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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas que mas se consume en Argentina,
constituyendo una fuente esencial de nutrientes para la dieta humana. El principal destino de la
produccion en nuestro pais es el consumo en fresco, donde la calidad de los frutos juega un rol
trascendental. Ademas, un caracter de fundamental importancia para la comercializacion del
fruto fresco es la prolongacion de la vida poscosecha. En nuestro pais, el desarrollo de nuevas
variedades de tomate ha estado relegado y los materiales comercializados provienen de semillas
importadas desarrolladas para otros ambientes y condiciones de cultivo, que ademas, carecen
de la calidad requerida por los consumidores. Frente a la reducida variabilidad genética en el
germoplasma cultivado, las especies de tomate silvestres se vuelven importantes recursos para
enriquecer las bases del cultivo con alternativas génicas que mejoren la calidad, la adaptacion
y la productividad. En este trabajo se recurrio a la especie silvestre S. pimpinellifolium como
fuente de variabilidad y de genes para la mejora de la calidad del fruto. Los objetivos fueron
demostrar el efecto fenotipico sobre caracteres de calidad de fruto de regiones cromosomicas
introgresadas desde S. pimpinellifolium en el contexto genético del cultivar Caimanta, y obtener
un nuevo acervo genético mejorado basado en Caimanta que resulte adaptado a las condiciones
de cultivo locales. A través de un esquema de mejoramiento basado en retrocruzas se buscé la
obtencion de nuevas lineas similares al cultivar (NILs) con aportes de la especie silvestre para
mejorarlo. Se partié del cruzamiento inicial entre el cultivar argentino tipo platense denominado
Caimanta y la accesion LA722 de S. pimpinellifolium, y en cada ciclo de retrocruza hacia el
padre cultivado se realizaron andlisis fenotipicos y moleculares para la seleccion de plantas de
interés. En un principio, se estudiaron generaciones avanzadas del cruzamiento (familias BC2S1
y generacion BCs) para explorar el germoplasma silvestre. En las familias BC.S; se hallaron
20 QTLs (p < 0,01) asociados al diametro, altura, forma, peso, nimero de l6culos, parametro
de color a/b, firmeza y acidez titulable del fruto. En la BCs, se encontraron diez QTLs (p <0,01)
asociados al diametro, forma, peso, vida poscosecha y firmeza. EI menor nimero de
asociaciones en la BCs se relaciona, al menos en parte, con la mayor recuperacion del genoma
recurrente. Ademas, la comparacion a través de las generaciones permitid la validacién de 38
asociaciones a diferentes caracteres de calidad. Mediante estos analisis de QTLs, se detectaron
diversas regiones gendmicas relacionadas a la calidad del fruto en S. pimpinellifolium,
resultando una valiosa herramienta para identificar loci con efectos deseados para el

mejoramiento. Siguiendo una metodologia que articuld los estudios de QTLs con el desarrollo



de nuevas variedades dentro de un mismo proceso, se obtuvieron 22 nuevas lineas de tomate,
cada una llevando aportes del genoma silvestre en el fondo genético cultivado. Se emplearon
analisis fenotipicos y moleculares (marcadores SSR) para asistir la introgresion de regiones
gendémicas asociadas a caracteres de calidad del fruto y la recuperacion del genoma de
Caimanta, avanzando en los estudios genéticos simultaneamente al desarrollo de nuevos
materiales. Esta estrategia permitié optimizar la seleccion de plantas con caracteristicas idoneas
en cada retrocruza, lograndose una mejora significativa de la eficiencia en cuanto a tiempos y
cantidad de materiales requeridos y alcanzandose las primeras NILs en generaciones tempranas
(BCs y BC4). Una caracterizacion molecular complementaria revel6 que las introgresiones
silvestres en las lineas obtenidas no eran Unicas, reclasificandolas como pre-NILs y sefialando
la importancia de incorporar mas marcadores en los estudios para el adecuado control de la
recuperacion del genoma recurrente y de la calidad de las lineas. Se detectaron introgresiones
silvestres adicionales en las 22 lineas, con un total de 120 en todo el conjunto y un promedio
de 5,5 por linea. Aun asi, estas pre-NILs representan importantes recursos que acercan la
variabilidad silvestre, haciéndola disponible a fitomejoradores y genetistas. En este trabajo,
notables diferencias fueron halladas entre las generaciones, algunos QTLs se fueron perdiendo
y otros nuevos fueron emergiendo al avanzar en las retrocruzas. El efecto final de la introgresion
silvestre en la pre-NIL resultd bastante menor que lo previsto por los analisis de QTLs en las
generaciones tempranas, indicando que estos andlisis fueron bajos predictores del
comportamiento final en la pre-NIL. Estas observaciones muestran una baja conservacion y una
fuerte dependencia del background genético en los estudios de QTLs. En general, las pre-NILs
obtenidas exhibieron buenos atributos de calidad, e incluso varias superaron al progenitor
cultivado para diversos rasgos. Estas lineas presentaron valores discrepantes para caracteres
como el tamafio, la forma, la vida poscosecha, el color, la firmeza, los solidos solubles y la
acidez de los frutos, representando materiales de alto valor agronémico y siendo algunas muy
promisorias para constituir nuevos cultivares con beneficios en la calidad. Ademas, estas
pre-NILs posibilitaron conocer algunas de las regiones gendmicas que controlan rasgos
relacionados a la calidad del fruto, adentrandonos en las bases genéticas de estos caracteres. En
conclusion, los resultados mostraron que la introgresion de regiones gendmicas de
S. pimpinellifolium en el genoma cultivado permitié mejorar diferentes caracteristicas de
calidad de los frutos y obtener nuevos recursos vegetales con alto potencial para programas de

mejoramiento y estudios genéticos en tomate.



ABSTRACT

EFFECT OF INTROGRESSED GENOMICS REGIONS FROM Solanum
pimpinellifolium IN THE CULTIVATED TOMATO GENETIC BACKGROUND ON
FRUIT QUALITY TRAITS

The quality of tomato fruits (Solanum lycopersicum L.) plays a transcendental role, both in
producers and consumers choice. In view of the reduced genetic variability in cultivated
germplasm, wild tomato species become important resources for improving quality. The
objectives of this work were to demonstrate the phenotypic effect on fruit quality traits of
introgressed chromosomal regions from S. pimpinellifolium in the cultivar Caimanta genetic
background, and to obtain a new improved genetic stock based on Caimanta and adapted to the
local growing conditions. Through an improvement scheme based on backcrosses, we aim to
reach new lines similar to the cultivar (NILs) with contributions of the wild species. Beginning
from the initial cross between the Argentinean cultivar Caimanta and the accession LA722 of
S. pimpinellifolium, different cycles of backcrossing towards the cultivated parent were done,
where phenotypic and molecular analyzes assisted for plant selection. This strategy allowed an
optimized selection, obtaining a significant improvement of the efficiency and reaching the first
NILs in early generations (BCz and BC4). Initially, advanced generations (BC»S: families and
BCs) were explored, detecting several S. pimpinellifolium regions associated with fruit quality
traits (such as diameter, height, shape, weight, shelf life, color, firmness, soluble solids, among
others). However, significant differences in QTL studies were found between generations. The
wild introgression effect on the final line was significantly lower than predicted by QTLs
analyzes in early generations, indicating that these analyzes were low predictors of its final
behavior and showing a strong background dependence in QTL studies. Following an approach
that connected QTL surveys with new varieties development, 22 new tomato lines were
obtained. Afterwards, a complementary molecular characterization revealed that the wild
introgressions in the lines achieved were not unique, reclassifying them as pre-NILs. In general,
the pre-NILs showed good quality features, and even several exceeded the cultivated parent for
diverse traits, becoming very promising materials. These results indicated that introgression of
S. pimpinellifolium regions in the cultivated genome allowed to improve fruit quality properties
and to obtain new vegetal resources with high potential for breeding programs and genetic

studies in tomato.



INTRODUCCION GENERAL

El tomate es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo, representa una valiosa
fuente de nutrientes para la dieta humana y es un producto de gran importancia agricola. Desde
el punto de vista boténico, el tomate es en realidad una fruta, sin embargo comdnmente es
tratado como una hortaliza debido a su forma de consumo. Ademaés del uso directamente del
fruto en fresco, ya sea de manera cruda o cocida, se desarrollan una gran variedad de productos
procesados a partir del mismo, como pastas, tomates enlatados enteros, tomates enlatados en
cubitos, jugos, salsas y sopas. El fruto de tomate no posee un valor nutricional muy elevado,
por ejemplo un tomate medio de aproximadamente 135 gramos aporta cerca de 25 calorias. De
hecho, es un alimento poco energético, ya que alrededor del 95 % de su peso es agua Yy cerca
de un 4 % son hidratos de carbono. No obstante, debido al alto nivel de consumo, los tomates
aportan importantes nutrientes a la alimentacion humana. Contribuyen significativamente con
las vitaminas A y C, con minerales esenciales (como el potasio y magnesio) y constituyen la
principal fuente de licopeno en la dieta humana. Este pigmento, que da el color rojo
caracteristico al tomate, tiene propiedades antioxidantes y se considera que cumple funciones
protectoras contra el cancer y enfermedades cardiovasculares (Foolad, 2007).

El tomate se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y si bien es una planta
tropical, se cultiva en casi todos los rincones yendo desde regiones tropicales hasta zonas frias.
Esta extensa distribucion ha sido posible en gran medida gracias al uso de invernaderos, que
permitid su produccion en lugares donde el cultivo a campo estaba restringido debido a las bajas
temperaturas. Durante los ultimos 20 afios, la produccion de tomate y el area dedicada a su
cultivo se han duplicado. En la actualidad, el tomate representa el séptimo cultivo maés
importante a nivel mundial después del maiz, arroz, trigo, papa, soja y yuca. Su produccion
mundial alcanz6 cerca de 170 millones de toneladas en el 2014 (FAOSTAT, 2014). Hace 20
afios atras, Europa y Ameérica eran los productores méas importantes, sin embargo hoy en dia
Asia domina el mercado del tomate, siendo China el principal productor seguido por Estados
Unidos, India, Turquia, Egipto, Italia, Iran, Espafia, Brasil y México. Curiosamente, los paises
en los que se observan los mayores rendimientos corresponden al norte de Europa, donde las
condiciones climaticas no son favorables al cultivo de tomate y el &rea dedicada a esta actividad
es muy pequefia. En estos paises la mayor parte de la produccion se realiza en condiciones

controladas bajo invernadero (Bergougnoux, 2014).



Debido a su gran aceptacion como alimento y versatilidad en la elaboracion de comidas,
el tomate es una de las hortalizas que méas se consume en Argentina, con un promedio de
16,0 kg/habitante/afio, siendo este valor superior al consumo promedio mundial estimado en
5,6 kg/habitante/afio (FAOSTAT, 2013). En Argentina, la superficie destinada a explotaciones
agropecuarias representa cerca de 160 millones de hectareas (ha), de las cuales
aproximadamente 142 mil se destinan a la produccion de hortalizas. De esta superficie, Santa
Fe ocupa el séptimo lugar con 6.110 ha, representando un 4,3 % del total (INDEC, Censo
Nacional Agropecuario 2008). Dentro de la provincia santafesina, el area del Cinturén Horticola
de Rosario, que comprende los departamentos de Rosario, Constitucion, San Lorenzo y San
Jerénimo, es una zona muy importante, no solo productivamente sino en cuanto a la
comercializacion, ya que abastece a mas de 2 millones de habitantes. Los ingresos brutos de los
productos horticolas para la region son superiores a los 138 millones de pesos, encontrandose
el tomate cultivado bajo invernadero séptimo en importancia (Tabla 1) (Censo del Cinturon
Horticola de Rosario, 2012).

Tabla 1- Ordenamiento de los cultivos en funcion a los Ingresos Brutos dentro del Cinturén Horticola de Rosario. Fuente:
Censo 2012 del Cinturdn Horticola de Rosario.

| Cultivo | Superficie Rendimiento Precio de venta| Ingresos Brutos
(ha) (tn/ha) ($/kg) ($)
1 Papa 678 15 1,79 18.147.321
2 Acelga 322 20 2,08 13.404.167
3 Lechuga 382 8 4,38 13.382.250
4 Espinaca 325 8 417 10.840.333
5 Repollo 89 25 4,00 8.850.000
7 |Tomate invernadero 16 120 3,89 7.583.333
LA 230 4 o0
9 Perejil 216 10 3.00 6.486.900
10 | Cebolla verdeo 54 10 12,00 6.440.400
" Brécoli 151 8 5,00 6.046.800
12 Chaucha 70 10 7.00 4.893.000
13 Rucula 99 6 6.94 4.125.000
14 Remolacha 104 10 3,33 3.468.333
15 Radicheta 78 10 4,17 3.268.750
16 Alcaucil 36 8 9,20 2.623.840
17 Coliflor 42 12 5,00 2.514.000
18 Zapallito 118 12 1,76 2.494 588
19 Melén 26 15 4,86 1.903.125
20 Batata 34 20 2,25 1.507.500
21 Tomate campo 9 40 2,78 977,778
22 Berenjena 14 20 3,33 963.333
23 Zanahoria 12 20 4,00 960.000
24 Arveja 198 4 1,00 793.600
25 Apio 7 25 3,00 488.250
26 Esparrago 14 5 6.00 420.000
27 Calabaza 10 20 1.94 396.667
28 Varios 7 15 3,00 319.950
29 Escarola 2 10 3.00 73.500
30 Pimiento 6 2 417 49.583
31 Haba 1 4 8,00 40.000
32 Pepino 2 3 3,33 19.000
TOTAL 3.407 138.292.782




El censo realizado en el afio 2012 destinado a relevar la poblacion de productores y
variables de produccion en el area del Cinturon Horticola de Rosario mostré que en la
actualidad existe un 36 % menos de productores que hace 18 afios atras, un 17 % menos que
hace 11 afios y un 4 % menos que en el censo 2008. Ademas, se observa una caida del 18,8 %
de la superficie de tierras destinadas a la horticultura comparado con el censo 2008. En el total,
diversas especies no presentaron diferencias importantes en la superficie cultivada con respecto
al 2008 (acelga, alcaucil, batata, remolacha, radicheta, brdcoli, repollo, perejil y espinaca),
algunas aumentaron su cultivo (ricula y berro), mientras que otras, entre las cuales se halla el
tomate, disminuyeron significativamente: papa (50 %), tomate de campo (66 %), esparrago
(67 %) y lechuga (18 %) (Censo del Cinturon Horticola de Rosario, 2012). Los datos de este
ultimo censo reflejan una evidente disminucion de la produccién horticola en la region. Esto
podria deberse, entre diversas cuestiones, a problematicas relacionadas con la baja
disponibilidad y calificacion de la mano de obra, escaso asesoramiento técnico, altos costos de
los cultivos, falta de planificacion y escaso control administrativo. Ademas, en el caso de las
frutas y hortalizas los dafios poscosecha pueden llegar a ser elevados, ocasionando importantes
pérdidas que afectan su produccién. Trabajos realizados encontraron valores de pérdidas
poscosecha cercanos al 20 % para el tomate (Ferratto et al., 2008). Sumado a esto, y en relacion
a la produccion de tomate nacional, es importante destacar que Argentina posee un perfil
netamente importador de semillas. El desarrollo de nuevos materiales de tomate en nuestro pais
ha quedado relegado, tal es asi que en los Gltimos 10 afios no se han registrado ante el INASE
(Instituto Nacional de Semillas) hibridos nacionales (de un total de 298) y se han inscripto solo
14 cultivares argentinos (de un total de 63). Las semillas importadas, aunque satisfacen
medianamente el rendimiento buscado por los productores locales, carecen de la calidad
requerida por los consumidores y son materiales que fueron obtenidos para otros ambientes y
condiciones de cultivo. En este contexto, resulta necesario fortalecer las capacidades locales y
el desarrollo de nuevos recursos, con el propésito de renovar la produccién, apuntando a

mejorar la calidad de vida de la comunidad y favorecer el crecimiento regional.

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia de las Solanéceas,
formada por més de 3.000 especies que incluyen muchas plantas de importancia econdémica
como la papa, berenjena, petunia, tabaco, pimiento, entre otras. Desde su introduccion en

Europaen el siglo XV1, se asumio que el tomate estaba estrechamente relacionado con el género



Solanum. En 1753, Linneo lo clasificd por primera vez bajo el nombre especifico de Solanum
lycopersicum. Sin embargo, su clasificacion y designacion han sido tema de debate durante
mucho tiempo (Foolad, 2007; Peralta y Spooner, 2007). Miller, un contemporaneo de Linneo,
lo ubico dentro del género Lycopersicon (el cual consideraba como un género diferente a
Solanum) y muchos botanicos y genetistas siguieron esta clasificacién. Con el advenimiento de
la era molecular fue posible la revision de la clasificacion filogenética de las solanéaceas y
Lycopersicon fue reintroducido en el género Solanum dentro de la seccion Lycopersicon. ES
interesante observar que 200 afios de debate fueron necesarios para confirmar la descripcion
inicial de Linneo. La organizacion de los grupos dentro del tomate también ha sufrido
transformaciones a lo largo de la historia. En 1940, Miller identificd seis especies de tomate
separadas en dos secciones: el subgénero eulycopersicon, incluyendo a Lycopersicon
esculentum y L. pimpinellifolium; y el subgénero eriopersicon, que reagrupa a L. peruvianum,
L. cheesmaniae, L. hirsutum y L. glandulosum. Algunos afios mas tarde, Rick (1960; 1979)
propuso una clasificacion del tomate basandose en la capacidad de las especies silvestres para
hibridarse con el tomate cultivado. Reconocidé nueve especies divididas en dos grupos
principales. Todas las especies del complejo esculentum (L. esculentum, L. pimpinellifolium, L.
cheesmaniae, L. pennellii, L. hirsutum, L. chmielewskii y L. parviflorum) pueden hibridarse con
el tomate cultivado, tienen flores amarillas y el color del fruto varia desde rojo a naranja,
amarillo o verde. Las especies del complejo peruvianum (L. chilense y L. peruvianum)
presentan una baja capacidad de hibridacion con el tomate cultivado y son extremadamente
diversas. En la actualidad, se sabe que la descripcion real del tomate es bastante mas compleja
de lo que se penso inicialmente. La Gltima clasificacion reconoce al tomate cultivado (Solanum
lycopersicum L., ex L. esculentum) y 12 parientes silvestres relacionados (Peralta et al., 2005;
2008):

1- S. pimpinellifolium L. (ex L. pimpinellifolium),

2- S. pennellii Correll (ex L. pennellii),

3- S. chilense (Dunal) Reiche (ex L. chilense),

4- S. corneliomuelleri J.F. Macbr (ex L. peruvianum var. glandulosum),

5- S. habrochaites S. Knapp & D.M. Spooner (ex L. hirsutum),

6- S. huaylasense Peralta & S. Knapp (ex L. peruvianum),

7- S. peruvianum L. (ex L. peruvianum),

8- S. arcanum Peralta (ex L. peruvianum var. hirsutum),



9- S. chmielewskii (C.M. Rick, Kesicki, Forbes & M. Holle) D.M. Spooner, G.J. Anderson,
R.K. Jansen (ex L. chmielewskit),

10- S. neorickii (D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansen) (ex L. parviflorum),

11- S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg (ex L. cheesmaniae),

12- S. galapagense S.C. Darwin & Peralta (ex L. cheesmaniae var. minor).

Las especies silvestres de tomate son nativas de América del Sur, distribuidas desde el
centro de Ecuador, pasando por Per( hasta el norte de Chile y también en las Islas Galapagos
(Spooner et al., 2005). Estas especies crecen en una gran variedad de hébitats, desde el nivel
del mar a lo largo de la costa del Pacifico a mas de 3.300 metros en los valles del lado occidental
de los Andes, desde climas aridos a climas lluviosos. A menudo, se hallan en valles estrechos
y aislados, adaptadas a microclimas particulares y diversos tipos de suelos. Es probable que la
geografia andina, los diversos habitats ecologicos y los diferentes climas contribuyeran, en
conjunto, a la gran diversidad encontrada en las especies silvestres (Figura 1). Esta diversidad
se expresa tanto en caracteristicas morfoldgicas, como fisioldgicas y sexuales, y las convierte
en recursos genéticos muy valiosos (Peralta y Spooner, 2005). Las especies silvestres de tomate
presentan flores que suelen ser amarillas y sus frutos son carnosos, variables en tamario, forma,
color y pubescencia. La gran mayoria posee frutos de color verde, con excepcién de las dos
especies de las Islas Galapagos (con frutos de color amarillo y naranja) y S. pimpinellifolium,
que es la unica especie silvestre con frutos rojos. El sistema de apareamiento también ha
desempefiado un papel clave en la evolucion y diversificacion de las especies. En el tomate, la
autoincompatibilidad es gametofitica y varia desde al6gamas auto-incompatibles, a alégamas
facultativas, a autdgamas auto-compatibles. Rick (1982) lleg6 a la conclusion de que este
sistema evoluciond a partir de la auto-incompatibilidad como la condicién ancestral a la
auto-compatibilidad. Dentro de las diferentes especies de tomate se encuentra una gama
completa de estos sistemas, que van desde autdgamas como S. cheesmaniae y S. neorickii hasta
algunos biotipos auto-incompatibles de fecundacion cruzada obligatoria en S. chilense,
S. habrochaites, S. peruvianum y S. pennellii. Una auto-compatibilidad con varios grados de
fecundacion cruzada facultativa se encuentra en S. chmielewskii, S. lycopersicum,
S. pimpinellifolium, y en algunos biotipos auto-compatibles de S. habrochaites y S. pennellii
(Bedinger et al., 2011).


https://es.wikipedia.org/wiki/L.Riley
https://es.wikipedia.org/wiki/Fosberg

Figura 1- Diversidad mostrada por las especies silvestres de tomate. Fuente: Peralta et al. (2008).

En el tomate cultivado, la historia de su domesticacién y evolucion ha moldeado
fuertemente su condicidn actual. La domesticacion es un tipo especial de diversificacion de las
especies distinta de la divergencia mediante la seleccion natural en un medio natural.
Curiosamente, muchos rasgos seleccionados por la domesticacion, de manera mas 0 menos
intencional por la accion del hombre, son perjudiciales en la naturaleza. En el tomate, los frutos
comestibles, el color rojo atractivo y el aumento del tamafio han caracterizado este proceso. No
obstante, como ha ocurrido la domesticacion del tomate no resulta claro aun. A través de los
afios, se han planteado dos hipoétesis principales, una que apoya a Per( y otra a México como
los posibles sitios de domesticacién. La hipotesis que sefiala a Pert (De Candolle, 1886) hace
hincapié en evidencias botanicas, complementadas por aspectos linguisticos, histéricos y
estudios moleculares mas recientes (Nesbitt y Tanksley, 2002). Sin embargo, no hay suficiente
evidencia arqueoldgica que afirme claramente esta teoria. La segunda hipotesis que postula a
Meéxico (Jenkins, 1948) se apoya en que si hay buena evidencia del cultivo de tomate en México
y de su uso en la alimentacién azteca ya por el siglo XVI. Ademas, Jenkins sostiene que el
nombre tomate, muy probablemente, deriva de la palabra mexicana "Tomatl", utilizada por los
indigenas aztecas y que los colonizadores castellanos tradujeron por tomate. Un estudio reciente
(Blanca et al., 2015) destinado a delinear mejor la historia de su domesticacion, utilizo la
variacion genomica y la estructura de la diversidad genética analizando mas de 7.000 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism o polimorfismo de nucleé6tido simple) y 1.008 accesiones de
Solanum lycopersicum var. lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme (Dunal) D.M.
Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansen y S. pimpinellifolium para comparar y contrastar la
diversidad molecular de estas poblaciones de tomate. Los resultados de este trabajo sefialaron



a S. pimpinellifolium como el antecesor silvestre mas cercano del tomate cultivado y a
S. lycopersicum var. cerasiforme como un intermediario evolutivo entre S. pimpinellifolium y
el cultivado (Blanca et al., 2015). Este estudio avalo la teoria de una domesticacion en dos
pasos: una primera etapa en el Sur de América y un segundo paso en Mesoameérica. La primera
fase de domesticacion habria ocurrido en manos de los primeros agricultores en Ecuador o el
norte de Perd y luego una seleccion adicional habria tenido lugar en México a partir de
materiales pre-domesticados. Desde alli, el tomate fue llevado a Europa por los espafioles y
luego se extendid por todo el mundo (Blanca et al., 2012). En Europa, inicialmente, el tomate
fue usado solo con fines ornamentales, posiblemente debido a su parecido con ciertos Solanum
toxicos, como la mandragora y la belladona. Desde Espafia, el tomate llegaria a Italia a través
de Napoles, que era propiedad espafiola en ese momento, difundiéndose luego hacia el norte.
En Inglaterra, el consumo de tomate era comdn por la segunda mitad del siglo XVIII vy,
acompafando la colonizacion Inglesa, los tomates se exportaron a Medio Oriente/Asia y luego
a America del Norte. Asi, en el siglo X1X el establecimiento de rutas comerciales y diversas
colonias contribuyeron a difundir la especie. El uso del tomate como un vegetal comestible fue
ganando importancia y expandiéndose por el mundo (Bergougnoux, 2014).

En una perspectiva evolutiva, la domesticacion y la seleccion artificial a manos del
hombre indujeron importantes cambios fisioldgicos y han reducido notablemente la diversidad
genética del cultivo de tomate. Las consecuencias méas importantes de este proceso han sido la
modificacion del sistema reproductivo, el incremento del tamafio del fruto y la reduccion de la
base genética (Warnock, 1988). Posteriormente, el mejoramiento intensivo de variedades por
la ciencia moderna continuaria moldeando la base gendmica del cultivo y, en parte, aumentado
la erosién genética que comenz6 con la domesticacion. Sin embargo, algunos estudios apoyan
la idea de que el mejoramiento moderno ha realizado grandes avances introduciendo nueva
diversidad. Las crecientes preocupaciones sobre la vulnerabilidad genética han motivado a los
mejoradores a buscar en los parientes silvestres nuevas fuentes de variacion para ampliar la
diversidad del germoplasma cultivado. Estimaciones y anélisis de la diversidad genética han
indicado que la domesticacion y las practicas tempranas han llevado a progresivos cuellos de
botella genéticos, mientras que algunas practicas del mejoramiento moderno reintrodujeron
algo de variacion genética en el cultivo a partir de especies silvestres (Sim et al., 2009). Blanca
et al. (2015) mostr6 que S. lycopersicum var. lycopersicum contemporaneo presentd un

aumento moderado en la diversidad en comparacion con los grupos tradicionales, aunque esta



sigue siendo baja en comparacion con los subgrupos mas ancestrales. Apoyando estas
observaciones de la mezcla de genes de las especies silvestres con el germoplasma cultivado,
debido al mejoramiento moderno, la reciente secuenciacion del genoma ha mostrado que el
cultivar Heinz 1706 lleva en si introgresiones de S. pimpinellifolium, cuyos trazos son
detectables en los cromosomas 4, 9, 11 y 12 (The Tomato Genome Consortium, 2012).
Finalmente, lo que resulta claro es que agricultores y mejoradores han dado forma a la
diversidad actual a lo largo de los afios en un proceso que resulta dificil de rastrear y dilucidar.

El mejoramiento moderno de tomate ha buscado producir y distribuir nuevas variedades
con mejores caracteres agronomicos, dependiendo del método de cultivo (a campo o en
invernadero) y del destino de la produccién (consumo en fresco o procesamiento). Una
consecuencia notable de los programas modernos fue la seleccidn de rasgos especificos para
tomates destinados al consumo en fresco y para los destinados al procesamiento, promoviendo
una gran diversificacion y diferenciacién genética entre estas dos clases (Lin et al., 2014). En
los cultivares destinados al procesamiento se buscé principalmente un habito de crecimiento
determinado y compacto, la concentracion de la floracion y fructificacion y una facil separacion
del fruto para la cosecha mecanica, junto a algunas caracteristicas especificas del fruto como el
color, pH, acidez, solido solubles, solidos totales y viscosidad. En los cultivares destinados al
mercado en fresco se valor6 especialmente la apariencia del fruto, buscando una forma y color
uniformes, ausencia de manchas o anomalias externas, tamafios grandes y redondos, buena
firmeza y vida poscosecha, sumados a algunos aspectos relacionados al sabor (Foolad, 2007).
No obstante, mas alla de estas diferencias, el objetivo general del mejoramiento moderno en el
tomate cultivado ha sido el incremento de la produccion con frutos altamente adaptados a la
cadena comercial (Simmonds, 1990). En un segundo lugar, se han considerado caracteristicas
como la resistencia a enfermedades, amplia adaptabilidad, precocidad en la maduracion o
tolerancia a estreses abioticos, postergandose aspectos importantes que le dan calidad al fruto.
De hecho, en las tltimas décadas se ha podido observar una innegable pérdida de calidad en el
tomate a causa de la propia naturaleza de los nuevos genotipos obtenidos. El deterioro en el
sabor de los cultivares modernos de tomate en relacion a las variedades tradicionales ha sido
una de las principales quejas de los consumidores (Tieman et al., 2017).

La calidad de los frutos juega un rol muy importante tanto en la eleccién de los cultivares
por parte de los productores como en la demanda del producto obtenido por parte de los

consumidores. Los atributos externos del tomate que pueden ser percibidos por la vista y el



tacto determinan la eleccion inicial por parte del consumidor. Sin embargo, esto no es una
garantia de la calidad sensorial interna caracterizada por el sabor, el aroma y la consistencia de
la pulpa. Por lo tanto, aunque la decisién inicial de compra se realiza en base al aspecto y
caracteres como el color y la firmeza, las adquisiciones posteriores dependen
fundamentalmente de la evaluacién que el consumidor establece en el momento del consumo
relacionada con el equilibrio entre azlcares y &cidos y con el contenido de aromas volatiles
(Kader et al., 1978; Jones y Scott, 1983; Wolters y Gembert, 1990). En un estudio reciente
Tieman et al. (2017), combinando paneles de degustacion con analisis quimicos y genémicos
de casi 400 variedades de tomate, identificaron diversos compuestos volatiles, azlcares y &cidos
que contribuyen significativamente al sabor buscado por los consumidores. Algunos de estos
parecerian haberse perdido con el tiempo, llevando al deterioro en el sabor de las variedades
modernas, y volviéndose importantes loci candidatos para la mejora en la calidad del tomate.
Hoy en dia, y principalmente en el mercado del tomate fresco, los consumidores solicitan
nuevos tomates, con mejores caracteres de calidad y sabores més diversos.

Junto a las propiedades que confieren calidad al fruto, un atributo de fundamental
importancia y altamente apreciado en el mercado del tomate fresco es la vida poscosecha.
Cualquier intento de prolongar la vida poscosecha de los frutos favorece su comercializacion y
disminuye las perdidas. En los paises en desarrollo, las pérdidas poscosecha de frutas y
hortalizas representan casi el 50 % de lo producido (Meli et al., 2010). Para el tomate se ha
demostrado que los métodos empleados después de la cosecha pueden afectar la calidad de los
frutos e incluso disminuir las pérdidas poscosecha (Raffo et al., 2012). Sin embargo, estos
métodos son laboriosos y los frutos tratados quimicamente no son bien aceptados en el mercado.
Por otro lado, una forma de controlar el proceso de madurez puede ser a través de la
incorporacion de genes “larga vida” a cultivares comerciales. Dentro del acervo genético de la
especie se han identificado algunos mutantes espontaneos que alteran el proceso de madurez y
pueden prolongar la vida poscosecha del fruto de tomate. Estudios fisioldgicos y genéticos han
caracterizado varios mutantes de la maduracién como el never ripe (Nr), non ripening (nor) y
ripening inhibitor (rin) (Giovannoni, 2004). Estos genes, localizados en los cromosomas 9, 10
y 5 respectivamente, bloquean o alargan el proceso de madurez. Su uso en condiciones
homocigédticas no es valido ya que el fruto no madura, sin embargo en condiciones
heterocigoticas han tenido éxito en proporcionar una maduracion tardia. Los metodos de

mejoramiento tradicionales utilizaron estos genes para el desarrollo de lineas y cultivares con



maduracion tardia (Giovannoni, 2007), y de hecho, podemos encontrarlos en los tomates “larga
vida” comunmente comercializados en nuestro pais. No obstante, aun en condicion
heterocigota, estos genes producen acciones negativas sobre la calidad debido a los efectos
pleiotropicos que tienen sobre otras vias metabdlicas involucradas en brindar al fruto un
adecuado sabor, aroma y/o textura. Como alternativa, otra forma de generar diversidad genética
dentro del germoplasma cultivado es el empleo de técnicas de ingenieria genética, que permiten
silenciar o promover la expresion de genes de manera dirigida. En la actualidad, las
preocupaciones de los consumidores sobre los OGM (Organismos Genéticamente Modificados)
asi como los altos costos de la ingenieria, aplacaron estos desarrollos comerciales. El tomate de
maduracion tardia, denominado tomate Flavr-savr®, con una expresion reducida de una
proteina de la pared celular (una poligalacturonasa) obtenido por una construccién antisentido,
fue una de las primeras plantas transgénicas liberadas en el mercado (Sanders y Hiatt, 2005).
Esta transformacion mejord significativamente la vida poscosecha de los frutos y la calidad del
almacenamiento. Sin embargo, fue un fracaso comercial debido a la resistencia por parte de los
consumidores frente a los materiales transgénicos (Bauchet y Causse, 2012). Hoy en dia,
diversos intentos de prolongar la vida poscosecha mediante técnicas de ingenieria genética se
siguen realizando (Meli et al., 2010; Uluisik et al., 2016), no obstante, dificilmente logren algun
éxito comercial frente al gran rechazo hacia el consumo de alimentos transgénicos en la

percepcion publica.

En todo programa de mejoramiento la diversidad genética es esencial y nuevas
estrategias capaces de aumentar la base genética para la calidad y vida poscosecha del tomate
cultivado deben ser desarrolladas. Debido a los diversos cuellos de botella y a la seleccion
natural y artificial que ha sufrido el cultivo durante su domesticacion y mejoramiento, la
variabilidad existente en el tomate cultivado es muy reducida. Se estima que solo el 5 % de la
variacion genética total del género se encuentra en la forma cultivada y, por consiguiente, las
poblaciones de mejoramiento tradicionales presentan un plateau fisioldgico tanto para
incrementar el rendimiento como diversos rasgos de calidad (Grandillo et al., 1999a; Stevens,
1976). Esto ha dirigido la atencion hacia pools génicos mas distantes. En este contexto, el
germoplasma exatico constituye una importante fuente de variabilidad y un recurso genético de
gran valor para el desarrollo de nuevas variedades (Tanksley y Nelson, 1996). Gur y Zamir

(2004) sostienen que la biodiversidad presente en el tomate silvestre representa una fuente
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subexplotada que puede enriquecer las bases genéticas del cultivo con alternativas génicas que
mejoren la productividad y la calidad. El trabajo del Dr. Charles Rick (1915-2002) representa
un hito transcendental en el uso de la diversidad genética del tomate silvestre. Rick propuso que
los cruzamientos entre especies silvestres y cultivadas generaban nueva diversidad fenotipica y
demostré que variacion transgresiva positiva podia encontrarse dentro de las progenies
interespecificas. A pesar de mostrar un fenotipo agrondmicamente inferior, el germoplasma
exotico contiene segmentos gendmicos que pueden mejorar numerosos caracteres (Rick, 1986).
En los dltimos afos, se ha fomentado el uso de especies silvestres como fuente de
polimorfismos y nuevos genes. Algunos ejemplos del mejoramiento del tomate cultivado a
partir de introgresiones silvestres son: el uso de S. habrochaites para mejorar la tolerancia al
frio y el contenido en carotenos, de S. chilense para la tolerancia a sequia, de S. cheesmanii para
la tolerancia a salinidad, de S. pennellii para el contenido en azucares y el rendimiento, y de
S. pimpinellifolium, S. cheesmanii y S. chmielewskii para aumentar los sélidos solubles, entre
otros (Hobson y Grierson, 1993; lkeda et al., 2013; Semel et al., 2006; Stevens, 1986). No
obstante, las especies silvestres de tomate no han sido suficientemente estudiadas en su aporte
para mejorar caracteristicas de la calidad del fruto. Por ejemplo, dentro del germoplasma
silvestre cabe esperar valores de interés fitotécnico para la vida poscosecha, ya que en
condiciones naturales el mantenimiento de las propiedades organolépticas del fruto durante
largo tiempo puede ser una estrategia adaptativa para atraer a los predadores y asegurar la
dispersion de las semillas. La especie silvestre S. pimpinellifolium es una especie autbgama y
puede cruzarse con el tomate cultivado en ambos sentidos dando lugar a hibridos fértiles. Esta
especie se caracteriza por presentar frutos pequefios, pero de alta calidad nutritiva con una
mayor concentracion de vitamina C, azUcares solubles y un elevado contenido en materia seca
total (Stevens y Rick, 1986). Pratta et al. (1996) y Zorzoli et al. (1998, 2000) encontraron que
genotipos de S. pimpinellifolium y sus hibridos con el tomate cultivado presentaban una mayor
vida poscosecha que los cultivares comerciales y al mismo tiempo una mejor calidad del fruto
(en cuanto a color, textura y sabor). De este modo, el uso de cruzamientos interespecificos en
tomate presenta un gran potencial para el desarrollo de nuevos materiales y también para

explorar las bases genéticas de caracteres relacionados a la calidad del fruto.
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En base a lo expuesto anteriormente, la hipdtesis que guia el presente trabajo es:

La introgresion de segmentos cromosomicos de la especie de tomate silvestre Solanum
pimpinellifolium por retrocruzas mejora los caracteres de calidad de fruto en el

genotipo cultivado.
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OBJETIVOS GENERALES

» Demostrar el efecto fenotipico sobre caracteres de calidad de fruto en tomate de regiones
cromosOmicas introgresadas desde la accesién LA722 de S. pimpinellifolium en el contexto

genético del cultivar argentino Caimanta.

» Obtener un acervo genético mejorado basado en el cultivar Caimanta que resulte adaptado

a las condiciones de cultivo locales.

La redaccion de este trabajo de tesis se estructurd en tres capitulos:

- Primer capitulo: “CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE FAMILIAS
BC2S1 ORIGINADAS DE UN CRUZAMIENTO INTERESPECIFICO DE TOMATE”, se
describen familias derivadas de la autofecundacion de la segunda retrocruza (BC2Si) del

cruzamiento entre un cultivar de S. lycopersicum y S. pimpinellifolium, explorandose el aporte
de la especie silvestre al germoplasma cultivado.

- Segundo capitulo: “DESARROLLO DE NiLs: OBTENCION Y ANALISIS DE
GENERACIONES BC3 Y BCy4”, se desarrolla la metodologia y procedimientos empleados en

la obtencion de nuevas lineas de tomate a partir de este cruzamiento interespecifico. Se muestra
la manera en que se fue avanzando en las retrocruzas hacia el cultivar, hasta conseguir lineas
casi isogénicas (NILs), y los analisis realizados en el proceso.

- Tercer capitulo: “EVALUACION Y VALORACION DE pre-NILs”, se presenta la
caracterizacion fenotipica mediante caracteres de calidad del fruto, el analisis de los diferentes

segmentos introgresados y el estudio del comportamiento integral de las nuevas lineas

(pre-NILs) derivadas fruto de estas investigaciones.

En cada uno de los capitulos, se introduce el tema a abordar, se detallan los materiales y métodos
empleados y los resultados obtenidos, y se ofrece una discusion y reflexion acerca de los
mismos. Por Gltimo, a modo de cierre, se brindan las conclusiones generales del trabajo y

algunas consideraciones finales.
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CAPITULO |

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE
FAMILIAS BC2S: ORIGINADAS DE UN CRUZAMIENTO
INTERESPECIFICO DE TOMATE
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INTRODUCCION

Las especies silvestres de tomate constituyen una fuente valiosa de genes y la
introgresion de este germoplasma exotico en materiales elite se convierte en una estrategia muy
promisoria para el desarrollo de nuevas variedades (Tanksley y Nelson, 1996; Bauchet y
Causse, 2012). Sin embargo, existen diversas barreras relacionadas con el uso de las especies
silvestres que dificultan este proceso, y mas aln cuando se trata de caracteres de herencia
compleja. Entre estas, podemos mencionar cuestiones como la segregacion distorsionada, la
supresion de la recombinacién y el arrastre por ligamiento de caracteres desfavorables (Wang
y Chee, 2010). En los programas de mejoramiento tradicional las especies silvestres fueron
exclusivamente utilizadas para incorporar genes mayores, principalmente de resistencia a
factores bidticos o abioticos, debido especialmente a la dificultad que tenian los mejoradores
para distinguir genes favorables de los desfavorables en el germoplasma silvestre (Sim et al.,
2009). El advenimiento de los marcadores moleculares ha permitido superar en gran medida
estas limitaciones, creando nuevas oportunidades para explotar el germoplasma exotico y
abriendo un nueva era en la agronomia denominada “mejoramiento molecular” (Grandillo et al.,
1999a). Los marcadores genéticos representan diferencias genéticas entre especies o entre
organismos individuales. En particular, los marcadores moleculares de ADN permiten revelar
diferencias en el ADN que seran visualizadas por alguna técnica molecular especifica. Estos
marcadores suelen ser selectivamente neutros porque muchas veces se hallan localizados en
regiones no codificantes. Ademés, a diferencia de los morfologicos y bioquimicos, los
marcadores de ADN son practicamente ilimitados en nimero y no se ven afectados por factores
ambientales y/o la etapa del desarrollo de la planta. Cuando un marcador genético se encuentra
muy préximo a un gen particular (es decir, estrechamente ligado), este puede actuar como una
"etiqueta” del gen. Los marcadores, generalmente, no constituyen los genes objetivos en si, pero
operan como "signos" de ellos (Collard et al., 2005). EI mejoramiento molecular y los
marcadores han posibilitado un uso mas sistematico y eficaz del germoplasma silvestre,
proporcionando nuevos recursos y contribuyendo a aumentar la diversidad genética disponible
(Grandillo et al., 1999a).

En la naturaleza, y para la gran mayoria de los caracteres de importancia agronémica,
la variacion fenotipica observada raramente se debe al efecto de un Gnico gen, por el contrario,

esta variacion es continua y condicionada por varios (y algunas veces muchos) loci genéticos.
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Para estos caracteres, conocidos como caracteres cuantitativos, la variacion genética resulta
dificil de diseccionar debido a los numerosos genes que interactian junto con una importante
influencia ambiental. Los marcadores moleculares han hecho posible estimar con suficiente
precision el nimero, tipo y magnitud de los efectos génicos involucrados en la determinacion
de un carécter cuantitativo. Frecuentemente, no es posible establecer si el efecto detectado con
un locus marcador se debe a uno 0 mas genes ligados que afectan el caracter. Por esta razon, el
término locus de caracter cuantitativo (QTL, de sus siglas en inglés Quantitative Trait Locus)
fue acufiado para describir una region del cromosoma que tiene un efecto significativo sobre un
caracter cuantitativo. Los marcadores moleculares posibilitan la localizacion de genes o QTLs
de interés en el genoma vegetal, aumentando la eficiencia de los métodos de seleccion y
acortando los tiempos y el espacio necesario para la seleccion de individuos superiores
(Tanksley, 1993). Al mismo tiempo, ayudan a disminuir el arrastre por ligamiento de
caracteristicas no deseables, contrarrestando posibles efectos negativos del germoplasma
exotico. Ademas, permiten detectar alelos valiosos en las especies silvestres, incluso cuando
estén ocultos en fenotipos desfavorables. El fenotipo de una planta no siempre es un buen
predictor de su potencial genético y la mera caracterizacion fenotipica resulta insuficiente. A
pesar de presentar un fenotipo inferior al genotipo elite, las especies silvestres pueden poseer
alelos que aporten a mejorar caracteristicas horticolas y los métodos basados en marcadores
ayudan a aprovechar estos recursos exoticos (Bernacchi et al., 1998a; Grandillo y Tanksley,
1996a).

Dentro de un programa de mejoramiento, el analisis de QTLsS en cruzamientos
interespecificos resulta muy util para adentrarse en el germoplasma silvestre y estudiar sus
aportes. En el transcurso de los ultimos 25 afios se han publicado numerosas investigaciones de
QTLs en diversas especies horticolas. En tomate, se han analizado QTLs relacionados con
caracteres de importancia agronémica, como el rendimiento, la resistencia a enfermedades e
insectos, la tolerancia a estreses abidticos, y también otros vinculados a la calidad de los frutos
(Foolad, 2007; Grandillo et al., 2011; 2013). Para llevar a cabo estas investigaciones, las
primeras poblaciones recombinantes que se utilizaron fueron poblaciones segregantes
tempranas tipo F2 (segunda generacion filial) o BCy (primera retrocruza o backcross 1). Estas
son faciles de desarrollar y presentan alto desequilibrio de ligamiento, sin embargo poseen
varias desventajas. Entre ellas podemos mencionar limitaciones en las evaluaciones, ya que se

trabaja sobre plantas individuales las cuales no pueden ser replicadas; presencia de excesiva
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variacion genética que puede afectar negativamente la precision en la deteccion de QTLs;
inestabilidad en los efectos de los QTLs debido a cambios en la constitucion genética de
generacion en generacion; y ademas, no son poblaciones de aplicacion inmediata en el
mejoramiento (Foolad, 2007). Para intentar superar algunos de estos problemas se han
desarrollado poblaciones recombinantes méas estables como las lineas endocriadas
recombinantes (RILs), las lineas de retrocruzas endocriadas (BILS) y las lineas de introgresion
(NILs). Estas presentan diversos beneficios para el mapeo genético, no obstante tienen la
desventaja que requieren mucho tiempo para su obtencion. Entre estos dos extremos, las
poblaciones de retrocruzas avanzadas se vuelven un valioso recurso para la identificacion y
caracterizacion de QTLs debido a su alto nivel de homocigosis y uniformidad del fondo
genético. Con una menor variacion genética y una reducida proporcion del genoma donante, en
comparacion a las primeras poblaciones segregantes, las retrocruzas avanzadas permiten mayor
precision en la estimacion y localizacion de QTLs. Segun Tanskley y Nelson (1996) el analisis
de QTLs en retrocruzas avanzadas constituye una estrategia favorable respecto a los métodos
tradicionales. Dentro de esta estrategia, la autofecundacion de retrocruzas generando familias
BC,S: 0 BC»S; (primera o segunda autofecundacion de la segunda retrocruza) se convierte en
un modo de estudiar QTLs recesivos provenientes del padre donante involucrados en la
expresion del caracter de interés en estas poblaciones (Tanksley y Nelson, 1996). Asimismo, la
deteccion de QTLs en familias derivadas por autofecundacion es una alternativa para validar
asociaciones encontradas, ya que una retrocruza sigue siendo una generacion segregante que
impide el ensayo replicado en diferentes ambientes.

Diversos estudios en tomate han aplicado el andlisis de QTLS en retrocruzas avanzadas,
mostrando valiosos resultados de esta metodologia (Wang y Chee, 2010). Entre algunos que
podemos citar, Tanksley et al. (1996) estudiaron familias BC.,S; y BCs derivadas del
cruzamiento entre una linea elite y S. pimpinellifolium accesion LA1589 encontrando diversos
QTLs asociados a rasgos importantes para tomates destinados al procesamiento. Fulton et al.
(1997) evaluaron QTLs para caracteres horticolas en familias BCsz y BC4 del cruzamiento entre
S. peruvianum accesion LA1706 y el cultivar E6203. Bernacchi et al. (1998a) detectaron QTLS
relacionados a caracteres agronémicos en una generacion BCs obtenida a partir de la especie
S. habrochaites accesion LA1777 como padre donante. Ademas, utilizando esta estrategia
lograron desarrollar NILs con introgresiones silvestres provenientes de dos especies donantes
diferentes (S. habrochaites LA1777 y S. pimpinellifolium LA1589) (Bernacchi et al., 1998b).
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Fulton et al. (2000) identificaron QTLs para atributos horticolas, examinando plantas BC, y
familias BCs, generadas empleando a S. neorickii como donante. En otro estudio, Fulton et al.
(2002) analizaron QTLs relacionados a propiedades bioquimicas que pueden contribuir al sabor
del tomate como los azUcares y acidos organicos. Chaib et al. (2006) trabajaron con diversas
generaciones procedentes de una linea de tomate tipo cherry (BCsS1, BC3Ss, RILs y NILS),
investigando QTLs para seis caracteres de calidad, su efecto individual y su estabilidad en los
afios, generaciones y contextos genéticos. Stevens et al. (2007) mapearon QTLs para el
contenido de acido ascérbico en poblaciones derivadas de cruzamientos entre variedades
cultivadas y tres especies relacionadas (S. pennellii, S. habrochaites y una linea tipo cherry).
Estos trabajos, junto a muchos otros, permitieron descubrir numerosos QTLs de interés y
revelaron que, en gran medida, las especies silvestres son importantes fuentes de alelos con

efectos agrondmicamente favorables a pesar del fenotipo global inferior que puedan presentar.

