marcadores moleculares 

(MAS, siglas en inglés) son una herramienta importante para lograrlo. La Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR, siglas en inglés) es utilizada mundialmente para detectar marcadores 

moleculares asociados a genes resistentes, sin embargo, algunas de las modalidades de PCR como 

la PCR multiplex, necesitan ser optimizadas y evaluadas para demostrar su desempeño analítico, 

ya que muchos factores pueden afectarlas. Basado en lo descrito anteriormente, esta investigación 

tuvo como objetivo seleccionar nuevos cultivares de tomate resistentes a los patógenos TYLCV, 

TSWV y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, asistido de marcadores moleculares y ensayos 

fenotípicos, generar protocolos de PCR multiplex para la detección conjunta de los marcadores 

moleculares asociados a genes de resistencia a patógenos en plantas de tomate que sean sensibles, 

específicos y repetibles. Para la optimización se utilizó un diseño compuesto central de una 

metodología de superficie de respuesta (RSM-CCD). Para la evaluación del rendimiento analítico, 

se analizaron la especificidad/selectividad y la sensibilidad (límite de detección y rango dinámico). 

Este método permitió desarrollar protocolos PCR multiplex optimizados con pocos ensayos, lo que 

se traduce en menos tiempo y recursos, sin sacrificar el rendimiento del método. Hemos encontrado 

que, en algunos híbridos de desarrollo avanzado analizados con estos protocolos, 

independientemente de la cantidad de genes resistentes presentes en los híbridos, estos genes no 

afectarían a la calidad de los frutos de tomate producidos por ellos, también encontramos que la 

mayoría de esos híbridos cumplían con los requisitos del mercado y además maduran temprano y 

con baja incidencia de Fol. 
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protocolos; PCR multiplex; madurez temprana; calidad de la cosecha; inoculación; validación 

fenotípica. 
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ABSTRACT  

 

 

In Mexico, the tomato is one of the primary export vegetables cultivated in most states of 

the country's northwest region, with Sinaloa being one of the largest producers. However, its 

production faces significant losses due to diseases primarily caused by viruses such as Tomato 

yellow leaf curl virus (TYLCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), and the fungus Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). Therefore, improvement efforts have focused on resistance to 

these diseases while addressing important traits for producers and consumers, such as fruit quality 

and yield. Given that the tomato is susceptible to over 200 pathogens, obtaining disease-resistant 

materials is crucial for the success of a tomato cultivar, and molecular marker-assisted selection 

(MAS) is a vital tool for achieving this. Polymerase Chain Reaction (PCR) is globally used to 

detect molecular markers associated with resistant genes; however, some PCR modalities, such as 

multiplex PCR, need to be optimized and evaluated to demonstrate their analytical performance, 

as many factors can affect them. This research aimed to select new tomato cultivars resistant to the 

pathogens TYLCV, TSWV, and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, using molecular markers 

and phenotypic assays. It also sought to develop multiplex PCR protocols for simultaneously 

detecting molecular markers associated with pathogen resistance genes in tomato plants that are 

sensitive, specific, and reproducible. Optimization was performed using a central composite design 

from a response surface methodology (RSM-CCD). Specificity/selectivity and sensitivity 

(detection limit and dynamic range) were analyzed for analytical performance evaluation. This 

method allowed the development of optimized multiplex PCR protocols with fewer assays, 

reducing time and resources without sacrificing method performance. We found that resistance 

genes did not negatively impact the quality of the tomato fruits produced in some advanced 

development hybrids analyzed with these protocols. Additionally, most of these hybrids met 

market requirements, matured early, and had a low incidence of Fol. 

 

Keywords: Solanum lycopersicum; molecular markers; resistance genes; protocols; multiplex 

PCR; early maturity; harvest quality; inoculation; phenotypic validation. 
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación 

 

 

La afectación de los cultivos de tomate por patógenos bacterianos, fúngicos, virales y nematodos 

pueden afectar notablemente los rendimientos, la calidad de los frutos, la vida útil y el contenido 

nutricional. En casos extremos, estas enfermedades obligan a los agricultores a abandonar por 

completo la producción de tomate. Además, en ausencia de cultivares resistentes, los agricultores 

a menudo dependen de plaguicidas para controlar estas enfermedades. Dichos productos químicos 

causan daño al medio ambiente, afectan la salud tanto de los productores como los consumidores 

y promueven el desarrollo de patógenos resistentes. Por lo que, como alternativa para reducir el 

daño causado por estos patógenos, lograr una agricultura sustentable y obtener productos de alta 

calidad en términos de seguridad alimentaria, se propone el uso de plantas resistentes. La 

implementación del uso de variedades resistentes como herramienta para reducir el daño 

ocasionado por patógenos puede lograrse mediante el mejoramiento genético asistido, el cual puede 

ser por medio de marcadores moleculares, que permiten identificar la presencia o ausencia de uno 

o más genes de interés en una planta, desde una etapa joven con respecto a los marcadores 

morfológicos, por lo que este procedimiento toma menos tiempo. La tecnología de los marcadores 

moleculares está constituida por poderosas metodologías que soportan a los programas de 

mejoramiento genético. La PCR múltiple proporciona un método relativamente fácil, rápido y 

confiable para la detección en conjunto de marcadores moleculares asociados con la presencia de 

genes de resistencia. Sin embargo, el éxito de este procedimiento depende en gran medida de la 

concentración de los componentes y las condiciones de termociclado de la reacción, siendo de 

suma importancia generar protocolos de PCR múltiples óptimos, validados e implementables para 

la detección de marcadores moleculares asociados genes de resistencia a patógenos en plantas de 

tomate, que sean específicos, sensibles y reproducibles. Permitiendo demostrar que son aptos para 

el propósito indicado. El desarrollo de estos protocolos podrá ser útil para una mejor selección de 

materiales resistentes por parte de los agricultores. Además, los protocolos optimizados podrán ser 

utilizados en futuros procedimientos de selección genética de líneas de tomate para el 
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mejoramiento genético de la especie.  

El desarrollo de protocolos que permitan identificar marcadores moleculares asociados a genes de 

resistencia a enfermedades de manera específica, con alta sensibilidad y precisión pondrá la actual 

revolución de la ingeniería genética al servicio del desarrollo sostenible del país. El uso de estos 

protocolos permitirá sobrepasar las limitantes que inciden y limitan la producción del tomate en 

México. El mejoramiento genético asistido por marcadores moleculares promoverá la generación 

de productos de mejoramiento participativos. Esto permitirá contar con variedades que beneficien 

e incluyan a distintos tipos de unidades de producción agrícola en el país (familiares y de 

comunidades campesinas, pequeños, medianos y grandes productores). De la misma forma 

permitirá lograr una agricultura sustentable y obtener productos de alta calidad en términos de 

seguridad alimentaria. Y finalmente permitirá el fortalecimiento de la investigación pública, el 

mantenimiento de la diversidad genética y la recuperación de la soberanía alimentaria de la nación.  

Desde el punto de vista económica, el tratamiento que se realiza en el cultivo de jitomate, a fin de 

controlar las principales enfermedades que lo afectan, son principalmente con químicos, los cuales 

implican un costo dentro del paquete tecnológico del cultivo. Sin embargo, al desarrollar una 

metodología para generar marcadores moleculares que permitan identificar y seleccionar 

variedades resistentes, será posible reducir el uso de dichos químicos para el control de estos 

patógenos, reflejando una reducción en el costo del mantenimiento del cultivo. Con ello se 

contribuirá en la reducción de pérdidas económicas de los agricultores de este cultivo. Esto 

provocará costos más bajos para los consumidores, permitiéndoles un mayor poder de adquisición 

sobre el producto. 

 

 

1.2. Antecedentes 

 

 

1.2.1. Tomate (Solanum lycopersicum L.) 

 

 

Según la teoría de Jenkins (1948) el tomate fue cultivado primero por los aztecas. Su nombre 

“tomatl”, proviene del náhuatl, lengua hablada en algunas región de México, corresponde a 
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Physalis philadelphica; el jitomate propiamente dicho “jitomatl” corresponde a S. lycopersicum. 

La sección Lycopersicon del género Solanum contiene 13 subespecies: el jitomate cultivado, S. 

lycopersicum, que es la única especie domesticada, y 12 especies silvestres (Peralta et al., 2008). 

Durante su domesticación la especie S. lycopercicum perdió gran parte de la diversidad genética 

presente en su ancestro silvestre (Tanksley y McCouch, 1997). A ello contribuyeron factores como 

la migración fuera de la zona de origen, la selección e introgresión de genes para obtener un elevado 

número de frutos bajo autofecundación y los cuellos de botella genéticos asociados a la 

domesticación y mejoramiento del cultivo (Rick, 1978; Giovannoni, 2018). Para recuperar estos 

genes es necesario el cruzamiento entre la variedad cultivada y especies silvestres que cuentan con 

los rasgos genéticos de interés tales como la resistencia tanto a factores abióticos como: la sequía, 

la luz ultravioleta, como a factores bióticos como; la resistencia a las enfermedades causadas por 

diferentes tipos de patógenos (Knudsen 2000, Engels y Visser 2007). 

