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Resumen

RESUMEN

La especie de tomate Solanum pimpinellifolium es un material genético
sub-explotado para introgresar genes de origen silvestre que pueden mejorar la
calidad de los frutos en la especie cultivada (S. lycopersicum). El objetivo de este
trabajo fue identificar regiones gendmicas de la entrada LA722 de S.
pimpinellifolium asociadas a la larga vida poscosecha y caracteres que confieren
calidad a los frutos para introgresarlas en un genotipo ‘elite’ de la especie
cultivada. Se evaluaron 74 plantas BC; (primera retrocruza entre el cultivar
Caimanta de S. lycopersicum como padre recurrente y la entrada LA722 de S.
pimpinellifolium), los progenitores y la F; para once caracteres fenotipicos. Estos
materiales se caracterizaron molecularmente por perfiles polipeptidicos de
pericarpio de frutos al estado verde y rojo maduro y marcadores de ADN del tipo
SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) y SSR (Single Sequence
Repeat). Se encontraron polipéptidos asociados a caracteres como firmeza,
altura, forma, pH y vida poscosecha de los frutos. Dos bandas de SRAP
estuvieron asociados a porcentaje de reflectancia, firmeza, acidez titulable y
contenido en solidos solubles. Los SSR estudiados permitieron identificar
asociaciones o QTL (Quantitative Trait Loci) a todos los caracteres de calidad con
excepcion de la vida poscosecha en la BC;. Para seguir el comportamiento de
estos segmentos cromosomicos asociados a los caracteres de calidad se
evaluaron los mismos SSR en 40 plantas BC,. Dado que las poblaciones de
retrocruzas no son adecuadas para la deteccion de QTLs aportados por el
progenitor donante con efectos recesivos, también se evaluaron cinco familias
BC,S;. Se encontraron asociaciones a todos los caracteres de calidad entre los

gue se destacan QTLs para la vida poscosecha de los frutos no detectados en las
2



Resumen

generaciones de retrocruzas. Once QTLs fueron detectados en al menos una
generacion segregante con p < 0,001. Finalmente, la comparacion entre las
asociaciones encontradas en las tres generaciones permitié validar 12 QTLs (p <
0,05). Estos resultados demuestran que la introgresion de regiones gendmicas
asociadas a la vida poscosecha y a la calidad del fruto de S. pimpinellifolium

puede mejorar a la especie cultivada.



Abstract

ABSTRACT

Introgression of genomic regions from LA722 accession of Solanum

pimpinellifolium into an “elite” genotype to increase the tomato fruit quality

The wild tomato, Solanum pimpinellifolium, is a useful genetic material for
the introgression of genes to improve the fruit quality in the cultivated tomato (S.
lycopersicum). The objectives of this work were to indentify genomic regions of
LA722 accession of S. pimpinellifolium associated with fruit long shelf life and fruit
quality traits, and introgress them into an ‘elite’ germplasm. Seventy-four BC;
plants (the first backcross between the Caimanta cultivar of S. lycopersicum, as
the recurrent parent, and the LA722 accession of S. pimpinellifolium as the donor
parent), the parental, and the F; hybrid were evaluated for eleven fruit quality
traits. These materials were characterized by polypeptide profiles of fruit pericarp
at two ripening stages (mature green and red ripe) and two types of DNA markers:
SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) and SSR (Simple Sequence
Repeats). Some polypeptides were found associated with fruit traits such as
firmness, height, shape, pH and fruit shelf life. Two SRAP fragments were also
associated with a color parameter, firmness, titratable acidity and soluble solid
content. Since the backcross generations are not the best for QTL (Quantitative
Trait Loci) detection when the alleles of the donor parent have recessive effects;
five families BC1S; were evaluated as well. Associations with all fruit quality traits
were found. QTLs for fruit shelf life were discovered, which were not detected in
the backcross generations. Eleven QTLs were detected in one segregating
generation (p < 0.001) at least. Finally, 12 QTLs were validated (p < 0.05) when all

analyzed generations were compared. These results demonstrated that the
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introgression of genomic regions associated with fruit shelf life and fruit quality

traits from LA722 of S. pimpinellifolium would improve the cultivated species.

Introgresién de regiones genémicas... 5



Introduccién

INTRODUCCION

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es originario de América y
su nombre deriva de la expresion tomatl, de la lengua Nahuatl utilizada por los
indigenas aztecas y que los colonizadores castellanos tradujeron por tomate
(Heiser, 1969; Corominas, 1990). Este vocablo es con el cual se lo reconoce en la
mayor parte de los idiomas occidentales. Todas las especies silvestres son
nativas del oeste de América del Sur, considerado el centro de origen. Ellas se
distribuyen en la region andina desde Ecuador hasta el norte de Chile y también
existen dos especies endémicas en las Islas Galapagos (Spooner et al., 2005). A
pesar de que la distribucion del género esta en Sudamérica, aun estad en
discusion cudl es el area mas probable de su domesticacion (Labate et al., 2007;
Peralta et al., 2008). Hay dos hipoétesis alternativas que han sido surgidas: una
propone el sur de México como el lugar donde ocurrioé la domesticacién (Jenkins,
1948; Rick y Fobes, 1975), mientras que la otra hipotesis sostiene que sucedidé en
Perd (De Candolle, 1886). A la llegada de los espafioles al Nuevo Mundo no
existia tradicion sobre su uso como alimento en Sudamérica, pero formaba parte
de la dieta de los pueblos aztecas y en la de otros pueblos de la zona
centroamericana. La llegada a la vieja Europa se hizo a través de Espafia a
mediados del siglo XVI, de ahi pasé a Italia y de ésta a Francia. El tomate, como
la mayor parte de los alimentos llevados a Europa desde el Nuevo Mundo, no
triunfé inmediatamente. En un principio fue mas valorado como planta ornamental
por sus flores amarillas y sus frutos rojos y amarillos que como alimento.

El tomate cultivado (S. Ilycopersicum) anteriormente denominado
taxonomicamente como Lycopersicon esculentum Mill.) es una Solanacea de gran

importancia econdmica en el mundo. La calidad de los frutos juega un rol muy
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importante tanto en la eleccion de los cultivares por parte de los productores como
en la demanda del producto obtenido por parte de los consumidores. En Argentina
es una de las hortalizas mas importantes por el nivel de consumo (18
kilogramos/habitante/afio), por el valor econémico de la produccion y la superficie
destinada al cultivo (17.500 has) que representa el 0,6% de la superficie dedicada
a este cultivo a nivel mundial (FAO, 2009). Es un alimento poco energético, ya
gue aproximadamente el 95% de su peso es agua y cerca de un 4% son hidratos
de carbono. Sin embargo por el alto nivel de consumo es una fuente importante
de ciertas sales minerales (principalmente potasio y magnesio). De su contenido
en vitaminas se destacan la B1l, B2, B5, vitamina C y carotenoides como el
licopeno (pigmento que da el color rojo caracteristico al tomate). Las propiedades
antioxidantes del licopeno convierten al tomate en un alimento nutracéutico capaz
de prevenir enfermedades coronarias y cancerigenas (Blum et al., 2005).

Tanto en las variedades como en los genotipos hibridos que se
comercializan para consumo en fresco se ha prestado especial atencién al
aspecto externo mas que al interno, considerando al primero como sinébnimo de
calidad. Esto ha llevado a calificar a los productos sélo por su aspecto externo
(tamafio, forma, color, ausencia de manchas y defectos, uniformidad). Pero hoy
en dia los mercados estan interesados en diferenciar los productos por otros
atributos, como son los internos relacionados con sabor, aroma, acidez, contenido
en azucares y/o en vitaminas. Si bien el tacto y la vista hacen a la eleccion inicial
de los frutos por parte del consumidor segun estos atributos externos, la
aceptacion final del fruto es el resultado de un balance entre los componentes del
sabor y aroma que son los atributos internos mas buscados. También lo son la

consistencia de la pulpa y el color (Kader et al., 1978). Los principales
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componentes responsables del sabor del fruto son los azlcares y &acidos,
mientras que los compuestos volatiles hacen al aroma (Angosto Trillo et al.,

2001).

Actualmente un carécter de fundamental importancia, altamente apreciado
para la comercializacion del fruto fresco, es la prolongacién de la vida poscosecha
de los frutos (long shelf life). Una forma de controlar el proceso de madurez del
tomate es a través de la incorporacién de genes “larga vida” a cultivares
comerciales. En el campo de la biotecnologia se han hecho considerables
progresos para modificar vias metabdlicas involucradas en la madurez del fruto.
Smith et al. (1988) han desarrollado la técnica de ARN antisense para reducir la
expresion de la enzima poligalacturonasa alterando especificamente el
metabolismo de la pectina y la textura del fruto. Las plantas asi modificadas
producen frutos que retardan su proceso de madurez permaneciendo intactos por
extensos periodos. Meli et al. (2010) demostraron que la degradacién de los
aminoglucanos esta involucrada en el ablandamiento del fruto durante la
madurez, por lo tanto la manipulacién genética de los procesos de degradacion de
los N-glucanos podria ser una estrategia apropiada para aumentar la vida
poscosecha de los frutos sin provocar efecto alguno sobre otros caracteres de
calidad. Sin embargo los materiales transgénicos aun presentan resistencia por
parte de los consumidores debido a la manipulacion que han soportado y que aun

a nivel de la sociedad no es completamente entendida (Bartozewski et al., 2003).

Por otro lado en S. lycopersicum se han detectado varios genes mutantes
que afectan el proceso natural de la madurez en los frutos tales como rin (ripening
inhibitor), nor (non ripening), Nr (never ripe) y alc (alcobaca) (Chalukova y

Manuehyan, 1991; Thompson et al., 1999; Andrade et al., 2005; Barry y
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Giovannoni, 2006) siendo estos genes que bloquean o alargan el proceso de la
madurez los que confieren la larga vida poscosecha a los frutos. La mayoria de
los hibridos actuales de larga vida comercial llevan en heterocigosis el gen rin, el
alc o el nor, los que producen acciones negativas sobre la calidad debido a los
efectos pleiotrépicos que tienen sobre otras vias metabdlicas involucradas en
brindar al fruto un adecuado sabor, aroma y/o textura.

El tomate cultivado es una especie autdbgama y de reducida base genética
(Rick y Fobes, 1975; Warnock, 1988). Con respecto a la presencia de variabilidad
genética en este género existen varios estudios que analizando la variabilidad
genética han demostrado la presencia de marcados polimorfismos en las formas
silvestres, las que se encuentran en la zona andina, frente al monomorfismo
encontrado en las lineas centroamericanas (Rick y Holle, 1990). Esta situacion
seria consecuencia del efecto de la seleccidbn natural durante el proceso
migratorio del antepasado silvestre hacia América Central tanto como de la
seleccién artificial a favor de los tipos deseados durante la domesticacién y su
posterior fijacién debido a la reproduccion autégama de la especie (Rick, 1988).
Los cambios evolutivos mas importantes que ha logrado la domesticacion de esta
especie son la reduccion de la base genética, la modificacion del sistema
reproductivo y el incremento del tamafio del fruto (Warnock, 1988). Los cuellos de
botella que se han dado por efecto de la domesticacion y/o adaptacion a distintos
nichos ecoldgicos, han sido en parte responsables del lento progreso genético
observado hasta mediados del siglo pasado (Rick, 1991). Esto explicaria la
lentitud de los primeros programas de mejora practicada por los agricultores. Se
sabe que los primeros programas de mejoramiento del cultivo se iniciaron en

EE.UU. hacia 1920 (Rick, 1976). En los dultimos treinta afios el principal
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incremento en el progreso genético estimado en el tomate se debio al reemplazo
de las variedades por genotipos hibridos. Sin embargo en la actualidad las
poblaciones basicas de mejora presentan un plateu fisiolégico tanto para

incrementar el rendimiento como la calidad (Grandillo et al., 1999a).

Diversos autores (Rick, 1979; Hermsen, 1984; Schauer et al., 2006)
sostienen que las especies silvestres de S. lycopersicum representan una
importante fuente de variabilidad y constituyen recursos genéticos de gran valor
para el desarrollo de variedades en un programa de mejoramiento. Menos del 5%
de la variabilidad genética total esta presente en el tomate cultivado mientras que
el resto se encuentra disponible en las especies silvestres del género (Miller y

Tanksley, 1990).

La especie silvestre S. pimpinellifolium L. (anteriormente denominada
taxonomicamente como Lycopersicon pimpinellifolium (L.) Mill.) es también una
especie autdgama y puede cruzarse con el tomate cultivado en ambos sentidos
dando lugar a hibridos fértiles. Rick (1973) sefial6 la importancia de la introgresion
de genes de esta especie durante la evolucion del tomate cultivado. Esta especie
se caracteriza por presentar frutos de menor tamafio y peso, de alta calidad
nutritiva con una mayor concentracion de vitamina C, azlcares solubles y un
elevado contenido en materia seca total (Stevens y Rick, 1986). Pratta et al.
(1996) y Zorzoli et al. (1998) encontraron que genotipos de esta especie y sus
hibridos con el tomate cultivado presentaban mayor vida poscosecha respecto a
los cultivares comerciales y al mismo tiempo presentaban mejor calidad del fruto

(en cuanto a color, textura y sabor).
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Muchos caracteres de importancia agrondmica en el tomate, tales como la
resistencia a enfermedades, tolerancia a stress y atributos de calidad de los frutos
fueron introducidos por retrocruza (backcross) en genotipos de la especie
cultivada a partir de especies silvestres (Rick, 1974). En los programas genéticos
tradicionales, el germoplasma exotico ha sido exclusivamente utilizado para
incorporar genes mayores. Este uso limitado puede ser explicado por la dificultad
gue tenian los mejoradores en el pasado para distinguir los genes favorables de
los desfavorables presentes en el germoplasma silvestre y que podria ser
superado en la actualidad por el desarrollo de tecnologias moleculares (Grandillo
et al., 1999a).

Una de las biotecnologias que ofrece amplias posibilidades de ser
incorporada eficientemente a un programa de mejoramiento genético es la
aplicacion de marcadores moleculares para la seleccion asistida (MAS, Marker
Assisted Selection). La aplicacion de marcadores moleculares de alta resolucién
permite la localizaciéon de genes de interés en el genoma vegetal acortando asi
los tiempos y el espacio necesario para la seleccion de individuos superiores que
manifiesten el caracter en cuestidon. La informacion suministrada por los
marcadores moleculares permite, por otro lado, incrementar la eficiencia del
proceso de seleccion ya que las plantas portadoras de caracteristicas indeseables
podrian detectarse precozmente (en estadio juvenil), disminuyendo el tiempo de
evaluacion y evitando el uso de espacio y tiempo con plantas de baja calidad, lo
que llevaria a un aumento de la ganancia genética obtenida en cada ciclo del
programa. El establecimiento de las relaciones de ligamiento genético para
facilitar la identificacion y localizacion de genes que controlan caracteres de

importancia agroeconémica permite asi establecer una adecuada estrategia de
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mejoramiento asistida por marcadores moleculares. Segun Tanksley (1993)
mediante el uso de marcadores moleculares es posible estimar con suficiente
precision el namero, tipo y magnitud de los efectos génicos involucrados en la
determinacion de un caracter cuantitativo, asi como las interacciones entre los
diferentes QTLs (Quantitative Trait Loci, o loci de caracteres cuantitativos) y su
localizacion en el mapa cromosomico de la especie. Las poblaciones
comunmente usadas para andlisis de QTLs son generaciones F/F3 retrocruzas
(BC, backcrosses), o lineas endocriadas recombinantes (RILs, Recombinant
Inbred Lines). Es de destacar que utilizar material vegetal obtenido de retrocruzas
avanzadas permite obviar los problemas que surgen al analizar QTLs en
poblaciones con marcado desequilibrio. En una poblacién de retrocruzas
avanzadas los genotipos son mas similares al padre elite recurrente que en una
poblacién de primera retrocruza, lo que permite avanzar mas rapidamente en el
programa de seleccidén fenotipica debido a la baja frecuencia de los posibles
alelos deletéreos del progenitor donante (Tanskley y Nelson, 1996). Por otro lado
este método de la retrocruzas, seguido de autofecundacion, también permite la
deteccidén de genes recesivos provenientes del padre donante involucrados en la
expresion del caracter de interés. De esta forma son necesarias pocas
generaciones adicionales para obtener lineas casi isogénicas (NILs, Near

Isogenic Lines).

El genoma del tomate ha sido caracterizado por una amplia gama de
marcadores de ADN incluyendo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR

(Sequence Characterized Amplified Region) y SNPs (Single Nucleotide
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Polymorphism) (Kardolus et al., 1998; Frary et al., 2005, Primieri Carelli et al.,
2006, Sim et al.,, 2009). En general estos estudios sefalan que la variacion
genética es menor entre las variedades cultivadas, pudiéndose ampliar este
espectro con el uso de especies silvestres. Azanza et al. (1995) encontraron una
elevada asociacion entre la variabilidad para solidos solubles y pH y determinados
marcadores RFLP en un cruzamiento entre S. lycopersicum y S. chmielewskii
(anteriormente denominada L. chmielewskii). Grandillo y Tanksley (1996)
realizaron un analisis genético de marcadores RFLP, microsatélites y RAPD en un
cruzamiento entre S. lycopersicum var. esculentum y S. pimpinellifolium,
concluyendo que es frecuente la segregacion distorsionada hacia uno u otro
progenitor y que, por otro lado, los RAPD y microsatélites marcan
preferentemente zonas cercanas a los centromeros. Posteriormente, estos
autores (Grandillo et al., 1999b) detectaron asociaciones significativas entre los
marcadores y caracteres cuantitativos de importancia agronémica en ese mismo
cruzamiento, que permitia explicar hasta un 59 % de la variacion fenotipica
observada de algunos caracteres. Bernacchi et al. (1998) identificaron por el
método de retrocruza avanzada varios QTLs de caracteres de importancia
agronoémica en cruzamientos interespecificos del tomate cultivado con accesiones
de S. pimpinellifolium y S. habrochaites (anteriormente denominada L. hirsutum).
Varias caracteristicas del fruto como peso, contenido en solidos solubles y acidez
fueron asociadas a marcadores moleculares (Pratta et al., 2011a; Lecomte et al.,
2004) mientras que Rosseaux et al. (2005), detectaron QTLs para compuestos
antioxidantes en un cruzamiento entre el tomate cultivado S. lycopersicum y la

especie silvestre S. pennelli.
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Los SSR (Simple Sequence Repeat) también llamados microsatélites, son
repeticiones en tandem de secuencias de ADN que consisten en unidades de
mono-, di-, tri-, tetra- o penta-nucleodtidos que cubren todo el genoma, y se
encuentran tanto en animales como vegetales. En plantas son mas frecuentes
repeticiones de A-T, mientras que en animales lo son A-C o T-G. El polimorfismo
es revelado por amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir de
ADN genomico total, usando dos cebadores de entre 17 y 25 pares de bases que
flanquean el locus microsatélite. Las ventajas de los SSR radican en su
naturaleza multialélica, comportamiento codominante, facilidad de amplificacién
por PCR, relativa abundancia y extensa cobertura del genoma, ademas de la
exigencia de una pequefia cantidad de ADN de partida. Son ampliamente

polimorficos tanto entre como dentro de especies (Powell et al., 1996).

Los SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) son marcadores
basados en PCR que utilizan dos cebadores, un cebador sentido de 17 bases y
un cebador anti-sentido de 18 bases. Los cebadores sentidos consisten de una
secuencia principal de 14 bases. Las primeras diez bases del extremo 5' son las
secuencias llamadas de “relleno” que no presentan una constitucién especifica,
seguida de la secuencia CCGG y luego tres nucleoétidos selectivos en el extremo
3'. La variacion en estos tres nucleotidos selectivos genera un juego de cebadores
gue comparten la misma secuencia principal. ElI cebador anti-sentido consiste de
los mismos componentes que el cebador sentido, pero con las siguientes
variaciones: la secuencia de “relleno” es seguida de la secuencia AATT en lugar
de CCGG y se afiaden tres bases selectivas en el extremo 3'. La unica regla para
el disefio de los cebadores sentido y anti-sentido es que no se formen rulos u otra

estructura secundaria, y que tienen que tener un contenido de alrededor de 40-50
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% de GC. Por otro lado las secuencias de “relleno” de los cebadores sentido y
anti-sentido deben ser diferentes unas de otras y pueden ser de 10 u 11 bases de
largo. El propédsito de usar secuencias CCGG en el nacleo del primer par de
cebadores de SRAP es apuntar a los exones de regiones con marcos abiertos de
lectura. Esto esta basado en el hecho de que los exones normalmente tienen
regiones ricas en GC. Si bien las regiones expresadas tienden a estar
conservadas entre diferentes individuos, el cebador anti-sentido es disefiado de
manera de evitar este problema. La secuencia AATT del cebador anti-sentido se
une preferentemente a regiones ricas en AT que se encuentran frecuentemente
en promotores e intrones. Dado que los intrones, promotores y el ADN espaciador
son generalmente variables entre diferentes individuos, esto hace que los SRAP
sean factibles de generar bandas polimorficas basadas en intrones y exones y
gue puedan ser evaluadas como marcadores dominantes: presencia/ ausencia (Li

and Quiros, 2001).

Los perfiles polipeptidicos también constituyen marcadores moleculares
que ayudan a caracterizar genotipos y ya han sido exitosamente utilizados en
diversas especies como marcadores moleculares (Hamada, 1998; Del Luca et al.
2000; Garello et al. 2000). Aungue son menos polimdrficos que los marcadores de
ADN, pueden brindar rapidamente informacion sobre la presencia de variabilidad
genética para procesos bioldgicos que estarian estrechamente asociados al
caracter bajo estudio, ya que estan referidas a regiones del genoma que estan
siendo efectivamente expresadas en ciertas partes del vegetal y bajo
determinadas condiciones internas y/o externas (Smith y Smith, 1992). Ademas,
la obtencion de fracciones polipeptidicas por medio de SDS-PAGE es un método

sencillo y poco costoso para implementar en una primera etapa de
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caracterizacion, seleccion y manejo de material genético (Bretting y Widrlechner,
1995). Pratta (2004) encontro diferencias genotipicas para la induccion de las
enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato deshidrogenasa (GDH) en el
pericarpio de frutos en dos estados de madurez en materiales genéticamente
uniformes de tomates cultivados y silvestres que discrepaban para la vida
poscosecha de sus frutos. Por otra parte, Rodriguez et al. (2008) y Pereira da
Costa et al. (2011) detectaron polimorfismo en los perfiles polipeptidicos de frutos
al estado verde maduro y rojo en un genotipo mutante para la madurez, una
entrada de S. lycopersicum var. cerasiforme y sus generaciones F; y F,. Ademas,
la variancia genética encontrada para varios caracteres de calidad de frutos como
peso, forma, contenido en solidos soluble, acidez, color y vida poscosecha
tuvieron correspondencia con el polimorfismo observado a nivel de los perfiles
polipeptidicos, y varios polipéptidos mostraron asociacion con los caracteres de
calidad.

Hasta el momento no existen antecedentes del uso de poblaciones de
retrocruzas de tomate en las cuales los perfiles polipeptidicos o SRAP hayan sido

utilizados para la deteccion de QTLs para caracteres de calidad del fruto.

Estos antecedentes sugieren que es posible continuar explorando el aporte
del germoplasma silvestre como fuente de variabilidad y que el tomate cultivado y
la especie S. pimpinellifolium son un material genético adecuado para analizar el
efecto de la introgresion de genes de origen silvestre sobre caracteres tales como

la vida poscosecha y otros que contribuyen a la calidad del fruto.
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Hipotesis y Objetivos General

HIPOTESIS DE TRABAJO

La identificacion de regiones gendmicas asociadas a la vida poscosecha y
a atributos que confieren calidad al fruto en S. pimpinellifolium y su introgresién en

la especie cultivada posibilitan obtener genotipos superiores en calidad.

OBJETIVO GENERAL

Identificar regiones gendmicas asociadas a la larga vida poscosecha y
caracteres que confieren calidad a los frutos en la entrada LA722 de S.

pimpinellifolium para introgresarlas en un genotipo ‘elite’ de la especie cultivada.
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CAPITULO |

IDENTIFICACION DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A
CARACTERES POSCOSECHA EN LA PRIMERA RETROCRUZA

Introgresion de regiones genémicas...
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar las acciones génicas involucradas en caracteres de calidad de
fruto utilizando los valores fenotipicos de los progenitores y F; y obtener una
estimacion de la variancia genética para estos caracteres a traves de la

generacion BC;.

e Analizar el grado de polimorfismo a nivel de perfiles polipeptidicos en
fruto y los marcadores de ADN (SSR y SRAP) que se presentan en la generacion

de estos progenitores y la Fy,

e Verificar la segregacion mendeliana de estos polimorfismos
moleculares en la generacion BC; y detectar QTLs para caracteres de calidad de

fruto.
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MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realizd en el Campo Experimental de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario (UNR) y en el laboratorio
de Biologia Molecular y Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales, ubicado en la

localidad de Zavalla, Provincia de Santa Fe (33° 1”S). (Foto I-1)
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Foto I-1. Vista aérea del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias

Agrarias, UNR.
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Material vegetal: El genotipo utilizado como progenitor recurrente fue el

cultivar Caimanta de S. lycopersicum (CAl). Caimanta tiene un habito de
crecimiento determinado, plantas compactas, frutos de tipo platense (mayor
diametro que altura), con un promedio de peso de 98,5 + 9,9 g y una vida
poscosecha promedio de 9,7 + 0,9 dias (Rodriguez et al., 2006). El progenitor
donante fue la linea LA722 de S. pimpinellifolium, con habito de crecimiento
indeterminado y un gran numero de flores por inflorescencia, con frutos esféricos
y de tamafio pequefio, con 0,9 + 0,1g de peso y 18,7 + 0,4 dias de vida
poscosecha (Rodriguez et al., 2006). 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).

El cruzamiento para la obtencién de la
generacion F; se realizo en forma manual
siguiendo la técnica descripta por Rick (1973)

usando el cv. Caimanta como progenitor

femenino en los meses de Septiembre a
Noviembre de 2006. Las flores utilizadas como progenitor femenino fueron
emasculadas un dia antes de la apertura de la flor (estimado por el cambio de
color de la corola de amarillo palido a amarillo crema) y se polinizaron al dia
siguiente con el progenitor masculino. Las plantas F; fueron retrocruzadas por el
padre cultivado para producir las plantas de la primera retrocruza o Backcross 1
(BC1) durante los meses de Septiembre a Noviembre de 2007, utilizando el
genotipo cultivado como progenitor femenino (Figura 1-1). En el mes de Junio de

2008 se sembraron 15 semillas de cada progenitor y F; y 120 de la generacion
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BC; en cajas de Petri para su germinacion, plantandose posteriormente en vasos
de plasticos de 330 cc. 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. Previo al trasplante se realiz6 una fertilizacion organica del
suelo. Las plantas fueron regadas dos veces por semana lo suficiente para evitar

el estrés durante el periodo de crecimiento.
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Figura I-1. Diagrama de cruzamientos para la obtencion de la generacion

BC, a partir del cultivar Caimanta (CAIl) de S. lycopersicum y LA722 de S.

pimpinellifolium.

CAl

50 % CAl
50 % LA722

75 % CAl
BC, 25 % LA722

Distintos tonos de gris indican el porcentaje
tedrico del genoma de cada progenitor en cada
generacion.
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Caracteres evaluados: En cada planta, en 10 frutos cosechados al estado

pintdn, estado en el cual se detectan visualmente los primeros sintomas de
acumulacion de carotenoides (Giovannoni, 2004), se evaluaron los siguientes
caracteres:

e Peso (P, en Q).

e Diametro (D, en cm).

e Altura (A, en cm).

e Forma (Fo, cociente altura sobre diametro).

e Vida poscosecha (Lv): dias transcurridos desde la cosecha hasta el inicio
del ablandamiento del fruto. Para evaluar este caracter, los frutos cosechados
fueron almacenados a 25 + 3°C en una estanteria. Siguiendo la metodologia
propuesta por Buescher et al. (1976) y Schuelter et al. (2002), los frutos fueron
examinados tres veces por semana Yy fueron descartados aquellos
comercialmente inaceptables por mostrar arrugamiento 0 excesivo

ablandamiento.
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En frutos cosechados al estado rojo maduro, considerado cuando el fruto
presentd mas del 90% de su superficie con el color de madurez (Nuez, 1995) se

evaluaron los siguientes caracteres:

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

fructosa del jugo homogeneizado, medido con un refractdmetro manual.

e Acidez (Ac): medida a través del pH del jugo homogeneizado y de la

acidez titulable (At, en gramos de &cido citrico/ 100 gramos de jugo
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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 agua destilada.
Para evaluar estos caracteres se tomaron tres muestras independientes de

3 a 8 frutos por planta dependiendo del tamafio del fruto.

e Firmeza (F): medida sobre el plano ecuatorial, en dos areas opuestas del
fruto con un durémetro tipo Shore A (Durofel DFT100) con una puntera de 0,10
cm?,

e Color, a través del porcentaje de reflectancia (L) y el cociente a/b. Los
pardmetros L, a (absorbancia a longitudes de onda de 540 nm) y b (absorbancia a
longitudes de onda de 675 nm) fueron determinados con un Chromameter CR
400. 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 desde 0 para blancos a 100 para negro. El valor de los

pardmetros 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.
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En la Tabla I-I se detalla el nUmero de frutos evaluados en cada genotipo

progenitor y en las generaciones F; y BC;.
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Tabla I-I: Numero de frutos evaluados por genotipo progenitor, la F1y en la

generacion BC; del cruzamiento entre S. lycopersicum (CAl) y LA722 de S.

pimpinellifolium.

Nro. de frutos

Genotipos evaluados
CAl 52
LA722 132
F1 110
BC, 1240
Total 1534
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Andlisis estadistico: La distribucién normal de los caracteres cuantitativos

evaluados en todas las generaciones se verifico a través de la prueba de Shapiro-
Wilk (1965). La comparacion de los valores medios para cada caracter entre los:
progenitores y la F; se llevo a cabo por la prueba t de Student (Snedecor, 1964)
Para aquellos caracteres en que se encontraron diferencias significativas entre los
progenitores se calcularon los grados de dominancia (d/a) (Falconer y Mackay,
1996). Se analizaron los patrones de distribucién de frecuencias de las variables
en la generacién BC;. Se utilizé un analisis de la variancia (ANOVA) para estimar
el porcentaje de variacion genética (% VG) en la generacion BC; (adaptado de
Mariotti, 1986). Se calcularon los coeficientes de correlacion fenotipicos (r) entre
los caracteres (Sokal y Rohlf, 1969). Todos los andlisis estadisticos se llevaron a

cabo con el software InfoStat Version 1.0 (Di Renzo et al., 2001).

Marcadores moleculares de polipéptidos en distintos estados de madurez

del fruto: Para obtener los perfiles de polipéptidos totales se cosecharon frutos en
los estados verde maduro (VM) y rojo maduro (RR) en los progenitores y en las
generaciones F; y BC;. Para cada genotipo uniforme se recolectaron tres
muestras independientes (un unico fruto de plantas diferentes) en cada estado de

madurez: VM y RR.

La extraccion de las proteinas se realizO a partir del pericarpio del fruto
siguiendo el protocolo de Hurkman y Tanaka (1986). Las proteinas fueron
extraidas de 1 g de pericarpio, homogeneizado en N liquido con mortero. El tejido
fue mezclado en presencia de 1 ml de buffer de extraccion (100 mM Tris/HCI pH
8,0, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 2 % de B- mercaptoetanol) y 4 ml de fenol
saturado con Tris buffer 100 mM (pH 8,0). Luego fue centrifugado a 5000 rpm

durante 10 minutos a 4 °C. La fase fendlica fue removida, extraida nuevamente
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con un volumen de buffer acuoso y mezclada con 4 volimenes de acetato de
amonio en metanol (0,1 M). Las muestras se incubaron a -20 °C durante la noche.
Las proteinas fueron precipitadas por centrifugacion a 5000 rpm durante 15
minutos a 4° C. El pellet se lavo dos veces con acetato de amonio en metanol (0,1
M) y una vez con acetona al 80 % y se resuspendio en buffer de siembra (25 mM
Tris pH 6,8, 1 % SDS, 10 % glicerol, 5 % de B- mercaptoetanol y 0,002 %
bromofenol blue). Los polipéptidos fueron separados usando un gel de
poliacrilamida a una concentracién de 10 % en condiciones desnaturalizantes en
el cual se sembré igual cantidad de polipéptidos en cada una de las calles (20 pug,
cuantificados por la técnica de Bradford). La electroforesis se realizo a intensidad
de corriente constante (35 mA) durante 1 a 1,5 hs. La tincién se realizé por
Coomasie Brillant Blue. Los geles fueron analizados con el software GelPro

Analyzer 3.0.

Determinacion _de los Marcadores moleculares de ADN: Se emplearon

marcadores moleculares de ADN del tipo SRAP y SSR.

Se extrajeron hojas jévenes de los progenitores, la F; y cada planta de la
generacion BC;, las que se mantuvieron en freezer —80° hasta el momento de la
extraccion de ADN. Se utilizo un kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification
Kit de Promega®). EI ADN fue extraido de 40 mg de hoja en un tubo Eppendorf
de 1,5 ml homogeneizado con pilén en presencia de N; liquido hasta obtener un
polvo fino, al cual se adicionaron 600 pl de una solucién de lisis nuclear y se agité
vigorosamente 3 seg. Luego se incubd la muestra en un bafio termostatizado a 65
°C durante 15 min. Con el objetivo de eliminar el ARN se adicion6 a cada muestra
3 pl de RNAsa, se mezcld por inversién 2 a 5 veces y posteriormente se incubo

durante 15 min a 37 °C. Para eliminar las proteinas éstas fueron precipitadas con
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una solucion provista por el kit. Se centrifugaron las muestras a 13000 rpm
durante 3 min y el sobrenadante fue trasvasado a otro tubo Ependorf de 1,5 ml
que contenia 600 pl de isopropanol a temperatura ambiente. Luego de agitar
suavemente las muestras, fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 1 min. El
sobrenadante fue descartado y el precipitado lavado con una solucion 70 % v/v de
etanol. El pellet obtenido luego de una nueva centrifugacion durante 1 min a
13000 rpm se lo dejo secar a temperatura ambiente por 15 min para luego

resuspenderlo en 100 pl de buffer TE (10 mM Tris pH 7,4y 1 mM EDTA pH 8,0).

Los ADN fueron cuantificados en un gel de agarosa al 1 % y tefiido con
bromuro de etidio utilizando un testigo estdndar de ADN de fago lambda (100
ng/ul). Una vez conocida su concentracion se realizaron las diluciones
correspondientes de manera de obtener soluciones de trabajo de 20 ng/upl de

ADN.