Buscando estudiar el germoplasma silvestre y sus aportes a la mejora del tomate
cultivado, la Catedra de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias comenz0 a trabajar con
la especie silvestre S. pimpinellifolium. Los primeros analisis revelaron que genotipos de
S. pimpinellifolium y sus hibridos con el tomate cultivado presentaban una mejor calidad del
fruto y una mayor vida poscosecha que cultivares comerciales (Pratta et al., 1996; Zorzoli et
al., 1998; 2000). Investigaciones posteriores utilizando diferentes genotipos sefialaron que un
cultivar argentino de tipo platense, denominado Caimanta, y la accesion LA722 de
S. pimpinellifolium manifestaban la mayor divergencia genética y que el hibrido entre ellos
resultaba el mas promisorio (Pratta et al., 2003). Pereira da Costa et al. (2009) mostraron
ademéas que en la generacion F» del cruzamiento entre Caimanta y LA722 se amplid
considerablemente el rango de variacion para la vida poscosecha de los frutos y que la
recombinacion de genes de ambos progenitores tuvo efectos positivos generandose nueva
variabilidad. Con base en estos primeros resultados, se constituyd un programa de
mejoramiento, a partir del cultivar Caimanta de S. lycopersicum y la entrada LA722 de
S. pimpinellifolium, destinado a estudiar estos materiales y las contribuciones de la especie
silvestre, y utilizarlos para mejorar al genotipo cultivado. Como parte de este proyecto,
inicialmente se realizd el cruzamiento entre Caimanta y LA722, obteniéendose la primera
generacion filial F1. Luego, el hibrido F1 fue retrocruzado hacia el cultivar Caimanta (parental

recurrente), generandose la primera retrocruza (BCs, backcross 1) entre Caimantay LA722. A
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partir de diversas plantas BC: seleccionadas en base a marcadores moleculares y caracteres
fenotipicos se obtuvo la segunda retrocruza (BCz, backcross 2) hacia Caimanta (Pereira da
Costa, 2012). En los primeros trabajos con estas retrocruzas se hallaron diversas regiones
gendmicas asociadas a caracteres de calidad y a la vida poscosecha de los frutos, sefialando la
existencia de variabilidad genética en estos materiales para ser aprovechada (Pereira da Costa
et al., 2013). Estos andlisis mostraron que la introgresion de regiones gendmicas de
S. pimpinellifolium puede mejorar a la especie cultivada, y que ain no han sido suficientemente

exploradas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar caracteres de calidad de fruto y marcadores moleculares en familias originadas a
partir de la autofecundacién de plantas de la segunda retrocruza (BC-) del cruzamiento entre

Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium.

» Detectar QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto en las familias BC.S; del

cruzamiento entre el cultivar Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium.

» Validar QTLs detectados en las familias BC»S: a través de la comparacion con

generaciones precedentes del cruzamiento entre Caimanta y LA722.
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Capitulo I - Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realizé en el Campo Experimental y el laboratorio de la Catedra de
Geneética perteneciente al departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Rosario, ubicada en la localidad de Zavalla, Provincia de Santa Fe
(33° 1”S) (Figura L.1).

Figura I.1- Vista aérea (a) y esquema del Campo Experimental “J.V. Villarino” (b), fotos de la seccidn Horticultura (c) y del
Edificio Central de la Facultad de Ciencias Agrarias (d) donde se encuentran los laboratorios experimentales.

| Campo Experimental “J. V. Villarino” (©)
EEEEEEEEEE

Facultad de Ciencias Agrarias

uuuuuuuuuuuuu CIONAL DE ROSARIO.

MATERIAL VEGETAL

El genotipo utilizado como progenitor recurrente fue el cultivar argentino Caimanta de
S. lycopersicum (CAl) y el progenitor donante fue la linea LA722 de la especie silvestre S.
pimpinellifolium. Caimanta tiene un habito de crecimiento determinado, plantas compactas,
frutos de tipo platense (mayor didmetro que altura), con un promedio de peso de 98,5+9,9gy
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una vida poscosecha promedio de 9,7 £ 0,9 dias (Figura 1.2). El cultivar Caimanta presenta una
buena sanidad general, siendo resistente al virus del mosaico del tabaco (gen Tm-2), alaraza 1
(gen 1) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) y al tizdn temprano del tomate causado
por Alternaria solani (Ell. and Mart.). La linea LA722 de S. pimpinellifolium tiene un habito de
crecimiento indeterminado y un gran namero de flores por inflorescencia, con frutos esféricos
y de tamafio pequefio, con 0,9 + 0,1 g de peso y 18,7 + 0,4 dias de vida poscosecha (Rodriguez
etal., 2006) (Figura 1.2). El cultivar Caimanta fue provisto por la EEA de INTA Cerrillos (Salta,
Argentina) y la linea LA722 por el Tomato Genetic Resources Center, Department of Vegetable

Crops, University of California (Davis, USA).

Caimanta LA722

Figura 1.2- Frutos representativos de Caimanta y LA722.

Previo a este trabajo de tesis, se realizé el cruzamiento inicial entre Caimanta y LA722
para obtener la primera generacion filial (F1). La F1 se retrocruzé hacia Caimanta (padre
recurrente) generandose la primera retrocruza o Backcross 1 (BC1). Luego, en la campafia
siguiente, a partir de la retrocruza de la BC1 hacia Caimanta se consiguié la segunda retrocruza
0 Backcross 2 (BCx). Para su caracterizacion, ambas generaciones BC1y BC> fueron evaluadas
fenotipica y molecularmente (Pereira da Costa et al., 2013). A continuacién, como trabajo de
esta tesis se seleccionaron nueve plantas de la generacion BC; siguiendo dos criterios. El primer
criterio fue elegir aquellas plantas BC> que mostraran los mayores valores medios para el
caracter vida poscosecha, manteniendo origenes diversos, en relacion a que no provinieran
todas de la misma BCy, sino que diferentes plantas BC: retrocruzadas estuvieran representadas
en los parentales de las BC: seleccionadas. El segundo criterio de seleccion fue que las plantas
elegidas segregaran en conjunto para 28 marcadores SSR (Simple Sequence Repeat o
microsatélites) distribuidos en el genoma de tomate y que habian sido previamente utilizados
en las generaciones BC1 y BC1S; para detectar QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto
(Pereira da Costa et al., 2013). Con el fin de evaluar todos los segmentos SSR de interes, se

buscd que estos se hallaran en condicion heterocigota en al menos una de las plantas
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seleccionadas, lo cual llevd a la eleccion de plantas con valores bajos de vida poscosecha (como
el caso de la BC, VII-8 y la BC» VII-17). La autofecundacién de las nueve plantas escogidas

dio origen a las nueve familias BC,S; que se evaluaron en la camparia 2012/2013 (Figura I.3).

CAl X |La722

Familias BC251

Familia VII-39
Familia VII-21

Familia VII-24

—> | Nueve Plantas BC2 @—>| Familia VIl-2 |

s| Familia VII-7

Familia VII-8

Familia VII-12
Familia VII-17

Figura 1.3- Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las familias BC2S: a partir del cultivar Caimanta de
S. lycopersicum (CAI) y la especie silvestre S. pimpinellifolium (LA722). Distintos tonos de gris indican el porcentaje teérico
del genoma de cada progenitor en cada generacion. En amarillo se marca el material vegetal evaluado en este trabajo. El
material precedente fue obtenido por Pereira da Costa (2012).

F‘ 50% CAl
F‘ 50% LA722

‘ 75% CAl
BCl\ 25% LAT22

87,5% CAl

1255% a722 | BC2

Seleccidn por larga
vida poscosecha y
perfiles SSR.

Las plantas BC,a partir de las cuales se derivaron las familias BC,S; exhibieron diversas
caracteristicas en cuanto a la calidad del fruto. En la Tabla I.1 se muestran los valores medios
y el error estandar para los caracteres fenotipicos en cada una de las plantas BC- que dio origen

a una familia BC,S; (resultados obtenidos por Pereira da Costa, 2012).

Tabla 1.1- Valores medios y errores estandar de cada caracter fenotipico para cada planta BC2 que generd una familia BC2S1
(resultados Pereira da Costa, 2012).

Planta BC2
VI1-39 VI1-48 VII-21 VI1-24 VII-2
Diametro (cm) 3,70 £ 0,07]| 4,551 + 0,17 549 + 0,14|| 4,34 + 0,21|| 4,16 £ 0,24
Altura (cm) 3,37 £ 0,04|| 3,97 £ 0,15 4,53 + 0,06]| 3,47 £ 0,12|| 3,40 £ 0,19
Forma 0,91 + 0,01]] 0,88 £ 0,02 0,83 £ 0,02]| 0,80 + 0,02|| 0,82 + 0,02
Peso (g) 24,88 + 2,25]146,53 + 4,56 ||79,40 + 4,10]] 38,89 + 4,23]]35,50 + 5,99
Vida poscosecha (dias) | 16,08 + 1,30]| 13,78 + 0,98 9,50 £ 0,73]| 9,00 £ 0,69(|10,00 + 1,64
L 36,18 +£ 0,17](39,34 + 0,31 ||38,41 + 0,46||38,12 + 0,27|| 38,87 + 0,76
alb 1,28 + 0,02|| 1,19 = 0,02 1,10 + 0,02|| 1,20 £ 0,03]] 1,23 £ 0,01
Firmeza 42,38 + 0,81]]55,25 + 0,78 ||48,35 + 1,65 sd 45,00 + 1,27
Solidos Solubles (°Brix) | 5,83 + 0,08|| 4,10 + 0,05 6,15 + 0,15|| 5,75 + 0,07|| 7,83 + 0,11
pH 4,57 + 0,00 4,60 £ 0,01 4,48 + 0,05]] 4,35 %+ 0,12{| 4,29 + 0,02
Acidez Titulable 0,32 £ 0,00]| 0,24 + 0,00 0,27 £ 0,01]| 0,42 £ 0,02|| 0,53 + 0,02

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. sd: sin dato.
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Tabla I.1- (continuacion)

Planta BC2
VII-7 VII-8 VII-12 VII-17
Diametro (cm) 3,58 + 0,17|] 5,30 £ 0,35 4,93 + 0,20]| 547 £ 0,12
Altura (cm) 3,13 + 0,13|| 3,80 £ 0,19 3,96 + 0,16f| 4,23 £ 0,19
Forma 0,88 + 0,01f] 0,73 £ 0,03 0,81 + 0,01f| 0,77 £ 0,02
Peso (g) 24,34 + 3,35|]61,91 + 10,97||52,06 + 8,40|| 71,53 + 7,49
Vida poscosecha (dias) | 16,50 + 1,61|| 5,75 + 0,62 9,25 £ 0,62]| 7,57 £ 0,37
L 38,26 + 0,31]]40,40 + 1,08 ||38,38 + 0,18]] 37,67 + 0,60
alb 0,96 + 0,01f] 1,04 £ 0,05 1,16 + 0,05|] 1,21 + 0,03
Firmeza 38,67 + 1,11]]48,58 + 3,85 ||45,56 + 0,76]] 68,75 + 1,09
Salidos Solubles (°Brix) | 7,88 + 0,16|| 7,95 + 0,12 6,40 + 0,09f] 5,92 + 0,05
pH 4,87 + 0,05|] 4,34 £ 0,03 4,40 + 0,06]| 4,48 £ 0,05
Acidez Titulable 0,20 + 0,01f] 0,48 + 0,03 0,34 + 0,04f] 0,33 + 0,02

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. sd: sin dato.

Ademas, segun la informacion brindada por Pereira da Costa (2012), las nueve plantas
BC> que generaron las familias BC>S; variaron en cuanto al porcentaje del genoma del padre
recurrente (Caimanta) recuperado, encontrandose valores entre un 74 %y 93 %. En la Tabla 1.2
se presenta el porcentaje del genoma de Caimanta recuperado en cada planta BC> seleccionada
y también los perfiles de SSR para dichas plantas, resaltandose en gris aquellos SSR que fueron
heterocigotas en la planta BC> y por lo tanto mostraran segregacion en la familia BC,S;

derivada por autofecundacion (datos proporcionados por Pereira da Costa, 2012).

Tabla 1.2- Perfil de SSR (Simple Sequence Repeat) y porcentaje del genoma de Caimanta recuperado para cada una de las

plantas BC2 que dio origen a una familia BC2S1 (Fuente: Pereira da Costa, 2012).

Planta BC2
SSR Cr
VI1-39 | VII-48 | VII-21 | VII-24| VII-2 | VII-7 | VII-8 |VII-12|VII-17
095 1 CP cP cc CcP cc cC cc cc cc
220060 1 CP CcP cc CcP cc cC cC cc cc
009 1 cc cc cc cc cc cc CcC cC CcC
288 1 CP cP cc cC cc cC cc CcC sd
295 2 CP CcP cp CcP cc cC cc cc cc
598 2 cc cc CcpP cc cc cC CcC cC CP
320 3 CP CcP CcpP CcP cCc cC cP cC cc
014 3 cc cP cpP CcP cc cC cp cc cc
115 5 cc CcP CcpP CP cc CcC CcC CcC CP
162 5 CcC CcP CcpP CP cpP cC CcP CP cc
211044 6 cC CcC CcC CP CcC CcC CcC cC CcC
128 6 cc cc cc CcP cc cC cc cc cc
286 7 cc cc cc cC cpP CP CcP CcC cc
276 7 cC CcC CcC CcC CP CP cpP CP cc
045 7 CP cc sd sd cc CP CcP cc cc
344 8 cc cc cc cC cCc cC cC cc cc
327 8 cc cc CcpP CcP cc cc cc cC CcC
063 8 CP cP cc cC cCc cC cc cc cCc
038 8 CP cc cc cC sd sd sd sd cc
069 9 cc cc sd sd cc cC cc cc sd
070 9 cc cc cc cc CcpP cC cc CcC CcP
034 10 cc cc sd sd cc cC cc cc sd
596 10 CP CcP cc cc cc CP CcC cC CcC
318 10 CP CcP cc cC cC CP cCc cC CcP
080 11 CP CP CcC CP CP CP CcC CP CP
G036 11 cc cc cc CP cpP CP cc CP cc
1061 11 cc cC cc CP cC cC cC CcC cC
H301 12 CP CP CC CcC CC CcC CcC CC CP
% CAI recuperado|78,6 %)]76,8 %86,0 %|74,0 %|88,9 %|87,0 %|88,9 %6/92,6 %|88,0 %

aquellos marcadores SSR que resultaron heterocigotas en cada planta BCa.

Cr: cromosoma. C: alelo del cultivar Caimanta. P: alelo de LA722 de S. pimpinellifolium. sd: sin dato. En gris se destacan
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Las semillas obtenidas a partir de la autofecundacion de cada una de las nueve plantas
BC, se sembraron en speedlings para su germinacioén en los meses de Julio/Agosto. Los
plantines fueron trasplantados en invernadero, en un disefio completamente aleatorizado,
cuando presentaron cuatro hojas verdaderas totalmente desplegadas. La distancia entre plantas
fue de 35 cm vy la distancia entre surcos de 1 m (Figura 1.4). Previo al trasplante se realiz6 una
fertilizacion organica del suelo. Las plantas fueron regadas tres veces por semana, lo suficiente

para evitar el estrés durante el periodo de crecimiento.

En la campafia 2012/2013 se llevo a cabo la evaluacion fenotipica para caracteres de
calidad de fruto de las familias BC2S:1 y se recolectd tejido de hoja de cada una de las plantas
para la caracterizacion por marcadores moleculares de ADN. Se evaluaron entre 18 y 30 plantas
por familia BC2S: y 5 plantas de cada progenitor del cruzamiento original como testigos,
analizando un total de 3.226 frutos (Tabla 1.3).

Tabla 1.3- Numero total de plantas y de frutos evaluados en S. lycopersicum (Caimanta), LA722 de S. pimpinellifolium y en
las familias BC2S:.

Genotipo n° Plantas | n° frutos evaluados
Caimanta 5 49
LA722 5 91
Familia BC2S1VI1I-39 30 517
Familia BC2S1 VII-48 20 331
Familia BC2S1 VII-21 19 300
Familia BC2S1 VI1-24 30 479
Familia BC2S1 VII-2 20 302
Familia BC2S1 VII-7 20 282
Familia BC2S1 VI1I-8 18 193
Familia BC2S1 VII-12 19 299
Familia BC2S1 VII-17 30 383
Total 216 3.226
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CARACTERES FENOTIPICOS

En cada planta se cosecharon 10 frutos al estado pintdn, estado en el cual se detectan
visualmente los primeros sintomas de acumulacion de carotenoides, definido por presentar un
10 % de la superficie del fruto con el color de madurez (Giovannoni, 2004), y se evaluaron los

caracteres:

- Peso (P, en g).

- Diametro (D, en cm).

- Altura (A, en cm).

Figura 1.5- Esquema de caracteres relacionados al
tamafio del fruto y calibre empledo para su medicién.

- Forma (Fo, cociente altura sobre diametro).

- Espesor del pericarpio (EE, en cm).

- Numero de I6culos (nLo).

- Vida poscosecha (\Vp): dias transcurridos desde la cosecha hasta el inicio del ablandamiento

del fruto. Para evaluar este carécter, los frutos cosechados fueron
almacenados a 25 + 3°C en una estanteria (Figura 1.6). Siguiendo
la metodologia propuesta por Buescher et al. (1976) y Schuelter
et al. (2002), los frutos fueron examinados tres veces por semana

y fueron descartados aquellos comercialmente inaceptables por

Figura 1.6- Frutos almacenados ] ) )
para la evaluacion de la Vp. mostrar arrugamiento o excesivo ablandamiento.

En frutos cosechados al estado rojo maduro, definido cuando el 100 % de la superficie

del fruto tiene el color de madurez (Giovannoni, 2004), se evaluaron los siguientes caracteres:

- Firmeza (F): medida sobre el plano ecuatorial, en dos areas opuestas del
fruto con un durometro tipo Shore A (Durofel DFT100) con puntera

de 0,10 cm?. Figura 1.7- Durémetro.
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- Color: a través del porcentaje de reflectancia (L) y el cociente a/b.
Los parametros L, a (absorbencias a longitudes de onda de 540 nm) y
b (absorbencias a longitudes de onda de 675 nm) fueron determinados
con un cromametro CR 400 (Figura 1.8). El rango de variacion de

estos parametros es para a desde +60 para tonos rojos a -60 para tonos

verdes, para b desde +60 para amarillos a -60 para azules y para L  Figura 1.8- Cromametro.
desde +100 para blancos a 0 para negros. El valor de los parametros de color de las muestras se

obtuvo promediando las medidas obtenidas de tres lecturas en la zona ecuatorial de cada fruto.

La firmeza y el color del fruto fueron determinados en al menos cinco frutos por planta.

- Contenido en sélidos solubles (SS, en °Brix): porcentaje de glucosa

maés fructosa del jugo homogeneizado, medido con un refractometro

manual. Figura 1.9- Refractémetro.

- Acidez (Ac): medida a través del pH del jugo homogeneizado y de la
acidez titulable (Ac. titulable, en gramos de acido citrico/100 gramos de

jugo homogeneizado) calculada a partir del volumen de NaOH 0,1 N

necesario para llevar a 8,1 el pH de 10 g de jugo disueltos en 100 ml de i
. Figura 1.10- Equipo
agua destilada. de titulacion.

Para el contenido en solidos solubles, pH y acidez la unidad experimental fue la muestra de
jugo obtenida de 3 a 8 frutos por planta dependiendo del tamafio del fruto, mientras que para

los demas caracteres la unidad experimental fue el fruto.

MARCADORES MOLECULARES

Se emplearon marcadores de ADN tipo SSR (Simple Sequence Repeat 0 microsatélites).

Los SSR son repeticiones en tdndem de unidades formadas por mono-, di-, tri-, tetra- o
penta-nucledtidos que cubren todo el genoma. El polimorfismo, originado por variaciones en
el nimero de repeticiones, es revelado por amplificacion mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction) usando cebadores que flanquean el locus microsatélite. En el trabajo previo
analizando la primera retrocruza (BC1) se emplearon diversos tipos de marcadores, entre los

cuales los SSR resultaron los mas eficientes en la deteccion de QTLs asociados a caracteres de
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calidad de fruto (Pereira da Costa, 2012), motivo por el cual se siguio trabajando solo con este
tipo de marcador en las generaciones siguientes. Las ventajas de los SSR radican en su
naturaleza multialélica, comportamiento codominante, relativa abundancia, amplio
polimorfismo y extensa cobertura del genoma, sumados a la facilidad de amplificacion por PCR
y la exigencia de poca cantidad de ADN de partida (Powell et al., 1996).

Para el desarrollo de los SSR (Pereira da Costa, 2012), se utilizaron aquellos disponibles
en la pagina web de la red gendmica de Solanaceas (http://www.solgenomics.net), de donde se
puede obtener la secuencia de primers, el tamafio de los alelos del genotipo cultivado y silvestre
y su localizaciobn cromosomica. Se eligieron marcadores polimorficos distribuidos
equitativamente en el genoma de tomate, seleccionandose al menos dos SSR por cromosoma y
ubicados preferentemente en brazos distintos. Todos los cromosomas contuvieron al menos dos
SSR polimorficos, con excepcidn del cromosoma 12 con un unico SSR y el cromosoma 4 para
el cual no hubo SSR polimorfico. En definitiva, 28 SSR mostraron polimorfismo entre Caimanta
y LA722 y fueron utilizados para las evaluaciones moleculares y para asistir en las retrocruzas

(Tabla 1.4).

Tabla 1.4- SSR (Simple Sequence Repeat) utilizados en las generaciones BC1-BC2 y empleados en este trabajo, su ubicacion
cromosémica, el rango de tamafio entre alelos silvestres y cultivados y la secuencias de los primers forward y reverse.

Secuencia Primer Forward (5'-3")

Secuencia Primer Reverse (5'-3")

SSR095 1 | 229-242 [CAATCCAACAAGCAATCCCT CCACATAACTAAGCCCACAACTT
SSR220060 | 1 | 135-142 |CCAGTTGCTTTCCCAGATGT CCTTCTGACAGAGATTGCGT
SSR009 1 168 |CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA TTCATGAGCCAACATAGGAGG
SSR288 1 | 260-275 [TCGTGGGAATTTGTTAACCC TCTTCATCGTCCTCCTCCTG
SSR295 2 | 204-224 [CTCCAGAAGGAACTCGATGC CAATTCCTTTCACCTGCCAC
SSR598 2 | 186-194 [TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG CAACGAACATCCTCCGTTCT
SSR320 3 | 165-171 |ATGAGGCAATCTTCACCTGG TTCAGCTGATAGTTCCTGCG
SSR014 3 | 166-174 |[TCTGCATCTGGTGAAGCAAG CTGGATTGCCTGGTTGATTT
SSR115 5 | 211-231 |CACCCTTTATTCAGATTCCTCT ATTGAGGGTATGCAACAGCC
SSR162 5 | 260-264 |GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCTC CAACAGCCAGGAACAAGGAT
SSR211044 | 6 | 209-218 |AGCAGGGTAAGTCTCCAGCA CAAGACCATTGGTGTCTGTG
SSR128 6 | 139-147 |GGTCCAGTTCAATCAACCGA TGAAGTCGTCTCATGGTTCG
SSR286 7 | 120-130 [AGCTATGGAGTTTCAGGACCA ATTCAGGTAGCATGGAACGC
SSR276 7 | 160-194 [CTCCGGCAAGAGTGAACATT CGACGGAGTACTTCGCATTT
SSR045 7 | 158-167 [TGTATCCTGGTGGACCAATG TCCAAGTATCAGGCACACCA
SSR344 8 | 185-217 |TGTTGCTCGAACTCTCCAAA CATAGGAGAGGTAACCCGCA
SSR327 8 | 180-186 |TCAGGATCAGGAGCAGGAGT TGGACTTGTTCCATGAACCC
SSR063 8 | 200-211 |CCACAAACAATTCCATCTCA GCTTCCGCCATACTGATACG
SSR038 8 | 215-223 |GTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG GGGTTCATCAAATCTACCATCA
SSR069 9 | 146-164 [TTGGCTGGATTATTCCTGTTG GCATTTGATAGAAGGCCAGC
SSR070 9 | 138-244 |TTTAGGGTGTCTGTGGGTCC GGAGTGCGCAGAGGATAGAG
SSR034 10 | 200-208 |TGTAACGTCAAACTTCAGGTG CTCCGCAATGTGTTGTATGG
SSR596 10 | 184-191 |TTCGGATAAAGCAATCCACC TCGATTGTGTACCAACGTCC
SSR318 10 | 276-290 |GCAGAGGATATTGCATTCGC CAAACCGAACTCATCAAGGG
SSR080 11 | 167-170 |GGCAAATGTCAAAGGATTGG AGGGTCATGTTCTTGATTGTCA
SSRGO036 | 11 | 175-187 |TGTTTTAAACTGAAGATGTGTAAAATG |TGAATGAGCAAGTTAAACAGTAAGG
SSR1061 | 11 | 231-240 |[TCAGGTTAGTGTTCCATGCAG GTTCCTACGTAAGATTCATG
SSRH301 | 12 | 164-185 |TGCTGTTTTGTTTGGCTCAC TGTTCATATCTTTGATGGCATGT

Cr: cromosoma. El tamafio de los alelos es indicado en pares de bases.

28



Para los procedimientos moleculares se utilizaron protocolos estdndares y puestos a
punto en el laboratorio.

La extraccion de ADN gendmico se realizO a partir de hojas jovenes siguiendo el

protocolo para extraccion de ADN (Microprep) descripto por Fulton et al. (1995). De cada
planta a analizar se recolectaron hojas jovenes y se mantuvieron en freezer a -80° hasta el
momento de procesar la muestra. EI ADN fue extraido a partir de 40 mg de hoja en un tubo de
1,5 ml. El tejido fue disgregado utilizando un taladro mecanico y en presencia de 200 pl de una
solucidn de lisis. Esta solucién se prepara a partir de bisulfito de sodio, un buffer de extraccion
(0,35 M Sorbitol, 0,1 M Tris, 5 mM EDTA, pH 8,25), un buffer de lisis nuclear (0,2 M Tris,
0,056 MEDTA, 2 M NaCl, 2% CTAB, pH 7,5/8) y Sarkosyl 5 %. Luego de la ruptura del tejido,
se adicionan 450 pl mas de la solucion de lisis y se incuba la muestra en un barfio termostatizado
a 65 °C durante 30-60 minutos. Para separar el ADN de las proteinas y otros componentes
celulares, se afiaden 600 pl de una mezcla cloroformo:isoamyl alcohol (24:1) y se centrifuga a
10.000 rpm por 5 min. A continuacién, se transfiere el sobrenadante o fase acuosa (fase donde
se encuentra el ADN) a otro tubo de 1,5 ml que contenga 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente. Las muestras se agitan suavemente y se centrifugan a 12.000 rpm durante 5 min (paso
que precipitara el ADN). El sobrenadante es descartado y el precipitado se lava con una solucion
70 % v/v de etanol. El pellet obtenido luego de una nueva centrifugacion a 12.000 rpm durante
1 min se deja secar a temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente, el ADN
precipitado es resuspendido en 200 pl de buffer TE (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM EDTA).

La cantidad y calidad de ADN extraido se evalu6 en geles de agarosa al 1 % tefiidos con
SYBR Safe por comparacién con un estandar de ADN del fago lambda. Una vez conocida su
concentracion se realizaron las diluciones correspondientes de manera de obtener soluciones de
trabajo de 40 ng/ul de ADN.

Para la reaccion de PCR, cada muestra (20 pl de volumen final) se compuso de 40 ng
de ADN genomico, 2,5 mM de dNTPs, 40 mM de cloruro de magnesio (MgCl.), 10 uM de cada

primer, 2 ul de Taq buffer 10X y 1,5 unidades de Taq polimerasa. Se utilizé un protocolo de
amplificacion de tipo “touchdown” que consistio en las siguientes etapas: una desnaturalizacion
inicial de 5 mina 94 °C y luego un ciclode 30sa 94 °C,30sa58 °Cy 1 mina 72 °C. Durante
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los diez ciclos siguientes se repiten estos tres pasos pero la temperatura de annealing se reduce
0,5 °C por ciclo, hasta llegar a 53 °C. A continuacion, durante 24 ciclos se repiten los siguientes
tres pasos de 30 s a 94 °C, 30 sa 54 °C y 1 min a 72 °C. Finalmente, se realiza un paso de

elongacion de 5 mina 72 °C.

La amplificacion de las muestras fue probada en geles de agarosa al 1 %, sembrando
2 ul del amplificado junto con 1 pl del loading buffer 5X. Los geles fueron tefiidos con SYBR

Safe y la electroforesis se realizé a 60 V constante durante 20 minutos.

La separacion de los fragmentos de amplificacion se realizd en
geles de poliacrilamida (6 % p/v) a temperatura ambiente (Figura 1.11).
Dos SSR fueron corridos por gel de poliacrilamida. Los SSR corridos en
un mismo gel fueron seleccionados en base a su tamafio, buscando

tamanos diferentes y sembrando primero el de menor tamafio para evitar

la superposicién con el siguiente SSR. Ademaés, el momento del
Figura 1.11- Cub de sembrado en el gel del segundo SSR estuvo desfasado 1 hora del primero.

electroforesis vertical. | 5 corrida electroforética se llevé a cabo a 50 W constante durante
3 horas. La visualizacion se realizé mediante tincidn con nitrato de plata (AgNO3) que consiste
en los siguientes pasos: -fijacion (30 min en agitacion en 1,5 litros de una solucién de acido
acetico al 10 % v/v), -lavado (dos lavados con agua destilada de 5 min cada uno), -tincion
(30 min en agitacion en 2 litros de una solucion de AgNO3 0,1 % p/v y formaldehido 0,07 % v/v)
y finalmente, -revelado (agitacion hasta aparicion de las bandas en 2 litros de una solucion de

carbonato de calcio (CaCOz) 3 % p/v, formaldehido 0,07 % v/v y tiosulfato de sodio 0,4 % p/v).

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el estudio de los caracteres fenotipicos se siguieron las metodologias clésicas de la
genética cuantitativa (Kearsey y Pooni, 1996). La distribucion normal de los caracteres
cuantitativos se verificé a través de la prueba de Shapiro-Wilk (1965). Los progenitores
originales del cruzamineto (Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium) fueron evaluados como
testigos y la comparacion entre sus medias se realizo mediante una prueba t Student (t). En cada
familia BC,S: se analizaron los patrones de distribucion de frecuencias de las distintas

variables. La variacion de los caracteres entre y dentro de familias se examind utilizando un
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andlisis de la variancia (ANOVA) anidado y las medias entre familias se compararon mediante
el Test de Duncan. Para estimar la variancia genética y calcular los porcentajes de variancia
fenotipica atribuible a variancia genética (% VG/VF) en las distintas familias se emple6 un
ANOVA (adaptado de Mariotti y Collavino, 2014).

Para los andlisis moleculares, y dada la naturaleza codominante de los microsatélites, se
probd la segregacion mendeliana esperada para una generacion BC,S: (1:2:1, homocigotas CC:
heterocigotas CP: homocigotas PP, donde C representa el alelo de Caimanta y P el alelo de

LA722 para un locus microsatélite dado) a través de una prueba de y? (Snedecor, 1964).

La asociacion entre los marcadores moleculares SSR y los caracteres de interés
agrondmico se determind a través del método de un solo punto (single point analysis, Tanksley,
1993). Para ello, se realiz6 un ANOVA a un criterio de clasificacion, en el cual los diferentes
marcadores fueron las fuentes de variacidn. Se establecio un valor de probabilidad de p < 0,001
como limite para definir las diferencias entre las medias de los caracteres segin el marcador
(variable clasificatoria), de manera de minimizar el Error de Tipo-1 en la identificacion de QTLs
no verdaderos que pudieran aparecer por el alto nimero de comparaciones a efectuar (este valor
corresponderia a un LOD-score de 2,4 Grandillo y Tanksley, 1996b). Sin embargo, también se
registraron con un fin exploratorio aquellos QTLs detectados con una probabilidad de p < 0,05,
dado que podrian ser validados en otras generaciones del cruzamiento. Se utilizo el valor de R?
para estimar el porcentaje de variancia fenotipica total explicada para el QTL estudiado por
cada marcador (Liu, 1998). En aquellos casos en los que se detectdé mas de un marcador
asociado a un mismo carcter se llevd a cabo un ANOVA a dos criterios de clasificacion para
comprobar el efecto conjunto de los marcadores y segregar el efecto de la interaccion.

Para la validacion de regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad del fruto se
compararon los QTLs detectados en las nueve familias BC,S: con una probabilidad menor
a 0,05 con los encontrados previamente en la BCy1, BC1S: 0 BC> del cruzamiento (Pereira da
Costa et al., 2013). Un QTL fue validado cuando la asociacién se hall6 en dos o mas

generaciones diferentes.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software InfoStat Version 1.0
(Di Renzo et al., 2001).
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RESULTADOS

- EVALUACION POR CARACTERES DE CALIDAD DE FRUTO DE FAMILIAS BC,S:

El andlisis de Shapiro-Wilk indico distribucion normal de todos los caracteres con
valores de W cercanos a 1, con excepcion del nimero de I6culos. Para los anélisis realizados,
este caracter fue transformado con la funcién logaritmica. En la Tabla 1.5 se presentan los
valores medios, el error estandar y el rango de variacion de cada variable para las nueve familias
BC,S:. Los rangos de variacion fueron amplios para la mayoria de los caracteres en cada una
de las familias. Se encontraron diferencias altamente significativas entre familias (F > 5,95) y

dentro de cada una de las familias (F > 5,65) para todos los caracteres.

Tabla 1.5- Valor medio, error estandar y rango de variacion para cada una de las variables en las familias BC2S1 y los

progenitores (Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium) empleados como testigos.

Familia V11-39 FamiliaV11-48 Familia VI1-21

Caracter Media Min| Max Media Min| Max Media Min | Max
Diametro (cm) 3,68 + 0,06a 2,94 | 4,23 4,58 £ 0,10b | 3,63 | 5,10 587 £ 0,25¢ | 3,59 | 7,53
Altura (cm) 3,13 £ 0,04a 2,66 | 3,58 3,99 £ 0,08de | 3,35 | 4,88 4,25 + 0,11ef | 2,99 | 5,40
Forma 0,85 + 0,01d 0,80 | 0,94 0,88 £ 0,01d | 0,82 | 0,99 0,74 £+ 0,02ab | 0,58 | 0,89
Peso (g) 25,47 + 1,09a 13,73| 35,93 | |48,04 £ 2,64b |26,07| 65,21 | 88,35 + 8,80d |25,73|162,30
n° Léculos 2,94 + 0,08a 2,33 | 3,67 3,09 £ 0,12ab | 2,33 | 3,83 4,11 £ 0,56bc | 2,17 | 9,00
Esp. Pericarpio (cm) 0,21 + 0,01a 0,13 | 0,47 0,36 £ 0,03d | 0,17 | 0,53 0,32 £ 0,02cd | 0,21 | 0,48
Vida poscosecha (dias) | 10,20 + 0,26bcde| 6,67 | 13,00 | | 16,45 + 0,84f 9,40 | 24,00 | 111,30 + 0,49de | 6,25 | 16,42
L 40,44 £ 0,33a 37,39| 44,75 | 42,20 £ 0,34a |39,51| 44,84 | |40,49 £ 0,31a |38,63| 42,36
alb 1,22 + 0,02c 095 1,44 1,10 £+ 0,03c | 0,89 1,28 1,20 + 0,02c |1,08( 1,31
Firmeza 50,29 + 0,96a 41,17| 63,67 | | 53,52 + 1,31ab |45,75| 63,50 | |52,95 + 1,53ab |44,42| 61,08
Salidos solubles (°Brix)| 6,87 + 0,18d 550 9,23 4,78 £ 0,13a | 4,07 | 6,10 5,93 + 0,34bc | 4,13 | 8,05
pH 4,59 + 0,02cde | 4,41 | 4,86 4,76 £ 0,05e | 4,45]| 5,17 4,67 £ 0,05de | 4,33 | 5,04
Acidez titulable 0,40 + 0,02a 0,27 | 0,60 0,32 £ 0,02a | 0,23 | 0,45 0,40 £ 0,03a | 0,29 | 0,59

Familia VI1-24 Familia VV11-2 Familia VI1-7

Caracter Media Min| Max Media Min| Max Media Min | Max
Diametro (cm) 4,77 £ 0,23b 2,73 | 8,23 4,45 £ 0,14b | 3,13 | 5,76 450 £0,290 |241] 7,10
Altura (cm) 3,49 + 0,13bc | 2,51 | 5,57 3,60 £ 0,11bc | 2,69 | 4,71 3,42 £ 0,17ab | 1,90 | 5,03
Forma 0,76 + 0,01b 0,63 0,93 0,81 £ 0,01c | 0,75]| 0,88 0,78 + 0,02bc | 0,64 | 0,92
Peso () 56,81 + 8,45bc |11,15|212,15| | 45,30 + 3,89b |17,49| 91,71 | [48,96 + 8,55b | 6,47 |149,17
n° Léculos 4,42 £ 0,47cd | 2,83 | 10,67 4,13 £ 0,20cd | 2,67 | 5,17 5,19 + 0,56de | 3,33 | 9,83
Esp. Pericarpio (cm) 0,28 £ 0,02bc | 0,10 | 0,44 0,24 + 0,02ab | 0,13 | 0,38 0,25 + 0,02ab | 0,16 | 0,41
Vida poscosecha (dias)| 8,30 + 0,49ab | 5,09 | 14,60 | | 10,29 + 1,17cde| 4,11 | 26,00 | | 11,56 + 1,00e | 4,50 | 24,27
L 40,78 + 0,40a 37,84| 44,04 | |46,64 £ 1,81b |40,16( 61,41 | |50,10 + 2,47c |39,35| 65,58
a/lb 1,14 + 0,03c 0,82 | 1,48 0,83 £ 0,13b |-0,15| 1,29 0,59 £ 0,15a |-0,11| 1,34
Firmeza 50,51 + 1,58a 37,33| 62,50 | [50,35 + 1,74a |37,08| 61,67 | | 55,92 + 2,01b |42,92( 70,90
Sdlidos solubles (°Brix)| 5,87 + 0,29bc | 3,63 | 8,60 6,62 + 0,31cd | 4,97 | 8,67 6,43 + 0,28cd | 4,83 | 8,05
pH 4,66 £ 0,09de | 4,04 590 4,42 + 0,11abc| 3,87 | 5,31 4,27 + 0,07ab | 3,77 | 4,62
Acidez titulable 0,40 + 0,03a 0,24 | 0,81 0,66 + 0,07c | 0,32 | 1,29 0,55 + 0,06b |0,32| 1,05

Min.: Valor minimo de la variable. Méax.: Valor maximo de la variable. L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color.
Entre las familias BC2S1, letras distintitas indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p < 0,05). Los

significativas, p < 0,01).

progenitores Caimanta y LA722 se compararon entre si mediante una prueba t-Student (letras diferentes indican diferencias
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Tabla 1.5- (continuacion)

Familia \VV11-8 Familia VI1-12 Familia VI1-17
Caracter Media Min| Max Media Min | Max Media Min | Max
Diametro (cm) 6,33 + 0,30c 4,20 | 8,85 494 £0,23b |3,75]| 8,48 562 £ 0,16c |3,15| 7,75
Altura (cm) 4,45 + 0,19f 3,15 6,20 3,80 £ 0,12cd | 3,06 | 5,11 4,18 + 0,12ef | 2,45 | 5,29
Forma 0,72 £ 0,01a 0,65 0,80 0,79 £ 0,02bc | 0,63 | 0,88 0,75 + 0,01ab | 0,66 | 0,86
Peso () 107,14 + 13,38e |31,33|254,05| | 62,01 + 9,40bc |29,59|214,79] | 75,83 + 5,55cd |15,18|164,36
n° Léculos 7,94 + 0,4% 5,17 | 10,67 4,64 £ 0,62cd | 3,17 | 12,25 3,38 £ 0,10bc | 2,50 | 4,00

Esp. Pericarpio (cm) 0,27 = 0,02abc | 0,17 | 0,35 0,35+ 0,02d | 0,18 0,46 0,42 £ 0,02e |0,27 | 0,54
Vida poscosecha (dias)| 7,57 = 0,82a 4,08 | 16,75 8,93 + 0,57abc| 5,60 | 13,33 9,55 + 0,50bcd| 4,33 | 15,08

L 48,14 + 2,41bc |38,92]| 60,94 | | 43,15 £ 0,74a [39,72( 51,32 | [41,57 + 0,41a |39,52| 45,62
alb 0,56 + 0,19a -0,32| 1,35 1,00 + 0,04bc | 0,68 | 1,28 1,16 + 0,03c (0,89 1,43
Firmeza 62,28 + 2,24c 52,20( 76,92 | |53,64 + 1,33ab |42,13| 63,58 | [61,96 + 1,01c |55,50| 71,42
Solidos solubles (°Brix)| 5,04 + 0,28a 3,53 | 6,90 5,20 + 0,19ab | 4,13 | 6,60 5,44 + 0,23ab | 3,70 | 7,85
pH 4,26 + 0,04a 4,07 | 4,55 4,48 + 0,06bcd| 4,27 | 4,92 4,49 + 0,05bcd| 4,23 | 4,96
Acidez titulable 0,54 + 0,04b 0,38 | 0,82 0,36 + 0,0la | 0,26 | 0,43 0,36 + 0,02a | 0,29 | 0,55
Caracter Caimanta LA722

Diametro (cm) 742+023a | 1,29+0,030

Altura (cm) 531+0,14a 1,18 + 0,02b

Forma 0,72 +0,01b 0,91 +£0,01a

Peso (g) 163,54 + 13,20a | 1,21 +0,06b

n° Léculos 7,89 £ 0,89 2,07 £ 0,05b

Esp. Pericarpio (cm) 0,37 £0,04a | 0,11 +0,004b
Vida poscosecha (dias)| 8,92+ 0,59b | 11,08 + 0,46a

L 45,40 +1,48a | 38,72+ 0,32b
alb 0,62 + 0,05b 1,36 + 0,03a
Firmeza 51,91 +2,37b | 58,98 £ 0,93a
Solidos solubles (°Brix) | 4,46 + 0,18b 7,52 +0,18a
pH 4,69 + 0,09a 4,29 = 0,05b
Acidez titulable 0,32 +0,01b 1,02 + 0,08a

Min.: Valor minimo de la variable. Méx.: Valor méximo de la variable. L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color.
Entre las familias BC2Sy, letras distintitas indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p < 0,05). Los
progenitores Caimanta y LA722 se compararon entre si mediante una prueba t-Student (letras diferentes indican diferencias
significativas, p < 0,01).

Las fotos de la Figura .12 muestran frutos representativos de diferentes plantas de cada
familia BC2S:. Se puede observar la segregacion de tamafio, forma y color para cada una de las

familias estudiadas.
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Figura 1.12- Frutos representativos de diferentes plantas de cada familia BC2S1. En la parte superior se presentan
frutos representativos de Caimanta, de LA722 y de la F1 entre ellos.

Familia VII-17

Una particularidad observada fue que para el color de fruto tres familias (V11-2, VII-7 y

VII-8) exhibieron algunas plantas con frutos de color amarillo, mientras que ambos
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progenitores del cruzamiento inicial (Caimanta y LA722) y también las plantas BC> que
originaron estas familias presentan frutos de color rojo. El analisis del color de fruto en estas
familias, a través de los pardmetros L y a/b, mostro la existencia de grupos discretos que se
corresponden con las plantas de frutos amarillos diferenciandose de las de frutos rojos, como
se puede apreciar en los histogramas de frecuencias (Figura 1.13). Los frutos amarillos se
evidencian en valores altos para el pardmetro L y valores minimos, en general negativos, para
el indice de color a/b. En base a lo observado, se aplicé un anlisis de Chi-cuadrado (y?) para
probar la bondad de ajuste de los datos a diversos modelos de segregacion basados en uno o
dos genes para la determinacién del color de fruto en estos materiales de tomate. En las tres
familias, las plantas evaluadas ajustaron a una proporcion de 3:1 frutos rojos a frutos amarillos
(x*> < 1,067), indicando que un Unico locus podria ser el responsable de la segregacion en el
color de fruto. Esto sugiere, en principio, que un unico locus con dos alelos (rojo dominante
sobre amarillo) podria estar explicando las variaciones en el color de fruto en estos materiales.
De todas maneras, debe destacarse que el nimero de plantas evaluadas fue bajo para este tipo

de determinaciones y mas estudios deben realizarse.
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Figura 1.13- Histograma de Frecuencias para los pardmetros de color, L y a/b, en las familias BC2S1 que presentaron plantas
con frutos rojos y plantas con frutos amarillos (V11-2, V1I-7 y VII-8).
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La variacion dentro de cada una de las familias resultd significativa para todos los
caracteres (p < 0,01), con excepcidn de tres familias para el nimero de léculos (VI1-24, VII-7
y VII-12). La Tabla 1.6 muestra los porcentajes de la variacion fenotipica atribuible a variacion

genética (% VG/VF) para cada caracter en cada familia.

Tabla 1.6- Porcentaje de variacion fenotipica explicado por la variacion genética.

%VGIVF
; Familia BC2S1
Caracter VII-39 | VII-48 [ VII-21 [ V1124 | VII2 | VII-7 | VII-8 | VII-12 | VII-17
Didmetro (cm) 299 | 279 | 476 | 537 | 270 | 67,2 | 486 | 412 | 438
Altura (cm) 236 | 293 | 237 | 471 | 248 | 552 | 480 | 244 | 415
Forma 284 | 391 | 635 | 406 | 145 | 606 | 185 | 51,7 | 375
Peso (g) 31,8 | 270 | 386 | 562 | 282 | 61,7 | 459 | 456 | 320
e Léculos 256 | 289 | 745 | -- 458 | - | 246 ~ | 156

Esp. Pericarpio (cm) 67,3 60,8 36,2 69,7 58,8 47,3 16,4 59,7 27,0
Vida poscosecha (dias) | 24,7 30,3 17,3 40,2 46,9 34,1 22,5 21,9 27,1

L 46,2 49,8 23,7 62,9 94,1 95,0 91,5 56,6 29,9
alb 57,4 50,0 26,9 65,5 96,8 97,1 95,7 511 40,1
Firmeza 47,8 49,5 41,1 62,0 55,9 58,6 46,6 22,8 30,5
Sélidos solubles (°Brix)| 81,9 73,9 83,2 90,8 79,7 83,6 79,5 79,6 68,0
pH 26,0 73,1 23,1 85,1 89,9 84,8 45,5 46,6 58,2
Acidez titulable 69,3 65,9 41,9 85,8 88,9 79,4 57,1 53,9 55,9

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. (---): variacion no significativa dentro de la familia.

Si se comparan los % VG/VF, se observa que en las familias BC,S; VII-2, VII-7 y VII-8
la variacién en el color se atribuye esencialmente a componentes genéticos, a diferencia del
resto de las familias que presentaron valores mas bajos para estos pardmetros. Cuando se analiza
la variacion en el carécter vida poscosecha en la mayoria de las familias se encuentra que se
debié principalmente a variaciones ambientales, sin embargo existen diferencias entre las
familias para el caracter (p < 0,01), siendo la familia V1I-2 la que exhibi6 el valor més alto
(47 %). Por el contrario, para el contenido en sdlidos solubles hubo un importante componente
genético en la variacion fenotipica observada en todas las familias evaluadas. En cuanto a los
caracteres relacionados a la forma y tamafio del fruto, los %V G/VF fueron variables entre las

familias, encontrandose en la familia V11-7 los valores mas altos.
Estos resultados muestran la existencia de variabilidad entre estas familias BC2S: y

dentro de ellas para caracteres de calidad del fruto. Ademas, esta variabilidad observada en los

caracteres estudiados se debe en gran parte a componentes genéticos.
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- CARACTERIZACION POR MARCADORES MOLECULARES DE FAMILIAS BC,S:

Se caracterizaron por marcadores moleculares de ADN del tipo SSR cada una de las
plantas correspondientes a las nueve familias BC.S; (total: 206 plantas). De los 28 marcadores
SSR iniciales, dos resultaron monomarficos en la generacion BC, (SSR0O09 y SSR344). En las
familias BC>S: se evaluaron los 26 SSR restantes, analizandose en cada familias BC2S: solo
aquellos SSR heterocigotas en la planta BC> que le dio origen (ver Tabla 1.2). La Figura 1.14
presenta, a modo de ejemplo, fragmentos de geles de acrilamida para dos de los SSR (SSR014

y SSR211044) en algunas plantas de las familias BC3S;.

g SSR014
Sl AnLLTTer
LA722 | individuios BC:S+ ,
A SSR 211044
& :
LA722

Figura 1.14- Marcadores SSR014 y SSR211044 probados en los progenitores, la F1y las familias BC2S: del cruzamiento
entre Caimanta de S. lycopersicum (CAIl) y LA722 de S. pimpinellifolium. Las flechas indican los progenitores (CAl y
LA722) y la F1 utilizados como testigos. A continuacion se presentan los genotipos encontrados en la generacion BC2S,
donde observamos individuos homocigotas para el alelo de CAl, individuos homocigotas para el alelo de LA722 e individuos
heterocigotas.

