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Resumen

RESUMEN

El tomate es una de las hortalizas de mayor importancia econémica mundial. A través
del cruzamiento entre el cultivar argentino Caimanta de Solanum lycopersicum y la accesion
LA722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium mediante un programa de seleccion
divergente-antagonica para el peso y la vida poscosecha de los frutos, se desarrollaron 17
lineas endocriadas recombinantes (RIL). Como resultado del cruzamiento entre RIL es
posible obtener los llamados hibridos de segundo ciclo (HSC). En estos HSC es viable
encontrar nueva variabilidad genética por recombinacién de los genes seleccionados
durante la obtencion de las RIL progenitoras. El objetivo de la Tesis fue caracterizar
fenotipica y molecularmente tres generaciones F, obtenidas de la autofecundacion de tres
HSC (RIL18xRIL1, RIL1XRIL8 y RIL1xRIL5), determinar la variabilidad existente en los dos
niveles de caracterizacion, identificar regiones gendmicas asociadas a caracteres de calidad
de los frutos y seleccionar una generacion segregante para iniciar un nuevo programa de
mejoramiento. La caracterizacion molecular de las tres generaciones F. utilizando seis
combinaciones de cebadores de AFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos
Amplificados) originé en todas las poblaciones un nimero de bandas superior a 100 y un
porcentaje de bandas polimorficas superior al 57%, determinando la presencia de una alta
variabilidad molecular en todas las poblaciones. En el nivel fenotipico se evaluaron los
caracteres del fruto: diametro, altura, indice de forma, peso, vida poscosecha, firmeza,
cociente de absorbancias (a/b), porcentaje de reflectancia (L), pH, sélidos solubles y acidez
titulable. La variabilidad generada fue evidenciada dado que, en la mayoria de los casos, se
identificaron individuos F. que tuvieron valores superiores o inferiores a los valores
promedios de las RIL. Por otro lado, la aplicacién de diferentes herramientas multivariadas
permitié conocer, en una primera aproximacién integral, las diferentes estructuras de las
poblaciones. En el Andlisis de Componentes Principales, en las tres generaciones, fueron
necesarias las primeras cuatro componentes para explicar cerca del 80% de la variabilidad
fenotipica. Analizando la variabilidad molecular con el Andlisis de Coordenadas Principales,
para obtener el mismo porcentaje de variabilidad, fueron necesarias 12 o méas coordenadas.
El consenso obtenido entre ambas clases de variabilidad por un Andlisis de Procrustes
Generalizado fue superior al 64% en todas las F,. La alta asociacion entre la informacién en
los niveles fenotipico y molecular encontrada en esta primera aproximacion fue profundizada
mediante la estimacion de diferentes parametros genéticos y la deteccion de QTLs (loci de
caracteres cuantitativos) por métodos convencionales. Respecto al grado de dominancia, en

general, predominé la dominancia completa, aunque también se observé dominancia parcial,
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sobredominancia y aditividad pura, pero en menor medida. Por otro lado, las tres
generaciones presentaron los mayores valores de heredabilidad para los caracteres pH,
sélidos solubles y acidez titulable. Se detecté un amplio nimero de QTLs para la mayoria de
los caracteres en las tres generaciones, aungque ninguno de ellos se pudo validar ya que no
fueron comunes. La generacion F» del HSC RIL18xRIL1 presentd el mayor nimero de QTLs
detectados y asociados a todos los caracteres; en consecuencia, fue seleccionada para
hacer una caracterizacion molecular mas exhaustiva y derivacion de familias Fs. En relacion
a la caracterizacion molecular se llevé a cabo utilizando marcadores de tipo SSR
(Repeticiones de Secuencia Simple) y SNP (Polimorfismo de Nucleétido Simple). Por un
lado, se utilizaron 12 combinaciones de cebadores de SSR de los cuales el 92% resultaron
ser polimorficos. Con estos SSR polimérficos se detectd un total de siete QTLs para peso,
vida poscosecha, ambos atributos de color (L y a/b), sélidos solubles y acidez titulable. Dos
de ellos (asociados a a/b y a vida poscosecha) pudieron ser validados ya que también
fueron identificados en una poblacién retrocruza relacionada. Por otro lado, al disponer de
las secuencias de Caimanta y la accesion LA722, se desarrollaron marcadores altamente
especificos del tipo SNP. Se utilizaron 130 SNP localizados en los 12 cromosomas de la
especie cultivada. De ellos, sé6lo el 59% segregaron en los individuos de la generacion Fz, y
con ellos se detectaron siete QTLs para diametro, peso e indice de forma. Se elabor6é un
mapa fisico y genético. Mediante el primero, se pudo estimar que las regiones no
segregantes fueron levemente superiores al 50% mientras que el porcentaje de regiones
segregantes fue de unos puntos por debajo del 50% (46%). En cuanto al mapa genético, se
obtuvieron 23 grupos de ligamiento. En relacion al avance a la siguiente generaciéon de
autofecundacion, aplicando criterios fenotipicos y moleculares se seleccionaron 18
individuos F, para obtener las familias Fs, que fueron caracterizadas fenotipicamente para
los mismos atributos que sus progenitores. Se detectaron heredabilidades en sentido
estricto significativas para diametro, altura, indice de forma, peso, pH y acidez titulable. Se
concluye que a través de la caracterizacién fenotipica y molecular con los diferentes tipos de
marcadores de ADN utilizados se pudo corroborar que los HSC presentan combinaciones
genotipicas favorables entre los genes que fueron seleccionados en generaciones previas.
Estas nuevas combinaciones originaron variabilidad genética en el nivel molecular y
fenotipico. También fue posible identificar numerosos QTLs mediante los diferentes
marcadores moleculares y validar algunos de ellos. Con la informacion obtenida en estas
generaciones tempranas se seleccionaron individuos dentro de la poblacion base
seleccionada para obtener familias Fs, para iniciar en base a estos resultados un nuevo

programa de mejoramiento genético para los caracteres de calidad de fruto.
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ABSTRACT

Phenotypic and molecular characterization in the segregating generations of three

tomato second cycle hybrids: QTL validation for fruit quality traits

F. segregating progeny from three tomato second cycle hybrids (SCH) were obtained
from crossing RIL (Recombinant Inbred Lines), which were derived from an interspecific
cross between Solanum lycopersicum cv. Caimanta and the accession LA722 from S.
pimpinellifolium. The objectives of this Thesis were to characterize three F, populations by
molecular markers and morphological traits in order to evaluate the molecular and
morphological variability, to identify genetics regions associated to quality fruit traits and to
select the best population to begin a new breeding program. The phenotypic fruit traits
evaluated were: diameter, height, weight, shape index, post-harvest life, firmness,
absorbance index, reflectance percentage, pH, soluble solids and titratable acidity. A high
molecular diversity was found through six AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Also a high level of morphological diversity was found using the phenotypic traits. Different
multivariate analyses were used to assess the degree of concordance among these two
approaches. High consensus was found between these methods suggesting that it could be
possible to detect QTLs (Quantitative Trait Loci) for these traits. Several QTLs were identified
for most of the traits. Because of the promissory characteristics of the F, derived from the
SCH RIL18xRIL1, this population was selected to be characterized by other DNA markers
and to obtain individuals to generate the F; families. Using 12 primer combinations of SSR
(Simple Sequence Repeats), seven QTLs were detected for weight, shelf life, absorbance
index, reflectance percentage, soluble solids and titratable acidity. Sequences of both
parental of these RIL allowed designing specific SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
markers. Scattered over the 12 chromosomes, 130 SNP were used and seven QTLs were
found for diameter, weight and shape index. The physic map obtained showed that the not
segregating regions were slightly higher than 50%, while the percentage of segregating
regions was below 50% (46%). The genetic map exhibited 23 linkage groups. Besides,
through the phenotypic and molecular data obtained, 18 F, individuals were selected to
generate Fs; families. The phenotypic and molecular characterization here obtained has
allowed detecting favourable genotypic combinations among the genes that were selected in
previous generations. Also, several QTLs were identified. The information obtained in these
early generations together with these Fs families indicates that it could be possible to initiate

a new breeding program to improve fruit quality traits.
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INTRODUCCION

El tomate es una de las hortalizas de mayor importancia econémica mundial, ademas
de ser un sistema modelo para el desarrollo del fruto (Nuez et al.,, 2004; The Tomato
Genome Consortium, 2012). Como todo organismo vivo, el fruto de tomate madura, ya sea
en la planta o fuera de ella, por lo tanto cualquier intento de prolongar su vida poscosecha
favorece la comercializacion y disminuye las pérdidas, estimadas en aproximadamente el 50
% de lo producido en paises en desarrollo (Meli et al., 2010). Por lo tanto, con el exigente y
cambiante mercado, es necesario mejorar atributos relacionados a calidad, tanto interna
como externa del fruto.

Por un lado, los genotipos cultivados aportan los genes que fueron seleccionados
durante la obtencion de los mismos, generalmente son frutos de alto peso, color y forma
adecuados, aunque a veces se dejan de lado caracteristicas organolépticas. Por otro lado,
las variedades silvestres generalmente aportan resistencias a diferentes enfermedades y
representan una fuente importante de variabilidad.

En el presente trabajo, se evaluaron tres generaciones de hibridos de segundo ciclo
(HSC) de tomate las cuales se originaron a partir de cruzamientos entre lineas endocriadas
recombinantes (RIL) obtenidas mediante un cruzamiento entre un cultivar comercial y una
accesion silvestre. Se detectaron las combinaciones genotipicas favorables entre aquellos
genes que fueron seleccionados en generaciones previas para caracteres de calidad y vida

poscosecha de frutos y que fueron fijados durante el proceso de obtencién de las RIL.

Origen y clasificacién taxonémica

El tomate pertenece a la familia de las Solanaceae que incluye a mas de 3000
especies. La seccion Lycopersicum del género Solanum consiste en 13 especies con
subespecies: el tomate cultivado, Solanum lycopersicum, el cual es el Unico domesticado, y
12 especies silvestres y subespecies (tales como S. chmielewskii, S. habrochaites, S.
pennellii y S. pimpinellifolium, o S. lycopersicum variedad (var.) cerasiforme) (Raiola et al.,
2014).

Tomatl es una palabra mexicana de la lengua Nahuatl, que designa a una planta con
frutos. Este tomatl era muy cultivado en México, aunque no era originario de esta region. De
hecho, las especies silvestres son originarias de la region de los Andes, repartida entre lo
qgue hoy seria Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Pert (Hedde et al., 1984). La palabra

tomate fue introducido en la lengua castellana en 1532 (Corominas, 1987).
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Segun describen Peralta y Spooner (2000), desde que el tomate fue introducido en
Europa en el siglo XVI, los botanicos reconocieron la cercania de los tomates con el género
Solanum, y fue identificado como S. pomiferum. Aun asi, su posicién genérica dentro de las
Solanaceas ha sido controvertida. Linneo en 1753 ubico a los tomates en Solanum mientras
que Miller, un contemporaneo de Linneo, los incluyd dentro del nuevo género Lycopersicon.
Posteriormente, la mayoria de los botanicos siguieron la clasificacion de Miller. Recientes
investigaciones moleculares han mostrado que los tomates y las papas estdn muy
relacionadas filogenéticamente y apoyan la inclusién de los tomates dentro de Solanum
(Peralta y Spooner, 2000).

El tomate cultivado (S. lycopersicum L.) es entonces miembro de las familias de las
Solanaceas, género Solanum L. y seccion Lycopersicon (Peralta et al., 2008). Sus
antecesores silvestres son nativos del oeste de Sud América, incluyendo las Islas
Galapagos. S. pimpinellifolium L., es considerado como el antecesor silvestre mas cercano
al tomate cultivado. Las accesiones fueron encontradas en Peru y Ecuador. S. lycopersicum
se divide en dos variedades botanicas: S. lycopersicum var. cerasiforme y S. lycopersicum
var. lycopersicum. La primera variedad es nativa de la region andina abarcando Peru y
Ecuador, pero también es encontrado en regiones subtropicales de todo el mundo. A pesar
de no haber barrera reproductiva entre ambas variedades, las montafias de los Andes
imponen una fuerte barrera fisica y ecolégica para la reproduccion cruzada entre estas
especies (Blanca et al., 2015).

La domesticacion se puede considerar como el primer paso en la mejora vegetal. S.
lycopersicum var. cerasiforme fue propuesto como evolucionariamente intermedio entre
pimpinellifolium y lycopersicum, o alternativamente una mezcla resultante de la hibridacién
entre ambas. El lugar de la domesticacion aln se mantiene incierto. Tanto Mesoamérica o
Ecuador y el norte de Perl, cerca de la zona originaria de pimpinellifolium, han sido
propuestas como centros de la domesticacion. Blanca et al. (2012), basados en informacion
molecular y morfol6gica, establecen que S. lycopersicum var. cerasiforme se origin6 a partir
de S. pimpinellifolium. El tomate luego fue domesticado a partir de S. lycopersicum var.
cerasiforme en un proceso compuesto por varias fases. La primera, una predomesticacion,
fue llevada a cabo en la region andina, en la cual S. lycopersicum var. cerasiforme desarrollo
una notable diversidad morfolégica en la cual se incluyen frutos mas grandes. Esos
materiales luego fueron llevados a Mesoamérica y fue alli donde se originé la verdadera
domesticacion, creandose las variedades de tomate de fruto grande (Blanca et al., 2012).

Estos procesos de domesticacion y mejoramiento contindan en el presente. El germoplasma
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de tomate no es actualmente estatico como tampoco lo es la adaptacién a las necesidades

humanas Yy a su consumo.

Caracteristicas botanicas del tomate

La planta de tomate es una planta perenne, de porte arbustivo y que se cultiva como
anual. Se puede desarrollar de manera rastrera, semierecta o erecta. La estructura de la
planta es la de un simpodio (Chamarro Lapuerta, 2001).

El tallo tiene dos a cuatro centimetros (cm) de didmetro en la base y esta cubierto de
pelos glandulares y no glandulares. El tallo principal forma de seis a 12 hojas, que crecen
lateralmente antes de que la yema principal se transforme en una inflorescencia. El
crecimiento subsiguiente se origina por la yema axilar de la dltima hoja, la cual desarrolla un
tallo secundario que crece como una prolongacion del primario y desplaza lateralmente la
inflorescencia. Los sucesivos segmentos del tallo se desarrollan de manera similar,
produciendo inflorescencias cada tres hojas. Cuando este proceso se repite indefinidamente
los cultivares se denominan indeterminados. Estos cultivares son muy adecuados para la
recoleccién continua, ya que florecen y fructifican de manera regular. Por el contrario, los
cultivares determinados tienen un crecimiento limitado. Los segmentos sucesivos del eje
principal soportan un nimero inferior de hojas y terminan en una inflorescencia. Ya que la
floracion vy fructificacién se produce de manera mas concentrada, se permite la recoleccion
mecanica.

En cuanto a la semilla, esta posee forma lenticular y recubierta de pelos.

El sistema radicular estd compuesto por la raiz principal, las raices secundarias y las
raices adventicias.

Las hojas son pinnado compuestas. Los foliolos son usualmente peciolados y
lobulados irregularmente con bordes dentados. A su vez, estan cubiertas con pelos del
mismo tipo que los del tallo.

En cuanto a la flor, la misma es perfecta, regular e hipégina y consta de cinco o mas
sépalos, cinco 0 mas pétalos, de color amarillo, dispuestos en forma helicoidal. Posee igual
namero de estambres que se alternan con los pétalos. Posee ovario bi o plurilocular. Las
inflorescencias son del tipo racemosas.

Los frutos son bayas bi o pluriloculares. Su peso final en madurez oscila entre los
cinco y los 500 gramos (g) aproximadamente, dependiendo de la variedad. El fruto esta
constituido basicamente por el pericarpio, tejido placentario y las semillas, y esta unido a la

planta por un pedicelo.
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Produccion

La produccién de tomate a nivel mundial es de 170.750.076 toneladas (tn), de las
cuales Argentina produce 667.972 tn (0,39%). En cuanto al area cosechada, a nivel mundial
se destinan unas 5.023.810 hectareas (ha), de las cuales en Argentina se destinan unas
15.975 ha (0,32%) (FAOSTAT, 2014).

En relacion al total de la produccién horticola, las provincias de Mendoza, Buenos
Aires y Cérdoba, son las que aportan mayor porcentaje a la produccion. Por su parte, la
provincia de Santa Fe, aporta un 4,3% a la produccion horticola total (Censo Nacional
Agropecuario, 2008).

La mayoria de las grandes ciudades cuentan con un area cercana en la cual se
cultivan hortalizas cuyo principal destino es el abastecimiento de esa poblacién urbana.
Podemos definir “cinturéon verde” al territorio ocupado por quintas o huertas familiares y
comerciales que rodea a las ciudades y donde se producen hortalizas para abastecer a la
poblacién urbana. Se destacan los cinturones horticolas del area metropolitana de Buenos
Aires, La Plata, Rosario, Cordoba, Mar del Plata, Mendoza y Tucuman.

El cinturén horticola de Rosario es una zona muy importante, no sélo productivamente
sino en cuanto a la comercializacion, ya que abastece a mas de dos millones de habitantes
de la region. ElI mismo incluye a los departamentos de Rosario, Constitucion y San Lorenzo
(un productor de San Jer6nimo es considerado en los censos como parte del mencionado
cinturén por las caracteristicas del destino de la produccion y otras caracteristicas socio-
econdmicas). Acorde con el censo 2011-2012 (Grasso et al., 2013), la superficie destinada a
hortalizas fue de 2.485 ha, representando un 49,3% del total. Comparado con el censo
2007-2008 (Ferrato et al., 2009), se observa una caida del 18,79% (3.060 ha). En relacién a
la produccion de tomate a campo, al comparar ambos censos, se observa una disminucién
del 66,66% (de 27 ha (2007-2008) a 9 ha (2011-2012)). Mientras que la reduccién de tomate
producido en invernadero fue menor (27,27%, pasando de 22 ha (2007-2008) a 16 ha (2011-
2012)).

Propiedades del tomate
El consumo regular de tomate y de sus productos esta asociado con un bajo riesgo de

enfermedades como las cardiovasculares, coronarias, hipertension, diabetes, y varios tipos

de cancer, debido a la interaccion de fitoquimicos con vias metabdlicas relacionados a
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respuestas infamatorias y estrés oxidativos (Raiola et al. 2014). Dentro de los compuestos
del tomate, se encuentran carotenoides, vitaminas y compuestos volatiles.

Los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides y son el
grupo mas representativo de los tetraterpenos. Varios estudios han reportado los beneficios
de los carotenoides en relacién a su poder antioxidante, tal como en la estimulacién del
sistema inmune y la actividad antitumoral (Raiola et al., 2014). Dentro de los carotenoides se
encuentran el licopeno, B- caroteno y luteina. Los carotenoides, incluyendo el licopeno,
pueden ser potentes antioxidantes y son especialmente eficaces contra las especies
reactivas del oxigeno (ERO) (Story et al., 2010). Por su parte el 3- caroteno, es considerado
una provitamina porque se puede convertir en retinol, un compuesto esencial para la vista.
También posee propiedades antioxidantes (Raiola et al., 2014). Respecto a la luteina (junto
a la zeaxantina y meso-zeaxantina) cumple un rol fundamental en la salud ocular, ya que se
encuentran en la macula y son considerados como pigmentos maculares. Bajos niveles de
estos pigmentos estan asociado a altos riesgos de degeneracién macular relacionada a la
edad (Scripsema et al., 2015).

Por su parte, las vitaminas cumplen un rol muy importante. La familia de la vitamina E,
incluye ocho moléculas: a-, 8-, y- y é-tocoferol y a-, 8-, y- y 6-tocotrienol. Estas moléculas
son potentes antioxidantes liposolubles (Raiola et al., 2014). La vitamina C esta presente en
las frutas, verduras y patatas en forma de acido L-ascorbico y &cido dehidroascérbico. El
ascorbato es, probablemente, el antioxidante hidrosoluble més efectivo presente en el
plasma. Es capaz de atrapar y reducir nitritos, inhibiendo por tanto la formacion en el
estbmago de compuestos carcinogénicos N-nitrosos. Los estudios in vitro sugieren que
ejerce un papel protector contra el dafio oxidativo de los constituyentes celulares y las
lipoproteinas circulantes (Zapata et al., 2007). La vitamina C en tomate es altamente
biodisponible, por lo que un consumo regular de pequefias cantidades de productos de
tomate puede aumentar la proteccion de las células contra el dafio del ADN inducido por
especies oxidantes (Raiola et al., 2014). La vitamina A, retinol o antixeroftdlmica, es una
vitamina liposoluble que interviene en la formacién y mantenimiento de las células
epiteliales, en el crecimiento éseo, el desarrollo, proteccion y regulacion de la piel y de las
mucosas. Desempefia un papel importante en el desarrollo de una buena vision,
especialmente ante la luz tenue. El B-caroteno, es un precursor de la vitamina A, y tiene
propiedades antioxidantes que ayudan a eliminar radicales libres previniendo el
envejecimiento celular.

En cuanto a los compuestos volatiles (fenoles), se pueden mencionar los flavonoides,

acidos fendlicos y taninos. Los flavonoides pueden comportarse como antioxidantes y pro-
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oxidantes (Pérez Trueba, 2003). El organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacién o en forma de
suplemento (Martinez-Fl6rez et al.,, 2002). Los &cidos fendlicos incluyen los &cidos
hidroxibenzoicos e hidrixicinAmico, y son principalmente estudiados por su rol de
antioxidantes. En cuanto a los taninos, incluyen a los compuestos de taninos hidrolizables
que son polimeros del &acido elagico, o acidos galico y elagico, con glucosa y taninos
condensados (proantocianidinas), que se derivan de la condensacion de monémeros de
unidades de flavanoles. Su capacidad antioxidante es ejercida por los radicales libres,
quelantes de metales traza, y proteina de unién (Raiola et al., 2014).

Usos del tomate

Pocos productos horticolas permiten tanta diversidad de usos como el tomate. Segun
Diez Niclos (2001) su uso se podria clasificar en:

- Consumo en fresco: se prefieren los tomates medianos a grandes. En el caso
gourmet, o para decoracion, se prefieren las variedades de tamafio pequefio y redondo (tipo
cereza o cherry).

- Procesado industrial: sin bien son importantes las caracteristicas externas,
prevalecen mas las caracteristicas de calidad internas tales como acidez, contenido en
azlcares y materia seca. Sus usos son variados: tomate al natural pelado, jugo de tomate,
puré, pasta o concentrado de tomate, salsa de tomate, tomate en polvo, tomate confitados o
encurtidos.

En el caso del mercado del tomate fresco tanto local como mundial, debe ser
abastecido continuamente ya que el consumo mundial de tomate fresco ha aumentado a
razéon de 1 kilo por habitante por afio en estos ultimos 10 afios. El tomate fresco argentino
tiene como destino principal el mercado interno y dentro de él a los supermercados. La
exportacion de tomate en fresco o refrigerado es realmente baja, registrandose un volumen
promedio de estos ultimos 5 afios de 6000 tn de tomate, siendo los paises limitrofes el
principal destino. Argentina se encuentra en el puesto numero 47 de exportadores
mundiales de tomates frescos o refrigerados. Se estima que exporta menos del 1 % de su
produccion (Ministerio de Agroindustria, 2017). El destino principal de sus exportaciones son
los paises limitrofes destacandose Paraguay, absorbiendo el 70 % del mercado. Se estima
que en Argentina se producen anualmente cerca de 1,2 millones de tn de tomate. Cabe
destacar que dicho volumen no llega a cubrir la demanda del mercado interno. Por ende,

aun queda un amplio margen para aumentar la produccion nacional. En 2016, Argentina
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importé de Brasil un volumen de 1.851 tn, debido principalmente a la disminucion de la
produccién nacional afectada por las inclemencias (granizo). Anualmente ingresa al
Mercado Central de Buenos Aires un volumen promedio de 120.000 tn de tomate fresco
provenientes de la regibn NEA (Corrientes), NOA (Salta y Jujuy), Cuyo (Mendoza y San
Juan) y Bonaerense (La Plata). La estimacion de la superficie destinada a la producciéon de
tomate para el afio 2016 fue de 800 ha (en invernadero y a campo) para la region del NEA
(Corrientes), de 2000 ha (protegido y a campo) para la region del NOA (Salta y Jujuy), de
4700 ha (protegido y a campo) para la regién de cuyo (Mendoza: 3600 ha y San Juan: 1100
ha) y de 8000 ha (principalmente invernadero) para la regiébn Bonaerense (La Plata)
(Ministerio de Agroindustrias, 2017).

En cuanto al tomate para industria los productos que se elaboran principalmente son
las conservas de tomate entero, cubeteado y pastas y en menor medida el deshidratado o
seco el cual ha tenido un mayor desarrollo en el Gltimo quinquenio. La produccion de tomate
para industria se basa en la variedad perita u oblongo, concentrdndose en su mayoria en las
provincias de Cuyo, NOA y Rio Negro (Ministerio de Agroindustrias, 2016). Argentina se
encuentra en el puesto nimero 12 con una produccion de 488.000 tn anuales. El tomate
para industria en Argentina posee tal importancia que se encuentra en sexto lugar en el
rubro hortalizas procesadas. Los tomates en conserva (en trozos o0 enteros) representan el
principal producto de exportacion dentro de la cadena de conserva vegetales. Las
exportaciones argentinas de tomate en conserva tuvieron como destino Paraguay y Brasil
con una participaciéon en el valor del mercado del 40%, Cuba con un 9,5% y Uruguay con
una participacién de un 8%, entre otros. Se exportan concentrados o puré de tomate y
salsas principalmente a Paraguay y Uruguay, y tomates pelados a Brasil para la industria
hotelera. En 2016 se ha visto disminuida la produccién debido principalmente al granizo que
ocasiondé graves pérdidas. De este modo se import6 tomate pelado, kétchup vy
fundamentalmente pasta de tomate desde Chile, por un volumen de 34.900 tn (Ministerio de
Agroindustria, 2017). Mundialmente se comercializan unos 6,2 millones de tn por un valor de
6.200 millones de ddlares. En los ultimos 10 afios el comercio total de conservas de tomate
tuvo un crecimiento del 38,3% destacandose el desarrollo de las salsas con un 66%
(Ministerio de Agroindustria, 2016).
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Germoplasma silvestre y mejoramiento: una alternativa para mejorar caracteres de

calidad

Existe una gran variedad de especies silvestres y con el correr del tiempo, las mismas
han sido utilizadas como dadores de algunos caracteres de calidad. El interés en estas
especies silvestres radica en que, las mismas han superado diversos procesos selectivos
durante la adaptacién a los ambientes siendo en ellas posible encontrar resistencia a
insectos y enfermedades, tolerancia a condiciones ambientales adversas, mejores atributos
de calidad de fruto, entre otras caracteristicas de interés agronomico (Pratta et al., 1996).
Comparado con otros antecesores silvestres, S. pimpinellifolium L. tiene varios caracteres
deseables y significativamente menos caracteristicas no deseables (Capel et al., 2015).
Pratta et al. (2003a), al evaluar cruzamientos inter e intra varietales entre el cultivar
comercial S. lycopersicum cultivar (cv.) Caimanta (tipo ‘Platense’) y accesiones silvestres (S.
lycopersicum var. cerasiforme accesion LA1385 y S. pimpinellifolium accesion LA722) y
cultivares mutantes (Nor: sin maduracion (non ripening) y Rin: maduracioén inhibida (ripening
inhibitor)), concluyeron que todos los hibridos, en los cuales uno de los progenitores fue un
genotipo silvestre, tuvieron un desarrollo vegetativo adecuado, buen namero de flores por
racimo y una vida en estanteria mas prolongada. En base a estos resultados proponen la
incorporacién del germoplasma silvestre para el mejoramiento de atributos que confieren
calidad al fruto del tomate. A su vez Pratta et al. (2003b), establecieron que el hibrido
‘Caimanta x LA722’ seria el hibrido mas promisorio al considerar que los progenitores

presentaban la mayor diferencia en las frecuencias alélicas y la mayor divergencia genética.

Genomay genética molecular

Desde los comienzos, el objetivo del mejoramiento vegetal ha sido seleccionar
genotipos superiores a partir de la identificacion de fenotipos superiores, dependiendo el
éxito del nimero de genes involucrados en el control del caracter (herencia monogénica o
poligénica), las relaciones interalélicas (dominancia o aditividad) y por supuesto la respuesta
a las influencias ambientales (Martinez et al., 2010).

Es un hecho conocido hoy en dia que a través del uso de marcadores de ADN se
aumenta la eficiencia y precision en los programas de mejoramiento vegetal. El uso de
marcadores de ADN en el mejoramiento se conoce como seleccion asistida por marcadores
(MAS) y es un componente de la nueva disciplina del mejoramiento molecular (Collard y

Mackill, 2008). La MAS puede incrementar la ganancia por unidad de tiempo y por unidad de
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costo en los programas de mejoramiento, especialmente cuando la determinacién del
fenotipo de los caracteres de interés demora tiempo, es caro o erratico (Bernardo, 2008)

Los marcadores genéticos permiten detectar diferencias genéticas entre organismos o
especies aungue no indiquen la regién blanco de un gen, y solo pueden actuar como
sefales (Collard et al., 2005). El lugar que ocupa ese marcador en el genoma es conocido
como locus (del latin lugar, loci en plural) siendo su utilidad que éstos pueden encontrarse
asociados a caracteres fenotipicos. Por otro lado, la variacién fenotipica es usualmente
continua y condicionada por la variacion alélica de varios loci, cada uno con un pequefio
efecto. A estos caracteres cuya variacion es continua y determinada por la segregacion de
multiples loci se los conoce como caracteres cuantitativos y de herencia poligénica. Los loci
que controlan un caracter cuantitativo son denominados como poligenes o loci de caracteres
cuantitativos (QTL) (Tanksley, 1993).

Los marcadores que pueden revelar diferencias entre individuos (de la misma o
diferentes especies) son llamados polimérficos, mientras que los que no pueden discriminar
entre genotipos se llaman monomoérficos.

Hay tres tipos de marcadores genéticos: marcadores morfoldégicos, marcadores
bioguimicos y marcadores de ADN.

Los marcadores morfolégicos son usualmente caracteristicas fenotipicas de
identificacion visual como color de flor, forma de semilla, habitos de crecimiento o
pigmentacion (Collard et al., 2005). Por otro lado, los marcadores bioquimicos son aquellos
polimorfismos presentes en ciertas proteinas (Martinez et al.,, 2010). Ambos tipos de
marcadores poseen como desventaja que su nimero es limitado y estan influenciados por
factores ambientales o estados de desarrollo de la planta (Winter y Kahl, 1995).

En cuanto a los marcadores de ADN éstos se pueden dividir en tres clases:

- Basados en la hibridacién del ADN: entre ellos los RFLP (Polimorfismo en la Longitud
de los Fragmentos de Restriccion) y VNTR (Repeticiones en Tandem en Numero Variable).

- Basados en la amplificacion a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR): se encuentran los RAPD (ADN Polimérfico Amplificado Aleatoriamente), AFLP
(Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados) y SSR (Repeticiones de
Secuencia Simple).

- Basados en la secuencia de ADN: como los SNP (Polimorfismo de Nucleo6tido
Simple) e InDel (Insercién/Delecion).

Cada uno de estos marcadores de ADN, varian en cuanto a costo, reproducibilidad,

tiempo empleado, robustez, entre otras caracteristicas.
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Los marcadores AFLP son del tipo dominantes, es decir, no se puede distinguir el
genotipo heterocigota. A su vez, son multi-loci y generan un alto nivel de polimorfismo,
aungue la técnica es mas laboriosa y requiere mayor cantidad de ADN, si bien no se
requiere para su utilizacion conocer la secuencia del individuo para su utilizacion. Por otro
lado, los SSR son marcadores codominantes, es decir, se puede distinguir el genotipo
heterocigota, son de Unico locus, aunque técnicamente mas simples, robustos y confiables,
se requiere conocer la secuencia, al menos, de la regién flanqueante al SSR para poder
disefiar los cebadores (Collard et al, 2005). En relacion a los marcadores SNP se basan en
la deteccion de polimorfismos resultantes de la alteracion en una Unica base en la secuencia
de ADN. Son, al igual que los SSR, de Unico locus y codominantes y constituyen
aproximadamente el 90% de la variacion genética en un organismo (Gupta et al., 2008). Se
encuentran distribuidos a lo largo del genoma, proveen marcadores estables para andlisis
genéticos y su deteccion es factible de automatizar (Sim et al., 2012). Ademas de poder
identificar los genotipos heterocigotas, el disponer de marcadores del tipo codominantes,
permite calcular el grado de dominancia de los QTLs detectados.