Tanto para marcadores SRAP como SSR se hicieron amplificaciones por

duplicado para cada genotipo progenitor y la F;

Metodologia para los SRAP: La técnica de SRAP se basa en la utilizacion

de dos tipos de primers (cebadores), el primero, “forward” (sentido) de 17 bases y
ricos en GC y el segundo, “reverse” (anti-sentido) de 18 bases ricos en AT. Se
utilizaron cuatro combinaciones de primers diferentes para posteriormente
seleccionar, a partir del grado de polimorfismo presentado entre los progenitores,
las combinaciones a ser utilizadas en la caracterizacion de la generacion BC;

(Tabla I-11).
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Tabla I-l1l. Combinaciones de cebadores de SRAP (Sequence Related

Amplified Polymorphism), secuencias de los primers forward y reverse.

Combinaciones Primer Forward ‘ Primer Reverse

1- Mel-EM2 Mel: 5-TGAGTCCAAACCGGATA-3° EM2: 5-GACTGCGTACGAATTTGC-3’
2- Me2-EM1 Me2: 5-TGAGTCCAAACCGGAGC-3' EML1: 5-GACTGCGTACGAATTAAT-3’
3- Me2-Ga34 Me2: 5-TGAGTCCAAACCGGAGC-3' Ga34: 5-CCAAATGGAACAAAATGATG-3

4- Me8-Sal4 Me8: 5-TGAGTCCTTTCCGGTGC-3*  Sal4d: 5-TTACCTTGGTCATACAACATT-3’

Introgresion de regiones genémicas... 33



Capitulo | — Materiales y Métodos

Para la reaccion de PCR, cada muestra (20 ul volumen final) consistié en
20 ng de ADN gendmico, 5 mM de cada dNTPs, 50 mM de MgCl,, 10 uM de cada
primer, 5,2 ul 10X Taq buffer y 2 unidades de Taq polimerasa. Se utilizd el
siguiente protocolo de amplificacion: 5 min a 94 °C, 5 ciclos de tres pasos: 1 min a
94°C, 1 mina35°Cy1mina 72 °C, para los siguientes 35 ciclos la temperatura
de hibridacion se elevo a 50 °C, finalizando con un paso de elongacion de 10 min
a 72 °C. La separacion de los fragmentos amplificados se realizé en geles de
poliacrilamida (5% p/v) a temperatura ambiente. La corrida electroforética se llevo
a cabo a 50 W constante durante 3 hs. La visualizacion se realiz6 mediante la
tincibn con AgNO3; que consiste de los siguientes pasos: fijacion (30 min en
agitacion en 1,5 | de una solucion de é&cido acético al 10% v/v), lavado (dos
lavados con agua destilada de 5 min cada uno), tincién (30 min en agitacion en 2 |
de una solucion de nitrato de plata (AgNO3) 0,1% p/v y formaldehido 0,07% v/v) y
finalmente revelado (agitacion hasta aparicion de las bandas en 2 | de una
solucién de carbonato de calcio (CaCO3) 3% pl/v, formaldehido 0,07% v/v y
tiosulfato de sodio 0,4 % p/v). El andlisis de los geles fue llevado a cabo con el

software GelPro Analyzer 3.0.

Metodologia para los SSR: Se utilizaron aquellos que se encuentran

disponibles en http://www.solgenomics.net, obteniendo ademas, la secuencia de

primers, el tamafio de los alelos del genotipo cultivado y el silvestre y su
localizacion cromosdémica. Se eligieron marcadores polimérficos distribuidos en el
genoma de tomate para identificar regiones asociadas a los caracteres bajo
estudio (Tabla I-lll). Se seleccionaron al menos dos SSR por cromosoma,
ubicados preferentemente en brazos distintos. Para la reaccion de PCR, cada

muestra (30 pl de volumen final) consistio de 40 ng de ADN gendmico, 2,5 mM de
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dNTPs, 40 mM de cloruro de magnesio (MgCly) 10 uM de cada primer, 3 ul 10X
de Taq buffer y 1,5 unidades de Taq polimerasa. Se utilizé el siguiente protocolo
de amplificacion: 1 min a 94 °C, luego se repitieron los siguientes tres pasos: 30
seg a 94°C, 30 seg a 55 °C y 2 min a 72 °C durante 32 ciclos, finalizando con un
paso de elongacién de 5 min a 72 °C. La temperatura de annealing varié de
acuerdo al SSR amplificado. Dichas temperaturas variaron en un rango de 52 a
56 °C. La amplificacién de las muestras, tanto para SSR como SRAP, fueron
probadas en geles de agarosa al 1%, sembrando 2 ul del amplificado junto con 1
pl del loading buffer 5X. La electroforesis se realiz6 a 60 V constante durante 20

minutos Yy la tincion se llevo a cabo con bromuro de etidio por un lapso de 15 min.

La separacion de los fragmentos de amplificacion se realiz6 en geles de
poliacrilamida (6% p/v) a temperatura ambiente. Las condiciones de la corrida
electroforética fueron las mismas que para SRAP, con la diferencia que fueron
corridos dos SSR por gel. Los SSR corridos en un mismo gel, fueron
seleccionados en base a su tamafio, habiendo sembrado primero el de menor
tamafio para evitar la superposicion con el siguiente SSR. El momento del
sembrado en el gel del segundo SSR estuvo desfasado 1 h del primero. La
visualizacion se llevo a cabo mediante tincion con nitrato de plata (AgNO3),

siguiendo el mismo procedimiento que para SRAP.
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Tabla I-lll. SSR (Simple Sequence Repeat) probados en los genotipos

progenitores (S. lycopersicum (CAIl) y LA722 de S. pimpinellifolium) y la Fy,

secuencias de los primers forward y reverse y su ubicacion cromosémica.

SSR009
SSR095
SSR134
SSR266
SSR288
SSR308
SSR316
SSR032
SSR295
SSR349
SSR598
SSR014
SSR111
SSR320
SSR601
SSR043
SSR296
SSR306
SSR310
SSR450
SSR115
SSR152
SSR162
SSR128
SSR211044
SSR578
SSR045
SSR276
SSR286
SSR038
SSR063
SSR327
SSR344
SSR069
SSR070
SSR110
SSR333
SSR383
SSR034
SSR223
SSR318
SSR596
SSRG036
SSR080
SSR1061
SSR1526
SSR2220060
SSRG111
SSRH301
SSR020
SSR176
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10
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1
14
"
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Secuencia primer forward (5'-3")

009F: CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA
095F: CAATCCAACAAGCAATCCCT

134F: CCCTCTTGCCTAAACATCCA
266F: CAAGTTCACCTCATTTGACCC
288F: TCGTGGGAATTTGTTAACCC
308F: TTTCCCTGTTTCAGCCTTTG
316F: CCACCGCAACAAACCTTATT
032F: TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG
295F: CTCCAGAAGGAACTCGATGC
349F: GAGTGATCATCCATCCTCTCA
598F: TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG
014F: TCTGCATCTGGTGAAGCAAG
111F: TTCTTCCCTTCCATCAGTTCT
320F: ATGAGGCAATCTTCACCTGG
601F: TCTGCATCTGGTGAAGCAAG
043F: CTCCAAATTGGGCAATAACA
296F: CCGGAACAAGTCCCTTCATA
306F: ACATGAGCCCAATGAACCTC
310F: GCGATGAGGATGACATTGAG
450F: AATGAAGAACCATTCCGCAC
115F: CACCCTTTATTCAGATTCCTCT
152F: ATTCAAGGAACTTTTAGCTCC
162F: GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCTC
128F: GGTCCAGTTCAATCAACCGA
211044F: AGCAGGGTAAGTCTCCAGCA
578F: CAGCACAACCAGACTTATCT
045F: TGTATCCTGGTGGACCAATG
276F: CTCCGGCAAGAGTGAACATT
286F: AGCTATGGAGTTTCAGGACCA
038F: GTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG
063F: CCACAAACAATTCCATCTCA
327F: TCAGGATCAGGAGCAGGAGT
344F: TGTTGCTCGAACTCTCCAAA
069F: TTGGCTGGATTATTCCTGTTG
070F: TTTAGGGTGTCTGTGGGTCC
110F: TGTAACGTCAAACTTCAGGTG
333F: GTTCCCGCTTGAGAAACAAC
383F: ATTGTACAAAGACCCGTGGC
034F: TGTAACGTCAAACTTCAGGTG
223F: TGGCTGCCTCTTCTCTGTTT
318F: GCAGAGGATATTGCATTCGC
596F: TTCGGATAAAGCAATCCACC
GO036F: TGTTTTAAACTGAAGATGTGTAAAATG
080F: GGCAAATGTCAAAGGATTGG
1061F: TCAGGTTAGTGTTCCATGCAG
1526F: CAATCAAGGTTAGTCTCTTG
220060F: CCAGTTGCTTTCCCAGATGT
G111F: GGGTTCGATACACCCTTAGC
H301F: TGCTGTTTTGTTTGGCTCAC
020F: GAGGACGACAACAACAACGA
176F: TCTCGTTCTCCATCAAATACAAT

Secuencia primer revers e (5'-3')
009R: CCCTCTTGCCTAAACATCCA
095R: CCACATAACTAAGCCCACAACTT
134R: CGTTGCGAATTCAGATTAGTT
266R: TGTGTGAGCACTAAAGGACGA
288R: TCTTCATCGTCCTCCTCCTG
308R: GGCACGAGAATTTAGCCACT
316R: GGGTGGTGAGAAGGATCTGA
032R: CAACGAACATCCTCCGTTCT
295R: CAATTCCTTTCACCTGCCAC
349R: GGAAGAGACTTTGGACTAAGGGA
598R: CAACGAACATCCTCCGTTICT
014R: CTGGATTGCCTGGTTGATTT
111R: TTTGCTGCTATACTGCTGACA
320R: TTCAGCTGATAGTTCCTGCG
601R: CTGGATTGCCTGGTTGATTT
043R: TTAGGAAGTTGCATTAGGCCA
296R: TCAGCCAAGTTCATGGTACATC
306R: AACCATTCCGCACGTACATA
310R: TTTACAGGCTGTCGCTTCCT
450R: ACATGAGCCCAATGAACCTC
115R: ATTGAGGGTATGCAACAGCC
152R: TGCATTAAGGTTCATAAATGA
162R: CAACAGCCAGGAACAAGGAT
128R: TGAAGTCGTCTCATGGTTCG
211044R: CAAGACCATTGGTGTCTGTG
578R: AAGTCCATCTCATCTCTATCA
045R: TCCAAGTATCAGGCACACCA
276R: CGACGGAGTACTTCGCATTT
286R: ATTCAGGTAGCATGGAACGC
SSR038R: GGGTTCATCAAATCTACCATCA
063R: GCTTCCGCCATACTGATACG
327R: TGGACTTGTTCCATGAACCC
344R: CATAGGAGAGGTAACCCGCA
069R: GCATTTGATAGAAGGCCAGC
070R: GGAGTGCGCAGAGGATAGAG
110R: CTCCGCAATGTGTTGTATGG
333R: CCAATGCTGGGACAGAAGAT
383R: GTTGCACACTGGATCAATGC
034R: CTCCGCAATGTGTTGTATGG
223R: TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC
318R: CAAACCGAACTCATCAAGGG
596R: TCGATTGTGTACCAACGTCC
G036R: TGAATGAGCAAGTTAAACAGTAAGG
080R: AGGGTCATGTTCTTGATTGTCA
1571R: GTTCCTACGTAAGATTCATG
1527R: TCCACTCAAACAATTCTCTG
220060R: CCTTCTGACAGAGATTGCGT
G111R: CCTTTCTATATAATCCACCAAATGC
H301R: TGTTCATATCTTTGATGGCATGT
020R: GACATGCCACTTAGATCCACAA
176R: CAACCATCAGCATAGAAACAT

Cr: cromosoma, F: forward, R: reverse
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Anédlisis estadistico v genético de los datos moleculares: Se analizaron los

geles cuantificando el total de bandas obtenidas y calculando el porcentaje de
bandas polimorficas en los progenitores y en el hibrido F;. En el caso de los
perfiles de polipéptidos, para cada estado de madurez, se verifico la segregacion
mendeliana 1:1 (presencia: ausencia) de las bandas en la generacion BC; por la
prueba de y° (Snedecor, 1964). En el caso de los marcadores SRAP de

naturaleza dominante se siguié la misma metodologia.

Dada la naturaleza codominante de los marcadores microsatélites, se
probdé la segregacion mendeliana esperada para una BC; (1:1, homocigotas:

heterocigotas) a través de una prueba de %2 (Snedecor, 1964).

El porcentaje de germoplasma recuperado en la generacion BC; calculado

a partir de los datos de SSR evaluados, se obtuvo como:

N

nCC X 2+ nCP 1
S < 100) [ 2
: nM X 2 N

Donde % GR es el porcentaje de germoplasma del padre recurrente (CAl)

U GR =

recuperado, nCC el numero de marcadores SSR que fueron homocigotas para el
alelo de CAIl en el individuo 7, nCP el nimero de marcadores SSR que fueron
heterocigotas para el individuo 7, nM nuamero totales de marcadores SSR
evaluados en el individuo 7y N es el numero de individuos evaluados. Se analizo
la distribucion de frecuencias para el porcentaje del genoma de CAI recuperado

en cada planta BCy.

La asociacion entre marcadores moleculares (perfiles polipeptidicos, SSR y

SRAP) y los caracteres de interés agronomico se determino a través del método
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de un solo punto (single point analysis, Tanksley, 1993) con el fin de detectar su
asociacion. Para ello, se realizé un ANOVA a un criterio de clasificacion, en el
cual los diferentes marcadores fueron las fuentes de variacion. Se establecio un
valor de probabilidad de p < 0,001 como limite para definir las diferencias entre las
medias de los caracteres segun 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 niumero de comparaciones a efectuar (este valor
corresponderia a un LOD-score de 2,4 Grandillo y Tanksley, 1996). 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 las posteriores
generaciones BC;S; y BC,. Se utilizé 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 detectd mas de una banda asociada a un
mismo caracter se llevé a cabo un ANOVA a dos criterios de clasificacion para

comprobar el efecto conjunto de las bandas y segregar el efecto de la interaccion.
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RESULTADOS

I.LA. Analisis fenotipico

[.LA.1. Analisis fenotipico en los progenitores y la F;

Todas las variables mostraron distribucion normal. El analisis de Shapiro-
Wilk indico distribucion normal de todos los caracteres con valores de W cercanos

al.

Los valores medios y el error estandar de los genotipos progenitores y la F;
para cada uno de los caracteres se muestran en la Tabla I-IV. Esta tabla indica
ademas los grados de dominancia para aquellas variables en las cuales fueron

encontradas diferencias significativas entre los progenitores y la F;.
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Tabla. I-IV. Valores medios, error estandar y grados de dominancia para S

lycopersicum (CAl), S. pimpinellifolium (LA722) y la F; para cada variable

analizada.
Genotipos
Caracteres CAl LA722 F, d/a

Diametro (cm) 646+0,28c 1,22+0,03a 2,17+0,03b -0,62
Altura (cm) 399+0,14c 1,13+x0,02a 2,02+0,03b -0,37
Forma 0,65+0,03a 095+0,03b 0,93+0,01b 0,86
Peso (9) 9784+111c 1,170,082 6,21+0,20b -0,89
Lv (dias) 7,96 £0,63a 15,26 £ 0,60b 16,39 +0,37b 1,28
Firmeza 35,88 £ 3,52a 65,61+ 1,40c 49,30+1,97b -0,09
L 41,10+1,92c 38,52+0,21b 36,84 +0,32a -2,30
a/b 0,94+0,04a 1,42+0,02b 1,34+0,03b 0,66
SS (°Brix) 7,52+0,03a 7,25+0,35a 8,73+0,08b -

pH 479+0,03a 4,83+0,06a 4,76 £0,04a -

At (9) 0,26 +0,01a 091+0,03c 043+0,01b -0,46

d/a: grados de dominancia, Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color,
SS: contenido en sodlidos solubles, At: acidez titulable. Letras distintas indican diferencias
significativas (p <0,05).
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Los genotipos progenitores fueron diferentes en todos los caracteres
analizados, excepto para el contenido en sdlidos solubles y el pH. Se observaron
diferencias altamente significativas (p < 0,001) entre CAl y LA722 para los
siguientes caracteres: diametro (t = 18,45), altura (t = 20,83), peso (t = 8,71),
forma (t = -17,45), vida poscosecha (t = -8,40) y firmeza (t = -9,32). No se
observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre LA722 y la F; para vida

poscosecha (t = 1,60).

El genotipo cultivado (CAI) fue quien presento6 los valores mas altos para
caracteres relacionados con el tamafio de los frutos como peso, diametro y altura,
pero presento la menor firmeza (F = 35,88 + 3,52) y la vida poscosecha mas corta

(Lv = 7,96 + 0,63).

Para componentes del color fruto el genotipo silvestre mostré valores méas
altos para el indice de color a/b (a/b = 1,42 £ 0,02), y acidez titulable (At = 0,91 +
0,03). En la mayoria de los casos, la generacion F; tuvo valores que se ubican
entre los observados para los genotipos progenitores, a excepcion del contenido
en solidos solubles y el pardmetro de color L. En la Foto I-2 y I-3 se muestran

frutos de ambos genotipos progenitores y la F;.
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Foto I-2. Frutos al estado rojo maduro de S. lycopersicum (CAl), LA722 de

S. pimpinellifolium y la F;

CAIMANTA (CAl)

E

LA722

F, (CAl x LA722)

Foto I-3. Corte transversal de frutos de S. lycopersicum (CAl), LA722 de S.

pimpinellifolium y F; en estado rojo maduro.
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Cuando se calcularon los grados de dominancia, se encontro
sobredominancia para L (d/a = -2,30), dominancia completa hacia el progenitor
silvestre (LA722) para a/b ya que el valor de d/a no difirié significativamente de 1
(d/a = 0,66) y dominancia parcial hacia el genotipo cultivado (CAIl) para At (d/a = -
0,46). No hubo diferencias significativas para pH entre los progenitores y la F; por
lo que no se calcularon los grados de dominancia para esta variable. Se encontro
dominancia parcial hacia el progenitor silvestre, para diametro (d/a = -0,62), altura
(dla = -0,37) y peso (dla = -0,89). Los valores negativos indican un
desplazamiento de la media de la F; hacia el progenitor silvestre, que presenta los
valores medios mas bajos para caracteres relacionados con el tamafio de los
frutos. Dominancia completa de LA722 fue observado para la vida poscosecha y
forma de los frutos (d/a = 1,28 y d/a = 0.86, respectivamente), es decir un valor de
d/a que no difirié de 1. Se observé aditividad para Firmeza dado que el valor de d

no difirié de cero (d/a = 0,09).
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I.A.2 Analisis fenotipico en la generacién BC;

La prueba de Shapiro-Wilk permitio verificar que todos los caracteres
cuantitativos se distribuyeron normalmente con valores de W cercanos a 1 y no

significativos.

Introgresion de regiones genémicas... 44



Capitulo | — Resultados

Foto Il-4. Frutos de plantas BC; y de los progenitores S. lycopersicum

(CAIl)y LA722 de S. pimpinellifolium.

&
LA722
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Para el diametro de los frutos, los individuos se distribuyeron cercanos al
valor de la F; y la altura de los frutos mostré un desplazamiento en la BC; hacia el
progenitor cultivado. En cambio, el peso de los frutos mostré en su distribucion

asimetria hacia el progenitor silvestre.

Por otro lado la dominancia completa exhibida por el progenitor silvestre
para la forma y vida poscosecha de los frutos se evidencio por el sesgo de las
distribuciones de estas variables en la BC;. Similar tendencia pudo observarse
para la firmeza, aunque la media en la generacién BC; estuvo mas cercana al
punto medio entre los progenitores. La distribucion para pardmetros de color

como L y a/b presentaron un desplazamiento hacia el genotipo cultivado.

En el caso del contenido en sélidos solubles y pH, se observé una apertura

de la variacion fenotipica en la generacion BC;.

La distribucién de frecuencias para At en la generacion BC; concuerda con
la dominancia parcial que se estimara a partir de los progenitores, y que produjo

en la distribucion fenotipica un sesgo hacia CAI (Figura I-2).
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Figura I-2. Distribucion de frecuencias para caracteres morfolégicos y
bioguimicos evaluados en la generacién BC;. (En lineas punteadas se indican los

valores medios de S. lycopersicum (CAl), LA722 de S. pimpinellifolium y la F3).
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Vida poscosecha
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frecuencias relativas
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Indice de color a/b
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Contenido en solidos solubles
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En la Tabla I-V se muestra el valor medio para cada caracter junto con el
error estandar y los valores maximos y minimos observados en la generacion BC;
para cada variable estudiada, ademas se indican los porcentajes de variacion

genética (% VG) para cada una de las variables.
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Tabla I-V. Valores fenotipicos medios,

minimos y maximos de la

generacion BC; y el porcentaje de variacion genética de cada caracter (VG).

BC,

Caracter Media Min Max N % VG
Diametro (cm) 3,50 £ 0,07 1,35 4,66 74 61
Altura (cm) 2,97 + 0,05 1,27 3,90 74 59
Forma 0,86 + 0,01 0,63 1,02 74 56
Peso (g) 23,63 +1,14 1,39 42,94 74 53
Lv (dias) 13,53 £ 0,49 6,00 28,00 74 30
Firmeza 49,71 £ 1,15 27,60 76,50 51 62
L 41,04 £ 0,27 3767 45,63 51 45
alb 1,02 £ 0,02 0,80 1,27 51 59
SS (°Brix) 627 £0.12 4,83 8,80 53 89
pH 4,68 £ 0,03 4,19 5,16 49 96
At (g) 0,31 £0.01 0,11 0,59 51 89

Min.: Valor minimo de la variable, Max.: Valor maximo de la variable, N: nimero de plantas evaluadas,
% VG: porcentaje de variacion genética, Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice
de color, SS:contenido en sdlidos solubles, At: acidez titulable.
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Los caracteres bioquimicos, en especial SS, pH y At presentaron los
valores mas altos de porcentaje de variacion genética (89, 96 y 89,
respectivamente), mientras que la vida poscosecha de los frutos fue el caracter

con menor valor (% VG = 30).

El andlisis de correlaciones fenotipicas entre las variables estudiadas en la

generacion BC; se presenta a continuacion en la Tabla I-VI.
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Tabla [I-VI. Correlaciones fenotipicas entre los 11 caracteres fenotipicos evaluados en las generacion BC; del

cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium.

Diametro  Altura  Forma Peso Lv Firmeza L a/b SS pH At
Diametro (cm) 1,000
Altura (cm) 0,769** 1,000
Forma - 0,492 0,170 1,000
Peso (g9) 0,971**  0,819** - 0,385* 1,000
Lv (dias) - 0,224 0,090 0,220 - 0,260 1,000
Firmeza - 0,080 0,050 0,150 - 0,030 0,050 1,000
L 0,020 0,100 0,170 0,080 - 0,020 0,310 1,000
a/b 0,120 0,070 0,090 0,030 - 0,190 0,330 - 0,645** 1,000
SS (°Brix) - 0,290 0,240 0,110 - 0,290 0,170 0,110 - 0,030 0,190 1,000
pH 0,010 0,180 0,250 0,020 0,130 0,080 - 0,180 0,060 0,489** 1,000
At (9) 0,130 0,160 0,424* 0,090 - 0,270 0,150 0,080 0,330 0,040 - 0,561** 1,000

Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en sélidos solubles, At: acidez titulable. *p < 0,01, **p < 0,001.
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Correlaciones significativas (p < 0.01) fueron encontradas entre varios
caracteres. Entre ellas, el diAmetro con la altura y peso de los frutos (r=0,77y r =
0,97 respectivamente). La forma y la acidez titulable estuvieron correlacionados
negativamente (r = -0,42). Se observaron correlaciones negativas entre forma y
diametro (r = -0,49), forma y peso (r = -0,39), pardmetros de color L y a/b (r = -
0.65) y pH y acidez titulable (r = -0,56). El pH ademés estuvo correlacionado

positivamente con el contenido en solidos solubles (r = 0,49).
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I.B. Analisis Molecular

[.B.1. Marcadores de polipéptidos en los progenitores y la F;

La Figura I-3 muestra los perfiles de polipéptidos totales de pericarpio para
cada uno de los genotipos progenitores y la F; en los dos estados de madurez.
Con flechas verdes se sefalan algunas de las bandas monomorficas encontradas
y los circulos celestes indican algunas bandas presentes en LA722 y F; y

ausentes en CAl.
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Figura 1-3. Perfiles de polipéptidos para los progenitores S. lycopersicum
(CAl) y LA722 de S. pimpinellifolium y F;, en dos estados de madurez verde y rojo

maduro.

Verde Maduro Rojo Maduro
F, LA722 MM MM CAI F, LA722

CAl

||

MM: marcador de peso molecular en kDa. Con flechas verdes se indican algunas de las bandas
monomorficas y con circulos celestes algunas de las bandas polimérficas detectadas.
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El analisis de los perfiles de polipéptidos en los genotipos progenitores
permitié la deteccion de 27 bandas al estado verde maduro (VM) y 28 al estado
rojo maduro (RR). Un nivel de polimorfismo similar entre CAl y LA722 fue
observado al estado VM (70 %) que al estado RR (64 %). Al comparar CAl con la
F1 se encontraron 27 bandas y 33 % fue el porcentaje de polimorfismo al estado
VM. En el mismo estado de madurez se detectaron 26 bandas cuando se
comparo6 la F1 con LA722 y siendo el polimorfismo mayor (50 %). En el estado
rojo, un 15 % de polimorfismo fue observado al comparar CAl y F;, habiéndose
detectado un total de 20 bandas. Cuando se compard LA722 y F; el porcentaje de
polimorfismo fue mayor (54 %) con un total de 28 bandas. Las bandas de 64 y 38
kDa fueron detectadas Unicamente en el estado VM, mientras que las bandas de

92 y 47 kDa fueron exclusivas del estado RR (Tabla I-VII).
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Tabla I-VII. Presencia (1) y ausencia (0) de bandas al estado verde maduro
(VM) y rojo maduro (RR) en los genotipos progenitores S. lycopersicum y LA722
de S. pimpinellifolium y la F;.

Verde Maduro (VM)

Bandas
(kDa)

Rojo Maduro (RR)

Bandas
(kDa)

CAl LA722 F, CAl LA722 F,

102 1 0 1 102 1 0 1
ar 1 0 1 97 0 1 0
94 1 1 1 94 1 0 1
90 0 1 1 92 1 1 1
85 1 0 1 90 1 1 1
81 1 1 1 85 0 1 1
76 0 1 1 81 1 1 1
74 1 1 1 76 1 1 1
69 1 0 0 74 0 1 0
66 1 1 1 69 1 1 1
64 1 0 0 66 0 1 1
62 0 1 1 62 1 1 1
60 1 0 1 60 0 1 0
58 1 1 1 58 1 1 1
56 1 0 1 56 0 1 0
54 0 1 1 54 0 1 1
51 1 0 1 51 1 0 1
49 1 1 1 49 0 1 0
45 0 d 1 47 1 0 1
44 1 0 1 45 1 1 1
41 0 0 1 44 1 0 1
38 0 1 1 41 0 1 0
36 1 0 1 36 1 1 1
34 1 0 1 34 0 1 0
31 1 0 1 31 1 0 1
30 1 0 1 30 0 1 0
29 1 1 1 29 1 0 1
27 1 1 0 27 1 1 1

El peso de los polipéptidos se indican en kDa. En rojo se indican aquellos polipéptidos que resultaron
monomorficos entre los progenitores y la generacion F,. En gris se destacan los polipéptidos que tienen
origen en el progenitor silvestre LA722 de S. pimpinellifolium.
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En rojo se indican aquellas bandas que resultaron monomorficas entre los
genotipos progenitores y la generacion F;. Para el estado VM se encontraron 7
bandas monomorficas (94, 81, 74, 66, 58, 49 y 29 kDa), mientras que al estado
rojo fueron 10 las bandas monomorficas detectadas (92, 90, 81, 76, 69, 62, 58,
45, 36 y 27 kDa). Se resaltaron en gris aquellas bandas que tienen origen en el
progenitor silvestre y que luego seran consideradas para probar las segregacion
1:1 esperada para marcadores dominantes en una poblacién BC,, con el posterior

objetivo de buscar su asociacion con caracteres de calidad de fruto.
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[.B.2. Marcadores de ADN en los progenitores y la F;

[.B.2.1. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)

Los geles de poliacrilamida al 5 % en los que se corrieron los productos de
amplificacion de SRAP fueron analizados para detectar cada una de las bandas.
La Figura I-4 muestra los geles en los cuales se corrieron las combinaciones 1 a
la 4. Con flechas celestes y rojas se indican algunas bandas polimorficas y

monomoaorficas, respectivamente.
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Figura I-4. Geles de poliacrilamida al 5 % utilizando cuatro combinaciones
de cebadores de SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) en los

progenitores (S. lycopersicum y S. pimpinellifolium) y la F;.

Combinacion 1 Combinacién 2 Combinacién 3 Combinacion 4

LA722 LA722 LAT22 LA722
cal | F, call F cal l F cai |l F

500 pb
—
450 pb
AL
400 pb
L1
350 pb
—_—
300 pb
—
250 pb
AL
200 pb
o142
150 pb
ali:8
100 pb
Al

Flechas rojas indican bandas monomorficas, flechas celestes indican bandas polimoérficas, pb: pares de bases.
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Las dos repeticiones por genotipo de cada combinacién de SRAP dieron el

mismo producto de amplificacion.

La Tabla I-VIII muestra las bandas detectadas en las cuatro combinaciones
de cebadores de SRAP. En gris se resaltan aquellas bandas que estan presentes
en la generacion F;y que tiene origen en la especie silvestre. Estas bandas seran
utilizadas para probar en la generaciéon BC; la segregacién 1:1 (presencia:
ausencia) con el objetivo de ser usadas como marcador y buscar su asociacion

con los caracteres fenotipicos analizados.
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Tabla I-VIIl. Bandas detectadas en las combinaciones de cebadores de
SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) 1, 2, 3y 4 en los progenitores

S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium y la F;.

Combinacion 1 Combinacién 2
MM CAIl LA722 F, MM CAIl LA722 F,
715 0 1 1 570 1 0 1
700 0 1 1 532 0 1 1
692 0 1 1 430 1 1 1
595 0 1 1 412 1 0 1
558 0 1 1 394 1 0 1
400 0 0 1 350 1 1 1
380 0 1 1 320 1 1 1
350 1 1 1 300 0 1 1
320 0 1 1 271 0 1 1
317 0 1 1 260 1 1 1
222 1 1 1 237 0 1 1
Combinacién 3 Combinacioén 4

MM CAl LA722 Fi MM CAl LA722 F,
605 1 1 1 480 1 1 1
526 1 1 1 425 1 1 1
518 1 1 1 362 1 1 1
450 1 1 1 330 1 0 1
400 0 0 1 279 1 0 1
397 0 1 1 270 1 0 1
350 1 1 1 234 1 1 1
323 1 1 1 174 1 0 1
300 1 0 1 171 1 1 1
296 1 1 1 140 1 1 1
278 1 1 1 137 1 1 1
238 1 1 1 134 0 1 1
200 1 0 0 104 0 0 1
176 0 1 1 100 1 1 1

95 0 1 1

91 0 1 1

MM: marcador de peso molecular en pares de bases. En gris se destacan los fragmentos de
amplificacion que estan presentes en la F, y que tienen origen en la especie silvestre S.
pimpinellifolium (LA722).
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Todas las combinaciones de cebadores de SRAP evaluados en los
genotipos progenitores y la F; fueron polimérficas. La Tabla I-IX resume los
resultados obtenidos indicando el niumero total de bandas detectadas junto con
las bandas polimérficas y de novo, ademés del porcentaje de polimorfismo

encontrado.
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Tabla I-IX. Bandas totales detectadas, bandas polimorficas y bandas de
novo encontradas en las cuatro combinaciones de cebadores de SRAP
(Sequence Related Amplified Polymorphism) ensayadas en los genotipos CAIl de

S. lycopersicum, LA722 de S. pimpinellifolium y la F;.

Combinacion 1 Combinacién 2 Combinacién 3 Combinaciéon 4

Bandas detectadas 11 11 14 16
Bandas polimérficas 8 7 3 7
Bandas de novo 1 0 2 1
% de polimorfismo 72% 64% 21% 44%
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Se detecté una banda de novo en las combinaciones 1 y otra en la 4, las
cuales se mostraron presentes en la generacion F;. Las otras dos bandas de novo
encontradas en la combinacion 3 mostraron un comportamiento similar para una
de las bandas mientras que la otra estuvo ausente en la F;. Las combinaciones 1
y 2 resultaron las mas polimorficas mientras que las combinacion 4 presento el
mayor namero de bandas totales encontradas. Todas las combinaciones fueron

utilizadas en el analisis de la generacion BC;.
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[.B.2.2. SSR (Simple Sequence Repeat)

En promedio se probaron cuatro SSR por cromosoma, resultando un total
de 51 microsatélites analizados. Las dos repeticiones por genotipo de cada SSR y

para todos los SSR dieron el mismo producto de amplificacion.

La Figura I-5 muestra los SSR115 y SSRG111 corridos en geles de

poliacrilamida al 6% para los progenitores y la F;.
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Figura I-5. El gel A muestra el SSR115 que resultdé polimorfico entre los

genotipos CAIl de S. lycopersicum, LA722 de S. pimpinellifolium y la F;. El gel B

muestra el SSRG111 que se comportd como monomoérfico en los mismos

genotipos.

A

SSR115

CAl LA722 F,

pb: pares de bases

SSRG111
CAl LA722 F,

-

pb: pares de bases
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La Tabla I-X resume el comportamiento observado para cada SSR ademas
de los tamarfios en pares de bases esperados para los alelos de los progenitores

LA722 y CAIl. También se informa la ubicacion cromosomica.
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Tabla I-X. SSR (Simple Sequence Repeat) probados en los progenitores
CAl de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium, su ubicacion cromosomica

y el tamafio del alelo de LA722 y CAI.