 

 

1.2.2. Interacción Hospedero-Patógeno  

 

 

Las plantas no hospederas son completamente resistentes a los patógenos de otras plantas, por lo 

general incluso en las condiciones más favorables para el desarrollo de la enfermedad. Sin 

embargo, las mismas especies de plantas, que son no-hospederas para la mayoría de los patógenos 

son susceptibles, en menor o mayor medida, a sus propios patógenos. Además, cada especie de 

planta muestra una susceptibilidad específica hacia cada uno de sus propios patógenos, mientras 

que muestra una resistencia completa o no a todos los demás patógenos. Dentro de una especie de 

planta que es susceptible a una especie particular de patógeno, puede existir una variación 

considerable tanto en la susceptibilidad de los distintos cultivares de plantas (variedades) hacia el 

patógeno como en la virulencia de las distintas razas de patógenos hacia la variedad de planta. La 

genética de estas interacciones hospedero-patógeno es de considerable interés biológico y de suma 

importancia para el desarrollo de estrategias de control de la enfermedad mediante la mejora de la 

resistencia. La variación en la susceptibilidad a un patógeno entre las variedades de plantas se debe 

a los diferentes tipos y, quizás, a los diferentes números de genes de resistencia que pueden estar 

presentes en cada variedad. Los efectos de los genes de resistencia individuales varían de grandes 
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a diminutos, dependiendo de la importancia de las funciones que controlan. Una variedad que es 

muy susceptible a un aislado patógeno no tiene genes efectivos de resistencia contra ese aislado. 

Sin embargo, la misma variedad puede ser resistente a otro patógeno aislado obtenido de plantas 

infectadas de otra variedad (Agrios, 2005). 

 

 

1.2.3. Mecanismo de Resistencia 

 

 

La resistencia a las enfermedades controlada genéticamente por la presencia de uno o varios genes 

de resistencia en la planta se conoce como resistencia verdadera. En este tipo de resistencia, el 

hospedero y el patógeno son más o menos incompatibles entre sí, ya sea por la falta de 

reconocimiento químico entre el hospedero y el patógeno o porque la planta hospedera puede 

defenderse del patógeno. Los distintos mecanismos de defensa ya están presentes o se activan en 

respuesta a la infección por el patógeno. Hay dos tipos de resistencia verdadera: la resistencia 

parcial, también llamada cuantitativa, poligénica u horizontal, y la resistencia del gen R, también 

llamada específica de la raza, monogénica o resistencia vertical (Caro et al., 2015; Gómez-Jaimes, 

2011). 

 

 

1.2.3.1 Tipos de resistencia. Todas las plantas tienen un cierto nivel, aunque no siempre el mismo, 

de resistencia posiblemente inespecífica que es eficaz contra cada uno de sus patógenos. Esta 

resistencia se denomina a veces parcial, inespecífica de la raza, general, cuantitativa, poligénica, 

de planta adulta, de campo o duradera, pero en el pasado se denominaba más comúnmente 

resistencia horizontal. La resistencia parcial está probablemente controlada por varios genes, de 

ahí el nombre de resistencia poligénica o multigénica; sin embargo, hay varios ejemplos de 

resistencia cuantitativa y no específica de raza que están determinados por un solo gen, a menudo 

homólogos del gen R. Además, en muchos casos en los que se realizaron análisis genéticos, un 

número limitado de genes, normalmente menos de cuatro o cinco, a menudo uno o dos, son 

suficientes para explicar la mayor parte de la resistencia. En muchos casos, uno de estos genes por 

sí solo puede ser bastante ineficaz contra el patógeno y puede desempeñar un papel menor en la 
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resistencia horizontal total (resistencia de genes menores) (Burbano-Figueroa, 2020). 

En la resistencia horizontal los diversos genes implicados en esta resistencia parcial ejercen su 

influencia mediante el control de los numerosos pasos de los procesos fisiológicos de la planta que 

proporcionan los materiales y las estructuras que conforman los mecanismos de defensa de la 

planta. La resistencia parcial de una variedad de planta hacia todas las razas de un patógeno puede 

ser algo mayor, o menor, que las de otras variedades hacia el mismo patógeno, pero las diferencias 

suelen ser pequeñas e insuficientes para distinguir rutinariamente las variedades (resistencia no 

diferencial). Además, la resistencia parcial se ve afectada y puede variar considerablemente más 

que la resistencia del gen R bajo diferentes condiciones ambientales. Por lo general, la resistencia 

parcial no protege a las plantas de la infección. En cambio, retrasa el desarrollo de los loci de 

infección individuales en una planta, frenando así la propagación de la enfermedad y el desarrollo 

de epidemias en el campo. Algún grado de resistencia parcial está presente en las plantas, 

independientemente de que exista una resistencia monogénica. Sin embargo, aunque está claro que 

la resistencia parcial se hereda cuantitativamente, se cree que los genes individuales que 

contribuyen a la resistencia "parcial" pueden, de hecho, ser cualitativamente idénticos a los genes 

de la resistencia monogénica (Van Der Plank, 1966; Kil et al., 2016). 

Muchas variedades de plantas son bastante resistentes a algunas razas de un patógeno mientras que 

son susceptibles a otras razas de este, un ejemplo es el caso de la planta de tomate (Solanum 

lycopersicum) y las tres razas del patógeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. En otras 

palabras, dependiendo de la raza del patógeno utilizada para infectar una variedad, esta puede 

parecer fuertemente resistente a una raza del patógeno y susceptible a otra raza (raza específica) 

bajo una variedad de condiciones ambientales. Esta resistencia diferencia claramente entre las razas 

de un patógeno, ya que es eficaz contra razas específicas del patógeno e ineficaz contra otras. Dicha 

resistencia se denomina a veces fuerte, mayor, específica de la raza, cualitativa o diferencial, pero 

en el pasado se denominaba más comúnmente resistencia vertical. La resistencia específica de la 

raza siempre está controlada por uno o unos pocos genes (de ahí los nombres de resistencia 

monogénica u oligogénica) (Van der Does et al., 2019).  

La resistencia vertical en donde se encuentran los genes, denominados genes R, que controlan un 

paso importante en el reconocimiento del patógeno por parte de la planta hospedera y, por tanto, 

desempeñan un papel fundamental en la expresión de la resistencia. En presencia de la resistencia 

específica de la raza, el hospedero y el patógeno parecen incompatibles. El hospedero puede 
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responder con una reacción de hipersensibilidad, puede parecer inmune o puede inhibir la 

reproducción del patógeno. A menudo, la resistencia a una raza-específica inhibe el establecimiento 

inicial de los patógenos que llegan a un campo desde plantas hospedadoras que carecen de, o tienen 

diferentes, genes principales de resistencia. La resistencia específica de la raza inhibe el desarrollo 

de epidemias al limitar el inóculo inicial o al limitar la reproducción después de la infección. Por 

lo general esta resistencia es más duradera que la resistencia horizontal. Sin embargo, las plantas 

por lo general después de un tiempo se enferman (Van Der Plank, 1966). 

Las plantas son resistentes a ciertos patógenos porque pertenecen a grupos taxonómicos que están 

fuera del rango de estos patógenos (resistencia a los no hospedadores), porque poseen genes de 

resistencia (genes R) dirigidos contra los genes de avirulencia del patógeno (verdadera, específica 

de la raza específica de la raza, o resistencia gen-por-gen), o porque, por diversas razones, las 

plantas escapan o toleran la infección por estos patógenos (resistencia aparente). Cada tipo de 

planta, por ejemplo, la patata, el maíz o el tomate, es un hospedero de patógenos que constituyen 

una pequeña proporción del número total de patógenos vegetales conocidos. En otras palabras, 

cada tipo de planta es un hospedero de la gran mayoría de los patógenos vegetales conocidos 

(Parlevliet y Zadoks, 1977).  

En el hospedero, los genes de resistencia son dominantes (R), mientras que los genes de 

susceptibilidad, es decir, de falta de resistencia, son recesivos (r). En el patógeno, sin embargo, los 

genes de avirulencia, es decir, la incapacidad de infectar, suelen ser dominantes (A), mientras que 

los genes de virulencia son recesivos (a). Cuando se produce una mutación en el gen avrA, éste es 

incapaz de reconocer el gen R, por lo que se rompe el reconocimiento gen a gen. Entonces, los 

fitomejoradores introducen otra resistencia (R) en el hospedero que puede reconocer la proteína 

del nuevo gen de virulencia y amplía la resistencia del hospedero más allá de un nuevo rango del 

nuevo gen de avirulencia. Cuando una variedad tiene dos o más genes de resistencia (R1, R2, . . .) 

contra un determinado patógeno, significa que cada uno corresponde a uno, dos o más genes de 

antigua virulencia (y ahora de avirulencia) en el patógeno (a1, a2, . . .), cada uno de los cuales, una 

vez reconocido por uno de los genes de resistencia en el hospedero, funciona posteriormente como 

gen de avirulencia. Esto produce una variedad que es resistente a todas las razas que tienen un gen 

de avirulencia correspondiente al gen específico de resistencia hasta que aparece otro gen de 

virulencia en el patógeno.  Cuando un gen específico para la resistencia aparece en el hospedero o 

se cría en él, el gen permite al hospedero reconocer el producto de un gen particular para la 
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virulencia en el patógeno. Ese gen del patógeno se considera entonces como el gen de "avirulencia" 

(avrA) del patógeno que corresponde al gen de resistencia de la planta R (Agrios, 2005; Chitwood-

Brown, et al., 2021).  

 

 

1.2.4. Síntomas de los Patógenos en las Plantas  

 

 

Cuando una planta es hospedera a un patógeno y no tiene genes de resistencia a este patógenos o 

el patógeno logra superar sus genes de resistencia, empiezan a aparecer algunos síntomas en esta 

planta que en algunos casos pueden permitir identificar qué tipo de patógeno la está afectando. En 

este caso, la susceptibilidad a estos tres patógenos; TSWV, el TYLCV y Fol, aparecen una gran 

variedad de síntomas. 

 

 

1.2.4.1. Síntomas de TSWV. Las plantas susceptibles a TSWV muestran una amplia gama de 

síntomas, incluyendo manchas cloróticas anulares en las hojas, necrosis del pecíolo, anillos 

cloróticos y necróticos en los frutos, necrosis apical y pardeamiento, necrosis generalizada y 

marchitamiento. El TSWV es transmitido por los trips, en particular por el trips occidental de las 

flores (WFT; Frankliniella occidentalis) de la familia Thripidea. En condiciones naturales, la 

magnitud del problema del TSWV es directamente proporcional al tamaño de la población de trips. 