Existe una gran cantidad de trabajos publicados, en los cuales se usan marcadores de
ADN.

Thomas et al. (1995), utilizando AFLP, hallaron tres marcadores que co-segregaban
con el gen Cf-9, responsable de la cladosporiosis del tomate (Cladosporium fulvium). Pratta
et al. (2006) mediante AFLP evaluaron diferencias entre porcentaje de callos, regeneracion y
tasa de productividad en RIL de tomate. Miao et al. (2009), encontraron dos marcadores de
AFLP ligados a la resistencia a la marchitez bacteriana del tomate (Ralstonia
solanacearum). A su vez, Pratta et al. (2011a; 2011b), caracterizaron 16 RIL de tomate con
AFLP y por caracteres fenotipicos, encontrando un alto porcentaje de polimorfismo
molecular y hallando asociacién (QTLs) entre los caracteres fenotipicos y las bandas de
AFLP. En el caso de SSR, Pereira da Costa et al. (2013), comparando una poblacién BC1
(retrocruza 1) y BC2 (retrocruza 2) y BC1S1 (autofecundacién de la retrocruza 1)
encontraron QTLs para diferentes caracteres de interés agronémico. Capel et al. (2015) en
una poblacion de RIL (del cruzamiento entre S. lycopersicum cv. Moneymaker y S.
pimpinellifolium accesion To937) localizaron QTLs asociados a sélidos solubles totales,
acidez titulable, fructosa, entre otros caracteres.

La aparicion de la secuenciacion masiva en paralelo, conocida como secuenciacion de
proxima generacion, ha cambiado de manera drastica las estrategias de secuenciacion del
ADN y ha acelerado la secuenciacibn de genomas, no solamente de organismos

unicelulares y plantas modelos, sino de plantas con genomas mas complejos (Hirakawa et
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al., 2013). Esta nueva tecnologia ha sido utilizada para una gran variedad de aplicaciones,
entre ellas el desarrollo de SNP, tanto en aquellas especies con un genoma de referencia
disponible como en aquellas en las cuales no se dispone (Varshney et al., 2009).

Referido a los SNP, numerosos trabajos han utilizados estos marcadores para
determinar el genotipo de distintos cultivares y accesiones de tomate y posterior evaluacion
de las relaciones evolutivas y origen del mismo (Sim et al.,, 2012; Blanca et al., 2012).
También, Capel et al. (2015) encontraron SNP asociados a diferentes atributos
agronémicos.

En mayo de 2012, se publica el genoma de tomate (The Tomate Genome Consortium,
2012). Esta actividad fue realizada por un consorcio en la cual participaron cientificos de
varios paises y la informacion esté disponible.

Diferentes tipos de poblaciones

Los programas de mejoramiento pueden utilizar distintos tipos de poblaciones,
generarlas o hacer uso de las ya existentes. Existen diferentes tipos de poblaciones
derivadas de cruzamientos biparentales, cada una de ellas posee sus ventajas y
desventajas, en cuanto a la facilidad y tiempo para la obtencién, reproducibilidad, entre
otras.

La poblaciéon F; (filial 2) es originada a partir de la autofecundaciéon de un individuo F;
(filial 1), el cual resulta del cruzamiento entre dos lineas puras. Cada individuo F, posee
combinaciones Unicas de cada uno de los padres, o sea, cada individuo F, es
genéticamente diferente al otro, por lo que estas poblaciones no se pueden replicar en
ambientes y afios, y tampoco, en estas poblaciones es posible evaluar la interacciéon
genotipo-ambiente, excepto si se las reproduce mediante propagacion asexual. Se definen
como poblaciones “efimeras” y no se pueden mantener en el tiempo (salvo, como ya se
comentd mediante reproduccion asexual) (Singh y Singh, 2015). La principal ventaja es la
facilidad y el relativo corto tiempo necesario para su obtencion.

Las RIL se originan por avanzadas autofecundaciones derivadas de individuos
heterocig6ticos F1 durante seis a ocho generaciones. Las RIL son lineas homocigotas y
tienen en su constitucién genética fragmentos recombinados al azar del genoma de ambos
progenitores a lo largo de los cromosomas. Pueden contener en menor proporcion
fragmentos heterocigotas, dependiendo del nimero de generaciones (a mayor nimero de
autofecundaciones, menor la heterocigosidad). Al ser homocigotas, estas poblaciones

pueden ser propagadas indefinidamente, sin cambios en el genotipo, lo cual hace a estas
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poblaciones “perpetuas” (anteriormente se las denominaba “inmortales”). Una de las
principales desventajas, es su tiempo de obtencidn, ya que son necesarias entre seis a ocho
generaciones de autofecundacién (Collard et al., 2005). Otra de las desventajas es su
dificultad de obtencion en aquellas especies con depresion por endocria o alégamas
exclusivas (Singh y Singh, 2015).

Como resultado del cruzamiento entre RIL se originan los HSC. Su principal ventaja es
que puede haber genotipos Unicos que son capaces de superar a la mejor de las RIL (De
Toledo et al., 1984). El tiempo destinado a su obtencion, es mas largo, si se tienen en
cuenta la produccion previa de las lineas.

Las poblaciones retrocruzas (BC) se obtienen al cruzar un individuo homocigota que
posee el caracter o alelo de interés (el parental dador) con un individuo homocigota que no
posee ese caracter o alelo (parental recurrente). Luego esa Fi es retrocruzada contra el
padre recurrente. La principal ventaja es la facilidad y el relativo corto tiempo necesario para
su obtencién (Collard et al., 2005). Pero las mismas no son reproducibles, tales como las F».
Si las especies lo permiten, la reproducibilidad se podria lograr a través de una reproduccion
vegetativa.

Las lineas casi isogénicas (NIL) se originan luego del proceso de retrocruza sucesivas
contra el parental recurrente y una posterior autofecundaciéon. Las mismas no son mas que
lineas idénticas al padre recurrente con la excepcion de ese gen/locus ingresado desde el
padre dador. En cada generacién de retrocruza, se reduce en 50% el genoma del parental
dador (Singh y Singh, 2015). Como desventaja se presenta el tiempo de obtencion de las
mismas (entre ocho a diez generaciones), pero poseen la ventaja de ser poblaciones del tipo
perpetuas.

Por dltimo, las poblaciones de dobles haploides (DH) se pueden producir por
duplicacién cromosomica a partir de Gvulos (ginogénesis) o a partir de granos de polen
(androgénesis) (Forster et al., 2007). Las especies destinadas a producir DH, deben
soportar el cultivo de tejidos. La ginogénesis es usada en cebolla, remolacha y algunos
arboles, mientras que la androgénesis es usada en cebada (Forster et al., 2007). Los DH al
ser homocigotas, se pueden multiplicar y reproducir sin que ocurran cambios genéticos, lo

cual permite su permanencia en el tiempo y en diferentes ubicaciones (Collard et al., 2005).

Marco de investigacion donde esta incluida esta Tesis

El grupo de investigadores de la Céatedra de Genética de la Facultad de Ciencias

Agrarias (UNR) trabaja desde hace méas de 20 afios en cruzamientos con genotipos
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silvestres y mutantes para la madurez del fruto hacia el tomate cultivado para mejorar
caracteres de calidad, siendo pioneros en el empleo de los genotipos silvestres para
prolongar la vida poscosecha de los frutos. Pratta et al. (1996) y Zorzoli et al. (1998) han
demostrado que los frutos de algunas formas silvestres tienen mayor vida poscosecha que
los cultivares comerciales de tomate y menor que los genotipos homocigotas para los
mutantes de madurez del fruto nor (non ripening) y rin (ripening inhibitor) de S. lycopersicum.
Los genotipos silvestres tienen la ventaja que pueden prolongar la vida poscosecha de los
frutos sin provocar efectos desfavorables sobre otros atributos de calidad tales como el
color, sabor, textura, entre otros.

Estos primeros resultados determinaron que el grupo iniciara a mediados de 1990 un
programa de seleccion divergente-antagénica para el peso y la vida poscosecha de los
frutos a partir de la generacion F, del cruzamiento entre el cultivar argentino Caimanta (S.
lycopersicum) y la accesion LA722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium.

Caimanta es un cultivar argentino del tipo comercial, originado por el INTA (Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria) Los Cerrillos (Salta). Es un cultivar de héabitos de
crecimiento determinado, frutos a la madurez de color rojo y tipo ‘platense’ de forma
aplanada (diametro del fruto superior a la altura del mismo) (Pratta et al., 2003a), de alto
peso, cuya media aproximada es de unos 98,48 + 9,87 g y una vida poscosecha media
(como dias transcurridos desde cosecha a descarte del fruto) de 9,74 + 0,91 dias (d)
(Rodriguez et al., 2006). S. pimpinellifolium accesion LA722, es de habito de crecimiento
indeterminado, frutos esféricos, de color rojo intenso a la madurez, de tamafio muy reducido,
cuya media es de 0,87 + 0,02 g y vida en estanteria de 15,67 + 0,37 d (Pratta et al., 2003;
Rodriguez et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1: Fotografias de (a) S. lycopersicum cv. Caimanta; (b) S. pimpinellifolium accesion

LA722; (c) comparacion de ambas

@) (b) (c)
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Como resultado del cruzamiento entre ambos materiales se obtuvo la Fi. A estos tres
genotipos (Caimanta, LA722 y la F1 entre ellos), se los denomind genotipos uniformes de
primer ciclo (GUPC). A partir de alli, se generé la poblacién F» (por autofecundacion de la Fi)
y se comenzd un proceso de seleccion divergente-antagénica para peso y vida poscosecha.
El mismo continué hasta Fs. Como resultado de este proceso, se originaron 17 RIL
(Rodriguez et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2: Esquema de obtencion de las RIL e HSC (fragmento de imagen extraida de
Rodriguez et al., 2013)
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Pratta et al. (2011b), realizaron una caracterizacion fenotipica y molecular de 16 de
estas RIL. Ninguna de ellas tuvo un peso similar al de Caimanta. Teniendo en cuenta la
media de las RIL (10,82 g), siete de ellas fueron clasificadas de alto peso, ocho como de
bajo peso y solo una de peso intermedio. En relacién a la vida poscosecha, cuatro RIL
superaron el valor de ambos padres, 11 de ellas tuvieron un valor intermedio a ambos y solo

una tuvo un valor inferior a ambos padres (Tabla 1).

Tabla 1: Agrupamiento de las RIL (en numeros) de acuerdo al peso y vida poscosecha
(tabla elaborada a partir de Pratta et al. (2011b))

Peso

Bajo Intermedio Alto
‘U .
5 |Inferior aambos padres 14
2
§ Intermedio a ambos padres| 7, 9, 10, 11, 12, 13 1,3,4,15,16
o
©
-;l’ Superior a ambos padres 6,8 5 18

Cabe destacar que la RIL1 y la RIL18, se encuentran inscriptas en el registro Nacional
de Cultivares y en el Registro Nacional de la Propiedad de Cultivares del Instituto Nacional
de Semillas (INASE), como creaciones fitogenéticas de tomate bajo los hombres de GEMA-
FCA (RIL18) y QUERUBIN-FCA (RIL1) (Boletin Oficial, 2013).

Como resultado del cruzamiento entre RIL se obtienen los HSC (de Toledo et al.,
1984) en los que cabe esperar que se recombinen alelos que ya fueron seleccionados
durante el proceso de obtencién de las RIL. Al conjunto de las dos RIL parentales junto a su
HSC se lo denominé como genotipos uniformes de segundo ciclo (GUSC). En las
generaciones segregantes de estos HSC es posible detectar variabilidad tanto en los niveles
molecular como fenotipico. Por lo tanto, la magnitud de la asociacion entre la variabilidad
molecular y la fenotipica podria ser un criterio valido para seleccionar poblaciones bases
derivadas de los hibridos de segundo ciclo. El uso de la informaciéon obtenida en estas
generaciones tempranas contribuiria a disefiar eficientemente un programa de mejoramiento
a partir de la variabilidad genética presente en la poblacion base seleccionada.

Utilizando las generaciones segregantes de tres HSC que se caracterizaron

morfolégica y molecularmente se plantea la siguiente hipotesis y los objetivos a cumplir.
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Hipotesis

HIPOTESIS

Los hibridos de segundo ciclo presentan combinaciones genotipicas favorables entre
los genes que fueron seleccionados en generaciones previas. En sus generaciones
segregantes, estas nuevas combinaciones originan variabilidad genética en el nivel

molecular y fenotipico por recombinacion.
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OBJETIVOS GENERALES

1. Estudiar en diferentes hibridos de segundo ciclo y sus generaciones segregantes el
efecto de la recombinacidon continua entre el germoplasma silvestre y cultivado sobre los

caracteres de calidad de los frutos y la vida poscosecha.
2. ldentificar las regiones gendémicas asociadas a estos caracteres de calidad de los
frutos y la vida poscosecha que se expresan independientemente del contexto genético en

el que se encuentren.

3. Seleccionar una generacion segregante derivada de un hibrido de segundo ciclo

para iniciar un nuevo programa de mejoramiento.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la variabilidad molecular y fenotipica mediante marcadores
moleculares AFLP en tres hibridos de segundo ciclo y sus generaciones segregantes y

cuantificar el consenso entre ambas caracterizaciones.

2. Estimar parametros genéticos y detectar QTLs para caracteres de calidad de fruto
en las tres generaciones segregantes caracterizadas a fin de seleccionar entre ellas una

poblacién base que permita iniciar un nuevo programa de mejoramiento.

3. Incrementar la precision de la caracterizacion molecular y fenotipica en la
generacion segregante seleccionada mediante marcadores moleculares SSR y la obtencién

de su generacion Fs.
4. Desarrollar marcadores moleculares especificos para la poblacion base
seleccionada basados en la secuencia de los progenitores y construir los mapas fisico y

genético correspondientes.

Para facilitar la presentacion y el andlisis de los resultados obtenidos, este trabajo se

presenta en cuatro Capitulos en los que se desarrollan los diferentes objetivos especificos.
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En este Capitulo se aborda el Objetivo Especifico 1. Caracterizar la variabilidad
molecular y fenotipica mediante marcadores moleculares AFLP en tres hibridos de segundo
ciclo y sus generaciones segregantes y cuantificar el consenso entre ambas

caracterizaciones.

Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo las siguientes actividades:

1. Caracterizacion de la diversidad genética en las generaciones segregantes F. de
los tres hibridos de segundo ciclo (HSC RIL18xRIL1, RIL1xRIL8 y RIL1XRIL5) mediante seis
combinaciones de marcadores moleculares AFLP.

2. Evaluacion de la variacion para 11 caracteres cuantitativos relacionados a la calidad
de fruto en estas tres generaciones segregantes Fo.

3. Exploracion del consenso entre la diversidad molecular y la variaciébn para

caracteres cuantitativos mediante Analisis de Procrustes Generalizado (APG).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron 69, 76 y 82 individuos correspondientes a las generaciones segregantes
F de tres hibridos de segundo ciclo (HSC) RIL18xRIL1, RIL1XRIL8 y RIL1XRIL5.

Métodos

Caracterizacion molecular por perfiles de AFLP

La caracterizacion molecular de cada generacion segregante F. (filial 2), lineas
endocriadas recombinantes (RIL) e HSC, se realiz6 de la manera descripta en Cachiarelli et
al. (2015). Se utilizaron seis combinaciones de cebadores +3 de AFLP (Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos Amplificados), las cuales fueron seleccionadas por presentar
elevados numero de bandas y alto porcentaje de polimorfismo para materiales uniformes de
primer y segundo ciclo (Cachiarelli et al., 2015). En la Tabla 1, se pueden observar los

cebadores utilizados y las combinaciones selectas.

Tabla 1: Descripcion de cebadores utilizados y combinaciones selectas para la obtencion de
los perfiles de AFLP

Adaptadores para laligacion

Msel Descripcién Eco RI Descripcion
GACGATGAGTCCTGAG Msel Adapter CTCGTAGACTGCGTACC EcoRI Adapter
TACTCAGGACTCAT Msel Adapter AATTGGTACGCAGTC EcoRI Adapter

Adaptadores para amplificacion pre-selectiva y selectiva
Mse | Descripcion Nucleo_tldos EcoRlI Descripcion NUCIeO.tIdOS
selectivos selectivos

GATGAGTCCTGAGTAA Msel+1 C GACTGCGTACCAATTC EcoRI+1 A

GATGAGTCCTGAGTAA Msek3 CAC GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 ACT
GATGAGTCCTGAGTAA MsekH3 CAG GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 AGA
GATGAGTCCTGAGTAA Msel+3 CAT GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 AGC
GATGAGTCCTGAGTAA Msek3 CTA GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 ATC
GATGAGTCCTGAGTAA Msek3 CTG GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 ATG
GATGAGTCCTGAGTAA Msel+3 CGT GACTGCGTACCAATTC EcoRI+3 ATT

Combinaciones selectas

Combinaciéon Msel+3 EcoRI+3
F GATGAGTCCTGAGTAACGT GACTGCGTACCAATTCACT
H GATGAGTCCTGAGTAACAG GACTGCGTACCAATTCACT
J GATGAGTCCTGAGTAACTA GACTGCGTACCAATTCAGA
HH GATGAGTCCTGAGTAACTA GACTGCGTACCAATTCATT
1l GATGAGTCCTGAGTAACTG GACTGCGTACCAATTCATT
JJ GATGAGTCCTGAGTAACGT GACTGCGTACCAATTCATT
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En cada generacion F, se evalu6é el nimero total de bandas, nimero de bandas
polimérficas, porcentaje de polimorfismo (nUmero de bandas polimérficas/nimero de bandas
totales) y numero de bandas que ajustaron a la segregacién mendeliana esperada (3:1).

Con esta informacién molecular se realizé un analisis de conglomerados para cada
generacién F;, en el cual se incorporaron las RIL y su HSC. Para ello, se siguié un criterio de
agrupamiento jerarquico de encadenamiento promedio (average linkage) y la distancia de
Jaccard (1-S). Este andlisis fue realizado mediante el software estadistico InfoStat version
2016 (Di Rienzo et al., 2016).

Caracterizacion fenotipica por caracteres asociados a calidad de los frutos

En cada generacién segregante F, (incluyendo los parentales y su HSC), se evaluaron
11 caracteres relacionados a calidad de fruto. Las mediciones se realizaron en dos estados:

a) Estado pintén (primeras acumulaciones de carotenoides (Giovannoni, 2004)):

- Peso (en gramos (g): evaluado mediante balanza.

- Altura (en centimetros (cm)): evaluado mediante calibre (Figura 1).

- Didmetro (en cm): evaluado mediante calibre (Figura 1).

Figura 1: Ubicacion de la medicién de altura y diametro del fruto

'.

|

- Indice de forma: cociente entre la altura y el diametro.

- Vida poscosecha (en dias (d)): dias transcurridos entre la cosecha del fruto hasta la
pérdida de calidad comercial del mismo (ablandamiento, arrugamiento, desarrollo de
enfermedades, etc.). El almacenamiento se realiza en estanteria a 25 + 3 °C (grados

centigrados) (Figura 2).
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Figura 2: Ubicacion de los frutos para la toma de datos del caracter vida poscosecha

En todos los casos se evaluaron diez frutos por planta.
b) Estado maduro (aproximadamente 90% de la superficie de color rojo):
- Firmeza: dos mediciones en el plano ecuatorial opuesto, utilizando un durémetro

(Durofel, DFT 100), con punta de 0,10 cm? (centimetros cuadrados) (Figura 3).

Figura 3: medicion de firmeza usando un durometro

- Color: medido a través de dos parametros: L (porcentaje de reflectancia) que indica
la luminosidad y cociente de absorbancias (a/b, también conocido como matiz o relacion
rojo/amarillo). L es un parametro que indica la luminosidad, tomando valores de O para
negro y 100 para blanco. Los parametros a y b corresponden a las absorbancias a 540
nanémetros (nm) y 675 nm respectivamente. Los valores para el pardmetro a oscilan entre
valores negativos para colores verdes y positivos para rojos, mientras que el pardmetro b,
toma valores negativos para azules y positivo para amarillos (Figura 4). Tanto para firmeza

como para color se evaluaron diez frutos por planta.
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Figura 4: medicién de los parametros L (porcentaje de reflectancia), a y b (absorbancias)
usando un cromametro

- Sélidos Solubles (en °Brix): medido como el porcentaje de fructosa méas glucosa del
jugo homogeneizado, mediante un refractometro manual.

- pH: medido mediante pHmetro manual en el jugo homogeneizado.

- Acidez titulable (g de acido citrico /100 g de jugo homogeneizado): calculada a partir
del volumen de NaOH 0,1 N (normal) necesario para llevar a 8,1 el pH de 10 g de jugo
disueltos en 100 mililitros (ml) de agua destilada (Figura 5).

Figura 5: bureta, pHmetro, agitador y jugo disuelto en agua para medicion de acidez
titulable

Para el caso de sélidos solubles, acidez titulable y pH, se tomaron tres muestras

independientes de jugo a partir de cinco a ocho frutos maduros por planta, dependiendo del
tamafio de los mismos.

Se hicieron histogramas para cada caracter, sobre los cuales se incorporaron los
valores medios tanto de los individuos F2, como de las RIL y su HSC, como asi también de
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los parentales y F; (filial 1) de las cuales derivaron las RIL (cultivar (cv.) Caimanta, accesion
LA722 y su Fi). En este Capitulo al conjunto de las RIL y sus respectivos HSC lo
llamaremos genotipos uniformes de segundo ciclo (GUSC), mientras que al cv. Caimanta, la
accesion LA722 y su F;1 seran llamados genotipos uniformes de primer ciclo (GUPC). A partir
de estos graficos y los valores medios se evalud la presencia de individuos en la poblacién
segregante que desvian de los valores de los fenotipos de sus parentales (de Vicente y
Tanksley, 1993). Las comparaciones de medias entre las RIL y su HSC se realizaron

mediante el test de Tukey.

Exploracién del consenso entre la diversidad molecular y la variacién para caracteres

cuantitativos mediante Analisis de Procrustes Generalizado

Para evaluar el consenso entre la diversidad molecular y la variacién para caracteres
cuantitativos en las generaciones segregantes F, de los tres HSC y como paso previo a la
deteccion de QTLs (loci de caracteres cuantitativos), se determiné la asociacion entre la
informacién molecular obtenida a través de seis combinaciones de cebadores de AFLP y la
informacién fenotipica, medida a través de 11 variables relacionadas a calidad de los frutos.
Para evaluar la asociacion/ consenso entre la informacion fenotipica y molecular se aplicé
un Andlisis de Procrustes Generalizado (APG). Previamente, se analizaron las 11 variables
cuantitativas (fenotipicas) con un Analisis de Componente Principales (ACP) y con la
informacién molecular se realiz6 un Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP). Cabe
destacar que para el ACoP solo se utilizé la informacion molecular de las bandas que
segregaron de manera mendeliana. Todos los analisis fueron realizados mediante el

software estadistico InfoStat versién 2016 (Di Rienzo et al., 2016).
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RESULTADOS

Caracterizacion molecular, fenotipica y consenso entre la diversidad molecular y la
variacion para caracteres cuantitativos en la generacion segregante F, del HSC
RIL18xRIL1

La caracterizacidbn molecular por perfiles de AFLP, utilizando las seis combinaciones
seleccionadas, mostré un total de 110 bandas de las cuales 68 resultaron ser polimérficas
(61,82%). El total de bandas relevadas y bandas polimorficas por combinacién, se presenta
en la Tabla 2. En la Figura 6 se puede observar un fragmento de un gel de poliacrilamida

Tabla 2: Combinaciones de cebadores, bandas totales y bandas polimdérficas

Combinacién de

cebadores (C6digo) Bandas totales Bandas polimorficas

F 29 23

H 14 10

J 24 12
HH 13 4
Il 18 11
JJ 12 8
Total 110 68

De las 68 bandas polimorficas, 29 ajustaron a la segregacién mendeliana esperada
(42,65%).
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Figura 6: Seccion de un gel de poliacrilamida para los GUPC, GUSC vy algunos individuos

de la generacion segregante F, del HSC RIL18xRIL1

Referencias: MM: marcador molecular; 1: Solanum lycopersicum cv. Caimanta (C); 2: S.
pimpinellifolium accesion LA722 (P); 3: F1 CxP; 4: RIL1; 5: RIL18; 6: HSC RIL18xRIL1; F
progeny: individuos de la generacion segregante F; flecha negra: banda monomorfica;

flecha roja: banda polimérfica
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El andlisis de conglomerados (Figura 7) permiti6 observar un ordenamiento de los
individuos de la F» como asi también de las RIL y de su HSC, en el que en una primera
division se separa el genotipo 1-44. En cuanto a la RIL1 y la RIL18, forman un grupo por
separado, mientras que el HSC fue mas parecido al genotipo VIII-17 de la generacion F-.

En la Tabla 3, se muestran los valores medios y su error estandar para la RIL1, RIL18,
el HSC RIL18xRIL1 y la F, para los 11 caracteres de interés agrondmico. En la Figura 8, se
pueden observar los frutos correspondientes a las RIL, su HSC y la generacién segregante
F2. En la Figura 9, se muestran los histogramas para la poblacién F, para los 11 caracteres
fenotipicos y en los mismos se marcan los valores medios para los GUPC (Solanum
lycopersicum cv. Caimanta, S. pimpinellifolium accesion LA722 y su F;) y GUSC (RIL1,
RIL18 y su HSC) y el valor medio de los individuos F». En la Figura 9, se puede observar
gue para todos los caracteres hubo individuos de la generacién F, cuyos valores promedios
fueron tanto superiores o inferiores a los valores promedios de los parentales de los GUSC,
con excepcién de diametro, ya que no hubo individuos que superen al valor promedio de la
RIL1. Al realizar esta misma comparacién, pero teniendo en cuenta los promedios de los
parentales de los GUPC, para los caracteres diametro, altura y peso, no hubo individuos F»
gque presenten valores promedios superiores o inferiores a los valores medios de Caimanta y
LA722, ya que para estos caracteres el cv. Caimanta y la accesidon LA722, mostraron tener
los valores promedios extremos mas altos y mas bajos. Para el resto de los caracteres, se
obtuvieron individuos que tuvieron valores superiores o inferiores, a al menos alguno de

estos parentales.
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Figura 7: Analisis de conglomerados para la generacion F, del HSC RIL18xRIL1
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Tabla 3: Valores medios + error estandar para los 11 caracteres fenotipicos para la RIL1, RIL18, el HSC (RIL18xRIL1) y la generacién F;

D A Fo P VP F L a/b ss pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 3,07+ 0,06 0,87+ 0,01 23,64+ 1,06 17,55+ 0,95 53,60+ 1,30 40,05+ 0,41 1,09+ 0,04 7,10+ 0,22 4,78+ 0,02 0,33+ 0,003
RIL18 2,93+ 0,11 3,15+ 0,08 1,10+ 0,03 15,48+ 1,46 14,28+ 0,84 55,10+ 2,72 42,20+ 0,54 1,07+ 0,03 6,04+ 0,04 4,84+ 0,03 0,25+ 0,01

HSC (RIL18xRIL1) 2,74+ 0,05 2,64+ 0,05 0,97+ 0,01 12,45+ 0,55 13,72+ 0,60 49,00+ 2,57 40,48+ 0,38 1,08+ 0,05 7,38+ 0,17 5,04+ 0,06 0,32+ 0,01
F (%) 2,60+ 0,47 2,67+ 0,51 1,03+ 0,12 11,16+ 5,33 19,06+ 7,34 57,54+ 7,67 39,29+ 1,82 1,15+ 0,15 7,27+ 1,35 4,81+ 0,27 0,32+ 0,12

Referencias: (*): en F, se expresa el valor medio + el desvio estandar; D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida

poscosecha; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos solubles; AT: acidez titulable
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Figura 8: RIL18 (a), RIL1 (b), el HSC entre ellas RIL18xRIL1 (c) y frutos de la generacion F;
(d)
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Figura 9: Histogramas para la poblacién F; para los 11 caracteres fenotipicos
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Referencias: C: S. lycopersicum cv. Caimanta; P: S. pimpinellifolium accesion LA722; F.:

generacion segregante F, del HSC RIL18xRIL1; a,b: diferentes letras indican diferencias

significativas (p<0,05).
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Figura 9 (continuacién):

fenotipicos

Histogramas para la poblacion F, para los 11 caracteres
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Referencias: C: S. lycopersicum cv. Caimanta; P: S. pimpinellifolium accesion LA722; F:

generacion segregante F, del HSC RIL18xRIL1; a,b,c: diferentes letras indican diferencias

significativas (p<0,05).

40



Capitulo |

El ACP aplicado a las 11 variables morfolégicas mostré que las primeras dos
componentes (CP) acumulaban un 50,80% de la variacion (CP1= 30,20%, CP2= 20,60%)
(Figura 10a). La CP1 estaba principalmente explicada por altura, peso y diametro y la CP2
por los pardmetros de color L y a/b, este Ultimo de manera negativa. El coeficiente de
correlacion cofenética fue de 0,81. Las primeras cuatro componentes explicaban el 77,50%
de la variacion. En las Tablas 4a y 4b se muestran los valores de los autovalores y
autovectores para el ACP.

El ACoP utilizando las bandas producto de las seis combinaciones de cebadores y que
ajustaron a la segregacion mendeliana esperada mostré una alta variacion (Figura 10Db).
Fueron necesarias las primeras 12 coordenadas para explicar el 79,10% de la variabilidad
(Tabla 5a).

El ACP y el ACoP permitieron la realizacion del APG. Las primeras siete componentes
explicaron méas del 79% de la variabilidad (CP1 = 25,80%, CP2 = 17,20%, CP3 = 10,10%,
CP4 = 8,50%, CP5 = 6,90%, CP6 = 5,60%, CP7 = 5,40%), logrando un consenso de 67,40%
(Tabla 5b y Figura 11).
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Figura 10: Grafico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) para el

ACP (@) y gréafico de dos dimensiones para las dos primeras coordenadas (CP) para el

ACOP (b)
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Referencias: VP: vida poscosecha; P: peso; F: firmeza; D: diametro; A: altura; L: porcentaje

de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: soélidos solubles; AT: acidez titulable; Fo:

indice de forma
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Tabla 4: Autovalores (a) y autovectores para las dos primeras componentes principales (b)

para el ACP
() (b)
Autovalores Autovectores
Lambda Valor  Proporcion Proporcion Variables el e2
Acumulada
1 3,327 0,302 0,302 D 0,466 -0,076
2 2,261 0,206 0,508 A 0,501 -0,130
3 1,705 0,155 0,663 Fo 0,138 -0,113
4 1,237 0,112 0,775 P 0,485 -0,084
5 0,835 0,076 0,851 VP 0,203 -0,330
6 0,583 0,053 0,904 L 0,060 0,557
7 0,484 0,044 0,948 a/b -0,246 -0,471
8 0,320 0,029 0,977 F 0,018 0,334
9 0,203 0,018 0,996 SS -0,246 -0,388
10 0,043 0,0040 1 pH 0,140 -0,232
11 0,002 0,0002 1 AT -0,304 -0,019

Referencias: D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; L:

porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; F: firmeza; SS: sélidos solubles;

AT: acidez titulable
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Tabla 5: Primeros 46 autovalores correspondientes al ACoP (a) y autovalores para el APG

(b)

@)

(b)

Autovalores

Autovalores

Lambda Valor Proporcién Proporcion Lambda Valor Proporcién Proporcion
Acumulada Acumulada

1 3,627 0,315 0,315 1 0,174 0,258 0,258
2 0,985 0,086 0,401 2 0,116 0,172 0,430
3 0,834 0,072 0,473 3 0,068 0,101 0,531
4 0,731 0,063 0,537 4 0,057 0,085 0,616
5 0,549 0,048 0,584 5 0,046 0,069 0,685
6 0,434 0,038 0,622 6 0,037 0,056 0,740
7 0,423 0,037 0,659 7 0,036 0,054 0,794
8 0,392 0,034 0,693 8 0,029 0,044 0,838
9 0,371 0,032 0,725 9 0,020 0,029 0,867
10 0,314 0,027 0,752 10 0,017 0,025 0,891
11 0,240 0,021 0,773 11 0,011 0,016 0,907
12 0,208 0,018 0,791 12 0,009 0,013 0,920
13 0,163 0,014 0,805 13 0,007 0,010 0,931
14 0,140 0,012 0,818 14 0,007 0,010 0,941
15 0,138 0,012 0,830 15 0,006 0,008 0,949
16 0,118 0,010 0,840 16 0,005 0,008 0,957
17 0,106 0,009 0,849 17 0,004 0,005 0,962
18 0,100 0,009 0,858 18 0,003 0,005 0,967
19 0,097 0,008 0,866 19 0,003 0,004 0,971
20 0,083 0,007 0,873 20 0,003 0,004 0,975
21 0,079 0,007 0,880 21 0,002 0,003 0,979
22 0,074 0,006 0,887 22 0,002 0,003 0,982
23 0,069 0,006 0,893 23 0,002 0,003 0,985
24 0,067 0,006 0,898 24 0,002 0,003 0,988
25 0,065 0,006 0,904 25 0,002 0,003 0,991
26 0,064 0,006 0,910 26 0,002 0,003 0,993
27 0,060 0,005 0,915 27 0,002 0,002 0,996
28 0,060 0,005 0,920 28 0,002 0,002 0,998
29 0,056 0,005 0,925 29 0,001 0,002 1,000
30 0,052 0,005 0,929

31 0,051 0,004 0,934

32 0,050 0,004 0,938

33 0,046 0,004 0,942

34 0,043 0,004 0,946

35 0,043 0,004 0,950

36 0,042 0,004 0,953

37 0,042 0,004 0,957

38 0,038 0,003 0,960

39 0,038 0,003 0,964

40 0,037 0,003 0,967

41 0,033 0,003 0,970

42 0,030 0,003 0,972

43 0,030 0,003 0,975

44 0,028 0,002 0,977

45 0,027 0,002 0,980

46 0,025 0,002 0,982
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Figura 11: Gréfico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) para el APG
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Caracterizacion molecular, fenotipica y consenso entre la diversidad molecular y la
variacion para caracteres cuantitativos en la generacion segregante F, del HSC
RIL1XRIL8

La caracterizacidbn molecular por perfiles de AFLP, utilizando las seis combinaciones
seleccionadas mostrd un total de 101 bandas, de las cuales 87 resultaron ser polimérficas
(86,14%). El total de bandas relevadas y bandas polimérficas por combinacion se presenta

en la Tabla 6.