Nombre Cr Tamaino Comportamiento
SSR009 1 168 Dom Pimpi
SSR134 1 - Sin amplificacion
SSR095 1 229-242 Codominante
SSR266 1 - Sin amplificacion
SSR316 1 251 Monomoérfico
SSR308 1 300 Monomoérfico
SSR288 1 260-275 Codominante
SSR032 2 186-194 Codominante
SSR295 2 204-224 Codominante
SSR598 2 186-170 Codominante
SSR349 2 249 Monomorfico
SSR601 3 174-184 Codominante
SSR111 3 214 Dom Cai
SSR014 3 166-174 Codominante
SSR320 3 165-171 Codominante
SSR296 4 200 Monomoérfico
SSR310 4 158 Dom Cai
SSR450 4 275 Monomorfico
SSR306 4 258 Monomérfico
SSR043 4 230 Monomérfico
SSR115 5 211-231 Codominante
SSR152 5 - Sin amplificacion
SSR162 5 260-264 Codominante
SSR128 6 139-147 Codominante
SSR211044 6 209-218 Codominante
SSR045 7 158-167 Codominante
SSR276 7 160-194 Codominante
SSR286 7 120-130 Codominante
SSR344 8 185-217 Codominante
SSR063 8 200-211 Codominante
SSR327 8 180-186 Codominante
SSR038 8 215-223 Codominante
SSR069 9 146-164 Codominante
SSR383 9 - Sin amplificacion
SSR070 9 138-244 Codominante
SSR110 9 - Sin amplificaciéon
SSR333 9 - Sin amplificacion
SSR223 10 216 Monomérfico
SSR318 10 276-290 Codominante
SSR034 10 200-208 Codominante
SSR596 10 184-191 Codominante
SSRG036 11 175-187 Codominante
SSR080 11 167170 Codominante

SSR220060 11 135-142 Codominante
SSR1061 11 231-240 Codominante

SSR1526 11 173 Monomoérfico
SSRH301 12 164-185 Codominante
SSRG111 12 600 Monomorfico
SSR020 12 172 Monomérfico
SSR176 12 180 Monomorfico

Cr: cromosoma. El tamaiio de los alelos es indicado en pares de
bases. En negrita se destacan los SSR utilizados para evaluar la
generacion BC,.
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En negrita se destacan aquellos SSR seleccionados para ser utilizados

para la caracterizacion de los individuos de la poblacion BC;.

Se observo que de 45 SSR que amplificaron, el 27 % fue monomorfico
mientras que los restantes mostraron polimorfismo entre genotipos. De estos, 88
% del total se comportaron como codominantes, de acuerdo a lo esperado,
mientras que el 12 % restante se comporté como dominante, siendo LA722 el
padre dominante para uno de ellos (SSR009) y CAI para los otros. Todos los
cromosomas contuvieron al menos dos SSR polimorficos, con excepcidén del
cromosoma 12 el cual contiene un Unico SSR y el cromosoma 4 para el cual no
hubo SSR polimorfico. De los 51 SSR estudiados, aquellos que presentaron
comportamiento codominante (29) o dominante (1), donde la banda presente es
de origen silvestre fueron empleados para caracterizar la BC; ya que permitieron

discriminar inequivocamente la segregacion de genotipos en esa generacion.
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I.C. Marcadores moleculares en la generacién BC;
I.C.1. Marcadores de polipéptidos

Las siguientes figuras muestran geles de proteinas para los dos estados de

madurez para algunas de las plantas BC; (Figura I-6 Ay B).
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Figura I-6: SDS-PAGE al 10 % para polipéptidos de frutos al estado verde
maduro (VM) (A) y rojo maduro (RR) (B) para algunas plantas BC; del
cruzamiento entre CAIl de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium. En la

primera calle de cada gel se indican los marcadores de peso molecular en kDa.

(A)

Individuos BC, (VM)

(B)

Individuos BC, (RR)
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El analisis de los geles de poliacrilamida en los que se corrieron los

polipéptidos totales de frutos es resumido en la Tabla I-XI.
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Tabla I-XI. Bandas con comportamiento mendeliano en progenitores y
segregacion mendeliana en la BC; del cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum

y LA722 de S. pimpinellifolium en estado verde maduro (A) y rojo maduro (B).

A

Verde Maduro

Banda(kDa) CAl LA722 F, P A X

90 A P P 29 12 70
76 A P P 31 10 108"
62 A P P 27 14 41
54 A P P 24 17 12ns
45 A P P 22 19 02ns
38 A P P 18 23 0,6ns

B

Banda (kDa) CAl LA722 F, P A X
85 A P P 10 31 108"
66 A P P 15 26 3,0ns
54 A P P 23 18 0,6ns

P: presencia, A: ausencia, *significativo (p < 0,05), ns: no significativo. En negrita
se destacan las bandas con segregacion 1:1 en la generaciéon BC,. Las bandas
indicadas en gris son aquellas que presentaron asociacion con algun caracter
fenotipico. El peso de las bandas es indicado en kDa.
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La Tabla I-XI muestra las bandas con comportamiento mendeliano entre los
progenitores y F1, es decir bandas presentes en LA722 y F; y ausentes en CAl. La
segregacion 1:1 de estas bandas fue probada en la BC;; las bandas en negritas
son aquellas que segregaron 1:1 en dicha poblacién. Las bandas indicadas en
gris en la Tabla I-XI son aquellas que mostraron asociacion con algun caracter

cuantitativo, tanto para el estado VM como para el RR.

En el estado verde maduro tres polipéptidos (54, 45 y 38 kDa) presentaron
herencia mendeliana, de los cuales el de 54 kDa estuvo asociado a pH y firmeza y
el de 45 kDa presentdé asociacion significativa con la altura, forma y vida
poscosecha de los frutos. Al estado rojo sélo dos bandas (66 y 54 kDa) mostraron
patrones de herencia mendeliana y Unicamente el polipéptido 66 kDa estuvo
asociado a pH, siendo estos polipéptidos putativos marcadores para caracteres

fenotipicos.

A continuacion se presentan las bandas de proteinas en estado verde
maduro (VM) y rojo (RR) que resultaron asociadas a algunos de los caracteres

estudiados en la generacion BC; (Tabla I-XII).
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Tabla I-XIl: Asociaciones detectadas entre polipéptidos y caracteres
fenotipicos en la generacion BC; del cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum y

LA722 de S. pimpinellifolium.

Banda Caracter Media P nP Media A nA R? o]
54 kKDa Firmeza 5190+161b 24 46,52+193a 17 0,08 0,0380
pH 464+004a 24 480+0,05b 17 0,11 0,0220
VM Altura (cm) 3,11+0,07b 22 288+0,08a 19 0,07 0,0491
45kDa Forma 0,88+0,01b 22 0,84+0,02a 19 0,08 0,0407
Lv (dias) 1559+1,04b 22 1237+0,87a 19 0,10 0,0232
RR 66 kDa pH 462+0,05a 17 476+0,04b 27 0,12 0,0286

VM: estado verde maduro, RR: estado rojo maduro, Media P: valor medio del caracter para individuos con presencia de la banda, nP:
numero de individuos con presencia de la banda, Media A: valor medio del caracter para individuos con ausencia de la banda, nA: nimero
de individuos con ausencia de la banda, R*: fraccién de la variacion fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, Lv: vida poscosecha.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05).
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I.C.2. Marcadores SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)

Los productos de amplificacion de la combinacion 1 de SRAP se muestran

a continuacion en la Figura I-7.
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Figura I-7. Gel de poliacrilamida al 5 % v/v para la combinacion 1 de
marcadores SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism). Se muestran el
perfil de los progenitores (S. lycopersicum y S. pimpinellifolium), la F; y todos los

individuos BC;.
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pb: pares de bases. Flechas rojas indican bandas rficas y flechas cel bandas polimérficas.
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Con flechas celestes y rojas se indican alguna de las bandas polimorficas y
monomorficas, respectivamente encontradas para la combinacion 1 de

cebadores.

A continuacién se resume en la Tabla I-XIII el analisis de los geles de cada
combinacion de SRAP. Se indican el numero total de bandas detectados en la
generacion BC;, como asi también las bandas de novo detectadas en dicha
generacion. Ademas se observan aquellas bandas que presentan herencia
mendeliana en BC; que tienen origen en el genotipo silvestre LA722. La misma
informacion de los progenitores y F; puede encontrarse en las primeras columnas.
Se observa que bandas que se comportaban como monomorficas en los

progenitores ya no lo son en BC;.
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Tabla I-XIIl. Bandas totales, monomdficas, de novo y mendelianas

encontradas con las cuatro combinaciones de cebadores de SRAP (Sequence

Related Amplified Polymorphism) en progenitores (S. lycopersicum y S.

pimpinellifolium) y generaciones F; y BC;.

Progenitores y F4

BC1
Comb.1 Comb.2 Comb.3 Comb.4 Comb.1 Comb. 2 Comb.3 Comb. 4
Bandas totales 11 1 14 16 28 13 18 18
Bandas monomoérficas 2 4 9 8 2 1 5 5
Bandas de novo 1 0 2 i 17 2 4 2
Bandas que segregan 1:1 = 2 1 2 1
(r1 715yr7 595) (r9300) (9397 yr19176) (r18 134)
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Entre todas las combinaciones de cebadores se encontraron un total de 52
bandas, de las cuales so6lo seis (11,5 %) mostraron segregacion mendeliana y tan
s6lo dos (5,7 %) resultaron asociadas con algun caracter fenotipico estudiado. No

se encontraron bandas asociadas a mas de un caracter.

La Tabla I-XIV muestra las bandas de SRAP asociadas a porcentaje de
reflectancia L, firmeza, acidez titulable (At) y contenido en sélidos solubles (SS),
los valores medios del caracter para individuos con presencia y ausencia de la
banda, el porcentaje de variacion fenotipica explicada y el valor de probabilidad
asociada. Las bandas estan indicadas por una letra y un namero (r9, por ejemplo)
gue representa el numero de la banda detectada por el software Gelpro Analyzer
3.0 para una dada combinacion de cebadores. El nimero que sigue (por ejemplo

397) indica el tamafio en pares de bases del fragmento amplificado.

Introgresion de regiones genémicas... 85



Capitulo | — Resultados

Tabla I-XIV. Bandas de SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)
con asociacion a caracteres de calidad de fruto en la generacion BC; del

cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium.

Banda Combinacion Caracter Media P nP Media A nA R? P

r9 397 3 L 4180+046b 22 405+0,29a 28 0,10 0,0043
r9 397 3 Firmeza 52,46+174b 22 4790+146a 28 0,08 0,0158
r9 397 3 At (g) 0,33+0,02b 22 0,28+0,01a 28 0,07 0,0159
r18 134 4 SS (°Brix) 6,58+0,23b 19 6,06+0,13a 33 0,07 0,0130

Media P: valor medio del caracter para individuos con presencia de la banda, nP: nimero de individuos con presencia de la banda, Media A: valor medio
del carécter para individuos con ausencia de la banda, nA: nimero de individuos con ausencia de la banda, R: fraccion de la variacion fenotipica
explicada, p: probabilidad asociada, L: porcentaje de reflectancia, At: acidez titulable, SS: contenido en sélidos solubles. Letras distintas indican
diferencias significativas (p <0,05). En gris se indica la Unica asociacion encontrada con p < 0,01.
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Una banda de SRAP (r9 397) con origen en la combinaciéon 3 estuvo
asociada a L (p <0.01) y a firmeza y At con una p < 0.05, su presencia aumento
el valor medio de los tres caracteres y explicd entre un 7 y 10 % de la variacion
fenotipica observada. Una banda (r18 134) proveniente de la combinacion 4
mostré asociacion con el contenido en solido soluble (p < 0,05) y su presencia
aumento el valor medio, explicando el 7 % de la variacion fenotipica observada.
En gris se indica la Unica asociacion encontrada con una probabilidad menor al 1

%.
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I.C.3. Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

Las siguientes figuras muestran los geles al 6 % para dos de los SSR

probados en la generacion BC; (Figuras I-8 y 1-9).
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Figura 1-8: Marcador SSR095 probado en los progenitores, la F; y la
generacion BC; del cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum y LA722 de S.

pimpinellifolium.

LA722

Individuos BC, call F

242 pb
229 pb

pb: pares de bases

Figura 1-9: Marcador SSR295 probado en los progenitores, la F; y la
generacion BC; del cruzamiento entre CAl de S. lycopersicum y LA722 de S.
pimpinellifolium.

LA722
Individuos BC, CAl | F,

224 pb
204 pb

pb: pares de bases
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El porcentaje del genoma del padre recurrente (CAl) recuperado fue de
79 % variando entre 67 y 90 %. En la Figura 1-10 se muestra la distribucion de

frecuencias del porcentaje recuperado del progenitor recurrente.
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Figura 1-10. Distribucion de frecuencias de plantas con el porcentaje de

genoma (% GR) de S. lycopersicum (CAl) recuperado en la generacion BC;.

0,40 -

0,20

Frecuencias relativas

0,00 -
65 70 75 80
% del genoma

l_% GR=79%

85 90 95 100
de CAIl recuperado

Introgresién de regiones genémicas...

91



Capitulo | — Resultados

La Tabla I-XV muestra la segregacion de los marcadores SSR en la
generacion BC,, indicando el cromosoma donde se encuentra, el numero de
individuos para cada genotipo observado, el nUmero total de plantas evaluadas

y el valor de x°.
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Tabla I-XV. Segregacion de los marcadores SSR (Simple Sequence
Repeat) en la generacion BC; del cruzamiento entre CAIl de S. lycopersicum y

LA722 de S. pimpinellifolium.

2

Marcador Cr CcC CP N total X

SSR095 1 37 37 74 Ons
SSR009 1 31 33 64 1,94ns
SSR288 1 39 35 74 0,21ns
SSR032 2 48 26 74 6,54*
SSR295 2 37 36 73 0,01ns
SSR598 2 48 26 74 6,54*
SSR601 3 48 26 74 6,54*
SSR014 3 24 48 2 8*
SSR320 3 48 26 74 6,54*
SSR115 5 46 27 73 4,94*
SSR162 5 35 37 72 0,05ns
SSR128 6 42 32 74 1,35ns
SSR211044 6 36 37 73 0,01ns
SSR276 7 35 39 74 0,21ns
SSR045 7 49 22 71 10,26*
SSR286 7 32 41 73 1,10ns
SSR344 8 41 33 74 0,86ns
SSR063 8 47 21 68 9,94*
SSR038 8 40 33 73 0,67ns
SSR327 8 30 e 74 2,64ns
SSR070 9 44 30 74 2,64ns
SSR069 9 49 21 70 11,2*

SSR318 10 38 33 71 0,35ns
SSR596 10 41 31 72 1,38ns
SSR034 10 36 34 70 0,05ns
SSRG036 11 37 37 74 Ons
SSR080 11 50 24 74 9,13*
SSR220060 11 33 39 72 0,5ns
SSR1061 11 50 23 73 9,98*
SSRH301 12 58 13 71 28,52*

Cr: cromosoma, C: alelo del progenitor cultivado CAl, P: alelo del progenitor
silvestre LA722, N: numero de individuos, X*: valor de chi-cuadrado, ns: no
significativo, *significativo (p < 0,05). En gris se destacan aquellos SSR que no
presentaron segregacion 1:1 enla generacion BC,.
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De los 30 SSR analizados 12 (40 %) mostraron segregacion
distorsionada, de los cuales 11 presentaron un exceso de homocigotas
mientras que solamente uno (SSR014) mostrO un exceso de heterocigotas.

(Tabla I-XV).

En la Tabla I-XVI se muestran los marcadores SSR que presentaron
asociacion con alguno de los caracteres fenotipicos evaluados, la ubicacién
cromosomica del marcador, las clases genotipicas y el nimero de individuos de
cada genotipo, la fraccién de la variacidon fenotipica explicada por el QTL y la

probabilidad asociada.

A partir del analisis de asociacion de 30 SSR, se encontraron 42 QTLs
con significando menor al 5 %. De ese total, 17 (40 %) fueron significativos al 1
% y 6 (14 %) fueron significativos al 0,1 %. Estos ultimos son resaltados en gris
en la Tabla I-XVI. Se detectaron en promedio 3,5 QTLs por cromosoma y 3,8
QTLs por caracter analizado. No se encontré ningin QTL para el caracter vida
poscosecha. El caracter con mayor nimero de QTLs detectado fue el peso con
siete QTLs y el caracter con el menor numero de QTLs detectados fue el
contenido en sélidos solubles con solamente un QTL. En los cromosomas 9 y
10 se encontrd la mayor cantidad de QTLs (siete en cada uno), mientras que
en el cromosoma 5 sélo se encontré un QTL. Dado que no hubo marcadores

para el cromosoma 4, no se detectaron QTLs alli localizados.

De los 42 QTLs que resultaron significativos, 16 (38 %) mostraron
efectos alélicos opuesto a los esperados de acuerdo al fenotipo del padre que

lo aporta. Se encontraron QTLs de este tipo para todos los caracteres excepto
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para firmeza donde el alelo del padre silvestre siempre aumentd la media del

caracter.

La proporcién de variacion fenotipica explicada por cada loci marcador
asociado con un QTL especifico se determiné por el coeficiente R? del modelo.
Este valor vario entre 6 y 18 %, siendo este ultimo para un QTL para diametro
ubicado en el cromosoma 8. Ninguno de los QTLs encontrados explicd mas del
25 % de la variacion fenotipica observada para los caracteres estudiados, por
lo que no se encontraron QTLs con efectos mayores. Del total de QTLs

encontrados 21 (50 %) explican menos del 10 % de la variacion fenotipica.
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Tabla I-XVI. Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) asociados a
caracteres de calidad en la generacion BC; del cruzamiento entre CAIl de S.

lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium.

Marcador Cr Caracter MediaCP nCP MediaCC nCC R? p
SSR 095 1 pH 4,73+0,04b| 26 | 4,62+0,04a| 23 0,06 0,0226
SSR 288 1 pH 462+0,20a|l 22 | 4,73+0,22b| 27 0,07 0,0240
SSR032 2 alb 0,98 +0,03al 18 1,04 +0,02b| 33 0,06 0,0436

At (g) 0,27+0,01al 18 | 0,33+0,02b] 33 0,12 0,0025

SSR598 9 alb 0,98+0,03a|l 18 1,04 +0,02b| 33 0,06 0,0436
At (g) 0,27 +0,01al 18 | 0,33+0,02b] 33 0,12 0,0024

SSR 601 3 Firmeza 53,72+ 1,77b| 19 [47,33+1,35a| 32 0,14 0,0009
SSR014 3 Firmeza 51,14 +1,38b| 16 [46,36 +2,12a| 33 0,07 0,0212
SSR 320 3 Firmeza 53,72+ 1,77b] 19 [47,33+1,35a| 32 0,14 0,0009
SSR 162 5 pH 4,75+ 0,05b| 21 4,61+0,04a] 26 0,10 0,0067
Firmeza 52,06 +1,28b| 26 |47,47 +1,84a| 24 0,08 0,0170

SSR211044| 6 L 41,54 +0,36b] 26 |40,60+0,39a| 24 0,06 0,0344
SSR 276 7 L 40,34 + 0,35a| 24 |41,67 +0,37b| 27 0,12 0,0024
SSR 286 7 a/b 0,99 £ 0,02a| 28 1,06 + 0,03b| 22 0,07 0,0208
Diametro (cm)| 3,21 +0,10a] 33 | 3,73+0,09b| 40 0,18 0,0002

SSR038 8 Altura (cm) 2,83+0,09a] 33 | 3,09+0,06b| 40 0,08 0,0154
Forma 0,89+0,01b| 33 | 0,84+0,01a] 40 0,11 0,0039

Peso (g) 19,27 £+ 1,50a| 33 |27,29+1,49b| 40 0,17 0,0004

SSR 327 8 pH 4,73+0,04b| 27 | 4,61+0,05a] 22 0,08 0,0145
Diametro (cm)| 3,72+0,10b| 30 | 3,35+ 0,09a| 44 0,09 0,0099

Forma 0,84 +0,01al 30 | 0,88+0,01b]| 44 0,07 0,0228

SSR070 9 Peso(g) |27,03+1,83b| 30 |21,31+1,36a| 44 0,08 0,0128
a/b 1,06 £ 0,03b] 21 0,99 +0,02a| 30 0,10 0,0058

At (9) 0,34+0,02b| 22 | 0,28+0,01a] 29 0,10 0,0062

pH 4,61+0,05a| 18 | 4,73+0,04b| 27 0,06 0,0375

SSR069 9 At (g) 0,34+0,02b] 18 | 0,29+0,01a] 29 0,10 0,0065
Diametro (cm)| 3,25+0,08a] 33 | 3,68 +0,11b| 38 0,12 0,0027

SSR 318 10 Altura (cm) 2,81+0,07a| 33 3,10 £ 0,08b| 38 0,11 0,0056
Peso (g) 19,39+ 1,23a| 33 |29,89+1,69b| 38 0,15 0,0009

Diametro (cm)| 3,27 £0,09a| 31 3,63+0,10b| 41 0,09 0,0107

SSR 596 10 Altura (cm) 2,76 £ 0,07a| 31 3,11 £ 0,07b| 41 0,14 0,0010
Peso (g) 19,26 £+ 1,37a] 31 26,19+ 1,56b| 41 0,12 0,0019

SSR 034 10 Forma 0,83+0,01al] 34 | 0,89+0,01b| 36 0,16 0,0007
Diametro (cm)| 3,65+0,09b| 37 | 3,34+0,11a| 37 0,07 0,0274

SSRG036 | 11 Altura (cm) 3,09+0,06b| 37 | 2,85+0,09a] 37 0,07 0,0247
Peso (g) |26,14+1,56b| 37 |21,11+1,58a| 37 0,07 0,0263

SSR 080 11 SS (°Brix) 6,59+0,20b| 19 | 6,09+0,14a] 34 0,08 0,0454
SSR220060| 11 Peso(g) [21,03+1,29al 39 |25,95+1,88b] 33 0,07 0,0303
Diametro (cm)| 3,10+0,10a|] 13 | 3,59+ 0,08b| 58 0,10 0,0089

Peso (9) 16,3+ 1,36a| 13 |2530+ 1,32b| 58 0,12 0,0025

Soihsi | e pH 4,79+0,08bf 9 4,65+0,03a| 37 0,07 0,0251
At (g) 0,25+0,02al 10 | 0,32+0,01b] 38 0,13 0,0023

Cr: cromosoma, Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, nCP: nimero de individuos heterocigotas, Media CC:
valor medio del caracter para individuos homocigotas, nCC: numero de individuos homocigotas, R*: fraccién de la variacion fenotipica
explicada, p: probabilidad asociada, a/b: indice de color, At: acidez titulable, L: porcentaje de reflectancia, SS: contenido en soélidos solubles.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05). En gris se resaltan aquellas asociaciones detectadas con p <0,001.
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Para el diametro de los frutos se encontraron seis QTLs, dos de los
cuales se ubicaron en el cromosoma 10 y el resto en los cromosomas 8, 9, 11y
12. ElI QTL del cromosoma 8 mostré el mas alto porcentaje de la variacion
fenotipica explicada, no solo para este caracter sino de todos los QTLs
detectados y fue del 18 %. Una observacién importante es que los alelos de los
QTLs ubicados en el cromosoma 9 y 11 provenientes del progenitor silvestre
aumentan el valor medio del caracter de forma contraria a lo esperado segun

los valores medios observados en los progenitores.

Se encontraron cuatro QTLs para la altura de los frutos, estando dos de
ellos localizados en el cromosoma 10 y uno en los cromosomas 8 y 11.
Nuevamente los alelos silvestres del QTL del cromosoma 11 mostraron un

efecto contrario al lo esperado, aumentando el valor medio.

Para el caracter forma se encontraron tres QTLs ubicados en los
cromosomas 8, 9 y 10. El porcentaje de variacion fenotipica explicada por estos
QTLs vario entre 7 y 16 %. Los alelos del genotipo silvestre para los QTLs en
los cromosomas 9 y 10, disminuyeron el valor fenotipico, mostrando un

comportamiento opuesto a lo esperado segun los fenotipos de los progenitores.

Para el peso de los frutos se encontraron siete QTLs de los cuales dos
estuvieron localizados en los cromosomas 10 y 11 y uno en los cromosoma 8,
9 y 12. De todos ellos el QTL localizado en el cromosoma 8 explicé el mayor
porcentaje de la variacion fenotipica (17%). Los alelos contribuidos por el padre
silvestre aumentaron el valor medio del peso en dos QTLs localizados en el
cromosoma 9 y 11, de modo contrario a lo esperado segun el fenotipo

observado en el progenitor LA722.
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Para uno de los caracteres mas importantes desde el punto de vista
comercial del tomate como es la firmeza se encontraron cuatro QTLs, estando
tres de ellos localizados en el mismo cromosoma (Cr3) y uno en el Cr6. El alelo
silvestre aumento el valor fenotipico en todos los QTLs. La variacion fenotipica

explicada por cada marcador vario entre 7 y 14 %.

Con respecto a los caracteres bioquimicos, en el caso particular del pH
de los frutos se encontraron seis QTLs, estando localizados dos de ellos en el
cromosoma 1 y los restantes en los cromosomas 5, 8, 9 y 12. La variacién
fenotipica explicada por estos QTLs varido entre el 6 y 10 %. El alelo
proveniente del padre silvestre disminuyoé el valor medio del pH en cuatro QTLs

y lo aumento en los dos restantes.

En el caso del color de los frutos, analizado a través de los indices L y
a/b, se encontraron seis QTLs, dos para L en los cromosomas 6 y 7 y cuatro
QTLs para el indice a/b de los cuales dos se ubicaron en el cromosoma 2 y uno
en los cromosomas 7 y 9. Todos explicaron menos del 10 % de la variacion
fenotipica con excepcion de un QTL para L ubicado en el cromosoma 7 que

explicé el 12 %.

Un Unico QTL fue encontrado para el contenido en soélidos solubles y se
encuentra en el cromosoma 11. El porcentaje de variacion fenotipica explicada
por este marcador fue del 8 %, y la presencia del alelo silvestre tuvo un efecto
no esperado, de acuerdo con el fenotipo del progenitor LA722, aumentando el

valor promedio de SS.

Por ultimo, se encontraron cinco marcadores SSR asociados a la acidez

titulable, explicando ellos entre el 10 y el 13 % de la variacidon fenotipica
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observada. Dos QTLs estuvieron localizados en el cromosoma 2, otros dos en
el Cr9 y uno en el Crl2. Los alelos de origen silvestres disminuyeron el valor
medio del caracter para los QTLs localizados en el cromosoma 2 y el 12
mientras que se observé un comportamiento opuestos para los alelos silvestres

de los QTLs ubicados en el cromosoma 9.

Un mismo marcador estuvo asociado a mas de un caracter. Los
marcadores SSR032 y SSR598 del cromosoma 2 estuvieron asociados a a/b y
At. EI SSR211044 (Cr6) asociado a firmeza y L. EI SSR039 (Cr8) mostro
asociacion con el diametro, altura, forma, firmeza y peso de los frutos. El
marcador SSR070 (Cr9) estuvo asociado a cinco caracteres distintos (diametro,
forma, peso, a/b y At) y el SSR069 del mismo cromosoma a pH y At, mientras
qgue los marcadores SSR318, SSR596 (Crl0) y SSRGO036 (Crll) mostraron
asociacion a diametro, altura y peso. Por ultimo el SSRH301 (Crl2) se

presentod asociado a didmetro, peso, pH y At.

Por otro lado, todos los caracteres con excepcion del contenido en
sélidos solubles fueron explicados por mas de un marcador SSR mientras que

para la vida poscosecha no se encontré ningin SSR asociado.

El ANOVA a dos criterios de clasificacion para aquellos caracteres con
mas de un marcador asociado, mostré evidencias de espistasis. De las 82
interacciones probadas para los 42 QTLs encontrados, apenas el 2,43 %

evidencio interacciones significativas al 5 %.

La Tabla I-XVII muestra el cuadro de andlisis de la variancia para
aquellas interacciones que resultaron significativas. En ambos casos los

efectos individuales de los marcadores permanecieron significativos a pesar de
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la epistasis encontrada. Los SSR en conjunto explicaron un mayor porcentaje
de la variacion fenotipica que en forma individual, tanto para el pH como para

a/b.
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Tabla I-XVII. Cuadro de andlisis de la variancia a dos criterios de

clasificacion para el pH (A) e indice de color a/b (B) de los frutos.

A B
Caracter N R? Caracter N R?

pH 47 0,18 alb 50 0,24

F.V. G.L. CMm F P F.V. G.L. CM F p
SSR095 1 0,17 4,14 0,0480 SSR070 1 0,08 7,22 0,0100
SSR162 1 0,18 4,28 0,0447 SSR286 1 0,07 6,13 0,0170
SSR095xSSR 162 1 0,17 4,03 10,0490 SSR070xSSR 286 1 0,05 4,52 0,0390
Error 43 0,04 Error 46 0,01

N: numero de plantas, R*: coeficiente de determinacion del modelo, a/b: indice de color, F.V.: Fuente de variacién, G.L.: Grados de libertad,
CM: cuadrados medios, F: valor F de Snedecor, p: probabilidad asociada. En gris se destaca la probabilidad asociada para la interacciéon de

los SSR.
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En gris se resalta la probabilidad asociada para la interaccion de los

SSR.

Se encontré alta variabilidad entre los progenitores y la F; tanto para
caracteres de calidad como en perfiles polipeptidicos y marcadores de ADN. Se
observé a través del céalculo de los porcentajes de variacion genética que la
variabilidad en los caracteres estudiados se debe en gran parte al componente
genético. Ademas, los SSR, los SRAP y los marcadores polipeptidicos
permitieron identificar efectos de los genes del genotipo silvestre que podran
ser introgresadas al cultivar Caimanta. No obstante, debido a que los
marcadores de SSR fueron mas eficientes en la deteccion de QTLs para
caracteres de calidad de fruto en esta primera retrocruza evaluada se sigui6
trabajando con este tipo de marcadores. Estos marcadores fueron elegidos por
su condicion codominante que permiten evaluar el porcentaje de genoma
recuperado en retrocruzas avanzadas y porque ademas en una generacion de
autofecundacion permiten ver el efecto de la segregacion de los tres genotipos.
Por lo tanto la eleccion de este tipo de marcadores moleculares permitio
ampliar los objetivos en una forma mas eficiente, los cuales son desarrollados

en los Capitulos siguientes.
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CAPITULO I

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR E IDENTIFICACION DE
REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A CARACTERES DE CALIDAD DE
FRUTOS EN LA GENERACION BC;
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar los caracteres de calidad de frutos en tres familias de la
segunda retrocruza (BC,).

e Caracterizar por marcadores de ADN (SSR, Simple Sequence
Repeat) estas tres familias de plantas BC.

e Estimar el porcentaje del genoma del padre recurrente (Caimanta) en
la generacion BC..

e Detectar QTLs para caracteres de calidad de frutos en familias de

BC..
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: La poblacion BC, se obtuvo de plantas BC; durante los

meses de Septiembre a Diciembre de 2008 empleando al cultivar Caimanta
como progenitor femenino y a las diferentes plantas BC; como progenitores
masculinos, siguiendo la misma metodologia desarrollada en la seccién
Materiales y Métodos del Capitulo I. En el mes de Julio de 2010, las semillas
obtenidas de cada cruzamiento se colocaron en cajas de Petri para su
germinacion, plantandose posteriormente en vasos de plasticos de 330 cc. Los
plantines fueron trasplantados en un diseiio completamente aleatorizado
cuando presentaron cuatro hojas verdaderas totalmente desplegadas. Las
condiciones de cultivo fueron similares a las informadas en la seccion de
Materiales y Métodos del Capitulo I. La figura 1lI-1 indica el diagrama de
cruzamientos utilizado para la obtencion del material vegetal de este estudio.
Debido a condiciones ambientales adversas para la efectividad en la obtencion
de los cruzamientos, de un total de 50 cruzamientos realizados siguiendo la
metodologia propuesta por Rick (1973), sOlo seis prosperaron que fueron
aguellos que involucraron a las plantas BC; (IlI-21, 1X-9, 1X-12, 1X-59, VII-39 y
VII-45). A su vez, en tres de estos cruzamientos (IX-9, VII-39 y VII-45) se
obtuvo una cantidad de semillas suficiente para la caracterizacion fenotipica y
molecular. Estas familias fueron la IX-9, VII-39 y VII-45 como se detalla en la

Figura IlI-1.
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Figura lI-1. Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las familias
BC, a partir del cultivar Caimanta (CAl) de S. lycopersicum y LA722 de S.

pimpinellifolium.

CAl X

50 % CAl
50 % LA722

0,
BC1 75 % CAl

25 % LA722
87,5 % CAl I
12,5 % LA722 BC\B

Familia VII-39

Familia IX-9 Familia VII-45

Familias BC,

Distintos tonos de gris indican los porcentajes tedricos del genoma de cada progenitor en
cada generacion.
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Se extrajeron muestras de hoja para la posterior extraccion de ADN,
siguiendo la metodologia empleada en el Capitulo | en cada una de las plantas
de familias BC,. Sobre estas plantas también se evaluaron los mismos
caracteres fenotipicos sefialados en la seccibn Materiales y Métodos del
Capitulo I. La Tabla II-l muestra la cantidad de frutos evaluados para cada

conjunto de caracteres en cada una de las familias BC, analizadas.
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Tabla Il-I. Numero de plantas y de frutos evaluados en cada familia BC;

para caracteres de calidad de fruto.

Genotipos

BC(IX-9)
BC,(VII-39)
BC,(VII-45)

Nro. de
ERIES

Nro. de frutos
evaluados

93
397
105

Total

595
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Marcadores moleculares: La extraccion de ADN y la amplificacion de los

marcadores SSR se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta en el
Capitulo I. Los marcadores SSR amplificados en cada progenie de plantas BC,
fueron aquellos que resultaron heterocigotas en las plantas BC;. El porcentaje
de Caimanta recuperado se calculé a partir de la formula detallada en la

seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1.

Analisis estadistico: La distribucion normal de los caracteres

cuantitativos evaluados en esta generacion BC, se verific6 a través de la

prueba de Shapiro-Wilk (1965).

Asociacion entre caracteres cuantitativos y marcadores moleculares de

ADN (SSR): Dado que la familia BC, (VII-39) presenté un numero de plantas
suficiente para el andlisis estadistico, sobre este conjunto de plantas se probé
la segregacion de los marcadores SSR y su asociacidn con caracteres de
calidad. Considerando la naturaleza codominante de los marcadores
microsatélites, se probd la segregacion mendeliana esperada para una
generacion BC, (1:1, homocigotas CC: heterocigotas CP, donde C representa
el alelo de CAl y P el alelo de LA722 para un locus microsatélite dado) a través

de una prueba de XZ (Snedecor, 1964).