El control del vector es difícil porque los métodos físicos, químicos y biológicos de control no son 

muy eficaces. Pueden reducir las poblaciones de trips a niveles de daños directos económicamente 

viables, pero no lo suficiente como para evitar la propagación de la enfermedad. En consecuencia, 

el desarrollo de la resistencia genética se ha convertido en la mejor estrategia de gestión tanto a 

medio como a largo plazo, especialmente en el caso del TSWV (Anfoka, 2006). 

 

 

1.2.4.2. Síntomas de TYLCV. Las plantas de tomate infectadas por el TYLCV muestran síntomas 

graves, como retraso en el crecimiento, reducción del tamaño de los foliolos que a su vez toman la 

forma de cuchara y/o enrollados, amarillamiento progresivo de la hoja que se generaliza con la 
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madurez, las flores se caen en grandes proporciones y los frutos son pequeños y poco numerosos, 

lo que causa la pérdida de producción crítica en el cultivo de tomate (Blancard et al., 2011).  

TYLCV es un begomovirus monopartita perteneciente al género Begomovirus, y a la familia 

Geminiviridae, con un genoma de ADN circular de cadena única de 2.6-2.8 kb contenido en un 

virión con estructura icosaédrica, que se transmite por distintos vectores, pero principalmente por 

la mosca blanca Bemisia tabaci. Los viriones intactos pasan a través del canal de comida en el 

estilete de B. tabaci y alcanzan el esófago; luego se mueven a través del floema de la planta, cuando 

B. tabaci inserta su probóscide y se alimenta de hojas de tomate infectadas. Al ingresar a las células 

huésped vegetales, el ADN de TYLCV se replica a través de un mecanismo circular rodante 

(Ammara et al., 2015; Geng et al., 2018) 

 

 

1.2.4.3. Síntomas de Fol. Los síntomas externos de Fol inician con el amarillamiento de las 

primeras hojas de manera ascendente, regularmente al inicio de la floración, extendiéndose a toda 

la planta y provocando clorosis que puede presentarse en las hojas de un sólo lado de la planta, y 

sólo en la mitad de éstas, después de algunos días las hojas se marchitan y mueren. En los tallos, 

el tejido vascular presenta una necrosis característica de color café en forma de anillo que se 

extiende hacia la parte apical de la planta conforme avanza la severidad de la enfermedad, 

provocando la muerte de la planta. Otros síntomas característicos de plantas adultas son 

achaparramiento, epinastia, amarillamiento y marchitez de las hojas y tallos jóvenes, defoliación y 

necrosis marginal de hojas, así como pudrición necrótica de las raíces laterales más pequeñas 

(Houterman et al., 2009; Gonzalez-Cendales et al., 2016).  

La infección de esta enfermedad se realiza a través de heridas en raíces creciendo en suelo infectado 

y por medio de semillas infectadas, de esta manera pudiendo llegar a lotes nuevos, además, la 

maquinaria, el viento y agua son también vehículos de traslado.  Fol sobrevive en restos de cultivo 

de una temporada a otra y posee estructuras de resistencia como las clamidosporas, las cuales son 

esporas de multiplicación vegetativa rodeadas de una pared gruesa y con sustancias nutritivas que 

garantizan la conservación del parásito en el suelo hasta por seis años. El ciclo de la enfermedad 

ocasionada por Fol se inicia con la presencia del inóculo en el suelo o residuos de cosecha, 

permaneciendo por tiempo indefinido (fase determinativa). El inóculo es constituido por hifas, 

esporas o clamidosporas que germinan cuando son activadas por exudados producidos en las raíces 
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fibrosas del tomate (fase determinativa). El micelio del inoculo se propaga por la corteza de la raíz 

y al llegar al xilema el micelio se ramifica y produce microconidios que se transportan de forma 

ascendente infectando el tallo y ápice. Al alcanzar el punto terminal, el micelio penetra la pared 

superior de los vasos, bloqueándolos y produciendo enzimas, toxinas y más microconidios en otros 

vasos para avanzar lateralmente por la planta y contribuir a la expresión de la enfermedad 

(Ascencio-álvarez et al., 2008; Carmona et al., 2020).  

El desarrollo del patógeno es favorecido por las temperaturas cálidas asociadas a alta humedad 

relativa, donde el hongo es capaz de penetrar en la planta a nivel del suelo ya sea por el tallo o por 

las raíces superficiales y luego se traslada a través de los haces vasculares a toda la planta. Entre 

los principales métodos para el control de las enfermedades fúngicas, incluyendo la ocasionada por 

Fol; se encuentran estrategias que involucran prácticas culturales, el uso de agentes químicos, 

físicos y biológicos, así como el aprovechamiento de la resistencia genética natural en diferentes 

especies de tomate. El empleo de una estrategia en particular depende de diversos factores, desde 

condiciones edafoclimáticas de producción del tomate hasta los factores económicos (Blancard et 

al., 2011).  

 

 

1.2.5. Genes de Resistencia 

 

 

Los genes de resistencia a patógenos más comunes son los de la clase NBS-LRR (Nucleotide-

binding site–leucine-rich repeat, por sus siglas en inglés). Estos codifican proteínas que contienen 

un sitio de unión a nucleótidos (NBS) y una región rica en leucina (LRR). Las proteínas codificadas 

por los genes NBS-LRR reconocen los productos de los genes de avirulencia de los patógenos en 

células vegetales y activan respuestas de defensa de hipersensibilidad (Lavrova et al., 2016). La 

resistencia en plantas puede ser expresada a través de un solo gen, que les confiere resistencia / 

tolerancia a un patógeno en específico, o a través de varios genes que les confiere resistencia a un 

mismo o a distintos patógenos (Gómez-Jaimes, 2011). Introgresar múltiples genes de resistencia 

en un mismo híbrido aumenta la eficacia y la durabilidad de la resistencia contra las enfermedades, 

pero es difícil de conseguir sin una selección asistida por marcadores dirigida a múltiples loci de 

resistencia (Vidavski et al., 2008). 
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Algunos patógenos han desarrollado mecanismos para evitar ser reconocidos o bloquear la 

respuesta de defensa de la planta, para que ésta se convierta en su hospedero dando lugar a una 

interacción compatible. Por tal, los patógenos pueden secretar pequeñas moléculas conocidas como 

efectoras para suprimir la inmunidad del hospedero. Por su parte, el sistema inmune de la planta 

puede reconocer algunos de dichos efectores, los cuales cuando son reconocidos por la planta se 

denominan como proteínas de avirulencia (Avr).  

 

 

1.2.5.1. Genes de resistencia a Fol. En F. oxysporum, la compatibilidad básica se establece a nivel 

de razas fisiológicas avirulentas o virulentas, y cultivares resistentes o sensibles.  El repertorio de 

proteínas efectoras determina la virulencia de un patógeno hacia un hospedero particular. Se han 

identificado 11 proteínas denominadas secretadas en el xilema (SIX) que produce el hongo. Por su 

parte, las plantas de tomate resistentes a Fol contienen genes de resistencia específica a cada raza 

del patógeno, las cuales se han llamado I por genes de inmunidad, de las cuales confieren 

resistencia a la raza 1 (I e I-1), razas 1 y 2 (I-2), y razas 1 a 3 (I-3 e I-7) de Fol (Van der Does et 

al., 2019).  

Con respecto a las proteínas de avirulencia del patógeno, tres de éstas son contrarrestadas por los 

genes I de tomate: Avr1 (SIX4) es reconocida por los genes I e I-1 no alélico, Avr2 (SIX3) es 

reconocido por I-2; y Avr3 (SIX1) es reconocido por I-3. Avr2, Avr3 así como SIX6, son efectores 

únicos, y se ha encontrado que contribuyen con la virulencia general. Además, se ha encontrado 

que Avr1 no se requiere para la virulencia general, sino que tiene la función de suprimir a I-2 e I-

3 de conferir resistencia contra cepas de la raza 1. Entre otros factores como el gen fmk1 codifica 

para una MAPK que controla la formación de hifas especializadas en la infección, la adhesión a la 

raíz, la penetración y el crecimiento invasivo en la planta. La proteína Fmk1 no es necesaria para 

la germinación, pero si lo es para la adherencia del hongo a la raíz y la diferenciación de las hifas 

de penetración, además es necesaria para la anastomosis o fusión vegetativa de hifas. También se 

ha demostrado que esa proteína regula el factor de transcripción Ste12 y, por lo tanto, controla el 

crecimiento invasivo Catanzariti et al., 2015; 2017). 

El locus I se encontró en el cromosoma 11 en S. pimpinellifolium PI-79532, el locus I-1 se localizó 

en el cromosoma 7 en S. pennellii, el locus I-2 en el cromosoma 11 del híbrido natural de S. 

lycopersicum y S. pimpinellifolium PI-126915, y el locus I-3 se localizó en el cromosoma 7 de S. 
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pennellii P1414773. Por su parte, más recientemente otro gen de resistencia fue encontrado en el 

cromosoma 8 de S. pennellii LA716 se trató del gen I-7. Este gen se encontró cercano al locus I-3 

y codifica para una proteína receptora con repeticiones ricas en leucina (LRR-RLP) que le confiere 

resistencia al tomate contra las razas 1, 2 y 3 de Fol (Gonzalez‐Cendales et al., 2016). 