Tabla 6: Combinaciones de cebadores, bandas totales y bandas polimoérficas

Combinaciéon de

cebadores (Cédigo) Bandas totales Bandas polimorficas

F 11 10

H 10 5
J 16 15
HH 10 10
1] 14 11
JJ 40 36
Total 101 87

De las 87 bandas polimoérficas, 20 ajustaron a la segregacién mendeliana esperada
(22,99%).

Como resultado del andlisis de conglomerado se obtuvo el agrupamiento que se
observa en la Figura 12. En el mismo se puede observar un ordenamiento de los genotipos
de la generacién F,. Como se puede observar en este cluster, la RIL8 y el HSC (RIL1xRILS8)
se encuentran formando un grupo separado, mientras que la L1, se encuentra mas
distanciada de los mismos. El coeficiente de correlacién cofenética fue de 0,93.

En cuanto a la caracterizacion fenotipica, los valores medios y su error estandar para
la RIL1, RIL8, su HSC y la F, para los 11 caracteres de interés agronémico se puede
observar en la Tabla 7. En la Figura 13, se pueden observar los frutos correspondientes a
las RIL, su HSC y la generacién segregante F.,. En la Figura 14, se muestran los
histogramas para la poblacion F, para los 11 caracteres fenotipicos y en los mismos se
marcan los valores medios para los GUPC (S. lycopersicum cv. Caimanta, S.
pimpinellifolium accesion LA722 y su F1) y GUSC (RIL1, RIL8 y su HSC) y el valor medio de
los individuos F.. En la Figura 14, se puede observar que para los caracteres cociente de
absorbancias (a/b), firmeza, pH, porcentaje de reflectancia (L), indice de forma, vida
poscosecha, sélidos solubles y acidez titulable, hubo individuos de la generaciéon F, cuyos

valores promedios superaron, tanto por valores superiores o inferiores, a los valores
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promedios de los parentales de los GUSC. En los casos de diametro, altura y peso, no hubo
individuos que superen al parental con los mayores valores promedios (RIL1). Al realizar
esta misma comparacion, pero teniendo en cuenta las medias de los parentales de los
GUPC, no hubo individuos cuyos valores promedios hayan superado a los de los parentales,
para los caracteres diametro, altura, peso y firmeza. Para el resto de los caracteres, hubo
individuos con valores promedios superiores o inferiores por lo menos a uno de los

parentales.
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Figura 12: Analisis de conglomerados para la generacion F, del HSC RIL1xRIL8
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Tabla 7: Valores medios + error estandar para los 11 caracteres fenotipicos para la RIL1, RIL8, el HSC (RIL1XRIL8) y la generacién F;

D A Fo P VP F L a/b Ss pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 3,07+ 0,06 0,87+ 0,01 23,64+ 1,06 17,55+ 0,95 53,60+ 1,30 40,05+ 0,41 1,09+ 0,04 7,10+ 0,22 4,78+ 0,02 0,33+ 0,003
RIL8 1,63+ 0,04 1,54+ 0,04 0,94+ 0,01 2,57+ 0,18 18,32+ 0,82 50,27+ 1,53 38,29+ 0,43 1,32+ 0,01 8,90+ 0,10 4,86+ 0,05 0,50+ 0,07

HSC (RIL1xRIL8) 222+ 0,04 2,11+ 0,04 0,97+ 0,01 6,37+ 0,26 18,93+ 0,57 57,42+ 2,31 38,05+ 0,34 1,32+ 0,03 9,68+ 0,05 4,91+ 0,02 0,42+ 0,004
F, (%) 1,98+ 0,33 1,88+ 0,30 0,95+ 0,07 4,76+ 2,55 17,52+ 7,10 53,55+ 7,19 38,42+ 1,85 1,20+ 0,16 7,83+ 1,52 4,79+ 0,22 0,44+ 0,17

Referencias: (*): en F, se expresa el valor medio + el desvio estandar; D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida

poscosecha; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos solubles; AT: acidez titulable
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Figura 13: RIL1, el HSC entre ellas y la RIL8 (a) y frutos de la generacion F» (b)
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Figura 14: Histogramas para la poblacién F; para los 11 caracteres fenotipicos
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Imagen 14 (continuacion): Histogramas para la poblacion F, para los 11 caracteres

fenotipicos
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El ACP aplicado a las 11 variables morfolégicas mostr6 que las primeras dos
componentes (CP) acumulaban un 51,10% de la variaciéon (CP1= 32,10%, CP2= 19%)
(Figura 15a). La CP1 estaba principalmente explicada por didmetro, altura y peso y la CP2
por acidez titulable y de manera negativa por pH y porcentaje de reflectancia (L). El
coeficiente de correlacion cofenética fue de 0,84. Las primeras cuatro componentes
explicaban el 77,10% de la variacién. En las Tablas 8a y8b, se muestran los valores de los
autovalores y autovectores.

El ACoP utilizando las bandas producto de las seis combinaciones de cebadores y que
ajustaron a la segregacion mendeliana esperada mostrdé una alta variaciéon (Figura 15b).
Fueron necesarias las primeras 13 coordenadas para explicar el 77,30% de la variabilidad
(Tabla 9a).

El ACP y el ACoP permitieron la realizacion del APG. Las primeras ocho componentes
explicaron méas del 80% de la variabilidad (CP1 = 21,50%, CP2 = 13,20%, CP3 = 12,40%,
CP4 = 10,50%, CP5 = 8,30%, CP6 = 7,70%, CP7 = 4,90%, CP8= 4%), logrando un
consenso de 64,70% (Tabla 9b y Figura 16).
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Figura 15: Grafico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) para el

ACP (@) y grafico de dos dimensiones para las dos primeras coordenadas (CP) para el

ACOP (b)
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Tabla 8: Autovalores (a) y autovectores para las dos primeras componentes (b) del ACP

() (b)
Autovalores Autovectores
Lambda Valor  Proporcion Proporcion Variables el e2
Acumulada
1 3,527 0,321 0,321 D 0,493 0,197
2 2,093 0,190 0,511 A 0,476 0,228
3 1,653 0,150 0,661 Fo -0,094 0,085
4 1,210 0,110 0,771 P 0,481 0,234
5 1,010 0,092 0,863 VP 0,251 0,177
6 0,756 0,069 0,932 F -0,224 0,186
7 0,371 0,034 0,966 L 0,218 -0,436
8 0,231 0,021 0,987 a/b -0,261 0,222
9 0,123 0,011 0,998 AT -0,191 0,513
10 0,024 0,002 1,000 pH 0,071 -0,493
11 0,001 0,0001 1,000 SS -0,144 0,188

Referencias: D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F:

firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; AT: acidez titulable;

SS: sélidos solubles

55



Capitulo |

Tabla 9: Primeros 52 autovalores correspondientes al ACoP (a) y autovalores para el APG

(b)

(a)

(b)

Autovalores

Autovalores

Lambda Valor Proporcién Proporcién Lambda Valor Proporcién Proporcion
Acumulada Acumulada
1 2,174 0,151 0,151 1 0,139 0,215 0,215
2 1,568 0,109 0,260 2 0,086 0,132 0,347
3 1,431 0,099 0,359 3 0,080 0,124 0,471
4 1,115 0,077 0,437 4 0,068 0,105 0,576
5 0,877 0,061 0,497 5 0,053 0,083 0,659
6 0,763 0,053 0,550 6 0,050 0,077 0,736
7 0,648 0,045 0,595 7 0,032 0,049 0,785
8 0,554 0,038 0,634 8 0,026 0,040 0,825
9 0,545 0,038 0,672 9 0,023 0,036 0,861
10 0,445 0,031 0,703 10 0,017 0,027 0,888
11 0,420 0,029 0,732 11 0,015 0,023 0,911
12 0,351 0,024 0,756 12 0,012 0,019 0,930
13 0,246 0,017 0,773 13 0,010 0,016 0,946
14 0,231 0,016 0,789 14 0,008 0,012 0,959
15 0,220 0,015 0,805 15 0,006 0,010 0,969
16 0,200 0,014 0,819 16 0,005 0,008 0,977
17 0,166 0,011 0,830 17 0,004 0,007 0,984
18 0,159 0,011 0,841 18 0,004 0,006 0,990
19 0,128 0,009 0,850 19 0,003 0,005 0,995
20 0,121 0,008 0,858 20 0,003 0,005 1,000
21 0,084 0,006 0,864
22 0,079 0,006 0,870
23 0,076 0,005 0,875
24 0,074 0,005 0,880
25 0,073 0,005 0,885
26 0,072 0,005 0,890
27 0,070 0,005 0,895
28 0,068 0,005 0,900
29 0,066 0,005 0,904
30 0,064 0,004 0,909
31 0,063 0,004 0,913
32 0,062 0,004 0,917
33 0,060 0,004 0,922
34 0,060 0,004 0,926
35 0,056 0,004 0,930
36 0,055 0,004 0,933
37 0,054 0,004 0,937
38 0,052 0,004 0,941
39 0,051 0,004 0,944
40 0,050 0,003 0,948
41 0,048 0,003 0,951
42 0,047 0,003 0,954
43 0,045 0,003 0,958
44 0,045 0,003 0,961
45 0,043 0,003 0,964
46 0,041 0,003 0,967
47 0,041 0,003 0,969
48 0,039 0,003 0,972
49 0,037 0,003 0,975
50 0,035 0,002 0,977
51 0,034 0,002 0,979
52 0,031 0,002 0,982

56



Capitulo |

Figura 16: Gréfico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) para el APG

CP2 (13,2%)

0,14
n-107
.
0.07
1141 villzs s
. - vi-io iz vz
43 ez . . .
. . . Vi 1144
SV Gz . 11145 -
»
T Vellise e ILEVET ever * -zt
LI150 . 3, etiiaz vz V43 .
-2 =t VT 111-43 . *
. IRt vi-zr  *
140 a3 .
a1 Vo0 1126 . 11134 N
Vil C e e . st R Ve
0,00 1154 Y e ks gz ‘ V-8
. 1n-52 V65 . LR . VI35
- ovL15 o . 110
- Vi1 53 [ .
11-55 . . . l-102
. VT3 iz .
loe g T & s
v . olila7
. ViIl-40
. vsg
. -
V62 S
.
I11-108
" ® Vi
S . vss
-0,07
V63
L]
V61
-
-0,14 T T )
0,07 0,00 0,07 0,14

-0,14

CP 1 (21,5%)

57



Capitulo |

Caracterizacion molecular, fenotipica y consenso entre la diversidad molecular y la
variacion para caracteres cuantitativos en la generacion segregante F, del HSC
RIL1XRIL5

La caracterizacidbn molecular por perfiles de AFLP, utilizando las seis combinaciones
seleccionadas mostré un total de 137 bandas, de las cuales 75 resultaron ser polimorficas
(54,74%). El total de bandas relevadas y bandas polimorficas por combinacion, se presenta
en la Tabla 10.

Tabla 10: Combinaciones de cebadores, bandas totales y bandas polimérficas

Combinacién de

cebadores (Cédigo) Bandas totales Bandas polimdrficas

F 15 12
H 12 11

J 15 11
HH 31 5
I 37 15
JJ 27 21
Total 137 75

De las 75 bandas polimorficas, 27 ajustaron a la segregacién mendeliana esperada
(36%).

Como resultado del andlisis de conglomerado, se obtuvo el agrupamiento que se
observa en la Figura 17. En el mismo se puede observar un ordenamiento de los genotipos
de la generacion F.. Como se puede observar en el analisis del cluster, el genotipo 111-65 se
separa en una primera division del resto de los genotipos. El coeficiente de correlacion
cofenética fue de 0,82.

En cuanto a la caracterizacidn fenotipica, los valores promedios y su error estandar
para la RIL1, RIL5, su HSC y la F;, para los 11 caracteres de interés agronémico se puede
observar en la Tabla 11. En la Figura 18, se pueden observar los frutos correspondientes a
las RIL, su HSC y la generacién segregante F.,. En la Figura 19, se muestran los
histogramas para la poblacion F, para los 11 caracteres fenotipicos y en los mismos se
marcan los valores promedios para los GUPC (S. lycopersicum cv. Caimanta, S.
pimpinellifolium accesion LA722 y su F1) y GUSC (RIL1, RIL5 y su HSC) y el valor promedio
de los individuos F». En la Figura 19, se puede observar que, para todos los caracteres, con
excepcion de altura y peso, hubo individuos de la generacion F, que superaron, tanto por

valores superiores o inferiores, a los valores promedios de los parentales de los GUSC. Ni
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para altura ni para peso, hubo individuos F,, con valores promedios que superen a la RIL de
mayor valor promedio (RIL1). Al realizar esta misma comparacion, pero teniendo en cuenta
las medias de los parentales de los GUPC, para los caracteres diametro, altura, peso y
firmeza, no hubo individuos F, cuyos valores promedios superaran o fueran inferiores a los
valores promedios de los parentales de los GUPC. Para el resto de los caracteres, hubo

individuos con valores promedios superiores o inferiores, al menos, a uno de los parentales.
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Figura 17: Analisis de conglomerados para la generacion F, del HSC RIL1xRIL5
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Tabla 11: Valores promedios * error estandar para los 11 caracteres fenotipicos para la RIL1, RIL5, el HSC (RIL1xRIL5) y la generacion F»

D A Fo P VP F L a/b SS pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 3,07+ 0,06 0,87+ 0,01 23,64+ 1,06 17,55+ 0,95 53,60+ 1,30 40,05+ 0,41 1,09+ 0,04 7,10+ 0,22 4,78+ 0,02 0,33+ 0,003
RILS 3,26+ 0,14 2,70+ 0,09 0,84+ 0,01 19,99+ 2,37 16,35+ 1,18 48,56+ 1,34 38,41+ 0,49 1,24+ 0,02 8,20+ 0,12 4,76+ 0,01 0,40+ 0,02
HSC (RIL1XRIL5) 2,47+ 0,04 2,24+ 0,04 0,91+ 0,01 8,72+ 0,41 16,91+ 0,66 45,35+ 1,66 37,42+ 0,28 1,25+ 0,04 8,80+ 0,04 4,86+ 0,02 0,38+ 0,01
F (%) 2,59+ 0,48 2,27+ 0,39 0,88+ 0,08 9,84+ 5,11 16,90+ 8,52 53,11+ 7,45 39,24+ 2,55 1,13+ 0,20 8,59+ 1,22 4,90+ 0,30 0,36+ 0,15

Referencias: (*): en F, se expresa el valor medio + el desvio estandar; D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida
poscosecha; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: solidos solubles; AT: acidez titulable
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Figura 18: RIL1, el HSC entre ellas y la RIL5 (a) y frutos de la generacion F» (b)
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Figura 19: Histogramas para la poblacién F; para los 11 caracteres fenotipicos
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Imagen 19 (continuacion): Histogramas para la poblacion F, para los 11 caracteres

fenotipicos
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El ACP aplicado a las 11 variables morfolégicas mostré que las primeras dos
componentes (CP) acumulaban mas del 55% de la variacion (CP1= 30,40%, CP2= 24,70%)
(Figura 20a). La CP1 estaba principalmente explicada por diametro, altura y peso y la CP2
por el porcentaje de reflectancia (L). El coeficiente de correlacién cofenética fue de 0,87. Las
primeras cuatro componentes explicaban el 80,80% de la variacion. En las Tablas 12ay 12b
se muestran los valores de los autovalores y autovectores.

El ACoP utilizando las bandas producto de las 6 combinaciones de cebadores y que
ajustaron a la segregacion mendeliana esperada mostrdé una alta variaciéon (Figura 20Db).
Fueron necesarias las primeras 12 coordenadas para explicar el 70,60% de la variabilidad
(Tabla 13a).

El ACP y el ACoP permitieron la realizacion del APG. Las primeras seis componentes
explicaron el 72,90% de la variabilidad (CP1 = 18,50%, CP2 = 17,30%, CP3 = 13,30%, CP4
= 9,90%, CP5 = 7,40%, CP6 = 6,40%), logrando un consenso de 64,70% (Tabla 13b y
Figura 21).
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Figura 20: Gréfico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) (a) para el

ACP (b) y grafico de dos dimensiones para las dos primeras coordenadas (CP) para el

ACOP (b)
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Referencias: VP: vida poscosecha; P: peso; F: firmeza; D: diametro; A: altura; L: porcentaje

de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos solubles; AT: acidez titulable; Fo:

indice de forma
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Tabla 12: Autovalores (a) y autovectores para las dos primeras componentes (b) en el ACP

(@) (b)
Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporciéon Proporcion Variables el e2
Acumulada
1 3,339 0,304 0,304 D 0,442 -0,348
2 2,712 0,247 0,550 A 0,418 -0,315
3 1,621 0,147 0,698 Fo -0,187 0,151
4 1,219 0,111 0,808 P 0,408 -0,389
5 0,812 0,074 0,882 VP 0,281 0,276
6 0,548 0,050 0,932 F 0,178 0,152
7 0,399 0,036 0,968 L 0,214 0,446
8 0,227 0,021 0,989 a/b -0,345 -0,305
9 0,084 0,008 0,996 SS 0,013 0,079
10 0,036 0,003 1,000 pH -0,332 -0,271
11 0,003 0,0003 1,000 AT 0,206 0,367

Referencias: D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable
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Tabla 13: Primeros 65 autovalores correspondientes al ACoP (a) y autovalores para el APG

(b)

@)

(b)

Autovalores

Autovalores

Lambda Valor Proporcién Proporcion Lambda Valor Proporcién Proporcion
Acumulada Acumulada

1 1,941 0,142 0,142 1 0,120 0,185 0,185
2 1,460 0,107 0,249 2 0,112 0,173 0,358
3 1,043 0,076 0,325 3 0,086 0,133 0,491
4 1,009 0,074 0,399 4 0,064 0,099 0,590
5 0,754 0,055 0,454 5 0,048 0,074 0,664
6 0,718 0,053 0,507 6 0,042 0,064 0,729
7 0,646 0,047 0,554 7 0,033 0,051 0,780
8 0,565 0,041 0,595 8 0,022 0,034 0,814
9 0,491 0,036 0,631 9 0,019 0,030 0,844
10 0,384 0,028 0,660 10 0,017 0,027 0,870
11 0,349 0,026 0,685 11 0,014 0,021 0,891
12 0,292 0,021 0,706 12 0,011 0,017 0,908
13 0,272 0,020 0,726 13 0,009 0,013 0,921
14 0,215 0,016 0,742 14 0,008 0,012 0,934
15 0,190 0,014 0,756 15 0,007 0,011 0,944
16 0,177 0,013 0,769 16 0,006 0,009 0,953
17 0,150 0,011 0,780 17 0,005 0,007 0,960
18 0,149 0,011 0,791 18 0,004 0,006 0,966
19 0,110 0,008 0,799 19 0,004 0,006 0,972

20 0,101 0,007 0,806 20 0,003 0,005 0,977

21 0,090 0,007 0,813 21 0,003 0,004 0,981

22 0,085 0,006 0,819 22 0,002 0,004 0,985

23 0,085 0,006 0,825 23 0,002 0,003 0,988

24 0,083 0,006 0,831 24 0,002 0,003 0,991

25 0,081 0,006 0,837 25 0,002 0,003 0,994

26 0,079 0,006 0,843 26 0,002 0,003 0,997

27 0,075 0,005 0,849 27 0,002 0,003 1,000

28 0,073 0,005 0,854

29 0,070 0,005 0,859

30 0,069 0,005 0,864

31 0,069 0,005 0,869

32 0,066 0,005 0,874

33 0,064 0,005 0,879

34 0,063 0,005 0,883

35 0,063 0,005 0,888

36 0,061 0,004 0,892

37 0,058 0,004 0,897

38 0,058 0,004 0,901

39 0,057 0,004 0,905

40 0,053 0,004 0,909

41 0,051 0,004 0,913

42 0,049 0,004 0,916

43 0,049 0,004 0,920

44 0,048 0,004 0,923

45 0,048 0,004 0,927

46 0,046 0,003 0,930

47 0,046 0,003 0,934

48 0,044 0,003 0,937

49 0,044 0,003 0,940

50 0,043 0,003 0,943

51 0,042 0,003 0,946

52 0,040 0,003 0,949

53 0,040 0,003 0,952

54 0,038 0,003 0,955

55 0,037 0,003 0,958

56 0,037 0,003 0,960

57 0,036 0,003 0,963

58 0,035 0,003 0,966

59 0,033 0,002 0,968

60 0,033 0,002 0,970

61 0,031 0,002 0,973

62 0,031 0,002 0,975

63 0,030 0,002 0,977

64 0,028 0,002 0,979

65 0,026 0,002 0,981
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Figura 21: Gréfico de dos dimensiones para las dos primeras componentes (CP) para el andlisis de APG
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DISCUSION

Los hibridos de segundo ciclo (HSC) se obtienen a partir del cruzamiento entre RIL
derivadas de una generacion F; producida por el cruzamiento de dos parentales
homocigotas discrepantes para ciertos caracteres (Hill et al.,, 2003). Debido a los procesos
de recombinacion tanto en zonas de genes relacionados a los caracteres de interés
agrondémico como en otras zonas, es de esperar que las generaciones segregantes de estos
HSC muestren genotipos capaces de superar a las RIL o al HSC.

Los marcadores AFLP son una técnica basada en la amplificacion selectiva por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) de fragmentos restringidos del ADN gendmico. Blears
et al. (1998) indicaron que una de las principales ventajas de los marcadores AFLP es el
namero de loci detectados por reaccion. Asi, este tipo de marcadores permiten obtener una
gran cantidad de informacion, con pocas combinaciones de cebadores, ademéas de no ser
necesario contar con la informacion del genoma de la especie.

En el caso de estas generaciones, el niumero de bandas relevadas utilizando las seis
combinaciones de cebadores previamente selectas por presentar alto nimero de bandas y
porcentaje de polimorfismo (Cachiarelli et al., 2015), fue superior a 100 (HSC RIL18xRIL1:
110, HSC RIL1XRIL8 101 e HSC RIL1xRIL5: 137). A su vez, el porcentaje de bandas
polimérficas reveladas fue superior al 54% en todos los casos. Esto estaria indicando que
las combinaciones que previamente fueron selectas serian de utilidad para caracterizar las
generaciones segregantes. Ademas, esto evidencia una alta variacion molecular en las
generaciones segregantes. Pereira da Costa et al. (2016), utilizando la generacion
segregante F, de un HSC y seis combinaciones de cebadores de AFLP, detectaron un
porcentaje de polimorfismo del 67%. Liberatti et al. (2013), analizando seis RIL y tres HSC
(tres de las RIL y uno de los HSC fueron utilizados en el presente trabajo) y cinco
combinaciones de AFLP, obtuvieron que el porcentaje de polimorfismo fue,
aproximadamente (considerando los tres HSC), del 36%.

En estas tres generaciones correspondientes a las F» de los tres HSC, el andlisis de
agrupamiento, permiti6 obtener un ordenamiento de los genotipos segregantes y de los
materiales uniformes (RIL e HSC). En todos los casos, el coeficiente de correlacion
cofenética fue alto con valores superiores a 0,80. Este alto valor estaria indicando que
durante el proceso no ha ocurrido una gran perturbaciéon en lo que se refiere a la estructura
original de los datos ya que, este coeficiente mide la correlacion entre las distancias iniciales
y las distancias finales (Sokal y Rohlf, 1962). Por otro lado, estos agrupamientos obtenidos

estarian indicando la existencia de recombinacioén genética y alta diversidad genética entre
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los individuos de la poblacion segregante que pudo ser observada a través de las distancias
gue se encontraron.

La caracterizacion fenotipica de las generaciones segregantes F, de los tres HSC,
permitié observar, que en cuanto a los caracteres relacionados a tamafio de fruto (diametro,
altura y peso) la F» del HSC RIL1xRIL8, fue la que presenté los menores valores. Cabe
destacar que la RIL8 es entre las RIL utilizadas en este trabajo, la que presenta bajo valor
de peso. Las otras dos generaciones F; (derivadas de los HSC RIL18XRIL1 y RIL1XRIL5)
presentaron valores de didmetro, peso y altura de los frutos similares entre si pero
superiores a la generacion F, del HSC RIL1xRIL8. En cuanto al caracter indice de forma, la
F» del HSC RIL18xRIL1, fue la que presenté un valor promedio superior a uno, indicando
que los frutos son ligeramente alargados. Esto seria esperable ya que la RIL18, es la Unica
RIL que posee esta forma. Esta variacion para los caracteres cuantitativos relacionados a
calidad de fruto, se origina junto a una alta variacion (o diversidad) molecular, como ya se
comento anteriormente.

En todas las generaciones segregantes evaluadas hubo individuos F, cuyos valores
promedios superaron (de manera superior o inferior), al menos, a uno de los valores
promedios de las RIL. Esto reforzaria la idea de que en las generaciones segregantes de los
HSC puede generarse nueva variacion fenotipica por recombinacién de los alelos
seleccionados y fijados en sus padres. Pereira da Costa et al. (2016), para un HSC de
tomate, también encuentran para la mayoria de los caracteres evaluados, entre ellos
didmetro, altura, indice de forma, peso, vida poscosecha, solidos solubles, pH, acidez
titulable, firmeza, entre otros, individuos de la generacién F; cuyos valores superan (tanto en
mayor valor o en menor valor) los valores promedios de, al menos, uno de los parentales
RIL.

Las distintas herramientas multivariadas permiten conocer de un modo aproximado y
de una manera mas amplia, las diferentes estructuras de las poblaciones. Respecto al
consenso entre ambas caracterizaciones, en el ACP, en las tres generaciones fueron
necesarias las primeras cuatro componentes (CP) para explicar cerca del 80% de la
variabilidad. Las primeras dos CP mostraron un porcentaje cercano al 50%. En todas las
generaciones, la CP1 estuvo explicada por los caracteres diametro, altura y peso (en
diferente proporcién en cada generacion), lo que indicaria que estas variables son las
responsables de explicar la mayor variabilidad. En lo referido a la CP2, fue mas variable,
aunque en las tres generaciones la variable que mas explic6 esta componente fue el
pardmetro de color L. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Pratta et al.

(2011a), donde utilizando 16 RIL (entre ellas las cuatro utilizadas en la presente Tesis), y
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marcadores AFLP, obtienen que las dos primeras CP explican el 62% de la variabilidad
fenotipica y que las mismas estan explicadas principalmente por peso, diametro y altura
(CP1) y por indice de formay el parametro de color L (CP2).

Al realizar el ACoP utilizando la informacion molecular de bandas que ajustaron a la
segregacion mendeliana, para obtener el 80% de la variabilidad se necesitaron 12 o0 mas
coordenadas. Para explicar un porcentaje similar, fueron necesarias, mas coordenadas en el
ACoP que de componentes en el ACP, y esto se debi6 a la mayor variabilidad existente a
nivel molecular que fenotipico.

El APG se basa en la reduccion de dimensionalidad de los datos, obtenida mediante el
ACP y el ACoP, permitiendo realizar una interpretacion de la estructura de la variacion de
los datos. Al unir la informacién de ambos andlisis, el valor consenso obtenido fue de
67,40% para la F, del HSC RIL18xRIL1 y de 64,70% para las otras dos generaciones F, de
los otros dos HSC. Mahuad et al. (2013) encontraron un 75% de consenso entre 11
caracteres cuantitativos relacionados a calidad de fruto en tomate e informacion molecular
usando marcadores de tipo SRAP (polimorfismos de amplificacion de secuencias
relacionadas) para 18 genotipos uniformes (entre ellos diez hibridos de segundo ciclo, cinco
RIL y los parentales de esas RIL) sugiriendo que el APG permite verificar el consenso entre
la variabilidad de caracteres fenotipicos y marcadores moleculares. Por otro lado, Bramardi
et al. (2005) demostraron que el APG fue la técnica mas precisa para agrupar algunas
accesiones.

Cabe destacar que estas generaciones segregantes F,, derivadas de HSC, fueron
obtenidas mediante el cruzamiento de RIL que sufrieron un proceso de seleccion, pero a
pesar de este continuo proceso, aln existe una alta diversidad genética y una gran variacion
para los caracteres cuantitativos. La correlacion entre la diversidad morfoldgica y molecular
indicaria la presencia de desequilibrio de ligamiento entre marcadores moleculares y los
genes que controlan esos caracteres fenotipicos segun postula Baranger et al. (2004). Las
técnicas multivariadas aplicadas a estas variables para las tres generaciones F, son una
aproximacion valiosa para la deteccibn de asociacién entre la evaluacion fenotipica y
molecular en estos materiales genéticos y por lo tanto ameritan un analisis para la deteccion

de los posibles QTLs involucrados.
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En este Capitulo se aborda el Objetivo Especifico 2: Estimar parametros genéticos y
detectar QTLs para caracteres de calidad de fruto en las tres generaciones segregantes
caracterizadas a fin de seleccionar entre ellas una poblacién base que permita iniciar un

nuevo programa de mejoramiento.

Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo las siguientes actividades:

1. Estimacion de pardmetros genéticos de los caracteres que definen la calidad en los
frutos en las tres generaciones F, de los HSC: RIL18xRIL1, RIL1XRIL8 y RIL1XRILS.

2. Deteccion de QTLs asociados a calidad de fruto utilizando marcadores AFLP y

validacion de estos QTLs mediante su presencia simultanea en las tres generaciones.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

En este Capitulo el material vegetal estuvo compuesto por todos los genotipos
uniformes de segundo ciclo (GUSC) y sus generaciones segregantes, que fueron evaluados

fenotipica y molecularmente en el Capitulo anterior.

Métodos

Estimacion de parametros genéticos

La normalidad para todos los caracteres se evalué en los progenitores y el hibrido de
segundo ciclo (HSC) y F (filial) con la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965). Las
comparaciones entre los valores medios de los genotipos uniformes (progenitores e HSC) se
realizaron por ANOVA, utilizando el test de Tukey. Estos analisis fueron realizados mediante
el software estadistico InfoStat version 2016 (Di Rienzo et al., 2016). Para los caracteres en
que se presentaron diferencias entre los genotipos uniformes, se calculé el grado de
dominancia (d/a). La heredabilidad en sentido amplio (H?), también conocida como GDG
(grado de determinacion genética), se estimé siguiendo la metodologia de Mather y Jinks
(1971) con modificaciones (Kearsey y Pooni, 1996). También, se calcularon las
correlaciones entre las variables fenotipicas, utilizando el coeficiente de correlacion de

Spearman (Conover, 1999).

