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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a*: Estimador de componente de color del sistema CIELab, la coordenada a* se asocia a la

cromaticidad entre amarillo y rojo

a: aditividad

ACC: &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
ACO: ACC oxidasa

ACS ACC sintetasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

b*: Estimador de componente de color del sistema CIELab, la coordenada b* se asocia a la

cromaticidad entre verde y azul

CIE: Commission Internationale de I'Eclairage que regula sistemas de determinacién

cuantitativa de color

CLi A 4720m Concentracion de licopeno estimada aA 472nm

CLi rs02nm Concentracion de licopeno estimada a A 502nm

cm: Centimetros

cM: centimorgan

Color (Col): Color del fruto

Cons: Consistencia del fruto al momento del descarte

CV: Coeficiente de variacion

D.E.: Desvio Estandar

d: dominancia

D1: diametro mayor del fruto estimado en frutos cosechados al estado rojo maduro
D2: diametro menor del fruto estimado en frutos cosechados al estado rojo maduro
de fragmentos amplificados)

Dha: Deshidratacion absoluta del fruto al momento del descarte estimada (en g: evaluada

como la pérdida de peso entre la cosecha y el descarte)

Dhc: Deshidrataciéon del fruto al momento del descarte estimada con método cualitativo
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Diam: Diametro Mayor del fruto

dNTP: Desoxirribonucleotido trifosfato

Dur/D1: indice relativo entre Dureza y Diametro mayor

Dur/D2: indice relativo entre Dureza y Diametro menor

Dur: Dureza del fruto

E.E.: Error Estandar

El: Ensayo 1, primer ensayo

E2: Ensayo 2, segundo ensayo

Ep. Espesor del pericarpio

Ep/D1: indice relativo entre Espesor de pericarpio y Diametro mayor
Ep/D2; indice relativo entre Espesor de pericarpio y Diametro menor
Er: Esfuerzo de rotura a la que se rompe la cubierta sometida a traccién
EST: Expressed sequence tag (Marcador de secuencia expresada)
Fir/D1: indice relativo entre Firmeza y y Diametro mayor

Fir/D2: indice relativo entre Firmeza y y Diametro menor

Fir: Firmeza del fruto

Fmax: Fuerza méaxima necesaria para romper la cubierta de los frutos
For: Forma del fruto, estimada como la relacion altura/diametro

g: Gramo

gl: Grados de libertad

GxA: Interaccion genotipo x afio

H: genotipo heterocigoto para alelos aportados por S. habrochaites y S. lycopersicum
H2: Heredabilidad en sentido estricto

ha: Hectarea

InDel: inserciones/deleciones
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ISSR: Inter simple sequence repeat (Secuencias simples internas repetidas).

L*: Estimador de componente de color del sistema CIELab, la coordenada L* se asocia a la

acromaticidad

LOD: Logarithm of odds (Logaritmo de las probabilidades)
m: Metro

MAS: Seleccion asistida por marcadores

MCBA: Mercado Central de Buenos Aires

MEB: microscopio electrénico de barrido

mg: Miligramos

MgClz: Cloruro de Magnesio

ml: Mililitros

mm: Milimetros

mM: Milimolar

MO Microscopio 6ptico

MPa: Mega Pascales

MY: Médulo de Young que estima la elasticidad de la cubierta
N: Newton

ng: Nanogramos

NI: Namero de l6culos

°C: Grado Celsius

p: Valor p (Estadistico de probabilidad)

pb: pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa
Pf: Peso de fruto en g

pH: pH del jugo e jugo de tomate

QTL: Quantitative trait loci (Loci de caracteres cuantitativos)
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RD: relacion de dominancia

RILs: Recombinant inbred lines (Lineas Endocriadas Recombinantes)
rpm: Revoluciones por minuto

s: Segundos

SAM: S-adenosilmetionina

Sh: genotipo homocigoto para los alelos aportados por S. habrochaites
Sl: genotipo homocigoto para los alelos aportados por S. lycopersicum (cv Uco Plata INTA)
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Resumen

RESUMEN

En los programas de mejora de tomate (Solanum lycopersicum L.) ciertos objetivos
se relacionan con caracteres de calidad del fruto. Los mejoradores deben considerar
aspectos demandados tanto por productores como por consumidores. Es importante la
obtencion de lineas que produzcan frutos de aspecto atractivo, sabor deseado,
propiedades nutricionales y vida en estanteria prolongada. Este Ultimo atributo cobra un
valor importante porque permite que el producto llegue a los sitios de comercializacion sin
gue se produzcan pérdidas debido al deterioro causado por el tiempo, las distancias y las
formas de traslado desde los lugares de cosecha. La aplicacidon de procesos de mejora
genética requiere la existencia de variabilidad genética, y, en el tomate cultivado, esta se
ha reducido notablemente como consecuencia de los procesos de domesticacion y mejora.
Para ampliar la base genética pueden implementarse estrategias que permitan la
introgresion de germoplasma de especies silvestres emparentadas. Y luego es necesario
evaluar el efecto de estas introgresiones para reconocer el aporte de estas especies y

aprovechar su uso en la obtencion de materiales para la mejora.

Debido a la importancia que fue adquiriendo el cultivo de tomate en NOA se inici6
un programa de mejora en la Universidad Nacional de Salta en la década de 1990. El
objetivo inicial fue incorporar la resistencia del tomate a la polilla (Tuta absoluta Meyrick)
una de las principales plagas del tomate. La estrategia se inicié con cruzamientos entre
Solanum lycopersicum cv. Uco Plata INTA y Solanum habrochaites S. Knapp & D. M.
Spooner, y continué con retrocruzas, cruzas y seleccion. A lo largo del proceso se
obtuvieron genotipos con caracteres agrondémicos de interés. Entre estos genotipos se
destaco la linea de premejora FCN 93-6-2, que ademas de resistencia a polilla del tomate
evidencid mejora en algunos caracteres de calidad de fruto. Se evaluaron lineas
comerciales que contribuyan al aumento del tamafio del fruto y se seleccion6 el cv LC 138
(INTA La Consulta — Mendoza). Para avanzar en el proceso de mejora se planted estimar
el grado de introgresion del genoma de Solanum habrochaites en la linea de premejora y
efectuar el andlisis de las bases genéticas relacionadas con caracteres de calidad de fruto

considerando la F1 y F, del cruzamiento entre FCN 93-6-2 y LC 138.

Los objetivos fueron: 1. Caracterizar fenotipicamente las lineas FCN 93-6-2 y LC
138. 2. Evaluar fenotipicamente la F, obtenida a partir del cruzamiento entre estas lineas
para caracteres de calidad de fruto y vida en estanteria. 3. Analizar modos de herencia de

esos caracteres. 4. Estimar el grado de introgresion del genoma de Solanum habrochaites



Resumen

en FCN 93-6-2 y delimitar las regiones cromosémicas provenientes de la especie silvestre.
5. Evaluar con marcadores moleculares la poblacién segregante F; e identificar QTLs para
caracteres de calidad de fruto. Se observaron diferencias significativas entre los
progenitores en el 81,25% de los 32 caracteres fenotipicos analizados: vida en estanteria
(VE), deshidratacién (Dhc, Dha, Dhr), consistencia (Cons) al momento del descarte, peso
del fruto (Pf), altura (Alt), diametro (Diam), forma (For), contenido de sélidos solubles (SS),
concentracion de licopeno (CLi), pH, color (Col, X, Y, Z, L, a* b*, Chromay Hue), dureza
(Dur), firmeza de la pulpa (Fir), nimero de l6culos (NI), espesor del pericarpio (Ep); y
propiedades biomecanicas (Esfuerzo de rotura: Er, Fuerza maxima: Fmax y Mddulo de
Young: MY). La linea de premejora FCN 93-6-2 duplicé la VE de LC 138, y tuvo frutos de
color rojo més intenso, mayor SS, CLi, Dur y menor MY. Mientras que LC 138 present6
valores medios mas altos en todas las variables asociadas a tamafio. No se observo efecto
de interaccion genotipo por afio en VE, Pf y Diam. En F; se detectd heterosis para VE,
Col, pH, CLi. En el andlisis de F. el 86% de las heredabilidades estimadas fueron entre
moderadas a altas. Se detectd segregacion transgresiva para VE, Diam, Col, SS, pH, Ep
y Dur respecto a FCN 93-6-2, para b* y Chroma, respecto a LC 138, y para Hue y CLi
respecto a ambos progenitores. También se detectaron efectos aditivos positivos de alelos
silvestres en variables que estiman el color del fruto y con efectos aditivos negativos en
variables asociadas al tamafio (Diam, Alt). Entre las correlaciones genéticas positivas
estimadas se destacan las de variables de tamafio (Pf y Diam) con VE. En cuanto a la
evaluacién molecular, a partir de 167 SSR informativos se observé que FCN 93-6-2, segun
las distancias estimadas entre SSR probados, posee 56,9 cM (4,57%) introgresados del
de genoma de S. habrochaites. Estos SSR delimitaron cuatro introgresiones: tres en el
cromosoma 11 con dos en el brazo corto y el otro en el brazo largo y una en un extremo el
cromosoma 5. A partir del andlisis de la F, 11 variables se asociaron al menos a un
marcador SSR. Se detectaron QTLs para VE, variables relacionadas a este caracter (Dhc
y Dhr), Dur, color del fruto a través de algunas variables de espacio color y SS. La
localizacién de varios QTLs para un mismo caracter evidencio aportes diferenciales de

estas regiones del genoma en especial en la determinacion de VE y SS.

Palabras claves: vida en estanteria, calidad de fruto, lineas de introgresion



Abstract

ABSTRACT

GENETIC AND MOLECULAR ANALYSES OF TOMATO GERMOPLASM WITH
INTROGRESSIONS OF Solanum habrochaites: BREEDING FOR FRUIT QUALITY TRAITS

The objectives in tomato (Solanum lycopersicum L.) breeding programs are related to fruit
quality. Achieving lines that produce fruits with attractive appearance, nutritional properties,
and long shelf-life is important. In cultivated tomatoes, genetic variability has been reduced
because of domestication and improvement processes. Germplasm introgression strategies

from wild relatives may be used to broaden the genetic bases.

In the province of Salta, Argentina, a breeding program was initiated at the Universidad
Nacional de Salta. The initial objective was to incorporate tomato resistance to tomato leaf
miner (Tuta absoluta Meyrick). The strategy began with crosses between Solanum
lycopersicum and Solanum habrochaites S. Knapp & D. M. Spooner. Throughout the process,
the prebreeding line FCN 93-6-2 was remarkable for its attractive agronomic traits. The next
breeding steps was select the cultivar LC 138 as parental genotype to increase fruit size. This
thesis aimed to 1) phenotypically characterize the FCN 93-6-2 and LC 138 lines, 2)
phenotypically evaluate the F, (FCN 93-6-23 x LC 138) for fruit quality and shelf-life (SL) traits,
3) analyze the inheritance model of these traits, 4) estimate the level of introgression of
Solanum habrochaites into FCN 93-6-2 genome and to delimit chromosomal regions from the
wild species, 5) evaluate the F, with molecular markers for fruit quality QTLs identification.
Significant differences between parental lines were found for 81.25% of the traits analyzed:
The FCN 93-6-2 line had higher values of SS, CLi and H and double mean value than LC 138
for SL. LC 138 showed the highest means for size variables. No genotype-by-year interaction
effects were observed for SL, FW, and D. In F;, heterosis was detected for four variables. A
total of 86% of the heritabilities values were moderate to high. Transgressive segregation was
detected for SL and other six variables respect to FCN 93-6-2. Wild alleles with positive
additive effects on variables related to color variables and with negative additive effects on
some size variables were detected. FCN 93-6-2 presents 56.9-cM (4.57%) of S. habrochaites
introgression based on 167 SSR tested. A total of four introgressions were defined: three on
chromosome 11 and one on chromosome 5. From the F; analysis QTLs were detected for SL,
Dhc, Dhr, H, fruit color and SS. The locations of several QTLs for the same trait showed

differential contributions of these genome regions.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre el cultivo y origen del tomate

El tomate es un cultivo de gran extension e importancia econémica mundial. En los
ultimos 10 afios la superficie cultivada alrededor del mundo aument6 un 14,6%, mientras la
produccioén lo hizo un 26,2%, estimandose en mas de 174 millones de toneladas cultivadas
en 4,84 millones de hectareas. Hace veinte afios Europa y América eran los principales
productores, pero en la actualidad lo son China, seguido por India, Estados Unidos, Turquia,
Egipto e Iran. Sin embargo, el mayor rendimiento lo obtienen los paises de Europa del Norte

con produccién bajo invernaculo (FAOstat, 2020).