La segregacion mendeliana de los SSR analizados fue probada en cada familia y se
muestra en la Tabla 1.7, indicandose el cromosoma donde se encuentra el marcador, el nimero
total de plantas evaluadas, el nimero de individuos observado para cada genotipo y el valor de
2. Los SSR resaltados en amarillo no ajustaron a la segregacion mendeliana esperada (1:2:1).
So6lo cuatro de los SSR mostraron segregacion distorsionada en cinco de las familias BC.S;. El
SSR162 presentd una reduccion de la cantidad de individuos homocigotas para alelos silvestres
acompafiado de un aumento de homocigotas para alelos de Caimanta en comparacion a lo
esperado en dos familias (VI11-21 y V11-24). Por el contrario, los SSRG036 y SSR286 exhibieron
una disminucion de homocigotas para alelos de Caimanta junto a un exceso de homocigotas
para alelos de LA722 respecto a lo esperado en tres familias (VI1-2, VII-7 y V1I-8). El SSR327
manifestd un exceso de plantas homocigotas de los dos tipos frente a las heterocigotas en la
familia BC2S: VII-24.
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Tabla 1.7- Segregacion de los marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) en cada familia BC2S: del cruzamiento entre
Caimanta de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium.

Familia V11-39
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP e
095 1 30 5 15 10 1,67ns
220060 | 1 30 7 15 8 0,07ns
295 2 30 12 11 7 3,80ns
320 3 30 4 16 10 2,53ns
045 7 24 9 10 5 2,00ns
063 8 30 6 17 7 0,60ns
038 8 30 6 16 8 0,40ns
596 10 30 6 19 5 2,20ns
318 10 30 5 19 6 2,20ns
080 11 30 8 17 5 1,13ns
Familia VI1-48
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP »
095 1 20 9 8 3 4,40ns
220060 | 1 20 8 8 4 2,40ns
295 2 20 1 11 8 5,10ns
320 3 18 4 9 5 0,11ns
014 3 20 5 9 6 0,30ns
115 5 20 6 8 6 0,80ns
596 10 20 5 14 1 4,80ns
318 10 19 1 14 4 5,21ns
080 11 19 6 10 3 1,00ns
Familia VII-21
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP »©
295 2 20 9 9 2 5,10ns
598 2 20 7 11 2 2,70ns
320 3 20 5 9 6 0,30ns
014 3 20 6 8 6 0,80ns
115 5 20 7 9 4 1,10ns
162 5 20 10 10 0 10,00*
045 7 19 8 9 2 3,84ns
327 8 20 8 5 7 5,10ns
Familia VV11-24
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP i
095 1 30 8 20 2 5,73ns
220060 | 1 30 8 19 3 3,80ns
295 2 30 5 15 10 1,67ns
320 3 30 9 18 3 3,60ns
014 3 30 9 18 3 3,60ns
115 5 30 5 17 8 1,13ns
162 5 30 13 14 3 6,80*
211044 | 6 30 6 14 10 1,20ns
128 6 29 8 9 12 5,28ns
327 8 30 12 8 10 6,80*
069 9 28 7 17 4 1,93ns
080 11 30 5 17 8 1,13ns
G036 11 30 8 15 7 0,07ns
1061 11 30 7 15 8 0,07ns
Familia VI1-2
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP e
162 5 20 8 10 2 3,06ns
286 7 20 1 14 5 4,80ns
276 7 18 5 8 5 0,22ns
070 9 20 5 13 2 2,70ns
080 11 20 1 12 7 4,40ns
G036 11 20 0 11 9 8,30*

Cr: cromosoma. n nimero total de individuos. nCC: nimero de individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (C).
NCP: nimero de individuos heterocigotas. nPP: nimero de individuos homocigotas para el alelo de LA722. y2: valor de

chi-cuadrado. ns: no significativo. *: significativo (p < 0,05). En amarillo se destacan aquellos SSR que no presentaron

segregacion 1:2:1 en alguna familia BC2S:.
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Tabla 1.7- (continuacion)

FamiliaV11-7
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP 7
286 7 19 1 8 10 9,00*
276 7 17 3 8 6 1,12ns
045 7 19 3 13 3 2,58ns
596 10 20 5 10 5 Ons
318 10 20 3 13 4 1,90ns
080 11 20 2 11 7 2,70ns
G036 11 20 4 12 4 0,80ns
Familia VI1-8
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP e
320 3 20 5 10 5 Ons
014 3 20 4 12 4 0,80ns
162 5 20 3 15 2 5,10ns
286 7 20 0 11 9 8,30*
276 7 18 7 5 6 3,67ns
045 7 18 5 6 7 2,44ns
Familia V11-12
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP »©
162 5 20 7 7 6 1,90ns
276 7 16 7 3 3,00ns
080 11 20 1 11 8 5,10ns
G036 11 20 2 9 9 5,10ns
Familia V11-17
SSR Cr |n°Total] nCC nCP nPP +©
598 2 30 6 21 3 5,40ns
115 5 30 5 17 8 1,13ns
069 9 29 7 16 6 0,38ns
070 9 29 7 16 6 0,38ns
034 10 30 7 19 4 2,73ns
318 10 30 5 16 9 1,20ns
080 11 30 8 16 6 0,40ns

Cr: cromosoma. n°: nimero total de individuos. nCC: nimero de individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (C).
NCP: nimero de individuos heterocigotas. nPP: nimero de individuos homocigotas para el alelo de LA722. y2: valor de
chi-cuadrado. ns: no significativo. *: significativo (p < 0,05). En amarillo se destacan aquellos SSR que no presentaron
segregacion 1:2:1 en alguna familia BC2S:.

El analisis molecular por marcadores SSR revel0 la existencia de variabilidad en la

composicion genética en las familias BC,S;.

- DETECCION DE QTLs EN LAS FAMILIAS BC,S:

Una vez caracterizadas las familias BC2S: se procedio a estudiar la asociacion entre los
datos fenotipicos y genotipicos con el fin de detectar QTLs de interés agronémico. Se hallaron
20 QTLs (p < 0,01), de los cuales cinco (25 %) fueron altamente significativos (p < 0,001)
(mostrados en gris en la Tabla 1.8). Se encontraron QTLs para el diametro, altura, forma, peso,
namero de I6culos, parametro de color a/b, firmeza y acidez titulable. La forma del fruto fue el
caracter con mas QTLs asociados (seis). La variacion fenotipica explicada por los QTLs estuvo

en un rango de 29 a 83 %. Es importante resaltar que 12 de estos 20 QTLs (60 %) habian sido
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detectados previamente en alguna generacion BCi, BC, o BC:iS: de este cruzamiento
(mostrados en amarillo en la Tabla 1.8).

Tabla 1.8- Asociaciones detectadas entre marcadores SSR y caracteres fenotipicos en las familias BC2S1 con p <0,01.

SSR Cr| Caracter |FliaBC2Sil MediaCC |nCC| MediaCP |[nCP| MediaPP |nPP| R? p

VII-7 635+047b | 4 | 416 +027a | 12| 367+047a | 4 | 054 | 0,0013

1 G036 | 11| Diametro | ViI-12 | 696+053b | 2 | 492+026a | 8 | 451+025a | 9 | 0552 | 0,0027
VIl-24 | 586+039% | 8 | 451029 | 15| 407 +042a | 7 | 030 | 0,0085

2 220060 1 [ Alura VII-39 | 326+008 | 7 [ 327 +0050 [15] 292+007a [ 8 | 029 [ 0,0098
s 506 | 10| Atua VII-39 | 341+008b | 6 | 3,08 +004a | 19| 295+009 | 5| 0,39 | 0,0011
VI-48 | 441+0130 | 5 | 3,87 +0,08ab| 14| 353+029a | 1 | 047 | 00043

4 318 [ 10| Abura VII-39 | 333+009 | 5 | 324 +0050 | 19] 291 +009 | 6 | 0,30 | 0,0087
5 205 | 2] Forma vil-21 | 068+002 [ 8 [ 079+0020 ] 9 082 +00sb] 2] 047] 0,0061
6 069 | 9| Forma VI-17 | 080+002b | 7 [ 0,73 +001a | 16] 074+ 002a | 6 | 036 | 0,0033
7 070 | 9| Forma VI-17 | 0,79+002b | 7 [ 0,73 +001a | 16| 0,74 £002a | 6 | 0,30 | 0,0001
8 034 | 10| Forma VI-17 | 081+002b | 7 [ 074 +001a | 19] 0,71 +002a | 4 | 0,42 | 0,0007
9 080 |11] Forma VI-17 | 079+002b | 8 [ 0,72 +001a | 16] 0780020 | 6 | 034 | 0,0033
VII-7 066+002 | 4 | 0,80+001b | 12| 084+002b | 4 | 068 | 0,0001

10°GO36 | 111 Forma {15 | 06a+003a | 2 | 0.78+001b | 8 | 0830010 | 9 | 073 | <0,0001
11 596 [10] Peso VII-39 | 32,00 £2,05b | 6 [24,39 +1,15a [ 19 [21,72 +224a [ 5 ] 0,34 [ 10,0037
12 318 | 10] Peso VI-39 | 30,79 +232b | 5 [2570 + 1,19ab] 19 [20,31 £ 212a | 6 | 0,29 | 10,0091
VII-7 | 96,29 + 1545b| 4 [41,20 +8,92a | 12 [25,38 + 1545a| 4 | 042 | 0,0093

13 G036 | 11| Peso VII-12 |137,42 +23,06b| 2 [59,05 + 11,53a| 8 |47,88 £ 10,87a| 9 | 044 | 0,0100
VII-24 100,94 * 13,69b| 8 [43,62 + 10,00a| 15 |34,63 = 14,64a] 7 | 0,35 | 0,0031

14 1061 | 11| Peso VII-24 102,28 + 14,93b] 7 [48,08 + 10,20a| 15 [33,38 + 13.96a] 8 | 0,32 | 0,0053
5 276 | 7| o iscuos | V2 417+027b | 4 [ 4360200 | 7 [ 294+031a [ 3| 058 [ 0,0084
VII-7 925+103b | 2 | 529+059 | 6 | 3710651 | 5| 067 | 0,0037

] VII-7 811+091b | 3 | 488+056a | 8 | 363+079 | 4 | 0,61 | 0,0037

0 , )

16 G036 f 11| wLocuos |\ 15 | 985 +070b | 2 | 431+ 050a | 5 | 354 +039 | 8 | 083 | <00001
17 069 | 9| Colorab | vi-17 | 098 +004a | 4 | 1,18 +003b | 7 | 1,26 +004b [ 5| 066 | 0,0008
18 59 | 10| Firmeza | vi-39 | 56,54 + 1,94c | 4 [50,18 +0,89b | 19 44554 +194a | 4 | 0,45 | 0,0009
19 162 | 5 |Ac. Tituable] Vi-12 | 031+002a | 5 [ 0,390,020 | 5] 038+0020] 5[ 054 ] 00100
20 034 | 10]Ac. Tiulable] ViI-17 | 036 +003a | 3 | 0,34 +002a [ 11| 051 +004b | 2 [ 059 | 0,0029

Cr: cromosoma. Media CC o PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas para alelos de Caimanta o LA722.
nCC o PP: nimero de individuos homocigotas. Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas. nCP:
ndmero de individuos heterocigotas. R?: fraccion de la variacion fenotipica explicada. p: probabilidad asociada. Letras
distintitas indican diferencias significativas entre las medias segun el test de Duncan (p < 0,05). En gris se destacan aquellas
asociaciones detectadas con p < 0,001. En amarillo se indican aquellos QTLs encontrados en alguna generacion previa.

Para el diametro de los frutos, se identifico un QTL en el cromosoma 11, el cual fue
detectado en tres (VII-7, VII-12 y VII-24) de las cuatro familias BC2S: en las que estaba
segregando el marcador correspondiente (SSRG036). En la cuarta familia (VII-2), este
marcador mostré una segregacion distorsionada ya que no se hallaron individuos homocigotas
para los alelos de Caimanta entre las plantas evaluadas. Para la altura de los frutos, tres QTLS
fueron encontrados, uno en el cromosoma 1 y dos en el cromosoma 10. En todos ellos, el efecto

de los alelos silvestres disminuyo el valor medio del caracter. Para la forma del fruto, se
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localizaron QTLs en los cromosomas 2, 9, 10 y 11. En algunos de estos QTLs los alelos
silvestres aumentaron el indice de forma, mientras que en otros redujeron este valor de manera
contraria a lo esperado segun los fenotipos progenitores. En cuanto al peso del fruto, se
identificaron cuatro asociaciones y en todas ellas la presencia de alelos silvestres disminuyo el
peso del fruto de acuerdo a lo esperado segln los parentales.

Dos QTLs para el nimero de léculos, que explicaron altos porcentajes de la variacion
fenotipica para el caracter, se localizaron en el cromosoma 7 y 11. Para el indice a/b de color,
se detect6 un QTL altamente significativo (p < 0,001) en el cromosoma 9 que explico el 66 %
de la variacion fenotipica y en el cual los alelos silvestres aumentaron la media del pardmetro.
Respecto a la firmeza, un QTL altamente significativo se encontr6 en el cromosoma 10, pero
en este caso la presencia de alelos silvestres redujo la firmeza de los frutos.

Finalmente, dos QTLs se hallaron para la acidez titulable (cromosomas 5y 10), en los
cuales los alelos silvestres incrementaron el valor medio de acidez de los frutos en concordancia

con el fenotipo observado en los progenitores.
Por otra parte, en las familias BC2S: ninguna de las interacciones evaluadas para los

diversos marcadores asociados a un mismo caracter resultd significativa, no encontrandose

evidencias de epistasis entre los marcadores analizados.

- VALIDACION DE QTLs ASOCIADOS A CARACTERES DE CALIDAD DE FRUTO

La comparacién de los QTLs hallados en las familias BC2S: (p < 0,05) con aquellos
detectados previamente en las generaciones BC1, BC1S: y BC> permitio la validacion de 27
regiones genémicas asociadas a diversos caracteres de calidad del fruto. En la Tabla 1.9 se
presentan aquellos QTLs encontrados en las familias BC2S1 que fueron validados, indicandose
las generaciones en las que se detectaron. Se validaron asociaciones al didmetro, altura, forma,
peso, parametro L y a/b de color, firmeza, vida poscosecha, solidos solubles y acidez titulable
de los frutos. De hecho, se validaron regiones relacionadas a la mayoria de los caracteres
estudiados, con excepcion del pH de los frutos. Ademas, los QTLs para el espesor de pericarpio
y el nimero de Iéculos no pudieron validarse porgque estos rasgos no se evaluaron en las

generaciones precedentes.
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Tabla 1.9- Asociaciones validadas en diversas generaciones del cruzamiento entre Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium.

QTLs
Cr| Caracter SSR Generacion (p) Efecto alelo LA722
L BCz2 (0,0199) disminuye
Diamet 22
ametro 0060 BC2S1 VII-39 (00142) disminuye
095 BC1S1 VII-91 (0,0110) disminuye
1 Altura BC2S1 VII-39 (0,0268) / BC2S1 VII-24 (0,0367) disminuye/disminuye
290060 BC1S1 VII-31 (0,0409) / BC2 (0,0023) disminuye/disminuye
BC2S1 VI1-39 (0,0098) disminuye
Peso 220060 BC1(0,0303) / BC1S1 1X-14 (0,0280) / BC2 (0,0067) disminuye/disminuye/disminuye
BC2S1 VI1-39 (0,0127) disminuye
BC1S1 IX-14 (0,0391) disminuye
P 2
2 €50 9 BC2S1 VII-21 (0,0444) disminuye
. BC1S1 VII-91 (0,0113) Sin diferencias entre individuos PPy CC
Ac. T I 162
S| Ac Titkble 6 BC2S1 VII-12 (00100) aumenta
BCa1 (0,0344) aumenta
lor: L 211044
6 Color 0 BC2S1 VII-24 (0,0445) Sin diferencias entre individuos PP y CC
BC1 (0,0228) disminuye
F 7
o orma 070 BC251 VII-17 (0,0001) disminuye
BCz (0,0058) aumenta
Color: alb 070
oor BC251 VII-17 (00152) aumenta
596 BC1(0,0107) disminuye
Didmetro BC2S1 VII-39 (0,0157) disminuye
318 BCz (0,0027) disminuye
BC2S1 VII-39 (0,0247) disminuye
596 BC1 (0,0010) / BC1S1 VI1I-51 (0,0476) / BC2 (0,0483) disminuye/disminuye/disminuye
Altura BC2S1 VII-39 (0,0011) / BC2S1 VII-48 (0,0043) disminuye/disminuye
318 BC1 (0,0056) / BC2 (0,0483) disminuye/disminuye
BC2S1VI1-39 (0,0087) disminuye
Forma 034 BC1 (0,0007) / BC1S1 VII-51 (0,0495) disminuye/Sin diferencias entre PP y CC
10 BC2S1VII-17 (0,0007) disminuye
596 BC1 (0,0019) disminuye
Peso BC2S1 VII-39 (0,0037) / BC2S1 VII-48 (0,0449) disminuye/disminuye
318 BC1 (0,0009) disminuye
BC2S1 VI1-39 (0,0091) disminuye
Vida poscosechal 318 BC2(0,0470) Lo i aume?ntz? .
BC2S1 VI1-39 (0,0347) Sin diferencias entre individuos PPy CC
. BCz2 (0,0010) disminuye
F 596
rmeza BC251 VII-39 (0,0009) disminuye
. BCaSu1 111-21 (0,0064) / BC1S1 IX-14 (0,0021) aumenta/aumenta
Ac. Titukble 034 BC251 VII-17 (0,0029) aumenta
" BC1 (0,0274) aumenta
Diametro G036 BC2S1VII-24 (0,0085) / VII-7 (0,0013) / V11-12 (0,0027) disminuye/disminuye/disminuye
G036 BCa1 (0,0247) gum_enta
Altura BC2S1VII-24 (0,0158) disminuye
1061 BC1S1 VII-91 (0,0340) disminuye
BC2S1 VII-24 (0,0423) disminuye
BC1S1 VII-91 (0,0008) Sin diferencias entre individuos PP y CC
F 1061
11 orma BC2S1VII-24 (0,0480) aumenta
Peso G036 BC1 (0,0263) aumenta
BC2S1VII-24 (0,0031) / VII-7 (0,0093) / VII-12 (0,0100) disminuye/disminuye/disminuye
. BC1S1 VII-51 (0,0483) Sin diferencias entre individuos PPy CC
Vida poscosecha|] 080 - . Lo
BC2S1VII-17 (0,0458) Sin diferencias entre individuos PPy CC
Sélidos solubles 080 BC1(0,0454) / BC1S1 VII-31 (0,0182) o z'aumenta/z.iume.nta
BC2S1 VII-7 (0,0377) Sin diferencias entre individuos PP y CC
] BC2 (0,0407) aumenta
Ac. Tilable 080 BC2S1 VII-24 (0,0118) disminuye

Cr: cromosoma. Se indica la generacion en la que fue detectado el QTL y entre paréntesis la probabilidad asociada. Se

muestra el efecto sobre el fenotipo del alelo del progenitor LA722 de S. pimpinellifolium.
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El marcador SSR220060 se asocio al peso del fruto en todas las generaciones estudiadas
hasta este momento. Ademas, asociaciones al diametro y la altura, caracteres altamente
vinculados con el peso de los frutos, se validaron para este marcador. EI SSR596, localizado en
el cromosoma 10, fue hallado relacionado a la altura de los frutos en las diferentes generaciones
evaluadas. Conjuntamente, este marcador se asocid al diametro, al peso y a la firmeza de los
frutos en algunas de las generaciones. Sumados a estos, el SSR318 del cromosoma 10 y los
SSRG036 y SSR1061 del cromosoma 11 también se validaron para determinaciones en
caracteres relacionados al tamafio del fruto. Dos QTLs asociados a la vida poscosecha (SSR318
cromosoma 10 y SSR080 cromosomall) fueron detectados en diversas generaciones, si bien
debe notarse que sus probabilidades fueron bajas. Para los parametros L y a/b de color, se
validaron regiones en el cromosoma 6 (SSR211044) y en el cromosoma 9 (SSRO70)
respectivamente. En relacion al contenido en solidos solubles se valido un QTL en el
cromosoma 11 indicado por el SSR080, y tres asociaciones para la acidez de los frutos fueron
encontradas en los cromosomas 5 (SSR162), 10 (SSR034) y 11 (SSR080) en distintas
generaciones de estas retrocruzas.

En la Tabla 1.9 se presenta ademas los efectos del alelo silvestre para cada asociacion
detectada. En general, los efectos fueron consistentes en las diferentes generaciones. No
obstante, en algunos casos el efecto mostrado por los alelos silvestres vario segln la generacion
en la cual se encontré la asociacion, como se observd para varios de los QTLs hallados en el
cromosoma 11. En cuanto a las asociaciones que mostraron mas consistencia, podria resaltarse
los QTLs validados en relacién al pardmetro a/b de color en el cromosoma 9 (SSR070) y a la
acidez titulable en el cromosoma 10 (SSR034), en los cuales la presencia de alelos silvestres

aumento el valor medio del carécter.
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DISCUSION

Dentro de un programa de mejoramiento, el analisis de QTLs en cruzamientos
interespecificos y generaciones de retrocruzas resulta una herramienta muy Util para explorar
el aporte del germoplasma silvestre a la mejora de diversos caracteres y avanzar hacia el
desarrollo de nuevas variedades. Tradicionalmente, los estudios de QTLs se han llevado a cabo
en poblaciones donde alelos de ambos progenitores se hallan relativamente en alta frecuencia
(por ejemplo F2, BCy, RILS), lo cual presenta algunas desventajas a la hora de detectar QTLs y
también al intentar transferirlos a otro genotipo de interés. La gran variancia genética y
fenotipica generada por la elevada segregacion de alelos donantes enmascara efectos
pleiotropicos sutiles, interacciones epistaticas e incluso puede reducir seriamente caracteres de
valor. En relacion a estos, los estudios en generaciones de retrocruzas avanzadas como la BC»
0 BCs, que presentan una menor proporcion del genoma donante, posibilitan una mayor
precision en la determinacion y localizacion de los QTLs (Tanksley y Nelson, 1996). No
obstante, en una retrocruza (BCx) encontraremos solo dos genotipos posibles para cada locus
(homocigotas para alelos del padre recurrente o heterocigotas), y por lo tanto, la ausencia de
homocigotas para alelos del progenitor donante reduce la diversidad genética disponible. Frente
a ello, la autofecundacién de una retrocruza permite la manifestacion de la condicion
homocigota para alelos del donante, posibilitando la exposicion de genes o QTLs aportados por
el dador con algin grado de accion génica recesiva (Tanksley y Nelson, 1996). En este trabajo,
el andlisis de las familias generadas por autofecundacion de la segunda retrocruza (BC2S1) del
cruzamiento entre Caimanta 'y LA722 resultd muy valioso para los estudios iniciales sobre estos
materiales. Contribuyo a la exploracidn de los aportes del germoplasma silvestre, posibilitando
conocer el efecto de diversas regiones gendmicas de S. pimpinellifolium sobre el fondo genético
del material cultivado. Ademas, ya que una retrocruza es una generacion segregante que impide
el ensayo replicado, analizar las familias derivadas de su autofecundacién resulta una manera
alternativa de confirmar o verificar QTLs, es decir, validarlos en diferentes generaciones. El
estudio de las familias BC2S1 permiti6 detectar nuevos QTLs y también validar algunos hallados

previamente.

La autofecundacion de una retrocruza permite la expresion de la recombinacion entre

loci en ambos gametos progenitores, incrementando de esta manera la variabilidad manifestada.
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En todas las familias BC,S: evaluadas en este trabajo se observd la existencia de variancia
genética significativa. Cada una de las familias se origin6 a partir de plantas BC> que
presentaron un determinado porcentaje del genoma de Caimanta recuperado (mayor al 74%), y
por ende una determinada fraccion de alelos de LA722 segregando, lo cual se relaciona con los
diferentes valores de variancia genética encontrados en las diversas familias. Un mayor
porcentaje recuperado del padre recurrente conlleva a una mayor homocigosis y esto se
corresponde con una menor variancia genética. En este sentido, se advirtio que los porcentajes
de variacion genética en general fueron menores respecto de los observados en las familias
BC.S: derivadas del mismo cruzamiento, en las cuales la proporcion del genoma recurrente
recuperada es notablemente menor (Pereira da Costa, 2012). Ademas, si bien el porcentaje de
Caimanta recuperado puede ser similar en distintas familias BC,S;, esto no significa que sean
las mismas regiones del genoma las que se hayan fijado ni las mismas fracciones del
germoplasma silvestre que se encuentren segregando en cada una ellas. De este modo, los
porcentajes de variacion fenotipica atribuible a variacion genética dependieron de la familia
BC.,S: y también del caracter en estudio (resultados Tabla 1.6). No obstante, de forma genérica,
en la mayoria de las familias la variacion en la vida poscosecha de los frutos se debid
principalmente a variaciones ambientales (17,3 % < %VG/VF < 46,9 %, Tabla 1.6), mientras
que en otros caracteres, como el contenido en sélidos solubles, hubo un importante componente
genético en la variacion fenotipica en todas las familias (68,0 % < %VG/VF < 90,8 %, Tabla
1.6). Estas observaciones coinciden con lo indicado en las familias BC1S; (Pereira da Costa,
2012). En un estudio previo, Pratta et al. (2011a) reportaron que la vida poscosecha de los frutos
resultaba muy afectada por las condiciones ambientales propias de cada afo, sin embargo
algunas regiones cromosomicas parecian mantener un efecto estable en diferentes ciclos del
cultivo. Al mismo tiempo, Pratta et al. (2011b) encontraron valores bajos de heredabilidad en
sentido estricto (menor a 0,25) para la vida poscosecha, al evaluar 16 RILs de tomate, derivadas
de un cruzamiento entre los mismos progenitores (Caimanta y LA722), reforzando la idea de

que este es un caracter complejo y altamente influenciado por variaciones ambientales.

Para varios de los caracteres de calidad de fruto estudiados se encontraron individuos
con fenotipos extremos, superiores o inferiores a las lineas parentales, lo cual se conoce con el
nombre de “‘segregacion transgresiva”. Esto resulté bien evidente en el caso de los frutos con

fenotipos de color amarillo y también en aquellos frutos con una elevada vida poscosecha o alto
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contenido en solidos solubles en relacion a los progenitores. Numerosas interpretaciones han
sido sugeridas para explicar este fendmeno de segregacion transgresiva: una elevada tasa de
mutacion, efectos alélicos interloci o epistasis, efectos alélicos intralocus o sobredominancia,
o0 la accién complementaria de alelos aditivos que estan dispersos entre las lineas parentales.
Entre estas, la idea de una accion génica complementaria ha sido frecuente en la interpretacion
del fendmeno de transgresion en plantas, tanto a partir de estudios de genética clasica (Grant,
1975; Vega y Frey, 1980) como de estudios moleculares (de Vicente y Tanskley, 1993;
Monforte et al., 1997). Se postula que los progenitores presentan combinaciones diferentes de
genes con efectos positivos y negativos, de manera que logran medias fenotipicas similares, y
su recombinacion en las generaciones segregantes origina la presencia de fenotipos extremos.
Desde otro punto de vista, la hipdtesis de acciones génicas no aditivas de interacciones inter o
intralocus, también puede explicar la presencia de fenotipos transgresivos en los cruzamientos
interespecificos, particularmente por efectos de la combinacion de estos genomas tan
divergentes. De todos modos, y méas alla de cual sean las bases genéticas que expliquen su
origen, la presencia de estos fenotipos transgresivos mostrd que la recombinacion de los

genomas de ambos progenitores tuvo efectos positivos generandose nueva variabilidad.

En las nueve familias BC>S: evaluadas se hallaron 20 QTLs (p < 0,01), de los cuales
cinco (25 %) fueron altamente significativos (p < 0,001) (resultados Tabla 1.8). Se localizaron
QTLs para el didmetro, altura, forma, peso, nimero de I6culos, pardmetro de color a/b, firmeza
y acidez titulable de los frutos. Ademas, la comparacién de los QTLs hallados en las familias
BC.S: con aquellos encontrados previamente en la BC1, BC1S; y/o BC; permiti6 la validacion
de 12 de estas regiones gendmicas, junto a otras 15 detectadas, con una probabilidad menor al
0,05 en las familias BC2S1 (resultados Tabla 1.9). La forma de los frutos fue el caracter con mas
asociaciones detectadas en las familias BC2S: (seis), en los cromosomas 2, 9, 10 y 11. En
algunos de estos QTLs (SSR295, SSR080 y SSRG036) los alelos silvestres aumentaron el indice
de forma, mientras que en otros (SSR069, SSR070, SSR034) disminuyeron este valor de manera
contraria a lo esperado, segun el fenotipo de los progenitores. No obstante, dos de estos (SSR070
y SSR034) fueron validados en otras generaciones derivadas de este cruzamiento entre
Caimanta'y LA722. Para el didmetro, la altura y el peso de los frutos se observaron asociaciones
con el cromosoma 1 (SSR220060), cromosoma 10 (SSR596 y SSR318) y cromosoma 11

(SSRGO036), algunas con p < 0,05, pero todas validadas a través de diversas generaciones.
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Podemos destacar que el marcador SSR220060 se vinculd al peso del fruto en todas las
generaciones estudiadas hasta este momento, como también el SSR596 a la altura. En la gran
mayoria de estos QTLs la presencia de alelos silvestres redujo la media del caracter de acuerdo
a lo esperado segun los parentales. Esto coincide con diversos estudios en los cuales los hibridos
F1 del cruzamiento entre una especie de frutos grandes y una especie silvestre de frutos chicos
exhibieron tipicamente frutos pequefios, postulandose que en las especies silvestres existen
genes dominantes o parcialmente dominantes responsables de la reduccién del peso de los
frutos (Weller et al., 1988; Grandillo et al., 1999b; Pereira da Costa et al., 2009). Por otra parte,
estas asociaciones conjuntas entre caracteres correspondientes al tamafio del fruto son
esperables dada la estrecha relacion que existe entre ellos, por ejemplo un aumento en el
diametro y/o la altura de los frutos resultara en un incremento concomitante en el peso. De este
modo, resulta probable que se trate de efectos pleiotropicos sobre la altura, el diametro y el
peso, y no de la existencia de distintos QTLs en la misma regién cromosémica. No obstante,
mas estudios son necesarios para dilucidar entre estas alternativas. Dos QTLs se identificaron

para el numero de loculos, en los cromosomas 7 (SSR276) y 11 (SSRG036), los cuales

explicaron altos porcentajes de la variacion fenotipica para el caracter. Estos QTLs no pudieron
validarse debido a que el nimero de I6culos no fue estudiado en las primeras generaciones de
estos cruzamientos.

Para el pardmetro a/b de color, un QTL altamente significativo (p < 0,001) se detectd en
el cromosoma 9 (SSR069) en la BC»S3, el cual no habia sido observado previamente. Este QTL
explicé el 66 % de la variacion fenotipica y la presencia de alelos silvestres en la regién aumentd
la media del parametro a/b. Ademas, otra asociacion con una p < 0,05 fue validada para el indice
a/b en el cromosoma 9 (SSR070), la cual mostré el mismo efecto de los alelos silvestres,
resultando ambas de interés desde el punto de vista agronémico. Segun Sacks y Francis (2001),
el ideotipo de color consiste en valores altos de a/b y bajos de L.

Respecto a la firmeza, se hall6 un QTL altamente significativo para el SSR596 en el
cromosoma 10, en el cual los alelos silvestres determinaron una disminucion en la firmeza de
los frutos. Este efecto, validado en una generacién anterior, no seria deseado desde el punto de
vista de la calidad de los frutos y su comercializacion. Por otro lado, el SSR596 se asocio
tambien a caracteres relacionados al tamario del fruto, lo cual podria explicarse por la presencia
de distintos QTLs cercanos en esta region cromosomica o laaccion de un tnico QTL con efectos

pleiotropicos sobre estos rasgos.
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Finalmente, dos asociaciones a la acidez titulable se localizaron en los cromosomas 5

(SSR162) y 10 (SSR034), en donde los alelos silvestres incrementaron los valores medios de
acidez de los frutos en concordancia con lo esperado en base al fenotipo de los progenitores.
Ambos QTLs fueron validados en alguna generacion anterior de estas retrocruzas.

En adicién, el andlisis de los QTLs detectados con p < 0,05 en las familias BC2S:1 en
comparacion con aquellos hallados previamente permitié sefialar dos QTLs para la vida
poscosecha de los frutos (SSR318 cromosoma 10 y SSR080 cromosoma 11). Si bien debe
advertirse que sus probabilidades fueron bajas, estas asociaciones se validaron en distintas

generaciones. Del mismo modo, un QTL para el contenido en sélidos solubles fue validado en

el cromosoma 11 (SSR080), aunque sus efectos fueron menos estables entre las generaciones.
Estos resultados sefialan que la especie silvestre de tomate S. pimpinellifolium
constituye un recurso genético muy valioso permitiendo ampliar la reducida variacion genética

existente en las variedades cultivadas y mejorar la calidad de los frutos.

En los Gltimos 25 afios, una enorme cantidad de QTLs implicados en distintos aspectos
de la calidad del fruto se han descripto en tomate (Foolad, 2007; Grandillo et al., 2011;
Grandillo et al., 2013; Monforte et al., 2014). Numerosos factores influyen en el poder de
deteccion de un QTL, incluyendo la heredabilidad del rasgo, la accidén génica, el tipo de
poblacion de mapeo, la cobertura de los marcadores, la magnitud de los efectos del QTL, la
distancia entre el locus marcador y el QTL, los efectos ambientales, entre otros (Tanksley, 1993;
Collard et al., 2005). Ciertamente, la deteccion de un QTL puede verse afectada tanto por causas
bilégicas como experimentales. En este trabajo, y coincidiendo con los observado en casi
practicamente todos los estudios de QTLs, se encontraron alelos de la especie silvestre que
tenian efectos contrarios a lo esperado en base al fenotipo silvestre. De hecho, notamos la
existencia de alelos con efectos diversos en ambos progenitores, ratificando la complejidad en
la herencia de los caracteres cuantitativos con influencias de madltiples loci y efectos
ambientales. En algunos casos, el comportamiento del alelo result6 el esperado de acuerdo al
fenotipo de los progenitores y en otros fue opuesto, sefialando que para un caracter pueden
hallarse alelos positivos 0 negativos en ambos progenitores y estos se combinaran en formas
variadas y con diversas interacciones epistaticas. De Vicente y Tanksley (1993) afirmaron que
cualquier padre, incluso el de menor valor para un rasgo, puede llevar alelos que mejoren ese

caracter, aungue esos genes solo se expresen de manera adecuada en determinados background
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genéticos al recombinar con genes del otro padre. De este modo, se vuelve dificil predecir el
valor de un genotipo Unicamente en base a las propiedades fenotipicas de los progenitores
(Lynch y Walsh, 1998). En este contexto, los marcadores moleculares y los analisis de QTLs a
través de las generaciones resultaron herramientas muy valiosas ayudando a identificar algunos

loci con efectos deseados para el mejoramiento, incluso bajo fenotipos desfavorables.
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CONCLUSIONES PARCIALES

» El anélisis de familias derivadas de la autofecundacion de la segunda retrocruza (BC2S1)
entre el cultivar Caimanta y la entrada LA722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium mostrd
la existencia de variabilidad genética para caracteres de calidad del fruto en estos materiales

que puede ser aprovechada.

» Se identificaron diversas regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad del fruto en
las familias BC2S:1 del cruzamiento interespecifico entre Caimanta y LA722, explorando los

aportes de la especie silvestre y sus interacciones con el genotipo cultivado.
» La comparacion a través de distintas generaciones del cruzamiento entre Caimanta y

LA722 posibilitd la validacion de diversas regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad
del fruto.
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CAPITULO II

DESARROLLO DE NILs: OBTENCION Y ANALISIS DE
GENERACIONES BC3 Y BC4
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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha habido muchos trabajos sobre el uso de métodos basados en
marcadores moleculares para detectar, mapear y caracterizar loci responsables de caracteres
cuantitativos en los cultivos. Sin embargo, a pesar de estos, hay pocos ejemplos en los que las
técnicas de marcadores moleculares hayan llevado a la creacion de nuevas variedades. Un factor
central de este bajo impacto de los analisis de QTLs, a partir de marcadores, en el desarrollo de
nuevos materiales, esta relacionado con el hecho de que las investigaciones de QTLs y el
desarrollo de variedades se realizan como procesos separados. Por lo general, primero se
estudian los QTLs y una vez que se detecta alguno potencialmente valioso, nuevos cruzamientos
son necesarios para la obtencion de cultivares comerciales. Esta separacion en pasos discretos
y secuenciales no solo aumenta el tiempo necesario sino también reduce la probabilidad de
utilizar con éxito la informacion del QTL para conseguir una variedad superior. Frente a esta
situacion, Tanksley y Nelson (1996) propusieron una estrategia denominada “Analisis de QTLS
en retrocruzas avanzadas (AB-QTL)” que combina e integra el estudio de QTLs con el
desarrollo de variedades en un mismo proceso. Esta estrategia se basa en la obtencion y andlisis
de poblaciones de retrocruzas interespecificas para la investigacion y transferencia de QTLs
simultaneamente. Marcadores moleculares se emplean para identificar en las poblaciones
segregantes alelos del germoplasma ex6tico con potencial para mejorar caracteres agronémicos,
los cuales seran evaluados en las distintas generaciones de retrocruzas, a la vez que estaran
siendo transferidos a la linea elite. La metodologia AB-QTL propuesta por Tanksley y Nelson
(1996) se compone basicamente de las siguientes fases: (1) generacion del hibrido entre una
variedad elite y, generalmente, una especie silvestre; (2) retrocruzamiento hacia el padre elite
para obtener las poblaciones BC1 (primera retrocruza o backcrossl) y BC» (segunda retrocruza
0 backcross2), que estardn sujetas a seleccion fenotipica o por marcadores contra alelos
indeseables del donante; (3) caracterizacién por marcadores moleculares de la BC, y la BCs
(tercera retrocruza o backcross3); (4) obtencion de familias BCz o BCs (cuarta retrocruza o
backcross4) que se evaltan fenotipicamente y se analizan QTLs; (5) seleccién asistida por
marcadores de regiones genomicas que contienen alelos favorables del donante para la
produccién de lineas casi isogénicas (NILs) en el fondo genético elite; y (6) evaluacion del
comportamiento agrondmico de las nuevas lineas en ensayos replicados. Este proceso conduce

auna mejora gradual de variedades elite a través de la introgresion de QTLs aportados por algin
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pariente silvestre, combinando los estudios de QTLs con el desarrollo de diferentes lineas
mejoradas (Grandillo y Tanksley, 2005). Esta metodologia presenta varias ventajas en
comparacion con los analisis convencionales de QTLs: (1) Se reduce la probabilidad de detectar
QTLs con interacciones epistaticas entre alelos del padre silvestre debido a la alta proporcion
del genoma elite recurrente en las retrocruzas utilizadas. En lugar de ello, habrd mayor
posibilidad de hallar QTLs aditivos con méas chances que funcionen segln lo previsto en el
contexto cultivado. (2) La particion del genoma donante en pequefios componentes permite una
caracterizacion mas precisa de los QTLs y sus efectos génicos. (3) Es mas probable que se
perciban efectos pleiotrdpicos sutiles debido a la mayor homogeneidad del fondo genético.
(4) Pueden identificarse aquellos alelos favorables en el germoplasma exotico que solo se
manifiestan en fenotipos superiores luego de ser aislados de otras regiones del donante. (5) La
poblacién de trabajo resulta mas similar a la linea elite, minimizandose efectos deletéreos del
donante silvestre. (6) Es posible producir lineas casi isogénicas (NILs) para un QTL en solo una
0 unas pocas generaciones después de su deteccion. Es decir, una vez identificado un QTL de
interés, se necesitan pocas generaciones adicionales para desarrollar lineas (Ilamadas NILs) que
contengan Unicamente el fragmento cromosémico del donante conteniendo el QTL y el resto
del genoma sea isogénico al cultivar elite. Estas NILs son candidatas para nuevas variedades
con atributos mejorados, lo cual representa una importante ventaja frente al analisis
convencional de QTLs que puede requerir hasta cinco afios adicionales para crear nuevas
variedades (Tanksley y Nelson, 1996). Siguiendo el AB-QTL analisis, Tanksley et al. (1996)
detectaron diversos QTLs con efectos favorables para caracteres agronomicos y desarrollaron
nuevas lineas con aportes de S. pimpinellifolium LA1589, mostrando los beneficios de esta
metodologia y la contribucion de la especie silvestre a la mejora del tomate cultivado.

La estrategia a seguir en un programa de mejoramiento es una eleccion muy importante,
en la que influyen diversos factores como los objetivos, los costos, el tiempo y los recursos
disponibles, las oportunidades, los criterios del mejorador, entre otros. Los marcadores
moleculares se convierten en una apreciada herramienta para la seleccion asistida (MAS,
Marker Assisted Selecction) dentro de un programa de mejoramiento, ya que una vez que se
detectan marcadores estrechamente ligados a genes o0 QTLs pueden usarse los alelos marcadores
especificos para identificar los individuos que llevan esos genes o0 QTLs de interés. En esencia,
el marcador se emplea como criterio de seleccion indirecta, permitiendo la determinacion de un

caracter basado en el genotipo del marcador asociado en lugar del rasgo en si (Foolad, 2007).
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La seleccion asistida por marcadores puede aumentar en gran medida la eficiencia y eficacia en
el mejoramiento en comparacion con los métodos tradicionales. En el caso del retrocruzamiento
asistido por marcadores, se utilizan marcadores estrechamente ligados a un QTL de interés,
junto con marcadores uniformemente espaciados en el resto de los cromosomas. La seleccién
de plantas en una retrocruza se lleva a cabo en base a la presencia de QTLs de importancia y al
mismo tiempo que posean el menor porcentaje de alelos del progenitor donante en el resto de
los marcadores distribuidos en el genoma. Los ahorros de tiempo con esta metodologia pueden
ser considerables en relacidn al retrocruzamiento convencional. Se estima que de seis a ocho
generaciones de retrocruzas son necesarias para recuperar el genoma del padre recurrente a
través de procesos convencionales: considerando poblaciones grandes, la proporcion tedrica del
genoma recurrente después de n generaciones de retrocruzas es dada por: (2n+1-1)/2n+1
(Tabla 11.1). Sin embargo, si se utilizan marcadores moleculares la introgresién de QTLs y la

recuperacion del genoma del progenitor recurrente pueden acelerarse (Collard et al., 2005).

Tabla I1.1- Porcentaje tedrico del genoma recurrente recuperado luego de diversas retrocruzas por métodos tradicionales.

Generacion Greer;z':met:} ‘zf/dor)e
BC; 75.0
BC, 87.5
BCs 93.8
BC, 96.9
BCs 98.4
BCs 99.2

Asi, por ejemplo, para una generacion BC: se espera un porcentaje promedio del
genoma del padre recurrente del 75 %, no obstante algunas plantas recuperaran mas del genoma
recurrente y otras menos. Los marcadores moleculares permiten distinguir estas plantas,
facilitando el avance hacia la recuperacion del genoma recurrente. El genotipado sumado al
fenotipado de las poblaciones de retrocruzas posibilita detectar plantas con introgresiones de
interés y a su vez con un numero minimo de regiones del dador no deseadas, a partir de las
cuales se pueden derivar nuevas lineas en un corto periodo, con mayor eficacia y rapidez
(Tanksley y Nelson, 1996). De hecho, diversos estudios han mostrado que estas técnicas
disminuyen considerablemente el nimero de generaciones necesarias para el desarrollo de
nuevos materiales respecto a métodos tradicionales. Se ha indicado que después de una

genotipificacion y seleccion en la BC; se requieren solo dos ciclos adicionales de

53



retrocruzamientos acompafiados de seleccion genotipica y fenotipica, pudiéndose hallar
precursores de diversas NILs en la generacién BCz (Eshed y Zamir, 1995). Segln Tanksley y
Nelson (1996), aplicando esta metodologia se pueden derivar NILs directamente de las
generaciones BC3-BCs, aun con un numero relativamente pequefio de plantas. De esta manera,
y siguiendo las bases del AB-QTL analisis, el empleo de informacion fenotipica y molecular
dentro de un programa de mejoramiento basado en retrocruzas puede brindarnos numerosos
beneficios, logrando un proceso mas dirigido y optimizando espacios y recursos en el desarrollo

de nuevas variedades.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener la tercera retrocruza (BCs) del cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la accesion
LA722 de S. pimpinellifolium, mediante asistencia de marcadores moleculares y caracteres

fenotipicos.

» Evaluar la generacion BCs, derivada del cruzamiento entre Caimanta y LA722, mediante

marcadores moleculares de ADN y caracteres fenotipicos de calidad de fruto.
» Detectar QTLs asociados a caracteres de la calidad de fruto, en la generacion BCs, y validar
las asociaciones halladas, a través de la comparacion en las diversas generaciones del

cruzamiento entre Caimanta y LA722.

» Avanzar hacia la cuarta retrocruza (BCs) del cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la

accesion LA722 de S. pimpinellifolium para alcanzar lineas casi isogénicas a Caimanta.

» Conseguir diversas lineas casi isogénicas a Caimanta (NILs) con introgresiones de la

especie silvestre S. pimpinellifolium.

» Ampliar la caracterizacion molecular de las NILs obtenidas con nuevos marcadores de tipo
INDELSs y algunos marcadores funcionales.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL
Previo a este trabajo, se realiz6 el cruzamiento inicial entre Caimanta de S. lycopersicum

(CAIl)y LA722 de S. pimpinellifolium, y luego empleando a Caimanta como parental recurrente
se consiguieron las generaciones BC: y BC, correspondientes (Pereira da Costa, 2012). A
continuacion, como objetivos especificos de esta tesis, se avanzd en las generaciones de
retrocruzas hacia Caimanta. Siguiendo la estrategia disefiada con asistencia de marcadores
moleculares y caracteres fenotipicos, se obtuvieron las generaciones BCs y BCa del
cruzamiento entre Caimantay LA722. En la Figura 11.1 se muestra el esquema de cruzamientos
para este proceso Yy los porcentajes tedricos esperados del genoma de cada progenitor en cada
generacion. Sin embargo, la seleccion asistida nos permite avanzar mas rapido y mas
eficientemente en la seleccion de plantas de interés y en la recuperacién del genoma del padre

recurrente.

LA722

50% CAl
50% LA722

75% CAl

1 25% LA722

87,5% CAl

210 12,5% LA722

93,75% CAl
6,25% LA722

Y
)
c
C

@

CAl
B
B

F

C
96,875% CAI

Ca |2 s Lar22

Figura 11.1- Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las generaciones BC3z y BCa a partir del cultivar Caimanta (CAI)
de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium. Distintos tonos de gris indican el porcentaje tedrico del genoma de cada
progenitor en cada generacion.

Siguiendo esta metodologia se lograron obtener lineas casi isogénicas (NILs) a
Caimanta, a partir de las generaciones BCz y BCa. Es decir, la seleccion asistida posibilito la
identificacion en la generacion BCs y/o BC4 de plantas con solo un segmento de LA722
introgresado (en base a los marcadores SSR analizados) en el contexto genético de Caimanta.

Por tratarse de una retrocruza hacia el progenitor cultivado, el segmento proveniente de la
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especie silvestre se presenta en condicion heterocigota. Por consiguiente, la obtencion de la NIL
homocigota requirié la identificacion, en la autofecundacién de plantas homocigotas, para los
alelos del dador en el segmento de interés, y homocigotas para los alelos del padre recurrente

en todas las otras regiones gendmicas no ligadas (Figura 11.2).

93,75%ca @ —
6,25% LA722 Familias BC3S1
B 25575% cAl 9 Familias BCaS1
3,125% LA722

Figura 11.2- Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las NILs a partir del cultivar Caimanta (CAIl) y LA722. Distintos
tonos de gris indican el porcentaje tedrico del genoma de cada progenitor en cada generacion.

Todos los cruzamientos se realizaron en forma manual siguiendo la técnica descripta
por Rick (1973). La emasculacion de las flores femeninas se realiz6 aproximadamente un dia
antes de la apertura de la flor (estimado por el cambio de color de la corola de amarillo palido
a amarillo crema). Con ayuda de una pinza se eliminaron los estambres, dejando Unicamente
los 6rganos femeninos de la flor, protegidos por los pétalos y sépalos. Para llevar a cabo la
polinizacion, se tomo una flor completamente madura del parental masculino (color de la corola
amarillo intenso) vy, tras realizarle una incisién en el cono de anteras, se extrajo el polen
utilizando una pinza (Figura 11.3). A continuacion, se deposité el polen sobre el estigma de las
flores femeninas previamente emasculadas. Finalmente, las flores polinizadas se ensobraron
para evitar la llegada de polen no deseado, ya sea mediante insectos polinizadores o por el
viento. Los sobres fueron retirados aproximadamente una semana después de la polinizacion

para permitir el crecimiento del fruto.
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Figura 11.3- Imagenes de la metodologia para los cruzamientos dirigidos: emasculacion de flores que seran utilizadas como
progenitor femenino y captura de polen de flores del progenitor masculino.