La asociacion entre los marcadores moleculares y los caracteres de
interés agronémico se determiné a través del método de un solo punto (single
point analysis, Tanksley, 1993) con el fin de detectar su ligamiento como fue
detallado en el Capitulo I. En este experimento, también se consideraron
aquellos QTLs detectados con una probabilidad de p < 0,05, dado que pueden
ser validados si dichas asociaciones coinciden con QTLs detectados con una

probabilidad menor al 5 % en la generacion BC;.
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RESULTADOS

Los analisis fenotipicos y moleculares se realizaron sobre las familias
BC, originadas a partir de las plantas BC; (IX-9, VII-39 y VII-45) que tuvieron
las siguientes caracteristicas: tamafo intermedio, con bajo indice de forma y
corta vida poscosecha para la planta IX-9. Tamafo y valores de vida
poscosecha intermedio, con alto contenido en sélidos solubles y pH y baja
acidez titulable para la planta VII-39. La planta VII-45 mostr6 tamafio intermedio
con alta vida poscosecha, frutos mas rojos con bajo L y alto indice de color a/b

y pH menos é&cido.

La Tabla II-Il muestra los valores medios y error estandar para cada uno
de los caracteres evaluados en aquellas plantas BC; que fueron cruzadas con
el cultivar Caimanta para obtener la generacion BC,. En la Tabla IlI-lll se
muestran los perfiles de SSR para dichas plantas BC; y en gris se encuentran
resaltados aquellos SSR probados en cada familia de la generacién BC,.
También en la Tabla IlI-1ll se muestra el porcentaje del genoma del progenitor

recurrente recuperado en cada planta BC;.
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Tabla II-1l. Valores medios y errores estandar de cada caracter para

cada una de las plantas BC; retrocruzadas con el cultivar Caimanta de S.

lycopersicum.

Caracteres Fenotipicos

Planta Diametro (cm) Altura(cm) Forma Peso (g) Lv (dias) Firmeza
X-9 331+0,26 258+0,15 0,79+0,02 18,81 +3,65 9,56+ 0,88 sd

VIF39 3,24+0,04 3,20+0,05 0,99+0,01 18,83+0,66 12,80 +2,22 52,64 + 1,72

VIL45 331+0,09 291+0,08 0,88+0,01 17,90+ 1,16 15,80 + 3,64 60,30 + 2,20

Caracteres Fenotipicos (cont.)

Planta L alb SS (°Brix) pH At (g)
X-9 sd sd sd sd sd

VIF39 42,22+0,70 0,98+0,03 7,60+0,01 516+0,02 0,18+0,04

VIF45 39,62+0,34 1,11+0,01 550+0,07 4,75+0,06 0,29+0,01

Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en sélidos solubles, At: acidez titulable,
sd: sin dato.
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Tabla II-Ill. Perfil de SSR (Simple Sequence Repeat) para cada una de

las plantas BC; que dieron origen a la generacion BC..

SSR
095
009
288
032
295
598
601
014
320
115
162
128

211044
276
045
286
344
063
038
327
070
069
318
596
034

G036
080

220060

1061

H301

% de CAl
recuperado

Cr: cromosoma, C: alelo del cultivar Caimanta
de S. lycopersicum (CAl), P: alelo de LA722 de
S. pimpinellifolium. En gris se destacan
aquellos marcadores SSR que resultaron
heterocigotas en las plantas BC, retrocruzadas
y la ultima fila muestra los porcentajes del
genoma de CAl recuperado en dichas plantas.

Plantas BC,

Cr IX-9 VII-39 VII-45
1 CC
1 CP " CP> CC
1 CC CC cCC
2 CC CC P CP
2 cC nCP  CP
2 CC CC | CP
3 CP CP CP
3 ChP CP CP
3 CP CP CP
2 CC R
S cP. GCP  CP
6 CC CC @ CP
6 CC CC | CP
7 CP  CC CC
7 CP CP sd
7 CP | CC CC
8 CC  CP CC
8 CC  CP CC
8 CRECRPE CC
8 CC CC pCpE
9 CR» CC CC
9 CC CC sd
10 S, CC
10 CP " CP> CC
10 CC CC sd
11 BN CC e
11 B CP e
11 CC BEREERCE
11 CC CC P CP
12 CC mumm CC
72 69
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[ILA. Analisis fenotipico de las familias BC,

El andlisis de Shapiro-Wilk indico distribucion normal de todos los

caracteres con valores de W cercanos a 1.

En la Tabla II-IV se informan los valores medios y errores estandar para
cada uno de los caracteres analizados junto con los valores maximos y
minimos del rango en el que varié dicho caracter en cada una de las tres

familias BC..

En las tres familias pudo observarse un rango similar de variacion.
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Tabla II-IV. Valor medio con su error estandar y rango de variacion de

cada una de las variables para cada familia BC.

BC,(IX-9)

Caracter

Diametro (cm)

Altura (cm)
Forma
Peso (g)
Lv (dias)
Firmeza

L

alb

SS (°Brix)
pH

At (g)

Media
442+0,13
3,60 £ 0,07
0,83+ 0,01

4448 +4.10
8,25+ 0,59
44,00 + 1,07
38,87 £ 0,32
1,08 £ 0,02
752+0,15
447 £ 0,07
0,39 + 0,04

Min.
3,00
2,50
0,53
13,40
2,00
34,00
35,96
0,79
6,20
4,26
0,19

Max.
8,60
4,70
1,06

200,40

23,00

58,00

44,26
1,34
8,30
4,96
0,56

BC,(VII-39)
Min.  Max.
442+0,04 280 6,50
3,90+£0,03 280 5,00
0,89+0,01 0,64 1,15
4514 +1,22 3,30 115,00
11,08 +£0,28 2,00 19,00
56,42+ 0,56 25,00 76,50
40,00+ 0,18 35,24 50,49
1,12+0,15 057 1,37
579+0,08 290 8,30
467+0,02 4,39 5,00
0,29+0,01 020 042

BC,(VII-45)

Media Min.  Max.
518+0,12 3,30 7,60
410+0,07 280 530
0,80+0,01 058 0,94

67,93 +3,94 16,60 15540
764+042 2,00 16,00
50,10 £ 0,70 39,50 57,50
38,47 +0,15 36,55 41,02
1,11+0,02 0,86 132
6,12+0,12 5,00 7,60
452+0,04 412 495
0,33+0,02 0,23 047

Min.: Valor minimo de la variable, Max.: Valor maximo de la variable, Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color,
§S: contenido en sélidos solubles, At: acidez titulable.
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I1.B. Anélisis Molecular

I1.B.1. Perfiles de marcadores SSR en familias BC,

A continuacion se presentan los resultados para cada una de las familias

BC..

La Figura II-2, 1I-3 y 1lI-4 muestran los geles de acrilamida al 6 % para
algunos de los SSR probados en la familia BC, (IX-9), BC, (VII-39) y BC, (VII-
45), respectivamente. Las flechas naranjas indican los genotipos encontrados
en la generacion BC,, donde CC son los individuos homocigotas para el alelo

de CAl y CP son individuos heterocigotas donde P es el alelo de LA722.
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Figura II-2. Geles de acrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSR162, SSRG036, SSR014, SSR080 y SSR318 analizados en la

familia BC, (1X-9).

BC,(IX-9)

SSR162 SSRG036 SSR014 SSR080 SSR318

CC CP CP CC CC CP CC CP CcC CP

CC:individuos homocigotas para el alelo de Caimanta de S. lycopersicum, CP: inidividuos heterocigotas.
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Figura II-3. Geles de acrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSR095, SSR115, SSR295, SSR014, SSR080 y SSR596 analizados

en la familia BC; (VII-39).

BC,(VII-39)
SSR095 SSR115 SSR295

SSR014 SSR080 SSR596

CP CC CC cp

CC:individuos homocigotas para el alelo de Caimanta de S. lycopersicum, CP: inidividuos heterocigotas.
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Figura II-4. Geles de acrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSRG036, SSR014, SSR080, SSR320, SSR295 y SSR162

analizados en la familia BC; (VII-45).

BC,(VII-45)
SSRG036 SSR014 SSR080 SSR320 SSR295 SSR162
CP CC CP CC CP CcC CcC CP

CC:individuos homocigotas para el alelo de Caimanta de S. lycopersicum, CP: inidividuos heterocigotas.
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La Figura 11-5 indica la distribucion de frecuencias del porcentaje del
genoma del progenitor recurrente (CAI) recuperado en la BC, al evaluar las tres
familias BC,. Se indica ademas el porcentaje promedio de genoma recuperado

(% GR).
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Figura II-5. Distribucion de frecuencias para el porcentaje de genoma (%

GR) de S. lycopersicum (CAl) recuperado en las plantas de la generacién BC..

0,40
‘— % GR = 86,9 %

o

w

o
!

0,20 -

Frecuencias relativas

o

[y

o
1

0,00 -
69 73 77 81 85 89 93 97 100
% del genoma de CAl recuperado
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El porcentaje promedio del genoma recuperado del padre recurrente
(86,9 %) resultd muy cercano al porcentaje tedrico para una BC, (87,5 %) y

vario en un rango de 76 % al 93 %.
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II.B.2. Analisis de segregacion de SSR y asociacion con caracteres

fenotipicos en la familia BC, (VII-39).

A continuacion en la Tabla II-V se muestra la segregacion de SSR para
la familia BC, (VII-39) indicando el nimero de plantas homocigotas para alelos
de CAI, el nimero de individuos heterocigotas, el niumero total de plantas
evaluadas y el valor ¥ calculado. En gris se indican aquellos marcadores que

presentaron distorsién en la segregacion.
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Tabla llI-V. Segregacion de marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

en la familia BC; (VII-39).

Familia BC,(VII-39)

Marcador
SSR095
SSR115
SSR295
SSR601
SSR596
SSR063
SSR038
SSRH301
SSR014
SSR080
SSR045
SSR318
SSR320
SSR220060
SSR344
SSR162

4
10
9

10
13
15
15
12
10
10
1
13
9

7

18
13

19
13
14
13
10
8

8

11
13
13
10
10
14
16
5

10

nCC nCP [\

23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
21
23
23
23
23
23

X2

9,783 *

0,391 ns
1,087 ns
0,391 ns
0,391 ns
2,130 ns
2,130 ns
0,043 ns
0,391 ns
0,391 ns
0,048 ns
0,391 ns
1,087 ns
3,522 ns
7,348 *

0,391 ns

nCC: numero de individuos homocigotas para el alelo del
cultivar Caimanta de S. lycopersicum, nCP: niumero de
individuos heterocigotas, N: nimero total de plantas, X*:
valor chi-cuadrado, ns: no significativo, *p < 0,05. En gris se
destacan aquellos marcadores SSR que no segregaron en

forma mendeliana.

Introgresién de regiones genémicas...

123



Capitulo Il - Resultados

Dos de 16 SSR (12,5 %) evaluados en la familia BC, (VII-39)
presentaron distorsion en la segregacion y no fueron considerados para probar

la asociacion con los caracteres cuantitativos.

La Tabla 1I-VI muestra las asociaciones encontradas entre los SSR y los
caracteres fenotipicos evaluados. Se indican la media del caracter para cada
genotipo, el numero de plantas por clase genotipica, el porcentaje de variacién
fenotipica explicada y la probabilidad asociada. En gris se encuentran
resaltadas aquellas asociaciones detectadas con una probabilidad igual a 0,1

%.
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Tabla 1I-VI. Asociaciones detectadas entre marcadores SSR (Simple

Sequence Repeat) y caracteres fenotipicos en la familia BC, (VII-39).

MediaCC nCC MediaCP nCP R?

Marcador Cr Caracter p

SSR601 3 Altura (cm) 4,04 10 3,77 13 0,14  0,0438
3 At(g) 0,26 9 0,31 12 0,17  0,0272

3 Altura (cm) 4,04 10 3,77 13 0,14  0,0438

SSRO14 3 At(g) 0,26 9 0,31 12 0,17  0,0272
3 Diametro (cm) 476 9 4,20 14 0,23 0,0117

3 Altura (cm) 4,11 9 3,74 14 0,30  0,0040

S3ha2d 3 Peso(g) 54,55 9 38,77 14 0,26  0,0070
3 At(g) 0,26 8 0,31 13 0,25 0,0082

10 Altura (cm) 4,00 13 3,74 10 0,13  0,0483

SSR596 10 Lv (dias) 10,07 13 12,07 10 0,14  0,0470
10 Firmeza 59,83 12 53,18 10 0,38 | 0,0010

10 Altura (cm) 4,00 13 3,74 10 0,13  0,0483

SSR318 10 Lv (dias) 10,07 13 12,07 10 0,14  0,0470
10 Firmeza 59,83 12 53,18 10 0,38 | 0,0010

SSR080 11 At(g) 0,27 11 0,31 11 0,15  0,0407
11 Diametro (cm) 4,81 16 4,25 7 0,23 0,0199

11 Altura (cm) 417 16 3,76 7 0,36  0,0023

SSR220060 11 Peso(g) 56,76 16 39,77 7 0,27  0,0067
11 ab 1,03 16 1,16 6 0,17  0,0281

11 At(g) 0,25 15 0,30 6 0,19  0,0210

SSRH301 12 SS (°Brix) 6,10 9 5,38 12 0,16  0,0325

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para alelos de S. lycopersicum (CAl),
nCC: numero de individuos homocigotas, Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, nCP:
numero de individuos heterocigotas, R*fraccion de la variacion fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, At:
acidez titulable, Lv: vida poscosecha, a/b: indice de color, SS: contenido en sélidos solubles. En gris se destacan

aquellas asociaciones con p <0,001.
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Los 16 SSR analizados permitieron detectar un total de 21 QTLs de los
cuales siete (33 %) fueron significativos al 1 % y dos (9,5 %) al 0,1 %. Los
QTLs detectados se encontraron localizados en los cromosomas 3, 10, 11y 12,
con un promedio de cinco QTLs por cromosoma, habiendo detectado un unico

QTL en el cromosoma 12 y seis en los cromosomas 10y 11.

Dos SSR localizados en el cromosoma 3 (SSR601 y SSRO014)
presentaron asociacion con los mismos caracteres fenotipicos (altura y At), con
iguales valores medios para cada clase genotipica e igual probabilidad
asociada, indicando que ambos SSR estan marcando el mismo QTL. La
presencia del alelo silvestre disminuyé el valor medio de la altura y aumento la
acidez titulable de los frutos, explicando el 14 % y 17 % de la variacion

fenotipica observada, respectivamente.

El SSR320 localizado en el cromosoma 3 estuvo asociado con
probabilidad menor al 1 % con la altura, peso y At de los frutos, para el cual el
alelo aportado por el genotipo silvestre LA722 disminuy6 el valor medio de la
altura y el peso y aumento la At. Este QTL explico el 30 %, 26 % y 25 % de la
variacion fenotipica observada para cada caracter, respectivamente. El
SSR320 también mostro asociacion con el diametro de los frutos con una
probabilidad menor al 5 %, siendo el alelo silvestre el responsable de una

disminucioén en el valor medio del caracter.

El SSR596 (Crl10) presentd asociacion con la firmeza de los frutos con
una probabilidad igual a 0,1 % y a altura y vida poscosecha con p < 0,05. El
alelo silvestre disminuyo la firmeza promedio y explicé el 38 % de la variacion

fenotipica observada entre los individuos de esta familia. Los mismos valores
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fueron observados para el SSR318 del cromosoma 10, indicando una
proximidad entre ambos SSR de modo que se encuentran marcando el mismo
QTL. El alelo de LA722 de ambos SSR disminuy6 la altura, esperable de

acuerdo al fenotipo de los progenitores, y aumentaron la vida poscosecha.

Para altura y peso se detecté un QTL localizado en el cromosoma 11
que explica el 36 % y 27 % de la variacion fenotipica, respectivamente y el

alelo de LA722 disminuy6 el valor medio de la altura y el peso de los frutos.

EL SSR ubicado en el cromosoma 11 mostrd asociacion con caracteres
como diametro, a/b y At con probabilidad menor al 5 % y porcentaje de
variacion fenotipica que varian entre el 17 % y 23 %. La media de los genotipos
homocigotas para el alelo de CAl fue significativamente mas alta para diametro

pero mas baja para a/b y At.

Un Unico QTL para el contenido en sélidos solubles fue detectado en el
cromosoma 12, y fue significativo al 5 %. En oposicién con lo observado en los
genotipos testigos, el alelo silvestre disminuy6 el valor medio del caracter y

explico el 16 % de la variaciéon fenotipica.

El efecto de la presencia del alelo silvestre sobre el fenotipo fue el
esperado de acuerdo a lo observado en los genotipos testigos para todos los
caracteres para los cuales se encontré asociacion (p < 0,01) con excepcion de
la firmeza y la acidez titulable. En el caso de la firmeza de los frutos, el
genotipo silvestre LA722 fue significativamente mas firme que el genotipo
cultivado, mientras que no se observaron diferencias entre CAl y LA722 para la

acidez titulable.
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Los SSR evaluados en la generacion BC, permitieron detectar nuevos
QTLs no detectados en la generacion BC;. Sin embargo, para todos ellos el

efecto del alelo silvestre fue principalmente dominante o semi dominante.

Es conocido que las generaciones de retrocruzas son poblaciones
ineficientes para detectar QTLs que tienen algun grado de accidon génica
recesiva. Probablemente la naturaleza de los QTLs (si existiera mas de uno)
gue rigen la vida poscosecha son de este tipo y por este motivo no han sido
detectados muchos QTLs y con un alto valor probabilistico asociado en las
generaciones de retrocruzas analizadas. Por estas razones en el siguiente
Capitulo se pretende analizar la autofecundacion de plantas de la BC; como
estrategia para detectar alelos donantes de QTLs recesivos ademas de los

alelos de QTLs con efectos aditivos y dominantes.
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CAPITULO Il

VALIDACION DE QTLS PARA CARACTERES DE CALIDAD DE FRUTO EN
FAMILIAS BC1S;
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar QTLs para calidad de fruto en la progenie de plantas
autofecundas de la primera retrocruza (BC,).
e Validar QTLs detectados en la BC; y BC, evaluando la progenie de estas

plantas.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal: se seleccionaron cinco plantas de la generacion BC;

siguiendo dos criterios. El primer criterio de seleccion fue elegir aquellas plantas
gue mostraron los mayores valores medios para el caracter vida poscosecha (Tabla
[lI-1). ElI segundo criterio de seleccion fue que las cinco plantas segregaran en
conjunto para los 30 SSR estudiados en la generacion BC; (Tabla IlI-ll). Estas
plantas fueron aufecundadas para dar origen a las familias BC1S; (ver esquema de
cruzamiento en la Figura Ill-1) durante el mes de Diciembre de 2008. Estas familias
se utilizaron para validar los SSR asociados a caracteres de calidad de frutos
encontrados en las generaciones de la primera y la segunda retrocruza. En el mes
de Julio de 2010 se sembraron 15 semillas de cada progenitor y F1 como testigo y
50 semillas de cada progenie de las plantas BC; seleccionadas en cajas de Petri
para su germinacion, plantdndose posteriormente en vasos de plasticos de 330 cc.
Los plantines fueron trasplantados en un disefio completamente aleatorizado
cuando presentaron cuatro hojas verdaderas totalmente desplegadas. Las
condiciones de cultivo fueron similares a las informadas en la seccion de Materiales

y Métodos del Capitulo | (Foto IlI-1).
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Tabla IlI-I. Valores medios y errores estandares para todas las variables en
las plantas de la generacion BC; seleccionadas por los valores de la vida

poscosecha de los frutos.

Caracteres Fenotipicos

JEllEl Diametro (cm) Altura (cm) Forma Peso (g) Lv (dias) Firmeza

li-21 345+0,14 3,16+0,10 0,92+0,01 21,73+2,27 184 +2,14 50,85+ 2,38
IX-14 3,69+0,06 3,06+0,05 0,83+0,01 24,46 +1,15 23,67 £+2,51 44,00 +1,87
VIiI-31 3,00£0,09 2,72+0,07 0,91+0,02 1441+1,14 282+1,64 4942+1,79
VII-51 3,93+0,13 3,12+0,08 0,80 +0,01 28,96 + 2,48 22,30 + 3,80 56,25 + 0,88
VII-91 294+0,04 2,75+0,04 093+0,01 149+0,62 198159 46,72+ 1,58
Caracteres Fenotipicos (cont.)

Planta L a/b SS (°Brix) pH At (g)

n-21 4164+0,55 1,06+0,03 880+0,09 5,03+0,04 0,27 +0,04

IX-14 39,25+0,30 1,05+0,03 6,03+0,06 4,59+0,04 0,37 +0,02

VII-31 42,02+0,38 0,87+0,04 6,30+0,17 4,69+0,11 0,24 +0,01

VII-51 4466 +0,64 0,81+0,05 523+0,13 4,60+0,03 0,28 +0,00

VII-91 41,34+ 0,66 1,06+0,03 8,03+0,03 4,82+0,03 0,27 +0,03

Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en sdlidos solubles, At: acidez
titulable.
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Tabla IlI-ll. Perfil de SSR (Simple Sequence Repeat) para plantas BC;

seleccionadas.

Plantas BC,
SSR Cr 1lI-21 IX-14 VII-31 VII-51 VII-91

095 1 CC CC gl CC el
009 1 CP CC CC CC CP
288 1 CC CC CC  CP CP
032 2 CP CC CC cCcC cCC
295 2 CC CP CC CC cCcC
598 2 CP CC CC CC cCcC
601 3 €CP CC CC CP CP
014 3 CC CC CC  CP CP
320 3 €CP CC CC  CP CP
115 5 €CP CC CC CC CC
162 5 CC CC CC CC @ CP
128 6 CP CC CP CP CP
211044 6 CP CC CP CP CP
276 7 CC CC CP CC CC
045 7 CC CC CP CP CC
286 7 CC CC CP CC CC
344 8 CC CP CP CC CC
063 8 CC N CC CC
038 8 BEEEEIEENEE CC
327 8 €CP CP CP CC CC
070 O gl CC CC CC g
069 9 CP CC CC CC cCcC
318 10 CC CC i CC s
596 10 CC CC CP CP CP
034 10 BEEEEEEE CC B
G036 11 CC CC CC CC CP
080 11 CP CC CP CP CC

220060 11 CC CP CP CP CP
1061 11 CC CC CC CC CP
H301 12 CC CC  CP CC  CP

o
el 77 sz 75 82 70
recuperado

Cr: cromosoma, C: alelo del cultivar Caimanta (CAl) de S.
lycopersicum, P: alelo de LA722 de S. pimpinellifolium. En gris se
destacan aquellos SSR que resultaron heterocigotas en las plantas
BC, autofecundadas y la ultima fila muestra los porcentajes del
genoma de CAl recuperado en dichas plantas.
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Los valores de porcentajes del genoma de CAI recuperado se calcularon de
acuerdo a la formula explicada para el analisis estadistico y genéticos de los datos

moleculares de la seccion Materiales y Métodos del Capitulo I.
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Figura IlI-1. Diagrama de cruzamientos para la obtencion de las familias
BC,S: a partir del cultivar Caimanta (CAIl) de S. lycopersicum y LA722 de S.

pimpinellifolium.

CAl

x

50 % CAI
50 % LA722

NS

\ Seleccion por larga
75 :/o CAl BC1 [ vida poscosecha y
25 % LA722 | perfiles de SSR.

|

| e @
Familia I11-21 Cinco I Familia ViI-91
plantas
BC,
d ~e
Familias BC,S, @
Familia IX-14 Familia VII-51
Familia VII-31

Distintos tonos de gris indican los porcentajes tedrico del genoma de cada progenitor en cada
generacion.
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Foto llI-1. Distribucion de las plantas de las familias BC;S; en invernadero

en la campana 2010/2011.
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Se extrajeron muestras de hoja para la posterior extraccion de ADN,
siguiendo la metodologia empleada en el Capitulo I. Sobre estas plantas también
se evaluaron los mismos caracteres fenotipicos sefialados en la seccion Materiales

y Métodos del Capitulo 1.

La siguiente tabla muestra la cantidad de plantas y frutos evaluados en cada

generacion (Tabla IlI-1I).
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Tabla llI-1ll. Numero total de plantas y de frutos evaluados para los
caracteres estudiados en S. lycopersicum (CAl), LA722 de S. pimpinellifolium, F; y

en las generaciones BC;S;.

Nro. de Nro. de frutos

Genotipos plantas evaluados
CAl 10 4
LA722 8 93
. 4 99
BC;S; (I1-21) 42 670
BC;S; (IX-14) 48 695
BC,S: (VII-31) 37 649
BC:S; (VIF51) 34 °64
BC:S; (VI-91) 43 704
Total 226 3608
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Marcadores moleculares: La extraccion de ADN y la amplificacion de los
marcadores SSR se llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta en el Capitulo
I. Los marcadores SSR amplificados en cada progenie de plantas BC;
seleccionadas fueron aquellos que resultaron heterocigotas en dichas plantas. La
lista de SSR analizados por familia BC;S; son los resaltados en gris en la Tabla IlI-

Analisis estadistico: La distribuciéon normal de los caracteres cuantitativos

evaluados en todas las generaciones se verifico a través de la prueba de Shapiro-
Wilk (1965) y se compararon las medias entre los genotipos uniformes para todos
los caracteres con la prueba de la t de Student (Snedecor, 1964). Se calcularon los
porcentajes de variacidén genética (% VG) para cada uno de los caracteres en cada

una de las familias por ANOVA (adaptado de Mariotti, 1986).

Asociacién entre caracteres cuantitativos y marcadores moleculares de ADN

(SSR): Dada la naturaleza codominante de los marcadores microsatélites, se probo
la segregacion mendeliana esperada para una generacion BC;S; (1:2:1,
homocigotas CC: heterocigotas CP: homocigotas PP, donde C representa el alelo
de CAl 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 y los caracteres de interés
agronomico se determin0 a través del método de un solo punto (single point
analysis, Tanksley, 1993) con el fin de detectar su ligamiento, como fuese detallado
en el Capitulo I. En este experimento, también se consideraron aquellos QTLs
detectados con una probabilidad de p < 0,05, dado que pueden ser validados si
dichas asociaciones son encontradas en dos o0 mas progenies BC1S; o coinciden

con QTLs detectados con una probabilidad menor al p < 0,05 en la generacién BC,
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y/o BC,. Se calcularon los grados de dominancia (d/a) para cada QTL detectado a

partir de los tres genotipos posibles y los datos fenotipicos para dicho QTL.

En aquellos casos en los que se detectd mas de una banda asociada a un
mismo caracter se llevd a cabo un ANOVA a dos criterios de clasificacion para

comprobar el efecto conjunto de las bandas y segregar el efecto de la interaccion.
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RESULTADOS

llI.A. Analisis fenotipico

El analisis de Shapiro-Wilk indicé distribucion normal de todos los caracteres

con valores de W cercanos a 1.

El valor medio y error estandar para cada carécter en los genotipos son

mostrados en la Tabla IlI-1V.
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Tabla IlI-1V. Valor medio y error estandar cara cada caracter en genotipos

testigos (S lycopersicum (CAl), LA722 de S. pimpinellifolium y la F;).

Genotipos testigos

Caracter CAl LA722 F4

Diametro (cm) 8,63+0,20c 1,28+0,02a 2,83 +0,06b
Altura (cm) 574+0,09c 1,23+0,02a 2,61+0,05b
Forma 0,67 £ 0,01a 0,97 £0,01c 0,93+0,01b
Peso (9) 24478 £+ 1445¢ 1,22 +0,04a 13,25+ 0,56a
Lv (dias) 3,98+0,24a 12,79+0,51c 10,59 + 0,44b
Firmeza 38,54 +1,75a 52,28 +2,65b 53,86 £ 0,71b
L 41,53 +0,97b 39,25+ 0,44ab 38,41 +0,20a
a/lb 0,83 + 0,03a 13340,03¢c 1,20+ 0,02b
SS (°Brix) 4,93 +0,13a 7,38+0,06c 5,68 +0,07b
pH 423+0,05a 4,26+0,03ab 4,29 +0,02b
At (g) 045+0,02a 0,84+0,01b 0,46 +0,01a

Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en
sélidos solubles, At: acidez titulable. Letras distintas indican diferencias significativas (p <
0,05).
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El genotipo cultivado CAI fue quien presentd los frutos de mayor tamafo
mostrando valores mas altos de diametro (D = 8,63 % 0,20), altura (A = 5,74 £ 0,09)
y peso (P = 244,78 + 14,45). El genotipo LA722 evidenci6 mas larga vida
poscosecha (Lv = 12,79 + 0,51) y firmeza (F = 52,28 + 2,65) como asi también
mostro frutos mas rojos (a/b = 1,33 = 0,03), de mayor contenido en sélidos solubles
(SS = 7,38 £ 0,06) y acidez titulable (At = 0,84 + 0,01) que el genotipo cultivado.
Este dltimo presentd frutos mas aplanados, es decir, menor indice forma (Fo = 0,67
+ 0,01). El hibrido F; mostré valores medios que se ubican entre los progenitores
para la mayoria de caracteres analizados, con excepcion del pH, L y firmeza de los
frutos cuyos valores no presentaron diferencia con LA722 y At con valores similares

al progenitor cultivado.

Con respecto a las progenies de plantas BC;, en la Tabla IlI-V se muestran
los valores medios y el rango de variacién de cada variable para cada familia. Los
rangos de variacion fueron amplios para la mayoria de los caracteres en cada una
de las familias. Se destacan las familias IlI-21, VII-31, VII-51 y VII-91 que
presentaron frutos amarillos, evidenciado en valores minimos negativos para el
indice de color a/b y de valores altos para el parametro L. Todas las familias
presentaron los valores maximos altos del contenido en sélidos solubles que son

similares al progenitor LA722.

Las Fotos IlI-2 a IlI-6 muestran la segregacion del tamafo y color para cada

una de las familias estudiadas.

La Tabla IlI-VI muestra los porcentajes de la variacion fenotipica explicada
por la variacion genética. En gris se resaltan los valores mas altos y con recuadros
los valores mas bajos para la proporcion de variacion fenotipica atribuible a

variacion genética.
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Tabla IlI-V. Valor medio, error estandar y rango de variacién para cada una

de las variables en las familias BC1S;.

Familias BC4S;

11-21 IX-14 VII-31
Caracter Media Rango Media Rango Media Rango
Diametro (cm) 3,41+0,10 1,97 - 455 372+0,06 2,80 - 4,53 295+0,07 2,03 - 3,93
Altura (cm) 2,93+0,07 1,95 - 3,88 302+0,05 231 -384 2,77 £ 0,06 1,84 - 3,57
Forma 0,87 + 0,01 0,74 - 0,99 0,82+0,01 0,73 - 0,92 0,95+ 0,01 0,88 - 1,08
Peso (g) 2342 +1,62 490 - 4495 26,76+1,13 11,34 - 4276 1556+0,98 5,35 - 33,03
Lv (dias) 11,91+ 0,63 440 - 2250 11,50+0,32 6,13 - 16,38 13,19+ 0,60 5,00 - 20,00
Firmeza 5753+166 4035 -8343 5552+1,10 40,50 - 66,50 584+178 37,15 - 78,50
L 40,32 +1,04 3556 - 62,85 37,29+0,24 3527 - 4198 4350+159 3537 - 61,95
alb 1,09+0,06 -0,15 - 1,45 1,26 + 0,02 1,07 - 1,46 080+0,11 -0,24 - 1,33
SS (°Brix) 7,01+0,25 4,55 - 9,98 6,19+0,18 4,37 - 9,42 6,74 + 0,21 512 - 10,18
pH 444 +0,03 4,14 - 475 4,42 +0,03 4,02 - 493 4,53 + 0,06 3,92 - 517
At (g) 0,45+ 0,03 0,23 - 0,82 045+0,02 0,27 - 0,68 0,42+ 0,02 0,17 - 0,71

Familias BC,S, (cont.)

ViI-51 VII-91
Caracter Media Rango Media Rango
Diametro (cm) 3,51+0,08 2,64 - 436 2,76 £ 0,07 2,02 - 417
Altura (cm) 2,88+ 0,06 2,31 - 349 2,48+ 0,07 1,74 - 3,65
Forma 0,82+ 0,01 0,71 - 0,95 0,91+0,01 0,78 - 1,01
Peso (g) 22,73 +1,45 995 - 4102 1338+1,00 4,79 - 38,08
Lv (dias) 10,95+ 0,59 6,00 - 20,00 13,38+0,73 7,29 - 26,40
Firmeza 5724+148 38,86 - 77,83 5441+154 3946 - 80,56
L 4393+149 36,78 - 68,44 4349+166 36,82 - 63,50
alb 0,89+0,09 -0,17 - 143 095+0,11 -0,17 - 1,40
SS (°Brix) 6,92+ 0,20 547 - 9,95 7,23+0,22 510 - 9,97
pH 433+0,03 3,96 - 4,54 4,33 +0,05 3,79 - 4,72
At(g) 0,58 + 0,03 0,35 - 0,95 0,58 + 0,03 0,40 - 0,94
Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en soélidos solubles, At: acidez titulable.
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Foto Ill-2. Segregacion de tamafio y color para la familia 111-21.
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Foto Ill-3. Segregacion de tamafio y color para la familia 1X-14.
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Foto lll-4. Segregacion de tamafio y color para la familia VII-31.

ll FAMILIA
VII-31

Foto IlI-5. Segregacién de tamafio y color para la familia VII-51.

FAMILIA
ViI-51
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Foto Ill-6. Segregacion de tamafio y color para la familia VII-91.

T
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Tabla IlI-VI. Porcentajes de variacion genética (% VG) para cada caracter en

cada familia BC1S;.

Caracter  BC,S,(lll-21) BC,S,(IX-14) BC,S,(VI-31) BC,S,(VII-51) BC,S,(VII-91)

Diametro (cm) 62,5 443 60,0 47,6 71,8
Altura (cm) 58,6 437 60,9 44,2 73,3
Forma 57,7 27,3 39,9 41,0 36,7
Peso (g) 53,5 444 626 | 421 | 720
Lv (dias) 61,4 21,7 44,8 46,0 60,2
Firmeza 80,5 55,7 78,5 71,0 84,0
L 93,5 53,3 96,5 95,4 93,7
alb 92,1 41,1 97,5 96,0 97,5
SS (°Brix) 94,6 95,2 95,0 93,0 95,5
pH 74,0 90,1 06 | 635 | 945
At (9) 94,6 751 | 917 88,8 87,5

Lv: vida poscosecha, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, SS: contenido en soélidos solubles, At:
acidez titulable .Con recuadros se senalan los valores mas bajos de % VG entre las familias BC,S,. En gris se
destacan los valores mas altos de % VG entre las familias BC,S..
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La familia BC1S; (111-21) presento los valores mas altos de % VG para forma
(57,7 %), vida poscosecha (61,4 %) y acidez titulable (94,6 %). Para los demas
caracteres el porcentaje de variacion genética presento valores relativamente altos

en dicha familia.

La familia BC;S; (1X-14) fue la que mostré los valores més bajo para todos
los caracteres de calidad de frutos, con excepcion del contenido en soélidos
solubles, caracter que evidencid variacion genética elevada para todas la familias

evaluadas.