 

 

1.2.5.2. Genes de resistencia a TYLCV. En el caso de TYLCV Las medidas de prevención se 

centran en el control de la mosca blanca y se basan en tratamientos por insecticidas y/o el uso de 

barreras físicas. Las medidas de control de la mosca blanca, por lo general son: el uso de pantallas 

de plástico absorbentes de UV, pantallas de malla fina o películas e insecticidas. Estos métodos de 

control pueden limitar el daño de la enfermedad, pero aún se pueden ocurrir las epidemias. Además, 

se ha reportado resistencia de la mosca blanca a los químicos usados. El método de control más 

eficiente hasta el momento es el uso de plantas resistentes (Al Abdallat et al., 2010; Yang et al., 

2014).   

Hasta la fecha, se han mapeado y descrito seis genes de resistencia / tolerancia de TYLCV, desde 

Ty-1 a Ty-6 (Caro et al., 2015). Ty-1 y Ty-3 fueron introgresados desde S. chilense (Accesiones 

NCBI: LA1960 y LA2779) y fueron localizados en el brazo largo del cromosoma 6 (Zamir et al., 

1994; y Ji et al., 2007). Zamir y colaboradores (1994), mapearon el gen Ty-1 cerca del marcador 

TG97 alrededor del gen Mi (5,5 cM). Aproximadamente a 15 cM o más del locus Ty-1, Ji y 

colaboradores (2007), mapearon el gen Ty-3 al intervalo del marcador cLEG31-P16 (20 cM) – 

T0179 (27 cM), por lo que sugirieron la posible coexistencia y vinculación de los alelos de 

resistencia en ambos loci Ty-1 y Ty-3 en estas líneas. Mientras Verlaan y colaboradores (2011, 

2013), mencionaron que son dos alelos del mismo gen que se encuentra en el brazo largo del 

cromosoma 6 del tomate y codifica una ARN polimerasa dependiente de ARN (RDR); el locus Ty-

2, originado en S. habrochaites, fue mapeado en el brazo largo del cromosoma 11 (Yang et al., 

2014; y Yamaguchi et al., 2018); el locus Ty-4, proveniente también de S. chilense, fue ubicado en 

el brazo largo del cromosoma 3 (Ji et al., 2009); el locus Ty-5 proveniente de S. peruvianum 

(Accesión NCBI: LA1589) se localizó en el cromosoma 4 (Anbinder et al., 2009); y finalmente, 

Ty-6 es el locus de resistencia a TYLCV identificado más recientemente en el brazo largo del 

cromosoma 10 proveniente de S. pimpinellifolium (Gill et al., 2019). 

Para fines de mejoramiento genético a nivel internacional hasta ahora, las estrategias han sido las 
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introgresiones de Ty-1, Ty-2 y Ty-3 en el tomate cultivado (Yan et al., 2018). 

 

 

1.2.5.3. Genes de resistencia a TSWV. Igual que en el caso de TYLCV, en el caso de TSWV las 

estrategias de control utilizadas se basan en el vector para limitación del daño en el cultivo y se 

hace antes de la floración, ya que una vez que ocurra la infección por el virus es difícil de 

controlarla. Se aplican insecticida de amplio espectro, al término del cultivo anterior para controlar 

el vector en el invernadero. Una infestación temprana de virus genera las mayores pérdidas en el 

cultivo. Por lo que el uso de insecticida neonicotinoide en la inmersión de bandeja o en drench al 

día siguiente del trasplante ayuda a evitar infestación temprana. Otra alternativa de control es el 

uso de variedades resistentes (Anfoka 2006).  

Se ha reportado resistencia al TSWV en parientes silvestres como Solanum peruvianum, S. 

pimpinellifolium, S. habrachaites y S. chilense. La primera fuente de resistencia al TSWV se 

encontró en S. pimpinellifolium. A lo largo de los años, se han identificado siete loci de resistencia 

al TSWV, designados como los dominantes y alélicos Sw 1a y Sw-1b; tres genes recesivos: sw-2, 

sw-3 y sw-4; y tres genes dominantes: Sw-5, Sw-6 y Sw-7. Sw-5, originalmente introducido en el 

cultivar 'Stevens', de S. peruvianum en la década de 1960 y es actualmente la principal fuente de 

resistencia al TSWV en las variedades comerciales de tomate de todo el mundo. Sw-5 está 

localizado en la región telomérica del brazo largo del cromosoma 9 estrechamente vinculado a los 

marcadores RFLP CT220 y SCAR421 (Folkertsma et al., 1999). Debido a su gran tamaño se 

necesita un marcador, el cual actúa como una bandera o un código que permite identificar los genes 

de resistencia. Las propiedades ideales de un marcador son: Fácil de usar y de bajo costo, de 

naturaleza altamente reproducible y polimórfica, la diferencia de alelos debe medirse claramente y 

distribución equitativa en todo el genoma. Los diferentes tipos de marcadores que pueden usar para 

detectar un gen son los marcadores bioquímicos, morfológicos y biológicos. Dentro de los 

marcadores biológicos se encuentren los marcadores moleculares y son los que se utilizan en este 

trabajo de investigación para detectar los genes de resistencia.  
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1.2.6. Los Marcadores Moleculares  

 

 

También conocidos como marcadores de ADN, son uno de los tres tipos de marcadores genéticos 

que permiten identificar diferencias genéticas entre organismos o especies individuales. A 

diferencia de los marcadores morfológicos que son rasgos o caracteres fenotípicos y los marcadores 

bioquímicos que son variantes alélicas de enzimas (isoenzimas), los marcadores de ADN revelan 

sitios de variación en el ADN (Raiz et al., 2020). Cabe mencionar que generalmente los marcadores 

moleculares no representan los genes diana en sí mismos, sino que actúan como "señales" o 

"banderas" para identificar la presencia de dichos genes. Por lo que la selección asistida por 

marcadores moleculares (MAS) permite seleccionar a un rasgo en función del genotipo de un 

marcador asociado, en lugar del rasgo en sí. Su potencial para el mejoramiento de cultivos ha sido 

ampliamente explorado (Hanson et al., 2016; y Lenaerts et al., 2019). 

Los marcadores moleculares se basan fundamentalmente en el polimorfismo presente entre las 

secuencias de nucleótidos de diferentes individuos. El marcador molecular puede diseñarse a partir 

del gen de interés o de una secuencia de ADN que no sea parte del gen pero que se encuentre ligada 

a él. Los marcadores moleculares revelan sitios de variación en el ADN, son los más utilizados en 

el análisis del germoplasma vegetal; debido a su abundancia son generados por diferentes tipos de 

mutaciones en el ADN así como mutaciones por substitución (puntuales), reordenamientos 

(inserciones o deleciones), traslocaciones o errores en la replicación del ADN en tándem y son 

selectivamente neutros debido a que usualmente se localizan en regiones no codificantes del ADN 

(Foolad, 2007; Ahmad et al., 2020).  

 

 

1.2.6.1. Clasificación de los marcadores moleculares. Los marcadores moleculares pueden 

clasificarse de acuerdo con diversos criterios: 1) por el modo de acción, como codominantes o 

dominantes; 2) por el método de detección, como marcadores basados en PCR o basados en 

hibridación; o 3) por el modo de transmisión como herencia paterna o materna de organelos, 

herencia nuclear biparental o herencia nuclear materna. En el caso del modo de acción, los 

marcadores codominantes permiten distinguir entre genotipos homócigos y heterócigos, mientras 

que un marcador dominante solo proporciona información acerca de la presencia del marcador, 
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pero no distingue si se encuentra en homocigosis o heterocigosis. Un marcador molecular de ADN 

ideal debe reunir ciertas características para maximizar su utilidad, entre las cuales debe ser 

codominante, distribuido uniformemente en todo el genoma, altamente reproducible y tener la 

capacidad de detectar un alto nivel de polimorfismo (Almeida y Gratero, 2021). 

 

 

1.2.6.2. Tipos de marcadores moleculares. Durante las últimas dos décadas, se han desarrollado y 

evolucionado diferentes tipos de marcadores moleculares, entre los que incluyen: polimorfismos 

de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), número variable de repeticiones en tándem 

(VNTR o minisatélites), polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP); 

repeticiones de secuencia simple (SSR o microsatélites), ADN polimórficos amplificados al azar  

(RAPD), polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), secuencias polimórficas amplificadas 

escindidas (CAPS) y regiones amplificadas de secuencias caracterizadas (SCAR) (Foolad, 2007; y 

Riaz et al., 2020). Algunos de los marcadores moleculares más utilizados en el mejoramiento 

genético son: 

Los RAPD, técnicas de reacción en cadena de la polimerasa modificada que involucran múltiples 

oligonucleótidos. Los marcadores de ADN amplificados resultantes son segmentos polimórficos 

aleatorios con tamaños de banda de 100 a 3,000 pb, dependiendo del ADN genómico y el cebador 

(Li et al., 2010). Estos marcadores son dominantes, es decir, no pueden discernir los homocigotos 

dominantes de los heterocigotos para un segmento particular. Los RAPDs amplifican 

aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies y son útiles en la elaboración 

de mapas genéticos y el diseño de otros cebadores. Sin embargo, una de sus desventajas es su bajo 

nivel de reproducibilidad (Miroslava-Rentaria, 2000; y Riaz et al., 2020). 

Los CAPS, visualizan las diferencias en la longitud de los fragmentos de restricción causados por 

los SNP que crean o anulan los sitios de reconocimiento de endonucleasas de restricción en los 

amplicones de PCR (Li et al., 2010). La necesidad de realizar una restricción después de la PCR 

para visualiza diferencias entre alelos, es una desventaja para la detección en conjunto de estos 

marcadores. 

Los SCAR, fragmentos de ADN amplificados mediante el uso de cebadores específicos de 15-30 

pb. Se utilizan tanto para solucionar el problema de reproducibilidad de los marcadores tipos 

RADPs como para reducir las complicaciones, el tiempo de desarrollo y costo de los marcadores 

tipos RFLPs y AFLPs. Estos se desarrollan a partir de clonación y secuenciación de marcadores 
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RAPD específicos y del análisis de las secuencias de los marcadores RFLPs y AFLPs (Collard et 

al., 2005; Felici et al., 2008; y Park et al.,2013). 