Luego de obtenidas las semillas, se sembraron en speedlings para su germinacion en los
meses de Julio/Agosto (camparias 2011/2012 y 2013/2014). Los plantines fueron trasplantados
en invernadero, en un disefio completamente aleatorizado, cuando presentaron cuatro hojas
verdaderas totalmente desplegadas. La distancia entre plantas fue de 35 cm y la distancia entre
surcos de 1 m (Figura I1.4). Previo al trasplante, se realizé una fertilizacién organica del suelo.
Las plantas fueron regadas tres veces por semana, lo suficiente para evitar el estrés durante el

periodo de crecimiento.

-

Figura I1.4- Imégenes de los speedlings utilizados para la germinacion y del invernadero.

- Generacion BC3

En la campafia 2010/2011, diversas plantas de la generacion BC, fueron cruzadas hacia
el progenitor recurrente Caimanta obteniéndose la semilla BCs. Para los cruzamientos manuales
se empled el cultivar Caimanta como progenitor masculino y las diferentes plantas BC, como
progenitores femeninos. Todos los cruzamientos BC, x Caimanta que resultaron exitosos y
dieron semilla fueron estudiados (un total de 43). De este modo, en la campafia 2011/2012 se
procedio a la evaluacion de 43 familias BCs, sembrandose entre cinco y diez plantas por familia
bajo invernadero, en un disefio completamente aleatorizado. De cada una de las plantas BCs se
recolecto tejido de hoja para la caracterizacion molecular y se tomaron datos fenotipicos de

caracteres de calidad de fruto.
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Para la caracterizacion molecular se evaluaron 274 plantas, correspondientes a las 43
familias de la tercera retrocruza (BCs), y se emplearon marcadores de ADN del tipo SSR. Para
la evaluacion de los caracteres fenotipicos se estudiaron 178 plantas, correspondientes a las 40

familias BCs que prosperaron, y un total de 1.722 frutos.

- Obtencion de lineas casi isogénicas (generaciones BCs y BCs)

Como se menciono anteriormente, la seleccion de plantas asistida con marcadores SSR
y caracteres fenotipicos dirigio el avance en las generaciones de retrocruzas y la obtencion de
NILs. Una vez alcanzada la tercera retrocruza, diversas plantas BCs seleccionadas se
retrocruzaron hacia Caimanta (nuevamente actuando como progenitor masculino) lograndose
la cuarta retrocruza (BCs). La evaluacion de las generaciones BCz y BCs posibilitd la
identificacion de plantas con la introgresion de algin segmento de S. pimpinellifolium y altos
porcentajes del genoma de Caimanta recuperado. El avance en las retrocruzas se apoyé en
informacion molecular y fenotipica para escoger las plantas més promisorias para continuar en
cada generacion. En una primera etapa, las plantas que llevaban alelos de S. pimpinellifolium
en marcadores de interés eran preseleccionadas. Luego, en una segunda etapa, se elegian
aquellas con la menor proporcién de alelos del dador, en el resto de los marcadores fuera de la
region diana u objetivo. Cuando aun asi se disponia de diversas plantas con una condicién
similar, se utilizaba la informacién de los caracteres fenotipicos de cada planta como criterio
de seleccidn conjunto. De este modo, se fue avanzando en las retrocruzas hasta alcanzar lineas
casi isogénicas (NILs) a Caimanta. Es decir, hasta obtener diversas plantas con regiones Unicas

introgresadas de S. pimpinellifolium LA722 en el contexto genético del cultivar Caimanta.

CARACTERES FENOTIPICOS

Siguiendo las técnicas detalladas en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo I, en
cada planta se cosecharon de 10 a 12 frutos al estado pintén y se evaluaron los caracteres:
peso (g), diametro (cm), altura (cm), forma (altura/didmetro) y vida poscosecha (dias). En frutos
cosechados al estado rojo maduro, se midid: el contenido en sélidos solubles (°Brix), la firmeza
y el color (a través del porcentaje de reflectancia (L) y el cociente a/b). La firmeza y el color
del fruto se determinaron en seis frutos por planta, mientras que para el contenido en sélidos
solubles la unidad experimental fue una muestra de jugo, obtenida a partir de 3 a 8 frutos por

planta, y se realizaron tres repeticiones a partir de tres muestras de jugo independientes.

59



MARCADORES MOLECULARES

En los andlisis de las generaciones BCz y BC4 se emplearon los marcadores moleculares
SSR descriptos en el Capitulo I. Para evaluar cada generacion, se examinaron solo aquellos
marcadores SSR que resultaron heterocigota en la planta que dio origen a la familia en estudio.
El resto de los marcadores habria fijado los alelos de Caimanta y, por lo tanto, no estarian
segregando en la progenie derivada. Para la extraccién de ADN, la amplificacion por PCRy la
visualizacion de los SSR se siguieron los procedimientos detallados en la seccion Materiales y
Métodos del Capitulo I.

- Caracterizacion molecular complementaria mediante INDEL s y marcadores funcionales

Durante el desarrollo de esta tesis, el grupo de trabajo realizé la secuenciacion del
genoma de Caimanta y de la accesion LA722 de S. pimpinellifolium. La obtencion de estas
secuencias gendémicas permitié estudiar en forma precisa el polimorfismo existente entre los
progenitores y confeccionar nuevos marcadores moleculares (Cambiaso et al., 2015). De la
comparacion entre las secuencias de ambos genomas se consiguié una lista de inserciones y

deleciones (INDEL), las cuales fueron utilizadas para el desarrollo de marcadores moleculares

de tipo INDEL. En estos marcadores, el polimorfismo derivado de las inserciones/deleciones

que diferencian los genomas es revelado mediante una amplificacién por PCR con primers que
flanquean la region y posterior resolucion de los fragmentos de diferentes tamafios en geles de
agarosa. Sus ventajas radican en la simplicidad del proceso y la facilidad de obtencion por PCR
y de visualizacion mediante geles de agarosa, sumadas a la posibilidad de realizar PCR
multiples y correr varios INDELs en un mismo gel de agarosa. En la tabla I1.2 se presentan las
secuencias de los primers INDELs empleados y su ubicacion cromosomica. Se analizaron entre
cuatro y siete INDELSs por cromosoma, distribuidos equitativamente en el genoma, y cubriendo

otras regiones genomicas a las ya marcadas o estudiadas por los SSR.
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Tabla I1.2- Marcadores INDELSs y funcionales utilizados para la caracterizacion de las NILs, indicando su ubicacién
cromosomica, el rango de tamafio entre alelos silvestres y cultivados y la secuencias de los primers forward y reverse.

Marcador

Cr Tamafio

Secuencia Primer Forward (5'-3")

Secuencia Primer Reverse (5'-3")

IND1-0149 | 1 |106-133|TTGTTTCTAAGTTTTGATTCATCACC GGTCTACTCCTTTTTCAAAACTCG
IND1-0317 | 1|228-261|TGTAACTTTTCCCCTCTCACG AACACAGCACAGAACCAACG
IND1-0512 | 1|103-127 |[GAAAATCTACTTGTAAAGCACACTCG |AAACTCGCGTTTAAAATGGTG
IND1-8018 | 1 |248-275|AAACAAGGGGTGGAACTGTG TATTCAGCATCTGGGCATGT
IND1-9461 | 1|405-450 |CATGACCTCGTAACTGCCTTC ACAGATTTGGGACCAGTGATCT
IND2-2019 | 2 | 223-264 |[CAGGGAGGCTTCTCAACATAA GCATGGATGTCTCCCATCTT
IND2-3976 | 2 | 208-240 [GGCCTGAATTCTTTCCATTTT TCATCAACTTTTAGTGGCGTTC
IND2-4384 | 2| 118-136 [TGTTACAATTCACCCCACTGC TGATTTTCATAACAAGTAATGCTGCT

Ic 2| 260-235 |GCCGAACACATCAACATTTC CCTTTTCCTAAAAGATTTGGCATGAAG
IND2-4465 | 2 | 163-142 [TGGTGAATTGTAATAACTTGTCTTG CAGCTTGGCTAAGCATACTTTTT

fw2.2 2]168-149 |CATATAAAGTGTACTGACCGTCA CTGTCCTATTCAAGAGGTAAATGAG
IND3-0117 | 3 | 417-478 |GGGGAAGCAAAGTGTCTTCA GCCATAAGCCAAGTCACTTCA
IND3-0448 | 3 | 222-250 [AGAAGATTCGCGCCCATTAT GCCACATGTAGGGTCTTTGG
IND3-5470 | 3|100-115|TGTTGGTTTTGCAAATCAGG TGCAGCCAGAGTTCAGACAT
IND3-6289 | 3 | 207-230 [TGCTCCAAGAACTCCGGTAA ATGGTTCGATTCTTCGTTGC
IND3-7057 | 3 |130-147 [TCCAGACCATATACAGCACCTAAA CTCCAATGGGACCACTGTCT

fw3.2 3 | 326-304 [AAAGTCGAATAAATTAGATGAACTTGA |ATTGGGTCTCTCCTCGCTCT
IND4-0238 | 4 | 141-118 [TCACAATGGTAGGGGTAAGGTC CAAAGCATGTCAAGGTCTTCAA
IND4-0954 | 4 | 238-269 [CAGCAATCCCTTGAAAGTGC AATCTTTCCCCAAGACATGC
IND4-3519 | 4 | 400-449 |AGGCATGTGCTTCCATTTTT ACAACTGGCTACGATCCTGAA
IND4-4286 | 4 | 402-446 |AAGACTGGTGTGCGGTGATT CCAATTTGAGAGCGATAGGC
IND4-6168 | 4 | 212-240 |GGGAGATAACCTGCCATCAG TGCACCAGAGGTAAGTTAGGC
IND5-0325 | 5| 119-142 [CGGAAACGGCTTCTTTACC CGTGTGTAAGTTTTGTGCATTG
IND5-0697 | 5 | 203-230 [CACTTCTCCGCTCCATCATT CATGTTTTTGCCATGGATGA
IND5-1450 | 5 | 408-451 [TTGGAGGCATGTCACTCCTT GCAATTTCGGCCCTTTCTAC
IND5-4612 | 5 | 209-248 [AGGTGATGGCTTTGAGTGTTG CACATCAATCTGCTCCATGC
IND5-5411 | 5 | 388-450 [CATCAGACACCTCAAACACGA GAGAATTTGACACTCGAAACGA
IND5-6112 | 5] 143-113 |[CGGTGGGAGGTGAAAGGTA CCACTTGTTTTCCAAATCAATACA
IND6-3385 | 6 | 208-236 [AATCGCAACTGCAAAAGAAGA TATGGGCAAAAATGGATTGG
IND6-3717 | 6 | 403-460 [TGGTTCATCTATGCCGGATT TCTCCAAATGCCAAGACAAA
IND6-4186 | 6 | 129-108 |GGTTGGAATAAATTCTAAAACAACATT |ACAATGCTTCTCTATTAGGCAAA
INDG-4561 | 6 | 139-124 |[TGGTTTCAATGGGAGATTCA CGTGCTTAGCAATGATGGTG
IND7-0050 | 7 | 150-132 |[CTTGACCTATTTAGCCAAGTTTTATAC |[TCTTTTCCAATGATCTAGCTGAGTA
IND7-0918 | 7 | 225-264 |GTCCCAAACCAGAATCGAGA CATTTTGCACCACATCCAGA
IND7-1436 | 7 | 211-250 [GAGAACTTGTTGCGTGTTCTTG CAGACGACAACGTGACAGGA
IND7-4808 | 7 | 401-451 |GCTGACTGGTCTGGATGGAT CACGTATGAATTGGGCAACA
IND7-6266 | 7 | 204-232 |CCAGCAGTTGTGTCATTAGAGC AAATAAGTTGGCGGTCATGAGT
IND7-6489 | 7 | 122-143 | GGGAATGGAATGATGGTTTG CATCCAGGCCAGGTTGAA
IND7-6590 | 7 | 133-158 [GTTGTTGAACTTAACCGTTCAAAG CCCATGTCTTGGAATATTGTGA
IND8-0171 | 8| 119-99 [AAGATAGCAAGGAAGTTGAAGATCA |AGTTGAACTTGCCGTGTGAA
IND8-0357 | 8 | 110-95 [CTCTGCTGCTGCTGTCGT CTCACTACTCTCTCACCCTGACC
IND8-5616 | 8 | 389-445 [CACTCTCAAGTCTTGTGTCATATTCA  |CCTCTAATTTCCTGGCAAGTGTA
IND8-6049 | 8 | 386-446 |ATGAATAAAATATAGGAAGTCGCACA [GAAAGAGCGAGCCTGCTG
IND8-6206 | 8 | 213-250 [CCTCTGCTTGTCATCCCTTC ACGCTTTAGCTTACAACTACATCTTG
IND8-6582 | 8 | 224-258 |AGCGAAAAGTGTACCCATTGA GGGTTGCATGAAATCTGGAC
IND9-0093 | 9 | 124-149 [AACACGATGGGGTGAAATGT GGAAGAATATTTCATGATGATTTTGAG
IND9-0232 | 9 | 156-138 [ATGACTTAATTCGTTAACATATGACTG |GACTCACATAATTGAAGTTCATTCG
IND9-0744 | 9 | 402-445 |CTCTATGACCAGGCCAACG TTGGAGTTGTCATTTTCTGTGG
IND9-5909 | 9 | 401-453 |AAAATGGGAAATGGCCAAAC AGACAGACCCTGCTCTAATACCA
IND10-0015 10| 141-122 [TTGAGAATGAGGGGGTGTTC TAACCACCCACGACTTAGCC
IND10-0429| 10| 459-407 [ATATTCGGCGTCATTTAGGC GGTCGATCGTTTACTTTTCGAT
IND10-0939 10| 213-243 [CACAAACTTGCGACAACTCAA TGACCTTTATTGAGGCTGGTG
IND10-619610] 114-93 [GGGGTCAGTGGAACAGAAGA TCCTTCCCCACCCTCTTTTA
IND11-0017[11] 134-114 |CATTCCTGTGAAGGCAATATGA GATGTGCTATCAAATAGATGGATGA
IND11-0530( 11| 204-232 [TTTATCTTGCATTTGGTGTTGG ACCCAGCTAAAAGAATGAAGTCG
IND11-4108 11| 383-446 |GTTCATTAAATTATTTTGTGGGGAGT TGTTTAGTCGAAACTTCACTATCTCC
IND11-5266[ 11| 209-235 | CAATTGACACAGTGGAGATAAGTTG TGCATTATCTTGGGCAGAAA
IND11-5323| 11| 130-111 [AAGACAAACATGCCAGCCTTA TTGGAATAAACAAAAACAACAATCA

fas 11] 466-335 [CCAATGATAATTAAGATATTGTGACG  |ATGGTGGGGTTTTCTGTTCA
IND12-0038| 12| 127-108 [GACGAAGCATCTCAGATTCACA TCTTTTGTTTGGGTTTTGCTC
IND12-0379|12|221-247 [AGGGTCTGGCTTAGGCAAAT TGCTATTTTTATGAGCAGATGGTT
IND12-0670| 12| 405-445 [AGGCTTGTTTGGGTGTATCG TGTCTAACAAACAAGGCATTCAA
IND12-1197| 12| 235-270 [GGCATTCTCTAGGCAACAGC GCCAGCTAGCTCGATTTGTC
IND12-6230] 12| 120-141 [ACCTCATGTTCTCAACCCACTT AATCAAGGATAAGTTGTGGTGCT

Cr: cromosoma. El tamafio de los alelos es indicado en pares de bases.
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Para los procedimientos moleculares se utilizaron protocolos estdndares y puestos a
punto en el laboratorio. En la reaccion de PCR para los INDELs, cada muestra (20 ul de
volumen final) consistio de 40 ng de ADN genomico, 2,5 mM de dNTPs, 40 mM de cloruro de
magnesio (MgClz), 10 uM de cada primer, 2 ul de Taq buffer 10X y 1,5 unidades de Taq
polimerasa. Se utilizé el siguiente protocolo de amplificacion: una desnaturalizacion inicial de
5 min a 94 °C y luego se repitieron los siguientes tres pasos: 30 sa 94 °C, 30 s a la temperatura
de annealing y 1 min a 72 °C durante 32 ciclos, finalizando con un paso de elongacién de 5 min
a 72 °C. La temperatura de annealing vario de acuerdo al INDEL amplificado, encontrandose

en un rango de 52 a 56 °C.

La visualizacion de los productos de PCR se realizé mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 %, 2 % o 3 % (dependiendo de la diferencia en los tamafios de los productos de
amplificacion). Para la siembra se afiadieron 4 pul de loading buffer 5X a 15 ul del producto de
PCR. Los geles fueron tefiidos con SYBR Safe y la separacion se llevo a cabo con un voltaje

de 120 V en una cuba de electroforesis horizontal.

Los marcadores funcionales estan basados en el polimorfismo de genes que producen

un cambio fenotipico. Son QTLs cuyos genes subyacentes ya fueron identificados y pueden
proporcionar informacion muy util en la caracterizacion de nuevos materiales. En este trabajo
se disponia de marcadores funcionales para genes que controlan el tamafio y la forma del fruto:
fw2.2 (fruit weight 2.2; Frary et al., 2000), fw3.2 (fruit weight 3.2; Chakrabarti et al., 2013),
fas (fasciated; Rodriguez et al., 2011) y Ic (locule number; Mufos et al., 2011). Estos
marcadores funcionales fueron empleados, junto a los INDELs, para complementar el estudio
de las NILs obtenidas (Tabla 11.2).

ANALISIS ESTADISTICOS
Para el estudio de los caracteres fenotipicos se siguieron las metodologias clésicas de la

genética cuantitativa (Kearsey y Pooni, 1996). La distribucion normal de los caracteres
cuantitativos se verifico a través de la prueba de Shapiro-Wilk (1965). En las distintas
generaciones se analizaron los patrones de distribucion de frecuencias de las variables y se

estimd la variancia genética, calculandose los porcentajes de variancia fenotipica atribuible a
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variancia genética (%VG/VF) mediante un analisis de la variancia (ANOVA) (adaptado de
Mariotti y Collavino, 2014).

Para los andlisis moleculares, y dada la naturaleza codominante de los microsatélites, se
probo la segregacion mendeliana esperada para una generacion de retrocruza (BCx) (1:1,
homocigotas CC: heterocigotas CP) a través de una prueba de y? (Snedecor, 1964).

El porcentaje de germoplasma de Caimanta recuperado fue calculado a partir de los

datos de los SSR evaluados, y se obtuvo como:

N

nCC X 2+ nCP ' 1
Z( ><100) X —
nM x 2 N

i=1

00 GR =

Donde % GR es el porcentaje de germoplasma del padre recurrente (Caimanta) recuperado en
una determinada generacion, nCC el nimero de marcadores SSR que fueron homocigotas para
el alelo de Caimanta en el individuo i, nCP el nimero de marcadores SSR que fueron
heterocigotas para el individuo i, nM numero totales de marcadores SSR evaluados en el
individuo i y N es el nimero de individuos evaluados. Ademas, con base en esto, se grafico la
distribucion de frecuencias para el porcentaje del genoma de Caimanta recuperado en cada
planta BC.

La asociacion entre los marcadores moleculares SSR y los caracteres fenotipicos se
determind a través del método de un solo punto (single point analysis, Tanksley, 1993), como
se especifico en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1. Cuando mas de un marcador
se asocid a un mismo caracter, se aplico un ANOVA a dos criterios de clasificacion para
comprobar el efecto conjunto de los marcadores y segregar el efecto de la interaccion.

Para la validacion de regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad de fruto, se
compararon los QTLs encontrados previamente en la BC1, BC1S1 0 BC> del cruzamiento
(Pereira da Costa et al., 2013) y los detectados en este trabajo, tanto en las generaciones BC2S:
como BCsz, con una probabilidad menor a 0,05. Un QTL se consider6d validado si dicha

asociacion se hallo en dos o mas generaciones diferentes.
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Luego de la caracterizacion molecular complementaria de las lineas obtenidas, el nuevo
porcentaje de germoplasma de Caimanta recuperado fue calculado, a partir de los datos de los
todos los marcadores evaluados (SSR, INDELSs y funcionales), empleando la formula descripta

anteriormente.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software InfoStat Version 1.0
(Di Renzo et al., 2001).
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Capitulo Il - Resultados

RESULTADOS

PARTE I: ANALISIS DE LA GENERACION BCs

- Evaluacion de caracteres fenotipicos en la generacion BCs

La prueba de Shapiro-Wilk verificd que todos los caracteres cuantitativos se
distribuyeron normalmente, con valores de W cercanos a 1 y no significativos, con excepcion
de la vida poscosecha de los frutos. Para los analisis realizados, la vida poscosecha fue
transformada con la funcion logaritmica. La Figura 11.5 muestra frutos representativos de
diferentes plantas de la generacion BCs. Se puede observar la segregacion de tamafio, forma y

color para las familias estudiadas.

Figura 11.5- Frutos correspondientes a diferentes plantas de la generacién BCs.

Como se advierte en la imagen de los frutos, en esta generacién BCz se observo una
importante recuperacion del tamafio y peso de los frutos, lo cual coincide con lo esperado para
una tercera retrocruza hacia el genotipo de mayor peso. Avalando esto, las distribuciones de
frecuencias (Figura I1.6) para caracteres relacionados al tamafio del fruto como el didmetro y la
altura mostraron un importante sesgo hacia el progenitor cultivado. Para el peso de los frutos,
los individuos también se distribuyeron méas cercanos a Caimanta, con una media de 60 gramos
aproximadamente. Contrariamente, la forma del fruto exhibi6 un sesgo en la distribucion hacia
el padre silvestre, apoyando una dominancia hacia LA722 en este caracter.

Para la vida poscosecha de los frutos, la mayoria de los individuos se ubicaron dentro

del rango de valores comprendido entre los progenitores, sin embargo también se encontraron
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algunos individuos transgresivos, incluso con valores bastante elevados de vida poscosecha. Es
importante mencionar que aquellos individuos que manifestaron una vida poscosecha muy
prolongada generalmente se correspondian con plantas cuyos frutos fueron de color amarillo.

En cuanto al color, en esta generacion BCs se hallaron algunas plantas con frutos de
color amarillo, lo cual es evidenciado en valores minimos y, en general, negativos para el indice
a/b y valores altos para L. Las distribuciones de frecuencias para los parametros L y a/b de color
mostraron dos grupos de individuos relativamente diferenciados, vinculados principalmente a
la existencia de plantas con frutos rojos y plantas con frutos amarillos.

Para la firmeza, la distribucion de frecuencias revel6 un desplazamiento hacia el
progenitor silvestre, siendo este el de mayor valor. En el caso del contenido en solidos solubles,
se observé una apertura de la variacidn fenotipica en la generacion BCs respecto de los valores

de los progenitores (Figura 11.6).
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Figura I1.6- Distribucion de frecuencias para los caracteres fenotipicos en la generacion BCs, junto a los valores medios de
los progenitores Caimanta (CAl) y LA722 de S. pimpinellifolium indicados en lineas punteadas.
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Figura 11.6- (continuacion)

frecuencia relativa

frecuencia relativa

28,27

55,53

82,80 110,07
Peso (g)

137,34

164,60

0,927

0,69

0,46

frecuencia relativa

0,23

0,00
-0,02

12,28

24,57 36,87 49,16

Vida poscosecha (dias)

61,45

73,75

0,327

frecuencia relativa

0,00

“32,83

37,55

42,26

46,97 51,69
L

56,40

61,11

65,83

Capitulo Il - Resultados

Figura 11.6- Distribucion de frecuencias para los caracteres fenotipicos en la generacion BCs, junto a los valores medios de
los progenitores Caimanta (CAI) y LA722 de S. pimpinellifolium indicados en lineas punteadas.
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Figura I1.6- (continuacion)
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Figura 11.6- Distribucién de frecuencias para los caracteres fenotipicos en la generacién BCs, junto a los valores medios de
los progenitores Caimanta (CAI) y LA722 de S. pimpinellifolium indicados en lineas punteadas.

En la Tabla I1.3 se muestra el valor medio junto con el error estandar para cada caracter
y los valores maximos y minimos observados en la generacion BCz. Ademaés, se indican los
porcentajes de variaciéon fenotipica atribuible a variacion genética (% VG/VF) para cada

variable estudiada. Los rangos de variacion fueron amplios en todas las variables medidas.
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Tabla I11.3- Valores fenotipicos medios, minimos y maximos de la generacién BCs, junto al porcentaje de variacion
fenotipica atribuible a variacion genética de cada caracter.

BCs
Caracter Media n Min | Max |%VG/VF
Diametro (cm) 489 + 0,08 | 122 | 3,10 | 7,35 68,5
Altura (cm) 4,09 + 0,05 | 122 | 2,90 | 5,58 70,5
Forma 0,85+ 0,01 | 122 0,60 | 1,00 50,5
Peso (g) 62,76 = 2,75 | 122 | 15,73 178,32 64,0
Vida poscosecha (dias) | 15,14 + 1,73 | 49 | 6,13 | 67,60 | 68,9
L 46,56 + 0,88 | 94 | 35,19 [ 63,47 | 90,1
alb 0,60 £ 0,06 | 94 | -0,34 | 1,42 95,2
Firmeza 59,40 + 1,25 | 49 | 40,72 [ 85,00 | 43,9
Solidos solubles (°Brix) | 6,62 + 0,12 | 170 | 4,23 | 11,80 | 89,6

Min.: Valor minimo de la variable. Max.: Valor maximo de la variable. n: nimero de plantas evaluadas. %VG/VF:
porcentaje de variacion fenotipica atribuible a variacion genética. L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color.

La variacion dentro de la generacion BCs resulté significativa para todos los caracteres
(p < 0,0001) y los porcentajes de variacion fenotipica atribuible a variacion genética fueron
elevados. Los parametros de color (L y a/b) junto al contenido en solidos solubles presentaron
los valores mas altos (90, 95 y 90 %, respectivamente), mientras que la firmeza de los frutos

fue el carécter con el menor valor (44 %).

- Caracterizacion por marcadores moleculares de ADN de la generaciéon BC3

Se caracterizaron por marcadores moleculares de ADN del tipo SSR cada una de las
plantas correspondientes a la generacion BCs (total: 274 plantas). De los 28 marcadores SSR
empleados inicialmente en las generaciones BC: y BC1S: para detectar QTLs, dos resultaron
monomorficos en la BCz. En la generacion BCs se evaluaron los 26 SSR restantes, analizandose
en cada familia BC3 solo aquellos SSR que fueron heterocigotas en la planta BC> que le dio
origen. De los 26 SSR analizados, dos fijaron los alelos de Caimanta en todas las familias
estudiadas (SSR288 y SSRH301), mientras que el resto de los marcadores mostro segregacion

en algunas de las 43 familias BCz (Tabla 11.4).

Tabla I1.4- Cantidad de familias BCs en las que segregd cada marcador.

SSR 095 | 220060 | 288 | 295 | 598 | 320 | 014 | 115|162 | 211044 | 128 | 286 | 276
Cromosoma 1 1 1 2 2 3 3 5 5 6 6 7 7
N° Familias BC3 en que
woogelsse | 17| 17 | 0 [20| 3 | 23|21 |18 8 2 2 9 9
SSR 045 327 063 | 038|069 |070 034 |596]318| 080 |GO036 |1061 | H301

Cromosoma 7 8 8 8 9 9 10 | 10 | 10 11 11 11 12

N° Familias BC3 en que
caomel ssr | 19 5 7|87 |4]|3|0]11| 24 12 | 6 0

69



La siguiente figura presenta, a modo de ejemplo, fragmentos de geles de acrilamida al
6 % para dos de los SSR examinados en la generacion BCs, donde CC son los individuos
homocigotas para el alelo de Caimanta y CP son individuos heterocigotas para el locus

microsatélite mostrado (Figura 11.7).

CAl SSR 295 Al SSR014

Q)

LA722 CC CP LA722 CC CP

Figura I1.7- Marcadores SSR295 y SSR014 analizados en los progenitores y la generacion BCs del cruzamiento entre
Caimanta de S. lycopersicum (CAl) y LA722 de S. pimpinellifolium. Las flechas indican los progenitores utilizados como
testigos (CAl y LA722) y los genotipos encontrados en la generacion BCs, donde C representa el alelo de Caimanta y P el

alelo de LA722 para el locus microsatélite.

La segregacion mendeliana de los SSR en estudio, dentro de la generacién BCs, fue
analizada. La Tabla 11.5 muestra la segregacion para cada SSR en la BCs, indicando el
cromosoma donde se localiza, el nimero total de plantas evaluadas, el nimero de individuos
para cada genotipo observado y el valor de ¥2. Como se sefial6 anteriormente, los SSR288 y
SSRH301 no segregaron en las plantas BC3 examinadas, habiéndose fijado en todas ellas los
alelos de Caimanta. De los 24 SSR restantes, solo dos (8 %) mostraron segregacion
distorsionada, de los cuales el SSR162 presentd un exceso de homocigotas (individuos con el

genotipo de Caimanta) mientras que el SSRG036 exhibi6 un exceso de heterocigotas.
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Tabla I1.5- Segregacion de los marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) en la generacion BCs del cruzamiento entre CAl
de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium.

SSR Cr| n |nCC| nCP X2
SSR095 1| 120 | 64 | 56 | 0,53ns
SSR220060 | 1 | 100 | 44 | 56 | 1,44ns
SSR288 1] 12 12 0 [nosegrega
SSR295 21140 | 66 | 74 | 0,46ns
SSR598 2| 23 | 12 | 11 | 0,04ns
SSR320 31154 | 77 | 77 Ons
SSR014 | 3| 150 | 79 | 71 | 0,43ns
SSR115 5] 114 | 61 | 53 | 0,56ns
SSR162 5| 121 | 96 | 25 | 41,66*
SSR211044 | 6 | 12 7 5 | 0,33ns
SSR128 6 19 | 13 6 2,58ns
SSR286 7| 51 | 24 | 27 | 0,18ns
SSR276 7| 54 | 23 | 31 | 1,19ns
SSR045 71126 | 73 | 53 | 3,17ns
SSR327 8| 42 | 27 | 15 | 3,43ns
SSR063 8| 43 | 23| 20 | 0,21ns
SSR038 8| 41 | 20 | 21 | 0,02ns
SSR069 9| 54 | 34 | 20 | 3,63ns
SSRO070 9] 30 | 17 | 13 | 0,53ns
SSR034 |[10| 23 | 15 8 2,13ns
SSR596 |10| 60 | 31 | 29 | 0,07ns
SSR318 |[10| 60 | 30 | 30 ons
SSR080 |11] 169 | 83 | 86 | 0,05ns
SSRG036 |11 92 | 36 | 56 | 4,35*
SSR1061 |11| 51 | 23 | 28 | 0,49ns
SSRH301 | 12| 91 91 0 [nosegrega

Cr: cromosoma. n: nimero total de individuos. nCC: nimero de individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (C).
nCP: nimero de individuos heterocigotas. y2: valor de chi-cuadrado. ns: no significativo. *: significativo (p < 0,05). En
amarillo se destacan aquellos SSR que no presentaron segregacion 1:1 en la generacion BCa.

El porcentaje del genoma del padre recurrente recuperado (% GR) en la generacién BC3
fue 94 %, variando entre el 80 % y el 100 % (Figura 11.8). Este porcentaje coincidi6 con el
tedrico esperado para una tercera retrocruza (93,75 %). En la Figura 1.8 se presenta la

distribucion de frecuencias del porcentaje de Caimanta recuperado en cada planta.

0,337 %GR = 94 %
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Figura 11.8- Distribucion de frecuencias para el porcentaje de genoma de Caimanta recuperado en la generacion BCa.
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- Deteccidon de OTLs en la generacion BCs

En el estudio de las asociaciones entre los datos fenotipicos y moleculares, para cada

marcador se consideraron todas aquellas plantas de la generacion BCz que pertenecian a

familias que segregaban para el locus marcador en cuestion, las cuales derivaban de plantas

BC: heterocigotas en la region. El andlisis de los caracteres fenotipicos junto a los marcadores

moleculares en la generacién BCs permitio identificar diversas regiones gendmicas asociadas a

caracteres de calidad de fruto en esta retrocruza avanzada. Se detectaron 20 QTLs asociados a

los caracteres de calidad con p < 0,05, de los cuales nueve fueron significativos al 1 % y solo
uno al 0,1 % (Tabla I1.6). Es importante destacar que 15 de estos 20 QTLs (75 %) habian sido

hallados previamente en alguna generacion anterior del cruzamiento (indicados en amarillo en

la Tabla 11.6).

Tabla 11.6- Asociaciones detectadas entre marcadores SSR y caracteres fenotipicos en la generaciéon BC3 con p < 0,05.

SSR Cr Caracter MediaCC |nCC| MediaCP |[nCP| R? p
1 095 |1 Diametro 489+012b| 40| 436+012a]38] 011 0,0032
2 220060 | 1 Diametro 488 +014b| 26 | 440+012a31] o011 0,0115
3 G036 |11] Diametro 6,10+ 022b| 13| 516+018a]20] 026 0,0022
4 095 | 1] Atwra | 407:009]| 40| 379+009a| 38| 0,06 0,0258
5 095 |1 Forma 084+001a| 40| 088+001b]38] 010 0,0057
6 220060 | 1 Forma 084+001af 26| 087+001b][31] 008 0,0347
7 034 [10] Forma 087+001b| 6 | 074+002a] 3] 081 0,0009
8 G036 |11]| Forma 077 +002a| 13| 086 +001b][20] 028 0,0014
9 095 |1 Peso 61,87 + 3,83b | 40 | 46,02 £393a] 38| 010 0,0050
10 220060 | 1 Peso 60,02 + 404b | 26 | 4690 +37a [31] 0,09 0,0200
11 G036 | 11 Peso 104,11 + 847b [ 13| 7213 +683a 20 0,22 0,0062
12 115 | 5 |Vidaposcosecha] 10,73 +348a| 15| 21,62 +3270 | 17| 0,22 0,0072
13 095 | 1] cobrL 46,91 + 153b | 26 | 4233+ 159 | 24| 0,08 0,0433
14 080 [11] colborL 4381 +133a 32| 4793+1250] 36 0,07 0,0273
15 080 |[11] cobrab | 082:01b | 32| 044+01a [36] 0,09 0,0107
16 095 | 1 Firmeza 6343+ 175b | 20 | 56,85 + 1.67a | 22| 0,16 0,0095
17 5% |10] Fimezn 62,70 + 151b | 28 | 5500+ 1,74a [ 21| 0,19 0,0016
18 318 [10] Fimen 61,890 + 1.66b | 26 | 56559 + 1,76a | 23| 0,09 0,0335
19 220060 | 1 | Solidos solubles| 6,60 + 0,252 | 31 | 7,43+ 0210 | 46| 0,08 0,0127
20 069 9 | Sélidos solubles 580 + 0,32a | 15 712 +0,44b | 8 0,21 0,0262

Cr: cromosoma. Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para alelos de Caimanta. nCC: nimero
de individuos homocigotas. Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas. nCP: nimero de individuos
heterocigotas. R2: fraccion de la variacion fenotipica explicada. p: probabilidad asociada. Letras distintitas indican
diferencias significativas entre las medias segun el test de Duncan (p < 0,05). En gris se destacan aquellas asociaciones

detectadas con p < 0,001. En amarillo se indican aquellos QTLs encontrados en alguna generacion previa.
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Para el diametro y la altura de los frutos, QTLs que habian sido encontrados en alguna
generacion previa fueron detectados en la BCs (tres para el didmetro, en los cromosomas 1y 11,
y uno para la altura, en el cromosoma 1). En estos QTLs, los alelos silvestres disminuyeron la
media del caracter, en concordancia con lo esperado segun los fenotipos de los progenitores.
Cuatro QTLs se identificaron para la forma del fruto, los cuales mostraron efectos diversos. En
uno de ellos, ubicado en el cromosoma 10, el efecto del alelo de LA722 redujo el indice de
forma, mientras que en los tres restantes ocasion0 un incremento de este indice. Para todos los
QTLs detectados en relacion al peso del fruto (dos en el cromosoma 1 y uno en el cromosoma
11) la presencia de alelos silvestres representd una disminucién en el peso del fruto, de acuerdo
con lo esperado en base a los parentales.

En esta generacion BCs, un QTL para la vida poscosecha de los frutos fue hallado en el
cromosoma 5, el cual explicd el 22 % de la variacion fenotipica observada. La presencia del
alelo silvestre en esta region heterocigota causé un aumento significativo de la vida poscosecha
de los frutos.

En cuanto al color, dos asociaciones se encontraron para el parametro L (cromosomas 1
y 11) y una para el indice a/b (cromosoma 11). Estos QTLs explicaron bajos porcentajes de la
variacion fenotipica y el efecto de los alelos silvestres fue diferente en los dos QTLs para L,
mientras que para a/b redujeron este indice de manera opuesta a lo esperado segun los fenotipos
progenitores. Para la firmeza de los frutos, tres QTLs fueron identificados (uno en el cromosoma
1 y dos en el cromosoma 10) y en todos ellos la presencia de alelos silvestres disminuyd la
firmeza del fruto.

Finalmente, dos QTLs fueron asociados a los sélidos solubles localizados en los
cromosomas 1 y 9, y en los cuales los alelos de LA722 aumentaron significativamente el

contenido en solidos solubles de los frutos.

De todas las interacciones examinadas entre aquellos marcadores asociados a un mismo
caracter, solo uno de los casos manifesto interacciones significativas al 5 %. EI ANOVA a dos
criterios de clasificacion mostroé evidencias de epistasis entre los marcadores SSR095 y SSR318
para la firmeza de los frutos (Tabla 11.7). Los efectos individuales de los marcadores
permanecieron significativos a pesar de la epistasis encontrada. Los dos SSR en conjunto
explicaron un mayor porcentaje (44 %) de la variacion fenotipica que en forma individual. La

Tabla 11.7 muestra el cuadro de analisis de la variancia para esta interaccion.
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Tabla I11.7- Cuadro de analisis de la variancia a dos criterios de clasificacion para la firmeza de los frutos.

Variable N R2 R2 Aj CV

Firmeza 42 0,44 0,40 10,96

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1285,49 3 428,50 10,10  <0,0001
SSR095 472,44 1 472,44 11,14 0,0019
SSR318 564,86 1 564,36 13,32 0,0008
SSR095*SSR318 291,27 1 291,27 6,87 0,0125
Error 1611,4 38 42,41
Total 2896,89 41

N: nimero de plantas. R?: coeficiente de determinacion del modelo. R Aj: R? ajustado. CV: coeficiente de variacion.
F.V.: fuente de variacion. SC: sumas de cuadrados. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios. F: valor F de Snedecor.
p: probabilidad asociada. En gris se destaca la probabilidad asociada para la interaccion de los SSR.

- Validacion de QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto

La evidencia de un QTL en distintas generaciones representa una alternativa para validar
asociaciones encontradas cuando se trabaja con poblaciones segregantes que impiden replicar
el ensayo. La comparacion entre los QTLs detectados en la BC2S1 y en la BCs en este trabajo,
y también con la BC1, BC1S1 y BC> de un estudio previo, permitié confirmar diversas regiones
gendmicas asociadas a caracteres de calidad del fruto, a través de estas generaciones derivadas
del cruzamiento entre Caimanta y LA722, posibilitando la validacion de 38 QTLs. Se validaron
asociaciones a casi todos los caracteres de calidad en estudio, con excepcién del espesor de
pericarpio y el pH. La Tabla 11.8 presenta los 38 QTLs validados, indicando las generaciones
en las que fueron hallados, seguidas de su probabilidad asociada.

Tabla I11.8- Asociaciones validadas en diversas generaciones del cruzamiento entre Caimantay LA722 de S.
pimpinellifolium, mostrando las generaciones en las que fueron detectadas y el efecto sobre el fenotipo del alelo de LA722.

QTLs
Cr| Caracter SSR Generacion (p) Efecto alelo LA722
095 BC1S1 VII-91 (0,0017) disminuye
Didmetro BCz3 (0,0032) _ .dismint.Jye.
220060 BC2 (0,0199) / BC2S1 VII-39 (0,0142) disminuye/disminuye
BCs (0,0115) disminuye
BC1S1 VII-91 (0,0110) disminuye
095 BC2S1 VII-39 (0,0268) / BC2S1 VII-24 (0,0367) disminuye/disminuye
Altura BCs (0,0258) disminuye
220060 BC1S1 VII-31 (0,0409) disminuye
1 BC2 (0,0023) / BC2S1 VII-39 (0,0098) disminuye/disminuye
095 BC1S1 VII-91 (0,0062) disminuye
BC3 (0,0050) disminuye
Peso BC1(0,0303) / BC1S1 IX-14 (0,0280) disminuye/disminuye
220060 BC2 (0,0067) / BC2S1 VII-39 (0,0127) disminuye/disminuye
BC3 (0,0200) disminuye
Firmeza 095 BC2S1 VII-48 (0,0118) d?sm?nuye
BC3 (0,0095) disminuye
Sélidos solubles | 220060 BC1S1 1X-14 (0,0168) Sin diferencias entre PP y CC
BCz3 (0,0127) aumenta
BC1S1 1X-14 (0,0391) disminuye
2| Peso 295 BC2S1 VII-21 (0,0444) disminuye

Cr: cromosoma. Se indica la generacion en la que fue detectado el QTL y entre paréntesis la probabilidad asociada.
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Tabla 11.8- (continuacion)

Cr| Caracter SSR Generacion (p) Efecto alelo LA722
. BC1S1 VII-91 (0,0113) Sin diferencias entre PP y CC
S| Ac. Tiuible | 162 BC2S1 VII-12 (0,0100) aumenta
. BCu1 (0,0344) aumenta
6 Color: L 211044 BC2S1 VII-24 (0,0445) Sin diferencias entre PP y CC
7 n° Loculos | 276 BC2S1 VII-2 (0,0084) / BC2S1 VII-7 (0,0037) disminuye/disminuye
BC1 (0,0228) disminuye
o Forma 070 BC2S1 VII-17 (0,0091) disminuye
. BCz1 (0,0058) aumenta
Color:a/b | 070 BC2S1 VII-17 (00152) aumenta
596 BC1(0,0107) disminuye
" BC2S1 VII-39 (0,0157) disminuye
Diametro —
318 BC1 (0,0027) disminuye
BC2S1 VII-39 (0,0247) disminuye
596 BC1 (0,0010) / BC1S1 VII-51 (0,0476) disminuye/disminuye
Altura BC2 (0,0483) / BC2S1 VII-39 (0,0011) / BC2S1 VI1-48 (0,0043) disminuye/d ?sminuye/d isminuye
318 BC1 (0,0056) disminuye
BC2 (0,0483) / BC2S1 VII-39 (0,0087) disminuye/disminuye
BC1 (0,0007) / BC1S1 VII-51 (0,0495) disminuye/ Sin diferencias entre PP y CC
Forma 034 BCz2S1 VII-17 (0,0007) disminuye
BC3 (0,0009) disminuye
10 596 BCz1 (0,0019) . 'disminL.Jye_
Peso BC2S1 VII-39 (0,0037) / BC2S1 VII-48 (0,0449) dlsmlngye{d isminuye
318 BC1 (0,0009) disminuye
BC2S1 VII-39 (0,0091) disminuye
. BC2 (0,0470) aumenta
Vida poscosechaf 318 BC2S1 VII-39 (0,0347) Sin diferencias entre PP y CC
BC2 (0,0010) / BC2S1 VII-39 (0,0009) disminuye/disminuye
596 S
Firmeza BCs (0,0016) d!sm!nuye
318 BC:2 (0,0010) disminuye
BC3 (0,0335) disminuye
034 BC1S1 111-21 (0,0064) / BC1S1 1X-14 (0,0021) aumenta/aumenta
Ac. Titulable BC2S1 VII-17 (0,0029) aumenta
596 BC2S1 VII-39 (0,0469) / BC2S1 VI1I-48 (0,0223) Sin diferencias entre PP y CC/disminuye
BCx1 (0,0274) aumenta
Diametro G036 BC2S1 Wi1-24 (0,0085) / BC2S1 ViI-7 (0,0013) / BC2S1 ViI-12 (0,0027) disminuye/disminuye/disminuye
BC3 (0,0022) disminuye
G036 BCu1 (0,0247) gumgnta
Altura BC2S1 VII-24 (0,0158) d!sm!nuye
1061 BC1S1 VII-91 (0,0340) disminuye
BC2S1 VII-24 (0,0423) disminuye
BC2S1 VII-7 (0,0001) / BC2S1 VII-12 (<0,0001) aumenta
G036
Forma BCs (0,0014) _ aumetnalaumenta
1061 BC1S1 VII-91 (0,0008) Sin diferencias entre PP y CC
BC2S1 VII-24 (0,0480) aumenta
1 BCu1 (0,0263) aumenta
Peso G036 BC2S1 Wi1-24 (0,0031) / BC2S1 VII-7 (0,0093) / BC2S1 ViI-12 (0,0100) disminuye/disminuye/disminuye
BC3 (0,0062) disminuye
. BC1S1 VII-51 (0,0483) Sin diferencias entre PPy CC
Vida poscosecha| - 080 BC2S1 VII-17 (0,0458) Sin diferencias entre PP y CC
n° Loculos G036 | BC2S1 ViI-24 (0,0123) / BC2S: ViI-7 (0,0037) / BC2S1 ViI-12 (<0,0001) disminuye/disminuye/disminuye
Color: L 080 BC1S1 111-21 (0,0423) Sin diferencias entre PP y CC
BCs (0,0273) aumenta
Color- alb 080 BC2S1 VII-24 (0,0408) aumenta
BC3 (0,0107) disminuye
- BC1 (0,0454) / BC1S1 VII-31 (0,0182) aumenta/aumenta
S6lidos solubles | - 080 BC2S1 VII-7 (0,0377) Sin diferencias entre PP y CC
Ac. Titulable 080 BC2 (0,0407) / BC2S1 VII-24 (0,0118) aumenta/disminuye

Cr: cromosoma. Se indica la generacion en la que fue detectado el QTL y entre paréntesis la probabilidad asociada.
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De las 38 asociaciones validadas, 15 fueron detectadas en mas de dos generaciones o
familias a lo largo del proceso. Dentro de estas 15, nueve fueron halladas en tres, dos en cuatro
y cuatro en cinco de las diversas poblaciones o familias estudiadas. En la Tabla 11.8 se presenta
también el efecto de los alelos silvestres sobre la media del caréacter en cada generacion. Para
muchos de los QTLs (24 de 38) los efectos fueron consistentes a través de las generaciones, sin
embargo, para otros ciertas discrepancias fueron observadas. Podemos notar que mayormente
estas diferencias no correspondieron a efectos opuestos (es decir, aumento/disminucion de la
media), sino que fueron discrepancias en las que en alguna generacion los alelos silvestres
aumentan o disminuyen la media y en otra el efecto principal es causado por el heterocigota,
no habiendo diferencia entre los individuos homocigotas.

La asociacion entre el peso y el SSR220060 (cromosoma 1) fue detectada en las tres
generaciones BC1, BC, y BCs, y también en algunas familias BC1S; y BC,S;. Para este QTL,
los efectos fueron estables a lo largo de todas las generaciones evaluadas. Los alelos silvestres
redujeron significativamente el peso del fruto, de acuerdo a lo esperado en base a los fenotipos
parentales. Ademas, esta region se asocio a otros rasgos estrechamente vinculados al peso,
como el didmetro y la altura. Los marcadores SSR596 y SSR318, localizados en el cromosoma
10, también se encontraron relacionados a caracteres del tamafio del fruto en diversas
generaciones. Asimismo, para estos marcadores se valido una asociacion a la firmeza del fruto,
donde los alelos silvestres disminuyeron este rasgo, lo cual no seria deseable desde el interés
comercial. La misma tendencia se observo para el SSR095, localizado en el cromosoma 1. El
SSRG036 también estuvo asociado al diametro, altura y peso de los frutos en diversas
generaciones, pero en este caso los efectos fueron menos consistentes.

Dos QTLs fueron validados para la vida poscosecha de los frutos, uno en el cromosoma
10 y otro en el 11. Para el SSR080 (cromosoma 11), los efectos fueron estables, siendo el
heterocigota quien presento ventajas significativas, aumentando el valor de la vida poscosecha,
mientras que los individuos homocigotas no difirieron para el caracter.

Respecto a las asociaciones validadas para los solidos solubles, tanto en el cromosoma
1 como en el 11, los alelos de LA722 aumentaron este caracter, advirtiéndose que en algunas
generaciones fue el heterocigota quien manifestdé mayor contenido en sélidos solubles, sin
diferencias entre los homocigotas. Para los QTLs validados en relacién al color y la acidez

titulable, los efectos de los alelos silvestres fueron variables en las diversas generaciones.
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PARTE Il: OBTENCION DE LINEAS CASI ISOGENICAS

Como se sefialo anteriormente, la seleccidn de plantas asistida con marcadores SSR y
caracteres fenotipicos permitié identificar lineas casi isogénicas a Caimanta, con aportes de S.
pimpinellifolium, en las generaciones BC3 y BC4 del cruzamiento. Los datos moleculares y
fenotipicos asistieron en la introgresion de regiones genémicas de LA722 y en la recuperacion
del genoma de Caimanta, lograndose un proceso mas dirigido y una mejora significativa en la
eficiencia en cuanto a tiempos y cantidad de materiales requeridos.