El Ministerio de Agroindustria y Produccion de la Nacion de nuestro pais informé que
la estimacion de la produccién anual en el pais es préxima a 1,2 millones de toneladas de
tomate y que no cubre la demanda del mercado interno (Ministerio de Agroindustria y
Produccién, 2017). La produccion de esta hortaliza con destino a consumo fresco es de
700.000 t (FAOstat, 2020) y la destinada a la industria alcanzé a 488.000. Entre 2017 y 2018
se produjo un aumento del 20,1% en la produccién destinada a la industria y el rendimiento a
nivel pais alcanz6 el récord histérico de 77 t. ha lo que representa un incremento del 49,8%
respecto al afio anterior (Angelelli et al., 2020). En Argentina la produccion de tomate se

efectlia tanto a campo como en invernaculo.

En nuestro pais, se estima que la superficie cultivada en los Gltimos afios supera las
20 mil hectareas. La region del NOA tiene una destacada participacion en la produccién del
tomate comercializado a través del Mercado Central de Buenos Aires (MCBA), en especial en
épocas en las que las otras regiones muestran escasa o nula produccion (abril a noviembre).
Segun el MCBA, tomado como referencia, los ingresos en el afio 2017 provinieron
principalmente de Buenos Aires, con un volumen del 36% sobre el total, Salta 28% y
Corrientes 18% (Liverotti, 2018). Es importante tener en consideracion que a estos valores de
aporte de produccion de la region del NOA al consumo en el pais informadas por el MCBA
debe sumarse la produccion que se comercializa en otros mercados del pais como en la zona
del Litoral, en particular en el Mercado de la Ciudad de Rosario, y en la zona centro del pais
en este caso por ejemplo a través del Mercado de Abasto de Cérdoba. Segun lo informado
por el Ministerio de Agricultura de la Nacion a la produccién para la industria el NOA aporta
un 12,5% siendo la segunda region luego de Cuyo, regién que aporta mas de un 70% del

consumo de la industria (Benedetti, 2018).
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La regién NOA se diferencia en tres zonas de produccién de tomate de acuerdo con el
periodo de cosecha y abastecimiento a los mercados: zona temprana (Oran, Pichanal, Yuto,
Fraile Pintado, Santa Clara), zona intermedia (Apolinario Saravia, Lules) y tardia (Santiago del
Estero). La produccion en Salta es principalmente bajo invernaculo en las zonas de cultivo

temprana, también se realiza a campo en zonas libres de heladas.

En Argentina se informa aproximadamente entre un 7% (Zoilo et al., 2018) y 14%
(Rodriguez y Lambert, 2021) de los costos de produccién del tomate corresponde a control
de plagas, principalmente Trialeurodes vaporarorium Westwood (“mosca blanca”) y Tuta
absoluta Meyrick (“polilla del tomate”). Las grandes distancias hasta los lugares de
comercializacién son otro factor que disminuye la rentabilidad de la produccién en el NOA, no
sélo por el costo directo del transporte, sino también por las pérdidas producidas debido al
deterioro de los frutos. Es entonces de interés obtener cultivares con resistencia a plagas,
mayor vida en estanteria, mayor resistencia al deterioro y mejores propiedades nutracéuticas,

incrementando asi la rentabilidad del cultivo para los productores de esta region.

El tomate, Solanum lycopersicum L., es una especie autbgama perteneciente a la
familia Solanaceae. Solanum es el género mas grande de la familia de las solanaceas, que
abarca hasta 1.700 especies y las especies incluidas en este género estan presentes en todas
las regiones templadas y tropicales del planeta y se caracterizan por su gran diversidad
morfoldgica y ecoldgica. Este género es probablemente uno de los de mayor importancia
econdémica dado que incluye especies destinadas al cultivo tanto con fines alimenticios como

farmacéuticos (Weese y Bohs, 2007).

La clasificacién taxonémica del tomate ha sido objeto de discusién (Peralta y Spooner,
2006). Desde el inicio de su introduccion en Espafia, en el siglo XVI, se asumié que estaba
relacionado al género Solanum y se lo identific6 como Solanum pomiferum (Bergougnoux,
2014). Su posicion genérica dentro de la familia Solanacea ha sido controvertida desde el
siglo XVIII. En Species Plantarum, Linneo en 1753 clasifico a los tomates en Solanum mientras
que Miller en 1754, un contemporaneo de Linneo, los incluy6 dentro del género Lycopersicon
(Lopez Casado, 2006). Afios mas tarde, el género Lycopersicon fue reintroducido como
género Solanum fundamentandose en el uso de informacién proveniente de andlisis de datos
moleculares. Como se observa en la Figura 1, S. lycopersicum se incluye en el género
Solanum junto a especies silvestres emparentadas, todos estos “tomates” se clasifican en las
secciones: Lycopersicon que incluye tres especies y Ericoperson, Neolycopersicon (Peralta et

al., 2006; Peralta et al., 2008; https://solgenomics.net/about/solanum_nomenclature.pl).
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Figura 1. Arbol de relaciones filogenéticas de las especies de tomate y otras relacionadas del género Solanum
(Bergougnoux, 2014).

En la especie S. lycopersicum, se reconocen dos variedades ampliamente distribuidas,
la variedad cultivada S. lycopersicum var. lycopersicum, y una variedad silvestre S.
lycopersicum var. cerasiforme. Asimismo, la especie silvestre con mayor cercania filogenética
es S. pimpinellifolium. El papel que jugaron S. lycopersicum var. cerasiforme y S.
pimpinellifolium durante el proceso de domesticacion del tomate al igual que importantes
aspectos sobre sus relaciones filogenéticas entre ellas y otras especies silvestres, son tema
de debate (Bauchet y Causse, 2012; Blanca et al., 2012).

Se proponen dos hipétesis respecto a las relaciones entre las variedades y su pariente
silvestre mas cercano: una de ellas propone que S. lycopersicum var. cerasiforme seria el
ancestro de S. lycopersicum var. lycopersicum (Labate et al., 2007; Lin et al., 2014; Sahu y
Chattopadhyay, 2017), mientras que la otra hipotesis plantea que S. lycopersicum var.
cerasiforme proviene de cruzamientos entre S. pimpinellifolium y la variedad cultivada S.

lycopersicum var. lycopersicum (Nesbitt y Tanksley, 2002; Ranc et al.,2008).

Respecto al origen y proceso de domesticacién también se plantean distintas hipotesis
proponiendo que pudiera haber sucedido en la Regién Andina o en Mesoamérica, basados
en evidencias que indican que variedades de tomates cultivadas en Europa y América del
Norte comparten marcadores de isoenzimas y moleculares similares a los de México y
Centroamérica, lo que sugiere que el tomate fue introducido en Europa y América del Norte
desde estas regiones (Peralta y Spooner, 2006, Bauchet y Causse, 2012). Si se considera
que la domesticacion se inicié en la Regidon Andina, deben plantearse dos momentos. El

primero habria incluido procesos de seleccion en poblaciones de S. pimpinellifolium que
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llevaron al surgimiento de S. lycopersicum var. cerasiforme o podrian haberse dado
hibridaciones entre estas dos especies en la region ecuatoriana y del norte peruano. El
segundo momento habria sido en Mesoamérica, y consistiria en nuevos procesos de
seleccidn en poblaciones predomesticadas provenientes de Ecuador y Perd, que habrian
completado el proceso de domesticacion. Otra hipé6tesis sobre la domesticacion del tomate
considera que migraron formas silvestres de S. lycopersicum var. cerasiforme hasta
Mesoamérica donde se efectué su domesticacidbn hasta obtener S. lycopersicum. var.
lycopersicum (Blanca et al., 2015). Investigaciones recientes proponen una tercera hipotesis
que plantea que S. lycopersicum var. cerasiforme se habria originado en Ecuador hace unos
80.000 afios como una especie silvestre resultado de vicarianza, proponiendo que tanto la
seleccién natural como un proceso de domesticacion podrian haber actuado para la obtencién
de caracteres considerados tipicos de tomate cultivado, en regiones de Perl y Ecuador.
Posteriormente durante la dispersion hacia el norte de Sudamérica, tal vez por accion de la
seleccién natural y deriva génica se pierden caracteres asociados a la domesticacion, las
poblaciones de S. lycopersicum var. cerasiforme de la zona septentrional de América del Sur,
América Central y México tienden a tener frutos mas pequefios, con menos l6culos,
pericarpios mas delgados, entre otros caracteres, que las poblaciones meridionales de
Ameérica del Sur. Posteriormente estos caracteres fueron nuevamente seleccionados
convergentemente, dando origen al tomate cultivado. Este proceso de redomesticacion habria
ocurrido hace unos 7.000 afios. Esta propuesta es sustentada por resultados de analisis
genéticos que indican una mayor proximidad entre el tomate cultivado y las especies silvestres
de la regién de México que con las especies semidomesticadas de América del Sur (Razifard
et al., 2020). En la etapa de colonizacion los espafioles llevaron tomates desde Mesoamérica

a Espafa y de alli al resto del mundo (Bergougnoux, 2014).

Este proceso de domesticacion conlleva la manifestacion de muchas modificaciones
morfolégicas y fisiologicas asociadas al sindrome de domesticacion comunes a diferentes
especies (Doebley et al., 2006). En el caso del tomate se destacan caracteres asociados a
habitos de crecimiento (altura de la planta, precocidad) y caracteres de frutos (cuajado,
tamafio, forma color, morfologia), que provocan a un incremento en el rendimiento del cultivo
(Frary et al., 2000; Tanksley, 2004; Cong et al., 2008). Distintos autores destacan, dentro de
los caracteres anteriormente mencionados, que el aumento del tamafo del fruto es el rasgo
de domesticacién mas estudiado en el tomate (Nesbitt y Tanksley, 2002; Monforte et al., 2014;
Lin et al. 2014, van der Knaap et al., 2014; Mu et al., 2017).

La evolucion de especies destinadas al cultivo, modelada a través de los procesos de

domesticacion ademas de haber llevado a un incremento de la productividad, al mismo tiempo
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ha estrechado sus bases genéticas (Grandillo et al.,, 2007). Un hecho asociado a la
disminucién de la variabilidad genética en el tomate seria que su domesticacion estuvo
acompafada por la transicion desde estigmas exertos a insertos, asociada al cambio desde
una reproduccion alégama facultativa a autégama predominante (Bai y Lindhout, 2007;
Foolad, 2007; Rodriguez et al., 2013a; Bauchet et al., 2017). A esta situacién se suman la
confluencia de la accion de distintos factores como la ocurrencia de al menos dos cuellos de
botella (Blanca et al., 2015), endogamia, deriva génica, seleccion natural y artificial (Foolad,
2007; Labate et al., 2007). Los resultados de andlisis en distintas poblaciones de tomates
cultivados y especies silvestres, utilizando marcadores moleculares, dan cuenta de una
importante erosién genética de las primeras, en comparacion con la amplia base genética de
las poblaciones de sus parientes silvestres (Frary et al., 2005; Ranc et al., 2008; Jenks y
Bebeli, 2011; Bauchet y Causse, 2012; Cebolla-Cornejo et al., 2013; Aflitos et al., 2014; Zhou
et al., 2015; Sahu y Chattopadhyay, 2017).