Los caracteres de color L y a/b presentaron valores altos para % VG en la
familia BC;1S; (VII-31) (% VG = 96,5 % y % VG = 97,5 %, respectivamente)
mientras que los demas valores fueron relativamente altos y similares a los de la

familia BC;S; (111-21).

El % VG para el peso de los frutos (% VG = 42,1 %) mostré el valor mas

bajo en la familia BC;S; (VII-51) al igual que el pH (% VG = 63,5 %).

Por dltimo la familia BC1S; (VII-91) present6 los mas altos valores de % VG

para la mayoria de los caracteres analizados.

Si se comparan los % VG entre las familias, se observa que en la BC1S; (IX-
14), la variacion observada para los caracteres como diametro, altura y peso de los
frutos se debieron principalmente a variaciones ambientales. Por el contrario, para
el contenido en soélidos solubles hubo un importante componente genético en la

variacion fenotipica observada en cada una de las familias.
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I11.B. Anélisis Molecular

A continuacion se presentan los resultados para cada una de las progenies

de plantas BC; autofecundadas.

I.B.1. Familia BC1S; (I1-21)

La Figura I1l-2 muestra los geles de poliacrilamida al 6 % para cinco de los
SSR amplificados en la progenie IlI-21. Con flechas naranjas se indican las

distintas clases genotipicas en la generacion segregante.
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Figura lll-2. Geles de poliacrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSR115, SSR320, SSR032, SSR598 y SSR128 en la familia BC;S; (llI-

21).

Familia BC,S, (l11-21)

SSR115

211pb
—

197pb
—

SSR320

SSR032

194pb
—_—

186pb
——

PP SSR598

186pb
—

170pb

CC CP

PP SSR128

147pb
—_—

139pb

CPCC

pb: pares de bases, CC: individuos homocigotas para el alelo de CAl, CP: individuos heterocigotas, PP:
individuos homocigotas para el alelo de LA722.
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La segregacion mendeliana de los SSR que fueron heterocigotas en la

planta BC; 111-21, fue probada y se muestra en la Tabla IlI-VII.
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Tabla llI-VIl. Segregacion de los SSR (Simple Sequence Repeat) probados

en la familia I11-21.

Familia BC,S, (lll-21)

Marcador N nCC nCP nPP )(2
SSR211044 40 8 17 15 3,35 s
SSR327 40 26 14 0 37,40 *
SSR034 42 11 21 10 0,05 ns
SSRO038 42 22 20 0 23,14 *

SSR320 42 13 22 7 1,81 ns
SSR598 41 9 19 13 1,00 ns
SSR080 41 8 22 11 0,66 ns
SSR128 42 11 23 8 0,81 ns
SSR601 40 9 25 6 2,95 ns
SSR032 41 11 19 11 0,22 ns
SSR115 42 13 19 10 0,81 ns
SSR069 31 8 16 7 0,10 ns
SSR070 38 15 16 7 4,32 ns

N: numero total de individuos, n CC: nimero de individuos homocigotas
para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, n CP: numero de
individuos heterocigotas, n PP: numero de individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, X*: valor de chi-cuadrado,
ns: no significativo, *p < 0,05. En gris se indican los SSR que no
segregaron en forma mendeliana.
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Los SSR resaltados en gris no ajustaron a la segregacion mendeliana (1:2:1)
esperada. Sélo dos SSR (15 %) no ajustaron, mientras que el resto fueron
utilizados para probar la asociacion con los caracteres fenotipicos de calidad de
fruto. En la Tabla IlI-VIII se muestran las asociaciones detectadas, indicando
ademas las medias y los grados de dominancia para cada QTL. También se
indican la fraccion de la variacion fenotipica explicada por el QTL y la probabilidad

asociada.
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Tabla IlI-VIII. Asociaciones de SSR (Simple Sequence Repeat) a caracteres
fenotipicos en la familia 111-21.

Familia BC,S; (Ill-21)

Caracter Marcador Cr Media CC Media CP Media PP R? o) d/a
SS (°Brix) SSR598 2 584+0,35a 7,29+0,38b 7,50+0,45b 0,26 0,0032 0,75

pH SSR598 2 425+0,05a 4,52+0,03b 450+008b 0,38  0,0001 1,16
SS (°Brix) SSR032 2 6,11+041a 729+038 750+045b 0,19 0,0180 0,70
pH SSR032 2 427+0,05a 452+0,03b 450+0,08b 035 = 0,0002 1,17
L SSR115 5 4364+277b 39,19+0,66a 37,88+049a 019 0,0183 -0,55
alb SSR115 5 0,87+0,17a 1,15+0,04b 1,27+0,03b 0,21 0,0093 0,40
pH SSR128 6 452+0,05b 4,49+0,05b 432+0,05a 0,21 0,0090 0,70
At (9) SSR034 10 0,36+0,03a 045+0,04a 055+0,06b 023 0,0064 -0,05
L SSR080 11 44,47 +3,47b 38,65+0,52a 40,43+2,10ab 0,15  0,0423 SC

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S.
lycopersicum, Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para
individuos homocigotas para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, R fraccién de la variacion fenotipica explicada, p:
probabilidad asociada, d/a: grados de dominancia, SS: contenido en sdlidos solubles, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice
de color, At: acidez titulable, sc: sin calculo. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). En gis se destacan las
asociaciones detecatdas con p <0,001.
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Los 11 SSR analizados permitieron detectar nueve QTLs con significado al 5
% de los cuales cuatro (44,4 %) fueron significativos al 1 % y dos (22,2 %) al 0,1%
(resaltados en gris). El porcentaje de variacion fenotipica explicada por todos ellos
varié del 15 % al 38 %. Todos los QTLs encontrados en la familia IlI-21 fueron para
caracteres bioquimicos y los parametros de color. El pH fue el caracter con mayor
cantidad de QTLs (3), dos ubicados en el cromosoma 2 y uno en el cromosoma 6.
Los QTLs para pH localizados en el cromosoma 2 fueron significativos al 0,1 %,
explicaron el 38 y 35 % de la variacion fenotipica observada y en ambos, el alelo
silvestre tuvo un efecto dominante sobre el caracter (d =1,16 y d = 1,17),
aumentando el valor medio. Para SS se encontraron dos SSR (598 y 032) (Cr2)
asociados, que explicaron el 26 y 19 % de la variacion fenotipica, respectivamente.
Para ambos QTLs, la presencia del alelo P aumenta el caracter. Dos QTLs
ubicados en los cromosoma 5 y 11 fueron detectados para el parametro de color L
y explican el 19 y 15 % de la variacion fenotipica encontrada, respectivamente. El
marcador SSR115 localizado en el cromosoma 5 estuvo asociado al indice de color
a/b, la presencia del alelo silvestre aumentd la media del caracter y explico el 21 %
de la variabilidad fenotipica. Por ultimo, se encontré6 un QTLs localizado en el
cromosoma 10 que explica el 23 % de la variacion fenotipica observada para la
acidez titulable, en el que la presencia del alelo silvestre aumenta el valor medio de

dicho caracter.
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1.B.2. Familia BC1S; (IX-14)

La Figura 111-3 muestra los geles de poliacrilamida al 6 % para cinco de los
SSR amplificados en la progenie 1X-14. Con flechas naranjas se indican las

distintas clases genotipicas en la generacion segregante.
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Figura 1ll-3. Geles de poliacrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSR295, SSR034, SSR038, SSR327 y SSR220060 en las familia BC;S;

(IX-14).

Familia BC,S, (IX-14)

cC SSR295

224pb

204pb
—

cC SSR034

PP CP cc SSR038

PP CP
SSR220060

142pb

135pb

PPCP

pb: pares de bases, CC: individuos homocigotas para el alelo de CAl, CP: individuos heterocigotas, PP:
individuos homocigotas para el alelo de LA722.
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La segregacion mendeliana de los SSR que fueron heterocigotas en la

planta BC; 1X-14 fue probada y se muestra en la Tabla IlI-IX.
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Tabla IlI-1X. Segregacién de los SSR (Simple Sequence Repeat) probados

en la familia IX-14.

Familia BC,S; (IX-14)

Marcador N nCC nCP nPP )(2

SSR063 45 11 21 13 0,38 ns
SSR220060 45 8 27 10 1,98 ns
SSR327 45 13 23 9 0,73 ns
SSR038 45 12 20 13 0,60 ns
SSR344 43 8 23 12 0,95 ns
SSR034 47 6 30 11 4,66 ns
SSR295 46 11 24 11 0,09 ns

N: numero total de individuos, n CC: numero de individuos homocigotas
para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, n CP: niumero de
individuos heterocigotas, n PP: numero de individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, X*: valor de chi-cuadrado,
ns: no significativo.
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Todos los marcadores probados en la familia IX-14 ajustaron a la segregacion

mendeliana (1:2:1) esperada.

En la Tabla IlI-X se muestran las asociaciones detectadas, indicando
ademas las medias y los grados de dominancia para cada QTL. También se
indican la fraccion de la variacidon fenotipica explicada por el QTL y la probabilidad

asociada.
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Tabla IlI-X. Asociaciones de SSR (Simple Sequence Repeat) a caracteres

fenotipicos en la familia IX-14.

Familia BC;S, (IX-14)

Caracter Marcador Cr Media CC Media CP Media PP R?

Peso (9) SSR 295 2 29,89+2,18b 28,00+1,41b 22,35+2,23a 0,14 0,0391 0,50
SS (°Brix) SSR295 2 581+0,11a 6,14 +0,19ab 6,85+0,72b 0,14 0,0429 -0,37
SS (°Brix) SSR327 8 6,93+0,44b 598+0,15a 556+0,21a 0,27 0,0013 -0,39
At (9) SSR 327 8 0,52+0,04b 044 +0,02a 0,37+0,03a 0,23 0,0044 -0,07
a/lb SSR 038 8 1,29+0,03b 1,20+0,03a 1,31+0,02b 0,24 0,0028 sc
At (g) SSR 038 8 0,52+0,04b 040+0,02a 043+0,04a 0,26 0,0020 -1,67
SS (°Brix) SSR344 8 5,37 +0,36a 6,47 +£0,27b 6,26 +0,34ab 0,16 0,0276 sc
At(g) SSR 344 8 0,38 +0,06a 0,46 +0,03ab 0,51+0,03b 0,15 0,0389 0,23
At (9) SSR 034 10 0,36 +0,05a 044+0,02a 055+0,04b 0,24 0,0021 -0,16
Peso (g) SSR220060 11 29,34+272b 2825+1,36b 21,21+248a 0,16 0,0280 0,73
SS (°Brix) SSR220060 11 6,44 +0,39ab 5,80+0,17a 646+0,30b 0,18 0,0168 sc

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S.
lycopersicum, Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para
individuos homocigotas para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, R*: fraccién de la variacion fenotipica explicada, p:
probabilidad asociada, d/a: grados de dominancia, SS: contenido en solidos solubles, At: acidez titulable, a/b: indice de color,
sc: sin calculo. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05).
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Once QTLs fueron detectados a partir del andlisis de asociacidon con un
significado menor al 5 %, cinco de ellos (45 %) fueron significativos al 1 % y ningan
marcador mostré asociacion con una probabilidad menor al 0,1 %. El porcentaje de
variacion fenotipica explicada por ellos varié entre 14 y 27 %. Un mismo marcador
estuvo asociado a mas de un caracter, esto se observo en todos los marcadores a

excepcion del SSR034 asociado Unicamente a At.

Se encontraron cuatro QTLs para el contenido en sdlidos solubles y para
acidez titulable. Dos de los QTLs encontrados para SS estuvieron localizados en el
cromosoma 8 y los restantes en los cromosomas 2 y 11, para dos de ellos
(SSR295 (Cr2) y SSR344 (Cr8)) el alelo del padre silvestre aumento el valor medio
del caracter, mientras que se observé un efecto contrario para el marcador SSR327

del cromosoma 8.

Para acidez titulable, los alelos aportados por el progenitor silvestre
disminuyeron la media del caracter en dos QTLs (SSR327 (Cr8) y SSR038 (Cr8)),

mientras que los otros dos mostraron un efecto contrario.

Los alelos de origen silvestre de los dos marcadores que presentaron
asociacion con el peso de los frutos, disminuyeron la media del caracter, estuvieron
localizados en el cromosoma 2 y 11 y explicaron el 14 y 16 %, respectivamente de

la variacion fenotipica observada.

Por ultimo el indice de color fue explicado por un Unico QTL ubicado en el
cromosoma 8, explicando el 24 % de la variacion fenotipica y la accion combinada

de los alelos de ambos progenitores disminuyeron el valor medio.
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I1.B.3. Familia BC1S; (VII-31)

La Figura Ill-4 muestra los geles de poliacrilamida al 6 % para cinco de los
SSR amplificados en la progenie VII-31. Con flechas naranjas se indican las

distintas clases genotipicas en la generacion segregante.
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Figura lll-4. Geles de poliacrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence
Repeat): SSR596, SSR220060, SSRH301, SSR128 y SSR095 en la familia BC1S;

(VII-31).

Familia BC,S, (VII-31)

PP SSR596

191pb

184pb
—

CcP cC
cc SSR220060

142pb

135pb

CPPP
. B SSRH301
185pb

164pb

CP PP
SSR128

SSR095

242pb
—_—

—
229pb

pb: pares de bases, CC: individuos homocigotas para el alelo de CAl, CP: individuos heterocigotas, PP:
individuos homocigotas para el alelo de LA722.
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La segregacion mendeliana de los SSR que fueron heterocigotas en la

planta BC; VII-31 fue probada y se muestra en la Tabla IlI-XI.
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Tabla IlI-XI. Segregacién de los SSR (Simple Sequence Repeat) probados

en la familia VII-31.

Familia BC,S (VII-31)
Marcador N nCC nCP nPP x>

SSR038 37 9 22 6 181ns
SSR286 34 B 21 9 335ns
SSR128 37 10 16 11 0,73 ns
SSR095 37 6 23 8 241 ns
SSR318 35 9 14 12 191 ns
SSR596 36 £ 20 9 067 ns
SSR327 37 12 15 10 1,54 ns

SSR220060 35 9 20 6 123 ns
SSR211044 37 10 13 14 414 ns

SSR063 37 9 18 10 0,08 ns
SSR080 34 6 18 10 1,06 ns
SSR344 32 12 16 4 4,00 ns
SSRH301 36 9 19 8 0,17 ns
SSR045 37 8 16 13 2,03 ns
SSR276 37 6 20 11 159 ns

N: nimero total de individuos, n CC: nimero de individuos homocigotas
para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, n CP: nimero de
individuos heterocigotas, n PP: niumero de individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, X*: valor de chi-cuadrado,
ns: no significativo.
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Todos los marcadores probados en la familia VII-31 ajustaron a la

segregacion mendeliana (1:2:1) esperada.

En la Tabla IlI-XII se muestran las asociaciones detectadas, indicando
ademas las medias y los grados de dominancia para cada QTL. También se
indican la fraccion de la variacidon fenotipica explicada por el QTL y la probabilidad

asociada.
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Tabla I1I-XIl. Asociaciones de SSR (Simple Sequence Repeat) a caracteres

fenotipicos en la familia VII-31.

Familia BC,S; (VII-31)

Caracter Marcador Media CC Media CP Media PP R?

Forma SSR128 6 098+0,02b 094+0,01a 093+0,01a 0,17 0,0424 -0,60
Forma SSR 286 7 1,00+0,04b 096+001b 091+0,01a 0,31 0,0033 0,11
SS (°Brix) SSR 286 7 792+081b 662+026a 647+032a 018 0,0449 -0,79
alb SSR038 8 114 +0,04b 0,74 +£0,16ab 0,21+0,43a 0,20 0,0229 0,14
Lv (dias) SSR327 8 12,00+1,13a 1247 +0,97a 15,70+0,58b 0,18 0,0331 -0,75
Diametro (cm) SSR063 8 3,18+0,15b 298+0,11a 268+0,11a 0,17 0,0451 0,20
alb SSR063 8 1,13+0,04b 0,78 +0,17ab 042+042a 0,19 0,0303 0,01

Altura (cm) SSR 220060 11 302+x012b 2,72+0,09a 255+0,07a 0,18 0,0409 -0,28
SS (°Brix) SSR080 11 638+0,29a 643+0,23a 7,54+048b 0,22 0,0182 -0,91
Altura (cm) SSRH301 12 2,78+0,16ab 2,91+0,08b 2,48+0,06a 0,20 0,0227 SC

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum,
Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, R*: fraccién de la variacion fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, d/a: grados de
dominancia, SS: contenido en soélidos solubles, a/b: indice de color, Lv: vida poscosecha, sc: sin calculo. Letras distintas indican
diferencias significativas (p <0,05).
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Ocho SSR permitieron encontrar 10 QTLs para algunos de los caracteres
fenotipicos estudiados con un nivel de significacibn menor al 5 % y de ellos sélo
uno (10 %) lo fue al 1 %. Los SSR286 y SSR063 presentaron asociacion con mas

de un caracter.

Para la variable forma de los frutos se encontraron dos QTLSs, localizados
en los cromosomas 6 y 7 que explican el 17 % y 31 %, respectivamente de la
variacion fenotipica observada. El alelo del progenitor cultivado aumenta el valor

medio del caracter en ambos casos.

Dos QTLs ubicados en los cromosomas 7 y 11 que explicaron el 18 % y 22
% respectivamente de la variacion fenotipica fueron encontrados para el contenido
en solidos solubles. El alelo silvestre mostré efectos opuestos en ambos QTLs

siendo el ubicado en el cromosoma 7 el que disminuyé el valor medio.

El indice de color a/b fue explicado por dos QTLs que se ubicaron en el
cromosoma 8. El alelo silvestre tuvo el mismo efecto en los dos, disminuyendo el

valor medio, y ambos explicaron cerca del 20 % de la variacion fenotipica.

Para el diametro de los frutos se encontr6 un QTL ubicado en el
cromosoma 8, donde el alelo cultivado aumenté la media y dicho QTL explicé el 17

% de la variacion fenotipica.

Otro caracter relacionado con el tamafio del los frutos es la altura, para la
cual se detectaron dos marcadores (SSR220060 y SSRH301) localizados en los
cromosomas 11 y 12 respectivamente. El efecto del alelo aportado por el padre
cultivado fue el mismo en los dos, aumentando el valor medio de la altura y ambos

explicaron alrededor del 20 % de la variabilidad.
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Se encontrd un ultimo marcador (SSR327) asociado a la vida poscosecha
gue se ubica en el cromosoma 8. Su presencia explicd el 18 % de la variacion

fenotipica observada y el alelo de origen cultivado disminuy6 la media del caréacter.
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11.B.4. Familia BC1S; (VII-51)

La Figura I1I-5 muestra los geles de poliacrilamida al 6 % para cinco de los
SSR amplificados en la progenie VII-51. Con flechas naranjas se indican las

distintas clases genotipicas en la generacion segregante.
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Figura llI-5. Geles de poliacrilamida al 6 % para los SSR (Simple Sequence

Repeat): SSR320, SSR220060, SSR045, SSR080 y SSR288 en la familia BC1S;

(VII-51).
Familia BC,S, (VII-51)
cc SSR320
171pb
s
165pb
—l
SSR220060
142pb
—_—
o _
—
PP CP
cc SSR045
167pb
—p
e _
—l
cC SSR080
170pb ;
—
- _
—
CP PP
cC SSR288
275pb
—l
—_—

PP CP

pb: pares de bases, CC: individuos homocigotas para el alelo de CAl, CP: individuos heterocigotas, PP:
individuos homocigotas para el alelo de LA722.

[ERY
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La segregacion mendeliana de los SSR que fueron heterocigotas en la

planta BC; VII-51 fue probada y se muestra en la Tabla Il1-XIII.
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Tabla IlI-XIIl. Segregacion de los SSR (Simple Sequence Repeat) probados

en la familia VII-51.

Familia BC,S, (VII-51)

Marcador N nCC nCP nPP x>

SSR128 31 3 20 8 4,23 ns
SSR211044 33 7 18 8 0,33 ns
SSR034 27 7 12 8 0,41 ns
SSR320 33 8 14 11 1,30 ns
SSR080 28 i 15 6 0,21 ns
SSR288 33 8 16 9 0,09 ns
SSR045 29 7 13 9 0,59 ns
SSR014 30 5 15 10 1,67 ns
SSR596 33 9 15 9 0,27 ns
SSR601 31 7 15 9 0,29 ns
SSR220060 32 10 13 9 1,19 ns

N: numero total de individuos, n CC: nimero de individuos homocigotas
para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, n CP: numero de
individuos heterocigotas, n PP: numero de individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, X*: valor de chi-cuadrado,
ns: no significativo.
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Todos los marcadores mostraron segregacion mendeliana (1:2:1).

En la Tabla IlI-XIV se muestran las asociaciones detectadas, indicando
ademas las medias y los grados de dominancia para cada QTL. También se
indican la fraccion de la variacion fenotipica explicada por el QTL y la probabilidad

asociada.
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Tabla llI-XIV. Asociaciones de SSR (Simple Sequence Repeat) a caracteres

fenotipicos en la familia VII-51.

Familia BC,S, (VII-51)

Caracter Marcador Cr Media CC Media CP Media PP R? p d/a
SS (°Brix) SSR 288 1 6,47 +0,16a 6,65+0,21a 7,78+050b 0,26 0,0101 -0,73
pH SSR 288 1 423+0,06a 434+0,04ab 4,41+0,03b 0,19 0,0391 0,22
Diamtero (cm) SSR045 7 3,06 +0,20a 3,80+0,09b 3,27+0,08a 0,47 0,0003 sc
Altura (cm) SSR045 7 269+014a 3,06+0,09b 266+0,07a 0,30 0,0097 sC
Peso (g) SSR 045 7 16,74 £2,71a 27,54 +2,11b 17,56 +1,28a 041 0,0011 sC
Forma SSR 045 7 0,89+0,02b 0,80+0,01a 0,82+0,02a 0,38 0,0019 -1,57
Diamtero (cm) SSR034 10 4,03+0,10b 3,38+0,15a 3,34+0,11a 0,36 0,0044 -0,88
Altura (cm) SSR034 10 328+0,05c 2,86+0,11b 2,59+0,07a 0,48 0,0004 -0,22
Peso (g) SSR034 10 3191+228b 2141+251a 18,02+1,90a 0,38 0,0029 -0,51
Forma SSR034 10 0,82+0,01ab 0,84+0,02b 0,78+0,02a 0,22 0,0495 sc
SS (°Brix) SSR034 10 6,01 +£0,27a 7,57 +0,37b 7,00+£0,38ab 0,31 0,0125 sC
Altura (cm) SSR596 10 3,12+0,13b 2,81+0,08a 2,75+0,10a 0,18 0,0476 -0,68
Lv (dias) SSR59%6 10 10,19+0,94a 10,01 +0,84a 13,27+1,10b 0,18 0,0480 -1,12
Lv (dias) SSR080 11 10,52+1,10ab 1253+0,92b 8,72+0,70a 0,22 0,0483 sC

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum,
Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, R*: fraccién de la variacion fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, d/a: grados de
dominancia, SS: contenido en solidos solubles, Lv: vida poscosecha, sc: sin célculo. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05). Con gris se destacan las asociaciones detectadas con p <0,001.
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Seis SSR permitieron detectar un total de 14 QTLs con significado al 5 %
de los cuales cinco (35,7 %) fueron significativos al 1 % y dos (14,3 %) al 0,1 %
(indicados en gris). La variacion fenotipica explicada por los QTLs estuvo en un
rango de 18 al 48 %. Varios marcadores estuvieron asociados a mas de un

caracter.

La altura de los frutos fue el caracter con mas QTLs encontrados (3) y uno
de ellos, que se ubicé en el cromosoma 10 fue significativo al 0,1 % (p = 0,0004) y
mostrd el mayor porcentaje de variacion fenotipica explicada (48 %). El alelo del
progenitor cultivado incrementé el valor medio de la altura. Los dos QTLs restantes
encontrados para altura se localizaron en los cromosoma 7 y 10. Los efectos del
alelo cultivado fueron similares al anterior para el QTL localizado en el Crl0
mientras que el localizado en el Cr7 no present6 diferencias entre los individuos

homocigotas para los alelos de CAl y LA722.

El diametro y el peso fueron explicados por dos QTLs cada uno. Los
marcadores SSR045 y SSR034 de los cromosoma 7 y 10 respectivamente
presentaron asociacion tanto con el diametro como con el peso de los frutos. El
alelo silvestre y cultivado del marcador SSR045 no mostraron diferencias en su
contribucion al fenotipo, dado que el valor medio del didmetro fue similar en
individuos homocigotas para dicho locus. Ademas este QTL explico el 47 % de la
variacion fenotipica y estuvo asociado con una probabilidad altamente significativa
(p = 0,0003). Los restantes QTLs para diametro y peso tuvieron un comportamiento
esperado de acuerdo al fenotipo de los progenitores, dado que aumentaron la
media excepto el SSR045 para el cual las plantas homocigotas para alelos de CAI

y LA722 no mostraron diferencias significativas entre sus medias.
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Dos QTLs fueron identificados para el indice forma, uno localizado en el
cromosoma 7 y otro en el 10, explicando el 38 % y 22 % respectivamente de la
variacion fenotipica. El efecto del alelo cultivado fue contrario al esperado dado que

incrementod los valores medios.

En el caso del contenido en sélidos solubles dos fueron los QTLs
encontrados que explicaron el 26 % y 31 % de la variacion fenotipica y se
localizaron en los cromosomas 1 y 10 respectivamente. Los alelos de LA722

estuvieron asociados con un aumento en SS.

El 19 % de la variacidn fenotipica observada para el pH fue atribuida a un
QTL encontrado en el cromosoma 1 cuyo alelo de origen silvestre aumenta el valor

medio del caracter.

Finalmente, se detectaron dos QTL que explicaron el 18 % y 22 % de la
variacion fenotipica observada para la vida poscosecha de los frutos y se
localizaron el los cromosoma 10 y 11, respectivamente. El primero, en
concordancia con lo esperado, el alelo de LA722 aument6 el valor medio del
caracter, mientras que en el segundo, los individuos heterocigotas tuvieron

mayores valores medios de Lv.
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[11.B.5. Familia BC;S; (VII-91)

La Figura IlI-6 muestra los geles de poliacrilamida al 6 % para cinco de
los SSR amplificados en la progenie VII-91. Con flechas naranjas se indican las

distintas clases genotipicas en la generacion segregante.
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Figura IlI-6. Geles de poliacrilamida al 6 % para los SSR (Simple
Sequence Repeat): SSR095, SSR1061, SSR596, SSR318 y SSR288 en la

familia BC1S1 (VII-91).

Familia BC,S, (VII-91)

CC

SSR095

242pb
—_—

229pb
—_—

CP PP
PP

SSR1061

240pb
—_—

231pb
—_—

CP CC
SSR596 PP

184pb
—
—

179pb

SSR318 cec
290pb
—_—

—
276pb

SSR288 ccC

275pb
—
—

260pb

CPPP

pb: pares de bases, CC: individuos homocigotas para el alelo de CAl, CP: individuos heterocigotas, PP:
individuos homocigotas para el alelo de LA722.
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La segregacion mendeliana de los SSR que fueron heterocigotas y que
lograron ser amplificados en la planta BC; VII-91 fue probada y se muestra en

la Tabla llI-XV.
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Tabla [lI-XV. Segregacion de los SSR (Simple Sequence Repeat)

probados en la familia VII-91.

Familia BC,S, (VI-91)

Marcador N

SSR034 41
SSR095 41
SSR070 34
SSR220060 35
SSR596 36
SSR601 24
SSR211044 30
SSR162 36
SSR1061 31
SSR288 41
SSR318 33
SSR128 31

nCC nCP nPP

8

N
o N o ®uv©

o o

12
3
12

23
20
20
17
21
11
14
25
13
20
19
15

10
12
9

X2

0,80 ns
0,46 ns
2,00 ns
0,26 ns
1,50 ns
6,92 *

1,20 ns
5,50 ns
3,13 ns
0,46 ns
474 ns
416 ns

N: numero total de individuos, n CC: numero de individuos homocigotas
para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, n CP: numero de
individuos heterocigotas, n PP: numero de individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, X*: valor de chi-cuadrado,
ns: no significativo, *p < 0,05. En gris se indican los SSR que no
segregaron en forma mendeliana.

El SSR resaltado en gris no ajustd a la segregacion mendeliana (1:2:1)

esperada. Un sélo SSR (7,6 %) no ajustd, mientras que el resto fueron

utilizados para probar la asociacion con los caracteres fenotipicos de calidad de

fruto. En la Tabla Il1I-XVI se muestran las asociaciones detectadas, indicando

ademas las medias y los grados de dominancia para cada QTL. También se

indican la fracciébn de la variaciébn fenotipica explicada por el QTL y la

probabilidad asociada.
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Tabla IlI-XVI. Asociaciones de SSR (Simple Sequence Repeat) a

caracteres fenotipicos en la familia VII-91.

Caracter

Marcador

Media CC

Familia BC4S, (VII-91)

Media CP

Media PP

R2

Diametro (cm) SSR095 1 324+017b 269+0,09a 256+0,11a 0,29 0,0017 -0,62
Altura (cm) SSR095 1 283+0,15b 248+0,09a 227+011a 0,21 00110 -0,25
Peso (g) SSR095 1 194+288b 1268+1,17a 1085+129a 0,23 0,0062 -0,57
SS (°Brix) SSR095 1 8,01+066b 6,80+0,21a 7,19+048ab 0,15 0,0478 sc
Lv (dias) SSR288 1 16,27 +158b 12,82+091a 1042+088a 0,21 00115 -0,18
alb SSR288 1 051+0,29 1,09+0,11b 124+006b 0,22 0,0085 0,59
Firmeza SSR288 1 6043+432c 5358+127b 46,18+1,78a 0,32 0,0007 0,04
At (g) SSR162 5 060+0,12ab 0,55+0,03a 0,80+0,06b 0,24 0,0113 sc
Firmeza SSR128 6 4887 +229a 5538+1,79 51,94+1,19ab 0,25 0,0163 sc
Lv (dias) SSR034 10 10,47+0,70a 14,79+1,06b 1123+1,11a 0,18 0,0228 sc
Firmeza SSR034 10 534+247ab 56,75+225b 4755+193a 0,18 0,0096 sc
SS (°Brix) SSR034 10 702+0,28a 7,02+0,28a 8,13+062b 0,15 0,0456 -1,00
Altura (cm) SSR1061 11 262+012b 259+0,11b 2,11+015a 0,21 0,0340 0,88
Forma SSR1061 11 0,89+0,01a 094+001b 086+0,02a 0,40 0,0008 sc
Firmeza SSR1061 11 60,89+4,98b 52,90+ 2,00a 50,05+3,23a 0,21 0,0363 -047

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum,
Media CP: valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas
para el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium, R*: fraccién de la variacién fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, d/a: grados de
dominancia, SS: contenido en sélidos solubles, Lv: vida poscosecha, a/b: indice de color, At: acidez titulable, sc: sin calculo. Letras

distintas indican diferencias significativas (p <0,05). Con gris se destacan las asociaciones detectadas con p <0,001.
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El andlisis de asociaciéon en la familia BC1S; (VII-91), permitié detectar
15 QTLs con un nivel de significancia menor al 5 %, de los cuales cuatro (27 %)
fueron significativos al 1 % y dos (13 %) lo fueron al 0,1 % (indicados en gris).
Varios marcadores estuvieron asociados a mas de un caracter fenotipico. El
porcentaje de variacion fenotipica explicada por los QTLs vario entre 15 % y 40

%.

La firmeza de los frutos presentdé cuatro SSR asociados (SSR288
(Crl), SSR128 (Cr6), SSR034 (Crl0) y SSR1061 (Cr1l)) que explicaron entre
el 18 y 32 % de la variacion fenotipica observada. En dos de ellos (SSR288 y
SSR1061) los alelos aportados por el progenitor cultivado aumentaron la media
del caracter de manera contraria a lo esperado segun los fenotipos de los
progenitores. En los QTLs restantes no hubo diferencias significativas entre los

genotipos homocigotas.

Para la altura de los frutos se encontraron dos QTLs localizados en los
cromosomas 1y 11, donde el efecto del alelo silvestre disminuy6 el valor medio

y cada uno explico el 21 % de la variacion fenotipica.

Dos QTL fueron detectados para el contenido en sélidos solubles.
Estuvieron ubicados en los cromosoma 1 y 10 y explicaron el 15 % de la
variacion fenotipica cada uno. El alelo silvestre mostré efectos opuestos en

cada uno de ellos, disminuyendo la media para el QTL ubicado en el Crl.

La vida poscosecha de los frutos pudo ser explicada por dos QTLs
localizados en los cromosomas 1y 10. Para el QTL del Cr10 no se observaron

diferencias significativas en la media de los individuos homocigotas, mientras
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que para el QTL del Crl los alelos cultivados tuvieron un efecto opuesto a lo

esperado, incrementando significativamente la media del caracter.

El SSR095 (Crl) estuvo asociado a diametro y peso presentando el
mismo efecto sobre la media del alelo CAIl que incrementd el valor de ambos
caracteres en los individuos homocigotas. EI QTL explico el 29 % de la

variacion fenotipica del diametro y el 23 % del peso de los frutos.

El indice de color a/b mostr6 un Unico marcador (SSR288, Crl)
asociado, cuyo alelo de LA722 aumenté significativamente valor medio del

caracter.

El QTL encontrado para el indice de forma de los frutos no sélo fue
quién mas explico la variacion fenotipica de un caracter (40 %) sino que

también fue uno de los mas significativamente asociado (p = 0,0008).

Finalmente, un Unico QTL fue detectado para At ubicado en el
cromosoma 5 que explico el 24 % de la variacion fenotipica y en el cual, el alelo
silvestre, incrementd los valores medios de acidez de los frutos en

concordancia con el fenotipo observado en los progenitores.

En el analisis de asociacion de los marcadores SSR con caracteres
fenotipicos en las cinco progenies BC1S; se encontraron seis nuevos QTLs dos
para pH y uno para altura, diametro, forma y firmeza del fruto con probabilidad

menor a 0,1% (Tabla I11-XVII).
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Tabla 1lI-XVII. QTLs detectados en progenies BC1S; con probabilidad

menor a 0,1 %.