Los SSR, marcadores codominantes basados en repetición de di, tri y tetra nucleótidos encontrados 

en el genoma de las plantas. Estos se utilizan ampliamente debido a que se necesitan pequeñas 

cuantidades de ADN para su detección, el bajo costo de los ensayos, y la genotipificación de alto 

rendimiento (Riaz et al., 2020). 

 

 

1.2.6.3. Marcadores Moleculares Ligados a Genes de Resistencia al TYLCV. La identificación de 

fuentes de resistencia al TYLCV y su introgresión en los cultivares comerciales e híbridos no 

comerciales ha estabilizado la producción de tomate en áreas y temporadas propensas a 

enfermedades (Dhaliwal et al., 2020). En la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. s

e muestran marcadores moleculares de diferentes tipos ligados a diferentes genes de resistencia al 

TYLCV. 

 

 

Cuadro 1. Marcadores de resistencia a TYLCV, tipos y genes asociados. 

Genes Marcadores ligados 
Tipos de 

marcadores 
referencias 

Ty-1 TG97 hasta TG25 RFLP Zamir et al. (1994) 

Ty-1/3 M2 y Ty-1/3_K SCAR Chen et al. (2015) 

Ty-2 TG36 hasta TG393 RFLP Hanson et al. (2006) 

 TES0344 SSR Yang et al. (2012) 

 T0302 SCAR Garcia et al. (2007) 

Ty-3 P6-25 y FLUW25 SCAR Ji et al. (2007) 

Ty-5 AVRDC-TM273 SSR Chen et al. (2015) 

Fuente: (Chen et al., 2015; Dhaliwal et al., 2020) 

 

 

1.2.6.4. Marcadores moleculares ligados a genes de resistencia al Fol. Los cebadores asociados al 

gen I-1 fueron diseñados para amplificar sólo en variedades con resistencia. Uno de ellos, el 

cebador reverso homólogo se une a los 7 pb adicionales presentes en materiales con resistencia y 

el otro cebador ancla en una región común en resistentes y susceptibles. Por otro lado, los 

marcadores asociados los genes I-2 e I-3 discriminan materiales por bandas asociadas a 
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susceptibilidad o resistencia (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) (Pérez-A

lmeida et al., 2016). 

Cuadro 2. Marcadores de resistencia a Fol tipos y genes asociados. 

Genes Marcadores vinculados 
Tipos de 

marcadores 
referencias 

I-1 At2-F3 - R3 SCAR Arens et al. (2010) 

I-2 I-2/5F/5R SCAR Yu & Zou (2008) 

I-3 P7-43DF1/R1 - DF3/R1 SCAR Barillas et al. (2008) 

 

 

1.2.6.5. Marcadores Moleculares Vinculados a Genes de Resistencia a TSWV. Los cebadores 

específicos para el locus Sw-5 para su uso en la PCR validados en una serie de genotipos de tomate 

con diferentes antecedentes genéticos, demuestran que pueden ser utilizado con éxito para la 

selección de plantas resistentes al TSWV en la mejora del tomate (Cuadro 3) (Stevens et al., 1995).  

 

 

Cuadro 3. Marcadores de ADN resistentes a TSWV y genes asociados. 

Marcadores  Tipo de 

marcadores 

Patógenos Gen Cebadores Referencias 

Sw5-2 SCAR F  

Sw5-2 SCAR R  

SCAR  TSWV  Sw5  AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT  

TTCCGCATCAGCCAATAGTGT  
Dianese et 

al. (2010) 
Sw5b SCAR F  

Sw5b SCAR R  

SCAR TSWV  Sw5b  CGGAACCTGTAACTTGACTG  

GAGCTCTCATCCATTTTCCG  
Shi et al. 

(2011) 

 

 

Los marcadores moleculares se detectan con técnicas como: la restricción y PCR, las cuales hacen 

posible analizar la variación en la molécula del ADN, siendo la PCR la más utilizadas para 

identificar marcadores moleculares (Velázquez Alejos et al., 2010). Esta técnica, por la que su 

creador, Kary Mullis obtuvo el Premio Nobel en el año 1993, amplifica exponencialmente 

cualquier segmento de ADN de secuencia conocida. 

 

 

1.2.7. Reacción en Cadena de la Polimerasa  

 

 

La invención de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido un hito en la historia de las 



28 

ciencias biológicas. Las aplicaciones de PCR han revolucionado por completo la investigación en 

el campo de la genética molecular y la biotecnología animal y vegetal. La PCR convencional 

condujo a la aparición de transcripción inversa-PCR (RT-PCR), PCR en tiempo real o PCR 

cuantitativa (qPCR) y RT-PCR /q-PCR combinadas (Singh et al., 2014).  

 

 

1.2.7.1 Multiplex-PCR o PCR múltiples. Utiliza conjuntos de cebadores dentro de una única 

mezcla de PCR para producir amplicones de diferentes tamaños. Esta variante de PCR, apunta a 

múltiples marcadores o genes a la vez en una sola prueba que de otra manera requeriría usar varias 

veces los reactivos y más tiempo para funcionar. Los amplicones se visualizan mediante 

electroforesis en gel en el caso de multiplex PCR punto final o tintes intercalados como EVA Green 

y SYBR Green I en Multiplex PCR en tiempo real (Multiplex qPCR) (Hayden et al., 2008). Tanto 

la Multiplex-PCR punto final como la de tiempo real se ha aplicado con éxito en la detección de 

secuencias de ADN. Las PCR multiplex han sido ampliamente utilizados para la detección en 

conjunto de los marcadores moleculares. 

La PCR multiplex proporciona un método relativamente fácil, rápido y preciso para la detección 

de secuencias específicas de ADN. Sin embargo, el éxito de los métodos de detección basados en 

la PCR depende en gran medida de los componentes de la reacción de PCR y de las condiciones 

de amplificación, por lo que la optimización es crucial para obtener datos fiables y reproducibles 

(Lorenz, 2012).  

 

 

1.2.8. Optimización  

 

 

La optimización constituida por un conjunto de resultados, métodos analíticos y numéricos 

enfocados a encontrar e identificar al mejor candidato entre una colección de alternativas, sin tener 

que enumerar y evaluar explícitamente todas esas alternativas. Las técnicas de optimización de 

cualquier proceso se enfocan en determinar el procedimiento a seguir, para maximizar o minimizar 

la variable respuesta. La optimización está limitada por una serie de restricciones que reducen la 

cantidad de alternativas posibles, definiendo un espacio acotado de soluciones factibles. Dentro de 
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las soluciones factibles, pueden existir una o más soluciones óptimas, es decir, aquellas que, 

además de cumplir con todas las restricciones, maximizan (o minimizan, según sea el problema 

por resolver) el valor de la función objetivo (Baquela y Redchuk, 2013). Hay una técnica llamada 

técnica de una variable a la vez que permite determinar las condiciones óptimas de una operación 

mientras se mantienen los otros en un nivel constante. Pero tiene una desventaja no incluye los 

efectos de las interacciones entre las variables, por lo que no representa los efectos completos de 

los parámetros en el proceso. Para superar este problema, se utiliza la metodología de superficie de 

respuesta (RSM) para llevar a cabo los estudios de optimización (Bas y Boyaci, 2007).  

 

 

1.2.8.1. Metodología de superficie respuesta (RSM). Existen varios lenguajes de modelado dentro 

de los cuales actualmente ya existen componentes orientados a objetos dedicadas exclusivamente 

a optimización tales como; Concert de ILOG, OptiMax 2000 de maximal software y programas 

estadísticas tales como SPSS y MINITAB que permiten desarrollar modelos de optimización 

(Ramos et al., 2010). RSM es un procedimiento secuencial generalmente aplicado para determinar 

las condiciones operativas óptimas para un proceso y es una combinación de técnicas estadísticas 

y matemáticas para el modelado y análisis de problemas, con el objetivo de comprender la 

influencia de las variables del proceso en las respuestas y optimizar estas respuestas (Singh Boparai 

et al., 2016). La RSM es el método de optimización más utilizado en los últimos años. Existen 

muchos trabajos basados en su aplicación en procesos químicos y bioquímicos, pero es poco 

utilizado en el área de biología molecular.  

 

 

1.2.8.2. Optimización de PCR. Optimizar un proceso de reacción en de cadena de la polimerasa es 

encontrar las mejores condiciones en las cuales la amplificación del fragmento deseado es máxima. 

Mogni et al., (2016) optimizaron un protocolo de PCR para amplificar cloroplastos y regiones 

nucleares útiles para el análisis filogenético molecular en Schinopsis spp. y otras anacardiáceas 

adicionaron de BSA 1/1000; MgCl2 5 mM y DMSO 1 M en la mezcla de PCR y amplificaron 

productos de PCR pudieron secuenciar directamente, sin necesidad de aislamiento, purificación y 

clonación. Félix Urquídez et al., (2016) desarrollaron y optimizaron mediante un diseño central 

compuesto un ensayo de PCR digital de gota doble (ddPCR) y encontraron las condiciones óptimas 
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para la caracterización los candidatos de Materiales de Referencia Certificados por sus contenidos 

de relación de número de copias T-nos/hmg. 

1.2.9. Validación 

 

 

La optimización es uno de los requerimientos más importante precedente a la validación de 

cualquier secuencia de pasos dispuesta con algún tipo de lógica que se enfoca en lograr algún 

resultado específico. Para que un método optimizado sea confiable es necesario que sea validado. 