Se estima que S. lycopersicum lleva en su genoma menos del 5% de la variabilidad
genética disponible en el ex género Lycopersicum, el resto se encuentra en las especies
silvestres (Tanksley, 2004). Aflitos et al. (2014) reportaron que el nimero promedio de SNP
(Single nucleotide plolymorphism - Polimorfismo de nucle6tido Gnico) en especies silvestres

es 20 veces superior al del tomate cultivado.
1.2 Caracteres que definen la calidad del fruto en el tomate

Para analizar los caracteres que definen la calidad del fruto de tomate es importante
explicitar la idea de “calidad de fruto”. En principio Callahan et al. (2011) propusieron definirla
como “aquello que los consumidores desean”. Esta definicién simple evidencia la complejidad
de definir los caracteres involucrados, ya que el fruto de tomate puede destinarse a consumo
fresco o para la industria. Si el destino es su industrializacion son importantes la acidez total
y el contenido de solidos totales. Mientras que definir calidad de fruto en el mercado fresco es
complejo, ya que se ha demostrado una gran heterogeneidad en las preferencias en los
consumidores respecto a los caracteres externos y los internos asociados a sabor, textura, o
propiedades nutracéuticas (Sinesio et al., 2010; Oltman et al., 2014). Generalmente el
atractivo del fruto se basa en su apariencia, se asociaria al tamafio, la forma, el color, la
apariencia sin manchas ni deformaciones y también la mayor vida en estanteria. Para la
reincidencia en la compra el consumidor ademas de los aspectos antes mencionados
considera también caracteristicas internas, en especial las que definen el sabor y el contenido

de antioxidantes. Entre las caracteristicas comunes a ambos destinos se encuentran la
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maduracioén uniforme, la dureza y el mayor contenido de solidos solubles y de licopeno, entre
otras (Foolad, 2007).

El tamafio, como se indicé previamente es un componente de calidad del fruto de
tomate muy importante. A lo largo del proceso de domesticacion el tamafio del fruto ha
aumentado y la mejora ha permitido obtener variedades de hasta 1.000 g (Mufios et al., 2011).
Este componente de la calidad de fruto cobra importancia tanto para productores como por
consumidores. Es un caracter que se asocia al rendimiento y por lo tanto es de vital interés
para el productor. Asimismo, es uno de los atributos externos importantes en la toma de
decisiones por parte del consumidor. Es interesante remarcar que en los Ultimos afios se
diversifico la oferta de este atributo en funcion al destino de consumo, incrementandose la
aceptaciéon y demanda de frutos de calibres variados. Este caracter impacta en el transporte
y la comercializacién, teniendo en cuenta que impacta en procesos asociados a la

manipulacion poscosecha y embalaje.

Respecto al tamafio del fruto, Grandillo et al. (1999) reportaron por primera vez cuatro
QTLs: fwl.1 en la regién pericentromérica del cromosoma 1, fw2.2, fw3.1 y fw4.1 en los
cromosomas 2, 3 y 4 respectivamente analizando cruzamientos entres especies silvestres y
tomates cultivados, que fueron confirmados por mdltiples mapeos. Algunos de estos loci
tienen un gran efecto y puede dar cuenta de hasta en un 30% del peso del fruto. Otros QTLs
mapeados en el cromosoma 11, asociados al tamafio del fruto y proximos entre ellos, son
fw1l.3, (Huang y van der Knaap, 2011) y fwll.2 que se localizé en la parte distal del
cromosoma (llla-Berenguer et al., 2015). Un alelo de fwl11.3 (CSR-D) provoca aumento de las
areas del pericarpio, causado por aumento del tamafio de las células del mesocarpio y no por
aumento del nimero de capas celulares. La mutaciéon que dio origen a este alelo habria
surgido a los inicios del proceso de domesticacion del tomate y esta presente en todas las
variedades con frutos de gran tamafio (Mu et al., 2017). Asimismo, en muchos materiales este
caracter ha demostrado estar negativamente correlacionado con otros de interés, como el
sabor, lo que impone limites cuando se pretenden reunir ambos atributos en un mismo fruto
(Causse et al., 2002).

Los efectos de estos loci asociados al tamafio del fruto de alguna manera también
explicarian la forma del fruto (Cambiaso et al., 2019a). La forma estaria determinada por
diferentes genes que se diferencian entre especies silvestres y tomates cultivados. Rodriguez
et al. (2011) sefialan que en el tomate cultivado es posible encontrar una amplia variedad de
formas mientras que en las especies silvestres predomina la forma esférica. La forma de los

frutos es un caracter importante ya que puede definir el destino de la produccion. Los
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cultivares con frutos alargados o normalmente denominados del tipo “perita” se destinan
preferentemente para la industria mientras que los redondos para el mercado en fresco.
Estudios del desarrollo indican que las diferencias en la forma del fruto estarian determinadas
por eventos que tienen lugar inmediatamente después de la polinizacién. Se han reportado
asociaciones entre forma y algunos loci, entre ellos el locus SUN en el cromosoma 7 (Xiao et
al., 2008), y OVATE en el cromosoma 2 (Liu et al., 2002) que posee alelos cuyos efectos
varian dependiendo del background genético (Gonzalo y van der Knaap, 2008). Asimismo, la
identificacion de genes supresores de OVATE (sovl, sov2) en los cromosomas 10y 11y los
efectos del background genético indicarian la existencia de otras interacciones entre genes
con mayores efectos y otros reguladores tanto de la froma como del tamafio de los frutos
(Rodriguez et al., 2013b). Ademas pueden mencionarse como loci que afectan la forma a fs8.1
y fs2.1 localizados en los cromosomas 8 y 2 respectivamente (Grandillo et al., 1999; Brewer
et al., 2007; Green et al., 2016) que se expresan antes de la antesis y muy temprano en el
desarrollo del ovario. Otros loci, fasciated (fas) (Cong et al., 2002), mapeado en el cromosoma
11, préximo a fwl1.3 y tres QTLs locule number (LC) en el cromosoma 2 (Mufios et al., 2011),
y en los cromosomas 5y 6 (llla-Berenguer et al., 2015) se han identificado como causantes
de modificaciones del tamafo del fruto a través de los cambios en el nUmero de carpelos de
la flor. Lippman y Tanksley (2001) han reportado que fas y LC interactlian epistaticamente,

contribuyendo sinérgicamente a una gran cantidad de l6culos.

La larga vida en estanteria o larga vida poscosecha es uno de los atributos
fundamentales de la calidad comercial de los frutos de tomate y se encuentra asociado a los
procesos fisiolégicos que ocurren durante la maduracion del fruto. En tomate estos procesos
requieren la expresion de una enorme cantidad de genes (Klee, 1993). Entre los productos de
estos genes cabe mencionar a enzimas involucradas en la degradacion de las paredes
celulares, procesos vinculados al ablandamiento del fruto. También se expresan genes
relacionados tanto con la acumulacion como degradacion de pigmentos, de azlcares, acidos
y compuestos volatiles y hasta moléculas qué coordinan y promueven o inhiben la expresion
de genes. Numerosos estudios han identificado componentes criticos involucrados en la
maduracion y ablandamiento del fruto (Seymour et al., 2002; Itai et al., 2003; Giovannoni,
2004; Gapper et al., 2013).

De esta manera, puede plantearse que la vida en estanteria se vincula con otras
caracteristicas del fruto como dureza que, considerando el fruto completo, mide la resistencia
a la compresion. La disminucion en la dureza que ocurre durante la maduracion esta
relacionada con la expresion de genes que codifican para diferentes enzimas pectinoliticas

(Seymour et al., 2013). También es posible asociar la vida en estanteria a la firmeza del
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pericarpio sin piel (pulpa), que estima la resistencia a la penetracién del conjunto de tejidos
que constituyen el pericarpio sin piel. Asi, caracteres como firmeza y dureza, sumados a la
forma de deshidratacion, podrian considerarse importantes para caracterizar la calidad
comercial de los frutos. Los tomates para consumo fresco en las estaciones cdlidas se
cosechan en estado “verde maduro” para prevenir el dafio poscosecha. La maduracion fuera
de la planta reduce la calidad esperada por los consumidores, por lo que cultivares con mayor
vida en estanteria del fruto permitirian la cosecha en un estado mas maduro y satisfacer en

mayor medida los requerimientos de los consumidores.

La maduracioén del frutos esta asociada a la accién del etileno y en los Ultimos afios se
aport6 conocimiento sobre los mecanismos basicos de la sintesis de etileno, como asi también
de elementos reguladores (factores de transcripcion, receptores, promotores) que operan
mediados por esta hormona en la regulacion de la maduracién del fruto (Seymour et al., 2013).
En el proceso de la biosintesis de etileno, S-adenosilmetionina (SAM) se transforma en acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por la accion de ACC sintetasa (ACS) y luego el
ACC es convertido en etileno por ACC oxidasa (ACO). En el genoma del tomate se han
descripto doce genes ACS vy siete ACO siendo algunos de ellos los que intervienen en la
produccién de etileno durante la maduracion del fruto (Klee y Giovannoni, 2011). El etileno
actla iniciando y coordinado los cambios asociados a la maduracién del fruto (Alexander y
Grierson, 2002), es por esto que algunas estrategias de mejoramiento genético para prolongar
la vida en estanteria buscan afectar la expresién de genes que codifican receptores de etileno
(Liu et al., 2015).

Se han descripto siete genes receptores de etileno en tomate y tres de ellos se
expresan durante la maduracién del fruto (LeETR4, LeETR6 y NR) (Hackett et al., 2000; Klee
y Giovannoni, 2011). También se identificaron en el genoma reguladores negativos (proteinas
kinasas) de la respuesta a etileno codificada por los genes CTR: LeCTR1, LeCTR3y LeCTR4
(Adams-Phillips et al, 2004). Ademas, se han descrito cinco genes pertenecientes a familias
de genes ERF: factores de respuesta a etileno (Dal Cin et al., 2009). A su vez, se reportaron
otros tantos genes que actlan junto a los anteriormente mencionados involucrados a la
regulacion génica ejercida por etileno como los genes MADS-box como ARLEQUIN/TOMATO
AGAMOUS-LIKE1 (TAGL1), implicados en el desarrollo del fruto. Giménez et al. (2015)
indicaron que TAGL1 afecta al desarrollo de la cuticula, afectando tanto su grosor y rigidez,
como el contenido de sus componentes (cutina, ceras, polisacaridos y compuestos fendlicos).
Este hallazgo indicaria el hecho que las formas de deshidratacion y la consistencia se vinculan

con la vida en estanteria.

15



Introduccion

En cuanto a lineas mutantes de tomate larga vida se destacan: Nr (never rape) que es
dominante y sus frutos no maduran aun expuestos al etileno, Cnr (colourless nonripening)
también dominante, rin (ripening inhibitor) que es un alelo recesivo y nor (non ripening) junto
a alcobaga (alc) que es alelo de nor (Casals et al., 2012). Estos loci han sido mapeados en
los cromosomas 9, 2, 5y 10 respectivamente (http://solgenomics.net/) y el andlisis de estas
lineas mutantes contribuyen a la comprension de las bases genéticas de los procesos de
maduracién de los frutos (Vrebalov et al.,, 2002). Estas lineas mutantes comparten
caracteristicas como: ausencia de produccion de etileno e incremento de respiracion
climatérica, presentan todos efectos pleiotrépicos que resultan en la reduccion o casi completa
abolicion de la maduracién (Seymour et al., 2002; Rodriguez et al., 2005a). Los estudios de
mutantes de cultivares comerciales como “firm ripening mutant” (frm) y “Delayed Fruit
Deterioration” (DFD) contribuyen al entendimiento de las bases genéticas de la maduracion
de los frutos (Saladié et al., 2007, Casals et al., 2012). Estos mutantes indican que tanto
cambios en la composicion y la arquitectura de la cuticula como en el metabolismo de la pared
son una parte integral y regulada del programa de maduracion. Los andlisis de estos mutantes
contribuyen a explicar como la cuticula afecta al ablandamiento de los frutos de tomate
intactos tanto directamente, al proporcionar un soporte fisico, como indirectamente, al regular

el estado del agua son una parte integral y regulada del programa de maduracion.

Los caracteres dureza y firmeza del fruto también se asocian a la vida en estanteria, y
su caracterizacion en diferentes genotipos es complicada ya que resulta dificil en algunos
casos establecer una correspondencia entre la categorizacion del consumidor y las
mediciones efectuadas con instrumentos (Causse et al., 2002). Estos atributos del fruto estan
asociados a otros caracteres morfolégicos, como el espesor del pericarpio, nimero de léculos
(Verkerke et al., 1998), a caracteristicas cito-histoloégicas como la forma y tamafio de células,
adhesion celular y propiedades de la pared celular (Devaux et al., 2005, Chaib et al., 2007).
Distintas investigaciones indican que enzimas como la poligalacturonasa, la
pectinmetilesterasa, las expansinas, las celulasas, entre otras, que actian en estos tejidos,
explican en parte esta variabilidad en los atributos mencionados (Brummell, 2006; Saladié et
al., 2006). Segun Sato y colaboradores (2012) se registra mas de 50 genes involucrados en

cambios de la estructura de la pared celular durante la maduracién del fruto.