Caracter Marcador Cr Media CC Media CP Media PP R? d/a Flia.BC;S,
pH SSR598 2 425+0,05a 4,52+0,03b 450+0,08b 0,38 0,0001 1,16 I-21
pH SSR032 2 427+0,05a 452+0,03b 450+0,08b 035 0,0002 1,17 21
Diametro (cm) SSR045 7 3,06 £0,20a 3,80+0,09b 3,27+0,08a 047 0,0003 scC VI-51
Altura (cm) SSR034 10 3,28+0,05c 2,86+0,11a 259+0,07b 048  0,0004 -0,22 VI-51
Firmeza SSR 288 1 60,43+432c 5358+1,27b 46,18+ 1,78a 0,32 ' 0,0007 0,04 V191
Forma SSR1061 11 0,89+0,01a 0,94+001b 0,86+0,02a 040 00008 sc VI-91

Cr: cromosoma, Media CC: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de S. lycopersicum, Media CP:
valor medio del caracter para individuos heterocigotas, Media PP: valor medio del caracter para individuos homocigotas para el alelo de LA722 de
S. pimpinellifolium, R*: fraccion de la variacion fenotipica explicada, p: probabilidad asociada, d/a: grados de dominancia, sc: sin calculo. Letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Con gris se destacan las asociaciones detectadas con p <0,001.
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En la Gltima columna de la Tabla IlI-XVII se indica la familia BC;S; en la
cual fue detectado el QTL. El porcentaje de variacion fenotipica explicada por
ellos varié entre 32 % y 48 %. Para el QTL encontrado para firmeza el alelo
aportado por el progenitor cultivado tuvo un efecto opuesto al esperado segun
los fenotipos de CAIl y LA722, mientras que no se observaron diferencias
significativas entre los individuos homocigotas para alelos de CAl y LA722 en

los QTLs detectados para diametro y forma.

El ANOVA a dos criterios de clasificacion para aquellos caracteres con
mas de un marcador asociado en cada una de las familias BC;S;, mostro
evidencias de epistasis entre los SSR295 (Cr2) y SSR327 (Cr8), ambos
asociados al contenido en sélidos solubles en la familia BC1S; (IX-14), y que
explicaron en conjunto el 63 % de la variacion fenotipica observada. De las 44
interacciones probadas para los QTLs encontrados, apenas el 2,27 %

evidencié interacciones significativas al 5 %.

La Tabla IlI-XVIII muestra el cuadro de andlisis de la variancia para
aguellas interacciones que resultaron significativas. Los efectos individuales de
los marcadores permanecieron significativos a pesar de estar afectados por la

epistasis detectada.
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Tabla IlI-XVIIl. Cuadro de andlisis de la variancia a dos criterios de

clasificacion para el contenido en sélidos solubles en la familia BC1S; (1X-14).

Caracter N R?
SS 30 0,63
F.V. G.L. CM F p
SSR 295 2 1,92 4,03 0,0323
SSR 327 2 3,82 8,01 0,0024
SSR295xSSR 327 3 2,08 4,36 0,0148
Error 22 0,48

N: nimero de plantas, R* coeficiente de determinacién del modelo, SS:
contenido en sdlidos solubles, F.V.: Fuente de variacion, G.L.: 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.
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l1l.C. Validacion de QTLs

La comparacion entre QTLs detectados en la generacion BC; y las
cinco familias BC;S; permitié la validacion de seis QTLs. Se validaron
marcadores asociados a altura, forma, peso, porcentaje de reflectancia (L), pH
y contenido en sdlidos solubles de los frutos, los cuales se muestran en las
primeras filas de la Tabla IlI-XIX, también se indica la generacion con la cual

cada QTL fue validado.

La comparacion entre progenies de plantas BC; autofecundadas
permitio detectar dos marcadores (SSR034 y SSR038) asociados los mismos
caracter en al menos dos familias los cuales se indican en la Tabla 1-XIX.
Estos marcadores presentaron asociacion con los siguientes caracteres de
calidad: indice de color a/b, acidez titulable (At) y contenido en sélidos solubles

(SS).

Unicamente los marcadores SSR288 asociado a pH, SSR038 asociado
a a/b y SSR034 asociado a forma, no presentaron el mismo efecto en las
generaciones donde se detectaron, aumentando o disminuyendo la media del

caracter para aquellos individuos que portaron el alelo silvestre de dicho QTL.

En la Tabla IlI-XIX se presentan los QTLs validados entre progenies
BC1S; y entre estas Ultimas y la generacion BC,;, como asi también el efecto

sobre la media del caracter que tiene el alelo silvestre.
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Tabla 11I-XIX. QTLs validados entre BC; y progenies BC1S; y entre

familias BC,S;. Efecto sobre el fenotipo del alelo del progenitor LA722 de S.

pimpinellifolium.

Caracter Marcador Generacion Efe::;:;elo
Altura SSR 596 10 BC; 0,0010  disminuye
Altura SSR 596 10 BC4S;(VI51) 0,0476  disminuye
Forma SSR034 10 BC, 0,0007  disminuye
Forma  SSR034 10 BC4S; (VIK51) 0,0495 e
Peso SSR220060 11 BC; 0,0303  disminuye
Peso SSR220060 11 BC4S;(IX-14) 0,0280  disminuye
L SSR211044 6 BC, 0,0344 aumenta
L SSR211044 6 BC,S,(VI51) 0,0556 aumenta
pH SSR 288 1 BC;, 0,0240  disminuye
pH SSR 288 1 BC4S; (VIF51) 0,0391 aumenta
SS SSR 080 11 BC; 0,0454 aumenta
SS SSR080 11 BC4S;(VIF31) 0,0182 aumenta
alb SSR 038 8 BC4S,(IX-14) 0,0028 i
alb SSR038 8 BC4S;(VI31) 0,0229  disminuye
At SSR 034 10 BC;S;(lll21) 0,0064 aumenta
At SSR 034 10 BC;S;(IX-14) 0,0021 aumenta
SS SSR034 10 BC4S; (VI51) 0,0125 e
SS SSR034 10 BC4S; (VIF91) 0,0456 wx

Cr: cromosoma, L: porcentaje de reflectancia, SS: contenido en sélidos solubles, a/b: indice de color,
At: acidez titulable.** Sin diferencias entre individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl) de

S. lycopersicumy el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium.
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La Tabla IlI-XX muestra los QTLs detectados en BC, que también fueron
encontrados en las demas generaciones segregantes evaluadas anteriormente.
Se indica la probabilidad asociada y el efecto sobre el caracter que tiene el

alelo silvestre.
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Tabla I1lI-XX. Validacion de QTLs detectados en la generacion BC, por
comparacion con las generaciones BC; y BC;S; y efecto sobre el fenotipo del

alelo del progenitor LA722 de S. pimpinellifolium.

Caracter Marcador Cr Generacion P Efe:::.; ; éelo
Peso SSR220060 11 BC4S4(IX-14) 0,0280  disminuye
Peso SSR220060 11 BC, 0,0303  disminuye
Peso SSR220060 11 BC, 0,0067  disminuye
Altura SSR220060 11 BC4S;(VIF31) 0,0409  disminuye
Altura SSR 220060 11 BC, 0,0023  disminuye
Altura SSR 596 10 BC4S4(VIF51) 0,0476  disminuye
Altura SSR 596 10 BC; 0,0010  disminuye
Altura SSR 596 10 BC, 0,0483  disminuye
Lv SSR 596 10 BC;S4(VIF51) 0,0480 aumenta
Lv SSR 596 10 BC, 0,0470 aumenta
Altura SSR318 10 BC, 0,0056 aumenta
Altura SSR 318 10 BC, 0,0483  disminuye

Cr: cromosoma, p: probabilidad asociada, Lv: vida poscosecha.
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Un QTL para peso localizado en el cromosoma 11 fue detectado en las
tres generaciones segregantes analizadas. En la generacion BC,, la asociacion
fue mas significativa. El alelo silvestre disminuyé la media del caracter en las

generaciones BC;S; (IX-14), BC; y BC..

Para la altura del fruto se validaron tres QTL, dos localizados en el
cromosoma 10 y el restante en el cromosoma 11. El QTL localizado en el
cromosoma 10 ligado al SSR596 fue detectado en las tres generaciones
segregantes. El efecto del alelo silvestre sobre la media del caracter fue
consistente entre las generaciones en las que se detectaron los QTLSs, con
excepcion del QTL ligado al SSR318 cuyo alelo silvestre disminuyo la media

del caracter en la generacion BC, y lo aumento en la BC;.

Finalmente se validé un QTL para vida poscosecha ubicado en el
cromosoma 10 cuyo efecto fue consistente entre generaciones. El alelo de
LA722 incrementd la vida poscosecha media de los frutos constituyendo un

QTL de importancia para la introgresion en el germoplasma de CAl.

En la Tabla 11I-XXI se encuentran resumidas las asociaciones detectadas
al 0,1 % en al menos una de las generaciones evaluadas, como asi también
aguellas asociaciones detectadas al 5 % que se encontraron en dos 0 mas
generaciones, ya sea BC3, BC;S; 0 BC,. En dicha tabla se indican el marcador
asociado a cada caracter y el cromosoma donde se encuentra localizado,
ademas se muestran las generaciones en las cuales fueron detectados y el
efecto del alelo silvestre sobre el valor medio del caracter. En gris se destacan
los SSR596 y SSR220060 asociados a altura y peso, respectivamente cuyos

efectos fueron consistentes a lo largo de las tres generaciones evaluadas. El
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SSR596 (Crl0) también resultod interesante, dada su asociacion con la vida
poscosecha de los frutos, siendo el alelo silvestre el que produce un aumento

del valor medio.

La Tabla IlI-XXI muestra, a modo de resumen, todas las asociaciones
detectadas en las tres generaciones segregantes evaluadas en esta

experiencia.
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Tabla [-XXI.

Asociaciones detectadas en

las tres generaciones

segregantes analizadas segun marcador y el efecto provocado por el alelo de

LA722 de S. pimpinellifolium.

::c::i(:g; Marcador Generacion Efecto del alelo de LA722
Firmeza SSR288 BC,S; disminuye
pH SSR 288 BC,/BC4S; disminuye/aumenta

2 pH SSR598 BC;S; aumenta
pH SSR032 BC,S, aumenta

3 Firmeza SSR601y SSR320 BC, aumenta

6 L SSR211044 BC,/BC,S; aumenta/aumenta

7 Diametro SSR045 BC,S, >
Diametro SSR038 BC, disminuye

8 Peso 038 BC, disminuye
a/b 038 BC,S,/BC4S; **Idisminuye
Forma SSR034 BC,/BC;S; disminuye/**
Altura SSR596 BC,/BC;S;/BC, disminuye/disminuye/disminuye
Peso SSR318 BC, disminuye
Altura SSR034 BC,S, disminuye

10 Firmeza SSR596y SSR318 BC, disminuye
At SSR034 BC,S,/BC4S; aumenta/aumenta
SS SSR034 BC,S,/BC;S; [
Lv SSR596 BC,/BC,S; aumenta/aumenta
Altura SSR318 BC,/BC, aumenta/disminuye
Forma  SSR1061 BC,S; i
SS SSR080 BC,/BC4S; aumenta/aumenta

f Peso SSR 220060 BC,/BC,S4/BC, disminuye/disminuye/disminuye
Altura SSR220060 BC,/BC,S, disminuye/disminuye

Cr: cromosoma, L: porcentaje de reflectancia, a/b: indice de color, At: acidez titulable, SS: contenido en sélidos
solubles, Lv: vida poscosecha.** Sin diferencias entre individuos homocigotas para el alelo de Caimanta (CAl)
de S. Ilycopersicum y el alelo de LA722 de S. pimpinellifolium. En gris se resaltan aquellas asociaciones
detectadas en las tres generaciones segregantes evaluadas. En negrita se indican aquellas generaciones
donde la asociacion entre el marcador SSRYy el caracter fenotipico fue detectada con p <0,001.
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En este Capitulo se observaron diferentes porcentajes de variacion
genética en cada familia BC;S; para cada uno de los caracteres de calidad
estudiados. También, nuevos QTLs con significado al 0,1 % fueron
encontrados que no fueron detectados ni en BC; ni en BC,. Ademas hubo

QTLs con efectos recesivos que fueron aportados por el progenitor silvestre.

Estos resultados permitieron validar varios QTLs por comparacion de las
asociaciones detectadas en las familias BC1S;, y que se habian observado en

las dos retrocruzas BC; y BC..
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DISCUSION

Se supone que el tomate ha sido domesticado a partir de los que
posiblemente fueron sus antecesores S. pimpinellifolium y/o S. lycopersicum
var. cerasiforme (Rick, 1976). Durante mucho tiempo los mejoradores han
explorado el germoplasma de tomate en su intento de crear variedades con
frutos cada vez méas grandes. Como resultado, existe una enorme diferencia en
el tamafio de los frutos de especies silvestre tal como S. pimpinellifolium y los
cultivares de S. lycopersicum, y se han descuidado aspectos relacionados con

la calidad del fruto de tomate como son la textura y/o el sabor.

Caracteres fenotipicos

En el presente trabajo todos los caracteres fenotipicos evaluados en
todas las generaciones segregantes mostraron variacion continua con ajuste a

la distribuciéon normal.

El genotipo silvestre LA722 de S. pimpinellifolium presentd frutos
significativamente mas pequefios que el genotipo cultivado CAI, con valores
medios de diametro, altura y peso mas bajos, caracteristicos de las especies
silvestres (Rick, 1976; Labate et al., 2007). El valor medio de la F; difirié de los
valores medios observados en los genotipos LA722 y CAl para cada uno de los
caracteres antes mencionados. Estos resultados concuerdan con estudios
clasicos en los cuales hibridos Fi, que resultan del cruzamiento entre una
especie de frutos grandes y otra de frutos chicos, exhiben tipicamente frutos
con pesos similares al progenitor de frutos pequefios. En consecuencia se ha
postulado que los alelos aportados por dicho progenitor son semidominantes

sobre los aportados por el progenitor de frutos grandes (Grandillo et al., 1999b).
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En concordancia con esto ultimo, la estimacion de los grados de dominancia
evidencio una dominancia parcial del genotipo silvestre para diametro, altura, y
peso de los frutos (Tabla I-1V). Estos resultados concuerdan ademas, con los
encontrados por Pratta et al. (2000) y Pereira da Costa et al. (2009a), quienes
observaron dominancia parcial para el peso en el mismo cruzamiento entre la
especie cultivada y silvestre. Por otro lado Weller et al. (1988) postularon que
en las especies silvestres existen poligenes dominantes responsables de la
reduccion del peso. Trabajos de genetistas clasicos han sugerido que entre 5y
20 genes estarian involucrados en la herencia del peso del fruto de tomate

(Powers, 1941; Fogle y Currence, 1950; Ibarbia y Lambeth, 1969).

Los frutos de tomate exhiben formas y tamafos diversos que van desde
los pequefios y redondos a los grandes y alargados. Los genotipos
progenitores estudiados aqui, difirieron significativamente para la forma de los
frutos, presentando el genotipo cultivado menor indice de forma, evidenciado
por frutos mas aplanados que los denominados tipo platense (Foto I-2). La F;
no presento diferencias con LA722, con valores cercanos a uno, lo cual indica
frutos con altura y didmetro similares, que se traduce en frutos esféricos. A
través del calculo de los grados de dominancia se encontr0 dominancia

completa de LA722 sobre CAl para dicho caracter.

Otro caracter importante desde el punto de vista comercial, y que es
abordado en este trabajo, es la vida poscosecha de los frutos. En S.
lycopersicum se conocen algunos genes mutantes como rin (ripening inhibitor)
o nor (non ripening) que prolongan la vida poscosecha de los frutos pero
ademas ejercen efectos pleiotropicos indeseables sobre otros componentes de

calidad. Zorzoli et al. (2000); Pereira da Costa et al. (2009a) y Rodriguez et al.
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(2010) han demostrado la utilidad de las especies silvestres para incrementar la
variabilidad genética y como fuentes alternativas de genes que alargan la vida
poscosecha sin los efectos indeseables que provocan sobre caracteres de
calidad los genes rin o nor. En este trabajo los genotipos progenitores fueron
significativamente distintos para la vida poscosecha de los frutos, siendo el
progenitor LA722 el de mayor valor (Lv = 15,26 + 0,60). La F; no mostré
diferencias significativas con el progenitor silvestre y los grados de dominancia
indicaron dominancia completa hacia LA722 para Lv. Estos resultados
concuerdan con los presentados por Zorzoli et al. (2000) y avalan la idea de
que las especies silvestres y en particular S. pimpinellifolium serian recursos
genéticos alternativos para los programas de mejoramiento en los que se

intenta prolongar la vida poscosecha.

En un primer momento se pensd que el ablandamiento de los frutos
estaba relacionado con la vida poscosecha de los frutos y que esto dependia
exclusivamente del metabolismo de la pared celular. Sin embargo recientes
estudios moleculares han demostrado que otros factores como la turgencia y la
estructura de la cuticula son también importantes para la prolongacion de la
vida poscosecha (Saladié et al., 2007; Matas et al., 2009). La firmeza
observada en los frutos de S. pimpinellifolium fue significativamente mas alta
que en los frutos de CAIl. Mientras que la F; entre ellos mostré valores
intermedios, evidenciando aditividad ya que el valor encontrado (d/a = -0,09),
no difirié significativamente de cero. Sin embargo Rodriguez et al. (2010)
encontraron resultados opuestos al trabajar con un cruzamiento entre el tomate
cultivado CAl y el tomate cherry, siendo este ultimo genotipo el que presento

mayor vida poscosecha pero con menor firmeza.
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Es un hecho conocido que el sabor de los frutos de tomate tiene una
estrecha relacion con el contenido en solidos solubles, el pH y la acidez
titulable. Los constantes intentos en mejorar caracteres relacionados con el
tamafio de los frutos del tomate, han relegado a un segundo plano los
caracteres relacionados con la calidad. Existen varias accesiones de fruto
pequefio con alto contenido en sdlidos solubles que fueron utilizados como
progenitores en distintos programas de mejoramiento. Estos incluyeron
accesiones de S. chmielewskii (Chetelat et al., 1995), S. habrochaites (Hadas
et al., 1995; Schaffer et al., 1998) y varios tomates cherry (Saliba-Colombani et
al., 2001). En el presente estudio, contrariamente a lo expresado en trabajos
anteriores (Rick, 1979; Poysa, 1993; Rodriguez et al., 2006), no hubo
diferencias significativas entre CAl y LA722 para el contenido en solidos
solubles y por este motivo no fue posible obtener la estimacién de los grados
de dominancia. La F; entre estos genotipos mostrd valores significativamente
mayores que los progenitores. Georgelis y Scott (2006) encontraron interaccion
genotipo x ambiente para el contenido en solidos solubles, siendo los genotipos

con mas alto contenido en soélidos solubles los mas afectados.

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en el mejoramiento
de componentes nutricionales dado su importancia en la dieta humana. Un
componente beneficioso que recientemente ha generado el interés de los
consumidores es el carotenoide licopeno. Este compuesto es el que le da el
color rojo a los frutos de tomate y es un fuerte antioxidante y precursor de la
produccion de a y B-carotenos. Hyman et al. (2004) desarrollaron una rapida
forma de estimar el contenido de licopeno mediante parametros de color y

encontraron una relacién lineal entre el indice de color (a/b)*° y el contenido en
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licopeno. Los valores de a/b entre los genotipos progenitores fueron
significativamente distintos, siendo el tomate silvestre el que presentd los
valores mas altos (a/b = 1,42 + 0,02). Valores altos de este caracter indican
frutos mas rojos y con mayor contenido en licopeno. La F; no presento
diferencias estadisticamente significativas con el progenitor silvestre,
evidenciando asi una accion génica de dominancia completa de LA722.
Resultados similares fueron encontrados por Rodriguez et al. (2010) para un
cruzamiento entre el cultivar Caimanta y una accesion del tomate cherry, en la
cual este ultimo mostré valores mas altos de a/b que CAIl y el mismo patrén de
herencia que en este estudio. Otro caracter evaluado para la determinacion del
color es el parametro L que mide el porcentaje de luz reflejada, pudiendo variar
entre 0 % y 100 %. Valores altos de L indican frutos mas brillantes. Para el
caso de los genotipos estudiados la especie silvestre presentd valores mas
bajos de L en comparacién con el genotipo cultivado. En este caso en particular
se observo sobredominancia (d/a = -2,30) hacia los valores mas bajos, dado
qgue la F; mostrd valores de L menores que los observados en LA722. Valores
mas bajos de L en relacién al genotipo cultivado fueron encontrados por
Rodriguez et al. (2010) en un tomate cherry. Segun Saks y Francis (2001), el
ideotipo de color consiste de valores altos de a/b y bajos de L. En funcion de
esta observacion la accesién de S. pimpinellifolium seria un buen material de
partida para un programa de mejoramiento en el cual se intenta mejorar el

color.

El sabor de los frutos de tomate depende principalmente del contenido
de azlcares y acidos (Stevens et al., 1977) por lo que un correcto balance

entre ellos se traduce en un buen sabor. Es decir que para un nivel dado de
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azucares se corresponde a un contenido optimo de &cidos (Malundo et al.,
1995). Fulton et al. (2002), han encontrado que el pH de los frutos esta
determinado principalmente por el contenido de acido citrico y acido malico,
dado que estos compuestos presentaron una alta correlacion con el pH. En el
caso de los genotipos cultivado y silvestre, en esta experiencia, no se
encontraron diferencias significativas para este caracter, asi mismo tampoco se

encontraron diferencias con la F; entre ellos.

Algunos autores han informado que la relacion entre el contenido en
solidos solubles y la acidez titulable es de importancia pues permite definir
diferencias en el sabor entre cultivares (De Bruyn et al., 1971; Stevens, 1972).
Otros sugieren que el sabor del tomate puede ser mejorado aumentando el
contenido en solidos solubles y acidos de los frutos (Stevens et al., 1977; Jones
y Scott, 1983). Generalmente un aumento en estos dos compuestos organicos
resulta en un incremento de la intensidad del sabor. Para el caso de la acidez
titulable (At) se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
CAl y LA722. El valor medio encontrado en la F; se ubicé entre los
progenitores y fue significativamente diferente de ellos, sugiriendo dominancia
parcial de CAl, avalado por el grado de dominancia encontrado (d/a = - 0,46) y

gue fuera significativamente distinto de cero.

Respecto al estudio de los caracteres fenotipicos en la generacién
segregante BC,, originada a partir del cruzamiento de la F; con el progenitor
cultivado que fuera utilizado como progenitor recurrente, y en concordancia con
observaciones realizadas en estudios previos (lbarbia y Lambeth, 1969;
Tanksley et al., 1982; Paterson et al., 1988), el peso de los frutos mostro en su

distribucion asimetria hacia el progenitor silvestre. Para el didmetro de los
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frutos, los individuos se distribuyeron cercanos al valor de la F; de modo que la
recuperacion de parte del genoma de CAI en la retrocruza compenso el efecto
de dominancia parcial del genotipo silvestre. Sin embargo la distribucion de
frecuencias para la altura de los frutos mostré un desplazamiento en la BC;
hacia el progenitor cultivado, siendo asi mas importante el efecto de la
recuperacion del genoma de CAI para este caracter. Esto demuestra que el
desplazamiento de la distribucién de frecuencias en la generacion BC; para un
caracter dado, no solo depende de los grados de dominancia sino también de
la proporcion del genoma del progenitor recurrente. Grandillo y Tanksley (1996)
observaron el mismo comportamiento para el peso de los frutos en la
distribucion de frecuencias fenotipicas de una BC; que fue generada por un

cruzamiento con la misma especie silvestre.

Por otro lado la dominancia completa exhibida por el progenitor silvestre
para la forma y vida poscosecha de los frutos se evidenci6 por el sesgo de las
distribuciones de estas variables en la BC; (ver Figura I-2). Pereira da Costa et
al. (2009a) encontraron que es posible obtener variancia genética para el peso
y vida poscosecha de los frutos a través de hibridaciones con especies
silvestres. En esa experiencia observaron que en la generacion F, y en ambas
retrocruzas hacia los progenitores (también obtenidas a partir del cruzamiento
entre Caimanta y la accesion LA722 de S. pimpinellifolium) se encontraron
diferencias en la distribucion para estos caracteres, lo que indicaria que los
progenitores aportan distintos alelos que estan segregando en dichas
generaciones. Resultados similares también habian sido sugeridos por Pratta

et al. (2000) y Rodriguez et al. (2006).
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Similar tendencia pudo observarse para la firmeza, aunque la media en
la generacion BC; estuvo mas cercana al punto medio entre los progenitores,
hecho coincidente con el grado de aditividad encontrada (Tabla I-1V, Figura 1-2).
La distribucion para parametros de color como L y a/b presentaron un
desplazamiento hacia el genotipo cultivado, contrariamente a lo esperado por
Sus acciones génicas estimadas previamente, sugiriendo un efecto importante
sobre estos caracteres del genoma recuperado de CAl y dominancia parcial del
genotipo cultivado para dichos parametros (Figura 1-2). En el caso del
contenido en solidos solubles y pH, para los cuales no se encontraron
diferencias significativas entre los progenitores, se observo una apertura de la
variacion fenotipica en la generacion BC;. Esto podria deberse a que, por
efecto de la recombinaciéon, habria nuevas combinaciones de loci que
participan en la determinacion del caracter provocando la presencia de nuevos
fenotipos que amplian la variacidbn observada. Rodriguez et al. (2006)
demostraron que la recombinacion producida durante el proceso de obtencién
de RILs a partir de un cruzamiento interespecifico entre estos mismos
progenitores origind lineas con pH inferior a los progenitores. La distribucion de
frecuencias para At en la generacion BC; concuerda con la dominancia parcial
gque se estimara a partir de los progenitores, y que produjo en la distribucion

fenotipica un sesgo hacia CAI.

El célculo del porcentaje de variacidn genética que se estimé en la
retrocruza, si bien no se realizé en una generacion F», aporta una idea acerca
de cuanto de la variacion fenotipica observada se debi6 a la variacion genética
del caracter en esta generacion de retrocruza. Todas las variables analizadas

presentaron valores de % VG relativamente altos, con excepcion de Lv (% VG

Introgresion de regiones genémicas... 205



Discusion

= 30) (Tabla 1-V). Si bien estos parametros son propios de cada poblacion y
ambiente, estos resultados son similares a los presentados por Pereira da
Costa et al. (2009a) que informaron una heredabilidad en sentido amplio para
Lv de 35 % para un cruzamiento entre CAl y LA722 y que el mayor
componente de la variacidn genética fue la variancia aportada por los efectos
aditivos de los genes (heredabilidad en sentido estricto de 0,52). Estos valores
sugieren entonces que seria posible realizar seleccion para este caracter a fin
de aumentar su valor medio. Probablemente una explicacion para el bajo valor
de VG observado en esta experiencia seria la generacion utilizada y el tamafio
de la misma (74 plantas, 1534 frutos). Sin embargo, Pratta et al. (2011b)
encontraron valores bajos (menor a 0,25) de heredabilidad en sentido estricto
para la vida poscosecha de los frutos, estimados a partir del ANOVA, al evaluar
este caracter en 16 RILs de tomate derivadas a partir del cruzamiento entre el
cultivar Caimanta y la accesion LA722 de S. lycopersicum. Generalmente una
generacion BC; no es la mas adecuada para el célculo de este parametro pues
en las retrocruzas soélo hay dos genotipos posibles (homocigotas para alelos
del padre recurrente y heterocigotas) para cada uno de los loci que determinan
un caracter dado, por lo tanto la variancia genética seria subestimada debido a

la ausencia de homocigotas para alelos del progenitor donante.

En la generacion BC, no se calcularon los porcentajes de variancia
genética dado que este tipo de generaciones (BC) no son las mas adecuadas
para hacerlo y el numero de plantas evaluadas no fueron suficientes para

determinar con precision dicho parametro.

Con respecto al otro tipo de generacion utilizada, las autofecundaciones

de las BCy, los rangos de variacion de cada uno de los caracteres evaluados
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en las cinco familias BC.S; (Tabla IlI-V) demuestran la variabilidad genética
generada a partir de la autofecundacion de estas plantas BC;. A diferencia de
la variabilidad que puede observarse en una BC, la autofecundacion de BC
permite la expresion de la recombinacion entre loci en ambos gametos
progenitores incrementando de esta manera la variabilidad y que por
consiguiente la misma pueda ser expresada. Ademas cada familia se origing a
partir de plantas BC; con diferentes porcentajes del genoma de CAI
recuperado, lo que significa que diferentes fracciones del genoma de LA722
estarian segregando en distintas proporciones. Esto probablemente explica las
diferencias encontradas en el célculo de los porcentajes de variancia genética,
donde por ejemplo en la familia BC1S; (IX-14) el % VG observado fue
relativamente menor que en las restantes familias (Tabla IlI-VI). La BC1S; (IX-
14), al igual que la familia BC;S; (VII-51) se origin6 a partir de plantas BC; con
el mayor porcentaje de CAl recuperado, 83 % y 82 %, respectivamente (Tabla
[I-11). Por lo tanto un menor % VG estaria en correspondencia con el mayor
porcentaje recuperado del padre recurrente y por ende con mayor posibilidad

de homocigosis.

Para el resto de las familias, si bien el porcentaje de CAI recuperado es
similar, no significa que sean las mismas regiones del genoma las que se
hayan recuperado y en consecuencia la fraccion de germoplasma silvestre que
se encuentra segregando en cada una ellas es distinta. Por esta razon la
proporcion de loci que controlan los distintos caracteres es distinta en cada
BC1S;, y resulta logico encontrar bajos % VG dado que se han fijado alelos del

padre cultivado.
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Correlaciones fenotipicas significativas (p < 0,01) fueron encontradas
entre varios caracteres en la generacion BC;. Entre ellas se encontraron: el
diametro con la altura y peso de los frutos (r = 0,77; p < 0,001y r=0,97; p <
0,001, respectivamente) (Tabla I-VI). Estas correlaciones pueden darse como
consecuencias de efectos pleiotrépicos y concuerdan con aquellas encontradas
por Grandillo y Tanksley (1996). La forma y la acidez titulable estuvieron
correlacionados negativamente (r = -0,42; p < 0,01). Se observaron
correlaciones negativas entre forma y diametro (r = -0,49; p < 0,001) producto
probablemente de la relaciobn matematica que vincula una variable con otra y
entre forma y peso (r = -0,39; p < 0,001) que concuerda con lo observado en
los progenitores. Es decir, frutos con mayor peso tuvieron menor indice de
forma (frutos mas aplanados) como el genotipo cultivado. Los parametros de
color L y a/b estuvieron negativamente correlacionados (r = -0.65; p < 0,001),
esperable de acuerdo con los fenotipos de los progenitores, donde frutos mas
rojos (mayor a/b) y menos brillantes (menor L) se observaron en el genotipo
silvestre. El pH y la acidez titulable se correlacionaron negativamente (r = -0,56;
p < 0,001) lo que estaria indicando que el acido citrico seria el principal
contribuyente al pH dado que cuanto mayor es At (acidez titulable, mayor
cantidad acido citrico) menor es el pH. Estos resultados concuerdan con los
expuestos por Fulton et al. (2002), quienes detectaron el mismo tipo de
correlacion entre el contenido en acido citrico y el pH de los frutos. El pH
ademas estuvo correlacionado positivamente con el contenido en solidos
solubles (r = 0,49; p < 0,001). Esta correlacién resultaria interesante dado que
diversos trabajos sugieren que el sabor del tomate puede ser mejorado si se

aumenta el contenido en solidos solubles y acidos de los frutos (Stevens et al.,
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1977; Jones y Scott, 1983). Generalmente un aumento en estos valores resulta
en un incremento en la intensidad del sabor. Otro hecho interesante entre las
asociaciones fue que la vida poscosecha y la firmeza de los frutos no tuvieron
una correlacion significativa entre ellos ni con los otros caracteres ya que el
genotipo LA722 fue el que tuvo una mas larga vida poscosecha y a su vez una
mas alta firmeza. Estos resultados no indicarian una relacion entre Lv con el
metabolismo de la pared celular sino que serian el resultado de otros
mecanismos que tienen lugar en el pericarpio del fruto, hecho que también

fuera sugerido por Rodriguez et al. (2010).

Marcadores moleculares

Actualmente una biotecnologia que ofrece amplias posibilidades de ser
incorporada para hacer mas eficiente un programa de mejoramiento genético
es la utilizacién de las técnicas de marcadores moleculares. Es un hecho
conocido que mediante el uso de marcadores moleculares se puede aumentar
la eficiencia de la seleccién fenotipica practicada en los programas de

mejoramiento.
Marcadores polipeptidicos

Entre los marcadores moleculares eficientes para los programas de
mejora se encuentran los perfiles polipeptidicos que han sido exitosamente
utilizados en diversas especies (Hamada, 1998; Del Luca et al., 2000; Garello
et al., 2000). Aunque son menos polimérficos que los marcadores de ADN
podrian brindar rapidamente informacién sobre la presencia de variabilidad
genética para caracteres que estarian asociados a distintos aspectos que

hacen a la calidad de los frutos.

Introgresion de regiones genémicas... 209



Discusion

Segun Grierson y Tucker (1983), la sintesis proteica parece ser un
componente esencial en el proceso de madurez de los frutos. Por lo tanto, la
obtencion de fracciones polipeptidicas por medio de SDS-PAGE se convierte
en un método sencillo y relativamente poco costoso que en una primera etapa
permitiria caracterizar, seleccionar y manejar material genético exotico (Bretting
y Widrlechner, 1995). Si bien existen antecedentes en los que se han
caracterizados genotipos uniformes de tomate en diferentes estados de
madurez por la técnica de SDS-PAGE (Biggs et al., 1986; Rose et al., 2000;
Pratta et al.,, 2001; Jagadeesh et al., 2004) esta metodologia ha sido muy
pocas veces utilizada en generaciones que presentan variabilidad genética tal
como son las generaciones segregantes (Rodriguez et al. 2008; Pereira da
Costa et al. 2011) y nunca fueron utilizadas en una primera retrocruza de
tomate. Por lo tanto en una generacién BC; la co-segregacién de polipéptidos
polimorficos con caracteres de calidad de frutos permitiria detectar posibles

asociaciones genéticas.