En la campafia 2011/2012 se evaluo6 la generacion BCsz y utilizando la informacion
brindada por los caracteres moleculares y fenotipicos se escogieron diversas plantas BCs:

- Por un lado, pudieron hallarse en la generacion BCz plantas que presentaron solo un marcador
con alelos silvestres, siendo el resto como el genoma de Caimanta. Estas plantas representan
lineas casi isogénicas a Caimanta, en las que cada una lleva un Unico fragmento de LA722
introgresado (en base a los SSR analizados en este proceso). De esta manera, se encontraron
siete plantas BCs, con regiones Unicas de LA722, determinadas por un SSR particular en el
contexto de Caimanta. Al tratarse de una retrocruza, estas NILs BCs llevan el fragmento de
LA722 en condicion heterocigota (“CP”, donde C representa el alelo de Caimanta y P el alelo
de LA722 para un locus microsatélite dado) (NIL-CP) y generaran la NIL homocigota (NIL-PP)
luego de la autofecundacion (BC3S:1). Asi, en la generacion BCs se alcanzaron las primeras siete
NILs (indicadas en naranja en la Figura 11.9).

- Por otro lado, se seleccionaron plantas BCs que no constituian NILs pero resultaban muy
prometedoras debido a la alta proporcion del genoma de Caimanta recuperado. Se dividieron
en dos grupos: (1) aquellas que poseian la introgresion de algin segmento de S. pimpinellifolium
de interés, y no mas de dos introgresiones adicionales del dador fuera de la region diana, fueron
autofecundadas avanzando hacia la BC3S1. A partir del analisis de estas plantas BC3Sy, en la
campafa 2013/2014, se consiguieron seis nuevas NILs (indicadas en verde en la Figura 11.9);
(2) aquellas que presentaron mas de dos introgresiones adicionales a la region de interés, fueron
retrocruzadas nuevamente hacia el progenitor recurrente Caimanta para obtener la semilla BCa.
A partir del estudio de las familias BC4, en la camparia 2013/2014, se seleccionaron siete NILs
adicionales (indicadas en azul en la Figura 11.9). En estas NILs BC3S: y BC4 la introgresion
silvestre se presenta en condicion heterocigota (NIL-CP), generandose la NIL homocigota
(NIL-PP) luego de la autofecundacion (BC3Sz y BC4Sy).
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En sintesis, finalizado este proceso se consiguieron 20 genotipos con regiones Unicas
introgresadas de S. pimpinellifolium LA722 en el contexto genético del cultivar Caimanta
(Figura 11.9).

Figura 11.9- Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las NILs, a partir del cultivar Caimanta (CAl) y LA722, y Tabla
indicando la generacion en la cual se obtuvieron las diferentes NILs para cada SSR particular.

I_CAJ X | SsRr cr | NILCP [ NIL-PP
1| 095 1 BC4S1
[ 2 | 220060 1 BC4S1
{ 3 295 2 BC4S1
{ F@ 4| 598 2 BC3 BC3S1
j - 5|320-014 | 3 BCs3 BC3S1
! 6| 115 5 BCs3 BC3S1
BC 7| 162 5 BCs3 BC3S1

8 | 211044 6 BCsS1 | BC3S2

9| 286 7 BC3 BC3S1

10| 276 7 BCsS1 | BC3S2

BC2 " 11| o045 7 BCsS1 | BCsS2

2| 327 8 BCs3 BC3S1

13063-038 | 8 BC4S1

14| 069 9 BCs3 BC3S1

ECE] 15| 034 9 BCaS1 | BC3S2

- 16| 5% 10 | BCsS: | BCsS:

17| 318 10 | BCsS:1 | BCsS:

18] 080 11 BC4S1

19| Go3s 11 BC4S1

20| 1061 11 BCaS1

De los 28 marcadores SSR empleados inicialmente, dos (SSR0O09 y SSR344) resultaron
monomorficos en la generacion BC, y otros dos (SSR288 y SSRH301) en la generacion BCa.
Estos marcadores fijaron los alelos de Caimanta en todas las plantas evaluadas, perdiéndose la
posibilidad de alcanzar NILs con introgresiones silvestres en esos segmentos cromosémicos.
Luego, para 22 de los 24 SSR restantes se lograron obtener 20 NILs (Figura 11.9), de las cuales
18 presentan una introgresion silvestre en un Gnico locus marcador, y en las otras dos la region
introgresada comprende dos loci marcadores cercanos entre si. Es decir, para 18 de los 22 SSR
se consiguid alguna planta en la generacion BCs, BC3S1 0 BCa4 que present6 solo ese marcador,
con alelos silvestres, siendo el resto como el genoma de Caimanta. Por otra parte, para los otros
cuatro SSR (SSR320-SSR014 y SSR063-SSR038) el segmento de LA722 introgresado abarcd
dos marcadores que no lograron recombinarse debido a encontrarse muy préximos entre si. De
esta manera, las NIL320-014 y NIL063-038 llevan un segmento cromosémico silvestre que

incluye a ambos marcadores contiguos. Por otro lado, recientemente, en un andlisis de plantas
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BCsS2 pudieron identificarse NILs para los dos SSR faltantes del grupo de 24 (NIL128 y
NILO70), sin embargo por cuestiones de tiempo estas no llegaron a ser evaluadas dentro de la

presente tesis.

Como resultado final, luego de todo el proceso de seleccion se lograron obtener 22 NILs.
Es decir, se generaron 22 lineas casi isogénicas en las que cada una lleva un fragmento Unico
de S. pimpinellifolium LA722 introgresado (determinado por un marcador SSR particular) en el

contexto genético del cultivar argentino Caimanta (Figura 11.10).

Figura 11.10- Representacién esquematica de los 24 SSR para los cuales se logré obtener una NIL.

Crl Cr2 Cr3 Créd Cr5 Cré Cr7 Cr8 Cr9 Cr 10 Cr1l Crl2
] ] B ] | ssr211024 [T - ] j M ] B
| SSR286 — | u
L SSR080—
SSR115— ] __| S5R069—  |55R596—
|| — | | —
— o SSR327—
_ SSR276 —| _
| |ssra9s ssr128_| | ssko70 |
SSR095_| — | | | sSR318—
" |SSR598 — - |
] SSR063 -] SSRG036-
- u - SSR038 —
SSR034—
SSR220060 | 55R320_ SSR162 — SSR045 — 1 SSR1061—
| | SSRO14 — ||

CARACTERIZACION MOLECULAR COMPLEMENTARIA DE LAS NILs

El desarrollo de nuevos marcadores moleculares, gracias a la secuenciacion de los
parentales, permitié estudiar en mayor profundidad la constitucion gendémica de las lineas
generadas y avanzar en su caracterizacion genotipica. Para ello, cada una de las 22 lineas
obtenidas en una primera instancia, derivadas de las generaciones BC3, BC4, BC3S1 0 BC3S2 y
que llamamos NILs-CP por presentar la region SSR introgresada de LA722 en condicion
heterocigota, fueron evaluadas mediante nuevos marcadores INDELs y algunos marcadores
funcionales. En la Figura 11.11 se muestra, a modo de ejemplo, un fragmento de gel de agarosa
al 2 % en el cual se analizaron dos INDELs del cromosoma 3, IND3-0117 y IND3-0448, que
fueron amplificados en una misma PCR (multiplex) y se separaron en el gel debido a sus
diferentes tamafios. Como se observa, en las nuevas regiones examinadas la mayoria de las
NILs exhibieron alelos de Caimanta (CC), no obstante algunas presentaron introgresiones

adicionales de LA722 en estas regiones gendémicas (principalmente heterocigotas, CP).
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Capitulo Il - Resultados

IND3-0117y IND3-0448

Figura 11.11- Marcadores IND3-0117 y IND3-0448 en los progenitores (Caimanta (CAI) y LA722 de S. pimpinellifolium), F1
y algunas de las NILs obtenidas. Las flechas indican los progenitores y F1 utilizados como testigos. A continuacion se
presentan los genotipos encontrados en algunas NILs, principalmente individuos homocigotas para el alelo de CAl (CC) y
algunos individuos heterocigotas (CP).

A continuacion, la Tabla 11.9 presenta el genotipo de cada una de las 22 NILs, para los
nuevos marcadores, junto a los SSR utilizados a lo largo del proceso de seleccién. Se indican
los marcadores analizados, el cromosoma al que pertenecen y el genotipo manifestado por cada
NIL, donde C representa el alelo de Caimanta y P el alelo de LA722 para un locus dado. Para
cada linea, en naranja se marca la region determinada por un SSR particular, por la cual habia
sido seleccionada esa linea, y que corresponde al fragmento introgresado de S. pimpinellifolium
LA722 (considerado como Unico hasta ese momento). En amarillo se sefialan nuevas
introgresiones provenientes de la especie silvestre detectadas mediante los marcadores INDELSs

y los marcadores funcionales.
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Tabla 11.9- Perfil de marcadores SSR, INDELs

funcionales de las 22 lineas obtenidas.

NIL-CP 095 [220060| 295 | 598 | 320 | 115 | 162 |211044| 128 | 286 | 276 | 045 | 327 | 063 | 069 | 070 | 034 | 596 | 318 [ 080 | G036 | 1061
Cr 1 1 2 2 3 ) ) 6 6 7 7 7 8 8 9 9 9 10 10 11 11 11
IND1-0149 cc|fcc)|cc|cp cc|lcc|pcp|cc|cc|cc sd cC sd cc | cc sd cc | cc|cc|cc sd ccC
— IND1-0317 cC cC cCc CcCc cCc cC cC cC CcC CcC cCc cC sd cC cC cC CcC cc cc cC cC cC
§ IND1-0512 cclfcc|ljecc|jcecc|ccy)pcecc|cec|cc PP | CC|CC|cCc|fcc|jcc|cc|fccjpcececfcecc)pecc|cecc|cc)ce
8 SSR095 (7770) CP CcC cc cCc cCc CcC cC cC cC CcC cCc CcCc cCc cC cC cC CcC cCc CcCc cCc cC cC
g IND1-8018 cCP[cc|jcc|jcc|ceccjeccfcecc|jeccjeccfcecc)jeccfceccjeccjeccf|feccyjecc|fceccy|jeccyjcecy|cecec)cee|ce
8 SSR220060 (8170) cC CP cC cCc CcCc cC cCc cc cC cC cc CcCc cCc cC cc cC cC cc CcCc CcCc cC cCc
o IND1-9461 CC [ CcP cc|lccjcecc|yceccyjeccfcecc|ceccy|cecec|cc|cc sd cc|lcc|jccfccpeccjcecc|cc)ce|ce
SSR288 (9692) cclfccjljceccjceccjeccjeccfccjeccjceccfceccjeccfceccjeccjcecec|jceccjecc|fcecc|jcecc|cecc|cc)cecec|ce
IND2-2019 cC CcC cC cC CP cC PP CcC cCc cCc CP cC CP CcC CP cc cCc cC cC cC
o~ SSR295 (3791) cc cc|lccjeccfceccjecfcecc|feccjececfcececyjyecjcecc|peccyjeec|fceccy|peccjcececy|cecc)cee|ce
<§( IND2-3976 cC cCc cCc cC CP cC cC CcC cCc CcC sd cC CP cC CcC cC cCc CP CP cC
8 IND2-4348 cC cc|lcc|jcc|cec)peccfcecc|cecc|cec|ce sd ccfcc|jccfccpeccjcecc|cc)cee|ce
g Ic CP cCc CcCc cCc cC CP CcC cC cCc CcCc sd CP cC CcC CcC cCc CcCc cc CcC cC
8 IND2-4465 CcC cc|lcc|jcc|fceccjeccfcecc|cecc|cec|ce sd cc|lfcc|jccfcc|pecc|jcecc|cc)ce|ce
© SSR598 (4585) cc CP CcC cCc cc cC cC cC cCc CcCc cC CcC cc cCc cCc cC Ccc cCc cCc cC
fw2.2 CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CC CcC CcC sd CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
IND3-0117 cc CP cc|lcc|)jecpfcc|lceccjceccfcecc)jecfcecc|leccjececfceccjeccjcecc|ceccy)ceec|cec|cc
™ IND3-0448 CcC CcC CcC cC CP CcC CcC CC CcC cC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC cC CcC CcC
§ IND3-5470 CP PP CP CP CP PP PP EBE BE CP CP 712 PP CcP CcC CP PP cc CP CP
8 IND3-6289 CP CP CP cC PP PP CcC PP cCc cCc CP CP CP CP CcC cCc cCc cCc cC cC
g SSR320 (6916) cc cC|CcP|cCcC|fcc|jccfcc|lcc|jeccfceccjyecc|jcecc|ceccypeccfcececpeccjcecc|cecc)ce|ce
8 SSR014 (6976) cCc CC | CP CcCc cC cC cC cC cCc CcCc cc CcC cC cCc cC cc CcCc cCc cCc cC
o IND3-7057 CcC cc|cp|jccfccyjeccfcecc|eccjeccfceccyjeccjecc|jeccyjpeccfcececyjpeccjceccy|cec)ce|ce
fw3.2 CcC cclcc|lcp|cc)lccfcc|cc|cc| ce sd cc | cc|cc | cc|cp PP CcC | cCc | cc
: IND4-0238 CcC CP CP cC PP CP cC CcC cC cC CP CP CPl CcC CP CcC cC cC cC cC
z IND4-0954 CP CcP cc|lcc)|)cp|cP|cCC PP cc|lcc|lcp|cc|lcp|cc|cp|cP PP CC | cc | cc
;4 IND4-3519 CP CP cCc cC CP CP cC PP cc cCc CP cC CP cC CP CP PP cC cC cC
§ IND4-4286 CP CP cc|lcc|)cpP|cP|cCcC PP Ccc | cc sd cc|cP|cc|cpP|cP PP CC | cCc | cc
O IND4-6168 CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
SSR115 (0273) cc cc|ccjpep|jccjyeccfecc|fceccjeccfceccyjeccjcecc|jeccjpeccfcececy|jpeccjceccy|cecec)ce|ce
L3l IND5-0325 CcC cCc CcCc CP CP cC cC cCc cCc CcCc cCc cCc cCc CP CcC cCc CcCc CcCc CcC cC
% IND5-0697 CP cc|cc|jcc|cc|cc sd CcC [ cCc | cc sd CC | cC sd ccfcc|pcc|cc|cc sd
9, IND5-1450 CP CP cc|cc)cc|cp sd ccfcc|lcecc|cc|cp|cec sd PP | CP CC | cCc | ccC sd
g IND5-4612 CP CP cC cC cC CP cC CcC cCc cCc cC CP cC cC PP CP cCc cC cC cC
8 IND5-5411 CP CP cc|lcc|jceccfcecp|jccfcecc|fcecc)jecec|fcececy|cep|cec|cc PP | CP cc| cc|cc|cc
© IND5-6112 CP cCc cCc cC CC cC cC CcC cc cCc cC cC cC cC CcC cCc cCc CcC cC cC
SSR162 (6547) CcC cclccjeccfepjccfceccjceccjceccfceccjeccjceccjceccjeccfcc|jceccjcecc|cc)|cec|ce
© | SSR211044 (0100) cC cCc cCc CcC cC CP CcC CcC cc cCc cCc cC cC cC CcC cCc cCc CcCc cC cC
% IND6-3385 cc cc|lccj|jcc|cc|cc PP | CC|CC|cCcC|fcc|jcc|cc|fccjpccfcecc)|lcecc|cecc|cc)ce
8 IND6-3717 cCc cCc CcC CcC cCc cC PP cCc cCc cc CcC cCc cC cCc cC cCc CcCc CcCc cC cC
g SSR128 (3763) cC cc|lccy)jcc|fcc|cc PP | CC|cc|jccfccjecc|jcecc|fccjpeccfcecc)pecc|cecc|cecc)ce
8 IND6-4186 CP cc|lccjceccfep|jccfcecc|fceccjececfceccyjyecjceccfeccyjecc|fcececy|pecc|jcecec|cecc)cee|ce
© IND6-4561 CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CC CcC CcC CcC CcC CcC
IND7-0050 ccC cc|lcc|jcc|fccy|cc|cec|cp CCc | cc sd cc|lcc|jcc|cc|cc|cec sd cc | cc
SSR286 (0187) cC cCc cCc cC cC cC cC CP CcC cC cC cC cC cC CcC cc cCc cC cC cC
G SSR276 (0739) CcC cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|ceccjpepfccjyecjcecc|eccyjeccfceccyjpeccyjceccy|cecc)ce|ce
<§( IND7-0918 cC cCc CcCc cC cC cCc CcC CP CP cCc CcCc cC cC cc CcC cCc cc cCc cCc cC
8 IND7-1436 cC cc|lccjccfccy|yceccy|cec|cer CP cc|lccjceccfcecc|yeccjecc|fcecec)pecc|fcecec|cecc)ce
g IND7-4808 cc cc CcCc cCc cCc cCc cCc CP CP Ccc CcCc CcC cc cC cC cC Ccc CcCc CcCc cc
8 IND7-6266 cC cCc cC cC cC cC cC CP cCc cC cC cC cC sd CcC CcC cC cC cC cC
© IND7-6489 cc cc|lcc|jcc|fcec|cc|cec|cep CC | CP CcC | cc | cc sd ccfcc|lcc|cc|cc)ce
SSR045 (6500) CcC cCc cC cC cC cC cC CcC CC | CP. cC cC cC cC CcC cc cCc cC cC cC
IND7-6590 CcC cclcc|lcc|cc|cc sd CP CC | CP cclccljeccfcecjeccjcecec|cc)cec|cc|cc
IND8-0171 sd cc sd cc | cc | cc sd sd sd sd sd sd sd sd sd PP PP sd sd sd
© IND8-0367 cc cc|lccjceccfceccjeccfep|jccjeccfceccpepjcecc|eccyjpeccfcececyjpeccjcececy|cecec)cee|ce
< SSR327 (5258) cCc cc CcCc cCc cC cC cC CcC cCc cCc CP cC cC cC CcC cc cCc cc CcC cC
% IND8-5616 cc cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|eccjeccfeccypepjceccjeccyjpeccfcececyjpeccjceccy|cecc)ce|ce
8 IND8-6049 cC cc CcC cCc cc cc cC cCc cCc cCc CcCc CP cC cC cCc cC cc CcCc cCc cc
g SSR063 (6110) cC cC cC cC cC cC cC CcC cCc cCc cC CP cC cC CcC CcC cC cC cC cC
5 SSR038 (6143) cc cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|fceccjececfceccjyeclpepjceccjpec|fceccy|ypecc|jcecec|cecc)cee|ce
IND8-6206 cC cCc cC CcC cC cC cC CcC cc cCc cC CP cC cC CcC cCc CcC cC cC cC
IND8-6582 CcC cclcclcecplccjeccfceccljceccjceccfccleccfcecc|cecc)cecec|cc|cc PP cCc | cCc | cc
> IND9-0093 cC cc cCc cC cC cC cC CcC cCc cCc sd cC cC cC CcC cc cCc CcC cC cC
< IND9-0232 cc cc|lccjcecc|fccjeccfcecc|cecc|cec|ce sd sd CP [ CC|cCc|cc|cc|cc sd cc
g SSR069 (0354) cC cCc CcCc CcC cC cCc cC CcC cCc CcCc CcCc cCc CP CC CcC cc CcCc cCc CcC cC
8 SSR070 (0362) cC cc|yccjceccfceccjeccfecc|eccjeccfceccyjeccjecc|jeccpep|fccjyecjcececy|cec)ce|ce
g IND9-0744 cc cc|lccjceccfccyjeccfceccf|fceccjeccfceccjyecjcececfceccjecec|fcecec|pecc|jcecec|cecc)cee|ce
g IND9-5909 cC cC cC cC cC cC cC CcC cCc cC cC cC cC CcC CC CcC cCc cC cC cC
SSR110 (6426) CcC ccjlccjljeccfjccjeccfceccjceccjceccfccjeccfcecc|cc)|cc|cP cclcclcc|cc|cc
S IND10-0015 cC cCc cCc cC cC cC PP CcC cCc cCc cC cC CP cC CcC CcC CcC cC cC cC
‘5( SSR596 (0283, cc cclyccjceccfceccjeccfcecc|fceccjececfceccjpeccjceccy|ceccy)cecec|cc|cer cc| cc|cc|cc
8 IND10-0429 cC CP CP CP CP PP PP CcC cc cCc CP CP CP CP CP CP CP cCc cC cC
g IND10-0939 CcC cc|lccjeccfceccyjeccjecc|fcecc)jeccfcecc|yeccyjecc|ceccyjecc|fceccy|ceccy|ce CC | cCc | cc
8 SSR318 (5681) cCc cCc cCc cC cC cc cC cC cCc CcCc cCc cC cC cC cC CC | CP CcCc CcC cC
(3] IND10-6196 CcC cclccjecclceccjeccfceccjceccjceccfceccjeccfcecc|lcecc)cc|cc|cc PP CccC | cCc | cc
IND11-0017 sd cC sd CcC | cCc | cc sd cC sd cC sd sd cc sd CcCc [ cc | cc sd sd cc
- SSR080 (0227) cC cC cC cC cC cC cC CC cCc cC cC cC cC cC CcC cC cCc CP CcC cC
: IND11-0530 cc cc|lcc|jcc|fcc|cc|cec|cr cc|lccj|jcecc|ceccjeccfcecc|ceccjecec|fceccy)pec|cer|cc
g IND11-4108 cC CP cCc cC cC cC cC CcC CP CcCc cC cC cC CP CcC cc cCc cC CP CP
8 IND11-5266 CcC cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|fceccjeccfceccyjecjcecc|jeccyjeccfcececy|jecc|jcecc|cececy)cec|ce
g SSRG036 (5440) cCc cCc CcCc cC CcC cC cCc CcC cCc cCc cC cC cC cC CcC cc cc cCc CP CcC
g SSR1061 (5517) cc cc|lccjceccfccyjeccjecc|fceccjeccfcecc|yeccjeccf|eccyjeccfceccy|jeccjecec|cececy)cecec|cee
IND11-5323 Ccc CcC CcC cCc CcCc CcC cC cC cCc Ccc cCc CcCc cC cc cCc Ccc cc CcCc CP CP
fas CP CP CP CP PP PP CcC CC CcC CcC sd CP CcC CcC CcC CP CcC CcC CP CP
S IND12-0038 cc CC|cCcpP|cCC|CP]|CP]|CC|CP CC | CcP cc|lcp|jccfcc|lecc|jcc|fcc)pcec|cec|cc
§ IND12-0379 cC cCc cC cC cC cC CcC CcC cc cCc cC CcC cC cC CcC cCc cCc CP CcC cC
8 IND12-0670 ccC cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|feccjeccfceccyjyecjcer|ceccjpecfcececy|pec|jcecec|cecc)cee|ce
g IND12-1197 cC cCc cCc cC cC cC cC CcC cc cCc cC CP cC cC CcC cCc cCc cC cC cC
8 IND12-6230 CcC cc|lccjceccfceccyjeccfcecc|fceccjeccfceccyjyecjcecc|jeccyjececfceccy|jpecjceccy|cecc)cee|ce
O SSRH301 (6355) CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
% CAIl recuperado 915|929 96,1 ] 91,7 | 949 ] 96,1 | 906 | 922 | 947 | 91,6 | 96,6 | 97,2 | 932 | 90,8 | 933 | 96,4 | 944 | 933 ] 939 | 983 | 959 | 97,1
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Como se advierte en la Tabla 11.9, al lograr una mayor cobertura del genoma con nuevos
marcadores moleculares, se encontraron varias introgresiones adicionales. Se detectaron
segmentos silvestres adicionales en las 22 lineas desarrolladas, hallandose un total de 120
introgresiones no-diana en todo el conjunto y un promedio de 5,5 por linea. La mayor cantidad
de introgresiones adicionales (12) se observo en la NIL162 y la menor cantidad (dos) en las
lineas NIL276, NILO45, NILO80 y NIL1061. Del total, la mayoria de las regiones (94)
presentaron una condicion heterocigota (CP) y solo el 28 % (26 regiones) fueron homocigotas
para los alelos de LA722 (PP). Algunas de las nuevas introgresiones resultaron extensas,
abarcando varios marcadores contiguos, e incluso se revel6 que en varias NILs los segmentos
diana determinados por los SSR comprendian mas marcadores adyacentes. Ademas, puede
notarse que el cromosoma 4, para el cual no se disponia de marcadores SSR y por ende no
estuvo sometido a seleccion durante el proceso, fue uno de los que mostré mas introgresiones
adicionales.

En la Tabla 11.9 se presenta también para cada linea el nuevo porcentaje del genoma de
Caimanta recuperado, calculado en base a las nuevas introgresiones detectadas. Estos
porcentajes variaron entre un 90,6 % y un 98,3 % dependiendo la linea, lo cual indica una buena

recuperacion del genoma de Caimanta a pesar de las introgresiones adicionales encontradas.
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DISCUSION

(1) DETECCION DE QTLs EN GENERACIONES DE RETROCRUZAS AVANZADAS

Las diversas poblaciones de retrocruzas derivadas del cruzamiento inicial entre
Caimanta y S. pimpinellifolium ademas de representar recursos para el desarrollo de nuevas
variedades comerciales, posibilitaron la investigacion del germoplasma silvestre, sus
contribuciones y sus interacciones en el contexto cultivado. Las generaciones de retrocruzas
avanzadas, como la BCs, presentan una baja proporcion del genoma donante brindando un
background genético adecuado para los estudios de regiones genomicas aportadas por la especie
silvestre. En este trabajo, el andlisis de la BCs reveld que si bien existe variabilidad en esta
generacion, las plantas y sus frutos comienzan a parecerse més al progenitor cultivado, lo cual
se corresponde con el aumento en la recuperacion de este genoma recurrente en relacion a las
retrocruzas anteriores. El porcentaje promedio del genoma de Caimanta en la BC3 fue de 94 %.
Ademas, al resultar méas similar a la linea elite se facilita el manejo agronémico y el trabajo con
esta poblacion. Las distribuciones de frecuencias para los caracteres de calidad de fruto
observadas en esta generacion BCs, dependen no solo de los grados de dominancia para un
caracter, sino también de las proporciones de los genomas parentales (resultados Figura 11.6).
En este sentido, para caracteres como el didmetro, la altura y el peso de los frutos se observo
un sesgo hacia el progenitor cultivado. Contrariamente, la distribucion para la forma de los
frutos se volco hacia el progenitor silvestre, apoyando la idea de una dominancia de LA722 en
este caracter. En un estudio previo, Pereira da Costa (2012) inform6 la dominancia completa de
LA722 sobre Caimanta para la forma del fruto, en el célculo de los grados de dominancia entre
estos parentales y la F1. Para la vida poscosecha de los frutos, la mayoria de los individuos se
ubicaron dentro del rango comprendido entre los valores de los progenitores. Sin embargo,
también se encontraron algunos individuos transgresivos, incluso con valores bastante elevados
de vida poscosecha. Para otros caracteres, como el contenido en solidos solubles, se observé
una importante apertura de la variacion fenotipica en la generacion BCs. Como se advirtio a
partir de estos resultados, la segregacion transgresiva percibida para caracteres relacionados al
tamafio y forma del fruto fue menor en relacion a otros caracteres, como los bioquimicos, de
color o la vida poscosecha. Esto podria explicarse basandonos en el modelo de la
complementariedad génica de alelos aditivos. Siguiendo esta idea de una accion

complementaria, la segregacion transgresiva seria resultado de la combinacion en la generacion
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segregante de alelos aditivos, con efectos positivos o con efectos negativos, que estarian
dispersos entre las lineas parentales, originandose fenotipos extremos. En el tomate, los
caracteres del tamafo de fruto han sufrido una fuerte seleccion direccional durante su
domesticacion, fijandose alelos que aumentan el peso del fruto en los genotipos cultivados
(Paterson et al., 1991). Debido a esto, en las especies silvestres se encontrarian alelos opuestos
a los de la especie cultivada para el tamafio y peso de los frutos, de modo que en los
cruzamientos interespécificos estos se combinarian resultando en fenotipos intermedios, mas
que en individuos transgresivos. Por otro lado, para caracteres no influenciados por la seleccion,
la deriva génica podria haber fijado diferentes alelos positivos y negativos en ambos
progenitores, que al combinarse bajo una accion génica aditiva resulten en fenotipos superiores
o inferiores (Rieseberg et al., 1999). Por otra parte, las acciones génicas no aditivas de
interacciones inter o intralocus también pueden ser importantes en la determinacién de
fenotipos transgresivos en los cruzamientos interespecificos. Nuevas combinaciones de loci o
de alelos pueden aparecer en la asociacion de estos genomas divergentes, provocando la
presencia de nuevos fenotipos. Dentro de la generacion BCs, la variacion resulto6 significativa
para todos los caracteres (p < 0,0001) y los porcentajes de variacion fenotipica atribuible a
variacion genética fueron elevados (siendo el mayor valor para a/b de 95 % y el menor de 44 %
para la firmeza) (resultados Tabla 11.3). Generalmente, una retrocruza no es la generacion mas
adecuada para el célculo de la variancia genética, pues en ella hay solo dos genotipos posibles
para cada loci que determina un caracter (homocigotas para alelos del padre recurrente y
heterocigotas), y por lo tanto, la variancia genética sera subestimada debido a la ausencia de
homocigotas para alelos del progenitor donante. No obstante, es posible que la seleccién
aplicada en la obtencién de las diferentes plantas BCs, buscando mantener diferentes origenes
y diversas regiones de LA722, haya contribuido a la variabilidad observada dentro de esta

generacion.

En la BCs se detectaron diez QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto con
p < 0,01, de los cuales solo uno resulto significativo al 0,1 % (resultados Tabla I1.6). EI menor
namero de asociaciones halladas en la BCs, en relaciéon a las generaciones mas tempranas,
puede explicarse, al menos en parte, por el menor porcentaje de LA722 que esta segregando en
la BCs, aproximadamente un 6 %. Si en la poblacion de estudio una region gendémica ha fijado

alelos (no esta segregando), no se detectara su efecto, aun si lo tuviese, sobre algun caréacter.
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Sin embargo, es importante destacar que de 20 QTLs detectados con una p < 0,05, el 75 % (15
QTLs) pudieron ser validados al haberse observado en alguna generacién anterior del
cruzamiento (BCy, BC1S1, BC2 y/o BC,S1). Para el didmetro de los frutos, QTLs que habian
sido encontrados en generaciones previas fueron detectados en la BCs, indicados por los
SSR095 y SSR220060 del cromosoma 1y el SSRG036 del cromosoma 11. EI SSR095 también
se asocio a la altura y el peso de los frutos, y los SSR220060 y SSRG036 al peso. En estos casos

resulta dificil definir si es el mismo QTL que exhibe efectos pleiotropicos o si son varios QTLS
estrechamente ligados. Sin embargo, al observar que los efectos para estos rasgos del tamafio
del fruto altamente relacionados ocurren en la misma direccion, resulta probable que se trate de
efectos pleiotropicos. En estos QTLs, los alelos silvestres disminuyeron la media del caracter,
en concordancia con lo esperado, segun los fenotipos de los progenitores y con lo reportado en
trabajos previos que postulan que los genes silvestres presentan efectos dominantes o
parcialmente dominantes, causantes de la reduccién en el tamafio y peso de los frutos en los
cruzamientos interespecificos (Weller et al., 1988; Grandillo et al., 1999b; Pereira da Costa et
al., 2009). Conjuntamente, los SSR095, SSR220060 y SSRG036 se hallaron relacionados a la
forma del fruto, en donde los alelos silvestres determinaron un aumento de este indice,
conforme a lo esperado en base a los parentales. Un cuarto QTL para la forma, localizado en el
cromosoma 10 (SSR034), present6 un efecto opuesto disminuyendo este valor. Una region del
cromosoma 5 indicada por el SSR115 se asocio a la vida poscosecha de los frutos, donde la

presencia del alelo silvestre caus6 un aumento significativo de este caracter, resultando de gran
interés desde el punto de vista comercial. En cuanto al color del fruto, dos QTLs se encontraron
para el pardmetro L (SSR095 cromosoma 1 y SSR080 cromosoma 11) y uno para el indice a/b
(SSR080), cuyas probabilidades fueron bajas y sus efectos se mostraron variables entre las

generaciones. Para la firmeza de los frutos, tres QTLs fueron identificados (SSR095 en el

cromosoma 1y SSR596 y SSR318 ambos en el cromosoma 10) y en todos ellos la presencia de
alelos silvestres redujo la firmeza del fruto, lo cual no seria deseable desde el punto de vista
agronémico. Como puede notarse, el SSR095 se asocid a varios caracteres, requiriendo mas
estudios para dilucidar si se trata de efectos pleiotropicos o de diferentes QTLs ligados en una
region gendémica. Finalmente, dos QTLs fueron detectados para el contenido en so6lidos
solubles, en los cromosomas 1 (SSR220060) y 9 (SSR069), en los cuales los alelos de LA722

aumentaron significativamente el contenido en solidos solubles de los frutos, resultando

atractivos para el mejoramiento. No obstante, el SSR220060 se relaciond ademéas con una
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disminucion en el peso del fruto, reduciendo el valor agronémico de dicho QTL. Esto concuerda
con varios trabajos previos donde se han descrito correlaciones negativas entre el peso vy el
contenido en solidos solubles, atribuyendo el aumento en los solidos solubles a disminuciones
del peso del fruto y viceversa (Tanksley et al., 1996; Chen y Foolad, 1999; Bernacchi et al.,
1998b; Doganlar et al., 2002; Tieman et al., 2017). Sin embargo, el SSR069 no manifesto
relacion con el tamafio del fruto, indicando que seria posible encontrar otras regiones para
aumentar los sélidos solubles, sin efectos negativos sobre el tamafio. En esta generacion BCs,
y de manera similar a lo observado en las familias BC>S1, advertimos la existencia de alelos
con efectos diversos en ambos progenitores, incluso con efectos opuestos a lo esperado en base
a sus fenotipos. Esto refuerza la idea, ya mencionada, de que alelos favorables pueden
esconderse bajo fenotipos desfavorables y que el fenotipo no siempre es un buen predictor del
potencial de un determinado genotipo, confiriéndole gran valor a las técnicas basadas en

marcadores moleculares y andlisis de QTLs.

Los estudios y comparaciones de las distintas generaciones de retrocruzas derivadas del
cultivar Caimanta (progenitor recurrente) y la especie silvestre S. pimpinellifolium permitieron
la validacion de diversos QTLs. Se validaron 38 regiones gendmicas asociadas a caracteres de
calidad de fruto, de las cuales 15 fueron detectadas en mas de dos generaciones o familias a lo
largo del proceso (resultados Tabla 11.8). Para el cromosoma 1, dos regiones gendmicas
indicadas por los SSR095 y SSR220060 fueron validadas para la determinacion del didametro, la
altura y el peso de los frutos. Como se menciond anteriormente, es factible que estas
asociaciones simultaneas correspondan a efectos pleiotropicos mas que a diferentes QTLs en la
misma region. Para estos QTLs, los efectos fueron estables a través de las generaciones,
mostrando una reduccion significativa del tamafio del fruto por la presencia de alelos silvestres,
en concordancia a lo esperado, en base al fenotipo de los progenitores y lo reportado en estudios
previos (Weller et al., 1988; Grandillo et al., 1999b; Pereira da Costa et al., 2009). Una
tendencia similar fue encontrada para el cromosoma 10, donde los marcadores SSR596 y
SSR318 fueron validados para asociaciones al diametro, la altura y el peso de los frutos,
nuevamente observandose una disminucién en la media de estos caracteres por los alelos
silvestres consistente en las distintas generaciones. En el cromosoma 11, el SSRG036 también
se hallé asociado al diametro, la altura y el peso, pero en este caso sus efectos fueron menos

estables a través de las generaciones. En adicion para el SSRG036, sus asociaciones a la forma
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y al numero de I6culos de los frutos fueron validadas, donde los alelos silvestres aumentaron el

indice de forma y disminuyeron el nimero de l6culos. Otras asociaciones para la forma del
fruto se validaron en el cromosoma 11 (SSR1061) y también en los cromosomas 9 (SSR070) y
10 (SSR034), pero en estos ultimos dos alelos silvestres redujeron este indice. Un QTL
adicional, para el peso de los frutos en el cromosoma 2 (SSR295), mostrd el efecto esperado
para los alelos de LA722 reduciendo este rasgo en diversas familias. Los caracteres
relacionados al tamafio y la forma del fruto han sido bastante investigados en tomate. Estudios
de mapeo molecular han revelado la presencia de QTLs relacionados a estos caracteres en los
12 cromosomas del tomate, algunos con efectos importantes (Grandillo et al., 1999b). Entre los
numerosos QTLs identificados para el peso del fruto en tomate, seis loci se han postulado como
QTLs mayores: fwl.1, fw2.2, fw2.3, fw3.1/fw3.2, fw4.1 y fw9.1. A su vez, los QTLs principales
para la forma del fruto incluyen ovate (cromosoma 2), locule number (Ic, nimero de léculos,
cromosoma 2), sun (cromosoma 7), fs8.1 (cromosoma 8) y fasciated (fas, fasciado, cromosoma
11); aunque también se han detectado regiones con efectos menores en los cromosomas 1, 2, 8,
9, 10, 11 y 12 (Grandillo et al., 1999b; Tanksley, 2004; Rodriguez et al., 2011; Chakrabarti et
al., 2013; van der Knaap et al., 2014). Respecto al peso, fw2.2 y fw3.2 corresponden a dos QTLS
claves en la domesticacion y diversificacion del tomate. Varios estudios informaron que fw2.2
contribuye a la importante diferencia en el tamafio de los frutos que existe entre la mayoria de
los genotipos cultivados y sus parientes silvestres, pudiendo ocasionar un aumento de hasta un
30 % en el tamafio. El clonado de fw2.2 (fruit weight 2.2) revel6 que uno de los primeros pasos
en la evolucién hacia frutos de tomate mas grande habria sido la mutacion en este gen
involucrado en el control del ciclo celular. FW2.2 codifica un represor negativo de la division
celular y su mutacion origina frutos mas grande por una mayor actividad mitética durante la
fase de division celular del desarrollo de los frutos (Frary et al., 2000; Cong et al., 2002). Por
su parte, FW3.2 (fruit weight 3.2) codifica un ortélogo de KLUH, SIKLUH, una enzima P450
de la subfamilia de CYP78A. SIKLUH afecta la division celular observandose un aumento del
tamafio del fruto debido a la produccion de capas extras de células en el pericarpio después de
la fecundacién (Chakrabarti et al., 2013). Otros dos loci, fas y Ic, controlan el nimero de l6culos
de los frutos, afectando tanto la forma como el peso. Ambos favorecen una forma de fruto
aplanada, pero se ha indicado que el locus fas tiene un efecto mas fuerte sobre la morfologia
del fruto que Ic. Plantas que llevan la mutacion fas pueden desarrollar méas de 15 loculos, sin

embargo, aquellos frutos cuyo peso sea superior a 500 gramos son el resultado de los efectos
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acumulativos de ambos loci (Lippman y Tanksley, 2001; Barrero y Tanksley, 2004; Mufios
et al., 2011; Rodriguez et al., 2011). EI gen FAS codifica para un factor de transcripcion
YABBY Yy la disminucion de la expresion del gen es causada por una insercion en el primer
intrén que deriva en frutos con mayor namero de l6culos y en consecuencia mas grandes (Cong
et al., 2008). Huang y van der Knaap (2011) demostraron que otro locus, también del
cromosoma 11 y no alélico de fas (como se penso inicialmente), fw11.3, influye sobre el peso
de los fruto. El clonado reciente de fw11.3 indico que se trata de un gen, denominado CSR (Cell
Size Regulator) que codifica para una proteina poco caracterizada que controla el peso del fruto
en tomate regulando el tamafio celular. El alelo mutante derivado (CSR-D) codifica una proteina
mas corta debido a una delecion de 1,4 kb, que conduce a un incremento en el peso del fruto,
mediante el agrandamiento celular a nivel del pericarpio. El pericarpio expandido resulta del
aumento del tamafio de las células mesocarpianas y no del aumento del nimero de capas
celulares (Mu et al., 2017). En relacion a la forma del fruto, OVATE controla una mayor o
menor elongacién asimétrica, dando lugar a una forma perita mas o menos pronunciada (Ku et
al., 1999). Curiosamente, la mutacién conduce a diferentes morfologias, dependiendo del
contexto genético en el que se exprese, sugiriendo que ovate interacciona con algun otro locus
no conocido (van der Knaap y Tanksley, 2001; Tanksley, 2004). El fs8.1 es responsable del
tomate “cuadrado”, el cual ha sido un derivado de la adaptacion para la cosecha mecénica
(Grandillo et al., 1996). La mutacion sun induce un incremento en la longitud del fruto pero, a
diferencia de ovate, la elongacion ocurre en ambas direcciones longitudinales, confiriéndole
una simetria bilateral (van der Knaap y Tanksley, 2001). Algunos de los QTLs identificados en
este trabajo podrian corresponderse con alelos de los loci descriptos. Por ejemplo, las
asociaciones detectadas en el cromosoma 11 posiblemente se relacionen con el locus fas, 0
podria ser también con el fw11.3. No obstante, las variaciones en la forma observadas en nuestra
poblacién no se deben a variaciones en el crecimiento longitudinal, como ocurre en los mutantes
ovate 0 sun, sino a variaciones en el eje ecuatorial, sugiriendo que diferentes loci estarian
implicados en estos aspectos. Si bien QTLs mayores se han encontrado para el tamafio y la
forma de los frutos, otros QTLs con efectos menores pueden interactuar con estos y tener un rol
importante en el fenotipo final de los frutos, como podria ser el caso de algunas asociaciones
halladas en este trabajo.

El color de los frutos es un atributo de calidad importante. En los ultimos afos, la

atencion al color se ha acentuado debido a los conocimientos cada vez mayores de los
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beneficios para la salud de los diferentes carotenoides. El licopeno es un potente antioxidante
natural y numerosos estudios han demostrado que la ingesta dietética de alimentos ricos en
licopeno da lugar a una disminucién de la incidencia de ciertos tipos de cancer, incluidos
canceres de prostata, pulmon, boca y colon, y de enfermedades coronarias, de cataratas y
degeneracion macular (Foolad, 2007). Frutos mas rojos sefialan un mayor contenido en
licopeno, y de este modo, el indice de color a/b tiene una relacion lineal con el contenido en
licopeno (Hyman et al., 2004). Ademas, se ha indicado que el ideotipo de color consiste en
valores altos de a/b y bajos de L (Sacks y Francis, 2001). En el presente trabajo, dos QTLs para
el indice a/b de color fueron validados, uno en el cromosoma 9 (SSR070), en el cual la presencia
de alelos silvestres aumento este caracter, resultando de interés para el mejoramiento, y otro en
el cromosoma 11 (SSR080) para el cual los efectos fueron variables en las generaciones. El
SSR080 también se valido para el pardmetro L de color, sumado al SSR211044 del cromosoma
6. En tomate varios mutantes que afectan el color del fruto han sido identificados, entre ellos:
r (yellow flesh cromosoma 3, el fruto maduro tiene la pulpa amarilla), sh (sherry cromosoma
10, el fruto muestra un color amarillo con tintes rojizos), hp-1 (high pigment 1 cromosoma 2,
el fruto presenta elevadas concentraciones de clorofila, carotenoides y acido ascérbico), hp-2
(high pigment 2 cromosoma 1, el fruto posee elevados carotenoides y otros fitonutrientes),
t (tangerine cromosoma 10, la pulpa del fruto y los estambres de la flor son de color naranja),
B (beta-carotene cromosoma 6, el fruto exhibe coloracion naranja con elevado contenido en
[-caroteno), at (apricot cromosoma 5, el fruto luce una coloracion amarilla-rosada), og (old
gold cromosoma 6, el fruto posee cantidades elevadas de licopeno) y Del (delta cromosoma 12,
el fruto cuando madura tiene un color rojizo anaranjado). Si bien las dos mutaciones
espontaneas hp-1 y hp-2 contribuyen al aumento del nivel de licopeno, algunos efectos
pleiotropicos negativos se han percibido en estos casos (Jarret et al., 1984). El mutante r afecta
a un gen que codifica la fitoeno sintasa (PSY1), enzima que cataliza la primera etapa de la ruta
de biosintesis de carotenoides resultando en frutos amarillos (Fray y Grierson, 1993). El color
naranja del mutante t se debe a la acumulacion de pro-licopeno y el gen mutado corresponde a
una isomerasa de carotenoides (Isaacson et al., 2002). Tanto las mutaciones Del como B afectan
genes que codifican una licopeno ciclasa, caracterizandose por la acumulacion de altos niveles
de &-caroteno el primero y de B-caroteno el segundo (Lewinsohn et al., 2005). Como vemos,
varios genes principales se han descripto para el color en tomate, sin embargo se cree que

existen genes adicionales aun no caracterizados que afectan el color de los frutos. De hecho,

89



QTLs relacionados al color se han encontrado en los 12 cromosomas del tomate en diversos
estudios (Foolad, 2007). Por ejemplo, en las generaciones BC, y BCz de un cruzamiento entre
S. pimpinellifoluim LA1589 y S. lycopersicum M82, Tanksley et al. (1996) detectaron cinco
QTLs para el color en los cromosomas 2, 3, 4, 7 y 8. En este trabajo, se validaron QTLs en los
cromosomas 6, 9 y 11. No obstante, considerando la segregacion en frutos rojos y amarrillos
observada, se sugiere que habria mas genes afectando el color de los frutos en nuestros
materiales que no estan siendo identificados.

Uno de los enfoques en el mejoramiento del tomate ha sido el desarrollo de nuevos

cultivares con larga vida poscosecha, lo cual favorece su comercializacion y distribucion. En S.

lycopersicum se conocen algunos genes mutantes como rin (ripening inhibitor, cromosoma 5),
nor (non ripening, cromosoma 10) o nr (never ripe, cromosoma 9) que prolongan la vida
poscosecha de los frutos (Giovannoni, 2004). Los tres mutantes extienden la vida poscosecha,
pero a su vez ejercen efectos negativos reduciendo otros atributos de la calidad del fruto. Como
alternativa, Zorzoli et al. (2000), Pereira da Costa et al. (2009) y Rodriguez et al. (2010) han
demostrado la utilidad de las especies silvestres de tomate, como fuentes de genes que alargan
la vida poscosecha de los frutos, sin los efectos indeseables que provocan los genes como el rin
0 nor sobre la calidad. En el trabajo previo a esta tesis, se mostr6 que Caimanta y S.
pimpinellifolium LA722 son significativamente distintos para la vida poscosecha de los frutos,
presentando LA722 el mayor valor (Vp= 15,26 + 0,60 dias). Ademas, la F1 entre ellos no
manifesto diferencias significativas, con el progenitor silvestre, indicando dominancia completa
hacia LA722 para este rasgo (Pereira da Costa, 2012). Estos datos avalan la idea de que las
especies silvestres, y en particular S. pimpinellifolium, son recursos genéticos alternativos para
los programas de mejoramiento en los que se intenta aumentar este caracter. En las generaciones
de retrocruzas analizadas en este trabajo, dos QTLs fueron validados para la vida poscosecha
de los frutos, uno en el cromosoma 10 (SSR318) y otro en el 11 (SSR080). Para el SSR080, los
efectos fueron estables en las generaciones, siendo el heterocigota quien presentd ventajas
significativas extendiendo la vida poscosecha de los frutos frente a los homocigotas. En base a
esto, podria plantearse que la combinacion y la interaccion entre estos genomas divergentes
serian responsables de la mejora en este caracter. Rodriguez et al. (2006) y Pratta et al. (2011b)
propusieron que la vida poscosecha de los frutos de tomate podia prolongarse por genes de
ambos padres (tanto el de mas corta como el de mas larga vida poscosecha), lo que explicaba

la segregacion transgresiva detectada para este rasgo en la F2 y en algunas RILs derivadas del
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cruzamiento entre S. pimpinellifolium y Caimanta. Plantearon que ambos progenitores
posiblemente lleven algunos genes con efectos positivos y otros con efectos negativos sobre
este caracter, cuya segregacion y recombinacion originarian la variacion transgresiva
observada. Ademas, de manera similar a lo percibido en este trabajo, estos autores afirmaron
que la vida poscosecha del fruto es un caracter complejo y resulta muy influenciado por las
condiciones ambientales.