Deteccion de QTLs

La evaluacion de la asociacion de bandas que ajustaron a la segregacion mendeliana
esperada con los caracteres cuantitativos se realiz6 mediante ANOVA a un criterio de
clasificacion, con el fin de identificar los QTLs (loci de caracteres cuantitativos) (Tanksley,
1993, Collard et al., 2005). Para ello, la normalidad de cada caracter fue verificada sé6lo para
la generacién F, mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y se utilizé la
prueba de x? para evaluar la segregacion mendeliana de cada banda polimérfica (3:1 por ser
marcador dominante).

Los fragmentos que asociaron a mas de un caracter se consideraron como

marcadores con efectos pleiotropicos (van der Knaap y Tanksley, 2003; Pratta et al. 2011a).
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Finalmente, para cada combinacién de fragmentos asociados a un mismo caracter, se
realiz la prueba de x? para probar la hipétesis de segregacion independiente y se aplicé un
analisis factorial de ANOVA para detectar interacciones epistaticas entre los pares de
bandas que segregaron independientemente (Tanksley, 1993, Collard et al., 2005). Todos
los analisis fueron realizados mediante el software estadistico InfoStat version 2016 (Di
Rienzo et al., 2016).

Validacién de QTLs detectados
Para realizar la validacion, se compararon los QTLs detectados en las tres

generaciones segregantes de los HSC. Se consider6 como QTL validado, aquel que se
presentd simultdneamente en las tres generaciones (Pereira da Costa et al., 2013).
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RESULTADOS

Estimacion de pardmetros genéticos

Para el HSC RIL18xRIL1, todos los caracteres tuvieron una distribucién que ajusta a
una normal. Se encontraron diferencias significativas entre ambas RIL (lineas endocriadas
recombinantes) para los caracteres diametro, indice de forma, peso, vida poscosecha,
porcentaje de reflectancia (L), so6lidos solubles y acidez titulable (Tabla 1). Por lo tanto, el
grado de dominancia (d/a), se estimo para estos siete caracteres.

Se observo dominancia completa para todos los caracteres, a excepcion del indice de
forma, donde la accién génica fue aditividad.

Los valores de H? para el HSC RIL18xRIL1 se puede observar en la Tabla 2. Los
caracteres didmetro, altura, indice de forma y peso presentaron, de acuerdo a lo indicado
por la bibliografia (Rodriguez et al., 2008), valores medios de H2. Es de destacar que para
estos dos Ultimos caracteres, los valores de H? fueron los mas bajos de esta generacion. Los
mayores valores de H? se observaron para los caracteres firmeza, ambos parametros de
color (L y a/b), vida poscosecha y los atributos bioquimicos (pH, sélidos solubles y acidez
titulable).
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Tabla 1: Caracteres, medias, error estandar, d/a y accién génica para el HSC RIL18xRIL1

D A Fo P VP F L a/b SS pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 a 3,07+ 0,06 a 0,87+ 0,01 a 23,64+ 1,06 a 17,55+ 0,95 a 53,60+ 1,30 a 40,05+ 0,41 a 1,09+ 0,04 a 7,10+ 0,22 a 4,78+ 0,02 a 0,33+ 0,0032 a
RIL18 2,93+ 0,11b 3,15+ 0,08 a 1,10+ 0,03 b 15,48+ 1,46 b 14,28+ 0,84 b 55,10+ 2,72 a 42,20+ 0,54 b 1,07+ 0,03 a 6,04+ 0,04 b 4,84+ 0,03 a 0,25+ 0,01 b
HSC (RIL18xRIL1) 2,74+ 0,05b 2,64+ 0,05 0,97+ 0,01 c 12,45+ 0,55 b 13,72+ 0,60 b 49,00+ 2,57 40,48+ 0,38 a 1,08+ 0,05 7,38£ 0,17 a 5,04+ 0,06 0,32+ 0,01 a
F (%) 2,60+ 0,47 2,67+ 0,51 1,03+ 0,12 11,16+ 5,33 19,06+ 7,34 57,54+ 7,67 39,29+ 1,82 1,15+ 0,15 7,27+ 1,35 4,81+ 0,27 0,32+ 0,12
Diferencia entre - - o . - - -
RIL1yRIL18 ns ns ns ns
d/a -1 nc 0 -1 -1 nc -1 nc 1 nc 1
Dominancia Aditividad Dominancia Dominancia Dominancia Dominancia Dominancia
Accién Génica completa nc ura completa completa nc completa nc completa nc completa
(RIL18) p (RIL18) (RIL18) (RIL1) (RIL1) (RIL1)

Referencias: (*): en F2 se presenta el desvio estandar; D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F: firmeza; L:

porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: solidos solubles; AT: acidez titulable; a, b, c: diferentes letras indican diferencias

significativas; **: diferencia significativa p<0,01; *: diferencia significativa p<0,05; ns: diferencia no significativa, nc: no se calculé por no existir

diferencias significativas entre ambos padres
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Tabla 2: Valores de H? para la generacion F, del HSC RIL18xRIL1

Carécter o’A o’G o’F H?
D 0,251 0,130 0,381 0,34
A 0,211 0,171 0,382 0,45
P 39,829 15,650 55,479 0,28
Fo 0,014 0,005 0,019 0,26
VP 30,033 38,457 68,490 0,56

F 47,593 55,564 103,157 0,54
a/b 0,017 0,019 0,036 0,53

L 2,023 3,131 5,154 0,61
pH 0,008 0,066 0,074 0,89
SS 0,111 1,709 1,820 0,94
AT 0,001 0,018 0,019 0,95

Referencias: D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; a/b: cociente de absorbancias; L: porcentaje de reflectancia; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable; o?A: varianza ambiental, o02G: varianza genética; o?F: varianza

fenotipica; H2: heredabilidad en sentido amplio

En la Tabla 3 se pueden observar las correlaciones entre variables fenotipicas.

Tabla 3: Coeficientes de correlacién de Spearman y valores de probabilidad para todas las

variables fenotipicas

D A Fo P VP L a/b F SS pH AT
D 1,000 | 0,000 0,340 | 0,000 0,050 1,000 0,120 0,930 0,140 0,320 0,160
A 0,770 | 1,000 @ 0,000 0,000 0,001 0640 0,200 0,940 0,070 0,100 0,010
Fo -0,120 { 0,500 4 1,000 0,800 0,050 0,620 0,550 0,880 0,780 0,220 0,070
P 0,960 0,850 0,030 1,000 0,010 0980 0,040 0,960 0,160 0,260 0,120
VP 0,230 0,400 0,230 0,310 1,000 0,001 0,400 0,860 0,270 0,250 0,830
L 0,001 -0,060 -0,060 -0,003 -0,410 1,000 | 0,000 0,050 0,004 0,140 0,960
a/b -0,190 -0,210 -0,070 -0,260 0,110 | -0,580 1,000 0,180 | 0,000 @ 0,970 0,020
F -0,010 -0,010 -0,020 -0,010 -0,020 0,240 -0,270 1,000 0,120 0,002 0,410
SS -0,190 -0,230 -0,040 -0,180 0,140 -0,370 | 0,550 | -0,200 1,000 0,780 0,001
pH 0,130 0,210 0,160 0,140 0,150 -0,190 -0,010 -0,390 0,040 1,000 ' 0,000
AT -0,180 -0,340 -0,230 -0,200 -0,030 -0,010 0,310 0,110 0,430 [ -0,520 | 1,000

Referencias: D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; L:
porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; F: firmeza; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable
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Por debajo de la diagonal amarilla se observan los valores del coeficiente de
correlacion de Spearman, mientras que por encima de dicha diagonal se encuentran los
valores de probabilidad asociada a la prueba de hipétesis de correlacion nula. Se puede
observar que se obtuvieron valores altos de correlacion (resaltado en color celeste) para
didmetro y altura, diametro y peso, altura e indice de forma, altura y peso, L y a/b (negativa),
sélidos solubles y a/b y pH y acidez titulable (negativa). Todos los valores de probabilidad

resultaron ser significativos (resaltado en color naranja).

Para el HSC RIL1xRIL8, también todos los caracteres se ajustaron a la distribucién
normal. Se encontraron diferencias significativas entre ambas RIL para los caracteres
diametro, altura, indice de forma, peso, sélidos solubles, acidez titulable y ambos caracteres
relacionados a color (L y a/b) (Tabla 4). Por lo tanto, el grado de dominancia (d/a) se estimo6
para estos ocho caracteres.

Se presenté dominancia completa de la RIL8 para los atributos indice de forma y
ambos caracteres de color. Para diametro, altura y peso, se encontré6 dominancia parcial de
RIL8. El caracter sélidos solubles present6 sobredominancia, y el caracter acidez titulable,
aditividad pura.

Los valores de H? para el HSC RIL1xRIL8 se puede observar en la Tabla 5. El caracter
peso fue el que presento el valor mas bajo de H?. Valores medios presentaron los caracteres
didmetro y altura, mientras que los mayores valores de H? se dieron para los caracteres
firmeza, vida poscosecha, ambos parametros de color (L y a/b) y los atributos bioquimicos

pH, sélidos solubles y acidez titulable.
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Tabla 4: Caracteres, medias, error estandar, d/a y accién génica para el HSC RIL1xRIL8

D A Fo P VP F L a/b SS pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 a 3,07+ 0,06 a 0,87+ 0,01 a 23,64+ 1,06 a 17,55+ 0,95 a 53,60+ 1,30 a 40,05+ 0,41 a 1,09+ 0,04 a 7,10£ 0,22 a 4,78+ 0,02 a 0,33+ 0,003 a
RIL8 1,63+ 0,04 b 1,54+ 0,04 b 0,94+ 0,01 b 2,57+ 0,18 b 18,32+ 0,82 a 50,27+ 1,53 a 38,29+ 0,43 b 1,32+ 0,01 b 8,90+ 0,10 b 4,86+ 0,05 a 0,50+ 0,07 b
HSC (RILIxRIL8) 2,22+ 0,04 ¢ 2,11+ 0,04 ¢ 0,97+ 0,01 b 6,37+ 0,26 ¢ 18,93+ 0,57 57,42+ 2,31 38,05+ 0,34 b 1,32+ 0,03 b 9,68+ 0,05 ¢ 4,91+ 0,02 0,42+ 0,004 ab
Fa (%) 1,98+ 0,33 1,88+ 0,30 0,95+ 0,07 4,76x 2,55 17,52+ 7,10 53,55+ 7,19 38,42+ 1,85 1,20+ 0,16 7,83+ 1,52 4,79+ 0,22 0,44+ 0,17
Diferencia entre - . - o ns ns . - . ns o
RIL1yRIL8
d/a -0,36 -0,25 1 -0,60 nc nc -1 1 1,87 nc 0
Dominancia Dominancia Dominancia Dominancia Dominancia Dominancia Aditividad
Accibén Génica parcial parcial completa parcial nc nc completa completa Sobredominancia nc ura
(RIL8) (RIL8) (RIL8) (RIL8) (RIL8) (RIL8) p

Referencias: D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente

de absorbancias; SS: sélidos solubles; AT: acidez titulable; (*): en F., se presenta el desvio estandar; a, b, c: diferentes letras indican

diferencias significativas; **: diferencia significativa p<0,01; *: diferencia significativa p<0,05; ns: diferencia no significativa, nc: no se calculo

por no existir diferencias significativas entre ambos padres
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Tabla 5: Valores de H? para la generacion F» del HSC RIL1xRIL8

Caracter G’A o°G o°F H?2
D 0,119 0,069 0,188 0,37
A 0,110 0,054 0,164 0,33
P 15,865 2,573 18,438 0,14
Fo 0,008 0,002 0,010 0,20
VP 27,399 37,118 64,517 0,58
F 26,190 48,839 75,029 0,65
a/b 0,011 0,019 0,030 0,63
L 1,599 3,253 4,852 0,67
pH 0,002 0,046 0,048 0,96
SS 0,118 2,149 2,267 0,95
AT 0,001 0,027 0,028 0,96

Referencias: D: diametro; A: altura; P: peso; Fo: indice de forma; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; a/b: cociente de absorbancias; L: porcentaje de reflectancia; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable; o?A: varianza ambiental, o0G: varianza genética; o?F: varianza
fenotipica; H2: heredabilidad en sentido amplio

Las correlaciones entre variables fenotipicas, se pueden observar en la Tabla 6.

Tabla 6: Coeficientes de correlacién de Spearman y valores de probabilidad para todas las
variables fenotipicas

D A Fo P VP F L a/b AT pH SS
D 1,000 @ 0,000 0,010 | 0,000 0,001 0,140 0,090 0,010 0,440 0,730 0,050
A 0,900 | 1,000 0,360 | 0,000 0,000 0,280 0,080 0,003 0,59 0,880 0,150

Fo -0,290 0,110 1,000 0,140 0,500 0,240 0,720 0,700 0,500 0,310 0,150
P 0,980 0,940 | -0,180 1,000 0,000 0,150 0,050 0,010 0,530 0,860 0,070

VP 0,400 0,440 0,080 0420 1,000 0,980 0,330 0,040 0,410 0,860 0,080
F -0,19¢0 -0,140 0,150 -0,190 -0,003 1,000 0,030 0,890 0,080 0,000 0,020
L 0,210 0,220 -0,050 0,240 -0,120 -0,280 1,000 @ 0,000 0,040 0,080 0,004

a/b -0,320 -0,360 0,050 -0,340 -0,250 0,020 [ -0,560 1,000 0,470 0,400 0,001

AT -0,110 -0,07v0 0,090 -0,090 -0,110 0,230 -0,280 0,100 1,000 | 0,000 0,010

pH 0,050 0,020 -0,130 0,020 0,020 -0,460 0,220 0,110 | -0,660 6 1,000 0,720

SS -0,250 -0,190 0,190 -0,240 -0,230 -0,300 -0,350 0,410 0,330 0,040 1,000

Referencias: D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; AT: acidez titulable;

SS: sélidos solubles
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Se puede observar que se obtuvieron valores altos de correlacion (resaltado en color
celeste) para diametro y altura, didmetro y peso, altura y peso, L y a/b (negativa) y pH y
acidez titulable (negativa). Todos los valores de probabilidad resultaron ser significativos

(resaltado en color naranja).

Para el ultimo HSC, RIL1XRIL5, también todos los caracteres se ajustaron a una
distribucion normal. Se encontraron diferencias significativas entre ambas RIL para los
caracteres altura, firmeza, ambos parametros de color (L y a/b) y los pardmetros
bioquimicos sélidos solubles y acidez titulable (Tabla 7). Hubo dominancia completa de la
RIL5 para los atributos firmeza, ambos parametros de color (L y a/b) y acidez titulable.
Presentaron sobredominancia los caracteres soélidos solubles y altura.

Los valores de H? para el HSC RIL1xRIL5 se pueden observar en la Tabla 8. El
caracter peso fue el que presentd el valor mas bajo de H? (0,15). Valores medios
presentaron los caracteres diametro, altura e indice de forma, mientras que los mayores
valores para H? se dieron para los caracteres firmeza, vida poscosecha, ambos parametros

de color (L y a/b) y los atributos bioquimicos pH, sélidos solubles y acidez titulable.
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Tabla 7: Caracteres, medias, error estandar, d/a y accién génica para el HSC RIL1xRIL5

D A Fo P VP F L alb ss pH AT
RIL1 3,53+ 0,07 a 3,07+ 0,06 a 0,87+ 0,01 a 23,64+ 1,06 a 17,55+ 0,95 a 53,60+ 1,30 a 40,05+ 0,41 a 1,09+ 0,04 a 7,10£ 0,22 a 4,78+ 0,02 a 0,33+ 0,003 a
RIL5 3,26+ 0,14 a 2,70+ 0,09 b 0,84+ 0,01 a 19,99+ 2,37 a 16,35+ 1,18 a 48,56+ 1,34 b 38,41+ 0,49 b 1,24+ 0,02 b 8,20+ 0,12 b 4,76+ 0,01 a 0,40+ 0,02 b
HSC (RILIxRIL5) 2,47+ 0,04 2,24+ 0,04 ¢ 0,91+ 0,01 8,72+ 0,41 16,91+ 0,66 45,35+ 1,66 b 37,42+ 0,28 b 1,25+ 0,04 b 8,80+ 0,04 ¢ 4,86+ 0,02 0,38+ 0,01 b
F2 (%) 2,59+ 0,48 2,27+ 0,39 0,88+ 0,08 9,84+ 5,11 16,90+ 8,52 53,11+ 7,45 39,24+ 2,55 1,13+ 0,20 8,50+ 1,22 4,90+ 0,30 0,36+ 0,15
les[f;;:/l;ﬁ_r;tre ns *x ns ns ns * * il * ns *
d/a nc -3,61 nc nc nc -1 -1 1 2,09 nc 1

Accién Génica

nc

Sobredominancia

nc

nc

nc

Dominancia
completa
(RIL5)

Dominancia
completa
(RIL5)

Dominancia
completa
(RIL5)

Sobredominancia

nc

Dominancia
completa
(RIL5)

Referencias: D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente

de absorbancias; SS: sélidos solubles; AT: acidez titulable; (*): en F, se presenta el desvio estandar; a, b, c: diferentes letras indican

diferencias significativas; **: diferencia significativa p<0,01; *: diferencia significativa p<0,05; ns: diferencia no significativa, nc: no se calculd

por no existir diferencias significativas entre ambos padres
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Tabla 8: Valores de H? para la generacion F» del HSC RIL1xRIL5

Caracter o’A o°G o’F H?
D 0,299 0,144 0,443 0,33
A 0,185 0,104 0,289 0,36
P 65,466 11,453 76,919 0,15

Fo 0,011 0,005 0,016 0,31
VP 40,406 54,567 94,973 0,57
F 20,008 50,890 70,898 0,72
a/b 0,013 0,037 0,050 0,74
L 1,623 6,036 7,659 0,79
pH 0,002 0,086 0,088 0,98
SS 0,083 1,376 1,459 0,94
AT 0,001 0,021 0,022 0,95

Referencias: D: didametro; A: altura; P: peso; Fo: indice de forma; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; a/b: cociente de absorbancias; L: porcentaje de reflectancia; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable; o?A: varianza ambiental; o?G: varianza genética; o?F: varianza

fenotipica; H?: heredabilidad en sentido amplio

En cuanto las correlaciones entre variables fenotipicas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: coeficientes de correlacion de Spearman y valores de probabilidad para todas las
variables fenotipicas

D A Fo P VP F L a/b SS pH AT
D 1,000 @ 0,000 0,000 | 0,000 0,440 0,720 0,460 0,410 0,470 0,940 0,890
A 0,870 1,000 0,660 | 0,000 0,120 0,320 0,440 0,350 0,640 0,980 0,890

Fo -0,460 -0,050 1,000 0,010 0,570 0,070 1,000 0,810 0,060 0,840 0,680
P 0,960 0,980 -0,310 1,000 0,590 0,730 0,150 0,560 0,790 0,660 0,680

VP 0,090 0,180 0,060 0,060 1,000 0,020 0,210 0,040 0,240 0,030 0,030
F -0,060 0,160 0,280 0,050 0,370 1,000 0,700 0,600 0,430 0,510 0,680
L -0,1120 -0,120 0,000 -0,220 0,250 0,060 1,000 @ 0,000 0,220 0,030 0,010

a/b -0,130 -0,140 0,040 -0,090 -0,310 -0,090 [ -0,680 1,000 0,100 0,010 0,030

SS 0,110 -0,070 -0,280 0,040 0,270 0,130 -0,190 0,260 1,000 0,830 0,280

pH 0,010 -0,004 0,030 0,070 -0,310 -0,110 -0,340 0,390 0,030 1,000 | 0,000

AT 0,020 -0,020 -0,060 -0,060 0,310 -0,070 0,400 -0,330 0,160 [ -0,850| 1,000

Referencias: D: diametro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; L:
porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; F: firmeza; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable
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Se puede observar que se obtuvieron valores altos de correlacion (resaltado en color
celeste) para diametro y altura, didmetro y peso, altura y peso, L y a/b (negativa) y pH y
acidez titulable (negativa). Todos los valores de probabilidad resultaron ser significativos

(resaltado en color naranja).

Deteccion de QTLs

Considerando sélo los datos de la generacién segregante, en la cual se realizé la
deteccion de QTLs, para la F, del HSC RIL18xRIL1, todos los caracteres resultaron ser
normales, a excepcion de pH, a/b, acidez titulable y vida poscosecha. Los ultimos dos
caracteres se transformaron usando la funcion Logio, mientras que a/b se transformo usando
la funcidon potencia 2. Para pH, no se encontré una funcion que mediante su transformacion
permita la normalidad de los datos, por lo que, para detectar asociaciones entre el caracter y
el polimorfismo molecular, se us6 el método no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se
detectaron un total de 28 QTLs: seis para altura, cinco para didmetro, tres para soélidos
solubles y pH, dos para peso, vida poscosecha, acidez titulable y firmeza y uno para los dos
parametros relacionados a color (L y a/b) e indice de forma, respectivamente (Tabla 10). Los
QTLs asociados a sélidos solubles (249F y 283F) y a vida poscosecha (183ll) resultaron ser
los que presentaron mayor porcentaje de varianza fenotipica explicada por el efecto del
fragmento (R?), cuyos valores fueron de 0,18, 0,15y 0,15 respectivamente.

Se encontraron ocho marcadores con efecto pleiotropico: 271J resulté asociado a
peso, didmetro y altura, 435Il a altura y diametro, 201H a diametro, peso y pH, 359J a los
dos parametros relacionados a color: L y a/b, 283F y 249F, a sdlidos solubles y acidez
titulable, 277J a altura y firmeza, y 293H a indice de forma y firmeza (Tabla 10).

Respecto a la deteccién de efectos epistaticos, 20 pares de fragmentos asociados a
un mismo caracter segregaron de manera independiente. Los fragmentos 277J y 435 Il
asociados a altura resultaron ser independientes, mientras que para ese mismo caracter los
fragmentos 277J y 271J resultaron no ser independientes. En ninguno de los casos la
interaccion fue significativa (en el caso de pH este analisis no se realiz6 pues el método de
Kruskal-Wallis no permite evaluar la interaccion), lo cual estaria indicando que no existe

epistasis y la accién génica interloci predominante seria la aditividad.
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Tabla 10: Caracter, fragmento asociado al caracter, significado, R? y efecto del fragmento
para la generacion F, del HSC RIL18xRIL1

Efecto del fragmento (X)

i i 2
Caracter Fragmento Significado (p-valor) R Drosencia Ausencia

2773 0,040 0,07 2,46 2,71

271J 0,019 0,09 2,38 2,70

A 435Il 0,008 0,11 2,59 2,90
282l 0,016 0,09 2,59 2,87

236l 0,017 0,09 2,59 2,86

232l 0,029 0,07 2,60 2,85

271J 0,020 0,09 2,35 2,64

435Il 0,041 0,06 2,55 2,77

D 201H 0,007 0,11 2,68 2,41
468JJ 0,017 0,09 2,66 2,41

213J3J 0,026 0,08 2,64 2,36

283F 0,002 0,15 7,82 6,81

SS 249F 0,001 0,18 7,79 6,69
246F 0,009 0,11 7,62 6,68

363F 0,033 @) 4,78 4,90

pH 201H 0,026 @ 4,85 4,74
137H 0,008 @ 4,84 4,69

P 271J 0,029 0,08 8,50 11,44
201H 0,036 0,07 11,90 9,38

Fo 293H 0,040 0,07 1,00 1,05
VP 183l 0,001 0,15 16,07 19,75
376H 0,007 0,11 20,56 17,71

AT 283F 0,014 0,10 0,36 0,28
249F 0,045 0,07 0,35 0,28
E 277] 0,034 0,07 59,99 56,54
293H 0,045 0,06 56,31 58,88

L 359J 0,012 0,10 39,26 40,22
a/b 359J 0,004 0,13 1,16 1,06

Referencias: A: altura; D: diametro; SS: sélidos solubles; P: peso; Fo: indice de forma; VP:

vida poscosecha; AT: acidez titulable; F: firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente

de absorbancias; R?: proporciéon de varianza fenotipica para cada caracter explicada por el

efecto del fragmento; W: calculado por Kruskal-Wallis
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Para la generacion segregante F» del HSC RIL1XRIL8, los caracteres indice de forma,

vida poscosecha, firmeza, pH y sélidos solubles fueron normales. Los caracteres acidez

titulable, porcentaje de reflectancia (L), diametro, altura y peso fueron transformados

utilizando la funcion de Logio Yy el cociente de absorbancias (a/b) fue transformado utilizando

la potencia 2.

Se detectaron un total de 15 QTLs: tres para diametro, altura y peso, dos para indice

de forma y sélidos solubles y uno para firmeza y parametro L, respectivamente (Tabla 11).

Los QTLs asociados a indice de forma (160JJ y 231JJ) fueron los que presentaron los

valores mas altos de R? (0,18 y 0,13 respectivamente).

Tabla 11: Caracter, fragmento asociado al caracter, significado, R? y efecto del fragmento

para la generacion F, del HSC RIL1xRIL8

Efecto del fragmento (X)

i ifi 2
Caracter Fragmento Significado (p-valor) R Presencia Ausencia

139J 0,030 0,08 1,84 2,01

A 106J 0,008 0,12 1,85 2,07
119J3J 0,020 0,08 2,04 1,85

139J 0,013 0,11 1,93 2,13

D 106J 0,007 0,13 1,94 2,19
119J3J 0,027 0,07 2,15 1,95

ss 106J 0,029 0,09 8,13 7,21
142J3J 0,040 0,07 7,26 8,04

139J 0,018 0,10 4,37 5,94

P 106J 0,007 0,13 4,50 6,23
119JJ 0,029 0,07 6,13 4,28

Fo 160J3J 0,0002 0,18 0,99 0,94
231JJ 0,001 0,15 0,96 0,92

F 103J 0,010 0,11 53,60 48,57
L 106J 0,010 0,11 38,23 39,35

Referencias: A: altura; D: diametro; SS: sélidos solubles; P: peso; Fo: indice de forma; F:

firmeza; L: porcentaje de reflectancia; R?: proporciéon de varianza fenotipica para cada

caracter explicada por el efecto del fragmento

Presentaron efectos pleiotrépicos tres marcadores. El fragmento 139J asocié a

diametro, altura y peso, mientras que 106J se hall6 asociado a los caracteres diametro,

altura, peso, solidos solubles y porcentaje de reflectancia (L) y 119JJ asoci6é a diametro,

altura y peso.
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Segregaron de manera independiente ocho pares de fragmentos asociados a un
mismo caracter (por ejemplo, para el caracter didmetro, los fragmentos 139J y 106J
resultaron ser no independientes, mientras que, para el mismo caracter, las bandas 139J y
119JJ resultaron ser independientes). Nuevamente, en ninguno de los casos la interaccion

fue significativa, detectdndose aditividad interloci.

Para la generacion F; del HSC RIL1xRIL5, didmetro, altura, indice de forma, firmeza y
solidos solubles tuvieron distribucion normal. Peso, vida poscosecha y acidez titulable fueron
transformados utilizando la funcion de Logio y el cociente de absorbancias (a/b) fue
transformado utilizando la potencia 3. Para pH y porcentaje de reflectancia (L), no se
encontré una funcion que mediante su transformacion permita la normalidad de los datos,
por lo que se us6 el método no paramétrico de Kruskal-Wallis. Cabe recordar, que los
caracteres que resultaron ser normales, variaron de aquellos presentados en la estimacion
de los parametros genéticos, porque como ya se menciond, en este caso la normalidad se
evaluo teniendo en cuenta los valores medios de cada planta.

Se detectaron un total de 26 QTLs: siete para acidez titulable, cuatro para indice de
forma, tres para didmetro, altura y peso y dos para vida poscosecha, pH y porcentaje de
reflectancia (L) (Tabla 12). Los QTLs asociados a acidez titulable (148J y 332F) fueron los
gue presentaron mayor R2. El primero tuvo un valor de 0,24 y el segundo de 0,15.

En cuanto a los efectos pleiotrdpicos, seis marcadores se encontraron asociados a
mas de un cardcter. Se observé que la banda 303l estuvo asociada a diametro, altura, peso
e indice de forma, 148ll a diametro, indice de forma, peso y acidez titulable, 102HH a
didmetro, altura y peso, 332F a altura, acidez titulable y porcentaje de reflectancia (L), 148J
a indice de forma, acidez titulable y pH y 251l a acidez titulable y porcentaje de reflectancia
(L).

Segregaron de manera independiente 25 pares de fragmentos asociados a un mismo
caracter (por ejemplo, para el caracter altura, los fragmentos 332F y 303ll resultaron ser no
independientes, mientras que para el mismo caracter, las bandas 332F y 102HH resultaron
ser independientes). En ninguno de los casos la interaccién fue significativa (en los casos de
pH y porcentaje de reflectancia, como se describiera previamente, este analisis no se hizo

pues el método de Kruskal-Wallis no permite evaluar la interaccion).
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Tabla 12: Caracter, fragmento asociado al caracter, significado, R? y efecto del fragmento
para la generacion F, del HSC RIL1xRIL5

Efecto del fragmento (X)

L 2
Caracter Fragmento Significado (p-valor) R Presoncia AuSencia

332F 0,038 0,05 2,37 2,23

A 303l 0,022 0,06 2,31 2,11
102HH 0,026 0,06 2,31 2,16

303l 0,007 0,09 2,63 2,33

D 148l 0,013 0,07 2,54 2,81
102HH 0,025 0,07 2,64 2,44

303l 0,005 0,10 10,26 7,51

P 148l 0,025 0,06 9,38 12,16
102HH 0,023 0,07 10,33 8,33

303l 0,041 0,05 0,88 0,92

Fo 148l 0,042 0,05 0,89 0,86
148J 0,017 0,07 0,90 0,86

500HH 0,037 0,06 0,90 0,87

VP 155l 0,009 0,08 18,20 14,21
142II 0,016 0,07 20,68 16,21

L 332F 0,038 @ 38,29 39,70
25111 0,006 @ 38,74 41,25

H 140l 0,013 @ 4,98 4,74
P 148J 0,013 @ 4,99 4,73
470F 0,037 0,09 0,38 0,26

332F 0,006 0,15 0,27 0,40

AT 340H 0,023 0,11 0,39 0,28
25111 0,031 0,10 0,34 0,47

148l 0,033 0,10 0,38 0,27

184J 0,011 0,14 0,24 0,38

148J 0,001 0,24 0,32 0,49

Referencias: A: altura; D: didmetro; P: peso; Fo: indice de forma; Fo: indice de forma; VP:
vida poscosecha; L: porcentaje de reflectancia; AT: acidez titulable; R? proporcién de
varianza fenotipica para cada caracter explicada por el efecto del fragmento; ®: calculado

por Kruskal-Wallis.

Validaciéon de QTL detectados

Para la validacién de los QTLs detectados en las tres generaciones segregantes para
los 11 caracteres relacionados a calidad de fruto, se buscaron fragmentos de AFLP que
estuvieran asociados consistentemente a un mismo atributo en al menos dos de las F. de
HSC bajo estudio. Si bien se pudo detectar un amplio nimero de fragmentos asociados a
todos los caracteres evaluados, ninguno de ellos fue compartido entre las generaciones.
Esto indica que, de acuerdo a la metodologia propuesta por Pereira da Costa et al. (2013),

en estas generaciones, no se pudieron validar los QTLs encontrados.
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DISCUSION

En el presente Capitulo se realizé la estimacion de pardmetros genéticos segun la
metodologia de la Genética cuantitativa clasica y en base a los marcadores generados se
procedid a la deteccion y validacién de QTLs en las generaciones segregantes F, de los tres
HSC.