A modo de sintesis es importante destacar que se ha reportado que alrededor de 5000
genes se expresan en el fruto provocando cambios anatomicos, histolégicos vy fisioldgicos
regulados por el ambiente y hormonas vinculados a la maduracién (Giovannoni, 2007,
Omboki, et al., 2015; Pesaresi et al., 2014; Rodriguez et al., 2013a; Saladié et al., 2007). Esta
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cantidad de genes representa mas de un 15% de los 33.000 genes estimados en el genoma

de tomate.

Desde la década del 90 los cultivares “larga vida” se han incorporado al mercado. Las
mutaciones rin y nor son las mas utilizadas por los mejoradores y los hibridos constituyen una
gran parte de la produccion actual de tomates de larga vida. Sin embargo su calidad es
criticada por los consumidores, en particular el color y aroma (Levin y Schaffer, 2013). Una
alternativa para superar estas dificultades es incorporar genes de larga vida en estanteria
provenientes de las especies silvestres de tomate, lo que permite mejorar simultdneamente
otros atributos de calidad (Zorzoli et al. 1998; Hovav et al., 2007; Pereira da Costa et al., 2013;
Rodriguez et al., 2013a). Para ello, es necesario conocer y entender los procesos de
maduracion y la contribucién de factores genéticos y fisioldgicos subyacentes.

El sabor del fruto de tomate es otro caracter complejo que define su calidad. Se
considera que estd determinado en gran parte por la dulzura y la acidez. La dulzura se
relaciona con el contenido de azlcares o contenido en solidos solubles y la acidez, con la
Acidez Titulable y el pH del jugo del fruto (Baldwin et al., 1998; Causse et al,. 2003; Causse
et al., 2004; Georgelis et al., 2004; Hongsoongnern, 2007).

Al inicio de la maduracion del fruto, el almidén almacenado inicia su transformacion
principalmente en glucosa y fructosa, que llegaran a constituir entre el 2 al 4% del peso del
fruto. Los acidos organicos, principalmente malico y citrico, dan la acidez caracteristica del
tomate, haciendo que un fruto maduro indique pH préximo a 4. El balance entre el contenido

de azucares y de acidos definen en gran medida el sabor del fruto (Klee y Giovannoni, 2011).

En cuanto a las bases genéticas del contenido de sélidos solubles, se han informado
dos alelos de origen silvestre responsables de incrementar el contenido de azlUcares. Por un
lado Fridman et al. (2004) indicaron que el alelo LIN5 causa aumento del contenido en sélidos
solubles en el fruto maduro. Este gen fue mapeado en el cromosoma 7 (Levin y Schaffer,
2013) y la diferencia entre los alelos silvestre y cultivado estd dada por una sustitucion de un
nucleétido (Zanor et al., 2009). El otro gen que se indica relacionado al contenido en sélidos
solubles es AGPL1, y se reportd que el alelo proveniente de S. habrochaites incrementa su

contenido (Schaffer, 2000). Este gen se localiza en el cromosoma 1 (Levin y Schaffer, 2013).

Considerando la misma estrategia mencionada para incrementar la vida en estanteria
se ha evaluado también el uso de germoplasma silvestre para mejorar el sabor de los frutos.
Los hibridos obtenidos entre cultivares con algunas especies silvestres manifiestan un sabor
agradable debido al equilibrio en el contenido de azucares y acidos (Bernacchi et al., 1998a;

Georgelis et al., 2006). Si bien el tamafio del fruto y el rendimiento de la cosecha se
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incrementaron sustancialmente con la mejora tradicional, con el contenido de sélidos solubles
no ocurrié lo mismo. Una posible causa seria que loci involucrados en la determinacion de

ambos rasgos estuviesen ligados (Causse et al., 2002; Foolad, 2007).

El color del fruto maduro es muy importante para definir la calidad del fruto. Durante la
maduracion, la pérdida de color verde por la degradacién de la clorofila estd acompafiada de
la sintesis de carotenoides, en especial del licopeno, el carotenoide mas simple y
representativo (75 %y 83 % de los pigmentos del fruto maduro). En la determinacién del color
del fruto de tomate se han identificado numerosos genes y se reconoce una fuerte influencia
ambiental (Causse, 2002; Kabelka et al., 2004). El color rojo caracteristico de los frutos de
tomate se asocia principalmente al licopeno, que entre el 72% y el 92% se encuentra en la
pulpa y la piel, asociado a la presencia de compuestos insolubles (Stinco et al., 2013). Asi,
estos caracteres que definen la calidad del fruto, uno externo y el otro interno estan
relacionados. En los ultimos afios, el estudio del licopeno ha cobrado gran importancia, debido
a la capacidad que tiene para actuar como antioxidante, protegiendo a las células humanas
del estrés oxidativo producido por la accion de radicales libres. Diversos estudios
epidemioldgicos han relacionado la ingesta de licopeno con la prevencién e inhibicion de cierto
tipo de células cancerosas y también en la reduccion de los niveles de colesterol,
disminuyendo asi la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Candelas et al., 2006;
Basu y Imrhan, 2007; Adalid et al., 2010). Atendiendo a estas vinculaciones entre el color,
contenido de licopeno y propiedades nutracéuticas, tanto los consumidores como mejoradores
aumentaron su atencién en el color del fruto (Miura et al., 2012). En cuanto a las bases
genéticas se informé la accién y localizaciéon de algunos genes mayores que contribuyen a
determinar el contenido de licopeno como los genes hp-1y dg localizados en el cromosoma
1 (Yen et al., 1997; Levin et al., 2003), el gen ogc en el cromosoma 6 (Yang et al., 2004) y el
gen Aft en el cromosoma 10 (Sapir et al., 2008). Ademas se han descripto varios QTLs y
genes candidatos que afectan al color del fruto y/o al contenido de licopeno (Liu et al., 2003;
Foolad, 2007).

El licopeno es el carotenoide que mas contribuye a la coloracion, pero no el Unico.
Entre los genes mapeados relacionados con su sintesis se pueden mencionar el gen Psy-1
que interviene en la sintesis de carotenos y que posee alelos que expresan frutos amarillos al
estado maduro y mapeado en el cromosoma 3 (Giovannoni, 2004; Meléndez-Martinez, et al.,
2010) y su expresion no afecta la produccién de etileno ni el ablandamiento del fruto (Fraser
et al.,, 2007). Ronen et al. (2000) reportaron los alelos B, og, y ogc del locus BLcy, en el
cromosoma 6, que codifican variantes de una ciclasa que convierte el licopeno en  caroteno

produciendo frutos naranjas. En el cromosoma 12 se maped un gen, cuyo alelo dominante
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Del causa acumulacion de d-caroteno y por lo tanto da frutos color naranja (Ronen et al.,
1999). También los genes CRTISO en el cromosoma 10 (Isaacson et al., 2002), hp (high
pigment) localizado en el cromosoma 1 (Liu et al., 2003; Bino et al., 2005; Levin et al., 2006,
Galpaz et al., 2008) y Zep en el cromosoma 2 (Ashrafi et al., 2012) afectan la concentracién
de carotenoides en el fruto.

Durante el proceso de mejora se habria efectuado seleccién en contra de altos
contenidos de estos compuestos al favorecer otros caracteres de importancia agronémica
como el peso, color y dureza (Lecomte et al., 2004a; Bartoshuk y Klee, 2013). Sin embargo,
en los Ultimos afios aumento el interés por la incorporacion de antioxidantes en la dieta, debido
a la expansiéon de mercados de alimentos funcionales y nutracéuticos. Esta demanda ha
provocado que tanto organismos de control como de investigacién se centren en la calidad de
la nutricion. El desarrollo de nuevas variedades de cultivos con mayor valor nutritivo se ha

convertido en un objetivo como consecuencia de esta demanda.

Al igual que caracteres de calidad de fruto previamente considerados, el contenido de
compuestos que definen el sabor del fruto, su coloracion y el contenido de licopeno dependen
de la accién de numerosos genes. Se demostré que estos caracteres estan sujetos a fuerte
influencia ambiental y que los distintos materiales presentan efectos de diferentes genes
(Causse et al., 2002; Bai y Lindhout, 2007; Liu et al., 2017). De la misma forma que para los
otros caracteres anteriormente mencionados, se identificaron genotipos, provenientes de
poblaciones con introgresiones silvestres, que aportan variabilidad para el desarrollo de los
programas de mejora genética. Esta situacion se verifica incluso con especies en los que el
fenotipo del fruto no permitiria sospechar ese aporte, como es el caso de la contribucién de
alelos de S. habrochaites que se asociaron al aumento en la intensidad del color rojo, aun
cuando el color de los frutos de esta especie es amarillo-verdoso (Bernacchi et al.,1998a,b;
Kabelka et al., 2004; Stevens et al., 2007).

1.3 Mejoramiento de tomate

La mejora genética del tomate como cultivo destinado a alimentacién, en Europa se
habria iniciado a principios del siglo XVIII y ya a finales del siglo XIX se disponian de
numerosos cultivares con diferentes propositos (Bergougnoux, 2014). A comienzos del siglo
XX algunos organismos gubernamentales, en especial en Estados Unidos iniciaron procesos
de mejoramiento genético sistematicos (Bai y Lindhout, 2007). Por un largo periodo de tiempo
los principales objetivos estuvieron asociados al incremento de la produccién por unidad de

superficie y la resistencia a enfermedades y plagas, tanto si el proposito era para la industria
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como si lo era para el consumo fresco (Robbins et al., 2011, Lin et al., 2014). A partir de la
década de 1970, la mejora se focalizé en la produccién de hibridos Fi, principalmente para
proteger los logros de los obtentores, por los beneficios de la heterosis y la combinacion de
caracteres que puede obtenerse (Saleem et al., 2013). A finales del siglo XX, atributos como
dureza, vida poscosecha se incorporaron como objetivos en los programas de mejora
(Kitagawa et al., 2005, Rodriguez et al., 2006a,b; Pereira da Costa et al., 2013a; Rodriguez et
al., 2010, Osei et al., 2017). En los ultimos afios, el color y el sabor del tomate se incorporaron
como objetivo de los mejoradores, junto a la calidad nutracéutica (Klee y Tieman, 2013), dado
gue los consumidores evidenciaron estas demandas (Georgelis et al., 2004; Cebolla-Cornejo
et al., 2013).

Es importante tener en cuenta que los objetivos de los Programas de Mejora Genética
de tomate varian en funcion de distintos factores y estan orientados a la busqueda de la
resolucién de probleméticas vinculadas al territorio donde se cultivaran las nuevas variedades.
Los caracteres asociados a calidad del fruto son de gran importancia en Programas de Mejora,
y en este sentido, es necesario considerar los diferentes destinos: industrial y mercado fresco,
gue poseen requisitos especificos. Asi, algunos caracteres de importancia para
procesamiento son pH, sélidos totales, sélidos solubles y consistencia, en el caso del mercado
destinado a consumo fresco resultan importantes también otros caracteres que hacen a la
calidad de los frutos, especificos como tamafio, forma, dureza, larga vida, apariencia externa,
textura, gusto, sabor, uniformidad entre otros (Foolad, 2007). Sin embargo, cualesquiera
fueran los objetivos resulta imprescindible disponer de amplia variabilidad genética, es decir
contar con potencial de mejoramiento. Este requisito en los Ultimos afios se ha logrado con la
incorporaciéon de germoplasma silvestre a través de cruzamientos interespecificos (Causse et
al., 2004 Foolad, 2007; Prohens et al., 2017). De esta manera una estrategia utilizada por los
programas de mejoramiento genético actuales es incorporar germoplasma de especies
silvestres emparentadas a los cultivares y recuperar parte de la diversidad que se perdié
durante la domesticacion. Este incremento de variabilidad es util para lograr la mejora genética
tanto en caracteres de calidad de fruto, sanidad, como rendimiento en condiciones de cultivo

Optimas y de estrés.
1.4 Introgresion

La introduccion de genes desde las especies silvestres hacia el tomate cultivado ha
sido, es y probablemente continuara siendo la base genética fundamental para el logro de
cultivares e hibridos con nuevas caracteristicas (Foolad, 2007). Las introgresiones se efectian

normalmente mediante métodos convencionales. El procedimiento se inicia con el
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cruzamiento interespecifico y es seguido de retrocruzas con el parental que actia como
receptor (Warschefsky et al., 2014). En este punto conviene remarcar que los cruzamientos
interespecificos conllevan el desafio de identificar y utilizar los rasgos ventajosos para el
mejoramiento, teniendo en cuenta que gran parte de la variacion genética presente en las
especies silvestres tiene un efecto negativo en la adaptacion de las plantas a los entornos
agricolas (Gur y Zamir, 2004). A medida que se desarrolla el conocimiento y la tecnologia se
producen nuevas herramientas biotecnoldgicas que ofrecen mas posibilidades para los
mejoradores para la introduccién de genes al tomate con mayor efectividad (Diez y Nuez,
2008; Rothan et al., 2018; Zstgon et al., 2018).