La firmeza del fruto de tomate no solo afecta las preferencias del consumidor, sino
también otros atributos importantes como la resistencia a enfermedades o la vida poscosecha.
El aumento de la firmeza es una caracteristica deseada dado que reduce el dafio de los frutos
durante el transporte para su comercializacion en el mercado en fresco, simplificando la
logistica de la cadena de distribucion y reduciendo el desperdicio poscosecha. La firmeza es un
caracter complejo que involucra diversos genes y rutas metabolicas (Brummell y Harpster,
2001), siendo influenciada por factores como la estructura de la pared celular, la turgencia
(Saladié et al., 2007) y propiedades de la cuticula (Chaib et al., 2007). Tradicionalmente, la
vida poscosecha se ha vinculado estrechamente al ablandamiento de los frutos, siendo este
atribuido exclusivamente al metabolismo de la pared celular. Algunos estudios han mostrado
que habria diversos factores involucrados en estos procesos y que, si bien se hallan
relacionados, la vida poscosecha y la firmeza podrian controlarse en forma independiente.
Mutschler et al. (1992) obtuvieron un incremento en la vida poscosecha de los frutos, en el
hibrido entre un mutante con genes alc (alcobaca, alelo de nor) y un cultivar normal para la
madurez, sin modificaciones en su firmeza. En nuestras retrocruzas derivadas de Caimanta y
LA722 se validaron tres asociaciones a la firmeza del fruto, una en el cromosoma 1 (SSR095)
y dos en el cromosoma 10 (SSR596 y SSR318). En estos QTLs los alelos silvestres disminuyeron
la media del caracter, lo cual no seria deseable desde el interés comercial. La regién sefialada
por el SSR318 se hall6 asociada también a la vida poscosecha de los frutos, pero en este caso
los alelos silvestres determinaron un aumento de la misma. Si bien la reduccion de la firmeza
no seria lo buscado, esto apoya la idea de que la vida poscosecha y la firmeza pueden
modificarse en forma independiente. Doganlar et al. (2002) detectaron QTLSs para la firmeza
del fruto en los cromosomas 2 y 10 de tomate. De manera similar a lo observado en este trabajo,
el QTL del cromosoma 10 (firm10.1) mostré una disminucion en la firmeza por efecto de los
alelos de S. pimpinellifolium, coincidiendo también con un QTL identificado previamente en un
estudio con S. neorickii (LA1223) (Fulton et al., 2000).
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Los sélidos totales representan entre el 4 'y 7,5 % del peso fresco del fruto de tomate,
dividiéndose en solidos solubles (un 75 %, principalmente glucosa y fructuosa) y sélidos

insolubles (un 25 %, que incluyen proteinas, celulosa, hemicelulosa, pectina y polisacaridos).
Jones y Scott (1984) sefialaron que altos contenidos de azucares incrementan el gusto y el sabor
del tomate. Dentro de los cultivares comerciales, se estima que el contenido en solidos solubles
se encuentra cerca del 4,6 % del peso fresco, para cultivares de consumo en fresco, y del 6,3 %
para los destinados a industria. Sin embargo, en algunas accesiones silvestres, que incluyen las
especies S. pimpinellifolium, S. chmielewskii y S. cheesmaniae, se han identificado
concentraciones de entre 9 y 15 % de solidos solubles (Hewitt y Garvey, 1987; Foolad, 2007).
Al presente, se han realizado muchas investigaciones de QTLs para el contenido en sélidos
solubles en tomate, las cuales han asociado diferentes regiones a lo largo de sus 12 cromosomas
a este caracter (Foolad, 2007). Uno de los mas estudiados ha sido el QTL Brix 9-2-5
(cromosoma 9) que incrementa el contenido de azicar en un 25 % y el gen responsable
corresponde a una invertasa apopléastica (lin5) que modula la particion de azucares en el fruto
(Fridman et al., 2000). Sin embargo, y a pesar de la existencia de valiosa variabilidad genética
en este caracter, el éxito en la mejora ha sido limitado, principalmente debido a la correlacién
negativa encontrada entre el contenido en solidos solubles y caracteres como el rendimiento y/o
el peso del fruto. Muchos estudios han revelado que QTLs que influyen positivamente en el
contenido en so6lidos solubles se localizan en las mismas regiones cromosémicas que QTLS que
impactan negativamente en el peso del fruto, atribuyendo el aumento en los sélidos solubles a
disminuciones del peso y viceversa (Tanksley et al., 1996; Chen et al., 1999; Bernacchi et al.,
1998b; Doganlar et al., 2002). De hecho, recientemente Tieman et al. (2017) mostraron que la
fuerte correlacién negativa entre el peso del fruto y el contenido en sélidos solubles en
S. lycopersicum estaria relacionada con la pérdida de alelos, para alto contenido en azUcares,
simultanea a la seleccion para frutos mas grandes durante la domesticacién y mejora. En este
estudio, se afirma que loci genéticos involucrados en la determinacion del contenido en
azUcares se encuentran dentro de regiones fuertemente seleccionadas por la busqueda de frutos
mas grandes. De este modo, la domesticacion y mejora hacia alelos cultivados de frutos mas
grandes en estas regiones llevé a que la mayoria de cultivares modernos contengan los alelos
de reduccion del contenido de azucares en estos loci, resultando en la alta correlacion negativa
observada entre el tamafio y el contenido de sdlidos solubles de los frutos. En particular, el

locus previamente identificado del cromosoma 9 (lin5) seria una muestra clara de esto (Tieman
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et al., 2017). En el presente trabajo, un QTL para el contenido en sélidos solubles se validé en
el cromosoma 1 (SSR220060), donde la presencia de alelos de LA722 en la region aumentd este
rasgo, pero también produjo una reduccion en el tamario del fruto. No obstante, otra asociacion
se validd en el cromosoma 11 (SSR080), la cual pareciera no afectar el tamafio del fruto,
apoyando la idea de que es posible encontrar QTLs para aumentar el contenido en sélidos
solubles, sin efectos negativos sobre el peso (Barrantes et al., 2016). Ademas, coincidiendo con
Barrantes (2014), se advirtié que en la mayoria de los QTLs detectados para los solidos solubles
los alelos silvestres determinaron un aumento de este caracter, resultando de gran valor
agronémico.

El sabor de los frutos de tomate se relaciona fundamentalmente con el contenido de
azUcares solubles, acidos grasos y compuestos volatiles (Saliba-Colombani et al., 2001). La
relacién entre azlcares y acidos determina la intensidad del sabor, de manera que altos
contenidos de azUcares Yy altos niveles de acidos serian necesarios para alcanzar un mejor sabor
en el fruto (Grierson y Kader, 1986). Diversos investigadores sostienen que un aumento en
alguno de estos compuestos produce una mejora en la calidad del sabor (Stevens et al., 1977;
Jones y Scott, 1983). Ademas, la acidez del fruto repercute en la capacidad de almacenamiento
del tomate procesado, ya que un pH mas bajo reduce el riesgo de crecimiento de patdgenos en
los productos de tomate. Por estas razones, un pH inferior a 4,5 y un é&cido citrico superior a
0,35 g / 100 g de peso fresco del fruto son deseables (Foolad, 2007). En las diversas
generaciones de las retrocruzas derivadas de Caimanta y LA722, se validaron cuatro
asociaciones a la acidez titulable de los frutos, correspondientes a los cromosomas 5 (SSR162),
10 (SSR034 y SSR596) y 11 (SSR080). En algunas de estas asociaciones, los efectos de los
alelos silvestres fueron variables a traves de las generaciones, pero en general promovieron un
aumento de la acidez del fruto, volviéndose de interés agrondmico. Previamente, Causse et al.
(2004) detectaron 15 QTLs para la acidez (cromosomas 2, 3, 4,5, 7, 8,9, 10,11y 12) y 11 para
el pH (cromosomas 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 y 12) en NILs de S. pennellii LA716, sefialando cinco
QTLs comunes para ambos caracteres donde los alelos de S. pennellii aumentaron la acidez y
redujeron el pH.

En las comparaciones a través de las generaciones de retrocruzas en este trabajo se
advirtieron diferencias en cuanto a la deteccion y a la estabilidad de diversos QTLs. Estas
discrepancias observadas pueden atribuirse tanto a causas bilégicas como experimentales. La

no deteccion de un QTL que habia sido reportado en una generacion anterior puede deberse a
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la perdida de la asociacién entre el marcador y el QTL, como consecuencia de la recombinacion
durante los cruzamientos. Incluso, debido a esta recombinacion, podria formarse alguna nueva
asociacion, observandose QTLs no revelados anteriormente. Ademas, al avanzar en las
generaciones, la recombinacidn genera diferentes background genéticos que pueden alterar la
expresion de un QTL. Es decir, la falta de consistencia de los QTLs puede atribuirse a cambios
en el fondo genético y en las interacciones epistaticas que experimentan. En adicion, Chaib
et al. (2006) postularon que nuevos QTLs pueden evidenciarse debido a la fijacion de QTLs
mayores que previamente segregaban. Esta fijacion de regiones con efectos mayores permite la
expresion de otras que se encontraban enmascaradas. Sumado a todo esto, las influencias
ambientales sobre un QTL pueden ser significativas. De este modo, diversos QTLs se fueron
perdiendo y otros nuevos fueron apareciendo a través de las generaciones, principalmente como
consecuencia de las recombinaciones, las variaciones en el fondo genético y/o los efectos
ambientales. Al mismo tiempo, algunos QTLs, si bien fueron hallados en diversas generaciones,
manifestaron diferencias en sus efectos. La mayoria de los QTLs validados en este trabajo (24 de
38) mostraron efectos consistentes a través de las generaciones, sin embargo algunos
presentaron ciertas discrepancias (resultados Tabla I1.8). En relacion a esto, Chaib et al. (2006)
compararon los QTLs detectados en una poblacién de RILs con aquellos hallados en la
generacion BCsS: y en las NILs, encontrando grandes diferencias en el efecto alélico de los
QTLs en los distintos background genéticos. Por su parte, Asins et al. (1994) evaluaron 15
caracteres cuantitativos, durante tres afios, detectando 17 QTLs putativos, de los cuales
solamente tres tuvieron efectos consistentes en los tres afios. Los autores sefialaron que ademas
del poder del test estadistico o el grado de contribucién de un QTL a la variacion genética del
caracter, la interaccion con el ambiente resulta transcendental en relacion a la estabilidad de los
QTLs.

(1) DESARROLLO Y OBTENCION DE NILs

En Argentina, la produccion de nuevas variedades vegetales ha estado muy relegada, y
las necesidades y demandas de nuestros productores y consumidores se han visto desatendidas.
Impulsar el desarrollo y la produccion dentro del cinturon horticola de Rosario implica atender
las problematicas regionales, revalorizar las capacidades y materiales locales, y dirigir el

crecimiento hacia el beneficio tanto de productores como consumidores. En este sentido, el
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desarrollo de nuevos materiales vegetales para el cultivo de tomate es una de las principales
contribuciones de esta tesis, constituyendo un aporte a la comunidad y al progreso regional y
nacional. Ademas, la semilla mejorada genéticamente representa el principal vehiculo de
agregacion de valor en productos primarios agricolas. Como fruto de este trabajo, se
consiguieron 22 nuevas lineas de tomate a partir del cruzamiento interespecifico entre el
cultivar argentino Caimanta de S. lycopersicum y la accesion LA722 de S. pimpinellifolium.
Para el desarrollo de estas lineas se realizaron tres o cuatro ciclos de retrocruzas hacia el padre
recurrente Caimanta, utilizando la especie silvestre S. pimpinellifolium como padre donante. Se
alcanzaron diversas lineas con regiones genomicas silvestres introgresadas en el contexto
genético cultivado. Estas representan lineas casi isogénicas a Caimanta (NILSs), con nuevos
atributos aportados por la especie silvestre, y constituyen potenciales cultivares comerciales o
bien progenitores de programas de mejoramiento. Ademas, son recursos genéticos sumamente
valiosos para continuar estudiando las bases genéticas del proceso de madurez del fruto, y
aquellos componentes que definen caracteres de importancia agronémica y de la calidad, tales
como el peso, la vida poscosecha, el color, el sabor y la textura de los frutos en tomate. Existen
numerosas ventajas de contar con una poblacion de NILs. El aislamiento de distintas regiones
del donante silvestre y su introgresion en el background de interés puede revelar QTLs o
interacciones epistaticas que de otra manera quedarian enmascarados bajo la alta proporcion
del genoma donante y efectos de solapamiento. La exposicion de nuevos fenotipos, no presentes
en las lineas parentales, a causa de nuevas combinaciones e interacciones entre alelos del
donante y el background receptor puede generar una variabilidad no imaginada (Lippman et al.,
2007). Las NILs resultan muy utiles para los estudios de QTLs, obteniéndose estimaciones
bastante precisas al aislarse del contexto genético del dador y facilitandose su aplicacién al
desarrollo de variedades comerciales al trabajar directamente sobre el cultivar de mejora (Eshed
y Zamir, 1996). En adicion, la inmortalidad de las NILs permite tomar medidas fenotipicas en
repeticiones multiples, replicando ensayos en mas de una ubicacién y con el tiempo. Esto reduce
las variaciones, aumenta el poder estadistico y posibilita la estimacién de interacciones
ambientales, consideraciones importantes cuando se trabaja con caracteres de herencia
compleja (Paterson et al., 1991; Eshed et al., 1996; Gur y Zamir, 2004).

Otro aporte a destacar de este trabajo es la metodologia aplicada para el desarrollo de

las NILs, que al utilizar caracteres fenotipicos y moleculares permiti6 optimizar la seleccién de
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plantas, lograndose una mejora significativa de la eficiencia en cuanto a tiempos y cantidad de
materiales requeridos. Simultaneamente, durante el proceso se adquirié un buen conocimiento
de los materiales vegetales. Con esta estrategia de trabajo, basada en el AB-QTL analisis
propuesto por Tanksley y Nelson (1996), se acoplaron los estudios de QTLs al desarrollo de
nuevas variedades. En cada retrocruza, se escogieron aquellas plantas que presentaban alguna
introgresion silvestre de interés y, a su vez, las que mostraban el menor porcentaje del genoma
donante fuera de la region diana y caracteres fenotipicos promisorios, en especial para la vida
poscosecha de los frutos. Asi, los datos moleculares y fenotipicos asistieron en la introgresion
de regiones genOdmicas asociadas a caracteres de calidad de fruto y en la recuperacion del
genoma de Caimanta, avanzando mas rapido y mas eficientemente. De esta manera, se lograron
obtener nuevas lineas en un numero de generaciones relativamente bajo (tres o cuatro
retrocruzas y alguna autofecundacién), alcanzandose las primeras NILS en generaciones
tempranas de forma analoga a lo informado por Eshed y Zamir (1995) y Tanksley y Nelson
(1996) quienes aplicaron estrategias similares. Ademas de los beneficios en cuanto a tiempo y
recursos, un nudmero bajo de generaciones supone una baja frecuencia de doble
recombinaciones, y por tanto, conlleva a una buena calidad en la recuperacion del fondo
genético cultivado. Otro aspecto a mencionar es que durante el desarrollo de estas lineas no se
presentaron problemas de recombinacion o compatibilidad entre los genomas parentales.

La secuenciacion de los genomas de Caimanta y LA722 permitié el desarrollo de nuevos
marcadores (Cambiaso, 2017), gracias a lo cual fue posible realizar una mayor caracterizacién
molecular de las lineas obtenidas, complementando los analisis conducidos con los marcadores
microsatélites. Como resultado se detectaron varias introgresiones adicionales en cada una de
las lineas (resultados Tabla 11.9). La presencia de introgresiones no-diana se debe,
principalmente, al numero limitado de marcadores disponibles al momento de comenzar el
proceso de desarrollo de las NILs. Varias regiones del genoma quedaron sin una adecuada
cobertura, y por lo tanto, sin ser sometidas a una presion de seleccion fijaron alelos en forma
aleatoria. En nuestros materiales esto se evidencio claramente en el cromosoma 4, el cual al no
contar con ningun SSR durante el proceso de seleccion resultd con una elevada proporcion de
introgresiones silvestres adicionales. La presencia de introgresiones no-diana en el desarrollo
de NILs ha sido reportada por varios autores. De hecho, Mahone et al. (2013) plantearon que

las lineas ideales que contienen solamente un Unico segmento cromosémico del progenitor
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exotico por lo general en la practica no estan disponibles, ya sea porque existen multiples
segmentos y/o largos segmentos estan presentes. Eichten et al. (2011) y Pea et al. (2013)
desarrollaron NILs de maiz sin controlar el fondo genético y, luego de realizar un genotipado
de alto rendimiento de las lineas obtenidas, encontraron que el nimero de introgresiones todavia
era relativamente alto (un promedio de ocho para Eichten et al. (2011) y entre 10-19
introgresiones por NIL para Pea et al. (2013)). Estos autores afirmaron la importancia de
controlar el trasfondo genético, durante el procedimiento de introgresion, para garantizar la
homogeneidad del genoma recurrente en el fondo genético de las NILs. En el desarrollo de unas
lineas de arroz mediante seleccion asistida por marcadores AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) y microsatélites, Falke et al. (2008) detectaron segmentos adicionales del
dador no revelados previamente luego de escanear el genoma completo de sus lineas con SSR
complementarios (entre 77 y 114 SSR nuevos). Hallaron entre una y nueve introgresiones del
parental dador en las lineas seleccionadas, las cuales catalogaron como candidatos para futuras
lineas de introgresién, denominadas pre-NILs, debido a su alto potencial. Situaciones similares
se observaron en las colecciones de introgresion de von Korff et al. (2004) en cebada y Liu et
al. (2006) en trigo. Segun Falke et al. (2008), el niUmero de segmentos cromosémicos del dador
por pre-NIL, aun relativamente grande, es en parte debido a los largos tramos del genoma que
quedaron cubiertos solo por un marcador. Esto representa un fuerte indicio de que durante el
proceso de introgresion el nimero restringido de marcadores representa una limitacion y es
importante saturar con marcadores para el adecuado control de la recuperacion del genoma
recurrente y de la calidad de las lineas (Falke et al., 2008). En este trabajo detectamos
introgresiones adicionales en las 22 lineas desarrolladas, con un total de 120 introgresiones
no-diana en todo el conjunto y un promedio de 5,5 por linea (resultados Tabla 11.9). Del total,
94 introgresiones presentaron una condicion heterocigota y 26 fueron homocigotas para los
alelos de LA722. La mayor cantidad de introgresiones adicionales halladas en una linea fue 12
y la menor cantidad dos. Schmalenbach et al. (2011) al realizar un genotipado de alto
rendimiento de sus NILs de cebada encontraron que el 76 % contenia de una a cuatro
introgresiones adicionales no detectadas con los 98 SSR utilizados en el desarrollo de las misma.
Xu et al. (2010), en un proceso asistido con marcadores (SSR e INDELS) a una densidad media
de 1,46 Mb por marcador, obtuvieron una coleccion de 128 lineas de introgresion de arroz.
Estudios posteriores de estas lineas con una mayor cobertura revelaron 117 introgresiones

no-diana en la coleccién, donde el 50 % de la poblacion mostré de dos a seis introgresiones no
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detectadas previamente. En este sentido, el monitoreo con marcadores genéticos a mediana
densidad ciertamente reduce el nimero de introgresiones no-diana, si bien no garantiza que
sean completamente eliminadas. Las nuevas tecnologias de genotipado masivo de alta densidad,
con varios miles de marcadores 0 de re-secuenciacion de genomas, permiten determinar la
calidad de la constitucion gendmica, con una resolucién impensable hasta hace unos afios atrés.
La aplicacion de estas tecnologias en lineas obtenidas usando mapas genéticos de media
densidad ha mostrado que en general la uniformidad del fondo genético es menor de la esperada,
con mas introgresiones no-diana que las que originalmente se habian detectado con mapas
menos saturados (Xu et al., 2010; Schmalenbach et al., 2011). Mas recientemente, Barrantes et
al. (2014) demostraron que la inclusion de estas tecnologias de genotipado masivo de alto
rendimiento en etapas tempranas, de un plan de mejora para la obtencion de NILs de tomate,
puede garantizar la integridad de los fragmentos de introgresion, optimizar la recuperacion del
background recurrente y reducir los doble recombinantes que llevan a introgresiones
adicionales. En la coleccion de 53 NILs derivada de este proceso, Barrantes et al. (2014)
detectaron solo 37 introgresiones no-diana, con un promedio de 0,7 introgresiones extra por
NIL, en general de tamafio pequefio (mas del 90 % inferior a 2 Mb) y solo algunas de mayor
longitud en regiones centroméricas de baja recombinacion y no cubiertas por el mapa genético
inicial. Esta estrategia, ademas de reducir el tiempo en el desarrollo de NILs, aumento en gran
medida la calidad de las lineas obtenidas, ratificando nuevamente la importancia de controlar
el fondo genético eficientemente (Barrantes, 2014).

En este trabajo, si bien la caracterizacion molecular complementaria de las lineas
obtenidas no se realizé mediante un genotipado de alta densidad, como se propone en varios
estudios, debe destacarse que los marcadores INDELs empleados fueron seleccionados
considerando tanto distancias fisicas como genéticas. La seleccion de marcadores basados
Unicamente en su posicién fisica introduciria un sesgo en el disefio ya que las regiones
heterocroméaticas con poca recombinacion (como las centroméricas) podrian resultar
sobre-representadas dando informacion redundante y, a su vez, la densidad de marcadores en
las regiones eucromaticas con elevada recombinacién podria no ser suficiente. Por su parte, los
marcadores seleccionados solo en funcion de un mapa genético también introducirian errores,
porgue si bien las regiones eucromaticas resultaran saturadas en marcadores, las regiones
heterocromaticas, que pueden ser grandes segmentos, podrian no quedar adecuadamente

cubiertas. En este sentido, el empleo en forma conjunta de distancias fisicas y genéticas para la
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seleccion de los marcadores INDELSs permitio un disefio mas eficaz del ensayo de genotipado

para ampliar la caracterizacion molecular de las nuevas lineas.

Como se determind a partir de los ultimos analisis moleculares, las lineas obtenidas
hasta aqui no constituyen NILs en el sentido estricto del término. No obstante, estas lineas tienen
una alta proporcion del genoma cultivado y una baja frecuencia de alelos deletéreos o
perjudiciales del progenitor silvestre. El porcentaje del genoma de Caimanta recuperado
determinado en base a los nuevos datos moleculares resulté entre un 90,6 % y un 98,3 %,
dependiendo la linea (resultados Tabla 11.9). Estos materiales, que ahora podriamos catalogar
como pre-NILs, acercan la diversidad genética silvestre al germoplasma cultivado, volviéndose
muy Utiles para estudiar regiones genomicas o QTLs involucrados en la determinacion de
caracteres de interés y para el desarrollo de nuevas variedades comerciales. Falke et al. (2008)
resaltaron la importancia y el valor de las pre-NILs. Estas lineas hacen rapidamente disponible
una amplia gama de variacion genética inexplorada a los fitomejoradores y genetistas. Son
recursos dindmicos, que pueden fomentar futuros programas de mejoramiento y proporcionar
informacidn valiosa en investigaciones genéticas. De hecho, diversos estudios se han realizado
con pre-NILs, con introgresiones multiples, e incluso se ha indicado que en ciertas ocasiones
pueden resultar mas convenientes que trabajar con las NILs (Mahone et al., 2013; Ofner et al.,
2016). Al mismo tiempo, aquellas pre-NILs que manifiesten caracteristicas superiores al padre
elite pueden usarse en forma directa 0 mediante la recombinacion con otros materiales para el
desarrollo de nuevas variedades (Falke et al., 2008). En nuestras pre-NILs de tomate, la gran
proporcién del genoma cultivado junto al aporte de alguna regidn silvestre, las convierte en
potenciales nuevos cultivares. Ciertamente, son excelentes materiales de pre-mejora para
continuar trabajando y estudiando, y en uno o unos pocos ciclos de retrocruzas o
autofecundaciones anexos pueden conseguirse auténticas NILs recuperando el genoma de
Caimanta en las regiones no-diana. Como ventaja adicional, con pocos pasos complementarios,
podrian generarse nuevas NILs para los segmentos detectados mediante los marcadores

INDELSs, ampliando la poblacién de mejora.
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CONCLUSIONES PARCIALES

> Se obtuvieron las generaciones BCs y BC4 del cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la
accesion LA722 de S. pimpinellifolium, mediante un proceso asistido con marcadores
moleculares y caracteres fenotipicos. La informacién molecular y fenotipica favorecio la
seleccion de plantas con introgresiones de interés y con una buena recuperacion del genoma

recurrente, haciendo el proceso mas dirigido y eficiente.

» El analisis de la generacion BCs revel6 diversas regiones gendmicas asociadas a caracteres
de calidad del fruto en esta retrocruza avanzada, mostrando la existencia de variabilidad

genética beneficiosa en estos materiales de tomate.

» Lacomparacion a través de las distintas generaciones de retrocruzas derivadas de Caimanta
y LA722 posibilitd la validacién 38 regiones gendmicas asociadas a diversos caracteres de
calidad de fruto. Estos estudios aportaron a los conocimientos basicos de los determinantes

genéticos que hacen a la calidad del fruto en nuestros materiales y en el tomate.

» A partir de las generaciones BCs y BC4 lograron derivarse 22 lineas casi isogénicas a
Caimanta, mediante un proceso dirigido por marcadores SSR y caracteres fenotipicos. Se
desarrollaron 22 lineas con el contexto genético del cultivar Caimanta que difieren en solo una
de las regiones cromosdmicas indicadas por los SSR y aportadas por LA722 de S.

pimpinellifolium.

» Una caracterizacion molecular complementaria revel6 que las lineas obtenidas
conservaban aun diversas introgresiones no-diana de S. pimpinellifolluim, categorizandolas
como pre-NILs. Estas 22 pre-NILs de tomate cuentan con ciertas fracciones del genoma silvestre
de S. pimpinellifolium en el fondo genético cultivado, constituyendo nuevos recursos vegetales
muy valiosos para estudios genéticos de caracteres de calidad de fruto y para el desarrollo de

nuevas variedades comerciales.
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CAPITULO III

EVALUACION Y VALORACION DE pre-NILs
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INTRODUCCION

Las lineas casi isogénicas (NILs) son lineas que contienen un fragmento cromosémico
Unico de un progenitor que acttia como donante dentro del fondo genético de otro progenitor
que acttia como receptor (Zamir, 2001; Lippman et al., 2007). El desarrollo de NILs, utilizando
como receptor un cultivar o variedad elite y como donante una especie silvestre, facilita la
introduccion de nueva variabilidad genética en el germoplasma elite. Estas lineas con
introgresiones silvestres en el contexto cultivado permiten estudiar el aporte de genes o QTLS
silvestres en un fondo genético apropiado. Mediante esta estrategia, es posible revelar alelos
silvestres beneficiosos y alcanzar nuevos cultivares con una actuacion superior, mejorando
variedades elite y enriqueciendo la diversidad del germoplasma cultivado. Ademas, cada linea
llevara solo una pequefia fraccién del genoma silvestre, por lo cual se eliminan gran parte de
los problemas asociados al uso de especies exaticas, evitandose asi posibles complicaciones de
esterilidad, combinaciones deletéreas o efectos indeseables del arrastre por ligamiento que
pueden ocurrir en cruces distantes que implican especies silvestres. Al mismo tiempo, algunos
rasgos y el manejo agrondmico de las plantas serdn mas similares a los de la especie cultivada,
representando una ventaja en la conduccion de los ensayos (Lippman et al., 2007).

Las NILs constituyen una herramienta muy valiosa para la identificacién y localizacion
de loci de caracteres cuantitativos (QTLs) (Zamir, 2001). Por un lado, el mapeo de QTLS se ve
simplificado ya que las NILs difieren del padre recurrente solo en un fragmento de ADN
aportado por el padre donante, y por lo tanto, las diferencias fenotipicas pueden atribuirse
directamente al segmento introgresado (Eshed y Zamir, 1995). Todos los efectos de la variacion
fenotipica estan asociados con el segmento introducido y la potencia para la deteccion de QTLS
individuales se incrementa. Ademas, al presentar solo una pequefia proporcion del genoma
dador, en comparacion con otras poblaciones segregantes, en las NILs se reduce notablemente
la variacion genética adicional no asociada al segmento de interés y el enmascaramiento debido
a interacciones epistaticas entre genes del dador. Esto las convierte en un sistema Unico y
altamente eficiente para la identificacion de QTLs (Eshed et al., 1996; Schauer et al., 2006;
Lippman et al., 2007). En adicion, un gran beneficio de las NILs radica en que conforman una
poblacién de mapeo eterna. El efecto del segmento introgresado puede ser evaluado en distintas
localidades y afios, permitiendo el andlisis en diversos ambientes y condiciones (Schauer et al.,

2006). No menos importante, es su aplicabilidad inmediata en el mejoramiento y en el
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desarrollo de nuevos materiales. Si el padre recurrente es una variedad elite, las NILs derivadas
representaran la base directa para un nuevo cultivar. De este modo, no se requieren programas
adicionales para la transferencia de QTLs al material de mejora y se evita el riesgo de que alelos
de QTLs pierdan sus efectos al ser llevados a un nuevo fondo genético (Tanksley y Nelson,
1996).

Frente a los numerosos beneficios de las NILs, el principal inconveniente es el largo
tiempo y la cantidad de trabajo requeridos para su desarrollo. En los ultimos afios, las estrategias
basadas en marcadores moleculares han facilitado su obtencién, y diversas poblaciones de
lineas casi isogénicas fueron conseguidas tanto con fines béasicos de investigacion como
aplicados para la creacion de nuevos cultivares. En tomate, la primera coleccion de NILs se
desarrollo entre S. pennelli LA716 y S. lycopersicum (cv. M82) (Eshed y Zamir, 1995; Zamir,
2001). Esta poblacion exhibié un mayor poder de mapeo de QTLs, en comparacion con una
poblacion bialélica derivada del mismo cruzamiento, y fue exitosa en la identificacion de
diversas regiones asociadas a caracteres de fruto y otros de importancia agronémica y
nutricional. Otras poblaciones de NILs se disefiaron luego con varias especies, entre ellas S.
pimpinellifolium LA1589 (Tanksley et al., 1996; Bernachi et al., 1998b), LA2093 (Kindale y
Foolad, 2013) y mas recientemente TO-937 (Barrantes et al., 2014); S. pennellii LA0716
(Eshed y Zamir, 1995); S. habrochaites LA1777 (Monforte y Tanksley, 2000a), LA0407
(Francis et al., 2001) y LYC4 (Finkers et al., 2007) y S. lycopersicoides (Chetelat y Meglic,
2000; Canady et al., 2005). Estas colecciones de NILs han demostrado ser extremadamente
utiles en diversas investigaciones genéticas, en los analisis de QTLs, en el mapeo fino de
caracteres y, muy importante, en la introduccién de nueva variabilidad genética proveniente de

las especies silvestres en el germoplasma elite (Barrantes et al., 2014).

Las NILs son llamadas asi porque son lineas muy similares que difieren solo en un
segmento genémico, idealmente en uno 0 unos pocos genes. Sin embargo, en la préctica estas
lineas ideales que contienen un Unico segmento cromosémico del padre donante resultan
dificiles de alcanzar (Mahone et al., 2013). De hecho, en los Gltimos afios las nuevas tecnologias
de genotipado masivo de alto rendimiento y de secuenciacion han mostrado que diversas
poblaciones de lineas de introgresion contenian, en realidad, varias introgresiones no-diana
adicionales, no detectadas previamente con métodos de menor cobertura genomica (Xu et al.,

2010; Schmalenbach et al., 2011). A partir de estos conocimientos, los materiales con
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introgresiones madltiples se han clasificado como pre-NILs, ajustdndose sus analisis y
obteniéndose representaciones mas certeras y no menos valiosas. Las pre-NILs comparten
muchas de las ventajas que presentan las NILs. Ciertamente, las pre-NILs exhiben también una
baja proporcion del genoma donante, por lo que permiten estudios de QTLS mas precisos,
favorecen diversas investigaciones genéticas, facilitan el manejo de las poblaciones de trabajo
y contribuyen directamente al mejoramiento. Diversos estudios se han llevado a cabo con lineas
con introgresiones multiples e incluso se ha indicado que en ciertas ocasiones pueden resultar
mas convenientes que las NILs. Ofner et al. (2016) propusieron que una coleccion de BILs, con
introgresiones multiples, puede generar mapas de mayor resolucién, en comparacion con un
namero similar de NILs. Las BILs, definidas como lineas de retrocruzas endocriadas, tienen una
baja proporcion del genoma donante silvestre en un fondo genético uniforme con altos niveles
de homocigosis, lo cual las vuelve muy precisas en la identificacion, caracterizacion y
localizacion de QTLs (Foolad, 2007). A diferencia de las BILs, las NILs poseen un Unico
segmento introgresado del donante silvestre, de manera que toda su caracterizacion fenotipica
y molecular proporcionarad informacién sobre una sola regién. Esto puede resultar bastante
costoso e incluso derrochador, ya que si en su lugar empleamos una BIL con multiples
segmentos introgresados es posible escanear una serie de regiones genémicas a la vez. Las BILs
deben incluir varias introgresiones por linea, pero no demasiadas, de manera tal que la epistasis
se mantenga razonablemente baja y se facilite la asociacién de los rasgos a un segmento
gendmico definido. Ofner et al. (2016) desarrollaron un conjunto de 446 BILs, derivadas de S.
pennellii (LA0716) y M82, a partir de dos o tres generaciones de retrocruzas, seguidas por ocho
autofecundaciones, y demostraron la eficacia de estas BILs para el mapeo de caracteres simples
y complejos, derivados de la especie silvestre en tomate. En otro trabajo, Mahone et al. (2013)
establecieron un procedimiento de analisis para determinar QTLs en forma precisa, en lineas
con multiples segmentos cromosémicos del dador introgresados. La combinacion de una prueba
de Dunnett con un modelo lineal constituyd una valiosa herramienta para identificar y localizar
un QTL entre las diversas introgresiones presentes en estas pre-NILs. Al mismo tiempo, estas
exploraciones favorecen en gran medida el desarrollo de futuras NILs, ya que solo los
segmentos con un efecto significativo precisan ser aislados, eliminando la necesidad de evaluar
todos los segmentos cromosémicos introgresados, reduciendo tiempos y recursos (Mahone et
al., 2013). De esta manera, la evaluacion y caracterizacion de colecciones de pre-NILs resultan

muy convenientes y pueden derivar en grandes aportes a estudios genéticos y programas de
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mejoramiento, permitiendo comprender mejor la utilidad del germoplasma silvestre a la mejora
de la especie cultivada y avanzar de manera mas eficiente hacia la obtencion de nuevas

variedades.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar fenotipicamente pre-NILs de tomate que comparten el fondo genético del
cultivar Caimanta y difieren en regiones cromosémicas aportadas por la especie silvestre

S. pimpinellifolium.

» Evaluar el efecto de regiones de interés introgresadas desde LA722 en el fondo genético

de Caimanta, sefialadas por los marcadores SSR en las diversas pre-NILs obtenidas.

» Validar QTLs hallados en las pre-NILs, a través de la comparacion con las generaciones

precedentes de retrocruzas, derivadas del cruzamiento entre Caimanta 'y LA722.

» Determinar el comportamiento integral de las pre-NILs en relacion al cultivar Caimanta.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Diversas pre-NILs fueron obtenidas mediante un programa de retrocruzas asistido con
datos moleculares y fenotipicos. Como se detallé en el Capitulo I, siguiendo un proceso de
seleccion basado en marcadores SSR y caracteres de calidad de fruto, se generaron 22 pre-NILs
muy similares a Caimanta. En adelante, cada pre-NIL serda nombrada en base al SSR que marca
el segmento cromosoémico de S. pimpinellifolium para el cual fue seleccionada dicha linea,
independientemente de las introgresiones adicionales que presenten en otras regiones del
genoma. Ademas, como se describio en el Capitulo Il, para dos pares de SSR (SSR320-SSR014
y SSR063-SSR038) que se encuentran muy proximos entre si, los segmentos cromosémicos no
lograron recombinarse y en las pre-NILs derivadas el segmento de LA722 introgresado abarcd
los dos marcadores SSR contiguos. De aqui en adelante, estos SSR se consideraran en forma
conjunta como un Unico segmento. Por otro lado, al tratarse de una retrocruza hacia el genotipo
cultivado, las pre-NILs identificadas en las generaciones BCz 0 BC4 presentaron el segmento
SSR introgresado en estado heterocigota (“CP”, C representa el alelo de Caimanta y P el alelo
de LAT722 para el locus microsatélite correspondiente) y seran nombradas pre-NIL-CP. Una
generacion de autofecundacion fue requerida para identificar las lineas propiamente dichas, con
la condicion homocigota para el segmento SSR proveniente de la especie silvestre, denominadas
pre-NIL-PP.

Una vez conseguidas las pre-NILs se procedio a su evaluacion y anélisis. En la campafia
2014/2015 se estudiaron nueve de las 22 pre-NILs obtenidas, y en la campafia 2015/2016 se
evaluaron 11 de las 13 restantes (dos, pre-NIL128 y pre-NIL070, no llegaron a ser evaluadas

dentro de este trabajo debido a cuestiones de tiempo y demoras en su obtencién).

Para la caracterizacion de cada pre-NIL se llevaron a cabo dos tipos de analisis.
(1)- Por un lado, y en parte debido al conocimiento de que la region introgresada a partir de la
especie silvestre no era unica, se decidieron hacer estudios dentro de familias generadas a partir
de cada pre-NIL, intentando disminuir las posibles fuentes de variacion al comparar las plantas
dentro de una familia. Advirtiendo que el fondo genético en cada pre-NIL no es tan uniforme,
la evaluacidn de familias pre-NILs, considerando el segmento SSR de interés como fuente de

variacion, busco conocer el efecto del segmento silvestre en ese entorno particular. Para ello,
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cada una de las 20 pre-NIL en condicidn heterocigota para su segmento SSR proveniente de
LA722 (pre-NIL-CP) se autofecundd, dando origen a una familia pre-NIL, la cual segrega para
ese fragmento SSR particular (Figura I11.1). Es decir, las familias pre-NILs estuvieron formadas
por plantas con una constitucion del fondo genético muy similar a Caimanta, pero que segregan
en la region SSR introgresada desde LA722 (CC, CP y PP; C representa el alelo de Caimanta y
P el alelo de LA722 para el locus microsatélite), independientemente de las otras introgresiones
adicionales. Para el andlisis, se llevd a cabo un ANOVA dentro de estas familias pre-NILs,
utilizando como fuente de variacion el segmento segregante correspondiente al SSR particular
por el que fue seleccionada dicha linea. La evaluacion de estas familias permite conocer el
efecto del segmento SSR de interés en un contexto similar a Caimanta.

Parental Parental
Recurrente X Donante
F1 X II
BC1 I% X I

S
Retrocruzas

pre-NiL
heterocigota

D -
[ & ]

@

X

|
P! [

Figura I11.1- Esquema de obtencion de las familias pre-NILs segregantes para el segmento SSR.

Se sembraron 30 plantas por familia de cada pre-NIL y 10 plantas del progenitor
Caimanta como testigo, en invernadero y bajo un disefio completamente aleatorizado en el que
las unidades experimentales fueron las plantas. Se evaluaron 232 plantas y un total de
3.303 frutos, en la campafa 2014/2015, y 307 plantas y 3.896 frutos en la campafia 2015/2016
(Tabla 111.1).
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Tabla I11.1- Namero total de plantas y de frutos evaluados en S. lycopersicum (Caimanta) y en las familias pre-NILs.

Campafia 2014/2015 Campafia 2015/2016

Genotipo  |Cr| Familia |n° Plantas|n® Frutos Genotipo Cr| Familia |n° Plantas|n° Frutos
Caimanta progenitor 5 50 Caimanta progenitor 9 120
pre-NIL095 | 1| BC4S; 26 417 pre-NIL598 2| BCsS; 29 382
pre-N1L220060 | 1 | BC,;S; 24 418 pre-NI1L320-014 | 3| BC3S; 30 402
pre-NIL295 | 2| BC,S; 25 344 pre-NIL162 | 5] BC3S; 28 374
pre-NIL115 | 5| BCsS; 28 428 pre-NIL286 7| BC3S; 26 316
pre-N1L211044 | 6 | BCsS, 25 369 pre-NIL045 7| BCsS, 26 322
pre-NIL276 | 7| BCsS, 20 246 pre-NIL063-038 | 8 | BC,;S; 25 290
pre-NIL327 | 8| BCs3S; 27 321 pre-NI1L034 9| BC;S; 18 222
pre-NIL069 | 9| BC3S; 26 410 pre-NIL596 |10] BCsS, 27 336
pre-NIL080 |11 BC,S; 26 300 pre-NIL318 |10| BCsS, 30 414
TOTAL 232 3.303 pre-NILG036 |11] BC,S; 29 352
pre-NIL1061 |11] BC,S; 30 366
TOTAL 307 3.896

(2)- Por otro lado, también resulta de interés conocer el comportamiento de los nuevos
materiales en relacion al progenitor cultivado Caimanta. Para ello, de las plantas sembradas y
caracterizadas molecularmente se seleccionaron aquellas que resultaron homocigotas para los
alelos de S. pimpinellifolium, en el segmento SSR de interés, pre-NIL-PP (P, representa los
alelos de LA722 para el locus microsatélite), que representan la pre-NIL propiamente dicha.
Cada pre-NIL-PP (alelos silvestres en el segmento SSR introgresado) fue comparada con el
cultivar Caimanta, mediante una prueba t-Student (Figura I11.2). Aproximadamente cinco
plantas de cada pre-NIL-PP se compararon con Caimanta. Este estudio nos brinda informacion
acerca del comportamiento general de la nueva pre-NIL, en el cual participa todo el genoma,

con los diversos fragmentos introgresados y sus interacciones.

pre-NIL I
heterocigota I
A
PP CcP cc

pre-NiL-PP CAl

Figura I11.2- Esquema de comparacion de la pre-NIL-PP con Caimanta (CAl).
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CARACTERES FENOTIPICOS

Como se detall6 en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo I, en cada planta se

cosecharon de 10 a 12 frutos al estado pinton y se evaluaron los caracteres: peso (g), didmetro
(cm), altura (cm), forma (altura/diametro), espesor del pericarpio (cm), nimero de l6culos y
vida poscosecha (dias). En frutos cosechados al estado rojo maduro, se midio: contenido en
solidos solubles (°Brix), acidez, pH, firmeza y color (a través del porcentaje de reflectancia (L)
y el cociente a/b). La firmeza y el color del fruto se determinaron en seis frutos por planta,
mientras que para el contenido en sélidos solubles, pH y acidez la unidad experimental fue una
muestra de jugo obtenida a partir de 3 a 8 frutos por planta, dependiendo del tamafio del fruto,

y se realizaron tres repeticiones por planta, a partir de tres muestras de jugo independientes.

MARCADORES MOLECULARES

Se emplearon los marcadores moleculares SSR descriptos en el Capitulo I. Como se
indicé anteriormente, cada familia derivada de una pre-NIL-CP segrega solo para uno de los 28
marcadores SSR utilizados en el proceso de seleccidn. En la caracterizacion genotipica de cada
familia pre-NIL, se analiz6 solo aquel SSR que fue heterocigota en la planta que le dio origen,
determindndose asi el genotipo de cada planta en dicho locus microsatélite (CC, CP o PP; C
representa el alelo de Caimanta y P el de LA722). El resto de los marcadores SSR habrian fijado
los alelos de Caimanta y no estarian segregando en la familia en estudio. La extraccion de ADN,
la amplificacion y la visualizacién de los SSR se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos

detallados en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el estudio de los caracteres fenotipicos se siguieron las metodologias clasicas de la
genética cuantitativa (Kearsey y Pooni, 1996), como se indicd en la seccion Materiales y
Métodos del Capitulo I. En las distintas familias pre-NILs se estimd la variancia genética,
calculandose los porcentajes de variancia fenotipica atribuible a variancia genética (%VG/VF),
mediante un analisis de la variancia (ANOVA) (adaptado de Mariotti y Collavino, 2014). Las

medias entre las diferentes familias se compararon mediante el test de Duncan.

La segregacion mendeliana se examino para cada SSR, probando la proporcion esperada

para la autofecundacién de una planta heterocigota, pre-NIL-CP, (1:2:1, homocigotas CC:
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heterocigotas CP: homocigotas PP, donde C representa el alelo de Caimanta y P el alelo de
LA722 para el locus microsatélite) a través de una prueba de y? (Snedecor, 1964).

Para evaluar el efecto de cada segmento SSR introgresado en las distintas pre-NILs, la
asociacion entre el marcador molecular SSR y los caracteres fenotipicos se determiné en la
familia pre-NIL correspondiente, a través del método de un solo punto (single point analysis,
Tanksley, 1993), considerando el SSR respectivo como fuente de variacion y siguiendo los
parametros detallados en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo |.

La validacion de las regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad del fruto en
las pre-NILs se realiz6 comparando los QTLs encontrados en estas lineas con los detectados
previamente en las generaciones BC1, BC1S;, BC» (Pereira da Costa et al., 2013), BC2S:1 y BCs
(de este trabajo), con una probabilidad menor a 0,05. Un QTL se considero validado cuando la

asociacion hallada en la pre-NIL se presentd en alguna generacion adicional.

Para conocer la actuacion general de las diferentes pre-NILs, en relacion al cultivar
Caimanta, se compararon cinco plantas de cada pre-NIL homocigota con Caimanta, para los
alelos de S. pimpinellifolium en el segmento SSR introgresado (pre-NIL-PP), mediante la prueba
t-Student (Snedecor, 1964). Para la mayoria de los caracteres estudiados, el valor de Caimanta
se mantuvo estable en las dos camparias (2014/2015 y 2015/2016), no mostrando diferencias
segun el afio de evaluacion. En estos casos, se realizd el promedio de los valores del cultivar
para ambas campafias y las comparaciones con las diferentes pre-NILs-PP se efectuaron en
relacion a este valor medio. No obstante, para el pH y la acidez titulable, Caimanta manifesto
diferencias significativas entre los afios de evaluacion. Para estos rasgos, se informa el valor
medio de Caimanta, correspondiente a cada campafa, y las comparaciones con las pre-NILs-PP
se realizaron con el valor del testigo respectivo a su afio de evaluacién. Por otro lado, el espesor
de pericarpio y el nimero de léculos solo fueron examinados en Caimanta en la campafia
2015/2016. Para conocer la tendencia presentada y considerando que se trata de rasgos poco

influenciados por el ambiente, todas las pre-NILs-PP se compararon con el valor de este afio.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software InfoStat Version 1.0
(Di Renzo et al., 2001).
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RESULTADOS

PARTE I: EVALUACION DE FAMILIAS pre-NILs

- Evaluacion por caracteres fenotipicos de las familias pre-NILs

Como se describio en la seccion Materiales y Métodos, cada familia pre-NIL se
compone de plantas que segregan en un determinado segmento SSR, proveniente de S.
pimpinellifoluim (CC, CP o PP), en el contexto genético del cultivar Caimanta (aunque notamos
que el background no es tan uniforme debido a la presencia de introgresiones adicionales).

Si bien los caracteres vegetativos no fueron medidos en este trabajo, es importante
mencionar que resultd llamativa la diversidad en estructura de plantas, altura, tipo de
crecimiento y cantidad de frutos, entre otros rasgos, que presentaron estas familias (imagenes
de las mismas pueden encontrarse en el ANEXO). Esto sefiala la existencia de variabilidad para
estas propiedades y la posibilidad de conducir nuevas investigaciones y desarrollos a partir de
estos materiales. Algunas que podrian distinguirse son las familias pre-NI1L220060, pre-NI1L295,
pre-NI1L211044, pre-NIL115, pre-NILG036 y pre-NIL1061 que manifestaron plantas con un
buen porte vegetativo y, entre ellas la pre-NIL115 mostrd un buen nimero de frutos por racimo.

Para los caracteres de fruto, el analisis de Shapiro-Wilk indic6 distribucién normal de
todos los caracteres, con valores de W cercanos a 1 dentro de todas las familias, con algunas
excepciones menores. En la Tabla 111.2 se muestran los valores medios y el error estandar de
cada caracter en las 20 familias pre-NILs. Los valores medios de las familias fueron variables
y se encontraron diferencias significativas (F > 3,52; p < 0,001) entre las familias para todos
los caracteres analizados. Los rangos de variacién fueron amplios para la mayoria de los
caracteres en las 20 familias.

Advirtiendo que, ademas de la existencia de introgresiones no-diana, una familia incluye
los tres genotipos para el segmento de interés y los efectos en la media de un caracter pueden
confundirse, en una primera exploracion, podemos sefialar que las familias pre-NIL095,
pre-NIL115, pre-NIL211044, pre-NIL276, pre-NIL069 y pre-NIL034 manifestaron una buena
vida poscosecha de los frutos. Estas familias mostraron plantas con frutos de color rojo y
tambien plantas con frutos de color amarillo, con excepcion de las familias pre-N1L211044 y
pre-NILO34 que fueron exclusivamente rojas y la pre-NIL276 amarilla. Para las familias

pre-NIL276 y pre-NIL320, el hecho de que todas sus plantas presentaran frutos de color amarillo
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se evidencio en un valor medio negativo de a/b y un alto valor de L. Las familias pre-NI1L211044

y pre-NIL034, ademas de buena vida poscosecha, exhibieron una alta firmeza y buenos atributos

en cuanto al color y aspectos bioquimicos como el contenido en sélidos solubles.