El objetivo de la validación de un procedimiento analítico es demostrar que es apto para el 

propósito indicado (ICH-Harmonised-tripartite-guideline, 2005). Implica que se debe demostrar 

que el método garantiza la confiabilidad en la detección de una muestra positiva y no falsos 

positivos (Molina 2015). Para validar un método cualitativo de PCR es necesario seguir en la 

medida de los posibles la metodología de los análisis habituales tales como: 

 

 

1.2.9.1. Especificidad. Es la capacidad de un método para medir correctamente un analito dado y 

distinguir compuestos de estructura estrechamente relacionada dentro de la muestra sin 

interferencia de componentes no objetivo (ISO 16140:2003). 

 

 

1.2.9.2. Límite de detección. Es la concentración en la que una muestra positiva arroja resultados 

positivos en al menos el 95% de las ocasiones (ISO 16140:2003). 

 

 

1.2.9.3. Selectividad. Es una medida del grado de no interferencia en presencia de analitos no 

objetivo. Un método es selectivo si y solo si al ser usado para detectar un analito proporciona una 

garantía de que la señal detectada es el producto de ese analito en específico (ISO 16140:2003). 

Inclusividad es la capacidad de un método para detectar el analito objetivo de una amplia gama de 

muestras (ISO 16140:2003). 

Exclusividad es la no interferencia de un rango relevante de muestras no objetivo al método (ISO 

16140:2003). 
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1.2.9.4. Rango dinámico. Es el intervalo dentro del cual el analito es detectable (ISO 16140:2003). 

 

 

1.2.9.5. Repetibilidad. Es la variación causada por el dispositivo de medición. Se observa cuando 

el mismo operador mide la misma parte muchas veces, usando el mismo sistema de medición, bajo 

las mismas condiciones (González-Rey, 2015). 

 

 

1.2.9.6. Reproducibilidad. Es la variación causada por el sistema de medición. Se observa cuando 

diferentes operadores miden la misma parte muchas veces, usando el mismo sistema de medición, 

bajo las mismas condiciones (González-Rey, 2015). 

 

 

1.2.10. Calidad de los Frutos del Tomate 

 

 

El tomate es susceptible a más de 200 plagas y patógenos; la obtención de resistencias adecuadas 

a las enfermedades es crucial para el éxito de un cultivar de tomate (Lukyanenko 1991, 

Bergougnoux 2014). Sin embargo, a menos que una zona de producción esté sometida a una alta 

presión de enfermedades, no es probable que la resistencia por sí sola haga que un cultivar tenga 

éxito. Los productores de tomate deben producir frutos que satisfagan las demandas del mercado 

y cumplan las normas de la industria para obtener beneficios y, en circunstancias normales, un 

nuevo hibrido con resistencia a las enfermedades debe tener un rendimiento al menos comparable 

al de los híbridos susceptibles existentes con respecto a los rasgos de calidad del fruto, el 

rendimiento y otras características críticas (Chitwood-Brown et al., 2021). Debido a esto el 

fitomejoramiento del tomate se ha centrado en mejorar los rasgos importantes para productores y 

consumidores, tanto la resistencia a enfermedades, como las características de calidad del fruto y 

el rendimiento. 

 

 

1.2.10.1. Producción y maduración del tomate. La mayoría de los frutos de tomate producido en 
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México son exportado a Estados Unidos de América y a Canadá. Estos dos países demandan frutos 

de alta calidad, lo que representa un reto para las empresas productoras mexicanas (Detweiler et 

al., 2014). La fecha de madurez de los frutos de tomate puede ser un factor importante para definir 

el precio de estos frutos en el mercado.  Los frutos de variedades de tomate de maduración ultra-

temprana y temprana (60-75 días después de la siembra) con características de buena calidad 

tienden a tener mayor precio si se cosechan en tiempo de escases del producto (USDA, 2023).). Se 

ha sabido que los tomates no pueden almacenarse durante largos periodos, lo que obliga a los 

productores a abastecer la demanda con la producción actual. Esto hace que los precios aumenten 

cuando la oferta es escasa (meses de invierno) y disminuyan cuando la oferta es abundante (meses 

de verano) (FAOSTAT 2023, Ascencio-Álvarez 2008). 

Además de las tendencias estacionales, los precios del tomate también pueden ser muy variables a 

lo largo de la temporada de cosecha, lo antes señalado puede ser debido a las afectaciones del 

cultivo por los patógenos mencionados anteriormente, como TYLCV, TSWV y Fol (Al Abdallat 

et al., 2010, Lugo-Melchor et al., 2011, Francis, 1995). Estos patógenos pueden llegar a causar el 

100% de perdida cuando logran establecerse en un invernado o un compa de producción de tomate. 

Es debido a los efectos de las variaciones estacionales y las pérdidas causadas por los patógenos 

en los mercados y sus efectos en los ingresos de los productores los que obliguen a buscar híbridos 

de tomate resistentes a patógenos que produzcan frutos de maduración temprana y buena calidad. 

 

 

1.2.10.2. Parámetros de calidad. Todos los parámetros que definen la calidad del tomate son muy 

importantes para su valor en el mercado. Según (Herregods, 1998), el color externo es una de las 

características más importantes de la calidad de cualquier producto ya que lo primero que tienen 

en cuenta los consumidores a la hora de comprar un producto es el aspecto visual, en el caso del 

tomate, para el consumidor, el color rojo es un indicador de calidad gustativa. Por este motivo, los 

mercados suelen adoptar medidas para mejorar la calidad externa de los productos como: 

recubrimiento de cera, envases buenos e innovadores, etc. Aunque estas medidas pueden ser de 

gran ayuda en las primeras ventas, el aumento o disminución de las ventas posteriores depende de 

la calidad interna del fruto (A.O.A.C. 1998), tales como, color interno, pH, acidez titulable, sólidos 

solubles totales (SST), relación SST/acidez y firmeza de la pulpa (Lafrance et al., 2023).  
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1.2.10.3. Validación fenotípica. En ocasiones un marcador molecular puede detectar un gen de 

resistencia en una planta, pero este no se está expresando, lo que significa que aún con la presencia 

del gen de resistencia, la enfermedad continúa causando daños a la planta. Por ello, es importante 

realizar una validación fenotípica tras detectar un gen resistente en un nuevo híbrido. Anfoka y 

Styvens (2006) evaluaron la respuesta fenotípica, mediante la infección controlada con aislados de 

TSWV jordano (TSWV-Jo), de algunas líneas mejoradas de tomate desarrolladas para la resistencia 

TYLCV con el objetivo de observar si existe alguna relación entre la resistencia que proporciona 

los genes de asociados a la resistencia a TYLCV y los genes asociados a la resistencia a TSWV. 

Encontraron que todas las líneas probadas eran susceptibles a la infección por TSWV.  

Confirmaron sus resultados a nivel molecular utilizando el marcador SCAR 421 vinculado al gen 

de resistencia al TSWV Sw-5. Por lo que concluyen que los genes de resistencia a TYLCV no 

proporcionan resistencia a TSWV. 

 

 

1.3 Hipótesis 

 

 

1.- Mínimo dos protocolos de PCR multiplex son necesarios para detectar los cinco marcadores 

moleculares asociados a los genes de resistencia del tomate a los patógenos Tomato yellow 

leaf curl virus, Tomato spotted wilt virus y F. oxysporum con buen desempeño analítico.  

2.- Las mejores condiciones de multiplex PCR para detectar los marcadores moleculares 

asociados a los genes de resistencia del tomate a los patógenos Tomato yellow leaf curl virus, 

Tomato spotted wilt virus y F. oxysporum que lo afectan, se encuentran dentro de la región 

experimental obtenida.  

3.- Los protocolos de PCR multiplex optimizados presentan alta sensibilidad, especificidad y 

precisión, para seleccionar materiales de tomate que contienen los genes asociados a la 

resistencia del tomate a Tomato yellow leaf curl virus, Tomato spotted wilt virus, y F. 

oxysporum. 

4.- Los materiales de tomates en desarrollo que contienen los genes de resistencia mantienen al 

menos la misma calidad que los comerciales. 

5.- Los materiales de tomate que presentan los genes asociados a la resistencia a Tomato yellow 
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leaf curl virus, Tomato spotted wilt virus y F. oxysporum, tiene nivel de resistencia/ tolerancia 

alta. 

 

 

1.4. Objetivo General 

 

 

Optimizar, validar e implementar protocolos de PCR múltiples para la detección rápida, sensible y 

específica de un conjunto de marcadores moleculares asociados a la resistencia del tomate a los 

patógenos TYLCV, TSWV y Fol, para seleccionar cultivares de tomate de calidad comercial que 

muestren fenotipo de resistentes a estos patógenos.  

 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 

 

1.- Desarrollar protocolos basados en PCR multiplex, utilizando marcadores tipo SCAR y SSR, 

asociados a la resistencia del tomate a los patógenos TYLCV, TSWV y Fol. 

2.- Optimizar mediante una metodología de superficie de respuesta (RSM) los protocolos 

basados en multiplex PCR para detectar los marcadores asociados a los genes de resistencia 

del tomate a TYLCV, TSWV y Fol. 

3.- Evaluar el desempeño analítico (sensibilidad, especificidad y precisión) de los protocolos 

de PCR múltiple optimizados para detectar los marcadores asociados a la resistencia del 

tomate a los patógenos TYLCV, TSWV y Fol. 

4.- Evaluar los atributos de la calidad de los frutos de materiales de tomate en desarrollo que 

contienen los genes de resistencias a diferentes fitopatógenos.  

5.- Determinar el comportamiento de resistencia o susceptibilidad de plantas de tomate 

desarrolladas Sinaloa, inoculadas con Fol. 
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1.6. Sección Integradora del Trabajo 

 

 

La información presente en este documento está dividida en seis capítulos, de los cuales, tres 

corresponden a los artículos científicos (Capítulos 2, 3 y 4) que abordan los objetivos de esta 

investigación. 