Considerando la estrategia de introgresion en los programas de mejora, es necesario
atender la importancia de la compatibilidad en las estructuras de los genomas de las espacies
gue hibridan. Las introgresiones causan reestructuraciones de los genomas, cambios en su
tamafio por inserciones y/o deleciones. Ademas, pueden suceder cambios epigenéticos,
causados en algunos casos por cambios en los patrones de metilacion, provocando
alteraciones en la expresion génica. Estas reestructuraciones genémicas originan nuevos
genotipos y probablemente nuevos fenotipos, ya sea por la presencia de caracteres
particulares, cualitativos, o en el caso de caracteres cuantitativos, originando fenémenos de

segregacion transgresiva (Baack y Rieseberg, 2007; Warschefsky et al, 2014).

Respecto a los efectos del uso de la estrategia de introgresién en programas de mejora
de tomate, existen reportes sobre la obtencién de fenotipos mejorados, no predecibles a partir
del fenotipo de los parentales (DeVicente y Tanksley, 1993, Bernacchi et al., 1998a,b; Brewer
et al., 2007). Los primeros programas de mejora de tomate que utilizaron la introgresion como
estrategia de mejora lograron avances respecto a resistencias a pestes y enfermedades,
tolerancia a estrés abiodtico (Scott et al., 1996; Bernacchi, 1998b; Haanstra et al., 1999; Hanson
et al., 2000; Labate y Robertson, 2012). Posteriormente a la aplicacion de estrategias de
introgresiones en programas de mejora con objetivos de resistencias y tolerancias se inici6 su
uso en la busqueda de mejora en caracteres de calidad del fruto en tomate. En estos procesos
se utilizaron cruzamientos especialmente con S. pimpinellifolium y S. pennelli (Monforte et al,
2001; Barrantes et al., 2016; Prohens et al., 2019). Mientras que el analisis de introgresiones
de Solanum habrochaites indican que permite lograr resistencia a mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum West. (Lucatti et al., 2010), a moho gris Botrytis cinerea Pers. (Finkers et al.,
2007) y a tizon tardio Phytophthora infestans Mont. (Haggard et al, 2013). Respecto a
consideraciones generales del uso del genoma de S. habrochaites en programas de mejora,
se destaca que es una de las especies préximas al tomate con mayor variabilidad genética

(Bai y Lindhout, 2007). En esta especie el 43 % de las variaciones de SNP (polimorfismos de
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nucleétidos simples o Single Nucleotide Polymorphism) respecto a S. lycopersicum se
relacionan con regiones de codificacién génica (Sahu y Chattopadhyay, 2017). Aunque esta
especie posee frutos verdes, pequefios, con pilosidad y que no son comestibles, se reportd
que la accion de sus genes en germoplasma cultivado causa mejora en algunos caracteres
de calidad de fruto (Bernacchi, 1998b; Monforte y Tanksley, 2000a, Kabelka et al., 2004 ).

1.5 La utilizacion de los marcadores moleculares en los programas de Mejoramiento

genético de tomate

El tomate y las especies emparentadas presentan una constitucion genética
estructurada en un nimero basico de 12 cromosomas. El tamafio fisico del genoma diploide
de S. lycopersicum es de aproximadamente 900 Mpb, de los cuales se han ensamblado 785
Mpb (SL4.0) en 12 grupos de ligamiento, que corresponden a los 12 cromosomas y 9,6 Mpb
en un cromosoma virtual (cromosoma 0) con las secuencias que no han podido ser ancladas

en ninguno de los cromosomas (Sato et al., 2012, Hosmani et al., 2019).

El genoma de las especies silvestres se conoce menos, aunque los datos indican que
presentan menor tamafo, por ejemplo, en S. habrochaites es de 760 Mpb. Muchas de las
caracteristicas que definen al tomate cultivado han surgido como consecuencia del aumento
del tamafio del genoma y la adquisicion de nuevas funciones de genes duplicados (Ichihashi
y Sinha, 2014; Sato y Tabata, 2016).

En cuanto a la idea de marcador genético, se considera que es un caracter
(morfolégico, fisiolégico o molecular) polimdrfico, es decir que presenta multiples formas de
expresion y con patron de herencia mendeliana (Foolad, 2007). El empleo de marcadores
genéticos permite tanto sefialar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o para marcar

otro locus proximo (ligado) que controla el caracter de intereés.

La caracterizacion agronémica y la informacién de marcadores genéticos proveen un
soporte importante a los programas de mejora. Los marcadores genéticos se emplean en
diferentes fases de la mejora de las plantas. En premejora, los marcadores genéticos se han
utilizado y utilizan principalmente en estudios de conservacion y manejo de los recursos
genéticos, conocimiento y uso del sistema reproductivo, caracterizacion y pureza de cultivares
para emplearlos como progenitores. En la mejora la utilizacion de informacion proveniente de
marcadores genéticos se aplico y aplica a la seleccién de progenitores y monitoreo en los
hibridos, seleccion asistida para caracteres cualitativos y cuantitativos, introgresion de genes

desde especies silvestres (Masuelli, 1999; Hospital, 2008; Foolad y Panthee, 2012).
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En el tomate se han descripto mas de 1300 caracteres morfoldgicos, fisiolégicos y de
resistencia a enfermedades, de los cuales menos de 400 han sido mapeados (Foolad, 2007,
Tanksley, 1993; Diez y Nuez, 2008). El uso de esta clase de marcadores genéticos presenta
dificultades debido a las relaciones de dominancia completa, interacciones epistéaticas, efectos
pleiotrépicos, penetrancia incompleta y expresividad variable. En tomate, la identificacion y
mapeo de caracteres simples, incluyendo aspectos morfolégicos, fisioldgicos y de resistencias
a enfermedades, comenzd a principio del siglo XX (Jones 1917, MacArthur 1934 en Asprelli,
2011). A partir de las décadas de 1970 y 1980, se incorpord el uso de isoenzimas como
marcadores. Esta situacién permitié no sélo un incremento en la cantidad de marcadores, sino
que sumd ventajas como que son selectivamente neutros, presentan poca influencia
ambiental en su expresion y que existe codominancia. Algunos de estos marcadores han sido

empleados con éxito asociados a algunos caracteres de interés (Alvarez Gil, 2011).

El desarrollo de marcadores de acidos nucleicos se inicié en 1980 y el fundamento de
su andlisis es la posibilidad de detectar variaciones en secuencias de nucle6tidos. Entre sus
ventajas se destacan que permiten discriminar diferencias entre individuos debido a la
cantidad de variabilidad presente y permiten asignar alta densidad de marcas en todos los
cromosomas. Existen distintas técnicas que detectan esas variaciones o polimorfismos, dando
lugar a diversos tipos de marcadores moleculares. El uso de marcadores moleculares para
identificar genes de efecto cuantitativo o que controlan caracteres complejos en tomate
comenzo en la década de 1980 (Tanksley y Rick, 1980; Weller et al.,1988).

Considerando la disposicion lineal de los marcadores moleculares en cada molécula
de ADN es posible describir grupos de ligamiento, en los que la distancia que separa a cada
par de marcadores depende de la tasa de recombinacién entre ellos. La construccién de
mapas de ligamiento o genéticos con marcadores moleculares se basa en este principio. Estos
mapas genéticos pueden utilizarse para posibilitar la diseccion de los rasgos complejos,
contribuyendo al conocimiento de los loci principales involucrados en el control de una
caracteristica cuantitativa (QTLS), su localizacion cromosémica, la estimacion de la magnitud
de sus efectos y su relacion con el ambiente (Collard et al, 2005; Doerge, 2002, Sehgal et al.,
2016). Muchos de los caracteres de interés agronémico o comercial, como los que determinan
el rendimiento o la calidad del fruto, son complejos y presentan variacion continua, herencia

poligénica y frecuentemente interaccion con el ambiente.

En premejora los marcadores moleculares resultan Utiles para la estimacion del aporte
genético de los genotipos progenitores y la localizacibn de las porciones de genoma
introgresadas (Frisch y Melchinger, 2006; Menda et al., 2014; Prohens et al., 2017). En los
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ultimos afios se ha ampliado su uso tanto para controlar como para facilitar la transferencia
de genes intra e interespecificos minimizando el arrastre por ligamiento, lo que mejora las
perspectivas de éxito y permite acelerar el proceso de seleccién (Collard et al., 2005; Sacco
et al., 2013).

A pesar de que el genoma de tomate es considerado uno de los mas investigados
entre las especies vegetales con una gran cantidad de marcadores moleculares (Aguilera et
al., 2011; Tikunov et al, 2003), es aun posible y hasta necesario continuar en la profundizacion
del analisis de marcadores con alto grado de polimorfismo como microsatélites. Este particular
grupo de marcadores moleculares, SSR (Simple Sequence Repeats), son también conocidos
como repeticiones cortas en tandem (Short Tandem Repeats, STR) o polimorfismos de
longitud de secuencia simple (Simple Sequence Lenght Polimorphism, SSLP). Estos
marcadores se caracterizan en ser motivos repetidos en tandem de 1-6 pb (Kalia et al., 2011).
Estas repeticiones pueden ser en perfecta repeticion en tdndem o como repeticiones
imperfectas, es decir interrumpidas por otro tipo de repeticién. Estos motivos repetidos estan
flanqueados por secuencias de copia Unica, que proporcionan un punto de apoyo para la
amplificacion especifica a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase
Chain Reaction, PCR). Los SSR se han utilizado y se utilizan por su alto grado de
polimorfismo, codominancia, alta reproducibilidad, simplicidad técnica, bajo costo, pequefias
cantidades de ADN requerido y alto poder de resolucion. Estas propiedades los convierten en
ideales para el analisis de la diversidad genética y la caracterizacion de variedades (Alvarez
et al., 2001; Bredemeijer et al., 2002) y el mapeo de QTLs (Parmar et al., 2010; Kimbara et
al., 2018; Zhou et al., 2016).

En los ultimos afios se ha reconsiderado la idea de que los SSR son neutros. Esta
situacion se fundamenta en que al menos parte de ellos pueden estar localizados en genes
funcionalmente importantes para la transcripcion, la traduccion, la organizacion de la
cromatina, la recombinacion, la replicacion de ADN, la reparacion del ADN, el ciclo celular,
etc. De esta manera la seleccion natural podria actuar sobre estas expansiones o
compresiones aleatorias de la longitud de SSR en las regiones genémicas correspondientes
(Ellegren, 2004; Schliétterer y Harr, 2004).

Desde su descubrimiento en la década de 1980, los microsatélites son muy
empleados, utilizando enfoques de genotipado. Dado que se desarrollaron a partir de
secuencias conocidas, es posible predecir su distribucién en el genoma; las secuencias de
los cebadores; los tamarios de los alelos cultivados y silvestres; y la localizacion cromosoémica

y la distancia fisica y genética en los mapas de referencia (http://www.solgenomics.net).

24



Introduccion

Numerosas evidencias sugieren que la distribucién genémica de los SSR no es aleatoria en
las regiones de codificacién y no codificacién (Li et al, 2004). Se localizan preferentemente en
regiones centroméricas, aunque también se reportaron, con alto grado de variabilidad en
secuencias blanco expresadas (Feingold et al., 2005; Shirasawa et al., 2010; Zhou et al.,
2015). Los SSR derivados de secuencias transcriptas (EST - SSR) que tendrian cierta
importancia funcional, se distribuyen mas aleatoriamente en los cromosomas (Shirasawa et
al., 2010). Estos marcadores EST - SSR serian mas adecuados para estudiar las asociaciones

marcador-caracter (Feingold et al., 2005).