En relacion al grado de dominancia (d/a) Kearsey y Pooni (1996) indican que es un
modo de estimar en que forma las frecuencias génicas influyen en la media del caracter en
una poblacion bajo estudio. En los cruzamientos biparentales entre lineas puras, el d/a, da
una idea de qué acciones génicas se presentan en promedio en ese contexto genético,
generado por la combinacion de genes de ambos padres. En los materiales evaluados en
esta Tesis, si bien en general predomind la dominancia completa (en el HSC RIL18xRIL1
para diametro, peso, vida poscosecha, entre otros, para el HSC RIL1xRIL8 para indice de
forma, y ambos parametros de color, y para el HSC RIL1XRIL5 para firmeza, acidez titulable
y ambos parametros de color), también se observé dominancia parcial, aunque solo en el
HSC RIL1xXRIL8 para los caracteres diametro, altura y peso y sobredominancia en los HSC
RIL1XRIL5 y RIL1XRIL8 para los caracteres altura sélo para el primer HSC y sélidos solubles
para los dos HSC. Ademas de estas acciones génicas no aditivas, fue posible detectar
aditividad pura en los HSC RIL18xRIL1 y RIL1XRIL8 para los caracteres indice de forma
para el primer caso y acidez titulable para el segundo. A su vez, en las tres generaciones,
hubo caracteres para los cuales no se pudo calcular el grado de dominancia (d/a), ya que la
diferencia entre los parentales fue no significativa. En consecuencia, el grado de dominancia
fue variable entre generaciones y entre caracteres evaluados. Esto podria indicar que los
genes originales presentes en los parentales de las RIL (Solanum lycopersicum cultivar (cv.)
Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722), se dispersaron entre ellas en forma
diferenciada durante el proceso de seleccién agonistica-divergente aplicado para su
obtenciéon. Esta sucesion de procesos, seleccién/recombinacion, ha permitido obtener
genotipos conformados con nuevas acciones génicas, aun cuando todos los HSC comparten
un progenitor comun como es la RIL1. Resultados similares obtienen Liberatti et al. (2013),
utilizando tres HSC de tomate, y once caracteres fenotipicos, concluyendo que la accion
génica mas predominante fue la no aditividad (d/a#0) sea esta dominancia completa,
dominancia parcial y sobredominancia, mientras que la aditividad se present6 en pocos
casos. También, Pereira da Costa et al. (2009), estudiando S. lycopersicum cv. Caimanta y

la accesion LA722 de S. pimpinellifolium para los caracteres vida poscosecha y peso,
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evidenciaron la presencia de dominancia completa de Caimanta para el primer caracter y de
dominancia parcial de LA722 para el segundo.

Para los caracteres cuantitativos, la heredabilidad es una de las estimaciones mas
importantes y expresa, en el caso de la H?, la proporcién de la variancia fenotipica total que
es atribuible a la variacién entre los genotipos (Falconer y Mackay, 1996). Por lo tanto,
resulta del cociente entre la variancia genética total (incluyendo varianza aditiva y no aditiva:
de la dominancia y epistatica) sobre la variancia fenotipica (Fehr, 1987), indicando asi
cuanta variancia genética existe proporcionalmente a la fenotipica para los caracteres bajo
estudio. Caracteres con valores medios a altos de este parametro genético tienen mayores
posibilidades de ser mejorados genéticamente, ya sea por seleccion artificial (si
consideramos la heredabilidad en sentido estricto (h?) o por aprovechamiento de la
heterosis (si la variancia genética no aditiva es considerable). Cabe destacar que para
decidir entonces entre ambas estrategias es necesario estimar la h?, es decir, particionar la
varianza genética en sus componentes aditivo y no aditivo. En este Capitulo, debido al
material vegetal empleado, solo fue posible estimar la H?, en consecuencia, la variacién
fenotipica se desglosé en variacion genética y variacion ambiental. Asi, mientras més alto
sea el efecto de la variacibn ambiental sobre un caracter, menor sera su heredabilidad
(Tanskley, 1993). En este trabajo, se observd de manera general que en las tres
generaciones segregantes, los valores mas altos los tuvieron los caracteres bioquimicos
(pH, sdlidos solubles y acidez titulable en distinto orden de acuerdo al HSC evaluado),
mientras que el menor valor lo presenté en los tres casos el caracter peso (junto con el
indice de forma en el caso de la generacion F, del HSC RIL18xRIL1). Al respecto, cabe
destacar que las estimaciones de la heredabilidad para los caracteres que fueron objeto de
la seleccién divergente-antagonistica (peso y vida poscosecha) a partir de los cuales se
originaron las RIL, fueron opuestas entre generaciones de primer ciclo y de segundo ciclo. O
sea, en la F; producto del cruzamiento entre los parentales de las RIL (cv. Caimanta y
LA722), se presentaron valores estimados de heredabilidad medios a altos para peso y
medios a bajos para vida poscosecha (Pereira da Costa et al. 2009), mientras que en el
caso de las tres generaciones F, de segundo ciclo (resultados de la presente Tesis), fue lo
inverso: valores estimados para vida poscosecha altos y bajos para peso. Esto se podria
relacionar al mayor rango de variacion presente para peso en el cruzamiento original entre
cv. Caimanta y LA722, ya que estos materiales de primer ciclo tuvieron los valores extremos
para este caracter como se discutié en el Capitulo anterior. De hecho, en ninguno de los
materiales de segundo ciclo, incluyendo las cuatro RIL, los tres HSC y sus generaciones

segregantes, se presentaron valores de peso inferiores a LA722 ni superiores al cv.
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Caimanta. Por este motivo, las heredabilidades para peso, como medidas de la relacion
varianza genética sobre varianza fenotipica, fueron mayores en los materiales de primer
ciclo. Para el caracter peso, los diferentes loci descriptos para este caracter, segregan de
manera distinta en las tres poblaciones, ya que en todas las poblaciones la heredabilidad
tuvo valores bajos, mientras que los grados de dominancia fueron variables. Esto podria
estar explicando que, respecto a este caracter, ninguno de los QTLs se encuentre
compartido entre las tres poblaciones y por lo tanto no pudieron ser validados. En cambio,
para el caracter vida poscosecha se observa un mayor rango de variacién en los materiales
de segundo ciclo en relacion al cv. Caimanta, LA722 y su F; (filial 1) interespecifica, lo que
explicaria una mayor heredabilidad en los HSC en relacion a la F, del cruzamiento que
origino el primer ciclo (Pereira da Costa et al., 2009). Por otro lado, Pereira da Costa et al.,
(2016), obtienen para un HSC de tomate, los mayores valores de heredabilidad en sentido
amplio para los caracteres solidos solubles, acidez titulable y pH. Para estos caracteres, se
podrian haber fijado mas rapidamente pocos genes de accion mendeliana que aportan
menor variabilidad; en cambio para vida poscosecha existiria un mayor nimero de genes
con acciones individuales pequenas, contribuyendo a una mayor variabilidad.

Como ya se menciond, en las tres generaciones hubo caracteres para los cuales no se
pudo calcular el grado de dominancia (d/a), ya que la diferencia entre los parentales fue no
significativa. Tales casos fueron para los caracteres altura, firmeza, cociente de
absorbancias (a/b) y pH para el HSC RIL18xRIL1, firmeza, vida poscosecha y pH para el
HSC RIL1xRIL8 y didmetro, peso, indice de forma, vida poscosecha y pH para el HSC
RIL1xXRIL5. Sin embargo, para la mayoria de estos casos los valores de heredabilidad
estimados fueron de medios a altos (con excepcidon del caracter peso para el HSC
RIL1xRIL5). Esta observacion reforzaria la idea planteada previamente acerca de la fijacién
diferencial de alelos aportados por los progenitores de las RIL, manifestando éstas un
fenotipo similar pero debida a diferencias alélicas en distintos loci involucrados en el
caracter. La recombinacion de alelos que estas lineas contribuyen a sus correspondientes
generaciones segregantes, provocaria la existencia de variancia genética, puesta en
evidencia por los valores estimados de heredabilidades.

Dado que los QTLs son regiones del genoma que contienen genes asociados con un
caracter cuantitativo determinado, su analisis se basa en el principio de detectar
asociaciones entre el genotipo, a través de marcadores definidos y el fenotipo observable
(Collard et al., 2005). Se pudieron detectar QTLs para las tres generaciones y para la
mayoria de los caracteres. La generacion F» del HSC RIL18xRIL1, fue la Gnica que presento

QTLs asociados a todos los atributos fenotipicos, mientras que para la generacion F» del
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HSC RIL1xXRIL5 se pudieron detectar QTLs para ocho de los caracteres y en el caso de la F»
para el HSC RIL1xRIL8 se hallaron QTLs para siete caracteres. En cuanto al numero total
de QTLs detectados, se present6 la misma tendencia que la expresada anteriormente. La
generacion F, del HSC RIL18xRIL1 fue la que presenté el mayor numero de QTLs
detectados (28), seguida por la generacion F, del HSC RIL1xRIL5 (26) y en menor nimero
la generacion F, del HSC RIL1xRIL8 (15). En general, el nimero de QTLs detectados en las
tres generaciones fue elevado. Esto es coincidente con los resultados obtenidos en el
Capitulo |, donde las asociaciones obtenidas entre la informacion fenotipica y molecular,
realizada a través del Analisis de Procrustes Generalizado (APG) fue alta (superior al 64%)
en todas las generaciones. Pereira da Costa et al., (2016), en un HSC de tomate, utilizado
AFLP, detectaron 13 QTLs para diferentes caracteres asociados a calidad de fruto, entre
ellos, sélidos solubles, acidez titulable, pH, vida poscosecha y firmeza. Por otro lado, Pratta
et al., (2011b), detectaron un total de 21 QTLs utilizando 16 RIL de tomate, y marcadores
AFLP, obteniendo el mayor niumero de QTLs para los caracteres diametro, peso y altura.
Estos resultados son coincidentes con los de la presente Tesis.

El mayor valor de proporcién de variancia fenotipica explicada por un fragmento lo
presentd el HSC RIL1XRIL5 para el caracter acidez titulable. Estas RIL mostraron muy
pocas diferencias fenotipicas entre si. En el caso de los HSC RIL18xRIL1 y RIL1xRIL8, no
difirieron para cuatro de los once caracteres (a/b, firmeza, altura y pH) y en el caso del otro
HSC, no presentaron diferencias entre RIL para tres de los caracteres (firmeza, pH y vida
poscosecha).

Al comparar el nimero de QTLs detectados por caracter y la heredabilidad estimada,
se concluye que en general los caracteres que mostraron tener mayor heredabilidad, no
fueron aquellos para los cudles se detectaron mayor nimero de QTLS, con la excepcién de
la generacion F, del HSC RIL1XRIL5 donde para el caracter acidez titulable, cuya
heredabilidad fue de 0,95, se detectaron siete QTLs. Esto podria deberse a que, si bien los
caracteres presentan valores de heredabilidad medios o altos, las zonas del genoma
exploradas por las combinaciones de AFLP selectas, no estarian en las zonas
correspondientes a los caracteres evaluados. Por esto, seria necesario utilizar otra clase de
marcadores para lograr detectar QTLS.

La ocurrencia de una banda asociada con uno o mas caracteres puede ser explicada
por efectos pleiotropicos o por un fuerte ligamiento entre dos o mas QTLs subyacentes a
estos caracteres diferentes (Kearsey y Pooni, 1996). En el presente Capitulo al no disponer

de un mapa genético, se consideraran como efectos pleiotrépicos.
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Al analizar los efectos pleiotropicos, se observé que todos los HSC tuvieron
fragmentos que asociaron a diametro, altura y peso. Estos efectos pleiotrépicos observados
para varios marcadores en las tres generaciones, podrian explicar las correlaciones
fenotipicas significativas entre estos caracteres. Lippman y Tanksley (2001), utilizando un
cruzamiento entre Lycopersicon esculentum var. Giant Heirloom (actualmente conocido
como S. lycopersicum) y L. pimpinellifolium accesiéon LA1589 (actualmente S.
pimpinellifolium) y utilizando marcadores RFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion), encontraron que casi todos los QTLs para longitud y diametro del
fruto se localizaron en regiones del genoma que contenian QTLs mayores para peso del
fruto. Pratta et al. (2011b), realizando una caracterizacion fenotipica y molecular de 16 RIL
(entre ellas, las tres utilizadas en la presente Tesis), y utilizando marcadores AFLP,
encontraron cinco fragmentos con efectos pleiotrépicos para peso, altura y diametro. Pereira
da Costa et al. (2013) en generaciones de retrocruzas entre S. lycopersicum cv. Caimanta y
LA722 de S. pimpinellifolium, encontraron también estas asociaciones utilizando SSR. Estas
relaciones serian logicas porque a medida que aumenta el peso del fruto, se corresponde
con un incremente en los valores de altura y didmetro del fruto (Lippman y Tanksley, 2001).
Por otro lado, en el HSC RIL18xRIL1 hubo fragmentos con efectos pleiotropicos para sélidos
solubles y acidez titulable. También, se obtuvieron los mismos resultados para ambos
parametros de color (L y a/b). Estas asociaciones también fueron detectadas por Pereira da
Costa et al. (2013). Cabe destacar que la pleiotropia podria explicar en estos casos las
correlaciones fenotipicas altas y significativas que se encontraron en esta poblacion.

La epistasis, fue reconocida en 1909 por Bateson (Bateson, 1909), y se usa para
describir la situacion en la cual la accion de un locus enmascara los efectos alélicos de otro
locus (Bocianowski, 2013). La identificacion de QTLs y de sus efectos (principales y
epistaticos) son esenciales para el desarrollo de una eficiente seleccién asistida por
marcadores (MAS), dirigida a mejorar la eficiencia en el mejoramiento (Govindaraj et al.,
2009). Una implicacion directa de la epistasis es que los efectos de los QTLs de Unico locus
son en su mayoria dependientes de los genotipos de otros loci, y el efecto de un QTL a
veces puede ser modificado por los genotipos de otras regiones genémicas. Por lo tanto,
cualquier intento de utilizar QTLs en programas de mejoramiento tiene que tener en cuenta
estos efectos epistaticos (Bocianowski, 2013).

En el presente trabajo no se encontraron interacciones epistaticas entre QTLs en
ninguno de los tres HSC analizados.

La validacién de QTLs consiste en confirmar la posicion y el efecto del QTL, verificar

ese QTL en poblaciones independientes y evaluarlo en diferentes trasfondos genéticos
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(Collard y Mackill, 2008). En otras palabras, la validacion del marcador consiste en evaluar
la confiabilidad de esos marcadores para predecir el fenotipo (Collard et al., 2005).
Anteriormente, se asumia que la mayoria de marcadores asociados con un QTL en estudios
de mapeo eran directamente utilizables para realizar MAS. Sin embargo, mas recientemente
se ha aceptado ampliamente la necesidad de la confirmacion o validacion del QTL
(Langridge et al., 2001). Muchos QTLs detectados y mapeados, luego “desaparecen” en la
validacion. Estos QTLs pudieron haber sido especificos de cada cruzamiento, estar sujetos
a efectos de interaccién genotipo-ambiente o bien ser ilusorios, los cuales se pueden haber
dado por efecto de poblaciones pequefias, error en la determinacién del fenotipo o
limitaciones en el andlisis de QTLs.

Por ello, en el presente trabajo, uno de los objetivos propuestos fue la validacion de
QTLs, mediante comparacion de las tres generaciones analizadas. Sin embargo, no se pudo
determinar la validacion de ningin QTL. Esto podria deberse, a como ya se expreso
anteriormente, que en cada generacion se produjo una fijacion diferencial de alelos de cada
uno de los progenitores. Liberatti (2011) a través de la caracterizacion fenotipica y molecular
utilizando AFLP de dos poblaciones F; derivadas de HSC, validé solo dos QTLs.

Por otro lado, el método utilizado para la detecciébn de QTLs, fue el de analisis de
Gnico punto. Para este andlisis no se requiere tener un mapa de ligamiento completo
(Collard et al., 2005). Por lo tanto, al no disponer del mapa genético de la poblacién,
posiblemente algunos QTLs detectados estén localizados en las mismas regiones del
genoma, pero sin poder evidenciarse. Cambiaso (2017), encuentra, para cruzamientos
reciprocos entre S. lycopersicum cv. Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722, QTLs
para un mismo caracter marcados por diferentes amplicones, pero que al mapearlos se
ubicaban en regiones cromosémicas cercanas. Por otro lado, la ausencia de efectos
epistaticos permite la seleccién de QTLs de manera individual (debido a que uno no afecta
la accién del otro), pero al no haber sido posible validar los QTLs, esta utilidad queda
limitada a la generacion para la cual fueron detectados.

Como sintesis del presente Capitulo, en las tres generaciones segregantes estudiadas
se pudo observar la presencia de diferentes modos de accién génica y de variancia genética
para todos los caracteres. Ademas, se pudieron detectar marcadores asociados a los
caracteres de interés agronémico relacionados a calidad de fruto, estimar sus efectos
individuales, pleiotropicos e interacciones. Los resultados obtenidos son coincidentes con
los obtenidos en el Capitulo anterior, en el que la exploraciobn del consenso entre las
caracterizaciones fenotipica y molecular por el APG tuvieron valores superiores al 60%.

Cabe destacar que la generacion F, del HSC RIL18xRIL1, fue la que presentd mayor
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namero de QTLs detectados y a su vez, fue la Unica generacion F, que presentd
marcadores asociados a todos los atributos fenotipicos evaluados. También las medias
fenotipicas de la generacion F, para peso y vida poscosecha, fueron las mayores de las tres
generaciones de los tres HSC. Esta media supera a valores de la F1 (CxP) para ambos
caracteres. Por otro lado, este HSC es el Unico en el cual uno de sus progenitores es de
forma piriforme. Sl bien las tres F» recombinan genes aportados por los progenitores de
primer ciclo (cv. Caimanta y LA722), la seleccién y recombinacién realizadas durante el
proceso de obtencion de las RIL origin0 en cada uno de estos nuevos genotipos
homocigotas diferentes contextos (o backgrounds) genéticos. Como indican Portin y Wilkins
(2017), un mismo gen puede tener diferentes manifestaciones fenotipicas en diferentes
individuos debido al contexto genético particular de cada uno de ellos. Este hecho
justificaria, desde un punto de vista de la Genética basica, las diferencias entre la F, del
HSC RIL18xRIL1 y las otras dos. También, desde el punto de vista de la Genética aplicada
al Mejoramiento Vegetal, justificaria seleccionar esta F, para iniciar un nuevo ciclo de
seleccién/recombinacion. Estos fundamentos con base cientifica, sumados a que, como se
menciond en la Introduccion, las lineas progenitoras de esta F, se encuentran inscriptas en
el Instituto Nacional de la Semilla (INASE), condujeron a que esta generacion fuera
seleccionada para hacer una caracterizacion molecular mas exhaustiva y derivacion de

familias Fs, puntos que se desarrollaran en los Capitulos siguientes.
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En este Capitulo se aborda el Objetivo Especifico 3: Incrementar la precisién de la
caracterizaciéon molecular y fenotipica en la generacion segregante seleccionada mediante

marcadores moleculares SSR y la obtencidén de su generacion Fs.

Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo las siguientes actividades:

1. Caracterizacion de la generacién F, proveniente del HSC RIL18xRIL1 utilizando
marcadores microsatélites y deteccion de QTLs asociados a caracteres de interés
agronoémico.

2. Obtencion y caracterizacion fenotipica de familias Fz obtenidas de individuos F; del
HSC RIL18xRIL1.

3. Estimacion de la heredabilidad en sentido estricto de los caracteres de interés
agronémico mediante el método de Regresion Progenie Fs- Progenitor F».
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

En este Capitulo, se caracterizdé por marcadores moleculares microsatélites (SSR) a la
generacién segregante F; (filial 2) del hibrido de segundo ciclo (HSC) RIL18xRIL1, poblacion
ya descripta en Capitulo I. A partir de la seleccion de individuos de esta generacién
combinando informacién molecular y fenotipica, se obtuvieron familias Fs (filial 3) segun se
describe a continuacion, en el apartado Métodos.
Métodos
Caracterizacion molecular por perfiles de SSR y deteccién de QTLs

La caracterizacion molecular se llevo a cabo utilizando 12 marcadores SSR (Tabla 1).

Tabla 1: Cédigo y cebadores de las combinaciones de SSR

Cebador Codificacién Cromosoma Ubicacién fisica® Cebador izquierdo Cebador derecho

SSR 009 A 1 93 CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA TTCATGAGCCAACATAGGAGG
SSR 288 B 1 96,9 TCTTCATCGTCCTCCTCCTG TCGTGGGAATTTGTTAACCC
SSR 310 C 4 42,7 TTTACAGGCTGTCGCTTCCT GCGATGAGGATGACATTGAG
SSR 111 D 3 59,5 TTTGCTGCTATACTGCTGACA TTCTTCCCTTCCATCAGTTCT
SSR 063 E 8 61,1 GCTTCCGCCATACTGATACG CCACAAACAATTCCATCTCA
SSR 450 F 4 48 AATGAAGAACCATTCCGCAC ACATGAGCCCAATGAACCTC
EP 1061 G 11 55,1 GTTCTACGTAAGATTCATG TCAGGTTAGTGTTCCATGCAG
SSR 162 H 5 65,4 GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCTC CAACAGCCAGGAACAAGGAT
SSR 327 | 8 52,5 TCAGGATCAGGAGCAGGAGT TGGACTTGTTCCATGAACCC
SSR 038 J 8 61,4 GTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG  GGGTTCATCAAATCTACCATCA
SSR 276 K 7 7,3 CGACGGAGTACTTCGCATTT CTCCGGCAAGAGTGAACATT
SSR 596 L 10 2,8 TTCGGATAAAGCAATCCACC TCGATTGTGTACCAACGTCC

Referencias: (*): ubicacion fisica teniendo en cuenta la version del mapa SL2.5

La reaccién de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), para cada muestra de
ADN gendémico a amplificar consistio en:
- 2 microlitros (ul) de Buffer 10X
- 0,8 pl de dNTP 5 milimolar (mM)
- 1 pl de cloruro de magnesio (MgCl,) 50 mM
- 0,2 pl cebador derecho 10 uM
- 0,2 pl cebador izquierdo 10 pM

- 0,2 pl enzima Taq Polimerasa 5 unidades/ microlitro (u/pl)
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- agua destilada para PCR

Se utilizé el siguiente protocolo de amplificacion: 1 minuto a 94 °C, siete ciclos de: 30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C - 52 °C (disminuyendo de a 1 °C por ciclo) y dos
minutos a 72 °C, 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 52 °C y dos minutos a 72
°C y 5 minutos a 72 °C.

La separacion de los fragmentos de amplificacion se realizd en geles de poliacrilamida
(6% masa/volumen) a temperatura ambiente. Las condiciones de la corrida electroforética
fueron las mismas que las expuestas en el Capitulo | para AFLP (Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos Amplificados), con la diferencia que fueron corridos dos SSR
por gel. Los SSR corridos en un mismo gel, fueron seleccionados en base a su tamaiio,
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
hora (h) del primero. La visualizacién se llevé a cabo mediante tincién con nitrato de plata
(AgNO:3), siguiendo el mismo procedimiento que el utilizado para AFLP.

Como fue mencionado previamente, la caracterizacion fenotipica de esta generacion
segregante ya fue descripta en el Capitulo | (Caracterizacion fenotipica por caracteres
asociados a calidad de los frutos). Para evaluar la asociacién de bandas que ajustaron a la
segregacion mendeliana esperada con los caracteres cuantitativos, se realiz6 el analisis de
anico punto (ANOVA a un criterio de clasificacién) para identificar QTLs (loci de caracteres
cuantitativos) de interés agronémico. Para ello, se utilizé la prueba de x? para evaluar la
segregacion mendeliana de cada banda polimorfica (1:2:1 para los SSR que tuvieron el
comportamiento codominante esperado, y 3:1 para aquellos cuyo comportamiento fue
dominante). Luego, para cada combinacién de fragmentos asociados a un mismo caracter,
se realizo la prueba de x? para probar la hipétesis de segregacion independiente y se aplicé
un analisis factorial de ANOVA para detectar interacciones entre los pares de bandas que
segregaron independientemente. Por ser los SSR marcadores de tipo codominante, se
calcularon los grados de dominancia (d/a) para cada QTL detectado (Collard et al., 2005).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat version Estudiantil
2016 (Di Rienzo et al., 2016).
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Obtencion y caracterizacidn fenotipica de familias F; provenientes de individuos Fz y

estimacioéon de la heredabilidad

Se utilizd6 una poblacién de 198 individuos Fs;, provenientes de 18 individuos F»,
seleccionados de la generacion segregante del HSC RIL18xRIL1. En la Figura 1 se puede

observar la obtencién de la generacion F.

Figura 1: Diagrama de obtencion de la generacion Fs, producto de la seleccion vy
autofecundacion de individuo F, del HSC RIL18xRIL1
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Para la seleccion de los individuos de la generacion F» que originaron las familias Fs,
se utilizaron dos criterios de seleccion. Por un lado, un "criterio molecular®, donde se
seleccionaron aquellos individuos F» con mayor cantidad de marcadores del tipo SSR al
estado heterocigota, para poder en el mediano plazo evaluar la segregacion de los mismos
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en las familias Fs; derivadas. Por otro lado, se siguié un "criterio fenotipico”, donde se
seleccionaron, aquellos individuos con valores fenotipicos medios extremos para vida
poscosecha y peso, ya que ambos caracteres fueron los utilizados durante el proceso de
obtencion de las RIL (lineas endocriadas recombinantes), y también valores medios
maximos para el indice de forma, ya que esta poblacion mostraba marcadas diferencias
entre la forma de ambas lineas.

Los 18 individuos F> que se seleccionaron para obtener las familias F; fueron los
siguientes:

e Criterio molecular: los individuos F, seleccionados por presentar la mayor cantidad
de marcadores SSR al estado heterocigota segin Masso (2012), fueron: 1-50, 1-82, 1-89, II-
58, II-72, IV-58, IV-61, IV-65, IV-69, IV-75, VI-42, VIII-6, VIII-10, VIII-9 y VIII-12. Aunque el
individuo 1V-69 no poseia el valor de acidez titulable en la generacion F», fue seleccionado
igualmente debido al alto de niumero de marcadores SSR al estado heterocigota.

¢ Criterio fenotipico: el individuo que poseia el valor fenotipico promedio méaximo para
vida poscosecha fue el 11-66 (28,36 dias (d)). Para el caracter peso, el individuo con el valor
promedio maximo fue el 1-99 (25,90 gramos (g)). En lo referente al caracter indice de forma,
se eligio el individuo 1-42 por poseer el mayor valor medio para indice de forma (1,22).

Se pre-germinaron unas 20 semillas de cada individuo F; en placas de Petri con papel
de filtro y adecuado contenido de humedad. Las mismas se mantuvieron en camara con
temperatura controlada a 24°C, hasta la emergencia de la radicula (Figura 2 y 3).
Posteriormente, fueron trasplantadas a macetas pequefias y mantenidas en un invernadero
vidriado hasta tener unas 10-15 hojas verdaderas desplegadas (Figura 4). Las macetas
contenian una mezcla de tierra y perlita, para facilitar la aireacion de la mezcla. Luego se
trasplantaron a invernadero, pero directamente a tierra. El surco se encontraba cubierto con
una tela plastica (mulch). El suelo del invernadero se habia previamente abonado con cama
de pollo (Figura 5). Se trasplantaron un total de 11 plantas por familia, las cuales se
agruparon en bloques de cinco y seis plantas. Estos bloques fueron distribuidos en los
surcos del invernadero al azar. También se incorporaron los padres de las RIL (Solanum
lycopersicum cultivar (cv.) Caimanta y la accesion LA722 de S. pimpinellifolium), las RIL y su
HSC como testigo. En el caso de los genotipos uniformes se sembraron un total de nueve
plantas (agrupadas en bloques de cuatro y cinco plantas). La distancia entre plantas fue de
30 centimetros (cm).

Los caracteres evaluados y su forma de medicidn son los mismos que los descritos en

el Capitulo | (Caracterizacion fenotipica por caracteres asociados a calidad de los frutos).
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Figura 2: Placas de Petri con las semillas dispuestas sobre el papel de filtro hUmedo para el

pre-germinado de la semilla
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Figura 4: Trasplante a macetas pequefias y crecimiento en invernadero vidriado

Para calcular la heredabilidad (h?) en la generacion Fs, se utiliz6 el método de
Regresion Progenie Fs - Progenitor F> (RPP). De acuerdo a las modificaciones para
especies autdbgamas, a los coeficientes de regresion entre generaciones que presentaron un
valor p significativo, se los multiplica por 2/3 para obtener el respectivo valor de h? del
caracter analizado (Kearsey y Pooni, 1996).

105



Capitulo 111

RESULTADOS

Caracterizacion molecular por perfiles de SSR y deteccion de QTLs

De los 12 SSR, 11 de ellos resultaron ser polimérficos, siendo el porcentaje de
polimorfismo de 91,67%. En la Figura 6, se puede observar un fragmento de un gel de
poliacrilamida.

De los 11 marcadores polimorficos, seis de ellos ajustaron a la segregacion
mendeliana esperada (54,54%). Los marcadores que ajustaron fueron el SSR288 (B),
SSR276 (K), SSR596 (L), SSR162 (H), SSR310 (C) y EP1061 (G). Cabe destacar que la
mayoria de estos SSR tal como se espera resultaron tener un comportamiento codominante,
mientras que algunos resultaron ser dominantes (SSR063 (E), SSR596 (L), SSR009 (A) y
SSR162 (H)).

Figura 6: Fragmento de gel de poliacrilamida para el SSR038 (J)

Referencias: M(J): marcador molecular (la banda mas intensa corresponde a 250pb); L1:
RIL1; L18: RIL18; F1: HSC RIL18xRIL1; F»: individuos F»

Se detectaron un total de siete QTLs. Se detectaron dos QTLs para el cociente de
absorbancias (a/b) y un QTL para los caracteres peso, vida poscosecha, porcentaje de
reflectancia (L), solidos solubles y acidez titulable (Tabla 3).

En cuanto a los efectos pleiotrépicos, se observé que el SSR288 (B) asocid a vida
poscosecha y cociente de absorbancias (a/b), el SSR596 a ambos parametros de color (L y
a/b) y el EP1061 a sélidos solubles y acidez titulable.

Solo se probo la segregacion independiente del Gnico par de microsatélites que asocio
a un mismo caracter (SSR596 y SSR288), el cual resulté independiente y cuya interaccién

no fue significativa.
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Tabla 3: Caracter fenotipico, microsatélites, significado y R?

Caracter Microsatélite Significado (p-valor) R?

P SSR310 0,017 0,17

VP SSR288 0,032 0,13

L SSR596 0,025 0,07

alb SSR596 0,011 0,10
SSR288 0,006 0,19

SS EP1061 0,030 0,15
AT EP1061 0,041 0,14

Referencias: P: peso; VP: vida poscosecha; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de
absorbancias; SS: solidos solubles; AT: acidez titulable; R2 proporcion de varianza
fenotipica para cada caracter que puede ser explicada por el efecto del fragmento

Por otro lado, se calculé el grado de dominancia para los QTLs detectados (Tabla 4).

Tabla 4: Grado de dominancia (d/a) para los QTLs detectados

Efecto del fragmento (X)

Grado dominancia QTL

Caracter Microsatélite Homocigota Heterocigota Homocigota (d/a)
(alelo de mayor PM) (alelo de menor PM)
P SSR310 11,89%° 9,74% 13,59° Sobredominancia negativa
VP SSR288 21,27% 19,49%° 16,73° Aditividad pura
a/b SSR288 1,142 1,17° 1,062° Sobredominancia positiva
Ss EP1061 6,522 7,30%° 7,67° Aditividad pura
AT EP1061 0,272 0,30%° 0,36° Aditividad pura

Referencias: P: peso; VP: vida poscosecha; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos
solubles; AT: acidez titulable; PM: peso molecular; a,b,ab: diferentes letras indican

diferencias significativas con el test de Tukey (a:0,05)

Para los casos de vida poscosecha (SSR288), sélidos solubles (EP1061) y acidez
titulable (EP1061), las medias de los heterocigotas resultaron ser intermedias a ambos
homocigotas, interpretindose como un grado de aditividad pura. Para los casos de los
caracteres peso (asociado al SSR310) y cociente de absorbancias (a/b, asociado al
SSR288), presentaron sobredominancia, negativa para el primer caso y positiva para el
segundo, ya que la media de los heterocigotas fue inferior a ambos homocigotas y superior

a ambos homocigotas, respectivamente.
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Obtencion y caracterizacidn fenotipica de familias F; provenientes de individuos Fz y

estimacion de la heredabilidad mediante RPP

Se obtuvieron las 18 familias Fs provenientes de los individuos F.. En la Figura 7 se
pueden observar como variaron los caracteres a través de los individuos F; y familias F3, y la
deteccién de diferencias significativas entre ambas generaciones.