El primer capítulo de este trabajo consiste en una sinopsis que aborda el origen histórico del tomate, 

su importancia tanto en el mercado nacional como internacional, algunos de los principales 

patógenos que los afectan y por último los mecanismos de selección de híbridos resistentes a estos 

patógenos y control de calidad de los frutos producidos por dichos híbridos y la validación 

fenotípica de la resistencia detectada molecularmente en estos híbridos.  

El segundo capítulo corresponde al primer manuscrito científico “Response surface methodology 

for optimization of multiplex-PCR protocols for detection of TYLCV, TSWV and Fol molecular 

markers: analytical performance evaluation” el cual aborda los tres primeros objetivos de 

investigación que consistió en desarrollar, optimizar y evaluar protocolos de PCR múltiple, 

utilizando marcadores tipo SCAR y SSR, asociados a la resistencia del tomate a los patógenos 

TYLCV, TSWV y Fol.  

El tercer capítulo, comprende el artículo “Selection of tomato (Solanum lycopersicum) hybrirs 

Resistant to Fol, TYLCV, and TSWV with early naturity and good fruit quality”, este trabajo de 

investigación abordó el objetivo 4, el cual consistió en evaluar los atributos de la calidad de los 

frutos de materiales de tomate en desarrollo que contienen los genes de resistencias a diferentes 

fitopatógenos. Con los resultados de esta investigación se confirma que estos híbridos en desarrollo 

producen frutos que mantienen los estándares de calidad demandados por los mercados 

internacionales. 

En el cuarto capítulo, se presenta el artículo “Behavior of tomato plants developed in Sinaloa 

inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici”. En dicha investigación se abordó el 

objetivo 5, el cual consiste en determinar el comportamiento de resistencia o susceptibilidad de 

plantas de tomate desarrolladas en Sinaloa, inoculadas con este patógeno. Con los resultados de 

esta investigación se destacaron los híbridos de tomate con índice de severidad inferior al 10%, y 

la importancia de usarlos en futuros trabajos de mejoramiento genético.  
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4. BEHAVIOR OF TOMATO PLANTS DEVELOPED IN SINALOA INOCULATED 

WITH Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. 

 

 

Richecarde Lafrance1, Claudia Villicaña2, José Benigno Valdéz-Torres1, Raymundo Saúl García 

Estrada1, Hernán García-Ruiz 4, Mayra Janeth Esparza-Araiza3 and Josefina León-Félix1*, 

 

 

1 Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo (CIAD), A.C., Culiacán, Sinaloa 80110, 

México; rlafrance220@estudiantes.ciad.mx 

2 CONACHYT-Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C., Culiacán, Sinaloa 

80110, México; maria.villicana@ciad.mx 

3 Centro de Innovación y Transferencia de Tecnología Agropecuaria de Sinaloa- Fundación 

Produce Sinaloa, A.C. Aguaruto, Sinaloa 80308, México; mayjanes11@gmail.com 

4 University of Nebraska-Lincoln, Department of Plant Pathology, Nebraska Center for Virology, 

Lincoln, Nebraska 68583, USA; hgarciaruiz2@unl.edu 

* Correspondence: ljosefina@ciad.mx 

 

 

Abstract: Tomato is the second most important vegetable crop in the world. Fusarium wilt (FW) 

is one of the main biotic stresses in Mexico that limits tomato production. The identification and 

use of resistant lines to take advantage of the full genetic potential of varieties to increase yield is 

an ecological approach. In this work, a phenotypic validation of 10 hybrids (two commercial and 

eight advanced lines with different versions of each) that were genotypically evaluated with the 

P7-43D marker molecule associated with the I-3 resistance gene, which allows plants to resist race 

3 of Fusarium oxyporum f. sp. lycopersici, was carried out. For the phenotypic analysis, one month 

after planting, the plants were inoculated with the Fol race 3 fungi, and after one month, the 

symptoms were analyzed on a scale of 0 to 4, where 0 means a healthy plant with no symptoms 

and 4 means a plant with all symptoms and dead. This study provides information on the 

performance of 22 tomato hybrids, of which HT90-13 and HT132 showed the lowest incidence of 

Fol, highlighting the importance of using them in future breeding work to develop tomato hybrids 

resistant to this pathogen. 

mailto:mayjanes11@gmail.com
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1. Introduction 

 

Tomato (S. lycopersicum) is one of the most important vegetable crops in the world, with over 186 

million tons produced worldwide in 2022 and just over 5 million ha harvested (Faostat, 

http://www.fao.org/faostat /en/#data/QC/visualize, accessed on June 17, 2024). Between 2002 and 

2022, the global area harvested increased by 25% while production increased by 61.7% (Faostat, 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/ visualize, accessed on June 17, 2024). This gain in 

productivity is the result of research in many areas, notably the improvement of tomato varieties 

through breeding efforts.  In 2022, Mexico was one of the top 10 tomato producing countries with 

a production of 4,207,889 tons. However, it has been affected by multiple pathogens, especially 

fungal diseases that reduce yields, fruit quality, shelf life, and nutritional content (Ascencio-

Álvarez et al., 2008, Carmona et al., 2020, FOAESTAT accessed on June 17, 2024). In extreme 

cases and in the absence of resistant varieties, these diseases force farmers to use high amounts of 

pesticides or to abandon tomato production altogether. Which affects both the health of consumers 

and the cost of the product in the market (Hanson et al., 2016). 

 

More than 200 pests and diseases have been identified in tomato, which cause losses in its 

production directly or indirectly (Lukyanenko 1991, Bergougnoux 2014).  One of the most 

important diseases is Fusarium wilt disease, caused by the soil-borne fungus Fusarium oxysporum. 

This disease causes significant yield losses in tomatoes worldwide (Ascencio-álvarez et al., 2008, 

Carmona et al., 2020).  Different Fusarium species have been reported as plant pathogens, among 

the most common are F. solani, F. moniliforme, F. verticillioides, F. proliferatum, F. 

graminearum, F. subglutinans and F. esquiseti. F. oxysporum isolates have been divided into more 

than 120 special forms according to their host range (Okungbowa and Shittu 2012)). Isolates of a 

particular special form can be subdivided into physiological races showing a characteristic pattern 

of virulence on differential host cultivars. Special forms and races differ in symptomatology, 

epidemiology and cultivar susceptibility and can be differentiated by pathogenicity tests with 

appropriate host cultivars (Roncero et al., 2003). The special form lycopersici receives this 

http://www.fao.org/faostat
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/
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designation when its specific host is the tomato plant. Resistance genes to vascular wilt in tomatoes 

caused by F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) have been reported (Houterman et al., 2009; 

Gonzalez-Cendales et al., 2016). Fol survives on crop debris from one season to the next and 

possesses resistance structures such as chlamydospores, which are vegetative multiplying spores 

surrounded by a thick wall and containing nutritive substances that ensure the parasite's 

preservation in the soil for up to six years. The development of the pathogen is favored by warm 

temperatures associated with high relative humidity, where the fungus is able to penetrate the plant 

at soil level either through the stem or through the superficial roots and then moves through the 

vascular bundles to the whole plant (Blancard et al., 2011). 

 

Among the main methods for the control of fungal diseases, including that caused by Fol, are 

strategies that involve cultural practices, the use of chemical, physical and biological agents, as 

well as the use of natural genetic resistance in different tomato species. The use of a particular 

strategy depends on various factors, from edaphoclimatic conditions of tomato production to 

economic ones (Vásquez-Ramírez and Castaño-Zapata, 2017). Fol-resistant tomato plants contain 

race-specific resistance genes to each race of the pathogen, which have been named I for immunity 

genes, of which I, I-1, I-2, I-3 and I-7 confer resistance to race 1 (I and I-1), races 1 and 2 (I-2), 

and races 1 to 3 (I-3 and I-7) of Fol (Houterman et al., 2009; Gonzalez-Cendales et al., 2016).  

 

With the purpose of achieving sustainable agriculture and obtaining high-quality products in terms 

of food safety, the use of resistant varieties has been implemented for several years as a tool of 

great impact to reduce the damage caused by pathogens (Sánchez-Peña et al., 2006, Flores-

hernández et al., 2017). This can be achieved by genetic improvement through molecular markers, 

which allow for identifying the presence/absence of a gene of interest in a plant from a young stage, 

taking less time than morphological markers. However, sometimes a molecular marker can detect 

a resistance gene in a plant, but it is not being expressed, which means that even with the presence 

of the resistance gene, the disease continues to cause damage to the plant. Due to this, in this work 

a phenotypic validation was carried out in 10 tomato hybrids (eight advanced lines developed in 

Sinaloa and two commercial hybrids) in five of which (4 advanced lines and one commercial 

hybrid) the I-3 gene associated with tomato resistance to Fol race 3 was detected by means of the 

P7-43D marker. All hybrids were exposed to the fungus in a controlled area and symptoms were 
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analyzed considering the scale described by that goes from 0 to 4 where 0 is equivalent to a healthy 

plant without any symptoms and 4 to a plant with all symptoms and dead. 

 

 

2. Materials and Methods 

 

 

2.1. Plant Material 

 

 

Plants were grown in a soil mixture (coco peat and composted pine bark) in a controlled 

environment (25 °C, 16h / 20 °C 8h light/dark conditions). 

 

 

2.2. Reactivation of Fusarium Oxysporum Strain 

 

 

The Fusarium oxysporum strain provided by the plant pathology laboratory of the Food and 

Development Research Center was reactivated and grown on potato dextrose agar (PDA) until the 

surface of the Petri dish medium was covered by the fungal mycelia. The spore suspension was 

prepared by flooding the Petri dish (containing the fungal mycelia on PDA) with 10 ml of sterilized 

distilled water and gently rubbing the mycelia with a sterilized loop to release the spores.  