Tabla I11.2- Valor medio y error estandar para cada una de las variables en las 20 familias pre-NILs.

pre-NIL |Cr| Diametro (cm) Altura (cm) Forma Peso (g) Vida poscosecha (dias)
095 115,53 £ 0,23 abed |4,51 £ 0,15 efgh|0,83 £ 0,01 ghi 83,91 + 9,16 bcde|17,15 £ 1,92 ef
220060 | 15,40 £ 0,24 abcd | 4,39 + 0,16 defg|0,83 £ 0,01 hi 82,38 + 9,54 bcde| 13,44 + 2,00 bede
295 216,14 £ 0,24 defg 4,74 £ 0,15 gh |0,79 £ 0,01 fgh |116,20 + 9,34 fghi [ 14,56 £ 1,96 cde
598 214,82+ 0,22 a 346 £ 0,14 a |0,74 £ 0,01 be 52,24 + 8,68 a 10,32 £ 1,82 abed
320 31525+0,22 ab [4,04 £ 0,14 cde [0,79 = 0,01 efg | 69,50 £ 8,53 abc |16,10 + 1,79 def
115 515,31 £ 0,22 abc |4,36 £ 0,15 defg| 0,84 + 0,01 i 78,04 + 8,83 abcd|22,06 + 1,85 f
162 515,08 £ 0,22 ab [3,96 + 0,15 bed | 0,78 £ 0,01 defg| 64,65 + 8,83 ab 9,71 + 1,85 abc
211044 |1 616,02 £ 0,24 cdef |5,59 + 0,15 i 0,93 £ 0,01 j 125,23 + 9,34 ghi [17,23 £ 1,96 ef
286 716,08 + 0,23 defg [4,09 £ 0,15 cde |0,68 + 0,01 a 102,29 + 8,99 defg| 7,22 £ 1,88 ab
276 716,76 £ 0,28 gh |[4,59 £ 0,18 fgh |0,68 + 0,02 a 141,94 + 11,01 i 3057 +231 g
045 716,90 £ 0,23 h 489 +0,15h |0,72+ 0,01 ab [134,04 £ 899 hi [16,95 £ 1,92 ef
327 815,60 = 0,23 bede | 4,32 £ 0,15 defg| 0,79 = 0,01 fghi | 82,52 £ 9,16 bede|13,04 + 1,92 bede
063 81513 +0,23 ab [4,11 £ 0,15 cdef| 0,81 + 0,01 fghi | 71,84 + 8,99 abc | 8,97 + 1,88 abc
069 916,34 £ 0,23 efgh [4,29 £ 0,15 defg| 0,69 + 0,01 a 110,49 + 9,16 efgh|29,87 £ 1,92 g
034 914,80 £ 0,26 a 3,40 £ 0,17 a 0,72 £ 0,02 ab 49,17 + 10,19 a 21,83 £ 2,24
596 10|4,84 £ 0,22 a 3,68 £ 0,15 abc | 0,77 + 0,01 cdef| 58,90 + 8,83 ab 6,53 + 1,85 a
318 ]10|4,82 £ 0,22 a 3,56 £ 0,14 ab |0,74 + 0,01 bed | 52,39 + 8,53 a 9,18 £ 1,79 abc
080 |11]5,74 £ 0,25 bcdef| 4,03 = 0,16 cde |0,71 £ 0,02 ab 84,91 + 9,74 bcde| 13,79 + 2,04 cde
G036 |11]6,45 = 0,22 fgh |4,65 + 0,14 gh |0,74 = 0,01 bede| 113,97 = 8,53 fghi [10,10 + 1,79 abcd
1061 ]11]5,80 + 0,22 bcdef| 4,64 £ 0,14 gh [0,81 + 0,01 fghi | 95,33 = 8,53 cdef [ 14,40 + 1,79 cde
pre-NIL |Cr a/b L Firmeza n° Loculos Esp. Pericarpio (cm)
095 1| 0,64 + 0,08 bc |45,67 + 1,10 ef 52,19 £ 2,39 abcde | 3,84 £ 0,41 ab [ 0,59 £ 0,03 ghi
220060 | 1| 0,94 + 0,08 de [41,17 + 1,10 abcd |48,69 £ 2,39 abc 3,34 + 0,41 ab | 0,56 £ 0,03 efgh
295 21 052 +£0,09 b |4564 £ 1,21 ef 50,10 £ 2,62 abcd | 5,90 + 0,45 cde| 0,44 + 0,03 abed
598 21 059 +£0,08b |43,11 £ 1,06 bcdef|61,29 £ 2,29 f 4,77 £ 0,39 bc |0,59 £ 0,03 ghi
320 3]1-0,25 £ 0,08 a |56,85+ 1,02 g 58,73 £ 2,20 def 4,61 £ 0,38 bc |0,58 £ 0,03 fghi
115 5] 0,64 £ 0,08 bc |46,59 + 1,08 f 59,37 £ 2,34 ef 3,57 + 0,40 ab [ 0,59 £ 0,03 ghi
162 5] 1,06 £0,08 e |3982+ 1,08 ab |53,53 £ 2,34 abcdef| 4,53 + 0,40 bc | 0,62 £ 0,03 hi
211044 | 6| 0,95 + 0,09 de |43,51 £ 1,15 bcdef | 55,52 £ 2,50 bedef | 3,00 + 0,43 a |0,68 £ 0,03 i
286 71 0,92 £ 0,09 de |41,07 £ 1,24 abcd |54,03 £ 2,70 abcdef| 8,83 + 0,46 f |0,43 + 0,03 abc
276 71-0,26 £ 0,11 a |60,73 £ 1,46 h 61,32 £ 3,17 f 10,08 + 0,55 f |0,42 + 0,04 ab
045 71 0,63 £ 0,09 bc |45,76 £ 1,21 ef 52,95 £ 2,62 abcdef| 6,96 + 0,45 e |0,52 £ 0,03 bcdefy
327 8] 0,71 £ 0,10 bcd| 44,17 £ 1,41 cdef |47,41 £ 3,06 ab 6,30 + 0,53 de | 0,49 + 0,04 abcdef
063 8] 0,94 £ 0,10 de |40,23 £ 1,36 abc |56,99 + 2,95 cdef 2,94 + 0,51 a |0,54 + 0,03 defgh
069 9]1-0,08 £0,08a |54,76 £+ 1,13 g 59,57 £ 2,44 of 991 +042f |041+0,03a
034 91 0,94 £ 0,11 de |41,24 £ 1,46 abcd |59,91 £ 3,17 ef 6,62 + 0,55 de | 0,52 £ 0,04 bcdefy
596 [10] 0,97 £ 0,09 de |38,91 £ 1,18 a 48,01 + 2,56 ab 3,42 + 0,44 ab | 0,52 £ 0,03 cdefgh
318 |10] 0,88 £ 0,07 cde|42,11 + 0,98 abcde|45,94 + 2,12 a 542 + 0,36 cd |0,41 £ 0,02 a
080 |11] 057 £0,10 b |45,74 + 1,41 ef 53,58 + 3,06 abcdef| 8,77 £ 0,53 f |0,47 £ 0,04 abcde
G036 |11] 0,61 £ 0,09 bc [43,32 £ 1,18 bedef | 46,37 + 2,56 a 4,64 £ 0,44 bc |0,59 £ 0,03 fghi
1061 |11] 0,51 + 0,09 b |45,01 + 1,18 def |52,71 + 2,56 abcdef| 4,52 * 0,45 bc |0,60 = 0,03 ghi

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. Letras distintitas indican diferencias significativas entre las familias segln

el test de

Duncan (p < 0,05).
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Tabla I11.2- (continuacion)

pre-NIL | Criséidos Solubles (°Brix pH Acidez Titulable
095 | 1| 550+ 0,27 bc |4,67 + 0,06 efg [0,38 £ 0,04 a
220060 | 1| 5,69 + 0,27 bc |4,58 + 0,06 cdef [ 0,49 + 0,04 abcd
295 | 2| 573 +0,29 bc |4,49 £ 0,06 bcde|0,48 + 0,04 abed
598 | 2| 571+0,26 bc |4,76 £ 0,06 fg |[0,39 £ 0,04 a
320 | 3| 628+025¢cd |[483+005g [039+£0,03a
115 | 5| 6,42+ 0,26 cd |4,67 £ 0,06 efg |0,40 + 0,04 a
162 5| 5,57 £ 0,26 bc |4,71 £ 0,06 efg | 0,41 = 0,04 ab
211044 |1 6] 6,22 £ 0,28 cd |4,52 = 0,06 cde |0,48 + 0,04 abcd
286 7| 6,20 £ 0,30 cd |[4,18 £ 0,07 a 0,72 £ 0,04 ¢
276 7] 6,75+ 035d [4,51 + 0,08 cde 0,56 *+ 0,05 cd
045 7| 5,55 + 0,29 bc [4,65 + 0,07 defg | 0,36 = 0,04 a
327 8] 6,22 £ 0,34 ¢cd |4,70 £ 0,08 efg |0,39 + 0,05 a
063 8] 461+033a |476%+0071f ]035+005a
069 |9 595+027 cd |4,39 0,06 bc [059 + 0,04 d
034 |9 564 +035bc [462+ 0,08 defg |0,43 £ 0,05 abc
596 10| 6,25 + 0,29 cd |4,68 + 0,06 efg |0,54 + 0,04 bed
318 |10 6,73+ 024 d [430+0,05ap |0,82 + 0,03 ¢
080 |11| 5,78 + 0,34 bc |4,45 + 0,08 bed [0,48 + 0,05 abed
G036 |11]| 5,45 + 0,29 abc 4,62 + 0,06 defg [ 0,48 + 0,04 abcd
1061 |11 4,90 + 0,29 ab | 4,59 + 0,06 cdef | 0,47 + 0,04 abcd

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. Letras distintitas indican diferencias significativas entre las familias segln
el test de Duncan (p < 0,05).

En las fotos de la Figura I11.3 se presentan frutos representativos de diferentes plantas,

de cada familia, correspondiente a las 20 pre-NILs evaluadas. Como puede observarse existe

cierto grado de variacion fenotipica dentro de las familias pre-NILs, sin embargo debe

destacarse que la variacion fenotipica entre frutos de diferentes plantas, dentro de una familia,

es bastante menor comparada con la encontrada en familias de retrocruzas mas tempranas. Para

ocho de las familias analizadas, todas las plantas mostraron frutos de color rojo, mientras que

dos familias (pre-NIL320 y pre-NIL276) exhibieron frutos amarillos en todas sus plantas y diez

manifestaron segregacién con algunas plantas de frutos rojos y otras de frutos amarillos. Otro

aspecto importante a mencionar es que en la mayoria de las familias se evidencia una importante

recuperacion del peso y tamafio del fruto, asemejandose mas al progenitor Caimanta, como cabe

esperar debido a la alta proporcion del background genético del mismo en estas lineas.
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Figura I11.3- Frutos representativos de las 20 familias pre-NILs evaluadas.
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En cada una de las familias se estimaron los porcentajes de variacion genética (%VG).
La Tabla I11.3 muestra los porcentajes de la variacion fenotipica atribuible a variacion genética

para cada caracter en cada familia pre-NIL.

Tabla 111.3- Porcentaje de variacion fenotipica explicado por la variacion genética.

%VG/VF

pre-NIL | Diametro| Altura| Forma| Peso | n° Loculos |E Pericarpio] Vp L | a/b |Firmeza|s.solubles|] pH |Ac. Titulable
095 44,70 |65,96|57,34|41,93| 72,52 | 73,45 |62,55|91,83|96,51| 70,35 | 96,22 |89,42| 90,75

220060 | 81,71 |85,62|66,54|72,02| 78,51 | 80,99 |34,82|62,20|53,30| 50,81 | 87,76 |82,35| 78,57
295 69,84 |61,64|37,31(61,28( 80,91 | 78,56 |42,46(81,94(87,42| 77,26 | 92,69 (86,76 89,97
598 58,39 |53,12| 64,77 (49,70 87,23 | 53,90 |78,52(81,11(91,49| 63,69 | 86,87 (88,81 85,09
320 54,20 |46,63|51,47 (42,35 88,14 | 66,00 |(46,13(43,52(51,66( 57,65 | 92,01 (87,24 79,49
115 59,70 |52,81| 56,00 (54,59 79,65 | 79,94 |69,06(90,83(92,72| 82,12 | 93,84 (85,18 94,99
162 54,83 49,09 25,11 (46,90 53,70 | 64,00 |35,88(38,51|----- 64,12 | 86,15 |69,27| 82,50

211044 | 70,14 |76,09| 18,80 |64,05| 62,68 | 75,00 |50,83|64,22|52,07| 24,77 | 89,83 |77,21| 57,53
286 54,59 |51,86| 35,89 (37,93 81,60 | 87,44 |58,21|74,59(80,49| 65,27 | 91,26 (86,80 89,26
276 71,31 | 75,36 | 11,26 {53,36 28,02 | 60,82 |30,39(39,04(48,15 41,26 | 95,69 (46,76 58,43
045 | ----- 1751 | ----- 15,32| 47,24 | ----- 58,61(85,31(93,82| 38,21 | 88,16 |63,64| 64,80
327 64,31 |58,50 | 34,32 (55,30 77,13 | 76,98 |28,87(92,27(97,21| 72,36 | 88,52 (85,17 89,60
063 63,44 |66,89|50,38 (47,77 72,19 | 39,47 |35,08(38,95(61,35| 37,87 | 72,91 (87,93 69,23
069 73,78 69,13 32,10 (59,81 60,08 | 70,04 |49,93(86,00(96,18 56,55 | 93,97 (63,68 48,89
034 55,70 |35,42| 54,83 (44,29 86,05 | 68,42 |88,85(26,86(52,70 ----- 67,24 192,86| 57,78
596 69,87 |60,65|50,78 (71,95 35,58 | 68,38 |38,99(41,55(56,91| 69,19 | 93,24 (93,15 86,07
318 56,19 |63,95]| 62,47 (59,38 84,67 | 72,50 |54,84|73,45(70,59| 63,36 | 88,81 (90,74 92,45
080 50,39 |60,58 | 22,63 (48,45 31,13 | 36,21 |70,55(92,59(96,48| 63,35 | 93,16 (81,18 72,11

G036 | ----- 18,64 | 22,06 (15,76| 75,65 | 37,27 |----- 80,64|97,34| 44,02 | 73,51 |79,25| 68,57
1061 16,70 | ----- 46,43 112,62| 74,11 | 43,85 |56,13|74,14|97,59( 68,17 | 77,14 |74,77| 64,94
Vp: vida poscosecha de los frutos. L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. (-----): variacion no significativa dentro
de la familia.

En general, la variacion dentro de cada una de las familias resulto significativa para la
mayoria de los caracteres (p < 0,01). Aquellos casos en los cuales la variacién dentro de una
familia no fue significativa se indican con guiones en la tabla I11.3. Los porcentajes de la
variacion fenotipica atribuible a variacidn genética fueron variables dependiendo del caracter y
la familia en estudio. Para el contenido en sélidos solubles, pH y acidez se encontrd un
importante componente genético en la variacion fenotipica observada en todas las familias,
mientras que para los caracteres relacionados a la forma y tamafio del fruto el componente
genético fue menor. Por otro lado, si se comparan los porcentajes de variacion genética para el
color entre las familias, se advierte que aquellas que presentaron segregacion del color de fruto
(pre-NIL095, pre-NIL295, pre-NIL598, pre-NIL115, pre-NIL045, pre-NIL327, pre-NILO69,
pre-NIL080, pre-NILG036 y pre-NIL1061) mostraron los mayores porcentajes de variacion
fenotipica atribuible a variacion genética. Cuando se analiza la variacion en el caracter vida

poscosecha, en la mitad de las familias se observa que el componente ambiental fue importante,
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no obstante existieron diferencias entre las familias, destacandose la pre-NIL034 con el mayor
valor seguido por las familias pre-NIL598, pre-NIL080 y pre-NIL115.

- Caracterizacion por marcadores SSR de las familias pre-NILs

Para la caracterizacion molecular, en cada familia pre-NIL se analiz6 solo aquel SSR que
fue heterocigota en la pre-NIL y le dio origen, e indica el segmento proveniente de LA722 de
interés en esa familia, determinandose el genotipo de cada planta en dicho locus microsatélite
(CC, CP 0 PP). Es decir, en cada familia se estudio la segregacion para uno de los 28 marcadores
SSR utilizados en el proceso de seleccidn, con excepcion de los SSR320-014 y SSR063-038 que
se consideraron en forma conjunta. En la Figura I11.4 se exhiben, a modo de ejemplo,
fragmentos de geles de poliacrilamida para dos de los SSR (SSR295 y SSR327) evaluados en
plantas de la familia correspondiente (pre-NIL295 y pre-NIL327).

CAI F1 SSR 295

LA722 Plantas Familia pre-NIL

LA722 Plantas Familia pre-NIL

Figura 111.4- Marcadores SSR295 y SSR327 probados en los progenitores (Caimanta (CAIl) y LA722 de S. pimpinellifolium),
la F1y la familia pre-NIL correspondiente. Las flechas indican los progenitores (CAl y LA722) y la F1 utilizados como
testigos. A continuacion se presentan los genotipos encontrados en la familia pre-NIL, donde observamos individuos
homocigotas para el alelo de CAl, individuos homocigotas para el alelo de LA722 e individuos heterocigotas.

La segregacién mendeliana de cada SSR fue probada en la familia correspondiente y se
muestra en la Tabla 111.4, indicAndose el marcador, la familia pertinente, el cromosoma que
lleva el segmento SSR, el nimero total de plantas evaluadas, el nimero de individuos para cada
genotipo observado y el valor de ¥°. Los SSR resaltados en amarillo no ajustaron a la
segregacion mendeliana esperada (1:2:1). S6lo tres de los SSR manifestaron segregacion
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distorsionada (SSR598, SSR115 y SSR162). En los tres casos, se observo un aumento de
individuos homocigotas para los alelos de Caimanta en comparacion a lo esperado.

Tabla I11.4- Segregacion de los marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) en cada familia pre-NIL.

SSR pre-NIL |Cr|n° Total|nCC[nCP|nPP|  »*

SSR 095 095 [1] 25 4 (13| 8 | 1,32ns
SSR 220060 | 220060 | 1| 24 6 (11| 7 | 0,25ns
SSR 295 295 [2] 25 5 14| 6 | 0,44ns
SSR 598 598 |[2] 28 15 | 10 | 3 | 12,57*
SSR 320 320 (3] 30 10 (13 | 7 | 1,13ns
SSR 115 115 | 5| 28 13 |10 | 5 | 6,86*
SSR 162 162 | 5| 28 15| 9 | 4 | 1221*
SSR 211044 | 211044 6] 25 5 (11| 9 | 1,64ns
SSR 286 286 | 7| 26 4 (16| 6 | 1,69ns
SSR 276 2716 |7 18 8 7 | 3] 367ns
SSR 045 045 [7] 26 9 | 8| 9] 384ns
SSR 327 327 (8] 26 10 [ 13 | 3 | 3,77ns
SSR 063 063 [8] 25 3 (15 7] 228ns
SSR 069 069 [9] 23 519 |9]248ns
SSR 034 034 [9] 18 5 (11| 2| 1,89ns
SSR 596 596 [10] 27 7 112| 8 [ 0,41ns
SSR 318 318 [10] 30 10 (16 | 4 | 2,53ns
SSR 080 080 [11] 25 4 (12 | 9 | 2,04ns
SSR G036 036 [11] 29 9 (15| 5| 1,14ns
SSR1061 | 1061 |11} 30 5 |16 9 [ 120ns

Cr: cromosoma. n°: namero total de individuos. nCC: nimero de individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (C).
NCP: nimero de individuos heterocigotas. nPP: nimero de individuos homocigotas para el alelo de LA722. y2: valor de
chi-cuadrado. ns: no significativo. *: significativo (p < 0,05). En amarillo se destacan aquellos SSR que no presentaron
segregacion 1:2:1.

- Deteccidon de QTLs en las familias pre-NILs

El analisis de los datos fenotipicos junto con los moleculares en las familias pre-NILs
permitio estudiar la asociacion entre los marcadores (el SSR segregante en cada familia) y los
caracteres fenotipicos, con el fin de detectar QTLs de interés agrondmico aportados por la
region SSR introgresada en cada pre-NIL. Se detectaron 30 QTLs asociados a caracteres de
calidad del fruto (p < 0,05), de los cuales 6 (20 %) fueron altamente significativos (p < 0,001)
(Tabla 111.5). Dieciocho de estos 30 QTLs (60 %) fueron hallados en alguna generacién anterior
de las retrocruzas derivadas del cruzamiento entre Caimanta y LA722 (indicados en amarillo
en la Tabla I11.5).
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Tabla 111.5- Asociaciones detectadas entre marcadores SSR y caracteres fenotipicos en las familias pre-NILs con p < 0,05.

pre-NIL |Cr SSR Carécter Media CC nCC Media CP nCP Media PP nPP| R? p
SSR 220060 |Color: L 4304+ 104 b | 6 | 3962+077 a|11[4213+1,04 ab| 6 | 0,29 | 0,0329
220060 | 1 | SSR 220060 [Solidos Solubles | 4,52+ 0,28 a | 6 | 587+021 b |11] 655+028 b | 6 | 057 [0,0002
SSR 220060 [Acidez Titulable | 0,35 + 0,07 a | 6 | 046 +005 a]11] 068 +007 b | 6] 03900071
598 | 2] ssr598 |color:L | 2017 +144 a| 12| 4344 +167 a| 9 |4995+289 b | 3] 03100193
30 | 3| SSR320 [Difmetro 540+032 b [10] 561+028 b|13]| 437+038 a| 7] 021]00423
SSR 320 [Acidez Titulable | 0,45 + 0,03 b | 9 | 035+003 a]11] 036+003 a| 7] 024]00378
SSR115 [Color: a/b 076 +009 b|11]| 095+010 b| 8 [-015+013 a | 5| 0,70 |<0,0001
SSR115 [Color: L 4495+ 161 a | 11| 4180+189 a| 8 [5788+239 b | 5 | 059 | 0,0001
115 | 5| SSR115 [Firmeza 56,26 + 275 a | 11 | 5448+ 323 a | 8 |74,03+4,08 b | 5 | 044 [ 0,0023
SSR115 [Vida poscosecha| 2151 +371 a [ 13| 1586+ 4,23 a | 103593 +598 b [ 5 [ 0,23 [ 0,0371
SSR115 [pH 463+006 a| 11| 487+007 b 8| 445+009 a| 5] 041]00041
SSR 211044 [Attura 576 +043 ab] 5 | 609+029 b[11] 490+032 a| 9] 026]0,0351
211044 | & | SSR 211044 [Peso 136,06 + 21,20 ab| 5 [148,19 + 1430 b | 11 [91,15 + 1580 a | 9 [ 0,25 | 0,0398
SSR 211044 |r° Loculos 406+036 b| 3| 281+020 a|10| 283+022 a | 803600191
SSR 211044 |Esp. Pericarpio | 0,61 + 0,08 ab] 3 | 078 +005 b]10] 056 +005 a| 8] 03700149
045 | 7] ssro45 [Firmeza | 4882 +282 a| 6 [ 5908+262 b | 7 [4993+282 a| 6] 035] 00302
063 | 8] ssro63 [color:L [ 4151 +183 a| 1 [ 3908+061 a| 9 [4204+082 a| 5] 043]0,0360
327 | 8] ssr327 |vidaposcosechal 10,76 + 1,10 a | 10 | 14,00 + 0,96 ab] 13 [16,44 + 201 b | 3 | 0,26 | 0,0304
034 | 9| ssr034 [Forma | 072+003 al 5| 070+002 al10] 086+004 b | 2] 045] 00156
080 |11] ssr080 [vidaposcosechal 11,33 + 3,03 ab] 4 | 18,10+ 1,91 b | 10 [1000+202 a | 9| 031 ] 00236
SSR G036 [Diametro 681+030 b| 9| 652+023 b|15| 547+040 a | 5 | 0,23 | 0,0349
G036 | 11| SSRGO36 [Forma 067+002 a| 9| 076+001 b|15[ 083+002 ¢ | 5[ 059 [<0,0001
SSR G036 [Peso 128550 + 10,03 b | 9 [113,78 + 7,77 b | 15[8256 + 1345 a | 5 [ 0,22 | 0,0368
SSR G036 [n° Loculos 654+063 b| 5] 418+042 a|11] 354070 a| 4] 043]0,0087
SSR 1061 |Diametro 654+022 b| 5| 577+012 a |16 546+016 a | 9 | 0,37 | 0,0018
SSR 1061 [Forma 071+002 a| 5| 08.+001 b|16[ 086+001 ¢ | 9] 062]<0,0001
1061 | 11| SSR1061 [Peso 11633 +934 b | 5 [ 9487 +522 a|16][8447+696 a| 9 [0,22]0,0366
SSR1061 [n° Loculos 800+078 b | 2 | 440+032 a|12| 340+049 a [ 5| 061 |0,0005
SSR 1061 [Color: a/b -030+038 a| 2 | 044+015 ap[ 13| 1,00+024 b [ 5[ 034]0,0280
SSR 1061 [Color: L 5291 +398 b | 2 | 4577+ 156 ab] 13[39,89 + 252 a | 5| 0,33 ] 0,0340

Cr: cromosoma. Media CC o PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas para alelos de Caimanta o LA722.
nCC o PP: nimero de individuos homocigotas. Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas. nCP:
nimero de individuos heterocigotas. R?: fraccion de la variacion fenotipica explicada. p: probabilidad asociada.

Se encontraron QTLs relacionados a caracteres del fruto en 12 de las 20 familias
pre-NILs. La familia pre-NIL1061 fue la que mas asociaciones presentd, destacandose la forma
y el nimero de loculos, con probabilidades menores al 0,1 % y porcentajes de variacion
fenotipica explicada de 62 % y 61 % respectivamente. En la familia pre-NILG036 también se
detectaron asociaciones a variables relacionadas con el tamafio del fruto (diametro, forma, peso
y numero de l6culos), donde la asociacion a la forma result6 altamente significativa (p < 0,001),
siendo los alelos silvestres responsables del aumento en la media de este caracter, lo cual es

esperable en base a los fenotipos de los progenitores. En la familia pre-NIL220060 se

manifestaron QTLs para el contenido en sdlidos solubles, la acidez titulable y el parametro L

de color. ElI QTL vinculado a los sélidos solubles explicé el 57 % de la variacion fenotipica y
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la presencia de alelos silvestres increment6 el contenido en solidos solubles de los frutos. En la
familia pre-NIL320, asociaciones al diametro y la acidez titulable fueron encontradas, en donde
los alelos de LA722 ocasionaron una disminucion en la media para ambos caracteres. La familia
pre-NIL115 reveld QTLs para el color, la firmeza, el pH y la vida poscosecha de los frutos. Las
asociaciones a los pardmetros a/b y L de color presentaron probabilidades menores al 0,1 % y
porcentajes de variacion fenotipica explicada de 70 % y 59 % respectivamente. En el QTL para
la vida poscosecha de los frutos la presencia de alelos silvestres aumentd la media de este rasgo,
lo que se corresponde con lo observado en los fenotipos parentales. Asociaciones a la vida
poscosecha fueron halladas también en las familias pre-NIL327 y pre-NIL080. En la familia
pre-NIL327, los alelos silvestres fueron responsables del incremento en la vida poscosecha,
mientras que en la familia pre-NIL0O80 el mayor valor fue presentado por la condicion
heterocigota, propiedades que habian sido advertidas en generaciones anteriores del

cruzamiento. Por otra parte, en la familia pre-NI1L211044 se encontraron QTLs relacionados a

la altura, el peso, el nimero de léculos y el espesor de pericarpio. Estas asociaciones, con
probabilidades menores al 5 % y porcentajes de variacion fenotipica explicada que variaron

entre 25 % y 37 %, no habian sido halladas en generaciones previas.

- Validacion de QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto

La comparacion entre los QTLs detectados en las pre-NILs, y los hallados previamente
en las generaciones anteriores de este cruzamiento entre Caimantay LA722 (BCy, BC1S1, BCo,
BC,S: 0 BCz3), permitid confirmar la asociacion de diversas regiones gendmicas a caracteres de
calidad de fruto en estas lineas. La evidencia de un QTL, en alguna retrocruza precedente, valida
la asociacion encontrada en la pre-NIL derivada. Dieciocho QTLs hallados en las pre-NILs
fueron validados gracias a los estudios previos. Se validaron asociaciones a diversos caracteres
de calidad de fruto para ocho de las pre-NILs desarrolladas (pre-NIL220060, pre-NIL320,
pre-NIL115, pre-NIL327, pre-NIL034, pre-NILO80, pre-NILG036 y pre-NIL1061). La
Tabla 111.6 muestra los QTLs validados, indicando las generaciones en las que fueron
detectados, seguidos de su probabilidad asociada. De las 18 asociaciones validadas, 12 fueron
observadas en una generacion adicional a la pre-NIL, y seis en dos 0 mas generaciones
adicionales a lo largo del proceso. En la Tabla 111.6 se presenta también el efecto de los alelos
silvestres sobre la media del caracter en cada generacion. Para varios de los QTLs (10 de 18)

los efectos fueron consistentes a través de las generaciones. Para otros, como el SSRG036, el
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SSR1061 y el SSR220060 algunas diferencias menores se presentaron, si bien fueron estables

en muchas de las generaciones encontradas; mientras que otros, como el SSR320 en relacion a

la acidez, el SSR115 al color y el SSR034 a la forma, mostraron mayores discrepancias.

Tabla I11.6- Asociaciones validadas en las pre-NILs y diversas generaciones del cruzamiento entre Caimanta y LA722 de S.
pimpinellifolium, indicando las generaciones en las que fueron detectadas y el efecto sobre el fenotipo del alelo de LA722.

QTLs
pre-NIL [Cr]  Caracter SSR Generacion (p) Efecto alelo LA722
BCiS1 1X-14 (0,0168) Sin diferencias entre PP y CC
Sélidos solubles [220060 BCs (0,0127) aumenta
220060 | 1 pre-N1L220060 (0,0002) aumenta
. . BC2 (0,0210) aumenta
A 22
cidez tilable 220060 pre-NIL220060 (0,0071) aumenta
L BC2 (0,0117) disminuye
Diamet 320 -
320 |3 ametro pre-N1L320 (0,0423) disminuye
. . BC2 (0,0082) aumenta
A tit 2
cidez tiukble | 320 pre-NIL320 (0,0378) disminuye
. BCiS1 111-21 (0,0093) aumenta
Color: a/b 115 pre-NIL115 (<0,0001) disminuye
BC1S1 111-21 (0,0183) disminuye
11 5 Color: L 115
S owor pre-NIL115 (0,0001) aumenta
. BCs (0,0072) aumenta
Vid ha| 115
da poscosecha pre-NIL115 (0,0371) aumenta
- BC1S1 VI1-31 (0,0331) aumenta
327 | 8|vid ha| 327
'da poscosecha pre-N1L327 (0,0304) aumenta
BC1 (0,0007) / BC1S1 VII-51 (0,0495) disminuye/ Sin diferencias entre PPy CC
BC2S1 VII-17 (0,0007) disminuye
034 9 Forma 034 BC3 (0,0009) disminuye
pre-N1L034 (0,0156) aumenta
- BC1S1 VII-51 (0,0483) Sin diferencias entre PP y CC
080 | 8|Vvid ha| 080
'da poscosecha pre-N1L080 (0,0236) Sin diferencias entre PPy CC
BCu1 (0,0274) aumenta
Dimetro G036 BC2S1 V1124 (0,0085) / BC2S1 VII-7 (0,0013) / BC2S1 ViI-12 (0,0027) d|sm|nuye/d!sm!nuye/d isminuye
BCs (0,0022) disminuye
pre-N1LG036 (0,0349) disminuye
BC2S1 VII-7 (0,0001) / BC2S1 VII-12 (<0,0001) aumenta
Forma G036 BCs (0,0014) aumenta/aumenta
G036 |11 pre-N1LG036 (<0,0001) aumenta
BCz1 (0,0263) aumenta
BC2S1 WiI-24 (0,0031) / BC2S1 WiI-7 (0,0093) / BC2S1 ViI-12 (0,0100) disminuye/disminuye/disminuye
Peso G036 A
BCs (0,0062) disminuye
pre-NILG036 (0,0368) disminuye
® Léculos G036 B C2S1 VII-24 (0,0123) / BC2S1 MiI-7 (0,0037) / BC2S1 VII-12 (<0,0001 d|sm|nuye/d!sm!nuye/d|smlnuye
pre-NILG036 (0,0087) disminuye
- BC2S1 VII-24 (0,0123) disminuye
Diamet 1061 -
ametro pre-NI1L1061 (0,0018) disminuye
BC1S1 VII-91 (0,0008) Sin diferencias entre PPy CC
Forma 1061 BC2S1 VI1-24 (0,0480) aumenta
1061 |11 pre-N1L1061 (<0,0001) aumenta
BC2S1 VII-24 (0,0053) disminuye
P 1061
&0 06 pre-NIL1061 (0,0368) disminuye
. BC2S1 VII-24 (0,0147) disminuye
n° Lécul 1061
oculos pre-NIL1061 (0,0005) disminuye

Cr: cromosoma. Se indica la generacion en la que fue detectado el QTL y entre paréntesis la probabilidad asociada.
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En relacion al tamafio y la forma del fruto, dos pre-NILs con introgresiones silvestres en
el cromosoma 11, pre-NILG036 y pre-NIL1061, fueron asociadas al diametro, la forma, el peso
y el nimero de loculos de los frutos, a través de diferentes generaciones de las retrocruzas
derivadas del cruzamiento entre Caimanta y LA722. En ellas, si bien se observaron algunas
discrepancias menores, los efectos fueron sostenidos a través de generaciones. Principalmente,
la presencia de alelos silvestres redujo el diametro, el peso y el nimero de léculos y aumentd
el indice de forma de los frutos. Otra asociacion a la forma de los frutos fue validada en la
pre-NIL034, no obstante, en ella los efectos fueron menos estables a través de las generaciones.
Para la vida poscosecha de los frutos, tres pre-NILs manifestaron QTLs en la regién SSR
introgresada en diversas generaciones, con efectos bastante consistentes. En la pre-NIL115y la
pre-NIL327, los alelos silvestres ocasionaron un incremento de la vida poscosecha, resultando
de gran valor agrondmico. Para la pre-NIL080, la ventaja significativa fue mostrada por el
heterocigota, no hallandose diferencias entre los individuos homocigotas para este rasgo. Por
otro lado, en relacion a la pre-NIL115 también se validd la asociacion de dicha introgresion SSR
a los parametros a/b y L de color, sin embargo en este caso los efectos fueron menos firmes.
Para la pre-NIL220060, su asociacion al contenido en solidos solubles y la acidez titulable de
los frutos fue detectada en diversas retrocruzas, donde los alelos silvestres ocasionaron un
aumento de ambos caracteres, conllevando a una mejora desde el punto de vista de la calidad
de los frutos. Ademas, para la acidez se validd la pre-NIL320, pero esta region SSR exhibié méas

variaciones en sus efectos entre las generaciones.

PARTE II: EVALUACION DE pre-NILs-PP

Cada familia pre-NIL segrega para un segmento introgresado de LA722, determinado
por un SSR particular, encontrandose en cada familia plantas con los diferentes genotipos para
ese locus microsatélite: CC, CP o PP, donde C representa el alelo de Caimanta y P el alelo de
LA722. Entre estas plantas, aquellas donde la introgresidn presenta una condicion homocigota
para los alelos silvestres (llamadas pre-NIL-PP) son las que resultan de interés apuntando al
desarrollo de nuevas lineas. Estas pre-NILs-PP constituyen lineas con una region SSR aportada
por la especie silvestre, en condicién homocigota, y una constitucion del fondo genético muy
similar a Caimanta. Resulta de utilidad analizar estas pre-NILs-PP, estudiar sus caracteristicas
y su comportamiento en relacion al cultivar Caimanta. Para ello, de las plantas sembradas y

caracterizadas molecularmente en cada familia pre-NIL se seleccionaron aquellas que
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resultaron PP y se calcularon los valores medios de todos los caracteres fenotipicos evaluados
para cada una de las 20 pre-NILs-PP (Tabla 111.7).

Tabla 111.7- Valores medios y error estandar de cada caracter fenotipico para cada pre-NIL-PP.

pre-NIL Diametro Altura Forma Peso Vida poscosecha
095 5,26 + 0,27 abcd ||4,41 + 0,19 cdefgh ||0,84 + 0,02 def || 73,51 £ 11,09 abed [|12,84 + 1,13 ab
220060 |5,44 + 0,60 bede ||4,34 + 0,35 bedefgh | (0,82 + 0,03 de 85,18 + 25,41 abede||13,62 £ 1,51 ab
295 5,56 + 0,74 bede ||4,27 + 0,45 bedefgh || 0,78 £ 0,02 cd 92,73 + 30,86 abcde||12,65 £ 0,92 ab
598 5,33 + 0,98 abcde||3,40 £ 0,31 abc 0,67 £ 0,08 a 63,15 £ 25,20 ahc 8,11 £ 056 ab
320 437 +0,25 ab 3,70 £ 0,17 abcde ||0,86 + 0,04 def || 42,89 £ 7,49 anc ||17,53 £ 5,24 b
115 5,70 + 0,76 bede [|4,55 £ 0,29 efgh 0,83 + 0,05 de |[101,12 * 38,81 bede ||35,93 = 8,04 cd
162 4,74 + 0,60 abc 3,65 = 0,44 abcde |[0,78 £ 0,02 bed || 53,98 + 19,55 abc 12,34 + 2,68 ab
211044 |5,34 + 0,43 abcde || 4,90 £ 0,39 fgh 0,92 £ 0,01 91,15 * 16,91 abcde||15,24 £ 1,21 ab
286 6,20 + 0,35 cde ||4,18 + 0,26 abcdefg||0,68 + 0,01 a |[103,73 + 17,01 bede 6,30 £ 0,37 a
276 7,86 £ 0,50 f 531 £0,26 h 0,69 + 0,02 a |[188,10 + 28,51 f 37,20 £ 2,39 d
045 6,87 + 0,24 def ||4,89 + 0,13 fgh 0,72 + 0,01 abc||135,14 + 10,07 def ||{14,51 £ 1,74 ab
327 4,70 £ 0,43 abc |[4,09 = 0,41 abcdefg|[0,88 + 0,01 ef 52,33 £ 15,02 abc ||16,44 £ 2,42 b
063 474 + 0,53 abc |[[3,84 + 0,40 abedef |[0,83 + 0,04 de 61,31 + 13,36 ahc 9,04 + 1,66 ab
069 6,22 + 0,73 cde |[|4,15 % 0,41 acbdefg||0,69 = 0,02 a |[|111,70 + 30,10 cde |[27,23 £ 3,39 ¢
034 3,70 £ 0,22 a 3,16 £ 0,12 a 0,86 + 0,02 def || 26,37 + 3,64 a 58,44 + 12,94 e
596 4,17 £ 0,19 ab 3,27 £ 0,13 ab 0,79 = 0,01 cd 35,36 £ 4,09 ab 584 + 0,38 a
318 477 + 0,43 abc ||3,42 + 0,32 abed 0,72 £ 0,02 abc|| 49,07 + 11,20 anc 7,14 £ 0,79 ab
080 5,563 + 0,38 bede ||3,82 + 0,27 abedef ||0,70 + 0,01 ab 75,06 + 14,53 abcd ||10,09 £ 0,95 ab
G036 |5,47 + 0,29 bede [|4,52 £ 0,28 defoh |[0,83 = 0,02 de 82,56 + 11,93 abcde|| 9,02 £ 1,31 ab
1061 5,46 + 0,12 bede ||4,66 + 0,09 efgh 0,86 + 0,01 def || 84,47 £ 5,81 abcde||17,63 £5,22 b
Caimanta | 7,04 £ 0,18 «f 510 % 0,13 ¢ 0,73 £ 0,01 anc||145,39 + 10,07 «f 9,70 £ 0,83 ab
pre-NIL n° Léculos Esp. Pericarpio alb L

095 3,77 £ 0,55 abc [|0,57 £ 0,07 abcd || 0,81 £ 0,07 be||43,75 £ 1,04 a

220060 2,95+ 0,24 ab 0,50 + 0,09 abc || 0,93 + 0,02 bc||42,13 £ 0,84 a

295 6,93 £ 2,12 cdefg [|0,38 £ 0,06 a 0,66 £ 0,13 b |[42,85 + 1,11 a

598 6,47 £ 1,35 bedef |{0,59 £ 0,03 abed || 0,11 £ 0,41 a |[49,95 + 5,84 b

320 4,46 £ 1,00 abcd |[0,50 = 0,06 abc |[-0,23 = 0,03 a [|55,19 = 0,58 nc

115 5,20 = 1,79 abcde||0,67 + 0,02 cd -0,15 + 0,04 a |[57,88 £ 1,50 cd

162 5,13 £ 1,11 abcde||0,52 £ 0,08 abc || 1,17 £ 0,05 ¢ ||39,43 £ 0,75 a

211044 2,83 +022 a 0,56 + 0,06 abcd|| 1,00 = 0,08 bc||43,93 £ 1,69 a

286 9,84 +133 1y 0,43 + 0,04 ab 0,86 + 0,17 bc||41,91 £ 2,17 a

276 10,17 £ 0,73 ¢ 0,37 £ 0,07 a -0,27 £ 0,02 a ||61,67 £ 1,42 d

045 7,31 + 0,50 defg |{0,53 + 0,01 anc || 0,89 *+ 0,06 bc||41,81 £ 0,59 a

327 5,50 + 0,00 abcde||0,74 + 0,00 d -0,28 + 0,00 a ||54,93 £ 0,00 bc

063 2,61 +0,19 a 0,48 + 0,05 abc || 0,79 = 0,12 bc||42,04 £ 1,23 a

069 9,51 + 1,29 fg 0,41 £0,04 a -0,10 + 0,17 a ||55,67 + 2,95 hc

034 3,00 £ 0,17 ab 0,46 + 0,03 abc || 0,94 + 0,03 bc||41,70 £ 1,11 a

596 3,56 + 0,19 abc ||0,56 + 0,04 abcd|| 0,91 + 0,04 1c||38,87 = 0,63 a

318 5,73 + 1,08 abcde||0,38 + 0,02 a 0,95 + 0,04 bc||39,91 + 0,55 a

080 7,92 + 1,31 ¢fg ||0,53 £ 0,04 abc || 0,61 £ 0,15 b |[44,29 + 1,91 a

G036 3,54 + 0,14 abc |]|0,59 + 0,03 abcd|| 0,59 + 0,29 b [|43,02 + 2,87 a

1061 3,40 + 0,38 ab 0,63 + 0,03 bed || 1,00 £ 0,05 bc||39,89 £ 0,30 a

Caimanta | 8,33 £ 0,44 efg 0,38 + 0,04 a 0,79 + 0,10 bc|[43,43 + 1,17 a

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. Letras distintitas indican diferencias significativas entre las pre-NIL-PP
seguln el test de Duncan (p < 0,05).
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Tabla 111.7- (continuacion)

pre-NIL Firmeza Solidos solubles pH Acidez Titulable]
095 47,81 + 1,82 abcde ||4,86 + 0,32 abc||4,83 £ 0,10 bede||0,36 + 0,04 a
220060 |[47,63 + 2,78 abcde || 6,55 + 0,47 be |[4,43 £ 0,07 abc |[0,68 £ 0,09 be
295 39,91 + 2,98 abc 5,25 + 0,32 anc||4,61 £ 0,10 bede||0,37 + 0,03 a
598 61,64 + 9,83 efy 5,11 + 0,25 abc||4,48 + 0,21 abc ||0,49 + 0,15 abc
320 55,84 + 8,42 cdef ||6,05 + 0,73 abc||5,06 + 0,18 e 0,36 £ 0,04 a
115 74,03 + 2,94 ¢ 6,15 + 0,77 abc||4,45 = 0,10 abc ||0,47 £ 0,02 ab
162 56,34 + 3,57 cdef ||5,59 + 0,53 abc||4,56 + 0,16 bed |[0,46 = 0,06 ab
211044 |54,97 + 1,37 bedef ||6,48 + 0,69 abc||4,50 £ 0,04 abed||0,51 + 0,03 abc
286 55,71 + 5,19 cdef ||7,04 £ 0,86 ¢ |[4,03 £ 0,18 a 0,97 £ 0,23 d
276 62,67 + 1,54 efg 7,20 £ 1,50 ¢ 443 + 0,06 abc |[0,67 + 0,14 ne
045 49,93 + 2,81 abcdef||4,98 £ 0,29 abc||4,50 + 0,12 abed||0,40 + 0,05 ab
327 66,92 + 0,00 fg 5,07 + 0,00 anbc||4,98 + 0,00 de [|0,36 + 0,00 a
063 52,36 + 5,28 bedef ||4,09 £ 0,57 a |[4,90 £ 0,20 cde |[0,30 £ 0,04 a
069 65,19 + 3,59 efg 543 + 0,31 anc||4,42 £ 0,10 abc ||0,54 + 0,05 abc
034 58,42 + 1,50 defg ||6,17 = 0,07 abc||4,88 £ 0,24 bede||0,32 + 0,07 a
596 51,58 + 5,02 bedef ||5,82 + 0,63 abc||4,66 = 0,07 bede|[0,52 + 0,05 abc
318 34,01 + 6,65 a 6,86 + 0,12 ¢ |[[4,50 £ 0,20 abcd ||0,78 + 0,15 cd
080 52,77 + 3,11 nbedef ||5,49 + 0,61 abc||4,41 + 0,08 abc |[0,48 = 0,07 ab
G036 50,31 + 2,61 abcdef||5,81 + 0,53 abc||4,45 + 0,12 abc ||0,43 + 0,03 ab
1061 41,91 + 4,88 abed ||4,38 £ 0,28 ab |[4,48 £ 0,11 abc [|0,50 £ 0,10 abc
Caimanta | 37,90 + 2,45 ab 5,76 + 0,46 anbc||4,38 = 0,09 ab []|0,50 £ 0,07 abc

L: porcentaje de reflectancia. a/b: indice de color. Letras distintitas indican diferencias significativas entre las pre-NIL-PP
segln el test de Duncan (p < 0,05).

Podemos notar que aquellas pre-NILs-PP que exhibieron los mayores valores de vida
poscosecha, pre-NIL115, pre-NIL276 y pre-NIL069, se correspondieron con lineas cuyos frutos
resultaron ser de color amarillo (denotado por valores negativos del indice a/b y altos de L). Por
otro lado, la pre-NIL034 también manifesté un elevado valor de vida poscosecha, sin embargo
sus frutos lucieron un tamafio bastante pequefio. Otras lineas, que presentaron una vida
poscosecha intermedia, pero mejores atributos en cuanto al tamafio y el color del fruto, fueron
la pre-NI1L211044 y la pre-NIL1061. De estas, la pre-N1L211044 mostr6 ademas mayor firmeza
y contenido en solidos solubles.

Las fotos de la Figura I11.5 muestran frutos representativos de cada una de las
pre-NILs-PP. Puede advertirse, que si bien hubo una importante recuperacion del peso del fruto
en la mayoria de las lineas, algunas de ellas (como la pre-NIL320, pre-NIL162, pre-NIL327,
pre-NI1L034, pre-NIL596 y pre-NIL318) presentaron frutos de tamafio pequefio. Ademas, en las
pre-NIL598 y pre-NILGO036 se observo segregacion en el color, encontrandose algunas plantas

con frutos rojos y otras con frutos amarillos.
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Capitulo 111 - Resultados

pre-NIL115

pre-NIL162

pre-NIL045

pre-NIL327
|— -
pre-NILO69

pre-NIL318
pre-NILO8O
pre-NILGO36

pre-NIL1061

Figura I11.5- Frutos representativos de las 20 pre-NILsPP evaluadas.
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Capitulo 11 - Resultados

Para evaluar el desempefio de estas pre-NILs, se comparé cada pre-NIL-PP, en relacion
al progenitor cultivado Caimanta. En la Figura 111.6 se presentan gréficos de barra para cada
caracter, mostrando el valor medio y el error estandar de cada linea junto a Caimanta (indicado
en color azul). Para la mayoria de los caracteres estudiados, Caimanta no mostré diferencias
entre los distintos afios de evaluacion y en los gréficos se exhibe el valor promedio de las dos
camparias, con excepcion del pH y la acidez titulable de los frutos, en los que si se encontraron
diferencias entre los afios, y se presenta el valor de Caimanta relativo a cada campafia. Con un
asterisco se sefialan aquellas pre-NILs-PP que manifestaron diferencias significativas respecto
a Caimanta (p < 0,01).

(cm) Diametro (em) Altura
5,70
5,394
5,084
4,77
4,46
415
3,844
3,53
3,22

2,914

Forma
@) Peso

226,317

pre-NILO95
pre-NILOBO
CAl

pre-NILG038
pre-NIL1061

fe)
@
=1
=
z
"
o
=4
a

Figura 111.6- Diagramas de los valores medios y error estandar para caracteres de calidad en cada pre-NIL-PP y Caimanta.
* diferencias significativas entre la pre-NIL-PP y Caimanta (p < 0,01).
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Capitulo 111 - Resultados
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Figura 111.6- Diagramas de los valores medios y error estandar para caracteres de calidad en cada pre-NIL-PP y Caimanta.
* diferencias significativas entre la pre-NIL-PP y Caimanta (p < 0,01).




Figura I11.6- (continuacion)
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Figura I11.6- Diagramas de los valores medios y error estandar para caracteres de calidad en cada pre-NIL-PP y Caimanta.
* diferencias significativas entre la pre-NIL-PP y Caimanta (p < 0,01).