El genoma del tomate ha sido caracterizado por una amplia gama de marcadores de
ADN (Frary et al., 2005). El primer mapa de ligamiento genético de alta densidad en tomate
fue publicado por Tanksley et al. (1992) que analizaron una F, proveniente de un cruzamiento
interespecifico entre el cultivar VF36-Tm2a y la accesion LA716 de S. pennellii, utilizando
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Posteriormente, nuevos
tipos de marcadores se han desarrollado, lo que permitié6 que gran cantidad de mapas de
ligamiento genético hayan sido publicados utilizando diferentes poblaciones de mapeo e
incrementando notablemente la densidad de marcadores (Saliba-Colombani et al., 2000;
Gonzalo y van Der Knaap, 2008; Sim et al., 2011). Durante las Ultimas décadas, se han
publicado varios mapas genéticos del tomate, con un total de mas de 2.000 loci detectados
por RFLP, AFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados), CAPS (secuencia
polimérfica amplificada escindida) y SSR basados en la cartografia de poblaciones derivadas

de cruces entre el tomate y especies silvestres relacionadas (Shirasawa et al., 2010).

Estudios sobre variabilidad genética con marcadores moleculares en las especies
silvestres indican que son fuente potencial para mejorar el sabor y la nutricion del tomate
cultivado (Fernie et al., 2006; Klee y Tieman, 2013). A partir del andlisis de la secuencia del
genoma de Solanum pennellii y de ILs derivadas de cruzamientos interespecificos se han
detectado QTLs asociados a la calidad de la fruta, incluyendo el contenido de sélidos solubles,
las emisiones volatiles, la biosintesis de pigmentos, asi como los metabolitos

primarios/secundarios (Chitwood et al., 2013; Bolger et al.,2014; Liu et al., 2016).
1.6 Localizacién de QTLs

La mejora de caracteres que definen la calidad del fruto es uno de los objetivos
actuales de los programas de mejora de tomate. Una de las estrategias empleadas para lograr
estos objetivos se basa, en parte, en incrementar la amplitud de la base genética de materiales

cultivados mediante la introgresion de genes de tomates silvestres. Luego de localizados los
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QTLs, es posible la implementacion de diferentes estrategias, como la mejora asistida por
marcadores o el aislamiento de genes especificos y su incorporaciéon en un fondo genético

seleccionado, con la aplicacion de diferentes herramientas biotecnolégicas.

En la década de 1980 se efectuaron los primeros estudios con poblaciones F. o
retrocruzas para identificar QTLs en tomate. En esos trabajos se identificaron asociaciones
entre marcadores moleculares y caracteres vegetativos (longitud de entrenudos, nimero de
nodos, tamafio y altura de la planta, entre otros), peso de frutos y semillas, nimero de flores,
tolerancia al frio, entre otros (Foolad, 2007). Aunque existen numerosas publicaciones que
reportan QTLs para componentes que determinan la calidad de fruto en el tomate (Lecomte
et al., 2004a; Yang et al., 2004; Pereira da Costa et al., 2013; Barrantes et al., 2016; Kimbara
et al., 2018; Di Giacomo et al., 2020, Mata-Nicolas et al., 2020), es importante el mapeo de
estos loci se efectle en los materiales de cada programa de mejora.

A partir del andlisis de la informacién obtenida en las evaluaciones fenotipicas y del
genotipado es posible estimar la accion de los loci, las posibles interacciones y efectos
simultdneos sobre otros caracteres, como la epistasis, la pleiotropia y ligamiento El uso de
marcadores genéticos para poder localizar los QTLs fue propuesto en 1961 por Thoday y su
implementacién se alcanzé con el desarrollo y localizacién de los marcadores moleculares en
mapas genéticos, casi dos décadas mas tarde (Paterson, 1995). El fundamento de este
analisis es que el gen o elemento regulador que explican parte de la expresion del caracter y
el locus marcador se localizan a corta distancia, en desequilibrio de ligamiento (DL). Ademas,
en el anadlisis se considera que los valores de las medias del caracter analizado seran
significativamente diferentes entre los distintos genotipos del locus marcador. Los QTLs de
efectos pequefios son dificiles de detectar y también se debe considerar que si dos QTLs
estan estrechamente ligados al existir alta probabilidad de que segreguen juntos pueden
confundirse con uno solo, o hasta pueden no detectarse si estan en repulsion los alelos que
producen el mismo efecto (Falconer y Mackay, 1996). Asi es posible plantear que en los
analisis ocurre una subestimacion del ndmero de QTLs detectados por ligamiento con
marcadores. Atendiendo a lo mencionado previamente, el concepto de QTL se ajusta a laidea
de que es una regién cromosémica que contiene uno o mas factores causales de la variaciéon
para un caracter cuantitativo. Los loci que determinan caracteres cuantitativos ajustan a los
principios de segregacion mendeliana y las diferencias en la expresion génica de los alelos
gue lleva a alteraciones en la funcién de los productos de la expresion génica pueden generar

diferencias fenotipicas entre individuos (Suresh et al., 2014).
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El tomate es una de las primeras especies vegetales en las que los investigadores han
comenzado a mapear rasgos QTLs de importancia agronémica utilizando marcadores
moleculares (Cagas et al., 2008). Se publicaron numerosos trabajos que informan QTLs para
componentes de la calidad de frutos utilizando lineas con introgresiones de germoplasma
silvestre (Chen et al., 1999; Monforte et al., 2000b; Bouchez et al., 2002; Lecomte et al., 2004a,;
Chaim et al., 2006; Mathieu et al., 2009; Sun et al., 2012; Rodriguez et al., 2013b; Liu et al.,
2016; Pereira da Costa et al., 2016; Celik et al., 2017; Rambla et al., 2017; Di Giacomo et al.,
2020). Se destaca que QTLs que controlan un mismo carécter varian tanto en cantidad como
en localizacién en diferentes materiales. Ante esta evidencia, el hallazgo y caracterizacion de
marcadores asociados a calidad de fruto debe realizarse sobre la base de los materiales a
usarse en cada programa de mejora. Entonces, es recomendable cuando sea posible, la
elaboracion del mapa para cada tipo de cruzamiento particular. El andlisis de poblaciones
segregantes con regiones gendmicas derivadas del germoplasma silvestre ha demostrado el
potencial de mejorar distintos caracteres ( Lin et al.,2010; Gur y Zamir, 2015).

El mapeo de QTLs con marcadores moleculares como SSR proporcionan informacion
no solo de las posibles regiones cromosémicas que controlan caracteres complejos, sino
también brinda informacién sobre los efectos de cada region gendémica sobre la variabilidad
del caracter. Si bien numerosos estudios han detectado QTLs asociados con diferentes rasgos
de interés agronémico y de calidad de fruto en tomate (Grandillo y Tanksley, 1996; Bernacchi
et al., 1998a, b, Haanstra et al., 1999; Page et al., 2008; Chapman et al., 2012; Rambla et al.,
2017) muchas caracteristicas importantes no estan segregando en las poblaciones mapeadas
y muchos de los marcadores no son polimérficos en otras poblaciones de tomate. Ademas,
se ha demostrado que diversas fuentes de variacién, tales como las condiciones ambientales,
la estructura de la poblacion y el fondo genético podrian influenciar la expresion de los QTLs
(Chaib et al., 2007), por lo que los estudios en poblaciones con introgresiones de especies
silvestres contribuyen al conocimiento de las bases genéticas de los caracteres de interés y

constituyen un aporte significativo para el mejoramiento de la especie.

El incremento de informacion sobre la relaciébn entre marcadores moleculares y
caracteres, en los ultimos afios, aport6 al entendimiento del control molecular de la calidad
del fruto. Esta informacion puso en evidencia la complejidad del control de caracteres
individuales de calidad del fruto en tomate, en parte debido a la interaccion entre ellos, por
ejemplo como el tamario, la forma, la dureza o el contenido de azlcar y acido (Fernie et al.,
2011; Chapman et al., 2012). La complejidad del analisis es aun mayor al tener en cuenta que
se ha reportado en la determinacion del diametro, altura y peso de los frutos en las

poblaciones F; reciprocas existiria interaccion diferencial entre el genotipo utilizado como
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progenitor femenino y la expresion del gen fw2.2 que se expresa en tejidos de origen materno
(Cambiaso, 2017).

En tomate, se han mapeado decenas de QTLs que afectan al tamafio y peso del fruto
(Grandillo et al., 1999; Cong et al, 2002; Chaim et al., 2006; Lippman et al., 2007; Bertin et al.,
2009; Mu et al., 2017). Lo mismo ocurrié para QTLs que controlan el contenido en sélidos
solubles (Fridman et al., 2000; Stevens et al., 2007; Bermudez et al., 2008; Gur y Zamir, 2015),
y para QTLs que intervienen en la determinacion de color y de contenido de licopeno
(Bernacchi, 1998 a, b; Causse et al., 2002; Causse et al., 2007; Ashrafi et al., 2009; Sun et
al., 2012; Barrantes et al., 2016; Kimbara et al., 2018). Ademas, se informaron genes que
presentan un efecto importante en relacién con otros QTLs que se identificaron intervienen en
la determinacion del mismo caracter. Asi pueden mencionarse a manera de ejemplo que los
genes SUN, OVATE, LC, y FAS controlan tamafio y la forma de fruto (Rodriguez et al., 2011b),
el fw2.2, que participa en la regulacion del tamafio del fruto (Nesbitt y Tanksley, 2001; Cong
et al.,2002) y el gen Lin5 controla el contenido de sélidos solubles en el fruto (Fridman et al.,
2001).

Con respecto a la deteccion, descripcion y uso de genes relacionados a la vida en
estanteria, se analizaron varios mutantes de maduracién espontanea en el tomate, como rin
(ripening inhibitor) inhibidor de la maduracion, nor (non ripening) no maduracion y alc alcobacga
(Giovannoni, 2004). Estos genes presentan efectos pleiotrépicos, afectando otros caracteres
vinculados a la maduracion como el sabor, el color y la textura. La accién de estos alelos
produce tomates de menor calidad respecto a color y sabor, lo que causa que su uso en los
programas de mejora sea debatido. Atendiendo a esta situacion, distintos programas de
mejora trabajan en la generacion de poblaciones segregantes con introgresiones silvestres y
el mapeo de QTLs que afectan la vida en estanteria. En la busqueda de genes que prolonguen
la vida en estanteria con menores efectos sobre otros aspectos de la calidad del fruto que los
mencionados previamente. En estos analisis de la accién de distintos genes y sus alelos sobre
caracteres de calidad a los frutos, como la vida en estanteria, se ha observado que es posible
incorporarlos desde germoplasma de especies silvestres que incluso presentan frutos verdes,
como es el caso de S. habrochaites. Para vida en estanteria se detectaron QTLs en
poblaciones segregantes provenientes de cruzamientos interespecificos (Pereira da Costa et
al., 2013; Celik et al., 2017; Cambiaso 2017, Di Giacomo et al., 2020; Caruso, 2021).
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1.7 Antecedentes de estudios de genoma de tomate aplicados a la mejora en Argentina

El grupo de investigacion de la Catedra de Genética de la FCA — UNR ha realizado
cruzamientos entre genotipos silvestres y cultivados de tomate en la busqueda de obtener
genotipos con larga vida en estanteria y mejora en otros caracteres de calidad de fruto. A
partir del cruzamiento entre el cultivar Caimanta de S. lycopersicum L. y S. pimpinellifolium L.
accesion LA722 se efectud seleccion divergente — antagdnica para peso y vida en estanteria
de los frutos. Como resultado de este proceso obtuvieron RILs discrepantes para ambos
caracteres y otros atributos que hacen a la calidad de los frutos (Rodriguez et al, 2006a;
Rodriguez et al., 2006b). Este material obtenido fue analizado tanto fenotipica como
molecularmente y se encontrdé amplia variabilidad en ambos tipos de andlisis (Pratta et al.,
2011a,b). El programa avanz6 con la aplicacion de método de retrocruzas asistidas por
marcadores para introgresar genes silvestres de la accesion LA722 hacia el cultivar argentino
Caimanta. Este procedimiento llevd a la obtencion de lineas casi isogénicas (NIL, Near
Isogenics Lines) con mejor comportamiento para caracteres de interés agrondmico. Distintos
analisis efectuados en estas lineas evidenciaron diferentes asociaciones entre los caracteres
de calidad de fruto evaluados y los marcadores de ADN (AFLP y SSR) utilizados en la
caracterizaciéon molecular (Pratta et al., 2011a,b; Rodriguez et al., 2013b; Pereira da Costa et
al., 2016). Posteriormente se construyeron mapas de ligamiento y evaluaron asociaciones con
poblaciones F, derivadas de cruzamientos reciprocos entre el cultivar Caimanta LA722. A
partir de este analisis se evidencié que QTLs detectados fueron exclusivos de cada poblacion
y también se confirmé la presencia de efectos reciprocos tanto a nivel fenotipico como
molecular en la determinacion de caracteres cuantitativos de interés agronémico (Cambiaso,
2017).