En general, los valores promedios en los individuos F, fueron superiores a los de las
familias Fs, En relacion a diametro, pocos individuos F, y familias Fsz mostraron diferencias
significativas. En lo referente al caracter altura, se observé, que en general los promedios de
los individuos F», fueron superiores a los promedios de las familias Fs; derivadas y se
obtuvieron una mayor cantidad de individuos F, y familias F; que diferian de manera
significativa. Estas diferencias en altura, se reflejan, en el caracter indice de forma, donde se
observa la tendencia de valores mas altos para los promedios de individuos F.. En este
punto cabe destacar, que el individuo seleccionado por poseer el indice de forma mas
elevado (I-42), fue el que presentd el mayor valor en Fs. Al evaluar el caracter peso, se
presentaron pocas diferencias entre los promedios de individuos F, y familias Fs. El individuo
seleccionado por poseer el mayor peso promedio en la generacién F; (1-99), resultdé no tener
el mayor valor promedio en la familia F3, aunque se ubicé entre las primeras tres familias de
mayor peso. Otro de los caracteres fenotipicos que se utilizdé para seleccionar los individuos
que dieron origen a las familias F; fue vida poscosecha. Este caracter fue mas variable al
evaluar su relacion entre los individuos F, y familias Fs. El individuo seleccionado por poseer
la mayor vida poscosecha en F; (lI-66), no tuvo el mismo comportamiento en F; (ya que
presentd un valor promedio de vida poscosecha intermedio a los mayores y menores
valores). En cuanto a firmeza, fue el caracter que presentd la mayor cantidad de diferencias
significativas entre individuos F,; y familias Fs, presentandose la tendencia de mayores
valores en F,. Al realizar el andlisis de los caracteres bioquimicos (pH, soélidos solubles y
acidez titulable), presentaron pocas diferencias entre los promedios de individuos F; y

familias Fs.
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Imagen 7: Graficos comparativos para los individuos F.y familias F3
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Imagen 7 (continuacion): Gréaficos comparativos para los individuos F» y familias F3
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Referencias: ns: no significativo; nc: no se calculd, ya que este individuo no poseia el dato
fenotipico en la generacién F»; *: diferencia significativa (p<0,05)
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Si evaluamos cada uno de ellos por separado, pH fue el que se mantuvo con valores
promedios mas estables entre individuos F, y familias Fs; el caracter sélidos solubles
también mantuvo la misma tendencia, aunque con mas diferencias entre individuos y
familias; y en el caso de acidez titulable, si bien se mantuvo la tendencia de mas estabilidad
al comparar los valores promedios, fue, junto con uno de los parametros de color (a/b), un
caracter que presentd en general valores superiores para las familias Fs. En cuanto a los
parametros de color, el cociente de absorbancias (a/b), como se mencioné anteriormente,
presento6 en la mayoria de los casos valores superiores de promedios de las familias F3, con
respecto a los promedios de los individuos F2. En lo referente al porcentaje de reflectancia
(L), presentd mayores diferencias significativas entre individuos F» y familias Fs, siendo los
valores superiores en casi todos los casos para los promedios de los individuos F».

En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para la estimacion de la
heredabilidad utilizando el método de RPP para todos los caracteres fenotipicos.

Tabla 6: Valores de h? calculada mediante RPP para todos los caracteres fenotipicos

, RPP
Caracter
h? + EE

D 0,41 + 0,16 **
A 0,46 + 0,09 **
Fo 0,43 £ 0,12 **
P 0,33+0,11 **
VP ns

F ns

L ns
a/b ns
pH 0,11 £ 0,06 *
SS ns
AT 0,15+ 0,08 *

Referencias: D: diametro; A: altura: Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; F:
firmeza; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de absorbancias; SS: sélidos solubles;
AT: acidez titulable; RPP: regresion progenie Fs-progenitor F2; h?: heredabilidad; EE: error

estandar; ns: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,01
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A través de la estimacion de la heredabilidad mediante el método de RPP, se
obtuvieron valores significativos medios de heredabilidad para los caracteres altura, indice
de forma, diametro y peso. Los caracteres vida poscosecha, ambos parametros de color (a/b
y L), firmeza y sélidos solubles resultaron ser no significativos, indicando la ausencia de

varianza aditiva para estos caracteres en este contexto genético.
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DISCUSION

Como se concluyé en el Capitulo I, se selecciond la generacion segregante F, del
HSC RIL18xRIL1 por sus caracteristicas fenotipicas promisorias. Es por ello, que se decidi6é
avanzar en el estudio y caracterizacion de este contexto genético y obtener la generacion Fs.

La caracterizacion mediante marcadores SSR, permitié incorporar nueva informacion,
ya que éstos, a diferencia de los marcadores AFLP, son codominantes, pudiéndose
distinguir el heterocigota, y a su vez se conoce el cromosoma en el cual se encuentran y su
ubicacion en el mismo.

Utilizando 12 marcadores SSR, cuatro de ellos asociaron, al menos, a un caracter
fenotipico, detectdndose un total de siete QTLs y efectos pleiotrépicos. Comparando con
resultados anteriores del equipo de trabajo, Pereira da Costa et al. (2013) utilizaron los
mismos marcadores SSR en poblaciones retrocruzas (BC1: primera retrocruza, BC1S1:
primera retrocruza seguida de autofecundacion y BC2: segunda retrocruza) producto del
cruzamiento entre S. lycopersicum cv. Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722
(usando como padre recurrente al cultivar Caimanta) para asociar a caracteres de interés
agronémico relacionados a calidad de fruto. En relacién al SSR 288, Pereira da Costa et al.
(2013), lo encontraron asociado a pH (BC1 y BC1S1 (planta VII-51)), a solidos solubles
(BC1S1 (planta VII-51)) y a vida poscosecha, cociente a/b y firmeza (BC1S1 (planta VII-91)).
En relacion al SSR 310, no lo encuentran asociado a ningun caracter en ninguna
generacion. En relacién al SSR 596, lo encontraron asociado a diametro (BC1), a altura
(BC1, BC1S1 (planta VII-51), BC2), a peso (BC1), a vida poscosecha (BC1S1 (planta VII-51)
y BC2) y a firmeza (BC2). Por ultimo, el SSR EP1061 se encontrd, en la generacion BC1S1
(planta VII-91), asociado a altura, indice de formay firmeza.

Se encontraron efectos pleiotrépicos para los caracteres diametro y peso, para vida
poscosecha y cociente de absorbancias (a/b) y para los caracteres bioquimicos sélidos
solubles y acidez titulable. Pratta et al. (2011b) realizando una caracterizacion fenotipica y
molecular de 16 RIL (entre ellas las tres utilizadas en la presente Tesis), y utilizando
marcadores AFLP, encontraron cinco fragmentos con efectos pleiotropicos para peso y
diametro. Pereira da Costa et al. (2013) en generaciones de retrocruzas entre S.
lycopersicum cv. Caimanta y LA722 de S. pimpinellifolium, encontraron también estas
asociaciones utilizando SSR. También, hallaron SSR asociados a sélidos solubles y acidez
titulable y a vida poscosecha y cociente de absorbancias (a/b).

Como ya se discutio en el Capitulo Il, la epistasis, fue reconocida en 1909 por Bateson

(Bateson, 1909), para describir la situacion en la cual la accion de un locus enmascara los
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efectos alélicos de otro locus (Bocianowski, 2013). En el presente trabajo no se encontraron
interacciones epistaticas entre QTLs. Esto estaria indicando la posibilidad de realizar la
seleccion de estos QTLs, si se hubieran validado, para su uso en el mejoramiento, sin que
uno de ellos esté afectando la accién de otro para un caracter.

Al utilizar marcadores de tipo SSR, se pudieron validar dos QTLs, ya que, el
microsatélite SSR288 se encontrd asociado a los caracteres vida poscosecha y cociente de
absorbancias (a/b) en la generacion segregante F, del HSC RIL18xRIL1, mientras que, este
mismo marcador fue encontrado por Pereira da Costa et al. (2013) asociado a los mismos
caracteres en la BC1S1 (planta VII-91). En cuanto a este QTL, Pereira da Costa et al. (2013)
encuentran valores de R? mas elevados que los hallados en esta Tesis. Esto se deberia al
contexto genético, el cual es mas homogéneo en las retrocruzas seguida de
autofecundaciéon. Por otro lado, este diferente contexto genético hace que las acciones
génicas sean diferentes a las halladas por Pereira da Costa et al. (2013) respecto a las de la
presente Tesis.

En el Capitulo Il no fue posible la validacién de QTLs usando marcadores de tipo
AFLP, por lo que, se podria suponer que dada su naturaleza dominante y no especifica a un
cromosoma, no es una técnica robusta para poder concretar la validacién de QTLs. Cabe
destacar que al poder validar QTLs tanto para vida poscosecha como para el cociente de
absorbancias (a/b), se empieza a evidenciar la posibilidad de utilizarlos para poder realizar
una seleccioén asistida por marcadores (MAS). Langridge et al. (2001) y Xu y Crouch (2008)
indican que la identificacion de marcadores ligados a un caracter de importancia es el primer
paso para su aplicacién en un programa de mejoramiento. Establecen la existencia de varios
pasos luego de identificar un marcador para que el mismo sea utilizado en un programa de
mejoramiento. Entre ellos la validacion del marcador es un punto clave. Collard y Mackill
(2008) plantean entre los puntos claves para realizar la MAS la validacién de los marcadores
y QTLs.

Al contar con marcadores de tipo codominantes, se puede calcular el grado de
dominancia de los QTLs detectados. Se obtuvo aditividad pura (heterocigotas intermedios a
ambos homocigotas) para tres de los seis caracteres: vida poscosecha (SSR288), sélidos
solubles (EP1061) y acidez titulable (EP1061). Asi, por ejemplo, en el caso de vida
poscosecha, se podrian seleccionar los individuos que son homocigotas para el marcador
SSR288 y que poseen el alelo de mayor peso molecular, ya que son los que presentaron
una vida poscosecha mas prolongada.

La obtencién de familias Fs, provenientes de individuos F,, seleccionados utilizando

diferentes criterios moleculares y fenotipicos, permite evaluar el comportamiento a nivel
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fenotipico, y en un futuro, cuando se caractericen molecularmente estas familias Fs, poder
validar los QTLs detectados en la generacion F»,

Como ya se comento en los resultados, al analizar de manera general y teniendo en
cuenta todos los caracteres, los individuos F, presentaron valores promedios superiores
para la mayoria de los caracteres que las familias Fs, Esto se podria deber, tal vez, al
aumento de la homocigosis y consiguiente depresién por endocria. A su vez, también estos
cambios de valores se pudieron haber originado por la seleccion ejercida de manera
artificial, lo cual resulta en una seleccion no representativa y sesgada de la poblacion F». Los
caracteres que presentaron menos diferencias significativas entre los valores medios de los
individuos F; y las familias Fs, fueron todos los caracteres bioquimicos: pH, solidos solubles
y acidez titulable, y los caracteres de morfologia externa del fruto: didmetro y peso. Se
podria decir que estos caracteres fueron mas conservados a través de las generaciones.
Los caracteres que mas diferencias significativas tuvieron entre los promedios de individuos
F. y familias Fs, fueron firmeza, porcentaje de reflectancia (L) e indice de forma. Estas
diferencias observadas entre los promedios de los individuos y familias, podria deberse en
buena parte a variaciones ambientales, ya que a través del valor promedio familiar y sus
desviaciones es posible estimar los efectos genéticos y ambientales. A su vez, al evaluar el
grado de dominancia (d/a) que fueron presentados en el Capitulo Il, se observé que para
didmetro, peso, vida poscosecha, y porcentaje de reflectancia (L), el d/a fue de dominancia
completa hacia los menores valores. Esto podria explicar que, a medida que se avanza en
las generaciones (de F; a F3), los valores sean menores, ya que su valor medio tiende a
disminuir por efecto de la endocria y la consiguiente pérdida de variabilidad por falta de
heterocigosis. En el caso de acidez titulable, se presenté dominancia completa hacia los
mayores valores, y, al explorar las generaciones F, y F3, se observd que, las familias Fs,
presentaron valores superiores a los valores medios de los individuos F,. Del mismo modo,
para solidos solubles, también se presenté el mismo grado de dominancia pero sin
corresponderse con los valores obtenidos en F2 y Fs, tal vez por una mayor influencia
ambiental.

La informacion fenotipica de ambas generaciones permite calcular la regresiéon de los
promedios familiares en la generacion Fs; con respecto a las plantas F, de las cuales
derivaron (Mariotti y Collavino, 2014). En especies autbgamas, la estimacion independiente
de varianza aditiva y varianza no aditiva se dificulta debido a la diferente contribucion
relativa que ambas realizan a la varianza genética. ElI método de RPP estima
proporcionalmente un mayor porcentaje de varianza aditiva. En consecuencia, estas

estimaciones no son coincidentes con los conceptos clasicos de heredabilidad en sentido
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amplio o en sentido estricto. Al evaluar los resultados obtenidos, la regresion no fue
significativa para vida poscosecha, firmeza, ambos pardmetros de color y sélidos solubles.
Los mayores valores de regresion se obtuvieron para altura (0,46), peso (0,43), diametro
(0,41) e indice de forma (0,33), teniendo valores similares a los obtenidos en el Capitulo 1.
Mientras que los menores valores se obtuvieron para los caracteres de pH (0,11) y acidez
titulable (0,15). Rodriguez et al. (2006) estimaron la heredabilidad por RPP entre la
generaciébn Fs-F,, obtenidas de los cruzamientos entre el cultivar Caimanta de S.
lycopersicum y LA722 de S. pimpinellifolium, y obtuvieron también una regresién no
significativa para vida poscosecha y un valor de 0,29 para peso. Al comparar la estimacion
de la heredabilidad (H?> o GDG) en F. y la estimacién mediante RPP en Fs, los mayores
valores obtenidos mediante RPP, se corresponde con los caracteres que tuvieron la menor
heredabilidad en F,. La misma situacion sucedié con los valores de pH y sélidos solubles,
los cudles presentaron en F, los mayores valores de H? mientras que por la RPP
presentaron los menores valores. Esto podria deberse a que, al momento de calcular el
GDG se utilizan los datos provenientes de ambos parentales, HSC y todas las plantas de la
generacion F,, mientras que en la RPP solo se utilizan los datos de aquellas plantas de las
cuales se derivaron familias Fs, originando un sesgo.

Para concluir, a través de este Capitulo, se logré avanzar en una caracterizacion mas
exhaustiva de la generacion segregante F, del HSC RIL18xRIL1. Ademas, se pudo obtener
la generacion F; lo que permitié conocer los valores medios fenotipicos de las familias de los
individuos seleccionados y dar inicio a un nuevo programa de mejoramiento genético
asistido por marcadores moleculares. Si bien los marcadores SSR son mas informativos en
cuanto a que se dispone de su ubicacion cromosOmica y son codominantes, se propone
continuar con la caracterizacién de esta poblacién segregante, utilizando marcadores mas
especificos y, a su vez, desarrollados basandose en las secuencias de los parentales de

primer ciclo. Esta actividad se desarrollara en el Capitulo siguiente.
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En este Capitulo se aborda el Objetivo Especifico 4: Desarrollar marcadores
moleculares especificos para la poblacién base seleccionada basados en la secuencia de

los progenitores y construir los mapas fisico y genético correspondientes.
Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo las siguientes actividades:
1. Caracterizacion de la generacion F, proveniente del HSC ToUNR18xToUNRL1

utilizando marcadores del tipo SNP utilizando la técnica de HRM.
2. Elaboracion de los mapas fisicos y genéticos de la poblacion segregante F».
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

La caracterizacion se realizd sobre la generacion segregante F (filial 2) del hibrido de
segundo ciclo (HSC) RIL18xRIL1. La obtencién de los materiales ya fue descripta en

Capitulo 1.

Métodos

Deteccion de SNP utilizando la técnica de HRM

La técnica de HRM (Fusion de Alta Resolucién) permite discriminar los alelos de cada
SNP (polimorfismo de nucleétido simple) detectando la diferencia de temperatura de fusién
entre los diferentes fragmentos de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) amplificados
para cada alelo. El procedimiento consiste en la amplificacion del fragmento de interés
mediante PCR en presencia de un colorante fluorescente especifico de ADN de cadena
doble y que se une de forma saturante al ADN, esto es, que se unan tantas moléculas de
colorante como sitios de unién tenga la cadena de ADN. De manera muy sintética, el
proceso del HRM consiste en subir gradualmente la temperatura, lo que va originando la
desnaturalizacion del fragmento de ADN, lo que a su vez ocasiona la pérdida de
fluorescencia, que es medida a intervalos de temperatura muy cortos (de 0,5°C a un rango
entre 0,008°C a 0,2°C), haciendo asi mas precisas las curvas de fusion obtenidas. De esta
forma es posible distinguir dos productos de PCR, o amplicones, que difieran en anico SNP
siempre que dicho cambio sea un cambio de un par GC (guanina - citosina) por un par AT
(adenina - timina) o viceversa.

Cabe destacar que esta actividad fue llevada a cabo en la Universidad de Almeria
(Almeria, Espafia), bajo una beca de estancias cortas doctorales en el Reino de Espafia

otorgada por el programa Bec.Ar (URL: https://www.argentina.gob.ar/becar) desde el

Ministerio de Modernizacion. La duracion de la misma fue de 6 meses durante el afio 2016.

Disefio de cebadores

La Catedra de Genética disponia de las secuencias del genoma entero de ambos

progenitores de las RIL (lineas endocriadas recombinantes): Solanum lycopersicum cultivar
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(cv.) Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722. Las mismas fueron obtenidas por el Dr.
(Ing. Agr.) Vladimir Cambiaso durante una estancia doctoral (programa Bec.Ar) en la
Universidad de Ohio (Ohio, Estados Unidos de América) (Cambiaso et al., 2015). Por lo que
el disefio de los cebadores se realiz6 utilizando la secuencia de dichos genotipos parentales
de las RIL.

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para el disefio de cebadores.

i. Busqueda de la ubicacion fisica donde disefiar los cebadores

Con el fin de seleccionar SNP que estuviesen distribuidos uniformemente por los 12
cromosomas de tomate se realizd6 una comparacion entre un mapa fisico y un mapa
genético de tomate de los depositados en la pagina SGN (Sol Genomics Network). Para ello
se utilizé la herramienta de comparacion de mapas (Comparative Map Viewer) de la pestafia
herramientas (Tools). El mapa fisico tomado como referencia fue “Kasuza and SolCAP
markers” basado en la secuencia de Heinz 1706, y como mapa genético “EXPEN 2012,
basado en el cruzamiento entre el cultivar Moneymaker de S. lycopersicum y la accesion
LAO716 de S. pennellii. La seleccién de dichos mapas estuvo fundamentada en el alto
namero de marcadores que comparten. De esta manera, se seleccionaron SNP localizados
en ubicaciones fisicas que cubrian la totalidad del mapa genético de cada uno de los 12
cromosomas de la especie.

ii. Disefio de los cebadores

Una vez determinada la ubicacion fisica donde se iban a localizar los marcadores, se
procedié al disefio de los mismos. Los SNP seleccionados también debian cumplir con la
condicién que el cambio de base nitrogenada implique diferente nimero de uniones puente
de hidrégeno en la complementariedad: sea TporCo G, AporCoG,CporAoTyG por A
o T (dejando descartados los cambios A por T, T por A, C por Gy G por C).

Otro criterio de seleccién fue la eleccion de SNP que contasen con suficiente
profundidad de cobertura, definida como el nimero de veces que la base en cuestion fue
leida en esa posicion durante el proceso de secuenciacion. Para el genotipo que poseia la
base igual que la secuencia de referencia (Heinz 1706), la minima profundidad de cobertura
fue de diez, mientras que para el genotipo que poseia la secuencia alternativa a la
referencia, la minima cobertura tolerada fue de 20.

Utilizando la pagina de SGN, también se chequed que en la region seleccionada para
el amplicén no correspondiese a una region repetida o con alto nimero de copias en el
genoma de tomate. Para ello en la pestafia herramientas (Tools), se seleccion6 la opcién de
navegador del genoma (Genome Browser) y alli se utiliz6 la secciébn de elementos

repetitivos (Repetitive Elements). De esta forma se seleccionaron los SNP de regiones
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Unicas en el genoma de tomate. Cabe destacar que la version de mapa utilizado de SGN fue
la SL2.5 ITAG2.4. Por ultimo, se comprob6é que los SNP seleccionados ya habian sido
previamente identificados en los dos genotipos mas similares al cv. Caimanta y a la
accesion LA722 presentes en la base de datos “Tomato 360 Variants SL2.5”.

Para cada SNP seleccionado se disefiaron cebadores que lo flanqueaban mediante el

software Primer3 (URL: http:/bioinfo.ut.ee/primer3/). Posteriormente, los cebadores y el

amplicon que generarian fueron chequeados mediante la opcién BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), para corroborar que fuesen de copia Unica en el genoma de tomate
y que dicha regién fuese la region de interés que contenia el SNP. Para ello, utilizando la
pagina de SGN, a través de la pestafia herramientas (Tools), se seleccioné la opcion BLAST
y se seleccionaron los siguientes parametros:
-Categoria (Categories): Genoma de tomate SL2.50 (Tomato Genome (SL2.50)).
-Base de datos (Database): Cromosomas Genoma de Tomate (Tomato Genome
Chromosomes (build SL2.5))

La longitud de los amplicones fue variable, procurando que la Optima fuese de 150
pares de bases (pb), tratando que el polimorfismo o SNP se encuentre lo mas centrado

posible en el amplicén.

Chequeo del polimorfismo

No fue posible comprobar la presencia de los SNP seleccionados en el ADN de las
RIL18 y RIL1, ya que aunque dichos ADN habian sido purificados con el mismo método, se
habian purificado en distintos experimentos de extraccion y las correspondientes
amplificaciones originaban curvas de fusién con parametros ligeramente distintos que
alteraban los posteriores analisis. Por ello, se procedié al chequeo del polimorfismo tanto en
los genotipos parentales donde se disefiaron los cebadores, como en un bulk de ADN
mezcla de todos los individuos de la F,, puesto que todos estos ADN habian sido purificados
simultaneamente.

De esta manera se pudo determinar cuales de las regiones de cada cromosoma se
encontraban segregando y cuales ya se han fijjado. Cabe destacar y recordar que el origen
de la poblaciéon segregante F, fue a partir de la autofecundacion de un HSC producto del
cruzamiento entre dos RIL selectas (ambas eran de alto peso y larga vida poscosecha). Al
tener los genotipos, se pudo determinar si esas regiones no segregantes se correspondian
con ADN del parental S. lycopersicum cv. Caimanta o del parental S. pimpinellifolium

accesion LA722.
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Aquellos marcadores que resultaron polimérficos en el bulk de la F2, fueron evaluados
individualmente en todos los genotipos de la F.. Tanto las caracteristicas de los genotipos S.
lycopersicum cv. Caimanta o S. pimpinellifolium accesion LA722, caracteristicas de las RIL y

el método de obtencién de las mismas ya fueron descriptos.

Amplificacion selectiva para HRM, escaneado de las placas y andlisis de las

fluorescencias

La amplificacién se llevé a cabo, en un termociclador Eppendorf- Mastercyler ® pro
(vapo-protect). Se utilizaron unas placas especificas para el equipo de HRM. En la Figura 1

se muestra una de ellas.

Figura 1: Placas utilizadas para la técnica de HRM

2
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La mezcla inicial (master mix) para la PCR fue a siguiente (por muestra):
- 5 microlitros (ul) HotShot diamond ™ Mastermix
- 1 pyl agua para PCR autoclavada
- 1 pl cebador derecho
- 1 pl cebador reverso
- 1 pl colorante fluorescente LCGreen Plus+
El volumen final fue de 9 ul por muestra, a la cual se le agreg6 1 pl de ADN. La
concentracion del ADN debe ser de 5 nanogramos/microlitro (ng/ pl).
La concentracion de ambos cebadores fue de 10 micromolar (uM).
Una vez distribuida toda la mezcla inicial en la placa y posterior agregado del ADN, se
colocaron 15 pl de aceite mineral para PCR en cada pocillo de la placa y se centrifug6 por 2

minutos a 3700 revoluciones por minuto (rpm).
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El programa de PCR fue el siguiente: 1 ciclo de 4 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 15
segundos a 94 °C, 30 segundos a 62 °C y 40 segundos a 72 °C, 1 ciclo de 1 minuto a 94 °C
y finalmente mantenimiento a 30 °C.

Una vez terminada la amplificacion, se colocé la placa en el escaner de fluorescencia
(Light Scanner Idaho Technologies Inc.). El procedimiento del equipo consta de una primera
etapa de calentamiento. Cuando la temperatura llega a 65°C, se genera una imagen donde
se podra observar la cantidad de fluorescencia en cada pocillo.

A medida que va aumentando la temperatura se van graficando las curvas de
fluorescencia. Una vez escaneadas las placas, las mismas se podran guardar a temperatura
ambiente envueltas en papel aluminio (protegidas de la luz, ya que el colorante es sensible a
la luz). Las mismas se podran volver a escanear las veces necesarias, por un periodo
prolongado de tiempo.

El andlisis se llevo a cabo utilizando el software provisto por el equipo (Light Scanner
Software with Call-1T2.0). Dicho software analiza las curvas de fusion y, dependiendo de los
parametros de cada curva, las asigna a genotipos concretos.

Chequeo de amplicones mediante secuenciacién

Se seleccionaron tres amplicones para comprobar mediante secuenciacién que las

determinaciones de los genotipos realizados eran correctas.
i. PCR de pre-secuenciacion:

Cuando se realiza una reaccion de secuenciacion, el ADN molde debe estar en
concentracion suficiente para que la reaccidon sea exitosa y pueda ser analizada. Esta
amplificacién luego se purificara y sera el molde para la reaccién de secuenciacion.

La mezcla inicial para esta reaccioén de pre-secuenciacion fue la siguiente:

- 19,6 pl de agua para PCR

- 3,0 ul de buffer 10x (sin Cloruro de Magnesio (MgCl.))
- 2,4 ul de dNTPs en concentracion 2,5 uM

- 1,8 pl de MgClz (50 milimolar (mM))

- 1 pl cebador derecho (10 uM)

- 1 pl cebador reverso (10 uM)

- 0,2 pl Taq (5 unidades/microlitro (u/ul))

-1 pl ADN (10 ng/pl)

Su volumen final fue de 30 pl.
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El programa de PCR utilizado para la pre-secuenciacion, fue el siguiente: 1 ciclo de 4
minutos a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto por
kilobase (kb) a 72°C, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C y 1 ciclo de mantenimiento a 22°C.

ii. Purificacion de PCR:

La purificacion de la PCR se llevé a cabo utilizando un kit de purificacién comercial de
Sigma (GenElute™ PCR Clean-Up Kit). El procedimiento se realiz6 de manera exacta a
como lo describe el Boletin Técnico del producto. El protocolo se puede descargar del
siguiente enlace (URL):
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/nal020bul.pdf

ii. PCR de secuenciacion:
Los amplicones purificados fueron secuenciados realizando la siguiente reaccion:
- 1,5 pl del producto de PCR purificado
- 1 pl de cebador directo o reverso (10 pM)
- 1,5 pl de Big Dye Sequencing Buffer
- 5 pl de agua para PCR
- 1 pl de Ready Reaction Mix

El volumen final fue de 10 pl.

El programa de amplificacion para secuenciacion fue el siguiente: 1 ciclo de 1 minuto a
96 °C, 25 ciclos de 10 segundos a 96 °C, 5 segundos a 50 °C y 4 minutos a 60 °C y 1 ciclo
de mantenimiento a 4 °C.

iv.  Precipitacion de la PCR de secuenciacion y resuspension:

Para llevar a cabo la precipitacién, a cada tubo se le afiadi6 1 pl de EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) a 125 mM y 1 ul de acetato de sodio a 3 molar (M) pH 5,2.
Posteriormente se le agregaron 25 pl de etanol 100% y la mezcla se dejé a temperatura
ambiente pero cubierta de la luz por un tiempo de 15 minutos. Transcurrido ese tiempo la
mezcla se centrifug6 a 14000 rpm durante 15 minutos y se elimin6 el sobrenadante. El pellet
gue contenia los productos de la reaccién de secuenciacion fue lavado mediante la adicién
de 35 pl de etanol 70%. Después de mezclar bien, el ADN fue precipitado de nuevo
mediante centrifugacion por un tiempo de 10 minutos y se elimind el sobrenadante. Los
pellets se secaron dejando los tubos abiertos en una campana extractora de gases (siempre
al resguardo de la luz). Le resuspension se llevé a cabo colocando 10 pl de formamida en
cada tubo. Las muestras se desnaturalizaron durante 5 min a 94 °C antes de ser separadas
mediante electroforesis capilar en un secuenciador ABIPRISM 3500 de los Servicios

Técnicos de la Universidad de Almeria.
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Construccién y graficado del mapa genético

Para la construccion del mapa genético se utilizd el software JoinMap 4. La
informacién de los marcadores fue asignada a los grupos de ligamiento usando un valor de
LOD de 3. La funcién de Kosambi fue utilizada para el célculo de las distancias entre

marcadores (Kosambi, 1944). Para graficar el mapa se utilizé el software Map Chart 2.3.

Caracterizacion fenotipica mediante caracteres relacionados a calidad de fruto

La caracterizacion fenotipica ya fue descripta en el Capitulo | (Caracterizacién
fenotipica por caracteres asociados a calidad de los frutos).

Detecciéon de QTLs para caracteres de interés agrondmico relacionados a fruto

El mapeo de los QTLs (loci de caracteres cuantitativos) hace posible comprender la
arquitectura genética que poseen los caracteres complejos que generalmente son
responsables de los factores de rendimiento en los cultivares.

Las regiones candidatas de QTLs para los caracteres fenotipicos aqui evaluados
fueron identificadas utilizando un software de licencia libre: QGene 4.3.10. También, se
estimé el grado de dominancia de cada QTL detectado. Para determinar el LOD (logaritmo
de probabilidades) umbral por caracter se utiliz6 un test de permutaciones usando 1000
iteraciones (en: Analisis de QTLs, Mapeo de QTLs, Re-muestreo, Permutaciones) y con un
nivel de significancia de 0,05. Luego se utiliz la técnica de mapeo por intervalo simple (SIM)
(en: Analisis de QTLs, Mapeo por Intervalo Simple (Simple IM)). El intervalo de escaneo fue
de 0,1centimorgans (cM).

Para graficar los QTLs putativos, se utiliz6 el software QGene y se hicieron

modificaciones con un software de edicién de imagenes.
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RESULTADOS

Se disefiaron un total de 113 marcadores distribuidos a lo largo de los 12 cromosomas
(Tabla 1). También se utilizaron 17 marcadores (tipo SNP) que el grupo de investigacion de
la Universidad de Almeria habia mapeado previamente (Capel et al., 2015). Por lo tanto, el
total de marcadores utilizados fue de 130. El numero de marcadores utilizados y distancia
fisica entre los mismos por cromosoma se puede observar en la Tabla 2.

El nimero promedio de marcadores utilizados por cromosoma fue de 11. Cabe
destacar que en algunos cromosomas el numero de marcadores utilizados fue mayor,
debido a una combinacién entre longitud de los mismos y relacion entre el mapa fisico y
genético.

Dado que todos los cebadores fueron disefiados para amplificar SNP previamente
detectados entre las secuencias de S. lycopersicum cv. Caimanta y la accesién LA722 de S.
pimpinellifolium, los correspondientes marcadores fueron polimoérficos en el ADN de estos
parentales. Sin embargo, como la poblacion segregante F, se generd del cruzamiento de
dos lineas RIL, no todos los marcadores fueron informativos en la poblacion segregante F-,
puesto que los marcadores localizados en las regiones de idéntico genotipo entre las lineas
RIL no estaba segregando en la poblacién F-.

Por ello, del total de los 130 marcadores analizados, Unicamente 79 (61%) segregaron
en los individuos de la poblacion F; (dos de estos marcadores no se utilizaron luego para la
elaboracion del mapa genético). Cabe destacar que este porcentaje era esperable, ya que
ambas RIL fueron seleccionadas bajo los mismos criterios, esto es, frutos de alto peso
(comparado a la media de las RIL) y larga vida poscosecha y deberian compartir grandes
porciones de los genomas de sus parentales. En la Figura 2 se puede observar el andlisis
de un SNP (SLCr2_31Mb) mediante el software para toda la poblacion F..