El primer paso para la utilizacion de los perfiles de polipéptidos totales
de pericarpio de frutos de tomate como marcadores moleculares es la
caracterizacion en los genotipos progenitores y F;. El andlisis de estos perfiles
en los genotipos progenitores permitio la deteccion de 27 bandas al estado
verde maduro (VM) y 28 al estado rojo (RR) (Tabla I-VIl). Gallo et al. (2010)
encontraron un numero levemente menor de bandas tanto al estado VM como
RR en los mismos genotipos. Estas diferencias pueden deberse tanto a una
diferencia en la resolucion de los geles de poliacrilamida como a diferencias
ambientales dado que segun Carbone et al. (2005), el desarrollo del fruto del

tomate es el resultado de varios cambios fisioloégicos controlados por sefales

Introgresion de regiones genémicas... 210



Discusion

hormonales y ambientales. Un nivel de polimorfismo similar entre CAl y LA722
fue observado al estado VM (70 %) y al estado RR (64 %), también levemente
superiores a los informados por Gallo et al. (2010) atribuible al menor nimero
de bandas detectadas y en consecuencia a una posible pérdida de
polimorfismo. Al comparar CAl con la F; se encontraron 27 bandas y 33 % fue
el porcentaje de polimorfismo entre ellas al estado VM (Tabla I-VIl). En el
mismo estado de madurez se detectaron 26 bandas cuando se comparo la F;
con LA722 y siendo el polimorfismo mayor (50 %). Si bien estos resultados no
concuerdan con los informados por Gallo et al. (2010) si habria una
concordancia con el aumento de la cantidad de polipéptidos encontrados en F;
y en consecuencia con la aparicion de bandas de novo. La aparicion de bandas
con comportamiento de novo no es exclusivo de este cruzamiento, dado que
Pereira da Costa et al. (2011) encontraron el mismo tipo de comportamiento al
comparar los perfiles polipeptidicos de pericarpio de frutos en la F; de un
cruzamiento entre Caimanta y la especie S. lycopersicum var. cerasiforme.
Resultados similares fueron encontrados en estudios de expresion génica en
tomate asi como en otras especies (Fender y O’Connell, 1990; Kitagawa et al.,
2005; Wang et al., 2006). Por ejemplo, Fender y O’Conell (1990) demostraron
que en la F; entre S. lycopersicum y S. pennellii no estaban los polipéptidos
presentes en ambos progenitores para las proteinas relacionadas al shock
térmico (HSPs) sino que la F; presentd todas las HSPs pertenecientes al
progenitor S. pennellii y algunas, pero no todas, de las HSPs pertenecientes a
S. lycopersicum. Estos perfiles polipeptidicos particulares que presentan los
genotipos hibridos podrian deberse a interacciones que resultan de la

contribucion genética de ambos progenitores o bien a la alteracion de los
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mecanismos transcripcionales y/o pos-transduccionales que tendrian lugar en
el background genético del hibrido. Al comparar los resultados de Pereira da
Costa et al. (2011), el nimero de bandas detectadas en CAl fue similar a los
encontrados en esta experiencia para ambos estados de madurez, aunque el
porcentaje de polimorfismo fue menor. En el estado rojo, un 15 % de
polimorfismo fue observado al comparar CAl y Fi1, habiéndose detectado un
total de 20 bandas (Tabla I-VIl). Cuando se compar6 LA722 y la F; el
porcentaje de polimorfismo fue mayor (54 %) con un total de 28 bandas. Las
bandas de 64 y 38 kDa fueron detectadas uUnicamente en el estado VM,
mientras que las bandas de 92 y 47 kDa fueron exclusivas del estado RR
(Tabla I-VII). La presencia de bandas exclusivas de cada estado fue también
observado por Pereira da Costa et al. (2011) y de hecho Gallo et al. (2010)
observaron que los perfiles polipeptidicos del pericarpio del fruto de tomate en
los estados verde maduro Yy rojo maduro permitieron identificar
inequivocamente estos dos estados de la madurez de los frutos de tomate al
estudiar 18 RILs.

Al evaluar una generacion segregante (BCi) de un cruzamiento entre
dos lineas puras diploides, significa que como maximo se analizan dos alelos
por locus. De ese modo se puede seguir el efecto del polipéptido aportado por
el progenitor silvestre en el background del genotipo cultivado. A su vez fue
posible considerar los perfiles polipeptidicos de los progenitores como testigos
del experimento, descartando para el analisis las bandas que no mostraron
robustez.

En el estado verde maduro se encontraron seis bandas que presentaron

un comportamiento mendeliano entre los progenitores (Tabla I-XI), es decir
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bandas que se encuentran presentes en LA722 y ausentes en CAl y que luego
aparecen en la F;. Estas bandas fueron de interés ya que son las que se
probaron para segregacion 1:1 en la generacion BC; y que luego fueron
probadas para su asociacion con caracteres de calidad.

Aquellas bandas que presentaron segregacion mendeliana en la
generacion BC; (54 kDa, 45 kDa y 38 kDa, en estado verde maduro y 66 kDa y
54 kDa en estado rojo) analizadas a través del test de y? fueron utilizadas para
probar la asociacion con los caracteres de calidad. Algunas bandas no
presentaron segregacion 1:1 en la BC,, probablemente debido a la distorsion
en la segregacion. Las bandas con distorsion en la segregacion no se tuvieron
en cuenta para el analisis de asociacion pudiendo haber perdido informacién
(Rose et al., 2004). Este hecho también fue observado por Pereira da Costa et
al. (2011), quienes observaron bandas que no se ajustaron a la proporcion 3:1
esperada para un marcador dominante en una generacion F.

Los resultados encontrados indican la existencia de una amplia variacion
genética para la presencia de polipéptidos en estos dos estados fisioldgicos de
la madurez del fruto y confirman la importancia de la eleccién de genotipos
progenitores con diferencias significativas en su comportamiento para
caracteres que afectan la calidad del fruto.

En el andlisis de los perfiles polipeptidicos para el estado VM la banda
de 54 kDa estuvo asociada (p < 0,05) al pH y firmeza de los frutos (Tabla I-XII).
La presencia de la banda de origen silvestre aument6 el valor medio de firmeza
en aqguellos individuos que la presentaron, lo cual es esperable de acuerdo con
el fenotipo observado en los progenitores, ya que el genotipo silvestre mostré

mayor firmeza que el cultivado (Tabla I-1V). En todo programa de mejoramiento

Introgresion de regiones genémicas... 213



Discusion

del tomate, 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. El bajo valor de R? (R* = 0,08) encontrado es esperable
para un caracter cuantitativo, ya que muchos loci con efectos menores
contribuyen al fenotipo final y la variacibn ambiental afecta mas a la herencia
poligénica del caracter. Por otro lado, Kearsey y Pooni (1996) sugirieron que la
relativamente baja proporcion de variacion fenotipica explicada por un
marcador molecular indicaria que los efectos génicos aditivos no son
predominantes en la expresion de los caracteres. Pereira da Costa et al. (2011)
encontraron una banda de 75 kDa en VM aportada por el progenitor cultivado
(CAIl) asociada a un aumento de la firmeza y una reduccion de la vida
poscosecha de los frutos, al evaluar una generacion F, obtenida a partir del
cruzamiento con una accesion del tomate cherry. La no deteccion de este
polipéptido de 75 kDa en el presente trabajo, se debe posiblemente a que las
bandas con origen en CAI (progenitor recurrente) no segregaron en la BC; lo
que impediria su deteccion. Por otro lado, diferentes tipos de generaciones
segregantes presentan diferentes tipos de segregaciéon y por lo tanto
determinarian diferentes frecuencias génicas, por lo que la deteccion de los
marcadores puede estar distorsionada por efecto de estas diferencias de
frecuencias. Si bien son necesarios otros estudios para validar estos QTLS,
estos resultados indican que tanto el genotipo cultivado como el silvestre
presentan QTLs que tiene un efecto deseado sobre el fenotipo buscado y que
la introgresion de estas secuencias de LA722, en el genotipo cultivado,

contribuirfa a un aumento en el valor medio de la firmeza.
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Con respecto a la asociacion del polipéptido de 54 kDa con el pH de los
frutos en estado VM se observo una reduccion de este caracter en aquellos
genotipos que la presentaron (Tabla I-XII). El porcentaje de variacion fenotipica
atribuible a la presencia de la banda fue de 11 %. Estudios derivados de esta
experiencia realizados por Vega et al. (2010) en los que se llevaron a cabo
analisis proteémicos por la técnica de electroforesis en dos dimensiones
demostraron que este polipéptido presenta elevada homologia con la

subunidad a de la ATPasa cloroplastica.

En el estado verde maduro se detectdé una banda de 45 kDa asociada a
altura, forma y vida poscosecha. En forma contraria a lo esperado de acuerdo a
los fenotipos observados en los progenitores, la presencia de la banda
evidencié un aumento de la altura de los frutos en los individuos BC; que la
presentaron. La presencia de la banda produjo frutos mas altos con mayor
indice de forma (més redondos) y con mas alta vida poscosecha. Varios QTLs
para altura y forma de fruto se han informado en los ultimos 15 afios (Grandillo
et al., 1996; Gonzalo y van der Knaap, 2008). El polipéptido de 45 kDa
aportado por LA722 ejerce un efecto sobre la forma del fruto en la direccién
esperada, haciendo el indice mas grande, y por ende frutos mas redondos. El
efecto es ejercido principalmente sobre la altura de los frutos dado que la
asociacion resulté significativa con este caracter (Tabla I-XII). Esta observacion
daria indicios de efectos pleiotropicos de esta banda sobre dichos caracteres.
Sin embargo no se observaron correlaciones significativas entre altura y forma,
aunque si la hubo con el diametro (r = -0,49, p < 0,001) (Tabla I-VI), sugiriendo
la existencia de otros QTLs que afectan estos caracteres, no detectados en

este experimento. Esta banda de 45 kDa resulta particularmente importante
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dado que el efecto que ejerce sobre los caracteres a los que se encuentra
asociado es el buscado como ideotipo de tomate (frutos grandes con larga vida
poscosecha y buena calidad) en los programas de mejoramiento. Ademas
ninguno de estos caracteres mostré correlaciones significativas indeseadas con
otros caracteres, excepto la forma, que estuvo correlacionada negativamente
con el peso de los frutos (Tabla I-VI). De mantenerse estas correlaciones
fenotipicas en las siguientes generaciones podria convertirse, dicho
polipéptido, en un putativo marcador para caracteres fenotipicos para ser

usado en un proceso de seleccién asistido por marcadores.

En estado rojo se detect6 una Unica banda (66 kDa) asociada a pH cuya
presencia disminuy6 el valor medio de los individuos que la portaron (Tabla I-
XIl). Esto es coincidente con los resultados que encontraron Pereira da Costa
et al. (2011) con un polipéptido de 30 kDa proveniente del genotipo silvestre S.
lycopersicum var. cerasiforme cuya presencia estuvo asociada con una

disminucién del pH.

Si bien existen pocos trabajos donde se utlizan los perfiles
polipeptidicos de pericarpio de fruto como marcadores moleculares, estos
resultados son promisorios, y convierten a esta técnica en una alternativa para
el estudio de generaciones segregantes en busqueda de QTLs para caracteres

de calidad de frutos.

Marcadores SRAP
En este trabajo se utilizaron dos tipos de marcadores moleculares de
ADN, SRAP y SSR. Cuatro combinaciones de cebadores de SRAP evaluados

en los genotipos progenitores y la F; resultaron polimérficas (Tabla I-1X). El
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porcentaje de polimorfismo encontrado en este trabajo es similar al observado
por Ruiz et al. 2005, al analizar 13 combinaciones de cebadores de SRAP en
distintas especies de tomate. Se detectaron dos bandas de novo en las
combinaciones 1 y 4 (una por cada combinacion), las cuales se mostraron
presentes en la generaciéon Fi1, no habiéndose detectado en ninguno de los
progenitores. Una banda (400 pb) encontrada en la combinaciéon 3 mostré un
comportamiento similar mientras que otra (200 pb) estuvo presente en CAl y
ausente en la F; (Tabla I-VIIl). Las bandas de novo serian indicadores quizas
de nuevas fracciones genéticas que aumentan los niveles de polimorfismos,
pero que al no utilizar los SRAP en las siguientes generaciones no hay
posibilidad de verificar si son artefactos de las técnica. Las combinaciones 1y 2
resultaron las mas polimérficas mientras que la combinacién 4 presento el
mayor nimero de bandas totales encontradas.

Las cuatro combinaciones de SRAP ensayadas en progenitores y F;
fueron seleccionadas en base al alto polimorfismo que evidenciaron para ser
evaluadas en la generacion BC;. Entre las cuatro combinaciones de SRAP se
detectaron 52 bandas, con un promedio de 13 bandas por combinacién de
cebadores resultados que son similares a los encontrados por Ruiz et al., 2005,
quienes detectaron en promedio 14 fragmentos por combinacion. El nUmero de
bandas detectadas por combinacion de cebadores es también similar al
encontrado por Li y Quiros (2001) para diferentes cultivares de Brassica
oleracea. Por otro lado el numero promedio de fragmentos amplificados y el
porcentaje de polimorfismo encontrado por Ferriol et al. (2003) al estudiar 69
accesiones de Cucurbita pepo también fueron similares a los del presente

trabajo. Del total de bandas detectadas entre progenitores, 15 (29 %) bandas
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de origen silvestre mostraron un patrén de segregacion mendeliano. Es decir
fragmentos amplificados en el progenitor silvestre LA722 que no aparecieron
en CAl y si lo hicieron en F;. Estas bandas fueron importantes al igual que para
proteinas, porque fueron probadas en la generacion BC; para su segregacion
mendeliana (1:1) esperada. Unicamente seis bandas segregaron en forma
mendeliana en la generacion BC; y fueron utilizadas para probar su asociacion
(Tabla I-XIIl). Estas bandas tendrian singular importancia, dado que su
asociacion con caracteres fenotipicos permitiria evaluar el efecto de los
fragmentos cromosomicos del progenitor donante introgresados en el
germoplasma de CAI.

Al estudiar la BC; con marcadores de SRAP, se encontrd un fragmento
de 397 pb originado a partir de la amplificacion con la combinacion 3 de
cebadores asociado a tres caracteres fenotipicos: parametro de color L (p <
0,01), firmeza y acidez titulable (p < 0,05) (Tabla I-XIV). Para los dos ultimos
caracteres el segmento de ADN aportado por el progenitor silvestre tuvo un
efecto esperado sobre el valor medio en aquellos individuos que presentaron la
banda. Por el contrario, para el parametro de color L, la presencia de la banda
incrementd dicho caracter de forma contraria a los esperado segun los
fenotipos observados en los progenitores. En el caso del fragmento de 134 pb
originado en la combinacion 2 de cebadores, el efecto también fue el esperado
y la presencia de la banda aumento el contenido promedio en solidos solubles
en aquellas plantas BC; que portaron dicha introgresién. Dado que los SRAP
amplifican secuencias de ADN que se expresan (Li y Quiros, 2001), estos
segmentos cromosomicos introgresados contendrian secuencias expresadas

en LA722 pero que no se encuentran en CAIl. La secuenciacion de las bandas
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polimorficas encontradas permitiria determinar si se corresponden con
variantes alélicas de un mismo gen o corresponden a secuencias exclusivas
del genotipo silvestre. Por otro lado existen antecedentes en los cuales se han
secuenciado bandas de SRAP para convertir un marcador dominante en uno
codominante para la especie Brassica oleracea dado que el polimorfismo
puede estar dado por una insercion o delecion (en cuyo caso puede convertirse
en codominante) o a cambios en nucleétidos que afecta la union de los
cebadores (Li y Quiros, 2001).

Hasta el momento no existen antecedentes del uso de generaciones de
retrocruzas de tomate en las cuales los perfiles polipeptidicos 0 SRAP hayan
sido utilizados para la deteccion de QTLs para caracteres de calidad de frutos.
La técnica de marcadores moleculares de ADN, SRAP, pocas veces fue
utilizada para el estudio de generaciones segregantes de tomate. Ruiz et al.
(2005) usaron esta técnica para estudiar la variabilidad genética entre
cultivares de tomate tradicionales de Espafia. Asi mismo Ferriol et al. (2003,
2004) analizaron la variabilidad genética en una coleccién de germoplasma de
zapallo por medio de SRAP y AFLP. Otros antecedentes en el empleo de
SRAP para la caracterizacion de genotipos de tomate es el trabajo de Yu et al.
(2005), quienes encontraron que los SRAP fueron los marcadores mas
efectivos para la identificacion de 10 genotipos de tomate cherry a partir de la
informacion obtenida por el perfil de bandas generado por una combinaciéon de
cebadores. Por otro lado Comlekcioglu et al. (2010) llevaron a cabo una
caracterizacion genética, con SRAP y RAPD, de genotipos de tomates
cultivados domesticados en regiones aridas y calurosas, para compararlos con

los genotipos resistentes a altas temperaturas.
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Marcadores SSR

Una de las principales razones para el desarrollo de microsatélites fue su
potencial como marcador para caracteres fenotipicos en programas de
mejoramiento vegetal. El primer ejemplo de SSR ligado a un gen de resistencia
a enfermedades fue publicado por Yu et al. (1994) al encontrar un SSR ligado
al gen Rsv que confiere resistencia al virus de mosaico de la soja. En tomate,
varios microsatélites han sido desarrollados y mapeados en los ultimos afios
(Broun y Tanskley, 1996; Smulders et al., 1997; Areshchenkova y Ganal, 1999;
He et al.,, 2003) y su utilidad para el mapeo de caracteres cuantitativos y
cualitativos, seleccidn asistida por marcadores, identificacion de germoplasma
y estudios de diversidad genética ha sido probada por Frary et al. (2005).

En este trabajo se probaron 50 SSR en progenitores y F;, de los cuales
45 amplificaron y de éstos el 27 % fue monomorfico. En definitiva, 30 SSR
mostraron polimorfismo entre CAl y LA722. Un SSR (SSR009) se comporté
como dominante para el alelo silvestre, es decir, hubo amplificacion del alelo de
LA722 pero no del alelo de CAl, conocido como alelo nulo. Probablemente
alteraciones propias del genotipo en las secuencias target de los cebadores
impidié el apareamiento de los mismos evitando la amplificacién. Este mismo
comportamiento se observd en otros dos SSR (SSR310 y SSR111) pero el
fragmento amplificado correspondié al alelo del genotipo cultivado, los cuales
no fueron evaluados en la BC; ya que no son utiles para rastrear los
fragmentos introgresados en dicha poblaciéon provenientes de LA722. La
presencia de alelos nulos fue también informada por Frary et al. (2005) al
evaluar el genotipo cultivado E6203 y la accesion LA1589 de la especie

silvestre S. pimpinellifolium dado que, de los 46 SSR que fueron polimorficos
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entre ambos genotipos, 10 presentaron alelos nulos en LA1589 y uno en
E6203.

En el presente trabajo los SSR que resultaron polimoérficos entre los
progenitores fueron utilizados para identificar regiones gendmicas asociadas a
caracteres de calidad provenientes del genotipo silvestre LA722 en la

generacion de retrocruza hacia el genotipo cultivado CAI.

Los porcentajes de recuperacion variaron entre 67 % y 90 % y la media
se ubico en 79 %. La pequefia diferencia en el porcentaje recuperado puede
deberse a que la mayoria de los SSR que presentaron distorsion lo hicieron a

favor de los genotipos homocigotas.

La evaluacion de los SSR en las tres familias de plantas BC, permitio
evaluar el porcentaje del genoma de CAI recuperado, que se encontré muy
cercano al valor teorico (Figura II-5). EI menor porcentaje de LA722 (13,1 %
aproximadamente) que estd segregando en la generacion BC, en relacién a
una BC;, explica el menor nimero de asociaciones detectadas en BC,. Este
hecho es también evidenciado por los valores medio y rango de variacion de
cada una de las variables estudiadas, las cuales claramente muestran en la
distribucion un sesgo hacia el progenitor recurrente, es decir, los valores
fenotipicos para la generacion BC, son mas similares a los observados en el
progenitor cultivado CAIl (Tabla II-IV). En esta generacion se observaron dos
SSR (SSR095 y SSR344) gue mostraron distorsion de la segregacion, sin
embargo sus efectos se vieron compensados dado que el SSR095 presenté
exceso de heterocigotas y el SSR344 exceso de homocigotas, hecho que se
vio reflejado en el porcentaje tedrico de genoma recuperado que resultd

cercano al 87,5 % (Figura II-5). La mayor similitud entre los germoplasmas
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(BC, x CAl) explicaria la menor proporcién de SSR con segregacion sesgada
observados en la BC,. Resulta interesante que el porcentaje recuperado de
CAl vario entre 76 y 93 %. En una planta de la familia BC, (VII-39) con el 93 %
de genoma recuperado, de los 30 SSR evaluados, s6lo dos SSR estan
segregando. Segun estos resultados en una proxima retrocruza (BCs3), en la
cual se incrementa la proporcion del genoma recurrente en un 50 % del
porcentaje del genoma donante remanente que posee una BC,, s6lo uno de los
SSR estaria segregando, el cual estaria ligado al Unico fragmento de ADN de
origen silvestre introgresado en CAIl conformando una NIL (considerando los 30
SSR aqui evaluados). Estos resultados concuerdan y avalan la teoria
propuesta por Tanksley y Nelson (1996) en la que el andlisis de QTLs en
retrocruzas avanzadas permite alcanzar lineas isogénicas con mayor rapidez,
dado que la seleccion de las plantas de interés en una retrocruza se lleva a
cabo en base a la presencia de QTLs de importancia y que al mismo tiempo
posean el menor porcentaje de genoma del progenitor donante obtenido por
medio de la evaluacion del resto de los marcadores moleculares. Ademas
segun Tanksley y Nelson (1996), cualquier diferencia fenotipica entre el padre
recurrente y la QTL-NIL (linea isogénica que difieren en un QTL especifico),
beneficiosos o deletéreo, puede en la mayoria de los casos ser atribuido al QTL
introgresado. Por otro lado, el uso de marcadores moleculares para asistir a la
seleccidbn en un programa de mejoramiento basado en el método de la
retrocruza, reduce el efecto del arrastre por ligamiento (linkage drag, genes con
efectos indeseados ligados al gen o fragmento de interés). Se ha demostrado

(Tanksley et al., 1989) que el uso de marcadores reduce el linkage drag en una
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fraccion de tiempo de al menos 10 veces con respecto al tiempo requerido en

el mejoramiento tradicional.

La cantidad de SSR con distorsion en la segregacion en las familias
BC,S; también fue mucho menor que la observada en la generaciéon BC;,
probablemente debido a la menor proporcion de genoma de LA722 y distintas
regiones gendmicas que se encuentra segregando en cada una de las familias,

por consiguiente mayor similitud entre progenitores.

El analisis de asociaciéon de 30 SSR permitié detectar 42 asociaciones
(Tabla I-XVI) en la generacion BC,;. Para el diametro de los frutos se
encontraron seis QTLs localizados, uno en cada uno de los cromosomas 8, 9,
11 y 12 y dos en el cromosoma 10. ElI QTL localizado en el cromosoma 10
presentd el R*> mas alto, explicando el 18 % de la variacién fenotipica
observada (Tabla I-XVI). Lippman y Tanksley (2001) encontraron seis QTLs
localizados en los cromosomas 1, 3y 11 que explicaron el 67 % de la variacion
fenotipica observada para tamafio de fruto a partir de un cruzamiento entre un
cultivar de frutos grandes y la especie silvestre S. pimpinellifolium. Para este
caracter Grandillo y Tanksley (1996) detectaron tres QTLs localizados en los
cromosomas 1, 2 y 8, explicando en conjunto el 41 % de la variacion fenotipica.
Los tres QTLs tuvieron un efecto en la direccién esperada por el fenotipo de los
padres, con los alelos del progenitor silvestre siempre disminuyendo el
diametro de los frutos. En esta experiencia, en dos de los seis QTLs detectados
para el diametro del fruto, ubicados en los cromosomas 9y 11, la presencia del
alelo silvestre produjo un aumento del diametro en los individuos que eran
heterocigotas para estos loci. Este comportamiento es opuesto al esperado de

acuerdo al fenotipo de los progenitores. Posiblemente la herencia cuantitativa
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del caracter y que el fenotipo observado resulta de la expresion de mdltiples
loci con distintos efectos sobre el caracter, haria que los marcadores
moleculares detectados solo permitan identificar algunos loci con los efectos

deseados para el mejoramiento en individuos con fenotipos desfavorables.

Con respecto a la altura de los frutos se encontraron cuatro marcadores
asociados, uno ubicado en los cromosomas 8 y 11 y los restantes en el
cromosoma 10. Los SSR que resultaron asociados con el didmetro también lo
estuvieron con la altura de los frutos. Estos dos caracteres estan fuertemente
correlacionados por lo que resulta dificil definir si es el mismo QTL que
presenta efectos pleiotrépicos sobre el diametro y altura o que son varios QTLs
estrechamente ligados. Es decir que los marcadores SSR038 (Cr8), SSR596
(Cr1l0), SSR318 (Crl10) y SSRGO036 (Crll) (Tabla I-XVI) se encuentran
cercanos a cuatro QTLs distintos y cada uno de ellos ejerce efecto sobre el
diametro y altura de los frutos o estén ligados a ocho QTLs de los cuales cuatro
controlan el diametro y otros cuatro la altura. El SSRG036, asociado a altura y
diametro, en ambos casos aumento la media de los caracteres cuando el alelo
del progenitor silvestre estuvo presente. Este QTL explicé el 7 % de la variaciéon
fenotipica observada tanto en el diametro como en la altura. Este marcador
resulta de interés dado que estaria asociado con un aumento del tamafio de los

frutos, caracteristica deseada por los mejoradores de tomate.

Al analizar la variable peso de los frutos se detectaron siete marcadores
SSR asociados con este caracter. Nuevamente los SSR038, SSR596, SSR318
y SSRGO036 estuvieron asociados con el peso ademas del diametro y la altura
de los frutos. Esto es esperable dado que un aumento en la altura y diametro

de los frutos resulta en un aumento concomitante con el peso lo que fuera
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demostrado también por la alta correlacion fenotipica observada entre estas
tres variables. Estos resultados indicarian que habria cuatro QTLs con efectos
pleiotrépicos sobre altura, diametro y peso, ya que este hecho seria mas
probable que la presencia de 12 QTLs distintos en una misma region
cromosomica. El alelo silvestre para el SSRG036 increment6 el valor medio
observado para los tres caracteres ratificando la importancia que tendria este

marcador desde el punto de vista del mejoramiento del fruto.

Los SSR070 (Cr9) y SSRH301 (Crl12) mostraron asociacion tanto con el
didmetro como con el peso. Individuos heterocigotas para SSR070 presentaron
diametro y peso significativamente mayores que los individuos homocigotas,
explicando 9 % y 8 % de la variacion fenotipica observada (Tabla I-XVI). Estas
observaciones también convierten al QTL ligado al marcador SSR070 en un
marcador importante para tener en cuenta para el mejoramiento del fruto. La
seleccién a favor de este QTLs aumentaria el tamafo del fruto, produciria
frutos més aplanados y en consecuencia frutos més similares al denominado

fruto tipo platense que es el tipo de fruto del progenitor CAL.

Solo un QTL fue exclusivo para peso del fruto y fue detectado ligado al
SSR220060 localizado en el cromosoma 11 (Tabla I-XVI). El efecto del alelo de
LA722 fue el esperado de acuerdo con el fenotipo que se observa en los
progenitores y produce una disminucion en el valor medio del caracter.
Grandillo y Tanksley (1996) localizaron siete QTLs para peso en los
cromosomas 1, 2, 8 y 11 y en ninguno de estos el alelo silvestre del QTL

presento un efecto favorable sino que por el contrario todos redujeron el peso.
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Para la forma de los frutos se detectaron tres marcadores asociados. Es
de destacar que dos de ellos (SSR038 y SSR070) estuvieron asociados con
otros caracteres de tamafio tal como son diametro, altura y peso para el
SSR038 (Cr8) y el diametro y peso para SSR070. Este dltimo produjo una
disminuciéon del indice de forma en individuos heterocigotas, como
consecuencia probablemente de que esta asociado con un aumento en el
diametro de los frutos. Por el contrario el QTL ligado al SSR038 asociado con
una disminucién en el diametro y altura de los frutos en individuos que portan el
alelo silvestre, estuvo asociado con un aumento de la forma, es decir produjo
frutos mas redondos, hecho deducible a partir que el mismo QTL que afecta a
la forma, afecta también al didmetro y la altura y produce por consiguiente un
cambio similar en ambos caracteres (Tabla I-XVI). Un QTL exclusivo para
forma de frutos fue detectado en el cromosoma 10 ligado al SSR034, cuyo
alelo silvestre produjo una disminucién en la media del caracter de forma

contraria a lo esperado.

En base a estos resultados resultan interesantes los marcadores
SSRGO036 ligado a un QTL, cuyo alelo silvestre induce un aumento en el
diametro, altura y peso de los frutos y el marcador SSR070 ligado a un QTL
cuyo alelo silvestre, produce un aumento en el diametro y peso asociado
ademas con una disminucion en el indice de forma, dado que seria posible
mejorar estos caracteres sin relegar aquellos relacionados con el sabor de los
frutos. A su vez este marcador estuvo asociado con otros dos caracteres
(indice de color a/b y acidez titulable) presentando el alelo de LA722 un efecto

favorable sobre ellos, aumentando el color rojo de los frutos y el contenido de
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acidos que como ya se mencionara se relaciona con un mejor sabor (Stevens

et al., 1977; Jones y Scott, 1983).

Resumiendo, para el tamafio del fruto se encontraron cuatro QTLs
(ligados a SSR038, SSR596, SSR318 y SSRG036, respectivamente) y cada
uno tendria efectos pleiotrépicos sobre el didmetro, altura y peso de los frutos.
A su vez uno de ellos (SSR038) afectaria al indice de forma. Ademas se
encontré un QTL (ligado a SSR070) que afectaria al diametro, peso y forma de
los frutos. Finalmente un QTL (ligado a SSR20060) para peso y un QTL (ligado
a SSR034) para forma fueron detectados usando la BC; como poblacion para

la deteccion de loci de caracteres cuantitativos.

Existen hasta el momento distintos QTLs para tamafio y forma del fruto
qgue han sido identificados. Frary et al. (2000) identificaron y clonaron un QTL
mayor para peso del fruto (fw2.2) localizado en el cromosoma 2 de tomate que
codifica un factor de transcripcion que actia como regulador negativo de la
division celular y que ha tenido una sustitucion alélica durante el proceso de
domesticacion del tomate (Alpert y Tanksley, 1996). También se ha identificado
el locus sun (Xiao et al., 2008) que se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 7 y que ejerce su efecto sobre la forma de los frutos a través de
mecanismos pos-polinizacion aproximadamente dos semanas después de la
fertilizacion y produce principalmente la elongacién del pericarpio y septum.
Andlisis genéticos realizados por van der Knaap et al. (2002) sugirieron que la
mayoria de la variacion principal en la forma de frutos elongados parece ser
controlada por un numero limitado de loci y que estos loci representan los

interruptores claves para pasar de frutos redondos a elongados.
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Otro locus que controla la forma de los frutos de tomate es ovate (Ku et
al., 1999) el cual es expresado en los 6rganos reproductivos en las etapas
tempranas del desarrollo de la flor y el fruto y codifica para una proteina
hidrofilica con una sefal de localizacion nuclear. Una mutacion puntual genera
un coddén de stop prematuro que causa la transicién de frutos redondos a
elongados tipo pera (Liu et al., 2002). Grandillo et al. (1999b) detectaron un
QTL mayor para forma del fruto (fs8.1) localizado en el brazo corto del
cromosoma 8 para el cual el alelo de la especie silvestre reduce la longitud del
fruto dando frutos con forma redonda. Gonzalo y van der Knaap (2008),
evaluaron tres cruzamientos entre cultivares de frutos alargados que llevan
distintos loci para forma de fruto (sun, ovate y fs8.1) con la especie silvestre S.
pimpinellifolium y encontraron que si bien el control genético de la forma de
fruto elongada en el germoplasma de tomate se debe principalmente a la
accion de unos pocos loci mayores, la interaccion entre éstos con QTLs
menores probablemente juega un rol importante en la forma final que muestran

los frutos de cada una de las variedades.

En esta experiencia se detectaron cuatro marcadores asociados a la
firmeza de los frutos, de los cuales tres (SSR601, SSR014 y SSR320) se
ubican en el cromosoma 3 y todos ellos produjeron un aumento en el valor
medio de firmeza de los frutos cuando el alelo silvestre estuvo presente (Tabla
[-XVI). Si bien es posible que estos tres marcadores estén ligados a QTLs
distintos es posible también que se trate del mismo QTL. Un indicio de esto
ultimo es que se observaron los mismos valores de firmeza para individuos
heterocigotas para SSR601 y SSR320 con la misma probabilidad asociada y el

mismo R?. El restante marcador (SSR211044) asociado a un incremento en la
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firmeza de los frutos se localizé en el cromosoma 6. Por lo tanto, dos QTLs
habrian sido detectados y con localizacion en los cromosomas 3 y 6. Ambos
con efecto favorable como era esperable de acuerdo con lo observado en los
progenitores. Por otra parte, ninguno de los SSR del cromosoma 3 mostré
asociacion con otros caracteres cuyos efectos fueran indeseables, lo que los
convierte en loci Utiles en programas de mejoramiento para mejorar la firmeza
del fruto. Doganlar et al. (2002) detectaron dos QTLs en los cromosomas 2 y
10, sin embargo en sélo uno de ellos (firm2.1) el alelo silvestre estuvo asociado
con un aumento en la firmeza. Tanksley et al. (1996) encontraron cuatro QTLs
para firmeza de los cuales uno se localiz6 en el cromosoma 3 y el alelo
silvestre incrementd significativamente la firmeza de los frutos, resultado
coincidente con lo hallado en este trabajo. Si bien no podemos confirmar que
sea el mismo QTL ya que en esta experiencia no se ha mapeado el QTL y por

lo tanto no se conoce la posicién exacta en el cromosoma.

Segun Sacks y Francis (2001) mejorar el color del tomate implica un
aumento en los valores de a/b y disminucion en los de L. En este trabajo se
han encontrado dos marcadores asociados al porcentaje de reflectancia (L)
localizados en los cromosomas 6 y 7 (Tabla 1-XVI). El SSR211044 (Cr6)
produjo un aumento del valor medio del caracter en aquellos individuos que
portaron el alelo de LA722. A su vez este marcador estuvo asociado con un
aumento en la firmeza de los frutos. El marcador SSR276, por el contrario,
estuvo asociado a una disminucion en los valores de L cuando el alelo silvestre
estuvo presente pero por otro lado este marcador no mostrO ninguna
asociacion con otro caracter, lo cual lo convierte en un marcador util para

aquellos programas de mejoramiento que intenten mejorar el color.
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Para el caso del indice de color a/b se detectaron cuatro SSR asociados,
de los cuales dos (SSR032 y SSR598) ubicados en el cromosoma 2, estarian
ligados al mismo QTL, dado que presentaron los mismos valores medios, R? y
valor probabilistico (Tabla 1-XVI). El efecto del alelo de LA722 para este QTL
fue opuesto a lo esperado segun el fenotipo de los progenitores. Otro hecho
que corrobora que se trataria de un Unico QTL es que ambos mostraron
asociacion con la acidez titulable que present6 los mismos valores para ambos
marcadores (Tabla I-XVI). Esto indicaria que este QTL ejerceria efectos
pleiotropicos sobre el color y acidez de los frutos o bien que serian dos QTLs
estrechamente ligados que controlan por separado estas caracteristicas del
fruto. Estudios adicionales que incluyan mapeo de alta resolucién y quizas
clonacion de genes seran necesarios para discernir entre ambas hipotesis.
Estos resultados concuerdan con trabajos realizados por Tanksley et al. (1996)
quienes detectaron un QTL en el cromosoma 2, siendo el alelo silvestre el
responsable del aumento de la intensidad del color, si bien no es posible
asegurar que se trate en este trabajo del mismo QTL. Grandillo y Tanksley
(1996) también encontraron QTLs que explican la variacion del color en los
cromosomas 2 y 6. Otros dos QTLs ligados a SSR286 y SSR070 que se
localizan en los cromosoma 7 y 9, respectivamente fueron detectados para a/b
(Tabla I-XVI). El primero de ellos disminuyé el caracter mientras que el altimo,
como se menciond anteriormente, resultd de gran importancia dado que la
presencia del alelo silvestre no solo increment6 el color rojo de los frutos asi
como también el tamafio de los mismos. Dado que el indice de color a/b tiene
relacion lineal con el contenido en licopeno (Hyman et al. 2004) y el marcador

SSR070 del cromosoma 9 también estuvo asociado con un aumento del
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tamafo de los frutos, el aumento del color no seria atribuible a un efecto de
concentracion de pigmentos por reduccion del tamafio, sino a un aumento neto

de los mismos.