Como resulta evidente, existe mucha informacion disponible del aporte genético de
diferentes loci a la calidad de fruto. Sin embargo, alcanzar con rapidez y éxito objetivos de
mejora de calidad y en particular en referencia a caracteres asociados a propiedades

organolépticas y nutracéuticas del tomate sigue presentando dificultad.
1.8 Resultados previos del Grupo de Trabajo

En los dltimos 30 afios se evidencié una importancia creciente en el cultivo de tomate
en Salta, lo que explica en 1998 el surgimiento de un Programa de Mejora Genética de Tomate
en la Universidad Nacional de Salta. Este se inici6 con la evaluacion de germoplasma de
diversos origenes, a fin de detectar los de mayor interés y mejor compatibilidad para utilizarlos

como parentales para obtencién de lineas resistentes a plagas. El Programa se baso6 en

29



Introduccion

principio en que las especies silvestres de Solanum de cercano parentesco y con
cruzamientos fértiles con el tomate cultivado, son recursos genéticos valiosos para el
desarrollo de nuevos cultivares (Grandillo y Tanksley, 1996; Bernacchi et al., 1998a; Zorzoli
et al., 2000). Luego de analizar resultados de distintos cruzamientos se selecciond, para
continuar el plan de mejora, descendientes de cruzamientos efectuados entre el cultivar Uco
Plata INTA de S. lycopersicum y la linea FCN 3-5 selecta de la entrada Pl 134417 de Solanum
habrochaites. Se obtuvieron lineas caracterizadas por su elevado nivel de resistencia a la
polilla (Tuta absoluta Meyrick) y mosca blanca (Trialeurodes sp) (Gilardén et al., 1998; Gray
et al.,1999; Gilardén et al., 2002; Gilardon et al., 2004a). En esos afos, la posibilidad de
incorporar germoplasma silvestre en procesos de mejora para caracteres de calidad del fruto
fue reportada por investigadores nacionales y de otros paises (Zorzoli et al., 2000; Galiana-
Balaguer et al., 2006, Schauer 2006; Rodriguez et al., 2006a; Foolad, 2007; Pratta et al. 2011).

En el desarrollo del Programa de Mejora de tomate de la UNSa se realizaron diferentes
evaluaciones que prueban los aportes de la especie silvestre, constituyéndose en una valiosa
fuente de genes de interés y caracteristicas deseables de importancia agricola y biologica
(Gilarddn et al., 2004b; Gilarddn et al., 2007; Broglia et al., 2010a; Lucatti et al., 2010). En las
lineas Fg y F1o derivadas del cruzamiento interespecifico inicial entre Solanum lycopersicum
L. (cv Uco Plata INTA) y S. habrochaites S. Knapp and D.M Spooner (ver Anexo 1) se
detectaron genotipos cuyos frutos no sufren el proceso de ablandamiento habitual, alargando
su vida comercial y que mantienen caracteristicas comerciales en cuanto a produccién de
pigmentos carotenoides, sélidos solubles y aroma (Broglia et al., 2011a; Broglia et al., 2014;
Caruso, et al., 2016; Broglia et al., 2017). Entre estas se hallaba la linea de premejora FCN
93-6-2.

La linea de premejora FCN 93-6-2 presenta frutos con mayor vida en estanteria, alto
contenido de solidos solubles, color rojo intenso y frutos que varian entre 30 a 50 g (Broglia
et al., 2011b Broglia et al., 2017) y ademas ha incorporado resistencia a Tuta absoluta Meyr
y a Tetranychus urticae Koch (Gilardén et al., 2002; Gilardon et al., 2004b) y a mosca blanca
(Lucatti et al., 2010). Disponiendo de este material y considerando que en Argentina el
principal destino de la produccién de tomate es para consumo en fresco (Angelelli et al., 2020),
gue el fruto de tomate es altamente perecedero, cualquier intento de prolongar su vida en
estanteria favorece la comercializacion y disminuye las pérdidas poscosecha estimadas en
aproximadamente el 50 % de lo producido en paises en desarrollo (Meli et al., 2010,
Rodriguez et al., 2013a). Por esto, se propuso efectuar mas evaluaciones y continuar el
programa de mejora, esta vez orientado a caracteres de calidad de fruto. Para ello se

evaluaron cruzamientos con lineas que pudieran aportar tamafio al fruto, conservando otros
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atributos de calidad. Entonces se efectuaron, en primer lugar, evaluaciones locales de
rendimiento y resistencia en lineas aportadas por el Programa de Mejora de INTA La Consulta.
A partir de los genotipos evaluados se selecciond la linea LC 330-33-05 (LC 138) como un

potencial progenitor para efectuar cruzamientos con.

Considerando el origen de FCN 93-6-2 (hibridacion seguida de retrocruzas recurrentes
y posterior autofecundacion) se esperaria que posea un alto porcentaje genético del parental
cultivado: Uco Plata INTA, con regiones de introgresion silvestre. El cruzamiento entre FCN
93-6-2 x LC 138 y las caracterizaciones fenotipicas y genotipicas de Fiy F, derivadas
permitiria efectuar un aporte para estudiar aspectos hereditarios de estos caracteres
cuantitativos. Se esperaria detectar en la descendencia nuevas combinaciones y esta

situacion ofrece la posibilidad de detectar marcadores moleculares.

La complejidad en el proceso de obtencion de la linea de premejora FCN 93-6-2 (ver
Anexo 1) impide predecir el porcentaje de genoma de silvestre incorporado; entonces, el uso
de marcadores moleculares de localizacion genémica conocida puede contribuir a la deteccién

y delimitacion de las introgresiones.

La informacion molecular sobre FCN 93-6-2 en particular y la F>, pueden proveer importante
informacién y fundamentos para la continuidad del programa de mejora. El analisis de esta
tesis representa una oportunidad de evaluar algunos caracteres de interés y localizar los QTLs
responsables de modificar caracteristicas de calidad del fruto. A partir del mapeo y deteccion
de QTLs, la informacién de marcadores genéticos asociados a los caracteres podra utilizarse
como criterio indirecto de seleccion, facilitando la transferencia de genes con la ayuda de
nuevos marcadores mas especificos y reduciendo el arrastre por ligamiento. La localizacion
de QTLs permitird mejorar las perspectivas de éxito de la selecciéon (Young y Tanksley, 1989)
e incorporacion de caracteristicas a partir de lineas premejoradas (Collard et al., 2005; Sacco
et al., 2013). La utilizaciébn de marcadores en un programa de mejoramiento puede aportar
una ventaja muy importante basada en su naturaleza molecular y es que la selecciéon se

independiza del fenotipo y el ambiente.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

A partir del cruzamiento entre la linea de premejora FCN 93-6-2, portadora de genes
silvestres de la especie Solanum habrochaites, y la linea comercial LC 138, ocurren nuevas
combinaciones génicas que mejoran el comportamiento de los genotipos para caracteres

relacionados a la calidad de los frutos en tomate.

La asociacion entre la segregacion de los marcadores moleculares y los caracteres de
interés agrondmico en la generacién F, de este cruzamiento permite la deteccion de nuevos

QTLs para caracteres de calidad de frutos y vida en estanteria.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipica y genotipicamente la generacion F., proveniente de un
cruzamiento entre la linea de premejora FCN 93-6-2 y la linea comercial LC 138 para
encontrar nuevas combinaciones genéticas que mejoren la calidad del fruto y para explorar

las bases genéticas subyacentes.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipicamente la linea de premejora FCN 93-6-2 obtenida por el grupo
de mejora de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Salta y

la linea comercial LC 138, obtenida en INTA La Consulta (Mendoza).

Evaluar fenotipicamente para caracteres de calidad de fruto y vida en estanteria la

poblacion segregante F, obtenida a partir del cruzamiento entre estas lineas.
Analizar modos de herencia de los caracteres de calidad de fruto y vida en estanteria

Estimar el grado de introgresion del genoma de Solanum habrochaites en la linea de
premejora FCN 93-6-2 y delimitar las regiones cromosomicas provenientes de la
especie silvestre.

Detectar polimorfismos moleculares entre ambos genotipos parentales a partir de la
utilizacién de marcadores moleculares de ADN.

Evaluar por medio de marcadores moleculares la poblacion segregante F» e identificar

QTLs para caracteres de calidad de fruto.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA Y ANALISIS GENETICO EN LINEAS
PROGENITORAS, F1 Y F. DE CARACTERES RELACIONADOS CON CALIDAD DE
FRUTOS

2.1.1 Material vegetal

La linea FCN 93-6-2, fue obtenida en la Universidad Nacional de Salta (en proceso de
inscripcion en el INASE) proveniente de la Fio del cruzamiento interespecifico entre Solanum
lycopersicum L. (cv Uco Plata INTA) y S. habrochaites S. Knapp and D.M Spooner (FCN 3-5
seleccionada de la accesion silvestre Pl 134417). S. habrochaites presenta frutos muy
pubescentes, lisos y sin hombros, de consistencia dura, asi como estilos exertos,
inflorescencias dobles y un gran nimero de flores/racimo. La linea FCN 93-6-2 se caracteriza
por presentar resistencia a polilla del tomate, frutos pequefos, de color rojo intenso y con

mayor vida en estanteria que Uco Plata INTA (Broglia y Martin Montiel, 2010).

La linea progenitora LC 138 presenta frutos tipo platense de color naranja, con peso
medio de 120 g, con crecimiento semi-determinado. Ademas, es resistente a nematodos de

las raices (gen Mi) y al virus del mosaico del tomate (gen Tm2) (Gilardén et al., 2004).

En este estudio, se obtuvo la F1 (FCN 93-6-2 x LC 138) por medio de cruzamientos
manuales, utilizando la linea introgresada FCN 93-6-2 como hembra y a partir de estos

individuos se obtuvo por autofecundacion la poblacién segregante F» (FCN 93-6-2 x LC 138).

Se realizaron dos ensayos en invernaculo. En el primer ensayo pudieron evaluarse
146 plantas (Ensayo 1) y en el segundo 198 plantas de la generacion F, (FCN 93-6-2 x
LC 138) (Ensayo 2) junto a los genotipos progenitores y la F.

Se utilizaron ademas dos lineas como testigos: Uco Plata INTA y la linea de premejora
FCN 13-1-6-1.

2.1.2 Ensayos en invernaculo

La siembra se realizé en terrinas (bandejas de plastico) utilizando como sustrato una
mezcla de perlita, enlame y mantillo. Las plantulas, cuatro dias previos al trasplante se trataron
con fungicida (Almacigol: Sulfato neutro de oxiquinoleina). Dos dias antes del trasplante
también se redujo el riego. En ambos ensayos las plantas se trasplantaron a los 40 dias de la
siembra a canteros de 0,60 m x 10 m en un invernaculo de la Facultad de Ciencias Naturales

de la Universidad Nacional de Salta. El sustrato de los canteros estaba conformado por un
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40% de arena media, 55 % enlame y 5% de mantillo o sustrato con alto contenido de materia

organica.

El invernaculo, en el que se desarrollaron los ensayos, cuenta con control de
temperatura con calefactor a gas que enciende cuando la temperatura interior alcanza 6°C y
ventiladores extractores y aspersores que se activan cuando se alcanzan los 42°C para

eliminar el aire caliente (Figura 2).

La distancia entre plantas fue de 28 cm. Se suministrd6 una fertilizacion basica
granulada NPK 15:15:15, la aplicacién se efectu6 a unos 20 dias posteriores al trasplante y al
momento en que comenzaron a aparecer las primeras inflorescencias por postura (por planta),
y alejado a 10 cm del tallo. El riego fue por goteo y la periodicidad y duracion de este fue
automatizado de acuerdo con las condiciones ambientales.