Algunos de los marcadores SNP analizados, en concreto los marcadores
SLCrll1 51(J), SLCr9 _65Mb y SLCr9 66 Mb, fueros seleccionados para confirmar los
distintos genotipos mediante secuenciacion. En la Figura 3, se puede observar un fragmento
de las secuencias del marcador SLCrl1l 51(J). En los tres marcadores las secuencias
obtenidas confirmaron los genotipos obtenidos mediante HRM. En el recuadro en color rojo
se marca el polimorfismo, el cual se correspondia con una T para Caimanta, Moneymaker y
26, una C para LA722, To937 y 48. En el caso de 19, el genotipo es heterocigota (aunque
en la imagen marca C o T) y se observan las curvas tipicas de individuos heterocigotas

(curvas superpuestas).
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Tabla 1: Nombre del marcador, ubicacion cromosémica, polimorfismo y secuencias de los

cebadores (izquierdo y derecho)

Polimorfismo

Nombre marcador Cromosoma - Cebador izquierdo Cebador derecho
Alelo Caimanta  Alelo LA722
SLCr1-OMb 1 G A* ATCTCCTTTGGCAGCCTCTT GCTGATTGATGATGTGTGGCT
SLCr1-2Mb 1 T Cc* TGATGTTTGGCGAGGAGATT CAACAGATCACCACGCTACC
Cr1-3.1MbCcCSVAY 1 T Cc* TCAACCTTAGTTAATATTCTCATCGAA TTCAACCTTTGCTCAACTCG
SLCr1-7Mb 1 A Cc* GCGAGTGTGCCATTAGAAAATC TGCAGAGACTATTGCATCACC
Cr1-16MbCcCS™A 1 T Cc* CTCTTTTCTCTCGCTCTTTCAA TGAAATGTCACAAAACAGCAGA
SLCr1-7-30.26Mb 1 A G* AGAGGTTCACATTGACGTTCAC TGTCAACATCAAGAGGAACGTG
SLCr1-67Mb 1 A G* AAAAGCACAAGAAGGCCTCG TGTCAATTTCCTTTTCCCGTTCT
SLCr1-72.3Mb 1 T Cc* AGGTGAAACTCATCCACACCA GGCTTCCCTTTTCATGTCCT
Cr1-70CCS.77MpVAY 1 A G* AAACCCAAACCTAACTTCTGGA CCGTCGTCATACTCGTCAAT
SLCr1-80Mb 1 C T™ GGGGCATCCTGTAAGCTATG TGGACTGACTGGGTGGTTTT
SLCr1-82Mb 1 A G* GACATACTTCCTGTTCTTCCACT GTGCGTGATAAAGGTGCTCA
SLCr1-83.4Mb 1 A G* CAGAAGTTCGGAGCCCAGTA TGAAATTCGTTGCTCTACCATCA
PC119-84Mb 1 G A* TTAACCCGCTTCTTCAACGG GCAGCAAATCGAAACCTCCA
SLCr1-85.5Mb 1 T Cc* CAGGCTCGGATGCTGATCTA TAGCTTTCATTTTCTCATGTGCA
SLCr1-87Mb 1 C ™ AACGCGGAATTAATTGCCCA GTAATCTTGCAAGGGACGCC
SLCr1-91.5Mb 1 T Cc* AGCACCAGATTCCGTTGGG TCAACTCCATCTGTACCCTTTT
SLCr2-3.7Mb 2 C ™ TGTTGCCTCCACATCCCAAT CCACTGTCACTCTTTGCTGC
SLCr2-28Mb 2 T™ G TCGGTATGAGGGATTGGTTTTC GGGCTTTCTTCACCAAATGC
SLCr2-31Mb 2 C* T TGGACATGGCAATAATAATGACG GCAACACGTCCTTCCATTCA
SLCr2-36Mb 2 C ™ CCATGTTCCTTACTCATTGCGT TGTATGCTAGATGTGGTGACCT
SLCr2-38Mb 2 T G* CAGAGTTGCTTAACCTGCCC TGTATCCAATGAAACTACAACGC
SLCr2-40(2)Mb 2 C ™ CAGTTATGGGTGCTGGTGTT ACAGGGAGTTCAACTGAGAATT
SLCr2-42Mb 2 (e} ™ CAGAATGTAGCACCACCACC CTTGAAATAGTGCCTGCCCC
SLCr2-44(2)Mb 2 A G* GCTAAGCCGACAATGGTTCT CTCTTGTTCATCCGAGCTGC
SLCr2-48Mb 2 G Ax CCCCTTCAGCAGTCTCAGC CAAGGACCAGGAACATGCTG
fw2.2-52Mb 2 A C* CACCCGTTAAATTAGGACATTGT GGGGCAGATACATAGTGAGGA
SLCr3-0Mb 3 G A* AGTTCGTGTTGTGGCAGTTG TGACCTCTCAAAATGTGTAAGCA
SLCr3-1Mb 3 G ™ TGCCTCCAGAAAATCGACCT TCAGTGTCACAGCTTGTCCA
SNP3711_7Mb(UAU 3 C ™ ATTGAGCAAAGCATCCCAAA ACAAAAATCTGCGATAAACTCACA
SLCr3-10Mb 3 T Cc* TTAGAGTTCTATTGGGTGCCC CACGCTCCACCTCTCAACTA
SLCr3-51.9Mb 3 T Cc* CGACTTCCGTGGCTTATTCT TGGTGAAAATGCTGACGTGG
SLCr3-53Mb 3 G A* GCAGCTTAGAGAAACATACTTCG CCATAGTTACTGGGGCCGTA
SLCr3-55Mb 3 A* G TCTGTAGCAGCAAATCATATGCA TGTGTGCTCTCTCTTCAAACT
SLCr3-59Mb 3 G A* ACAAGCAATTCTCTCGCACC CTCAGAGTGGAAGCAGGTCA
SLCr3-62Mb 3 T Cc* AGCAAGTTGGGTCTGACAAA TGCAGAAAGAAAAGGGACATGG
SNP3_Betain(2).63.8MbVAY 3 A G* CAGGGAGAAACATGACAACG CGGATTTTCCCCTGTCATAA
PC033.70Mb 3 C ™ TGGCTGATTTATGTGCAAATTGG TCCGGCTGCATATTCAATTGA
Cr4-T2.0MbYAY 4 A G* AGAGTAAGAGGTTCCCCCTCA TGCAAGACCATGATACCCATC
SLCr4-2Mb 4 G T™ CAATCCAACAGAAAGATCCTCCA TGTTGCCTTTAACTATTTGTGGC
U225200-3.88MbAL 4 G A GCCACGATCAGGTTCGTAAA CAAAAGATTGAAATTCCACTCAAA
SLCr4-5-55.30Mb 4 A G* TGTTGCCCACCAGTTAGAGT AGAGAGGATGCTGGTGATCG
Cr4-53CCS.54MpVAY 4 A G* GAACCAAGGGGATAGCTTCA TTGACCCTAGTCTACTGTTGCAG
SLCr4-60Mb 4 G A* CGAAGAAGCTGTGAACCTCA TTCTTTTCTATCATCAGCCTCCT
SLCr4-62Mb 4 T C* GCAGCATAAGACAGACACTCC AAGAGGCCCATATGTGACCG
SLCr5-1.9Mb 5 C ™ CGTTTGCCGTGGTTGACTAT GGTACTTCCTTTGTTGTTACGAA
SLCr5-3Mb 5 A Cc* TACTAGCTGAGAGACCGGAC AGGAGATTTGGGACCTTGGA
SLCr5-4Mb 5 C ™ TGAACTCAGGTACAAGGCGT AGTCATTCCCTTATTCGCGT
SLCr5-30Mb 5 (e} ™ GTACCAACAGCACAAGGGC AGTGCACCATACCTATCCACA
PC049.62Mb 5 G A* CTTGCTTGAAATTGCTTACCTCA AAAACAGGGGAAGTGAAAACAG
SLCr5-63Mb 5 G A TCAATCAGTCTCCCATGCCA TGAGTGAAACATGAGTCCTGTG
SLCr6-0Mb 6 T c* ACGAATCAACTGCAAGAAACCT ACGTTGGTTGACAGTCTCTT
SLCr6-3.6Mb 6 G A* GGTGACTCAGCATCTCATTCA ATCTGTACCTTTGTGTACTGACA
Cr6-10CCS.14MpVAY 6 T G* TTTCAATTCCTTTCTCTTCACCA GAGGTGGGTACATGCAATGG
Cr6-20CCS.23.6MpVAY 6 T c* ATCAACAATCGCCGAGAGTC AACGCAATTGTCTTCCCAAC
6_Ca_Cal(2). 35.6MbVAY 6 C T™ TTGCGATACCAACCTCTTCTC TGCGCCAGTAGCTGATAAAA
SLCr6-37.8Mb 6 T Cc* TGTCTTCCTTTTCTTTGTTCCCC GGTTGTCAGAGAAATTGGTATCC
SLCr6-40Mb 6 C ™ TCCTCGTTTCCATTTTGATCTCT GGATACTTTGTACAACTGCCTCA
SLCr6-42Mb 6 C ™ TGACGGATGAATGAGGTGGT GCTTCGGGGTAAGAGTGAGT
6_Ca_Ret(2) .42 5MpVAY 6 A G* ACCACGAATTCTCAGCCAAC TATTATTGGCCGGTTGCTTC
SLCr6-43.3Mb 6 T Cc* ACCAGGTCATAAGCCTCTAAGT CACCTTAGCTCTCATGGTTTCA
SLCr6-44Mb 6 T Cc* GCGGGGATTCATACGTCTTG CCCGACTTAAAATATGCCTTCCA
SLCr6-45Mb 6 C Ax GTCATACACAACATCATAGCCCT ACAATTGCCAGGTGAATCGG
SLCr6-50Mb 6 G A* TTGACGCCTCATTTGTTGGT CACTAGATGACCAGGCCTCG

Referencias: (A,T,C,G)*: indica quien posee el polimorfismo alternativo a la referencia.
Ejemplo SLCr6-50Mb: Alelo Caimanta G, Alelo LA722 A*: indica que Caimanta posee la
misma base (G) que la encontrada en la referencia (Heinz1706), mientras que LA722, para
esa posicion posee una base alternativa (A); YAY: cebadores brindados por el laboratorio de

la Universidad de Almeria; A: adenina; T: timina; C: citosina; G: guanina.
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Tabla 1 (continuacién): Nombre del marcador, ubicacibn cromosomica, polimorfismo y

secuencias de los cebadores (izquierdo y derecho)

Nombre marcador

Cromosoma

Polimorfismo

Cebador izquierdo

Cebador derecho

Alelo Caimanta  Alelo LA722
SLCr7-0(2)Mb 7 T c* TGTCTGTTTATGTCTATCAGCCA ATGCCAAGTGTAGTGTCGGT
Cr7-1.3CCS.1.3MpMAY 7 G ™ CGACGATGACCATGGAGAAT CACTATCCCATTCAAGCCAAT
SLCr7-4Mb 7 T c* TGGTCATCTCCTCGTACAACA CTCCTTGAGATGGAACCGTC
SLCr7-6Mb 7 A G* ACCATTGAGAGCATACATACTGC GCAGCCTGACTTGAATACCG
PC185- 7.9Mb 7 A G* TGTCGTTGCTTTTCCTTCCA GTTACTCACCGTTGCGTCAG
SLCr7-24Mb 7 G Ax CGGTCAAAAGTTGGAGTGCA CGCTGAATGGTGTGGATAACT
U222756-51MbVAD 7 G T* TCCAGCTAGAATAAAGAGCATGG GCACAGATTCTCGCCTCCTA
Cr7-57CCS. 59.7MbVAD 7 G Ax CAACTGGGGATGTAGGTCCA GATCGAGCTTCGGTTTTTCC
SLCr7-64Mb 7 A c* CATCAGAGGGTGGGGACTTC AGTGTTGCTCCAATAAAACCCC
SLCr7-65Mb 7 T G* TGGCTAAGTCACTTCCAGCT CAAGTGGTGAAATAAAGCAGGC
SLCr7-66Mb 7 G A* AGTGTCTGATGATGGGACTCT ACACGAGCCACATTAATGCC
SLCr8-1Mb 8 A G* TGCAGTCACCATGGTTCTCT AGCAGTTCTTATGTTAGGCCAA
SLCr8-2Mb 8 G A* CCCCAGATCAACAAACACCT CCTACTGGCGCACGATAAGA
SLCr8-4Mb 8 T c* CCACCAAGGGCAATCTCAGA GCATCTGTTTTCCCCTCAT
SLCr8-20Mb 8 c T CACACAAAAGAGGTCTGTGCA GCCGATGATAGCGCTGTAGA
SLCr8-56Mb 8 A G* ACTGACATGCTTAGTCATTCTGC TCCCTGAGAAGATTGGTTCAGT
SLCr8-57Mb 8 A G* TCCTTCTCTTTTCCTTGTATGGT ATCAATGGGGAGAGGTTAACAG
SLCr8-58Mb 8 T c* CGTCGTATTCCTCAATGTTGCT CCACAACAACAGCACTGC
SLCr8-60Mb 8 A G* GTATCGGAAATTGACTCCCACA TCATTGCATCAGTGATCAAACAT
SLCr8-62Mb 8 A G* ACTTTTGAGACCAGCTTCTTCG TGTTTGTTGAAATCTGTCACGTG
SLCr8-62.1Mb 8 c T* GCTGAATCTCATTACAGGGAGC CACTCTGTACATGTCGTCCAC
SLCr8-63Mb 8 T c* ACATGCTTCTCTATCTCCCTCTG ~ ACAGCATTTCCATTAGAGAGACT
SLCr8-64Mb 8 c Ax TGCACGTAGGATCCTTCAACA ATTCTTCTCCCATGCCACCT
SLCr8-64.1Mb 8 A G* CCAAGTTCACGTTACCTGTTTC TTTCGAGTTTGGAACCCTGC
SLCr9-0Mb 9 G A TTGAACTCTGCAGAAGACGT AGAATCTAAGGTTTGGAGGTGGT
SLCr9-2Mb 9 c T* ATCCCTCTCGAGCTCCTGTA TCACAAAGCCGTTACAAGACA
SLCro-3.6Mb 9 [ T* CGGAATGATAAGCCTGTCGG TGCTTGCACTCAGTTGCATT
SLCr9-34Mb 9 T c* GGGACATGTTGGGTTACACA TGCCCCTTTTCTCCCTTACA
SLCr9-60Mb 9 A c* CCACAACCAGCTTCCTCATC GAATGAGTCCTGGTGCAATTG
SLCro-62Mb 9 [ T* ACTGTGTGAAGTACGTTTGAAGA GGCTTCACAGATTGGCATCA
SLCr9-64Mb 9 G T AGACAACTCGATGCTTATGTACA GTGTACTCTTTTCTTTGGCTCCA
SLCro-65Mb 9 T c* TGGGTTTGGCTTATTGGTTCA ACTGTCATAAACCAAAGGCCA
SLCro-66Mb 9 T c* TGTGGCATTGTTTTCTCACAGA AACATAGGAACATAGCTGCCA
SLCr9-67Mb 9 A G* ATGCCTCCCATTCCGTAGAG AGGGTCGGTTTGTTCTACTCT
SLCr9-68Mb 9 G A TCCAACGTTTTGCTGAAATTTGT ACCCTAGTCCTCAGCTCTTG
SLCr10-0Mb 10 < T* TGATTGTTGCCTACTGAAGACT ACAAGATGCTATGTACACAGTCA
SLCr10-0.6Mb 10 T c* TGAAGACACACCAACACCCT ACAAGGGGTCACGATCTGAT
SLCr10-2.6Mb 10 c Ax TGCCAGCATTCAACCTGATA ACTTATGTTGCTCGGATACTACA
SLCr10-5Mb 10 A G* CCGGAGAAAGAGGTGATTTACA GGAAGAAACAAAAGGGTGAAAGA
SLCr10-27Mb 10 A c* GCAAGAGACAAAATTGGAAGGG CCAACTTCAAGCACCTCACC
SLCr10-59Mb 10 A c* ACGGTTAGACATGGTTGAGTT AGCAAGGAGTGAAGTAACTGAA
SLCr10-60Mb 10 T G* TGACTCTTGATCCTTGGGTGT TGAACAGCTTCGTATCCTCTCA
SLCr10-63Mb 10 G Ax GGAACTCCCTGCTGAAAATAACA CTTGGTAGTCACGTTGCTATCA
SLCr10-65Mb 10 C T* ACATTCCCCATTTCCCATTGC CATGTTTATCAAGTGCGACCA
SLCr11-0Mb 11 C T* AGTGGTATAGGTGGGAGGACT TCTGAGCCGTCTGATTTGATC
SLCr11-1Mb 11 Cc T* CTGTGTAAGACGGTAACCACT TGCTCAACAAAGAACCTCAAGA
SLCr11-2Mb 11 [ T* ACAATCACACTTCCTGTCTTCG CAGAATTGCATCGACGTGAGA
SLCr11-3Mb 11 T c* TCACTCAAGTCAGGATAGATTGC ACACTTCATCTACCGCGGAT
SLCr11-4Mb 11 T c* TTCTCAATGAAGCTGCGAAAG CTAGAAGTCGAGGTTCCCGG
SLCr11-5Mb 11 T c* ATGTTTGAAGTGAGGACTAGGTG TGCGGAAGGAGTAAGGAGTT
SLCr11-7Mb 11 A G* TGAGTTCACCAATCCTAAAGTCC TCTACGATGCCTCACGTTTCT
SLCr11-32Mb 11 A G* TGGTCCCCAACTATTCGTCA AGGAAAGCATAAACTTCTGGGG
SLCr11-48Mb 11 c T* CAGCAGTTTAAGTGGGGTCC TTTGCGGACACACATTCAGA
SLCr11-50Mb 11 c T* TGCATTGTCAAGTTCAACATTCA CTGCTTCTACATACAGGGTGG
SLCr11-51(J)Mb 11 T c* TCAATGAAGCAACTCACCAAAA TCCAGCCATACCTCCAAGAC
SLCr11-52Mb 11 T G* ACAAGAGAAGCCATTGTCCTAA AGTACCACATGAACATTGCCA
SLCr11-54Mb 11 A G* AGATAGGACCTCTCTGTACACTG GGGAACTGCTTCAAGAAATGGA
ChCrll_4.54.7MbVAY 11 [ T* ACCGTGAAACCACCAAAGAC TGTTGAGGACGACGCAATAG
T11 F5R5-56MbYAY) 11 C T* AGGGTGATCCTGATTGTCCA TCAACCATGAACATTATTCCAAA
SLCr12-0Mb 12 [« T* TGGTACGCTGAGTTAGTAGCT TTCTTGAGAGGACAGCATTATCT
SLCr12-2.4Mb 12 [ T* AATTTGTTTCGTGCAAGCCA TCGCGAATAATTCATTTTCAGGC
SLCr12-3Mb 12 A G* CCAGTGCTTTAGAGATTGTGAGT AAAATTTCTGCACAACATCACCT
SLCr12-4Mb 12 T c* TGTTGTGGATTACTGCATGACT TGGCAAGATTTTACACCCAATGA
SLCr12-29Mb 12 A c* GCACCTATCGATCCTCTGCT ACATCCCCTCGTTCACACTC
SLCr12-48Mb 12 A G* TGCATAATTTACTACTGCCGCT TTGTACAGGTCATCTCTCTCCTC
SLCr12-62Mb 12 A G* AGACAGGAATGAAGGGGACG AAAATCTCTGAGGCTTCTACCC
SLCr12-65Mb 12 G T* CGGTGAAATCCCGTGAAGTG AAGCTCTCCGAACTCACCAT

Referencias: (A,T,C,G)*: indica quien posee el polimorfismo alternativo a la referencia.
Ejemplo SLCr12-65Mb: Alelo Caimanta G, Alelo LA722 T*, indica que Caimanta posee la
misma base (G) que la encontrada en la referencia (Heinz1706), mientras que LA722, para
esa posicion posee una base alternativa (T); (“AY: cebadores brindados por el laboratorio de

la Universidad de Almeria; A: adenina; T: timina; C: citosina; G: guanina.

128



Capitulo IV

Tabla 2: Numero de marcadores utilizados y distancia fisica entre marcadores por cromosoma

Cromosoma 1

Cromosoma 2

Cromosoma 3

Cromosoma 4

Cromosoma 5

Cromosoma 6

Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*)
SLCr1-OMb SLCr2- 3.7Mb SL Cr3- OMb Cr4-T2.0Mb SLCr5-1.9Mb SLCr6-OMb
SLCr1-2Mb 2,0 SLCr2- 28Mb 24,3 SL Cr3- 1Mb 1,0 SLCr4-2Mb 2,0 SLCr5-3Mb 1,1 SLCr6-3.6Mb 3,6
Cr1-3.1MbCCS 1,1 SLCr2- 31Mb 3,0 SNP3_11. 7Mb 6,0 U225200. 3.88Mb 1,9 SLCr5-4Mb 1,0 Cr6-10CCS. 14Mb 10,4
SLCr1-7Mb 3,9 SLCr2- 36Mb 5,0 SL Cr3- 10Mb 3,0 SLCr4-5-55. 30.3Mb 26,4 SLCr5-30Mb 26,0 Cr6-20CCS. 23.6Mb 9,6
Cr1-16MbCCS 9,0 SLCr2- 38Mb 2,0 SL Cr3- 51.9Mb 41,9 Cr4-53CCsS. 54Mb 23,7 PCO049. 62Mb 32,0 6_Ca_Cal(2). 35.6Mb 12,0
SLCr1-7-30.26Mb 10,0 SLCr2- 40(2)Mb 2,0 SL Cr3- 53Mb 1,1 SLCr4-60Mb 6,0 SLCr5-63Mb 1,0 SLCr6-37.8Mb 2,2
SLCr1-67Mb 41,0 SLCr2- 42Mb 2,0 SL Cr3- 55Mb 2,0 SLCr4-62Mb 2,0 SLCr6-40Mb 2,2
SLCr1-72.3Mb 53 SLCr2- 44(2)Mb 2,0 SL Cr3- 59Mb 4,0 SLCr6-42Mb 2,0
Cr1-70CCS.77Mb 4,7 SLCr2- 48Mb 4,0 SL Cr3- 62Mb 3,0 6_Ca_Ret(2). 42.5Mb 0,5
SLCr1-80Mb 3,0 fw2.2-52Mb 4,0 SNP3_Betain(2).63.8Mb 1,8 SLCr6-43.3Mb 0,8
SLCr1-82Mb 2,0 PCO033 (70Mb) 6,2 SLCr6-44Mb 0,7
SLCr1-83.4Mb 14 SLCr6-45Mb 1,0
PC119-84Mb 0,6 SLCr6-50Mb 5,0
SLCr1-85.5Mb 15
SLCr1-87Mb 1,5
SLCr1-91.5Mb 4,5

Distancia promedio: 6,1
Desvio estandar: 10,1
Total marcadores: 16

Distancia promedio:5,4
Desvio estandar: 7,2
Total marcadores: 10

Distancia promedio: 7
Desvio estandar: 12,4
Total marcadores: 11

Distancia promedio: 10,3
Desvio estandar: 11,5
Total marcadores: 7

Distancia promedio: 12,2
Desvio estandar: 15,5
Total marcadores: 6

Distancia promedio: 4,2
Desvio estandar: 4,2
Total marcadores: 13

Cromosoma 7

Cromosoma 8

Cromosoma 9

Cromosoma 10

Cromosoma 11

Cromosoma 12

Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*) Marcador Distancia (*)
SLCr7-0(2)Mb SLCr8-1Mb SLCr9- OMb SLCr10- OMb SLCr11- OMb SLCr12- OMb

Cr7-1.3CCS. 1.3Mb 13 SLCr8-2Mb 1,0 SLCr9- 2Mb 2,0 SLCr10- 0.6Mb 0,6 SLCr11- 1Mb 1 SLCr12- 2.4Mb 2,4
SLCr7-4Mb 2,7 SLCr8-4Mb 2,0 SLCr9- 3.6Mb 1,6 SLCr10- 2.6Mb 2,0 SLCr11- 2Mb 1,0 SLCr12- 3Mb 0,6
SLCr7-6Mb 2,0 SLCr8-20Mb 16,0 SLCr9- 34Mb 30,4 SLCr10- 5Mb 2,4 SLCr11- 3Mb 1,0 SLCr12- 4Mb 1,0
PC185. 7.9Mb 1,9 SLCr8-56Mb 36,0 SLCr9- 60Mb 26,0 SLCr10- 27Mb 22,0 SLCr11- 4Mb 1,0 SLCr12- 29Mb 25,0
SLCr7-24Mb 16,1 SLCr8-57Mb 1,0 SLCr9- 62Mb 2,0 SLCri10- 59Mb 32,0 SLCr11- 5Mb 1,0 SLCr12- 48Mb 19,0
U222756. 51Mb 27,0 SLCr8-58Mb 1,0 SLCr9- 64Mb 2,0 SLCr10- 60Mb 1,0 SLCr11- 7Mb 2,0 SLCr12- 62Mb 14,0
Cr7-57CCS. 59.7Mb 8,7 SLCr8-60Mb 2,0 SLCr9- 65Mb 1,0 SLCr10- 63Mb 3,0 SLCr11- 32Mb 25,0 SLCr12- 65Mb 3,0

SLCr7-64Mb 4,3 SLCr8-62Mb 2,0 SLCr9- 66Mb 1,0 SLCr10- 65Mb 2,0 SLCr11- 48Mb 16,0

SLCr7-65Mb 1,0 SLCr8-62.1Mb 0,1 SLCr9- 67Mb 1,0 SLCr11- 50Mb 2,0

SLCr7-66Mb 1,0 SLCr8-63Mb 0,9 SLCr9- 68Mb 1,0 SLCr11- 51(J)Mb 1,0

SLCr8-64Mb 1,0 SLCr11- 52Mb 1,0

SLCr8-64.1Mb 0,1 SLCr11- 54Mb 2,0

ChCr11_4.54.7Mb 0,7

T11 F5R5.56Mb 1,3

Distancia promedio: 6,6
Desvio estandar: 8,6
Total marcadores: 11

Distancia promedio: 5,3
Desvio estandar: 10,6
Total marcadores: 13

Distancia promedio: 6,8
Desvio estandar: 11,3
Total marcadores: 11

Distancia promedio: 8,1
Desvio estandar: 12,0
Total marcadores: 9

Distancia promedio: 4,0
Desvio estandar: 7,2
Total marcadores: 15

Distancia promedio: 9,3
Desvio estandar: 10,0
Total marcadores: 8

Referencias: (*) distancia fisica entre marcador superior e inferior
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Figura 2: Imagen del software para el andlisis de uno de los marcadores SNP
(SLCr2_31Mb)

* LightScanner Software with Call-IT 2.0:
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Referencias: a: alelo de S. lycopersicum cv. Caimanta; b: alelo de S. pimpinellifolium
accesion LA722; h: alelo heterocigota
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Figura 3: Captura de pantalla de las secuencias bajo estudio

7 0 B £l El Ed ™ @ 7 @ £
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Referencias: Consensus: secuencia consenso; Coverage, Strands: Cobertura, Hebras;
CaiR, PiR, ToR, MMR, 26Ra, 48Rb, 19Rh: R significa “reverse” (cebador reverso); Cai: S.
lycopersicum cv. Caimanta; Pi: S. pimpinellifolium accesion LA722; To: S. pimpinellifolium
accesion To937; MM: S. lycopersicum cv. Moneymaker; 26a, 48b y 19h: genotipos de la
generacion F,; CaiF, PiF, ToF, MMF, 26Fa, 48Fb y 19Fh: idem descripcion anterior, solo

gue F significa “forward”.

Con los datos obtenidos del genotipo de la poblacién F, se pudo generar un mapa
fisico construido a partir de las regiones segregantes y no segregantes de dicha poblacién
(Figura 4). Cabe destacar que todos los cromosomas mostraban regiones segregantes y
regiones fijadas en distinto nimero y origen. Asi, por ejemplo, los cromosomas 2, 4, 6, 10 y
12 mostraron regiones no segregantes como el progenitor Caimanta, para los cromosomas
5, 9y 11, las regiones no segregantes fueron solo como el parental LA722 y el resto de los
cromosomas, 1, 3, 7 y 8, presentaron regiones no segregantes como ambos progenitores

testigos.
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Figura 4: Mapas de referencia genético (a) y fisico (b) y mapa fisico (c) para la poblacién en estudio para los 12 cromosomas.
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Referencias: puntos negros: ubicacion aproximada del marcador en mapa genético; color rojo: regidon no segregante como S. lycopersicum cv.

Caimanta; color verde: region no segregante como S. pimpinellifolium LA722; color celeste: region segregante.
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Figura 4 (continuacién): Mapas de referencia genético (a) y fisico (b) y mapa fisico (c) para la poblacion en estudio para los 12 cromosomas.
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Figura 4 (continuacion): Mapas de referencia genético (a) y fisico (b) y mapa fisico (c) para la poblacion en estudio para los 12 cromosomas.
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Referencias: puntos negros: ubicacion aproximada del marcador en mapa genético; color rojo: regidon no segregante como S. lycopersicum cv.

Caimanta; color verde: region no segregante como S. pimpinellifolium LA722; color celeste: regidon segregante.
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Los marcadores que resultaron segregantes, se utilizaron para caracterizar
molecularmente los individuos de la poblacién F.. Los resultados obtenidos nos permitieron
elaborar un mapa genético de esta poblacién. El mapa, que se puede observar en la Figura
5, contiene 68 de los 77 marcadores utilizados en los individuos F,. Los marcadores no
incluidos en el mapa probablemente corresponden a regiones en las que hay distorsion en la
segregacion o que, con los parametros genéticos considerados, el programa utilizado no los
consideraba como ligados con ninguno de los distintos grupos de ligamiento generados, que
se pueden puede observar en la Figura 5. De los cromosomas 3, 5, 11 y 12 se generd un
anico grupo de ligamiento. Del resto de los cromosomas se obtuvieron dos grupos de
ligamiento (cromosomas 1, 2, 4, 8, 9 y 10), tres grupos de ligamiento (cromosoma 7) o
cuatro grupos de ligamiento que se obtuvieron del cromosoma 6.

Si bien se han obtenido 23 grupos de ligamiento de los 12 cromosomas de tomate,
este resultado era esperable porque hay cromosomas, tal como el 10, de los que, por el
mapa fisico, conocemos que Unicamente segrega en la poblacién los telémeros. Generar un
anico grupo de estos cromosomas resultara imposible aun cuando se incremente el nimero
de marcadores polimorficos de esos cromosomas.

Por el contrario, hay cromosomas como el 4 y el 6 cuyos mapas fisicos muestra una y dos
regiones segregantes, respectivamente, y se han obtenido dos y cuatro grupos de
ligamiento respectivamente. En estos dos casos cabe esperar que la identificacion de
nuevos marcadores polimérficos de esos cromosomas permita generar nuevos grupos de
ligamiento mas saturados y cuyo numero se corresponda con el nUmero de porciones del

cromosoma que segrega en el mapa fisico.
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Figura 5: Mapa genético obtenido
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El mapa genético obtenido fue utilizado para la identificacion de QTLs que controlen la
herencia de caracteres de interés agronémico caracterizados en la poblaciéon. En primer
lugar, se evalué la normalidad de datos de los caracteres y todos resultaron ser normales,
con excepcién de acidez titulable y pH, los cuales fueron transformados mediante funciones
conocidas. A continuacion, mediante el programa QGene, se obtuvieron los valores de LOD
umbral utilizando el test de permutacién correspondiente a cada caracter con una
significancia 0,05. Los valores de LOD correspondientes a cada caracter se presentan en la
Tabla 3.

Tabla 3: Valores de LOD por caracter obtenidos por el test de permutacién con una
significancia de 0,05

Caréacter LOD (a: 0,05)

D 3,4
A 34
Fo 3,4
P 3,4
VP 3,4
AT 3,5
SS 3,5
L 3,4
a/b 3,4
F 3,3
pH 3,4

Referencias: D: didmetro; A: altura; Fo: indice de forma; P: peso; VP: vida poscosecha; AT:
acidez titulable; SS: sélidos solubles; L: porcentaje de reflectancia; a/b: cociente de

absorbancias; F: firmeza

Se detectaron QTLs para tres de los 11 caracteres analizados. Asi, para diametro
(Figura 6) se detecta un QTL, en el cromosoma 1la, entre los marcadores SLCrl 7Mb
ubicado a OcM y SLCrl1_72.3Mb ubicado a 11,3cM, observandose el pico maximo de LOD
en el marcador SLCrl_16MbCCS, cuyo R? o porcentaje de la varianza explicado, es de
17,9%. Otro QTL para el mismo caracter se encontré en el cromosoma 2b, en el intervalo
comprendido entre los marcadores SLCr2_44Mb(2) ubicado a OcM y el marcador
SLCr2_42Mb ubicado a 7,1cM, teniendo el pico maximo sobre el primer marcador, cuyo
valor de R? fue de 20,7%. Un Ultimo QTL para este caracter se detect6 en el cromosoma 7a,
entre los marcadores SLCr7_0(2)Mb y el marcador SLCr7_1.3Mb ubicado a 15,4cM,

presentando el pico maximo en este Gltimo marcador, con un valor de R? de 18,1%.
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Figura 6: Gréficos de los QTLs identificados para diametro

Cria

Cr1_TMb
Cr1_72.3Mb

Cr1_16MbCCS

Cr1_70Mb77Mb

Cr1_730Mb26Mb

EMDIAM - - - LOD, Simpie IM — LOD umbral (0:0,05) — LOD umbral (a:0,01)

Cr2_42Mb

Cr2_44Mb2
Cr2_48Mb

EMDIAM --- LOD, Simple IM — LOD umbral (0:0,05) — LOD umbral (2:0,01)

Cr7_02Mb

Cr7_1.3MhCCS

EDIAM - - - LOD, Simpig IM — LOD umbral (@0,05) — LOD umbral (a:0.01)

Para el caracter peso (Figura 7), se detectd un QTL en el cromosoma 2b, entre los
marcadores SLCr2_44(2)Mb ubicado a OcM y el marcador SLCr2_42Mb ubicado a 7,1cM. El
pico maximo de LOD se ubica sobre el primer marcador, cuyo R? es de 17,1%.