Un unico QTL fue detectado para el contenido en solidos solubles, el
cual estuvo ligado al SSR080 localizado en el cromosoma 11. La presencia del
alelo de LA722 produjo un aumento significativo en SS. A diferencia de otros
trabajos, ningin QTL fue detectado en el cromosoma 9 para este caracter.
Fridman et al. (2000) clonaron un QTL mayor (Brix9-2-5) localizado en el
cromosoma 9 gque explica mas del 20 % de la variacion fenotipica. Este locus
codifica para una invertasa apoplastica (LIN5) que es expresada
constitutivamente durante el desarrollo de la flor y el fruto y cataliza el
transporte de sacarosa hacia el fruto. Dicho QTL reside en una regién de 9 cM
derivado de S. pennellii. Los trabajos de Paterson et al. (1988) llevados a cabo
sobre una retrocruza originada a partir del cruzamiento entre una especie
cultivada (S. lycopersicum) y un genotipo silvestre (S. chmielewskii) llevaron a
la deteccion de QTLs para SS localizados en los cromosomas 3, 4, 5y 7. Por
su parte Saliba-Colombani et al. (2001) encontraron tres QTLs, para este
caracter, dos de los cuales se ubicaron en el cromosoma 2 y el restante en el
cromosoma 9. El pH del jugo homogeneizado de los frutos, fue el caracter con
mayor cantidad de QTLs detectados. Se encontraron dos QTLs en el
cromosoma 1 ligados a los microsatélites SSR095 y SSR288, cuyos alelos
silvestres tuvieron efectos opuestos aumentando y disminuyendo el pH,
respectivamente (Tabla I-XVI). Los restantes QTLs se localizaron en los
cromosomas 5, 8, 9 y 12, todos aumentaron la media con excepcion del QTL

ligado al SSR069 (Cr9) para el cual el alelo aportado por LA722 produjo una

Introgresion de regiones genémicas... 231



Discusion

disminucién del caracter. Causse et al. (2004) detectaron 15 QTLs para pH en
un cruzamiento con la especie silvestre S. pennelli, de los cuales 11
aumentaron el valor medio del pH en individuos que portaban alelos de origen
silvestre, ademas observaron que cinco QTLs eran comunes con la acidez,
entre los cuales el alelo de S. pennellii aumento la acidez y redujo el pH. En el
presente trabajo sélo se obtuvieron dos marcadores (SSR069 y SSRH301)
asociados tanto al pH como a la acidez titulable, habiendo el primero
aumentado At y disminuido el pH mientras que con el segundo hubo un
comportamiento opuesto. Esta relacion concuerda con la correlacion fenotipica
negativa significativa observada donde un mayor contenido de &cidos

disminuye el pH de los frutos.

Debido a que no se observaron diferencias significativas en el pH de los
progenitores (CAl y LA722), podria suponerse que todos los alelos de LA722
no tienen efectos en la misma direccion, ya que el pH es aumentado por el
efecto de cuatro QTLs pero disminuido por el efecto de dos. Esto ademas daria
una explicacion de orden genético para la ampliacion de la variacién fenotipica
observada en la generacién BC; (Figura I-2). Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Paterson et al. (1988) quienes detectaron QTLs para pH
localizados en los cromosomas 3, 6, 7, 8 y 10, donde los efectos del alelo
silvestre fueron variables aumentando el pH en algunos casos y en otros

disminuyéndolo.

Cinco SSR (SSR032, SSR598, SSR070, SSR069 y SSRH301)
presentaron asociacion con la acidez titulable (Tabla I-XVI). Resulta interesante
resaltar que los SSR032 y SSR598 localizados en el cromosoma 2 presentaron

los mismos valores medios de At, R? y probabilidad asociada, de modo que
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probablemente estén ligados al mismo QTL, donde el alelo de LA722 produjo
una disminucion en el caracter. Esto también indicaria que la distancia entre
estos dos marcadores seria lo suficientemente pequefia para que no se haya
producido recombinacion entre los individuos BC; en el tamafio de poblacién
evaluado. Lo mismo ocurri6 con los SSR069 y SSR070 ubicados en el
cromosoma 9, aparentemente ligados al mismo QTL. Sin embargo el efecto
sobre At fue opuesto al detectado en el cromosoma 2. El caso del SSRH301
también mostr6 asociacion con otros caracteres (Tabla [-XVI) y el alelo
aportado por LA722 para dicho marcador produjo frutos mas pequefios con
mayor pH y menor acidez titulable. Como se menciond anteriormente, el sabor
de los frutos de tomate depende principalmente del contenido de azucares y
acidos (Stevens et al., 1977) y el correcto balance entre ellos se traduce en un
buen sabor. Algunos investigadores (Stevens et al., 1977; Jones y Scott, 1983)
sostienen que un aumento en alguno de estos compuestos organicos produce
una mejora en la calidad del sabor. Desde este punto de vista, resulta
significativo el aporte del QTL asociado a los SSR069 y SSR070 donde el alelo
silvestre incrementa la acidez titulable. Ademés el SSR070 tiene un efecto
deseado sobre el tamafio de los frutos que lo convierte en un marcador de
interés para la introgresion de regiones gendmicas de S. pimpinellifolium en la

especie cultivada.

Es importante resaltar que la deteccidon de QTLs en este trabajo se
aplica estrictamente a un ambiente especifico y para alelos de LA722 en
heterocigosis, por lo tanto sélo QTLs con efectos mayormente dominantes o

sobredominantes fueron detectados en las generaciones BC; y BC..
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La mayoria de los estudios de deteccion de QTL han utilizado
generaciones en las cuales los alelos de los progenitores se encuentran
relativamente en alta frecuencia (por ejemplo F,, BC;, RILs). Tales
generaciones (llamadas generaciones balanceadas) presentan algunas
desventajas cuando son empleadas para transferir QTLs utiles desde un
germoplasma silvestre a un genotipo cultivado. Entre éstas desventajas se
encuentran: (1) alelos indeseables provenientes del progenitor silvestre que
aparecen en alta frecuencia y puede reducir seriamente caracteres de interés.
(2) Las interacciones epistaticas que son estadisticamente dificiles de detectar
(3) Efectos pleiotropicos sutiles, y a menudo negativos, que pueden no ser
detectables en generaciones balanceadas debido a la gran variancia genética y
fenotipica generada por la segregacion de alelos donantes en alta frecuencia.
Por lo tanto Tanksley y Nelson (1996) propusieron retrasar la deteccion de
QTLs hasta la generacion BC, o BC3z como una posible solucion de estos

inconvenientes.

En esta experiencia la evaluacion de la generaciéon BC, con marcadores
microsatélites permitio la deteccion de distintos QTL para varios caracteres de

calidad (Tabla II-VI) a pesar de ser reducido el nimero de plantas.

De las asociaciones encontradas al analizar la BC, se destacan los
SSR601 y SSR014 asociados los dos a la altura y la acidez titulable de los
frutos (Tabla II-VI). Ambas asociaciones presentaron los mismo valores medios
para individuos homocigotos y heterocigotas para ambos loci, con lo cual se
trataria de un unico QTL ligado a los dos SSR con efectos sobre los caracteres
0 a dos QTLs distintos ligados a los mismos dos SSR que controlan en forma

separada la altura y la acidez titulable. En referencia a este ultimo caracter, los
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individuos que llevaron el alelo silvestre, exhibieron mayor contenido de acidos,
relacionado por otros autores (Stevens et al.,, 1977) con una mejor calidad de
sabor. En el caso de la altura de los frutos, ésta se vio disminuida por la
presencia del alelo aportado por LA722. Estos resultados nuevamente
concuerdan con estudios anteriores en los que se postula que los genes
aportados por los genotipos silvestres presentan efectos dominantes o
parcialmente dominantes sobre el tamafo y peso de los frutos (Weller et al.,

1988; Grandillo et al., 1999b; Pereira da Costa et al., 2009a).

La asociacion de SSR596 y SSR318, localizados en el cromosoma 10,
con la altura, firmeza y vida poscosecha de los frutos también resulta
interesante dado que al igual que en el caso anterior, ambos microsatélites se
encontrarian ligados a tres QTLs distintos que controlan cada uno un caracter o
a un unico QTL que presenta efectos pleiotropicos sobre dichas variables
(Tabla 11-V1). El efecto del alelo de origen silvestre fue producir un incremento
en la vida poscosecha. Si bien este marcador resultaria de utilidad en un
programa de mejoramiento seria importante romper el ligamiento que
aparentemente existe con el QTL que controla la firmeza también ligado al
SSR596, dado que el alelo silvestre disminuye la firmeza de los frutos y esto
resulta un hecho desfavorable para el transporte del fruto durante su

comercializacion.

El SSR220060 identificado en este trabajo (Tabla II-VI), asociado con
caracteres relacionados con el tamafio (diametro y altura) y el peso de los
frutos, (discutido también con anterioridad), también fue encontrado ligado a un
QTL detectado en la BC; y posiblemente se corresponda con el locus fas

informado en estudios previos por Cong et al. (2008).
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En esta experiencia se utilizaron familias BC;S; con el objetivo de
detectar nuevos QTLs y validar aquellos QTLs que fueron detectados
previamente en las generaciones BC; y BC,. Tanksley y Nelson (1996)
propusieron el método de retrocruzas avanzadas utilizando familias BC,S; o
BC,S, como estrategia para detectar alelos donantes de QTLs recesivos
ademas de los alelos de QTLs con efectos aditivos y dominantes. Como se
menciond anteriormente, los SSR son altamente informativos debido a su
naturaleza codominante, por tal motivo estos marcadores moleculares fueron

utilizados para estudiar cada una de las familias de autofecundaciones BC;S;.

En cada una de las familias fueron detectadas varias asociaciones (p <
0,05) con los marcadores microsatélites probados. Sin embargo sélo se
tendrdn en cuenta para esta discusion aquellas asociaciones detectadas en
alguna familia con p < 0,001, las asociaciones que hayan validado alguna de
las encontradas en BC; o BC, y también las que fueron encontradas en dos o

mas familias BC4S;.

En el andlisis de asociacion de los marcadores SSR con caracteres
fenotipicos en las cinco progenies BC1S; se encontraron cinco nuevos QTLs
para pH, altura, diametro, forma y firmeza del fruto con probabilidad menor a
0,1% (Tabla I1I-XVIl). Los marcadores SSR598 y SSR032 localizados en el
cromosoma 2 y asociados a pH presentan valores medios para individuos
homocigotas (CC), heterocigotas (CP) y homocigotas (PP) muy similares, asi
como un R? y probabilidad asociada también similar. En consecuencia podria
interpretarse que los dos marcadores se encuentran ligados a un mismo QTL y
gue explica el 38 % de la variacion fenotipica observada. A nivel molecular el

calculo de los grado de dominancia (d/a) indica dominancia del alelo de LA722.
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Sin embargo este QTL no fue detectado en la BC; (Tabla 1lI-VIIl). Esto podria
deberse a que la recombinacion ocurrida durante la autofecundacion generé un
background diferente que pudo haber modificado la expresion de dicho QTL o
bien a la existencia de un efecto ambiental sobre el mismo. Fulton et al. (2000 y
2002) encontraron QTLs para el pH localizados en varios cromosomas, incluso
en el cromosoma 2, sin embargo el porcentaje de variacion fenotipica explicada
por dicho QTL fue marcadamente inferior que el detectado en la presente
experiencia. Ademas observaron que varios QTLs mostraron efectos
inconsistentes cuando fueron evaluados en distintas localidades. Estos mismos
SSR (SSR598 y SSR032) estuvieron asociados a At al evaluar la generacién
BC,, variable que mostré correlacion negativa significativa con el pH en dicha

poblacion.

El marcador SSR045 (Cr7) fue encontrado asociado (p < 0,001) al
diametro de los frutos en la familia BC;S; (VII-51) (Tabla 1lI-XIV), si bien no
hubo diferencias significativas entre los individuos homocigotas para el alelo de
CAl y homocigotas para el alelo de LA722, los individuos que presentaron el
marcador SSR045 en estado heterocigota presentaron un diametro
marcadamente superior y este QTL explico casi el 50 % de la variacion
fenotipica observada, pudiendo considerarse un QTL mayor y con efecto
heterdtico. Lippman y Tanksley (2001) encontraron siete QTLs para el diametro
de los frutos los que también coincidieron con QTLs detectados para la altura
menos uno, localizado en el cromosoma 7, cuyo alelo silvestre reduce el valor

medio del caracter.

Para la altura de los frutos se encontr6 un QTL localizado en el

cromosoma 10 que explicé el 48 % de la variacion fenotipica observada en la
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familia BC,S; (VII-51) (Tabla IlI-XIV). Los grados de accién génica indicaron
dominancia parcial de LA722 de acuerdo a lo esperado con el fenotipo de los
progenitores. Esto concuerda con trabajos de Grandillo et al. (1999b) que han
postulado que los alelos aportados por genotipos silvestres son
semidominantes sobre los aportados por el progenitor de frutos grandes. El
QTL para altura encontrado en este trabajo, no ha sido informado hasta el
momento, si bien se han informado dos QTLs (fs10.1 y fs10.2) para forma de
fruto, caracter que esta correlacionado con la altura en el cromosoma 10, cuyos
alelos silvestres disminuyeron el indice de forma (Fulton et al., 1997; Bernacchi
et al., 1998).

Para la firmeza de los frutos se detecté un QTL en la familia BC1S; (VII-
91) (Tabla llI-XVI), que explicod el 32 % de la variacion fenotipica, ligado al
SSR288 (Crl). La presencia del alelo silvestre para dicho QTL produjo una
disminucién en la media, contrariamente a lo esperado de acuerdo a los
fenotipos observados en los progenitores. Hasta el momento varios QTLs para
firmeza de los frutos han sido informados localizados en el cromosoma 4
(Saliba-Colombani et al., 2001; Causse et al., 2002), mientras que Doganlar et
al. (2002) detectaron QTLs para éste caracter en los cromosomas 2 y 10,
siendo variables los efectos fenotipicos del alelo silvestre. EI QTL detectado en
este trabajo tiene relevancia desde el punto de vista del mejoramiento, dado
que el aumento de la firmeza de los frutos es otro caracter deseado ya que
reduce el dafio de los frutos de tomate durante el transporte en su
comercializacion.

Finalmente un QTL para forma de fruto fue identificado en la familia

BC;:S; (VII-91) ligado al SSR1061 localizado en el cromosoma 11 (Tabla lllI-
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XVI). No hubo diferencias significativas entre los individuos que llevaron los
alelos de CAl y LA722 al estado homocigota, pero aquellos que presentaron el
locus al estado heterocigota mostraron mayor indice de forma, evidenciando
una interaccion intralocus de heterosis o sobredominancia. La fraccion de la
variacion fenotipica explicada por este QTL fue 0,40. van der Knaap et al.
(2001) encontraron un QTL localizado en el cromosoma 11 que afecta a la
forma de los frutos de tomate en estudios realizados en una poblacion F;
generada a partir del cruzamiento entre el cultivar Long John y la accesion
LA1589 de S. pimpinellifolium, donde el alelo silvestre disminuy6 el valor medio
del caracter y explicé el 16 % de la variacion fenotipica. Efectos similares
fueron observados en dos QTLs encontrados por Bernacchi et al. (1998) en el
cromosoma 11 al evaluar una generacion BC; derivada del cruzamiento entre
el cultivar E6203 de S. lycopersicum y la accesion LA1777 de S. habrochites.
Gonzalo y van der Knaap (2008) postularon que si bien la forma elongada de
los frutos estd determinada por tres QTLs mayores (sun, ovate y fs8.1), otros
QTLs con efectos menores pueden interactuar con los anteriores y
probablemente tener un rol importante en la forma final de los frutos de
distintos genotipos.

Cabe destacar que todos los QTLs detectados con significado al 0,1 %
en alguna de las cinco familias presentaron un R? elevado (entre 0,32 y 0,48).
Solamente dos de ellos (un QTL para didmetro asociado a SSR045 y un QTL
para forma asociado a SSR1061) concuerdan con QTLs informados
anteriormente (Lippman y Tanksley, 2001; van der Knaap et al., 2001). Estos

QTLs podrian considerarse como mayores.
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No se detectaron SSR asociados a vida poscosecha con significado al
0,1 %, pero si al 5 %. Los SSR327 (Cr8) y SSR596 (Crl0) estuvieron
asociados a la vida poscosecha (Tabla IlI-XIl y Tabla llI-XIV) y el alelo de
LA722 produjo un aumento de la media, pero su efecto fue recesivo frente al
efecto del alelo de CAl, razon por la cual probablemente no fue detectado en la
BCi: ni en la BC,. En concordancia con Pereira da Costa et al. (2009a) y
Rodriguez et al. (2010) los alelos aportados por el progenitor silvestre
contribuyeron a aumentar la vida poscosecha. Uno de los marcadores
(SSR596) se encuentra en el mismo cromosoma (Cr10) donde fue mapeado el
gen nor (Tigchelaar et al., 1973), el cual es un mutante natural que prolonga la
vida poscosecha de los frutos. Es posible que dicho marcador se encuentre
cercano a un QTL que podria ser una version alélica del gen nor.
Recientemente, Casals et al. (2011) han demostrado que el gen mutante alc,
presente en distintas variedades espafiolas de tomate cultivado Penjar, es
alélico al gen nor y consiste de una mutacion en posicion 317 del gen
codificante que genera una alteracion en la secuencia de la proteina,
cambiando una valina por un L-aspatrtico.

Otros dos microsatélites (SSR034 y SSR080 del cromosoma 10 y 11,
respectivamente) (Tabla IlI-XVI y Tabla [lI-XIV) también estuvieron asociados
con la vida poscosecha de los frutos, sin embargo en este caso los individuos
heterocigotas fueron quienes presentaron mas larga vida, mientras que los
homocigotas para CAl y LA722 no mostraron diferencias; esto indicaria algun
tipo de interaccion intralocus (heterosis o sobredominancia). Por udltimo, el
SSR288 del cromosoma 1 estuvo ligado a un QTL para vida poscosecha, pero

a diferencia de los anteriores, fue el alelo de origen cultivado el que prolongo la
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vida poscosecha (Tabla IlI-XVI). Estos resultados demuestran la presencia de
alelos favorables para este caracter en el genotipo cultivado. Sin embargo el
fenotipo observado para CAI resulta inferior al del progenitor silvestre. Es
probable que otros loci con efectos negativos sobre Lv presentes en CAI, no
detectados en este trabajo, determinen el valor fenotipico final. Esta idea fue
también sugerida por Pratta et al. (2011a), quienes al evaluar 16 RILs
derivadas de un cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la accesion LA722 de
S. pimpinellifolium encontraron un fragmento de AFLP originado en Caimanta

gue prolongé la vida poscosecha.

La comparacion de los QTLs detectados en la generaciéon BC, con
aguellos encontrados en las generaciones anteriores BC; y BC;S; con el
propdsito de validarlos permitié establecer que el marcador SSR220060 (Crl1)
estuvo asociado al peso de los frutos en las tres generaciones estudiadas y a la
altura en dos de ellas. Siempre el alelo silvestre disminuy6é el caracter
demostrando consistencia en su comportamiento (Tabla 111-XX). Otro QTL que
se detect6 en las tres generaciones es un QTL para altura de los frutos ligado
al SSR596 del cromosoma 10, para el cual el efecto del alelo aportado por
LA722 también fue consistente, disminuyendo la altura promedio de los frutos
en aquellas plantas que lo portaron (Tabla IlI-XX). Este mismo marcador
presentd asociacion con la vida poscosecha de los frutos en dos de las
generaciones analizadas (BC, y BC;S;) siendo favorable el efecto del alelo
silvestre al aumentar el caracter. Este marcador, como ya se indicé cobra real
importancia en programas de mejoramiento tendiente a aumentar la vida
poscosecha de los frutos. Si bien no se observd ningun tipo de correlacion

entre la vida poscosecha y la altura de los frutos seria importante determinar si
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es un mismo QTL con efectos pleiotrépicos sobre la altura y Lv o si son dos

QTL estrechamente ligados.

La altura de los frutos también se vio asociada al SSR318 en las BC; y
BC,, pero el efecto del alelo silvestre no fue consistente, ya que aumentaba la
altura de los frutos en el primer caso y la disminuia en el segundo (Tabla IlI-
XX). En la BC; a diferencia de la BC; este marcador no mostré asociacion con
otros caracteres relacionados con el tamafio. Si bien en un primer momento se
podria haber pensado que un mismo QTL ejercia efectos pleiotropicos sobre la
altura, diametro y peso, estos resultados estarian indicando que se trataban de
diferentes QTL de modo que en la generacion BC, dichos QTLs recombinaron
segregando Unicamente el QTL asociado a SSR318 para altura de los frutos.
En caso de que dicho QTL hubiese ejercido efectos pleiotropicos deberian

haberse detectados también en la BC..

La comparacion entre los QTL detectados en la BC; y en las familias
BC1S; permitié validar nueve asociaciones (Tabla 111-XI1X). El hecho de que la
BC; sea una generacién segregante, impide el ensayo replicado en diferentes
ambientes, por tal motivo, probar la deteccién de QTL en familias generadas
por autofecundaciébn es una alternativa para validar las asociaciones
encontradas. Por otro lado, durante el proceso de introgresion de regiones
gendmicas cuyos efectos resultan recesivos sobre un determinado caracter de
interés, es apropiado obtener la autofecundacién, para identificar entre estas
plantas, aquellas que sean homocigotas para dicha regidén, para luego ser
cruzadas nuevamente con el progenitor recurrente. EI SSR034 (Cr10) fue
encontrado asociado al contenido en solidos solubles en las familias BC;S;

(VII-51) y BC1S; (VII-91) y su efecto sobre el caracter fue consistente en ambas
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familias, siendo el alelo silvestre el que contribuy6é a un aumento del contenido
en solidos solubles (Tabla 111-X1X). Este marcador resulta interesante, dado que
se encuentra asociado a una region cromosOmica de interés para ser
introgresada en la linea cultivada para mejorar el sabor de los frutos. Otro
marcador (SSR220060) asociado a peso de los frutos mostr6 consistencia en el
efecto del alelo de LA722, disminuyendo el caracter tanto en la BC,; como en la
familia BC1S; (IX-14) donde fue detectado (Tabla 111-X1X). Estudios anteriores
(Brewer et al., 2007; Gonzalo et al., 2009) encontraron dos QTLs de efecto
mayor localizados en el cromosoma 11, denominados fw11.3 y fas. El gen FAS
codifica para un factor de transcripcion YABBY y la disminucion de la expresion
del gen es causado por una insercion en el primer intrén (estimada en 6 a 8 kb)
gue resulta en frutos con mayor nimero de l6culos y en consecuencia en frutos
mas grande. Estudios recientes de Huang y van der Knaap (2011) han
demostrado que estos dos loci no son alélicos, sino que se tratan de dos loci
separados que controlan el peso de los frutos. A diferencia de la mayoria de los
loci que controlan este caracter, el alelo mutante de fwll.3 es parcialmente
dominante sobre el alelo silvestre. En el caso del QTL detectado en esta
experiencia, la evaluacion en la familia BC;S; (IX-14) permitié determinar el
efecto dominante del alelo aportado por el progenitor cultivado. Si bien en este
trabajo no se evalud el numero de loculos se ha informado que CAI presenta
mayor numero de loculos que el genotipo silvestre (Pereira da Costa et al.,
2009b).

El resto de las asociaciones validadas al comparar familias o éstas con
la generacion BC; no mostraron un efecto consistente del efecto del alelo

silvestre sobre el caracter al cual mostraron asociacion. Estudios realizados por

Introgresion de regiones genémicas... 243



Discusion

Asins et al. (1994) en el que evaluaron 15 caracteres cuantitativos durante tres
afios en una cruza intervarietal, detectaron al menos 17 QTL putativos, de los
cuales solamente tres tuvieron efectos consistentes durante los tres afos,
postulando tres posibles causas en relacion a esta carencia de estabilidad: el
poder del test estadistico usado, la baja contribucién del QTL a la variacién
genética del caracter y la expresion génica diferencial dependiendo del afio
(interaccion G x E). La mayoria de los casos que muestran carencia de
estabilidad involucran caracteres cuya heredabilidad cambia drasticamente afio
a afo y/o cuyos coeficientes de correlacion entre afios es bajo, sugiriendo la
presencia de G x E como la causa mas probable (Pratta et al., 2011a). Como
es sabido, la variacidn genética que subyace a los caracteres cuantitativos,
resulta de la segregacién de numerosos loci para caracteres cuantitativos
(QTL) donde cada uno explica una baja proporcion de la variacion total y cuya
expresion es modificada por interaccidbn con otros genes o por el ambiente
(Mackay, 2001). Todas estas observaciones son causas que explican la falta
de consistencia en el efecto de un QTL. La discrepancia en la expresion de
QTLs puede atribuirse tanto a causas biolégicas como experimentales. De
hecho, Chaib et al. (2006) estudiaron la estabilidad de los QTLs en
generaciones avanzadas y sobre distintos background genéticos, comparando
los QTLs detectados en una poblaciéon de RILs con aquellos detectados en
generaciones BC3S; y QTL-NILs y encontraron grandes diferencias en el efecto
alélico de los QTLs en los diferentes background genéticos. Por otro lado, el
poder de deteccion de QTLs, que esta relacionado con la estructura genética
de la poblacion, podria ser una de las razones experimentales que puede

participar en las diferencias observadas.
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La no deteccion de QTLs en las familias, que previamente fueron
detectados en la BC; o BC,, como asi también la observacion de caracteres
asociados a marcadores que no fueron evidenciadas anteriormente, puede
deberse a la pérdida en el primer caso o formacion de ligamiento en el
segundo, entre microsatélites y QTLs como consecuencia de la recombinacion
ocurrida durante los cruzamientos. Chaib et al. (2006) postularon que nuevos
QTLs pueden aparecer debido a la fijacién de QTLs mayores que previamente
segregaban y que esta fijacion puede explicar ademas la variacion en los
efectos de QTLs detectados en mas de una generacién. Otra causa posible de
la falta de consistencia en el efecto de un QTLs o la deteccibn en una
generacion y no en otra serian las interacciones epistaticas entre QTLs para un
determinado caracter. De hecho hubo evidencias de epistasis entre los
SSR295 y SSR327 asociados al contenido en soélidos solubles en la familia
BC1S; (IX-14), que no fueron detectados en BCy, y ambos SSR explicaron en

conjunto el 63 % de la variacion fenotipica observada en dicha familia.

Es importante destacar que en todos los cromosomas se encontrd (con p
< 0,001) o valid6 al menos un QTL con excepcion de los cromosomas 4, 5,9y
12. La no deteccién de QTLs en el cromosoma 4 se debe a que no se evalu6
ningln marcador SSR localizado en dicho cromosoma. Se han informado
previamente varios QTLs localizados en estos cromosomas para los caracteres
agui evaluados (Grandillo y Tanksley, 1996; Lippman y Tanksley, 2001; Bertin
et al., 2009). El analisis de todas las generaciones estudiadas en esta
experiencia permitié detectar QTLs para todos los caracteres en al menos una

generacion segregante.
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Discusion

La presencia de marcadores relacionados a caracteres de calidad para
el fruto aqui detectados demostraria que habria una variabilidad genética
encubierta que puede ser aprovechada y que aun no ha sido suficientemente
explorada. Estos disefios de cruzamientos interespecificos serian sumamente
apropiados para aquellos caracteres que han sido descuidados durante el
proceso de domesticacion de esta especie y que quieren ser introgresados en

programas de mejoramiento.
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CONCLUSIONES

El genotipo silvestre LA722 de S. pimpinellifolium tuvo mejores
caracteristicas de calidad y mas larga vida poscosecha, aunque presento frutos
de menor tamafio y peso que el genotipo cultivado Caimanta de S.
lycopersicum. A su vez, LA722 presentd dominancia parcial sobre caracteres
de calidad y tamafio y dominancia completa sobre la vida poscosecha al
evaluar la F; respecto de sus genotipos progenitores.

Se observé una ampliacion de la variacion fenotipica en la generacion
BC, originada al cruzar la F1, del cruzamiento entre Caimanta y LA722 hacia el
progenitor cultivado, para todos los caracteres, incluso para aquellos (pH y SS)
en los que no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos
progenitores.

Una gran proporcion de la variacion fenotipica observada en las
generaciones BC; y BC;S; para los caracteres de calidad es debida a
componentes genéticos.

Se encontraron correlaciones fenotipicas significativas entre algunos

caracteres de calidad de fruto en la primera generacién de retrocruza.

Se encontré polimorfismo en los perfiles polipeptidicos de pericarpio
entre los progenitores y la F; en ambos estados de madurez del fruto,
observandose variabilidad para dichos perfiles en la generacion BC;.

Se detectaron polipéptidos asociados a caracteres de calidad tales como
firmeza, pH, altura, forma y vida poscosecha de los frutos en la generacion

BC.
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La presencia de un polipéptido en estado verde maduro de 45 kDa
aportado por LA722 en la BC; prolonga la vida poscosecha de los frutos.
En estado rojo maduro un polipéptido de 66 kDa proveniente del

genotipo silvestre disminuy6 el pH de los frutos en la BC;.

Se encontr6 un alto polimorfismo para bandas de SRAP en los
progenitores y la F;. Asi mismo, una gran variabilidad fue observada para
fragmentos de SRAP en la generacién BC;.

Se encontraron fragmentos de SRAP asociados a varios caracteres
fenotipicos, demostrando la utilidad de este tipo de marcadores para analizar
asociaciones con caracteres de calidad de fruto en generaciones segregantes

tal como una primera retrocruza.

Los marcadores microsatélites (SSR) permitieron detectar QTLs para
todos los caracteres de calidad que fueron evaluados en las generaciones
segregantes (BC;, BC, y BC;1S;) obtenidas de un mismo tipo de cruzamiento
interespecifico.

Los alelos de origen silvestre de los QTLs que fueran detectados en las
generaciones BC; y BC, presentaron principalmente efectos dominantes o
semidominantes.

Varios QTLs cuyos alelos silvestres tienen efecto recesivo fueron recién
detectados en familias BC1S; entre los que se destacan los QTLs para vida
poscosecha de los frutos.

La comparacion de QTLs detectados en mas de una generacion permitio

validar 12 QTLs entre los que se encuentra un QTL para vida poscosecha de
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los frutos (SSR596), localizado en el cromosoma 10. Por otro lado 11 QTLs
asociados a otros caracteres de calidad fueron detectados (p < 0,001) en

alguna de las generaciones evaluadas.

Los marcadores moleculares utilizados en esta experiencia permiten
detectar regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad y vida
poscosecha de los frutos las que fueron introgresadas desde el germoplasma
de LA722.

Estos resultados permiten concluir que la introgresion de regiones
gendmicas asociadas a la vida poscosecha y a la calidad del fruto de S.
pimpinellifolium pueden mejorar a la especie cultivada. Ademas, el uso de
marcadores moleculares hace mas eficiente la identificacion de los fragmentos

del genotipo donante y la recuperacion del genoma del genotipo recurrente.
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CONSIDERACIONES FINALES

Se define a las lineas casi isogénicas (NILs, Near Isogenic Lines) como
aquellas que difieren en uno o unos pocos genes. Son lineas que contienen un
fragmento cromosomico de un progenitor que actia como donante dentro del
fondo genético de otro progenitor que actiia como receptor. En esta experiencia
el progenitor donante fue la linea LA722 de S. pimpinellifolium y el progenitor
receptor, utilizado como recurrente en el esquema de cruzamientos de las
retrocruzas, ha sido el cultivar argentino Caimanta de S. lycopersicum. Este
disefio de cruzamientos y a posteriori retrocruzas, posibilit6 obtener los

genotipos que se describen en el trabajo y que seran la base de futuras NILs.

La posibilidad de obtener NILs, a partir de los resultados obtenidos en
esta experiencia, se ha visto favorecida por el uso de distintos marcadores
moleculares. De hecho es posible reducir la cantidad de generaciones de
retrocruzas al seleccionar plantas BC; individuales en las que un Unico SSR se
encuentre al estado heterocigota y la mayoria de los SSR restantes se
encuentre al estado homocigota. De esta manera en una generacion BC3; 0 BC4
sera posible obtener 30 NILs (una para cada uno de los 30 marcadores SSR
agui utilizados) donde cada una de ellas contenga un fragmento de ADN

distinto, introgresado a partir de LA722 en el background del genotipo cultivado.

La informacion generada a partir de esta Tesis Doctoral permitio
seleccionar plantas BC, con un numero reducido de microsatélites en estado
heterocigota, que fueron retrocruzadas hacia Caimanta, para obtener las
generaciones BC3 y BC, que seran evaluadas en la campafia 2012/2013. La

posterior evaluacion de estas NILs y su comparacion con el cultivar Caimanta,

Introgresion de regiones genémicas... 250



Consideraciones Finales

permitird adjudicar las diferencias fenotipicas encontradas al fragmento de ADN

introgresado.

La ventaja de contar con una poblacién de NILs radica en la posibilidad
de evaluar el efecto de los segmentos introgresados en distintas localidades y
afos, constituyéndose ademas en una poblacion de mapeo eterna. Por otro
lado, este tipo de generacion de nuevos materiales permitiria realizar estudios
posgenomicos (protedmica, transcriptomica, etc.) de aquellas regiones

gendmicas que rigen caracteres de interés agronémico.

La generaciéon de estos genotipos (con fragmentos gendmicos de la
accesion LA722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium introducidos en el
cultivar argentino Caimanta) son excelentes recursos genéticos para el

mejoramiento de este cultivo.
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