Estos analisis revelaron que todas las pre-NILs-PP mostraron alguna diferencia con
Caimanta, en relacion a los caracteres de calidad de fruto estudiados. Las mayores discrepancias
con Caimanta fueron encontradas para caracteres relacionados al tamafio y la forma del fruto,
siendo superior la cantidad de pre-NILs-PP que difirieron significativamente de Caimanta, en
comparacion, principalmente, con los caracteres bioquimicos para los cuales se hallaron pocas
diferencias. Por lo general, estas pre-NILs-PP exhibieron un tamafio menor y un indice de forma
mayor (frutos mas redondos) que Caimanta, lo cual concuerda con la influencia del progenitor
silvestre sobre estos rasgos. Respecto al color, los mayores contrastes se observaron en relacion

a las lineas que manifestaron frutos de color amarillo, sefialado por un valor negativo de a/b y
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alto de L. En cuanto a la firmeza, la mayoria de las pre-NILs-PP presentaron mayor firmeza
que Caimanta, sugiriendo que varias regiones a través del genoma controlarian este caracter.
En relacion a la vida poscosecha de los frutos, aquellas que mostraron valores mas elevados, y
significativamente diferentes de Caimanta, fueron algunas lineas de frutos amarillos
(pre-NIL276 y pre-NIL069), como se observé anteriormente. No obstante, la pre-N1L211044 y
la pre-NILO45 también superaron al progenitor cultivado para este caracter, siendo ambas de

frutos rojos y con buenos atributos de calidad.
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DISCUSION

Las pre-NILs representan lineas con multiples segmentos cromosémicos de un
progenitor que actia como dador dentro de un fondo genético de interés. Si bien estas lineas
poseen varios fragmentos del dador introgresados, también manifiestan una elevada proporcién
del genoma del progenitor recurrente, generalmente una variedad elite, lo cual las vuelve
materiales con numerosos beneficios y un alto potencial para programas de mejora. Los estudios
de pre-NILs resultan muy valiosos, pudiendo aportar a diversas investigaciones genéticas y
también dirigir el desarrollo de nuevas variedades comerciales en un corto tiempo. De hecho,
alguna pre-NIL que presente propiedades superiores al cultivar elite puede usarse directamente
para la obtencion de nuevos cultivares (Falke et al., 2008). En este trabajo, para la
caracterizacion y evaluacion de las pre-NILs se condujeron dos tipos de andlisis. Por un lado,
un ANOVA dentro de familias derivadas de una pre-NIL heterocigota para el fragmento SSR
introgresado, utilizando como fuente de variacion dicho SSR, permitié examinar el efecto del
segmento SSR de interés en cada pre-NIL. Por otro lado, la comparacion de cada pre-NIL en
condicion homocigota, con alelos silvestres en el segmento SSR introgresado (pre-NIL-PP), con
el cultivar Caimanta brindé informacion acerca del comportamiento general de la nueva
pre-NIL. Estos dos andlisis resultan complementarios, ya que por un lado exploramos el efecto
del segmento SSR particular y por el otro la actuacion de la pre-NIL de manera integral,

permitiéndonos conocer mejor estos recursos genéticos.

Considerando cada pre-NIL en particular podemos hacer algunas reflexiones. En el caso
de la pre-NIL095 observamos que presento diferencias significativas de Caimanta en relacion
al diametro, la altura, la forma, el peso, el nimero de léculos y la firmeza de los frutos, no
obstante esas diferencias no pudieron atribuirse a la region sefialada por el SSR095, debido a
que el analisis de QTLs para esta regidbn no mostrd ninguna asociacion a los caracteres
evaluados. No puede descartarse, sin embargo, que dicha regidn participe en la determinacion
de alguno de los caracteres con efectos menores o interacciones epistaticas no detectados en
este estudio. La pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) present6 frutos
de menor tamafio y forma mas esférica que el cultivar. La caracterizacion molecular
complementaria reveld varias introgresiones silvestres adicionales en esta pre-NIL, en los

cromosomas 2, 3, 4, 5, 6 y 11, que podrian estar afectando estos rasgos. De hecho, los loci fas
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y Ic exhibieron alelos silvestres, de manera que resulta muy probable que, al menos en parte,
sean los responsables de las diferencias observadas entre la pre-NIL y el progenitor cultivado,
en cuanto a caracteres relacionados con la forma y el tamafio del fruto. Como se ha descripto
anteriormente, los loci fas (fasciado) y Ic (nimero de l6culos) originan cambios en el tamafo
del fruto, a través de la modificacion del namero de carpelos de la flor, y contribuyen a las
notables diferencias en el tamafio entre los frutos de genotipos silvestres y cultivados. La
presencia de alelos silvestres en ellos disminuye el tamafio de los frutos de tomate (Lippman y
Tanksley, 2001; Barrero y Tanksley, 2004; Rodriguez et al., 2011).

Para la pre-NI1L220060, el andlisis de QTLs indic6 una alta asociacion de esta region
del cromosoma 1, correspondiente al SSR220060, al contenido en sélidos solubles y la acidez
titulable de los frutos, las cuales se habian detectado en generaciones precedentes (BC1S1/BC3
y BC,, respectivamente). Para esta region, la presencia de alelos silvestres aumento de forma
significativa el contenido en solidos solubles y la acidez, lo cual resulta de interés desde el
punto de vista del mejoramiento de la calidad del fruto. Con este estudio no es posible
diferenciar si se trata de efectos pleiotropicos sobre ambos caracteres o si se deben a diferentes
QTLs ligados en esa region cromosomica. Diversos trabajos han hallado QTLs relacionados al
contenido en sdlidos solubles en el cromosoma 1 de tomate, utilizando cruzamientos con
distintas especies silvestres, entre ellas S. pennellii (Eshed y Zamir, 1994), S. pimpinellifolium
(Chenetal., 1999), S. habrochaites (Monforte y Tanksley, 2000b), S. chmielewskii (Frary et al.,
2003) y S. peruvianum (Fulton et al., 1997). La comparacion de los sélidos solubles y la acidez,
entre la pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) y Caimanta, no revelo
diferencias significativas. Sin embargo, los valores para esta pre-NIL-PP fueron de los més
elevados en el conjunto de lineas desarrolladas (6,55 °Brix de solidos solubles y 0,68 de acidez
titulable, resultados Tabla I11.7) y resultan de valor agrondmico. Debemos aclarar que en estas
evaluaciones Caimanta exhibié un contenido en solidos solubles y una acidez relativamente
mas altos de los que se tenian como referencia para este cultivar (4,26 °Brix de sélidos solubles
y 0,43 de acidez, Pratta et al., 2011b), lo cual pudo influir en el hecho de que la mayoria de las
pre-NILs no mostraran diferencias con Caimanta para estos caracteres, a pesar de manifestar
valores elevados. Esto reafirma la complejidad y la influencia ambiental de los caracteres
cuantitativos. Por otro lado, la region SSR220060 se habia relacionado a caracteres del tamafio
de fruto, en generaciones anteriores, y la pre-NIL-PP discrep6 de Caimanta respecto al nimero

de loculos. No obstante, en el analisis de QTLs en la pre-NIL esta region no se asocié a dichos
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rasgos, indicando que otras regiones genodmicas estarian involucradas. Varias introgresiones
silvestres adicionales fueron detectadas en la pre-NIL (cromosomas 2, 3, 5, 8, 10, 11y 12), y
en particular, los loci fas y Ic presentaron alelos silvestres. Es posible que estos estén implicados
en los efectos previamente observados en relacion al tamafio del fruto. Ademas, los altos valores
de porcentajes de variacion genética (%VG/VF) para los caracteres de tamafio en esta familia
(resultados Tabla 111.3) podrian también estar vinculados a la segregacion de estos loci
particulares.

En relacion a la pre-NIL295, la region marcada por el SSR295 (cromosoma 2) habia
sido relacionada al peso de los frutos en otras generaciones (BC1S: y BC2S1), sin embargo en
los estudios de QTLs para la pre-NIL, no se encontrd ninguna asociacion de esta region a los
caracteres de calidad de fruto. Ademas, la pre-NIL-PP (homocigota para la introgresion
silvestre) se diferencié de Caimanta en cuanto a la forma, luciendo frutos mas esféricos que el
cultivar. Si bien no puede descartarse algin efecto menor o interaccién para la region SSR295,
estas cuestiones estarian sefialando el efecto de alguna regién genémica adicional. En este
sentido, entre otras regiones, los loci fw3.2 y fas presentaron introgresiones silvestres. Ambos
loci afectan en gran medida caracteres relacionados al tamafio de los frutos, siendo
probablemente responsables, al menos en parte, de los fenotipos observados. Por su lado, fw3.2
ha sido descripto como un QTL clave en la domesticacién y diversificacion del tomate que, a
diferencia de fas, actua principalmente sobre el peso del fruto, sin modificacion del nimero de
I6culos (Chakrabarti et al., 2013).

En el estudio de la pre-NIL598, una asociacion al parametro L de color se encontro para
esta region del cromosoma 2. Este QTL no habia sido detectado previamente, lo cual puede
deberse a que otras regiones gendmicas enmascaraban sus efectos en generaciones anteriores,
y/0 nuevas interacciones se originan con el cambio en el contexto genético, a medida que se
reduce la proporcion del genoma dador. La pre-NIL598 homocigota para la introgresion
silvestre (pre-NIL-PP) discrepd de Caimanta respecto a la altura, el peso, el espesor de
pericarpio y la firmeza de los frutos. En el caso de la firmeza, la pre-NIL-PP manifestd un
aumento considerable de este caracter, resultando en un beneficio agronémico. Mas estudios
son necesarios para localizar adecuadamente las regiones responsables de estas modificaciones
y para determinar si presentan alguna interaccion con la region SSR598. Por su parte, las
introgresiones adicionales de LA722, detectadas en el analisis molecular en esta pre-NIL
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(cromosomas 1, 3, 4, 5, 10 y 11), podrian estar implicadas en alguna de las diferencias
observadas respecto al progenitor cultivado.

Para la pre-NI1L320, asociaciones al diametro y a la acidez titulable de los frutos fueron
detectadas en la region del cromosoma 3, indicada por el SSR320, las cuales habian sido
encontradas previamente en las generaciones BC2/BCs y BCa respectivamente. En esta region,
la presencia de alelos silvestres redujo ambos caracteres, y si bien el valor de acidez de la
pre-NIL-PP no fue significativamente diferente de Caimanta, esos efectos no serian deseables
dentro de un programa de mejoramiento. El analisis molecular revel6 que el segmento silvestre
introgresado en la pre-NIL320 fue extenso, abarcando diversos marcadores contiguos. De este
modo, seria factible que varios QTLs se hallaran en esta region. No obstante, méas estudios son
necesarios para comprobar si se trata de la existencia de distintos QTLs cercanos o de efectos
pleiotropicos sobre ambos caracteres. Algunos trabajos con S. pimpinellifolium reportaron
QTLs en el cromosoma 3, relacionados al didmetro de los frutos (Chen et al., 1999; Lippman y
Tanksley, 2001), y otros a la acidez titulable, utilizando a S. pennellii (Causse et al., 2004). La
pre-NIL homocigota, para la introgresion silvestre, se diferencié de Caimanta en relacion al
diametro, altura, peso, numero de I6culos, color y pH de los frutos. Es posible que los efectos
altamente correlacionados, en caracteres del tamafio de fruto, sean los responsables de algunas
de estas diferencias ya que, por ejemplo, variaciones en el didmetro causarian
consecuentemente variaciones en el peso. Ademas, otras regiones genomicas podrian estar
influenciado estos caracteres, como algunas de las introgresiones silvestres adicionales
detectadas en los cromosomas 4, 10, 11 y 12, entre las cuales se encuentra el locus fas.
Asimismo, un rasgo que estaria siendo afectado por alguna region adicional en esta pre-NIL es
el color de los frutos, ya que todas las plantas presentaron frutos de color amarillo (Figura I11.5).

El andlisis de QTLs en la pre-NIL115 revel6 una fuerte asociacion de la region SSR115
del cromosoma 5 al color del fruto, observandose que la presencia de alelos silvestres, en
condicion homocigota, determinaba frutos de color amarillo. Ademas, esta region se encontrd
asociada a la firmeza y la vida poscosecha de los frutos, advirtiéndose que los alelos silvestres
aumentaron ambos caracteres. Es factible que se trate de efectos pleiotropicos en los frutos
amarrillos que promueven también una mayor firmeza y vida poscosecha, aunque no puede
descartarse que existan diversos QTLs en la region. Ademas, estas propiedades hacen pensar
que algun gen involucrado en los procesos de madurez del fruto podria estar siendo afectado.

En el brazo corto del cromosoma 5 fue descripto rin (ripening inhibitor), que codifica un factor
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de transcripcion MADS-BOX, necesario para activar la respiracion climatérica y la biosintesis
de etileno, relacionada con la maduracion (Vrebalov et al., 2002). Los mutantes en este gen
presentan frutos verdes, que mas tarde se vuelven de color amarillo brillante, con una
maduracion retardada. Dado las caracteristicas de la pre-NIL115, podria plantearse que los
efectos observados se corresponden con alguna alteracion en el locus rin. Ademas, los altos
porcentajes de variacion fenotipica, atribuible a variacion genética para el color, estimados
dentro de esta familia (resultados Tabla I11.3), podrian vincularse con este locus. La pre-NIL-PP
de frutos amarillos (Figura 111.5), con elevada firmeza y vida poscosecha, difirié de Caimanta
para el color y la firmeza, mientras que para la vida poscosecha las diferencias no se hallaron
significativas, a pesar de que su valor para este rasgo resultd bastante elevado (36 dias en
promedio, resultados Tabla I11.7). Es posible que la alta dispersion de los datos para este
caracter haya interferido en la prueba t-Student. Por otro lado, esta pre-NIL presento algunas
introgresiones silvestres adicionales (cromosomas 3, 8, 10 y 11) que podrian influenciar
también en estas determinaciones.

En relacion a la pre-NIL162, ninguna asociacion a los caracteres de calidad de fruto fue
encontrada para esta region de la base del cromosoma 5. No obstante, debe mencionarse que la
cantidad de plantas homocigotas con alelos de LA722 (PP) fue baja, en relacion a lo esperado,
y las plantas homocigotas con alelos de Caimanta (CC) estuvieron en exceso, indicando un
sesgo hacia los alelos cultivados para esta regiébn marcada por el SSR162 (resultados
Tabla I11.4). Esta segregacion distorsionada también se observo en las familias BC2S; y en la
generacion BCa. La segregacion distorsionada de un caracter o marcador puede deberse a una
multitud de factores, de origen genético, ambiental o producto de la interaccion entre ambos
(Xu et al., 1997; Vancetovic, 2008; Bintou et al., 2012). Muchos factores genéticos han sido
descriptos, y van desde diferencias estructurales entre los cromosomas, que pueden llevar a una
amplia gama de anomalias citogenéticas, hasta incompatibilidades alélicas concretas. Dentro
de los factores ambientales, Wang et al. (2004) mencionan la presion de seleccion que se ejerce
sobre alelos menos adaptados a condiciones ambientales especificas o la seleccién debido a la
endogamia. Por su parte, Livingstone et al. (1999) sefialan la deriva genética producida durante
la gametogénesis, como factor ambiental que puede conducir a la segregacion distorsionada.
Entre ellos, resulta dificil separar los efectos genéticos y los factores ambientales, siendo a
menudo la segregacion distorsionada una consecuencia de la interaccion de ambos (Xu et al.,

1997; Vancetovic, 2008). A pesar de no manifestar ningin efecto significativo esta region, la
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pre-NIL-PP difirié de Caimanta en varios aspectos, como el diametro, la altura, el peso, el color
(a/b) y la firmeza de los frutos. Esto podria deberse a que la segregacion distorsionada afectd
los analisis de las asociaciones o también a la existencia de regiones silvestres adicionales que
actuen sobre estos caracteres. De hecho, notamos que esta pre-NIL fue una de las lineas que
mas introgresiones adicionales present6 (cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11 y 12), las cuales
afectarian su comportamiento integral. Ademas, advertimos que en particular el locus fas fijé
los alelos de LA722, siendo responsable, al menos en parte, de la reduccion en el tamafio
observada para la pre-NIL162.

Para la pre-NI1L211044 se encontré que la region del cromosoma 6, indicada por el
SSR211044, estaba asociada a caracteres relacionados al tamafo del fruto, como la altura, el
peso, el nimero de l6culos y el espesor de pericarpio. Sin embargo, estas asociaciones fueron
débiles y no habian sido detectadas previamente. Una explicacion podria ser que los efectos de
esta region se encontraban enmascarados por otras regiones, manifestandose solo al disminuir
la proporcion del genoma dador. También podrian atribuirse a nuevas interacciones en el
contexto genético que va cambiando al avanzar en las retrocruzas hacia el cultivado. Por otro
lado, esta pre-NIL presento varias introgresiones silvestres adicionales, entre ellas en los loci Ic
y fas para los cuales es conocida su influencia sobre los caracteres de tamafio y forma. Con
estos datos resulta dificil discernir el verdadero efecto de la region SSR211044, o su interaccion
con otras regiones gendmicas, en la determinacion del tamafio de los frutos. Otros autores han
reportado QTLs relacionados al peso del fruto, en el cromosoma 6 de tomate, en cruzamientos
con diversas especies silvestres, entre ellas S. cheesmaniae (Goldman et al., 1995), S. pennellii
(Causse et al., 2004) y S. pimpinellifolium (Chen et al., 1999). Como resultaba esperable, la
pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) discrepd de Caimanta en cuanto
al tamafio y forma de los frutos, pero también mostr6 diferencias para la vida poscosecha y la
firmeza, rasgos que parecerian estar siendo afectados por otras regiones genomicas. La
pre-NIL-PP exhibi6é un aumento, tanto de la vida poscosecha como de la firmeza, en relacion
al cultivar, caracteristicas que la vuelven promisoria desde el punto de vista comercial. De este
modo, resulta interesante continuar estudiando esta linea por sus atributos favorables de calidad,
y para profundizar en las bases genéticas que regulan caracteres complejos como la vida
poscosecha del fruto.

En la pre-NIL286, ninguna asociacion a los caracteres de calidad de fruto fue detectada

para la region del cromosoma 7, sefialada por el SSR286, no obstante las plantas homocigotas
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para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) mostraron algunas distinciones respecto del cultivar.
Se diferenciaron de Caimanta en cuanto a la altura, la forma y la firmeza de los frutos. Aunque
no es posible descartar que la regién SSR286 intervenga con efectos menores o interaccione con
otras partes del genoma, estos estudios parecerian indicar que alguna region genomica adicional
estaria afectando esos caracteres. De hecho, esta pre-NIL presentd varias introgresiones
silvestres adicionales (cromosomas 3, 4, 7, 11 y 12) que podrian ejercer alguna influencia sobre
los rasgos mencionados, destacandose por ejemplo segmentos del cromosoma 3 y 4 que fijaron
los alelos de LA722. Por otro lado, esta pre-NIL manifesté una baja vida poscosecha y una alta
firmeza. Si bien la reduccion en la vida poscosecha no seria deseable en un programa de
mejoramiento, esto corrobora la idea de que la firmeza y la vida poscosecha de los frutos pueden
modificarse en forma independiente, como habia sido afirmado por Mutschler et al. (1992),
Rodriguez et al. (2010), y también en generaciones previas de este trabajo.

El andlisis de QTLs en la pre-NIL276 no detect6 ninguna asociacion de esta region del
cromosoma 7 a los caracteres de calidad de fruto. No obstante, las plantas de esta pre-NIL
presentaron frutos de color amarrillo (Figura 111.3), con elevada firmeza y vida poscosecha,
difiriendo significativamente de Caimanta. Si bien no puede desestimarse algun efecto menor
de la regién SSR276, esto nos lleva a suponer que alguna region gendémica adicional estaria
implicada en la determinacion de estas caracteristicas. Ademas, en base al fenotipo amarillo, de
elevada firmeza y vida poscosecha de los frutos, podria pensarse que algn gen involucrado en
la maduracion seria responsable de los efectos observados. Con los marcadores moleculares
empleados se hallaron solo dos introgresiones silvestres adicionales en esta linea (cromosomas
3y 11), siendo posible que alguna mutacién no detectada haya ocurrido o0 que otras regiones
no reveladas estén participando en las propiedades de esta pre-NIL. En el brazo corto del
cromosoma 3 fue descripto el mutante r (yellow flesh), cuyos frutos maduros presentan un color
amarillo, debido a que la sintesis de licopeno se encuentra inhibida al verse afectado el gen de
la fitoeno sintasa (PSY1), enzima que cataliza la primera etapa de la ruta de biosintesis de
carotenoides (Fray y Grierson, 1993). La pre-NIL276 mostré una introgresion silvestre
homocigota (PP) en el cromosoma 3, sin embargo esta también fue observada en varias lineas
gue no manifestaron frutos amarillos. Mas estudios se requieren para dilucidar si la pre-NIL276
sufrid algun tipo de alteracion en el cromosoma 3, vinculado a la fitoeno sintasa y la sintesis de

carotenoides, o si el fenotipo se debe a otro u otros genes diferentes.
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Para la pre-NI1L045, un QTL relacionado a la firmeza de los frutos fue encontrado en
esta region del cromosoma 7, marcada por el SSR045, donde la combinacién del alelo silvestre
y cultivado, en la condicidn heterocigota, fue la que mostro ventajas significativas respecto a
los homocigotas que no presentaron diferencias entre ellos para la firmeza. Este hecho lo vuelve
valioso para la produccion de hibridos, sin embargo reduce su aplicabilidad en un programa de
mejora donde se busquen lineas. Ademas, este QTL fue detectado con una baja probabilidad y
no habia sido hallado en generaciones previas. Es factible que la recombinacion y las nuevas
interacciones entre los genomas, al ir modificandose el fondo genético, estén involucradas en
estos efectos. Cuando se compard la pre-NIL homocigota, para la introgresion silvestre
(pre-NIL-PP) con Caimanta, se observaron diferencias significativas para la firmeza de los
frutos. Esto sugiere la contribucién de alguna regién adicional, debido a que la presencia de
alelos silvestres en condicién homocigota en este QTL, no presento efectos significativos en el
andlisis de QTLs. Ademas, apoya la idea previamente planteada de que diversas regiones a lo
largo del genoma controlarian la firmeza de los fruto en tomate. Por otro lado, esta pre-NIL-PP
se diferencio del cultivar para la vida poscosecha y el espesor de pericarpio, indicando en
principio que existiria alguna otra region influyendo en estos caracteres. La caracterizacion
molecular con marcadores INDELS revel6 pocas introgresiones silvestres no-diana en esta linea
(solo dos). La buena recuperacion del genoma de Caimanta, junto a los favorables atributos de
calidad (buen peso, vida poscosecha, firmeza y color), convierten a esta pre-NIL045 en una
linea promisoria para seguir estudiando y en un material de interés y valor agronémico.

En relacion a la pre-NIL327, se encontrd asociacién de esta region del cromosoma 8,
indicada por el SSR327, a la vida poscosecha, donde la presencia de alelos silvestres extendio
la vida poscosecha de los frutos. Este QTL habia sido reportado previamente, en la generacién
BC1S: de estas retrocruzas, y resulta de interés para estudios genéticos y programas de mejora.
La pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre difirio significativamente de Caimanta
para este rasgo, mostrando una vida poscosecha de 16 dias aproximadamente (resultados Tabla
111.7), lo cual resulta de importancia y valor agronémico. Sin embargo, debe aclararse que el
namero de plantas homocigotas para la introgresion silvestre (PP) fue bajo para una estimacion
precisa. Por otro lado, hallamos que la pre-NIL-PP se diferencié de Caimanta, respecto al
diametro, la altura, la forma, el peso, la firmeza y el color de los frutos. En relacion al color, en
la familia pre-NIL se observo segregacion (Figura 111.3), encontrandose plantas con frutos rojos

y plantas con frutos amarillos, pero de forma no correlacionada con el segmento SSR327. Esto
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estaria indicando la existencia de otras regiones involucradas en el control del color, de la
firmeza y de los rasgos del tamafio del fruto en esta pre-NIL. De hecho, en el analisis molecular
se detectaron algunas introgresiones silvestres adicionales que podrian estar participando en
estas determinaciones.

La pre-NIL063 mostrd una asociacion de la region SSR063 del cromosoma 8 al indice
de color L. Esta asociacion resulto débil y las diferencias entre los genotipos fueron pequefias.
Es probable que estos efectos se hicieran evidente solo luego de disminuir la proporcién del
genoma dador en esta generacion o que se trate de alguna asociacion espuria. La pre-NIL
homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) manifesto diferencias con Caimanta, en
relacion al didmetro, la altura, el peso, el nUmero de I6culos y la acidez de los frutos. Si bien no
puede descartarse algin efecto menor de la region SSR063, pareciera que otras regiones
gendmicas estarian determinando las caracteristicas de esta pre-NIL. De hecho, el analisis
molecular reveld varias introgresiones silvestres no-diana en los cromosomas 2, 3, 4, 5, 10, 11
y 12. Entre estas, se destacan los loci Ic y fas que, en base a lo que se conoce sobre sus efectos,
posiblemente resulten implicados en el menor tamafio del fruto de la pre-NIL063 en relacion al
cultivar.

En cuanto a la pre-NIL069, no se detectd ningin QTL relacionado a los caracteres de
calidad de fruto para la region correspondiente al SSR069 del cromosoma 9. No obstante, esta
pre-NIL, en condicién homocigota para la introgresion silvestre, difiri6 significativamente de
Caimanta, al presentar algunas plantas con frutos amarillos (Figura Il1.5), que a su vez
mostraban mayor firmeza y vida poscosecha. Dentro de la familia pre-NIL069 la presencia de
estos rasgos vario de una manera no correlacionada con el genotipo del segmento cromosémico
SSR069, por lo cual podria plantearse que no seria un efecto de dicha introgresion y que alguna
otra regién genodmica estaria involucrada. Ademas, el fenotipo de frutos amarillos con elevada
firmeza y vida poscosecha hace pensar que podria tratarse de alguna alteracion en los procesos
de madurez del fruto. En tomate, numerosos estudios fisiol6gicos y genéticos han identificado
y caracterizado diversos genes mutantes que afectan la maduracion del fruto, prolongando su
vida poscosecha pero, en la mayoria, manifestando a su vez otras alteraciones que repercuten
negativamente en la calidad (Foolad, 2007). De manera similar a la pre-NIL115 vy la
pre-NIL276, las caracteristicas en la pre-NIL069 llevan a inferir una posible vinculacién con
alguna via relacionada a la madurez del fruto, suponiendo que alguna mutacion puede haber

ocurrido o que alguna region de la especie silvestre no identificada esta implicada. Mas estudios
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ayudaran a entender que procesos resultan afectados en estas lineas, si corresponden a alelos de
los mismos genes o se trata de vias diferentes, favoreciendo la comprension de la genética detras
de estas determinaciones.

En la pre-NI1L034, un QTL relacionado a la forma de los frutos fue detectado en esta
region del cromosoma 9, correspondiente al SSR034, en la cual la presencia de alelos silvestres
aumento el indice de forma, resultando en frutos méas esféricos. Esta asociacion habia sido
hallada anteriormente en diversas generaciones de estas retrocruzas (BCy, BC1S;, BC,S, y
BCs). Ademés, QTLs relacionados a la forma del fruto, en el cromosoma 9 de tomate, han sido
descriptos por otros autores empleando las especies silvestres S. peruvianum, S. habrochaites
y S. pimpinellifolium (Fulton et al., 1997; Bernacchi et al., 1998a; Chen et al., 1999). Asimismo,
la pre-NIL homocigota en la introgresion silvestre difirié de Caimanta para la forma del fruto,
pero también lo hizo para el didmetro, la altura, el peso, el nimero de léculos, la firmeza y el
pH. Es factible que los efectos sobre los caracteres del tamafio del fruto se relacionen entre si,
por ejemplo un cambio en el indice de forma puede implicar una modificacion en el diametro,
la altura y/o el peso de los frutos. De todas maneras, y al tratarse de caracteres de herencia
cuantitativa, es probable que también otras regiones estén controlando estas caracteristicas. El
andlisis molecular complementario revel6 la existencia de algunas introgresiones silvestres
adicionales en esta linea (cromosomas 2, 4, 5y 10), las cuales podrian tener alguna participacion
en estos rasgos. Por otra parte, es importante mencionar que la pre-NIL-PP manifestd un
elevado valor de vida poscosecha, sin embargo el nimero de plantas homocigotas para la
introgresion silvestre fue bajo para una buena estimacidn, y ademas presentaron frutos bastantes
pequefios (Figura I11.5), reduciendo su valor agronémico.

En relacion a la pre-NIL596, no se encontré asociacion de esta region del
cromosoma 10, sefialada por el SSR596, a ninguno de los caracteres de calidad de fruto, a pesar
de que si habia sido relacionada a rasgos del tamafio en diversas generaciones anteriores de
estos cruzamientos. Ademas, la pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP)
se diferencié de Caimanta en cuanto al diametro, la altura, la forma, el peso, el nimero de
I6culos vy el espesor de pericarpio, entre otros. Estas observaciones sugieren que los efectos en
el tamafio del fruto serian resultado de otras regiones gendémicas o de diversas interacciones
entre los dos genomas, si bien no puede descartarse algun efecto menor de la region SSR596.
La caracterizacion molecular detectdé varias introgresiones silvestres adicionales en esta

pre-NIL (cromosomas 3, 4, 5, 8 y 11). De hecho, los loci fw3.2 y fas presentaron alelos de
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LA722, siendo responsables, al menos en parte, del menor tamafio del fruto exhibido por esta
linea en relacion al cultivar. Por otro lado, esta pre-NIL-PP manifestd una muy baja vida
poscosecha de los frutos, reduciendo su utilidad en futuros programas de mejoramiento.

En el analisis de QTLs para la pre-NIL318 no se hall6 asociacion de esta region SSR318
del cromosoma 10 a ninguno de los caracteres de calidad de fruto, mientras que en generaciones
anteriores habia sido vinculada con rasgos relacionados al tamafio de los frutos, de forma
similar a lo observado para la pre-NIL596. En este caso, la pre-NIL-PP difirio de Caimanta
respecto al didmetro, la altura y el peso de los frutos, caracteres altamente relacionados. Si bien
no puede desestimarse algin efecto menor o alguna interaccién para la region SSR318, estos
datos sugieren que otras regiones genémicas serian responsables de las determinaciones en el
tamafno. El andlisis molecular reveld6 que no fueron muchas las introgresiones silvestres
adicionales que presentd esta pre-NIL (cromosomas 3, 4 y 8), sin embargo en su mayoria fijaron
los alelos silvestres en condicion homocigota, pudiendo ejercer algun efecto importante. En
particular, el locus fw3.2 fijo los alelos de LA722 en esta pre-NIL, lo cual podria explicar las
diferencias que se observaron con el cultivar en relacion al diametro, la altura y el peso, sin
afectar el numero de Ioculos o la forma de los frutos.

Para la pre-NILO080 se determin6 que esta region SSR080 del cromosoma 11 estuvo
asociada a la vida poscosecha de los frutos, siendo la condicion heterocigota la cual present6
ventajas significativas, aumentando la vida poscosecha, en relacion a los homocigotas. Este
QTL habia sido reportado en algunas de las generaciones anteriores de estas retrocruzas (BC1S:
y BC>S1), manifestando el mismo efecto. Esto parece indicar que la presencia de alelos de
ambos padres, que se combinan en el genotipo heterocigota, es necesaria, revelando algin tipo
de interaccion intralocus (heterosis o sobredominancia). Si bien las aplicaciones de este QTL
en un programa de mejora se reducen al desarrollo de hibridos, estas observaciones permiten
conocer mas acerca de las determinaciones que afectan este complejo caracter. Como resultaba
esperable, la pre-NIL homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) no difirié de
Caimanta para la vida poscosecha de los frutos, aunque si exhibié algunas diferencias en
relacién al diametro, la altura, el peso y la firmeza. En este sentido, el menor tamafio del fruto
y la mayor firmeza mostrados por esta pre-NIL-PP en relacion al cultivar podrian ser resultados
de otras introgresiones silvestres o de diversas interacciones entre los genomas. Cabe destacar
que, en base a nuestro analisis molecular, la pre-NI1L080 fue una de las que menos introgresiones

silvestres no-diana presentd, solamente en los cromosomas 2 y 12.
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En relacion a la pre-NILGO036, se observd un efecto importante a través de las
generaciones (BC1, BC2S1 y BCz3) asociado a esta region del cromosoma 11, indicada por el
SSRGO036, sobre el diametro, la forma, el peso y el nimero de l6culos de los frutos. En esta
familia pre-NIL, el QTL explico cerca del 40 % y 60 % de la variacion, en el nimero de l6culos
y en la forma del fruto respectivamente (resultados Tabla I11.5). La presencia de alelos silvestres
en esta region determin6 una disminucion del nimero de l6culos, del didmetro y del peso, y un
aumento del indice de forma, como se esperaba en base a los fenotipos parentales. Dada la alta
relacidbn que mantienen estos rasgos entre si, resulta mas probable atribuirlos a efectos
pleiotrépicos que a diferentes QTLs en una misma region. La pre-NIL homocigota para la
introgresion silvestre (pre-NIL-PP) se diferencio significativamente de Caimanta para estos
caracteres. Si bien no puede descartarse la participacion de otras regiones gendémicas o de
diversas interacciones epistaticas, el analisis molecular mostrd pocas introgresiones silvestres
adicionales en esta linea (cromosomas 2, 3 y 11), avalando la importancia de esta region en la
determinacion de estos rasgos. En este sentido, debe considerarse que el locus fas se localiza
cercano en el cromosoma 11 y, dado los conocidos efectos de este locus sobre los caracteres
del tamafio del fruto, es factible que las caracteristicas de esta pre-NIL se deban a alelos de este
gen. Ademas, el efecto principal de fas sobre el nimero de léculos de los frutos (Barrero y
Tanksley, 2004) explicaria los altos porcentajes de variacion fenotipica atribuible a variacion
genética (%VG/VF), encontrados para el numero de loculos en esta familia pre-NIL (resultados
Tabla 111.3). No obstante, otro QTL cercano en el cromosoma 11, fw11.3, que influye también
sobre el peso de los frutos ha sido reportado en tomate. El clonado reciente de fw11.3 revelo
que se trata de un gen, denominado CSR (Cell Size Regulator), que controla el peso del fruto
regulando el tamafio celular (Mu et al., 2017). Més estudios son necesarios para dilucidar si
nuestras observaciones corresponden a efectos del locus fas, al fw11.3 0 a algin QTL ligado en
la region cromosémica.

Para la pre-NIL1061, se encontré que la region del cromosoma 11, marcada por el
SSR1061, se asocio al diametro, la forma, el peso y el nimero de léculos de los frutos, lo cual
habia sido reportado previamente en otras generaciones de estas retrocruzas (BC1S: y BC2Sy).
En esta familia pre-NIL, el QTL explico cerca del 60 % de la variacién en el nmero de I6culos
y en la forma del fruto (resultados Tabla 111.5), y la presencia de los alelos silvestres mostro el
efecto esperado segun el fenotipo progenitor. Confirmando estos efectos, la pre-NIL

homocigota para la introgresion silvestre (pre-NIL-PP) difirié de Caimanta manifestando un
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menor nimero de l6culos, un menor tamafio y una forma del fruto mas esférica. Como se ha
sefialado, debido la estrecha vinculacion entre estos rasgos, es probable que estas caracteristicas
se deban a efectos pleiotrépicos, aungque no puede descartarse que existan diversos QTLs en la
region. En base a la caracterizacion molecular, pocas introgresiones silvestres adicionales
fueron detectadas en esta pre-NIL (cromosoma 3 y 11). Sin embargo, se advirtié que el
segmento SSR1061, introgresado en el cromosoma 11, era extenso, abarcando diversos
marcadores contiguos e incluso el locus fas. Estas observaciones hacen suponer que el locus
fas es el responsable, por lo menos en parte, de los efectos encontrados sobre el didmetro, la
forma, el peso y el nimero de l6culos de los frutos. Por otro lado, la regién SSR1061 se asocid
también al color de los frutos, pero méas estudios se requieren para determinar si se trata de
algin QTL cercano en el cromosoma. Ademas, esta pre-NIL-PP presentd una buena vida
poscosecha de los frutos (18 dias aproximadamente, resultados Tabla I11.7) que, junto a los
beneficiosos atributos de color (elevado indice a/b y bajo L), la convierten en un material de

valor agronémico y de interés para continuar estudios genéticos.

En forma general, las pre-NILs exhibieron buenos atributos de calidad de fruto, e incluso
varias superaron al progenitor cultivado para diversos rasgos. Las diferencias mas notables
respecto a Caimanta se hallaron en relacion al tamafio y la forma del fruto, que representan
aquellos caracteres para los cuales los progenitores discrepan marcadamente. Es factible que
para otros caracteres, como los solidos solubles y la acidez, las menores diferencias y también
el menor nimero de QTLs encontrados se relacionen con la menor divergencia entre los
progenitores. Sin embargo, aun asi las pre-NILs manifestaron buenos valores agronémicos para
estos rasgos. Otros caracteres, como la vida poscosecha y el color mostraron importantes
variaciones, al presentar notables fenotipos transgresivos, como fueron algunos frutos de muy
elevada vida poscosecha y también los frutos de color amarillo. Considerando algunos QTLS
interesantes, podemos destacar la asociacion a los solidos solubles y la acidez titulable del
cromosoma 1 (SSR220060), donde los alelos silvestres determinaron un aumento en ambos
caracteres, volviéndose de gran valor para la mejora del sabor de los frutos de tomate. En
relacién a la vida poscosecha de los frutos, mas estudios son necesarios para dilucidar si los
efectos localizados en el cromosoma 5 corresponden al locus rin o si se trata de otro gen que
afecta algun proceso de la madurez del fruto. Alternativamente, el QTL detectado para a la vida

poscosecha en el cromosoma 8 (SSR327) resulta bastante promisorio, ya que la presencia de
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alelos silvestres en esta region promueve una extension de la vida poscosecha de los frutos, en
principio sin aparente vinculacion directa con caracteres de calidad negativos. Ademas,
recientemente, Green et al. (2016) hallaron también la asociacion de esta region del cromosoma
8 a la vida poscosecha de los frutos, en una poblacion segregante F3-BC1S1, derivada del
cruzamiento entre un cultivar comercial de S. lycopersicum, denominado Rio Grande, y la
accesion LA1589 de S. pimpinellifolium. En este trabajo, al igual que en nuestro estudio, la
presencia de alelos silvestres en la region mejord la vida poscosecha de los frutos y representa
una importante validacion de esta asociacion en diferentes materiales genéticos. Por otra parte,
considerando los atributos generales de las lineas, resultan atractivas la pre-NI1L211044, la
pre-NIL045 y la pre-NIL1061, las cuales presentaron una vida poscosecha intermedia (15, 14 y
18 dias respectivamente), pero a su vez buenas propiedades en cuanto al tamafio y el color de
los frutos (resultados Tabla I11.7). Entre estas, la pre-NIL211044 exhibié ademés una elevada
firmeza y alto contenido en soélidos solubles. En una primera instancia, estas y otras pre-NILs
que lleven QTLs de valor pueden ser seleccionadas para realizar mas estudios, reducir ain mas
la proporcion del genoma dador y avanzar en las caracterizaciones, de cara a desarrollar nuevas

lineas de mejora con beneficios en los caracteres de calidad de fruto.
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CONCLUSIONES PARCIALES

» La coleccion de pre-NILs, derivada a partir del cultivar Caimanta y la especie silvestre
S. pimpinellifolium, mostr6 diversidad en relacion a los caracteres de calidad de fruto. Estas
pre-NILs manifestaron valores discrepantes para atributos del fruto, como el tamafio, la forma,
la vida poscosecha, el color, la firmeza, el contenido en solidos solubles y la acidez,
destacandose que, en forma general, las diferentes pre-NILs exhibieron buenos atributos de

calidad, e incluso se encontraron valores superiores al progenitor cultivado para diversos rasgos.

» Diversas regiones SSR de S. pimpinellifolium, introgresadas en el contexto de Caimanta en
las pre-NILs, tuvieron efectos sobre algunos caracteres de calidad de fruto, y el comportamiento
integral de las pre-NILs fue muy promisorio. El estudio de estas lineas posibilito la exploracion
del aporte de la diversidad genética de la especie silvestre, mostrando que la introgresion de
regiones genomicas de S. pimpinellifolium en el genoma cultivado permite mejorar diversas

caracteristicas de calidad de los frutos.

» Diversas regiones gendmicas, asociadas a caracteres de calidad de fruto, en las diferentes
pre-NILs, se validaron a través de las comparaciones con las generaciones precedentes de
retrocruzas, derivadas del cruzamiento entre Caimanta y LA722. Estos estudios permitieron
avanzar en las bases genéticas de caracteres de la calidad del fruto, posibilitindonos conocer

algunas de las regiones genomicas que controlan estos rasgos en tomate.
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CONCLUSIONES FINALES

» Los diversos analisis mostraron la existencia de variabilidad genética beneficiosa y
aprovechable en la especie silvestre S. pimpinellifolium. Los resultados revelaron que la
introgresion de regiones gendmicas de S. pimpinellifolium en el genoma cultivado permitio
mejorar diferentes caracteristicas de calidad de los frutos y obtener nuevos recursos vegetales

con alto potencial para programas de mejoramiento y estudios genéticos en tomate.

» Se obtuvieron 22 pre-NILs derivadas, a partir del cruzamiento entre la especie silvestre
S. pimpinellifolium y un cultivar argentino tipo platense y destinado al consumo en fresco,
Caimanta. El proceso de desarrollo de estas lineas permitio avanzar en el conocimiento de la
constitucién gendmica de estos materiales, de gran relevancia a nivel regional, y aplicar estos

conocimientos en el programa de mejora de materiales locales.
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CONSIDERACIONES FINALES

La reducida diversidad genética del germoplasma cultivado es una de las principales
consecuencias de los sucesivos “cuellos de botella” y la seleccion durante la domesticacion y
el mejoramiento del tomate (Miller y Tanksley, 1990; Blanca et al., 2012). Esto ha llevado a
los genetistas y mejoradores a buscar en la rica variacion genética almacenada en el
germoplasma no adaptado (Bai y Lindhout, 2007). El empleo de cruzamientos interespecificos
es sumamente apropiado para caracteres que han sido descuidados durante el proceso de
domesticacion de la especie y desean ser recuperados en programas de mejoramiento. Ya los
primeros trabajos en pre-mejora (Rick, 1986) establecieron que las especies silvestres de tomate
pueden ser una fuente de genes de interés agronomico, conteniendo alelos con efectos
favorables, incluso ocultos bajo fenotipos que se presentan como inferiores. Los nuevos
desarrollos en marcadores moleculares sentaron la idea de que estos alelos beneficiosos podian
ser identificados dentro del genoma silvestre, y una vez localizados por medio del mapeo de
QTLs, ser introducidos en los cultivares modernos, mediante Seleccion Asistida por
Marcadores (Collard et al., 2005). Sin embargo, el potencial de las especies silvestres, como
fuente de alelos valiosos para la mejora genética del tomate, todavia estd muy lejos de ser
totalmente explotado (Grandillo et al., 2011). Una falla ha sido la completa disociacion entre
los procesos de estudio de QTLs y el desarrollo de nuevas variedades y, hoy en dia, la falta de
poblaciones adecuadas para la explotacién de estos recursos genéticos sigue siendo una
limitacion clave (Barrantes et al., 2014). Para aumentar la eficiencia con la cual la biodiversidad
natural pueda ser utilizada para mejorar el rendimiento, la adaptacion y/o la calidad del
germoplasma elite, es necesario disminuir la brecha entre el mapeo de QTLs y el mejoramiento
basado en QTLs. El fin ultimo de este trabajo ha sido acercar al mejorador la variabilidad
genética presente en la entrada LA722, de la especie silvestre S. pimpinellifolium, para que
pueda ser aprovechada en programas de mejora y en diversas investigaciones genéticas. La
metodologia de trabajo se baso en el “Andlisis de QTLs en retrocruzas avanzadas” (Tanksley
y Nelson, 1996) y el desarrollo de “poblaciones de NILs” (Eshed y Zamir, 1994, 1995; Zamir,

2001), para explotar mas eficazmente el potencial genético almacenado en el germoplasma
silvestre y ampliar asi la diversidad existente en la especie de cultivada (Tanksley y McCouch,
1997; Zamir, 2001; Grandillo et al., 2013). Este enfoque favorecio la deteccidn de alelos de

interés, para numerosos rasgos en la especie silvestre, junto con la obtencion de nuevos
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materiales de gran valor agronémico. Combinar el analisis de QTLs con el desarrollo de
poblaciones avanzadas, posibilitd abordar la variabilidad genética presente en la especie
silvestre, para incluirla en planes de mejora y también para el estudio basico de caracteres de
interés, relacionados con la calidad del fruto en un principio, pero que pueden extenderse a mas
en el futuro. Como fruto de este trabajo se consiguieron 22 pre-NILs de tomate, derivadas del
cultivar argentino tipo platense Caimanta, con aportes de la especie silvestre

S. pimpinellifolium.

En forma generalizada, en el proceso de desarrollo de las pre-NILs, se encontraron
diferencias en la deteccion de los QTLs a traves de las generaciones, las cuales pueden atribuirse
a causas experimentales y/o a factores bioldgicos. En gran parte, estas discrepancias se
relacionan con la mayor varianza, los arrastres por ligamiento o las diversas interacciones
epistaticas presentes en las generaciones méas tempranas que van cambiando al progresar hacia
las pre-NILs. A medida que avanzamos en los ciclos de retrocruzas, hacia el progenitor
recurrente, se reduce la proporcion del genoma dador y la variacion existente. Esto lleva a
modificaciones en el fondo genético y a la posibilidad de que los alelos silvestres de un QTL
experimenten nuevas interacciones epistaticas, viendo alterados sus efectos o incluso
perdiéndose. La recombinacion entre los genomas y las variaciones en las interacciones
epistaticas pueden jugar un rol trascendental. Respuestas impredecibles se originan por nuevas
interacciones entre las introgresiones y el genoma recurrente (Bernacchi et al., 1998b). Al
mismo tiempo, nuevos QTLs no detectados previamente pueden aparecer en las generaciones
mas avanzadas, debido a la fijacién de QTLs mayores o de multiples regiones silvestres que
enmascaraban sus efectos. Al disminuir la variabilidad genética se aumenta el poder de
deteccidn de QTLs con efectos menores (Chaib et al., 2006). Por otro lado, reducir la variacion
de fondo también favorece a la eliminacién de asociaciones falsas, ya que la deteccion de un
QTL en una generacion podria ser espuria (error de tipo 1) (Bernacchi et al., 1998b). Sumado a
esto, un factor importante puede ser la pérdida de la asociacion entre un marcador y el QTL,
debido a la recombinacion, al progresar en los cruzamientos, obstaculizandose su deteccion.
Podria ocurrir también la formacion de nuevas asociaciones. Alternativamente, un QTL puede
perderse si la region gendmica deja de segregar, fijando alelos de algun progenitor. En este
trabajo, notables diferencias fueron halladas entre las generaciones, algunos QTLs se fueron

perdiendo y otros nuevos fueron emergiendo al avanzar en las retrocruzas hacia al progenitor
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cultivado. Ademas, observamos que el efecto final de la introgresion silvestre en la pre-NIL
result6 bastante menor que lo previsto por los estudios de QTLs. Podemos decir, que el analisis
de QTLs en las generaciones tempranas fue un bajo predictor del comportamiento final de la
region genomica en la pre-NIL. Estas observaciones muestran una baja conservacion y una
fuerte dependencia del background genético en los andlisis de QTLs, resaltando nuevamente la
importancia de estudiar los QTLs en el contexto genético de interés.

En relacion a aquellos QTLs que habian sido detectados previamente y se conservaron
en las pre-NILs, en general, mostraron efectos estables a través de las generaciones, con algunas
excepciones particulares. Como se mencioné anteriormente, las discrepancias en los efectos de
un QTL, a través de las generaciones, pueden atribuirse tanto a causas bildgicas como
experimentales. Principalmente, las modificaciones en el contexto genético, al avanzar en los
cruzamientos, sumado a los efectos ambientales, pueden afectar notablemente la expresion de
un QTL. EI hecho de que diversos rasgos manifiesten distintos niveles de estabilidad indica
diferencias en importancia de las interacciones genéticas de fondo en la expresion de esos
rasgos. Es decir, mientras que para algunos caracteres prevalecen las acciones génicas aditivas,
para otros lo hacen las interacciones epistaticas, volviéndolos mas influenciables por el contexto
(Barrantes et al., 2016). Por otro lado, en gran medida la direccion de los efectos en los QTLs
estuvo en concordancia con lo esperado, en base al fenotipo de los progenitores del
cruzamiento. Sin embargo, Yy al igual que en muchos trabajos publicados de mapeo de QTLs
(Tanksley et al., 1996; Causse et al., 2004; Gur y Zamir, 2004), se encontraron alelos, tanto de
la especie silvestre como cultivada, que presentaron efectos opuestos a los esperados,

aumentando asi considerablemente la variabilidad disponible.

Finalmente, los nuevos materiales y conocimientos obtenidos seran utilizados en futuras

investigaciones genéticas para continuar con la mejora de la calidad del fruto en tomate.
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ANEXO

Fotos de plantas representativas de cada una de las 20 pre-NILs evaluadas.
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