Figura 7: Gréfico del QTL identificado para peso
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Por ultimo, para el caracter indice de forma de los frutos (Figura 8), se detectaron tres
QTLs, los cuales se detallan a continuacién. Uno en el cromosoma 2b, entre los marcadores
SLCr2_44(2)Mb ubicado a O0cM y el marcador SLCr2_42Mb ubicado a 7,1cM. EIl pico
mMAaximo se encuentra entre los dos marcadores, aproximadamente a una distancia de 4cM.
El R? de los marcadores mas cercanos fueron 14,9% (SLCr2_44(2)Mb) y de 15,8%
(SLCr2_42Mb). Otro QTL, se detecta en el cromosoma 6d, entre los marcadores
SLCr6_45Mb ubicado a OcM y el marcador SLCr6_50Mb ubicado a 22.5cM. El pico maximo
de LOD se ubicé aproximadamente a los 20,3cM, estando muy préximo al marcador
SLCr6_50Mb, cuyo R? fue de 21,9%. EI QTL de mayor peso, para este caracter se presentd
en el cromosoma 9b. El mismo estd comprendido entre los marcadores SLCr9_65Mb
ubicado a OcM y el marcador SLCr9_68Mb ubicado a 29,8cM. El pico maximo de LOD se
presenta sobre el marcador SLCr9_68Mb, cuyo R? es de 34,1%.

Resultados muy similares a los descritos fueron obtenidos utilizando otro programa de
mapeo de QTLs.

Figura 8: Graficos de los QTLs para indice de forma
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En cuanto al grado de dominancia de los QTLs detectados, se pueden observar en la Tabla
4,

Tabla 4: Efecto aditivo y dominante para cada QTL detectado

Caracter Marcador Efecto aditivo Efecto dominancia

SLCrl1_16MbCCS 0,098 -0,032

D SLCr2_44(2)Mb 0,225 ns
SLCr7_1.3Mb 0,187 -0,180

P SLCr2_44(2)Mb 2,428 ns
SLCr2_42Mb’ -0,045 ns

Fo SLCr2_44(2)Mb’ -0,031 0,037
SLCr6_50Mb -0,053 ns
SLCr9 68Mb 0,047 -0,054

Referencias: D: didmetro; P: peso; Fo: indice de forma; “marcadores mas cercanos al QTL

detectado.

Diametro y peso presentaron efecto aditivo, donde Caimanta aport6é los alelos que
suman (ambos con el marcador SLCr2_44(2)Mb). Por otro lado, dos QTLs para indice de
forma, presentaron solo efecto aditivo, pero donde la accesion de LA722 aportd los alelos
que suman (SLCr2_42Mb y SLCr6 50Mb). Presenté sobredominancia de los menores
valores el QTL de diametro marcado por el SNP SLCr1_16MbCCS. Por ultimo, el resto de
los QTLs presentaron dominancia de la accesién LA722.
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DISCUSION

Las técnicas de secuenciacién permiten en la actualidad conocer los genomas a un
costo relativamente bajo y con gran rapidez. En un programa de mejoramiento vegetal, este
avance permite que, comparando las secuencias de dos o0 mas progenitores, se puedan
desarrollar marcadores altamente informativos para determinar el genotipo de las
poblaciones segregantes derivadas de su cruzamiento.

La catedra de Genética ha obtenido la secuenciacion de los genotipos parentales de
las RIL: el cultivar argentino S. lycopersicum cv. Caimanta y la especie silvestre S.
pimpinellifolium accesion LA722.

A partir de la secuencia de los genomas de S. lycopersicum cv. Caimanta y S.
pimpinellifolium accesién LA722 fue posible identificar 130 SNP dispersos por los 12
cromosomas de la especie cultivada. Esos SNP pudieron ser utilizados mediante HRM, una
técnica muy rapida y eficiente, en el ADN de esos genotipos para confirmar su presencia. De
los citados 130 marcadores, 79 (61%) segregaron en los individuos de la poblacion
segregante F, RIL18xRIL1. Cabe destacar que este porcentaje es esperable, ya que la
citada poblacién F; no es descendiente del cruzamiento original entre S. lycopersicum cv.
Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722, genotipos en los que identificaron los SNP,
sino del cruce de dos plantas de una poblacion de RIL generada de dicho cruce. Ademas,
hay que considerar el hecho de que ambas RIL fueron seleccionadas bajo los mismos
criterios de frutos de alto peso (comparado a la media de las RIL) y larga vida poscosecha.
Por ello era esperable encontrar regiones que se mantuvieran igual a alguno de los
progenitores. Si bien esta poblacién (F2 de RIL selectas) no es la poblacion ideal para
mapeo, habida cuenta que la misma esta segregando para distintos caracteres de interés
agronémico (Capitulos I, 1l y Ill), en dicha poblacibn se podrian identificar nuevos
determinantes genéticos responsables de los caracteres que muestran segregaciéon en dicha
poblaciéon. La caracterizacion mediante marcadores HRM evidencié gran cantidad de
regiones segregantes. Mediante un recuento utilizando el mapa fisico de esta F, se estimo
que las regiones no segregantes fueron levemente superior al 50% (24% correspondientes
al parental Caimanta y un 30% se correspondié al parental LA722), mientras que el
porcentaje de regiones segregantes fue de unos puntos por debajo del 50% (46% de
regiones segregantes). Esto indica que las lineas progenitoras (RIL18 y RIL1) comparten un
54% de su genoma difiriendo en el 46% restante.

Ademas, se pudo establecer dentro del mapa, las regiones no segregantes y cuyos

alelos fueron fijados de cada uno de los parentales. Esta informacion es inédita y de gran
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importancia para este grupo de trabajo, ya que no se disponia de un mapa genético para
alguna de las generaciones segregantes de los HSC.

Cabe destacar que, si bien, se obtuvieron 23 grupos de ligamiento, siendo 12 el
namero de cromosoma de tomate, en algunos cromosomas con MAs saturacion de
marcadores, se podrian llegar a unir los diferentes fragmentos de los cromosomas. En este
punto, habria que destacar dos cuestiones, las cuales se desarrollaran a continuacion.

Por un lado, la seleccion de la ubicacion fisica de los marcadores SNP, como se
explico anteriormente, fue basada en un mapa en el cual el genotipo cultivado, si bien no era
S. lycopersicum cv. Caimanta, era otro cultivar de S. lycopersicum (Heinz 1706), pero en el
caso de la especie silvestre, no fue S. pimpinellifolium, sino una accesion de S. pennellii. Si
bien la mayor parte de los marcadores disefiados han podido ser localizados en el mapa
genético, cabe la posibilidad de que alguno de los marcadores no mapeados sea debido al
distinto origen de las poblaciones de mapeo utilizadas en cada caso. La posibilidad de
incorporar a futuro los marcadores SSR o AFLP o disefar algunos en regiones especificas,
serian una estrategia valida para poder unir grupos de ligamiento. Por otro lado, en algunas
regiones, tal vez esta union no sea posible, ya que la existencia de grandes regiones no
segregantes no lo permitan.

De cualquier modo, el mapa genético generado ha permitido mapear algunos de los
caracteres de interés agronémico caracterizados en la poblacion segregante F.. Teniendo
en cuenta el modo de herencia descrito para estos caracteres, se utilizé una aproximaciéon
de mapeo de QTL. Para ello, el primer lugar hay que calcular el valor LOD umbral, que en la
mayoria de los trabajos, se decide utilizar un LOD umbral definido por el investigador
basandose en la bibliografia existente o en un valor comun para todos los caracteres. En
este trabajo se decidi6 trabajar con el LOD umbral calculado de forma individual para cada
caracter, que se obtuvo mediante el test de permutaciones, como ya se explicé en la secciéon
materiales y métodos.

En el presente trabajo, se detectaron mediante SIM, QTLs para tres de los 11
caracteres analizados: diametro, peso e indice de forma del fruto. El tamafio y la forma del
fruto son los dos factores principales que determinan el rendimiento, calidad y aceptabilidad
por parte del consumidor en la mayoria de los cultivos (Grandillo et al., 1999).

La elaboracion de este mapa de la generacion F, del HSC, permiti6 la deteccion de
QTLs por medio del SIM, una manera mas precisa, comparando con el método de Unico
punto utilizado con los marcadores AFLP y SSR en los Capitulos anteriores.

Como planteo a futuro, se piensa en la elaboracién de un mapa donde se integre toda

la informacion de los marcadores AFLP presentados en los Capitulos | y Il, y también,
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marcadores SRAP (polimorfismos de amplificacion de secuencias relacionadas), obtenidos
en esta misma poblacién F» por Mahuad (2013), utilizando como referencia los marcadores
SNP y SSR utilizados en este trabajo y de los cuales se conoce su ubicacion.

En relacién a los QTLs detectados, cabe destacar que para el caracter diametro,
Masso (2012) utilizando el mismo material y mediante SSR, detectd en la generacién F;, dos
QTLs para didmetro, uno de ellos ubicado en el cromosoma 3 y otro en el cromosoma 2
(SSR032). La ubicacion fisica de este ultimo fue cercana a los 45,8 Mb. Teniendo en cuenta,
que el pico méaximo se evidenci6 en el marcador cercano en 44Mb, saturando o
incorporando nuevos marcadores a la region, se podria establecer con mayor precision la
vinculacion de las dos zonas y marcadores. También, en un trabajo futuro se podrian
incorporar ambos marcadores en un mismo andlisis. Pereira da Costa et al. (2013) utilizando
generaciones de retrocruzas (BC1l, BC1S1 y BC2) con los cultivares S. lycopersicum cv.
Caimanta y S. pimpinellifolium accesion LA722, detectaron marcadores SSR asociados a
diametro en los cromosomas 1 (SSR220060, SSR095), 3 (SSR320), 7 (SSR045), 8
(SSR063, SSR038), 9 (SSR110 (presentado como 034), SSR070), 10 (SSR318, SSR596),
11 (SSRGO036) y 12 (SSRH301). Ninguno de dichos esta ubicado cercano a las ubicaciones
de los QTLs encontrados en este trabajo mediante SNP.

Para el caracter peso, en este trabajo se detecté un SSR asociado a peso, pero el
mismo estuvo ubicado en el cromosoma 4. Masso (2012) detectd un QTL para este caracter
cuantitativo, pero en el cromosoma 3. Pereira da Costa et al. (2013), en el trabajo
mencionado en el parrafo anterior, detectaron para peso SSR ubicados en los cromosomas
1 (SSR220060, SSR095), 2 (SSR295), 3 (SSR320), 7 (SSR045), 8 (SSR038), 9 (SSR110
(presentado como 034), SSR070), 10 (SSR318, SSR596), 11 (SSRG036) y 12 (SSRH301).
El SSR ubicado en cromosoma 2, no compartio ubicacién con el SNP asociado a peso.

Para el caracter indice de forma, en la presente Tesis, con los SSR utilizados (Capitulo
[l), no se detectaron QTLs asociados a este atributo. Para este caracter, Masso (2012) no
detect6 QTLs para la generacion F, aunque si se detecté dos QTLS, en los cromosomas 5y
11, para una retrocruza obtenida utilizando las mismas RIL. Pereira da Costa et al. (2013),
encontraron siete SSR asociados a indice de forma. Los mismos se encontraron en los
cromosomas 6 (SSR128), 7 (SSR286, SSR045), 8 (SSR038), 9 (SSR110 (presentado como
034), SSR070) y 11 (SSR1061). El SSR128 correspondiente al cromosoma 6, se ubicé a los
37,6Mb aproximadamente, no correspondiéndose con la ubicacion del QTL encontrado en
este trabajo mediante mapeo de SNP. En el caso del cromosoma 9, el SSR070, se
encuentra ubicado en la parte superior del cromosoma (3,6Mb aproximadamente), no

coincidiendo con la ubicacion encontrada mediante SNP en este trabajo. Mientras que el
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SSR110 (presentado como 034), se ubica en la parte final del cromosoma, pero a los
64,2Mb.

La comparacion con otros trabajos publicados y basados en otras poblaciones
producto de otros cruzamientos biparentales, no serian tan precisas, como lo es, al
comparar con generaciones segregantes de este HSC o poblaciones derivadas de los
parentales que le dieron origen a las RIL, pero es una manera de verificar los QTLs
detectados.

Para el caracter didmetro, Lippman y Tanksley (2001), utilizando una poblacion F,
obtenida mediante el cruzamiento de Lycopersicon esculentum variedad Giant Heirloom
(actualmente S. lycopersicum) y L. pimpinellifolium accesién LA1589 (actualmente S.
pimpinellifolium), usando marcadores del tipo RFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion) y CAPS (secuencia polimorfica amplificada y cortada), detectan
QTLs en los cromosomas 1, 2, 3, 4, 7 y 11. Tanto en el cromosoma 1, 2 y 7, la ubicacion
fisica de los mismos no coincidié con la encontraba en la presente Tesis.

En cuanto al caracter peso, Capel et al. (2015), utilizando una poblaciéon de RIL
derivadas de un cruzamiento entre S. lycopersicum cv. Moneymaker y la accesion To937 de
S. pimpinellifolium, encontraron siete QTLs asociados a peso. Uno de ellos se localiz6 en el
cromosoma 2, y fue el correspondiente al gen fw2.2, con el mayor efecto (14,2%). En el
presente trabajo, se diseflaron dos pares de cebadores para poder amplificar un
polimorfismo entre Caimanta y la accesiéon LA722, ubicada sobre el gen fw2.2. Sin embargo,
la generacion segregante F, resulté ser monomorfica para el gen fw2.2 puesto que los
parentales RIL estaban ambos fijados para los alelos de Caimanta. Como ya se mencioné,
teniendo en cuenta el promedio de peso de todas las RIL, tanto la RIL1, como la RIL18,
ambas habian resultado ser de alto peso. Otros trabajos también encuentran QTLs
asociados a peso, aunque en ninguno de ellos, los que se ubican en el cromosoma 2,
corresponden a la ubicacion fisica del presente trabajo (Fulton et al., 1997; Bernacchi et al.,
1998; Lippman y Tanksley, 2001; van der Knaap y Tanksley, 2003).

Cabe destacar que, para el caracter indice de forma, dos loci mayores “SUN” vy
“OVATE” controlan el indice de forma de fruto (Gonzalo y van der Knaap, 2008). Del mismo
modo Brewer et al. (2007) proponen que los loci mayores que han sido identificados por
contribuir a la elongacién de la forma del fruto son “SUN”, “OVATE” y fs 8.1. El locus “SUN”
se encuentra en el cromosoma 7, mientras que el gen “OVATE” se posiciona en el
cromosoma 2 y el QTL fs8.1 fue identificado en el cromosoma 8.

En el caso de los QTLs detectados para indice de forma en este trabajo, los mismos

se encontraron en el cromosoma 2, 6 y 9. Pero si se aumenta el nivel de significancia (a=
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0,01) del andlisis, solo los QTLs de cromosoma 6 y 9 son los detectados. Aun mas, el QTL
del cromosoma 9 posee un R?2 mas elevado que el resto de los QTLs (cercano al 15% (Cr2)
y al 22% (Cr6)), llegando a un porcentaje de 34,1%. Fulton et al. (1997) utilizando
marcadores moleculares en una poblacién BC obtenida mediante el cruzamiento de L.
esculentum E6203 (actualmente S. lycopersicum) y la variedad silvestre L. peruvianum
accesion LA1706 (actualmente S. peruvianum), utilizando E6203 como recurrente, detectan
para forma QTLs en los cromosomas 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10 y 12. En el cromosoma 2, la
ubicacién (cercana a 54,6Mb) no coincide con la encontrada en este trabajo. En lo referido al
cromosoma 6, el QTL fs6.1 se detecté en una ubicacion cercana a 49,2 Mb y le otorgan la
obtencion del fruto alargado. Este QTL fs6.1 se encuentra en una posicion fisica cercana al
QTL del cromosoma 6 identificado en este trabajo. En lo referido al cromosoma 9, el QTL
fs9.1, se detectd en la ubicacion cercana a 33Mb. Bernacchi et al. (1998), mediante RFLP y
una poblacién BC producto del cruzamiento entre el cultivar (y utilizado como padre
recurrente) L. esculentum cv. E6203 (actualmente S. lycopersicum) y la variedad silvestre L.
hirsutum E6203 (actualmente S. habrochaites) accesién LA1777, detectan QTLs en los
cromosomas 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11 y 12. En el cromosoma 2 no se encontrd en la ubicacion
coincidente a este trabajo. En el caso del cromosoma 9, el QTL fs9.1 fue detectado en una
ubicacién cercana a 71Mb. Del mismo modo, van der Knaap y Tanksley (2003), utilizando
una poblacién F, proveniente del cruzamiento entre L. esculentum cv. Yellow Stuffer E6203
(actualmente S. lycopersicum) y la accesibn LA1589 de L. pimpinellifolium E6203
(actualmente S. pimpinellifolium), detectan QTLs para forma en el cromosoma 6 y 9. En
relaciébn al cromosoma 6, el maximo LOD se presenta en la ubicacion aproximada de
40,4Mb. En el caso del cromosoma 9, el QTL obtenido fs9.2, presenté su mayor LOD en una
ubicacién aproximada a 66,1 Mb. Por otro lado, Brewer et al. (2007) en una poblacién F
obtenida del cruzamiento entre S. lycopersicum cv. Banana Leg y S. pimpinellifolium
accesion LA 1589, encuentran QTLs asociados a indice de forma en los cromosomas 2, 6, 7
y 8, pero ni en el cromosoma 2 (fs2.b) ni en el cromosoma 6 (fs6.2), se ubicaron en
ubicaciones fisicas cercanas a las de los QTLs detectados en este trabajo.

Puede concluirse por tanto que la caracterizacion realizada con SNP disefiados a
partir de las secuencias de los genotipos parentales, ha permitido elaborar un mapa fisico y
un mapa genético de la poblacion segregante F, descendientes del cruzamiento de dos
lineas RIL procedentes del cruce S. lycopersicum cv. Caimanta y S. pimpinellifolium
accesion LA722. El mapa genético generado ha permitido identificar QTLs para los
caracteres diametro, peso e indice de forma de los frutos. Si bien alguno de los QTLs

identificados estan en posiciones similares a las de QTLs previamente descritos para esos
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mismos caracteres, la mayoria de QTL son nuevos y no habian podido ser identificados en
otros trabajos. Este resultado indica que la poblacién F,; RIL18XRIL1 no es la ideal para la
generaciébn de un mapa genético de tomate, pero si para identificar nuevos QTLs que

controlen la herencia de caracteres de interés agronémico en tomate.
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CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES

El modelo utilizado de los hibridos de segundo ciclo (HSC) en este trabajo ha
posibilitado observar las segregaciones en tres generaciones donde la variabilidad pudo ser
evaluada en nivel molecular y fenotipico.

La utilizacion de marcadores AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados), permitié determinar la presencia de una alta variabilidad molecular en las
poblaciones ya que, el porcentaje de polimorfismo fue superior al 54% en todas las
poblaciones siendo también verificada a nivel fenotipico pues, en todas las poblaciones se
encontraron individuos que superaron a las RIL (lineas endocriadas recombinantes)
parentales para la mayoria de los caracteres. Por otro lado, la utilizacion de marcadores
AFLP, permiti6 obtener un amplio nimero de bandas, que superé a las 100 en todos los
casos.

Al comparar la informacion fenotipica y molecular, se obtuvo en todas las poblaciones
derivadas de los tres HSC, que el consenso obtenido entre ambas fue alto (en todos los
casos se superO al 64%). Este elevado consenso justificaria la deteccién de QTLs (loci de
caracteres cuantitativos), en todas las poblaciones. Mahuad et al. (2013) encontraron un
75% de consenso entre 11 caracteres cuantitativos relacionados a calidad de fruto en
tomate e informacién molecular usando marcadores de tipo SRAP (polimorfismos de
amplificaciébn de secuencias relacionadas) para 18 genotipos uniformes (entre ellos diez
hibridos de segundo ciclo, cinco RIL y los parentales de esas RIL) sugiriendo que el Analisis
de Procrustes Generalizado permite verificar el consenso entre la variabilidad de caracteres
fenotipicos y marcadores moleculares. Esta diferencia en los porcentajes obtenidos, se
puede deber al diferente tipo de material utilizado.

Esto se pudo corroborar ya que, se pudieron detectar un total 83 QTLSs, teniendo en
cuenta las tres generaciones F, (filial 2) de los tres HSC y teniendo en cuenta todos los
marcadores. Estos QTLs se encontraron asociados a la mayoria de los caracteres
relacionados a la calidad del fruto. Sdlo dos de ellos, pudieron ser validados (SSR288
asociado a vida poscosecha y cociente de absorbancias a/b), ya que ademas de detectarse
en una de las poblaciones F, de esta Tesis, fueron encontrados por Pereira da Costa et al.
(2013) asociado a los mismos caracteres en una BC1S1 (autofecundacion de la retrocruza
1). Los dos QTLs validados tienen un R? (proporciéon de varianza fenotipica para cada
caracter explicada por el efecto del fragmento) de 0,13 (vida poscosecha) y de 0,19 (para
cociente de absorbancias a/b), valores levemente por debajo de los encontrados por Pereira
da Costa et al. (2013).
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El grado de dominancia (d/a) fue variable entre generaciones y entre caracteres
evaluados. Esto podria indicar que los genes originales presentes en los parentales de las
RIL (Solanum lycopersicum cultivar Caimanta y S. pimpinellifolium accesién LA722), se
dispersaron entre ellas en forma diferenciada durante el proceso de seleccién agonistica-
divergente mediante el cual se obtuvieron, haciendo que cada cruzamiento analizado en
esta Tesis presente sus propias acciones génicas, aun cuando comparten la RIL1 como
progenitor comun. Esto se verificd con los diferentes d/a encontrados entre los distintos HSC
evaluados en esta Tesis para un mismo caracter.

Los resultados obtenidos en las estimaciones de la heredabilidad en sentido amplio
(H?) indicaron de manera general, que, en las tres generaciones segregantes, los valores
mas altos los tuvieron los caracteres bioquimicos de calidad (pH, solidos solubles y acidez
titulable en distinto orden de acuerdo al HSC evaluado), mientras que el menor valor lo
presentd en los tres casos el caracter peso.

Al analizar los efectos pleiotropicos, se observé que todos los HSC tuvieron
fragmentos o bandas que asociaron a mas de un caracter. Parte de estas asociaciones
podrian explicar las correlaciones fenotipicas que fueron observadas en los diferentes HSC.

A su vez, la ausencia de efectos epistaticos en todas las generaciones segregantes F»
de todos los HSC, permite la seleccién de QTLs de manera individual (debido a que uno no
afecta la accion del otro). Esto es posible de aplicar a los QTLs validados, mientras que,
para los otros, esta utilidad queda limitada a la generacién para la cual fueron detectados.

Debido a los datos moleculares obtenidos en la generacién segregante F, del HSC
RIL18xRIL1 (mayor nimero de QTLs detectados por AFLP y Unica generacién F; que
presentd marcadores AFLP asociados a todos los caracteres, ademas que sus R? fueron
relativamente altos y similares en todas las generaciones), sumado las caracteristicas
fenotipicas de la generacion F, (mayores valores medios para peso y vida poscosecha de
las tres generaciones de los tres HSC y tnico HSC en el cual uno de sus progenitores es de
forma piriforme) y que, como ya se menciond, ambas lineas se encuentran inscriptas en el
Instituto Nacional de la Semilla (INASE), ésta generacion F; fue seleccionada para realizar
una caracterizacion molecular mas exhaustiva y derivacion de familias Fs (filial 3).

Asi es como se evidencia, que los diferentes marcadores de ADN utilizados brindan
diferentes tipos de informacion y utilidades. Como se expuso, los marcadores AFLP
permiten evaluar el genoma entero y no se necesita conocer la secuencia a priori (Blears et
al., 1998). Ademas, proveen un elevado niumero de bandas, con solo pocas combinaciones
de cebadores. En este trabajo, las seis combinaciones de cebadores utilizadas, permitieron

detectar un mayor numero de QTLs (28, 15 o 26 de acuerdo a la F, del HSC), aunque
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ninguno de ellos pudo ser validado. El andlisis de Unico punto no requiere disponer de un
mapa de ligamiento completo (Collard et al., 2005), mientras que, para los microsatélites
(SSR), es necesario conocer la region flanqueante al mismo, conociendo asi ubicacion y
cromosoma en el cual se encuentran. En este caso con 12 combinaciones de cebadores, se
pudieron detectar un total de siete QTLs. En relacién a los AFLP, el nimero de QTLs
detectado en relacién al nimero de combinaciones utilizadas fue mayor que en el caso de
los SSR. Pero en estos ultimos, dado el conocimiento de su ubicaciéon en el genoma, se
pudieron validar dos de ellos.

En relacién a los marcadores SNP (polimorfismo de nucle6tido simple), los mismos
fueron disefiados basados en las secuencias de los parentales de las RIL. Utilizando 130
combinaciones de cebadores, se pudieron detectar un total de siete QTLs. La técnica de
SNP es de alta precisién, y es posible que el bajo nUmero de QTLs detectados se deba al
LOD (logaritmo de las probabilidades) mas restrictivo que se usé. Si bien, la bibliografia
propone un LOD de 2,4 que representaria un valor de p<0,001 (Grandillo y Tanksley, 1996),
en la presente Tesis se decidié calcular el valor de LOD basandose en el test de
permutaciones (metodologia aplicada en Salinas et al., 2013; Capel et al., 2015), en la cual,
a través de las iteraciones se reasigna cada valor fenotipico a un nuevo individuo, mientras
que se mantiene el mapa genético del individuo. Esta metodologia es sugerida, ya que, hay
muchos factores que varian entre experimentos (tales como tamafio de la muestra, tamafio
del genoma, densidad del mapa genético, datos faltantes, entre otros) y que pueden afectar
en la determinacion del valor umbral apropiado (Churchill y Doerge, 1994).

Por otro lado, en relacion al nimero de QTLs detectados las técnicas utilizadas para la
detecciéon de QTLs, como ya se menciond, fueron el método de Unico punto (AFLP y SSR) e
intervalo simple (SNP). Cabe destacar que, a través del método de Unico punto, de acuerdo
a Collard et al. (2005), se detectan QTLs en forma eficiente cuando la distancia al marcador
es menor a 15 centimorgans (cM). Por lo tanto, la aplicacion de una técnica molecular como
el AFLP, que permite relevar una gran proporcion del genoma, maximizaria la posibilidad de
detectar QTLs por el método de Unico punto.

En esta Tesis se usaron distintos tipos de marcadores, cada uno con sus
caracteristicas, ventajas y desventajas. Como ya se menciono, los AFLP son multi-loci,
permiten obtener un alto perfil de polimorfismo, son dominantes y no especificos de la
secuencia. A su vez, tanto los SSR como los SNP, son uni-locus, codominantes y se
requiere conocer la secuencia. En el caso de los SNP, constituyen aproximadamente el 90%

de la variacidn genética en un organismo. Los marcadores SSR y SNP, ademas de ser mas
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precisos y conocer su ubicacibn en el genoma, permitieron, dada su naturaleza
codominante, el célculo de la accidn génica del QTL.

Ademas de la deteccion de QTLs, la caracterizacién realizada con SNP, permitié
elaborar un mapa fisico y un mapa genético de la poblacién segregante F.. Se pudo obtener
un mapa genético con 23 grupos de ligamiento. Dado que el nimero de cromosomas del
tomate es de 12, con una mayor saturaciéon de marcadores tal vez se podrian llegar a unir
los diferentes fragmentos de los cromosomas, aungque solo en algunas regiones.

De cualquier modo, la elaboracion de este mapa, permitié establecer las regiones no
segregantes cuyos alelos pertenecientes a cada uno de los parentales fueron fijados. Esta
informacion es inédita y de gran importancia para este grupo de trabajo, ya que no se
disponia de un mapa genético de ninguna de las generaciones segregantes de los HSC.

El avance en generaciones sobre la F, del HSC RIL18xRIL1, permiti6 conocer
fenotipicamente la estructura de la poblacion. En general, los valores promedios en los
individuos F, fueron superiores a los de las familias Fs. Los caracteres bioquimicos (pH,
sélidos solubles y acidez titulable) y los de morfologia externa (diametro y peso) presentaron
menos diferencias significativas entre los valores promedios de los individuos F; y las
familias Fs, es decir, fueron mas conservados a través de las generaciones. Por otro lado,
firmeza, porcentaje de reflectancia (L) e indice de forma, presentaron mas diferencias
significativas entre los promedios de individuos F, y familias Fs.

Como planteo a futuro, se piensa en la elaboracion de un mapa donde se integre toda
la informacién de los marcadores AFLP presentados en los Capitulos | y I, y también,
marcadores SRAP, obtenidos en esta misma poblacién F, por Mahuad (2013), utilizando
como referencia los marcadores SNP y SSR utilizados en este trabajo y de los cuales se
conoce su ubicacion. También, se plantea la caracterizacion fenotipica y molecular por
AFLP de generaciones segregantes provenientes de otros HSC derivados de la poblacion
de RIL a fin de validar los QTLs detectados.

La magnitud de la asociacién entre la variabilidad molecular y la fenotipica, es un
criterio valido para seleccionar poblaciones bases derivadas de los hibridos de segundo
ciclo. Por lo tanto, la informaciébn obtenida en estas generaciones tempranas puede
contribuir a disefiar eficientemente un programa de mejoramiento a partir de la variabilidad
genética presente en la poblacién base seleccionada.

A modo de conclusion general, a través de la caracterizacion fenotipica y molecular
con los diferentes tipos de marcadores de ADN utilizados (AFLP, SSR y SNP) se pudo
corroborar que los HSC presentan combinaciones genotipicas favorables entre los genes

gue fueron seleccionados en generaciones previas. En las generaciones segregantes de los
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HSC, estas nuevas combinaciones originaron variabilidad genética en el nivel molecular y
fenotipico, evidenciada en un alto nivel de polimorfismo en los perfiles de AFLP y en una
amplitud de la variancia genética para caracteres como vida poscosecha (comparado a los
valores obtenidos en las RIL), acidez titulable, sélidos solubles y pH. La similitud entre los
valores de H? para estos caracteres en las diferentes generaciones segregantes evidencia la
conservaciéon de la proporcion de variancia genotipica en relacién a la variancia fenotipica,
independientemente de cuales regiones gendmicas estén asociadas a la expresion de
dichos caracteres en cada contexto genético. En concordancia, se identificaron nuevos
QTLs mediante diferentes marcadores moleculares y fue posible validar algunos de ellos
(identificados por marcadores SSR) que también fueron previamente detectados e
informados en otras generaciones relacionadas. La magnitud de la asociacién entre la
variabilidad molecular y la fenotipica fue un criterio valido para seleccionar la generacion
segregante del HSC RIL18xRIL1, fundando una nueva poblacién base a partir de la cual se
inicid un nuevo ciclo de seleccion. El uso de la informacion obtenida en estas generaciones
tempranas (H?, h?, d/a, correlaciones, deteccion de QTLs, magnitud de sus efectos, entre
otros), contribuyé a seleccionar individuos dentro de la poblacion base seleccionada en
forma eficiente pues en las familias F; derivadas de ellas se detectd variabilidad genética
para muchos de los caracteres bajo estudio. Esto permitird iniciar un nuevo programa de

mejoramiento genético.
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