 

 

2.3. Inoculation of the Hybrids with Fol race 3 

 

 

Seedlings were removed from the growing mix and their roots were washed with water, trimmed 

approximately two centimeters from the tip of the roots, and dipped in a conidial suspension of 1 
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x 106 conidia per mL for 10 min before replanting in a coconut fiber mix similar to that in which 

they were previously planted. Roots of control plants were dipped in water for mock inoculation 

to ensure that the disease phenotypes were a consequence of Fol infection, rather than the 

inoculation process per se. After inoculation, plants were maintained in a controlled environment 

growth room with a 16 h, 25°C Day / 8 h, 20°C night cycle. 

 

 

2.4. Pathogen Testing  

 

 

Stem samples were collected from tomato seedlings with symptoms typical of vascular wilt disease 

caused by Fol. The collected stems were placed in polyethylene bags and then transferred to the 

Phytopathology Laboratory of the Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo (CIAD) 

Culiacán unit. Longitudinal cuts were made to the stem to observe symptoms of internal brown 

necrosis in the conducting vessels and then stem sections of approximately 3 mm were cut. These 

stems were disinfected with a 1% sodium hypochlorite solution for 3 min, then seeded on potato 

dextrose agar (PDA) culture medium in Petri dishes and incubated at 25 °C for eight days. The 

pathogen was verified by its morphological characteristics of mycelium and conidia in culture 

medium. 

 

 

2.5. Response of Different Tomato Breeding Lines to Fol Infection 

 

 

Tomato breeding lines and commercial hybrids where the genes of resistance to Fol, I-3 was 

detected by molecular marker analysis (Lafrance et al., 2024), was tested in this study for their 

reaction to Fol infections. For comparative purposes, one line; Bonny Best which is known to be 

susceptible to Fol, obtained from Dr Raymundo Saúl García Estrada (Department of plant 

pathology, Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo (CIAD), A.C., Culiacán, Sinaloa, 
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Mexico), was also included. Plants were mechanically inoculated with Fol as mentioned above and 

kept in an insect-proof greenhouse. 

After 30 days, wilt symptoms and vascular browning will be recorded and used to calculate disease 

scores according to the following criteria described by Rep et al. (2004):  

0 no reaction, healthy plant 

1 hypocotyl is slightly swollen or bent 

2 one or two brown vascular bundles in the hypocotyl 

3 
at least two brown vascular bundles and growth distortion 

 

4 
all vascular bundles are brown; the plant is dead or very small and wilted. 

 

 

 

 

The response of individual plants within each accession was transformed into a disease index (DI) 

by dividing the sum of the ratings for each plant by the total number of plants. This disease index 

was used to discriminate accessions into five reaction classes: immune-type response (ILR), ordinal 

grade = 0; high resistance (HR), grade 0.01 to 1.00; intermediate resistance (IR), grade 1.01 to 

2.00; susceptible (SU), grade 2.01 to 3.00; and very susceptible (HS) grade 3.01 to 4.00. The 

disease index was calculated, using the following formula that was modified from Mc Kinney in 

1923. 

DI = 
𝜀(𝑆𝑒𝑣𝑒𝑟𝑖𝑡𝑦 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔  × 𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡 𝑁𝑜 𝑎𝑡 𝑡ℎ𝑎𝑡 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔)

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡 𝑁𝑜× 𝐻𝑖𝑔ℎ𝑒𝑟 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔
×  100 

 

 

3. Results 

 

 

3.1. Severity of Fol 

 

 

One way to measure the damage caused by Fol in tomato plantations is through the disease index, 
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which measures the number of affected plants expressed as a percentage and is also used to 

determine resistance to this pathogen. After 30 days of culture, inoculated tomato seedlings were 

examined and classified according to disease symptoms. The symptoms were more severe, 

according to the calculated disease index (DI), in Bonny best plants inoculated with Fol strain race 

3 (DI value of 72.5), most of the plants died the rest wilted the entire leaf of the plant in the root 

necrosis was observed (Table 1) (Figure 2B) this was the result we were expecting because Bonny 

best is susceptible to all Fol races including race 3. SVTE8444 seedlings inoculated with Fol race 

3 (DI value of 62.5) also showed wilt symptoms. However, the fungus only affected part of the 

plants and several of them died this result was not the expected result because SVTE8444 is 

considered as a Fol race 3 resistant hybrid. Hybrids HT90-13 and HT132 showed very few wilt 

symptoms in their seedlings (DI values of 5.0 and 7.5, respectively) (Table 1) (Figure 1). In the 

case of HT132, this result is understandable because when this hybrid was tested with the molecular 

marker P7-43D associated with the I-3 gene for resistance to Fol race 3 it gave a positive result. 

However, the opposite was true for HT90-13 when analyzed with the P7-43D marker, which gave 

a negative result. It was expected that HT132 would show resistance to Fol but not HT90-13. 

Because when analyzed with the molecular marker P7-43D the presence of the marker was shown 

on HT132 but not in HT90-13 (Lafrance et al., 2024). Tomato seedlings inoculated with sterile 

water as a control and showed no wilt symptoms (Figure 2A). Statistical analyses indicated a 

significant difference between the DI of the different hybrids (Table 2). 

 

Table 1. Disease indices in tomato plants inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, race 3 

strain. 

Hybrids * Disease Index 

(DI) 

Hybrids * Disease Index 

(DI) 

HT132A 7.5 c HT58 A  15.0 c 

HT132B 42.5 a,b HT59 37.5 a,b,c 

PV 33 15.0 c HT90-6 25.0 b,c 

HT90-26 22.5 c HT90-8 22.5 c 

HT90-28 30.0 b,c HT90-13 5.0 c 

BONNY BEST 72.5 a HT90-22 15.0 c 

SVTE8444 62.5 a,b  HT58 B 17.5 c 
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HT90-23 40.0 a,b,c HT118 C 27.5 b,c 

HT90-24 35.0 a,b,c PV 17  30.0 b,c 

HD63 A 42.5 a,b,c HT118 A  37.5 a,b,c 

HD63 B 12.5 c HT118 B  32.5 b,c 

Uninoculated 

control  

0.0   

* Tukey Pairwise Comparisons Method with 95% Confidence. Different letters (a,b,c,) indicate 

significant differences from each other. Values obtained from the uninoculated control (zero) were 

excluded from the analyses of variance. 

 

 

 

Figure 1. Normal ANOM for the severity index Disease 
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Figure 2. Experimental assays for pathogenicity of the Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, race 3 (Fol 

race 3) strain in tomato seedlings. Non-inoculated control (A) and disease symptoms of tomato seedlings 

30 days after inoculation with the strain Fol race 3 (B). 

 

 

3.2. Analysis of Variance 

 

 

The significance of the statistical model terms was assessed by their corresponding P-value. P-

value less than 0.05 indicates that the term was significant and value greater than 0.05 indicates 

that the term was not significant (Myers, Montgomery, y Anderson-Cook, 2016). Analysis of 

variance (ANOVA) and was used to assess the statistical significance of the model (Singh Boparai 

et al., 2016). In Table 2 of ANOVA based on the P value, statistically significant differences were 

observed among the hybrids tested. 

 

Table 2. analysis of Variance. 

Source DF Seq SS Contributi

on 

Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Hybrids 21 93.19 33.51% 93.19 4.4374 4.75 0 

Error 198 184.9 66.49% 184.9 0.9338     

Total 219 278.09 100.00%         
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Figure 3 showed that the distribution of the residuals was normal, the histogram had a bell shape, 

the residuals were well distributed, and did not follow a pattern. Therefore, it was intended that the 

experiment was well designed (Myers et al., 2016). 

 

 

 

Figure 3. Residual plots of the statistical design. 

 

 

3.3. Pathogen Testing  

 

 

Isolates obtained from plants with typical symptoms of the disease produced colonies on PDA 

culture medium with floccose, scattered and abundant aerial mycelium, varying in white to pale 

violet color, with abundant short and medium length, falcate, thin-walled and septate macroconidia 

(Figure 4). These characteristics coincide with those described by Leslie and Summerell (2006) for 

the morphological identification of Fusarium oxysporum, in addition to the symptomatology 

observed in inoculated tomato plants, which allowed us to verify that it was really the fungus Fol 

race 3. 
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Figure 4. Isolates obtained from plants with (A,B) and without (C) symptoms of the disease. 

 

 

4. Conclusion 

 

 

This study provides information on the performance of 22 tomato hybrids, of which HT90-13 and 

HT132 showed the lowest incidence of Fol, highlighting the importance of using them in future 

breeding work to develop tomato hybrids resistant to this pathogen. 
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6. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

En este trabajo de investigación desarrollamos métodos de selección de nuevos cultivares 

de tomate resistentes a patógenos (TYLCV, TSWV y F. oxysporum f. sp. lycopersici) asistido de 

marcadores moleculares y ensayos fenotípicos.  

Llegamos a la conclusión de que la optimización mediante la metodología de superficie respuesta 

representa un método ventajoso en la biología molecular, sobre todo para la detección conjunta de 

estos marcadores moleculares permitiendo obtener un buen rendimiento analítico utilizando pocas 

combinaciones de las variables que influyen realmente en la PCR multiplex.  

Este estudio también mostró que independientemente de la cantidad de genes resistentes presentes 

en los híbridos, la calidad de los frutos de tomate producidos por ellos no está afectada.  Por lo que, 

la presencia de estos genes no impide que los frutos de estos híbridos cumplieran con las normas 

de Estados Unidos y México para ser vendidos al consumidor.  

A comparación del resto, dos de estos híbridos HT90-13 y HT132 tienen muy baja incidencia de 

Fol raza 3. 