Figura 2: Vista de las plantas de tomate ubicadas en los canteros del invernaculo.

Se desarrollaron actividades culturales a demanda, como limpieza del area, aporque,
etc. Se realiz6 tutorado, con ese fin se colocaron postes en los extremos de los canteros y se
extendi6 entre ellos alambres a dos niveles: 1,20 my 1,70 m de altura de la planta. Las plantas
fueron sostenidas con hilos de propileno.

Se efectud poda, ya que las lineas presentan crecimiento indeterminado y semi-
determinado, que consistio en la eliminacion de brotes de crecimiento nuevos, dejando dos o

tres ejes principales.

El control de ataque de polilla de tomate y mosca blanca se efectué al momento en
qgue comenzaron a detectarse, para ello se aplico Emamectina (benzoato) o Acetamiprid.
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Primer Ensayo

El primer ensayo (El), se realizd6 desde fines de 2013 a principio de 2014. Se
dispusieron las plantas en tres canteros. En cada cantero se trasplantaron 50 genotipos F.y
cuatro réplicas de los parentales F1 y los testigos. El ensayo se efectué en un disefio en
bloques al azar. Se consideré a cada cantero un blogue. La localizacién de cada planta fue
sorteada. Al alcanzar la etapa de evaluacion de frutos la supervivencia de plantas fue de un
97,33%, asi en este ensayo se evaluaron: 12 plantas FCN 93-6-2, 11 LC 138, 8 plantas FCN
13-2-6-1, 9 Uco Plata INTA, 11 individuos F1y 146 F.

Segundo Ensayo

El segundo ensayo (E2) se realizé durante el afio 2015/2016. En este ensayo se
evaluaron 198 plantas Fz, 9 plantas FCN 93-6-2, 11 plantas LC 138, 7 F; y de las lineas
testigos se evaluaron 12 plantas FCN13-1-6-1y 10 Uco Plata INTA. Se dispusieron las plantas
en cuatro canteros. En cuanto a F; el ensayo se inicié con el trasplante de 250 plantines, en
tres canteros se trasplantaron 62 F,y en un cuarto cantero se dispusieron 64 individuos F-.
Ademas, al igual que en el E1 en cada cantero se trasplantaron 4 réplicas de los parentales
F1 y los testigos. El ensayo se efectud en un disefio en bloques al azar. Se consider6 a cada
cantero un bloque. La localizacion de cada planta fue sorteada. Al alcanzar la etapa de

evaluacion de frutos la supervivencia de plantas fue de un 79,7%.

2.1.3 Variables evaluadas en frutos al estado “pinton”

Vida en estanteria

Se colectaron al menos 5 frutos de cada planta (146 F2, 12 FCN 93-6-2, 11 LC 138, 11
F1, 8 FCN 13-1-6-1y 9 Uco Plataen el E1 y 198 F», 9 FCN 93.6.2, 11 LC 138, 7 F1, 12 FCN
13.1.6.1y 10 Uco Plata en E2), sin dafio externo visible, en el estado “pinton” (definido como
aguel estado de madurez del fruto en el que alcanza aproximadamente el 10% de la superficie
externa del fruto con el color de madurez). Los frutos se mantuvieron en una habitacién
destinada a postcosecha, con temperatura controlada (17°C). Cada fruto se colocd en
bandejas de plastico individuales con identificacion de linea, nimero de fruto y fecha de
cosecha. Estas bandejas se distribuyeron al azar sobre mesadas, como se muestra en la

Figura 3.
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Figura 3: Arreglo de bandejas con frutos de tomate en el ensayo de Vida en Estanteria.

Dos veces por semana se evalué cada fruto para decidir su descarte, que se efectud
considerando que no estarian en condiciones de ser comercializados por estar blandos o
arrugados (Schuelter et al., 2002).

La Vida en estanteria (VE) se defini6 como nimero de dias desde la cosecha en estado
“pintdon” hasta el descarte del fruto por considerar que deja de ser comercial, por su

ablandamiento o deterioro externo.
Otros caracteres de calidad de fruto

Al momento de la cosecha de los frutos al estado pinton, previo a su ingreso al ensayo
de Vida en Estanteria se registraron variables vinculadas a tamafio y forma. Se consideraron

las siguientes variables:

- Peso de fruto (Pf), en g por lectura directa en balanza.

- Altura (Alt) en mm: medida en con calibre digital.

- Diametro Mayor (Diam) en mm: medido con calibre digital.

- Forma (For): medida como la relacién altura/didmetro. Esta relacion permite asignar
formas al fruto (redondo cuando la relacion es préxima a 1, chato cuando es proxima

a 0, y oblongo si la relacién es mayor a 1).

Al momento del descarte de los frutos en el ensayo de VE para incorporar al analisis

las causas de descarte de frutos de distintos fenotipos se evaluaron las siguientes variables:

- Consistencia (Cons): blando/semiblando/duro (Blando = 3, Semiblando =2 y Duro =
1).

- Deshidratacion cualitativa: (Dhc) considerando la textura de la piel: arrugada, indica
alta deshidratacion, poco arrugada que indica deshidratacion moderada y lisa que
muestra escasa pérdida de agua, en una escala de 1 a 3 (Liso = 1 Poco arrugado = 2,
Arrugado = 3).
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- Peso de fruto al descarte (Pfd), en g, al momento de descarte, por lectura directa en
balanza.

- Deshidratacién absoluta (Dha) en g: evaluada como la pérdida de peso entre la
cosechay el descarte.

- Deshidratacién relativa (Dhr) en g: evaluada como cantidad de agua perdida, estimada
como la diferencia entre el peso al descarte respecto al peso inicial del fruto.

- Color (Col): se us6 la escala visual de 1 a 5 (Monforte et al. 2001) donde 1=amarillo,
2= naranja, 3=r0jo, 4 =rojo intenso y 5 = rojo oscuro). Como referencia o patrén interno
de los ensayos se consideré que al color de frutos caracteristico del genotipo Uco
Plata, que es el padre cultivado de FCN 93-6-2, le corresponde el valor 3.

2.1.4 Variables evaluadas en frutos cosechados al estado “rojo maduro”

Se evaluaron entre tres a cinco frutos cosechados al estado rojo maduro (frutos con
uniformidad para el color de madurez en la mayoria de la superficie del fruto) las variables:

Color estimado de manera cuantitativa

Se utilizaron variables de color estandarizadas por la Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE).

Los sistemas CIE usan tres coordenadas para ubicar un color en un espacio de color.
Estos espacios de color incluyen « CIE XYZ « CIE L*a*b* « CIE L*C*h°. Se realiz6 una
evaluacién cuantitativa del color mediante un cromametro CR-400 (KONICA MINOLTA). Se
registraron los valores de las variables X, Y, Z del espacio color basados en el hecho de que
el ojo humano posee receptores de los tres colores primarios. El espacio XYZ es un espacio
matematico, sus valores triestimulos - el valor Y - es proporcional a la luminancia del total de
la mezcla aditiva, esto es, que tuviera una sensibilidad espectral que correspondiera a la
sensibilidad luminosa del ojo humano. La variable X que estima componente rojo, mientras
gue Z corresponde a cromaticidad entre azul y verde. Posteriormente se estimaron las
variables L, a* y b* del espacio de color CIELab (L6pez Camelo y Gémez, 2004). El espacio
CIELab esta constituido por una esfera que tiene 3 ejes (Figura 4 a y b). El eje central que se
describe por la coordenada L* y dos ejes perpendiculares a este y entre ellos: a* y b*. La
coordenada L* se asocia a la acromaticidad, mientras que a*y b* son coordenadas cromaticas

y se representa como un eje central de una esfera.
L = Luminosidad. Con rango de 0 (negro) a 100 (blanco).

a* = Tendencia al rojo (+60) o al verde (-60).
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b* = Tendencia al amarillo (+60) o al azul (-60).

_ 2y,
L=116+"[Y/, —16
x __ 3|X 3lY
a” =500 (\/ /X, —J /Yn>

v =200 (T - 1)

Xn, Yn'y Z, son los valores triestimulo para el iluminate C a 2° sobre una superficie blanca (X,= 98,04; Y,= 100,00; Z,= 118,11)

(Hunter Associates Laboratory Inc., 2013).

- Chroma
- Hue

Ambos parametros son derivados de CIEL*a*b*. El Chroma estima la saturacién o
viveza del color. En el espacio color, el centro (0) es acromatico y a medida que se aleja del
mismo, la saturacién es mas intensa y depende de los valores *a y *b en esta relacion = (¥
(a*? + b*?). Hue es una medida angular calculada como [tan-1 (b*/a*)] para valores positivos
de a* y b*. El punto de partida esta en el eje rojo +a* en 0°. Un angulo Hue de 45° es rojo
anaranjado, mientras que 90° es amarillo (Arias et al. 2000). La Figura 4 es una

representacion grafica de como se interpretan los valores obtenidos para estas variables.

L*=100
Blanco

-

i

+a
O)

Figura 4: Gréficas de espacio color CIELab (a) y CIE L*C*h°. (b) Modificado de X-Rite, 2002.

El registro de la informacion para estimar las variables de color se realizé en 3 lugares

diferentes del plano ecuatorial del fruto, caracterizando a cada fruto con el valor promedio.
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Para describir las diferencias de color total entre lineas, se estimaron las distancias
euclideas en el espacio color AE* a partir de las coordenadas L*a*b* (Luo et al., 2007).

Considerandose que AE* < 3 como imperceptibles al ojo humano (Biedma Gonzélez, 2019).

AE* = \/(AL)? + (Ba*)?(Ab*)?
Caracteres asociados a la caracterizacion quimica del fruto

A partir del jugo extraido de tres frutos de cada planta se recolecto la informacion para
la evaluacién de las siguientes propiedades quimicas:

- Contenido de solidos solubles (SS): Se determiné en forma directa por el método
refractométrico. Se lavaron y cortaron los frutos en mitades, de cada mitad se
colocaron dos o tres gotas del jugo de cada tomate sobre el prisma de un refractometro
(0-32 °Brix).

- pH del jugo (pH): Se lavaron y cortaron los frutos, se extrajo el jugo mediante juguera
doméstica. Posteriormente se determiné sobre el jugo fresco sin diluir el valor del pH

usando un pHmetro.

- Concentracion de licopeno (CLi): El jugo obtenido se conservé a una temperatura de
-80°C, en bolsas individuales para freezer, protegidas de la luz con bolsas negras de
polipropileno. La extraccién de licopeno se realiz6 a partir de una muestra de 2 g de
procesado. Se le adicionaron 25 ml de una mezcla de hexano, acetonay etanol (2:1:1).
Se incubé durante 30 minutos en bafio termostatico a 48 °C y se agregaron 10 ml de
agua destilada para separar las fases: una polar (agua, alcohol y acetona) y otra no
polar (hexano y licopeno), protegiendo el extracto de la luz con papel de aluminio
(protocolo de Sadler en Ordéfiez et al., 2009). Para la cuantificacion de licopeno se
midi6 el volumen de la fase no polar (hexano y licopeno) y se realiz6 la evaluacion
espectrofotométrica (espectrofotometro Genova MK2. Life Science Analyser).
Considerando que el licopeno existe en las formas isbmeras trans y cis que provocan
cambios en la estructura fina del espectro del licopeno, afectando especialmente el
pico de mayor A habiéndose reportado Amax 472nm, 502nm (Aguirre Calvo y
Santagapita, 2017) se registr6 la absorbancia a las longitudes de onda (A)

mencionadas utilizando un espectrofotometro (Genova MK2, Life Science Analyzer).

La estimacién de la Concentracién de Licopeno en ug/100g de muestra se realiz6é en

base a la férmula propuesta por Cardona et al. (2006).

ugde licopeno /100g de pulpa = [A x V x 104/E** x m] x 100

40



Materiales y Métodos

Donde:
A= Absorbancia de la muestra hexano-licopeno a una determinada A (502nm o 472nm).
V= Volumen final, en ml, de la fase licopeno-hexano.

E%= Coeficiente de extincion del licopeno en hexano al 1% en una celda de 1 cm a una
determinada A.

E A 502nm= 3150.
E%) 472nm = 3450.

m= Cantidad de muestra, en gramos, de fruto procesado (2 gramos).
Caracteres asociados a la consistencia del fruto maduro

También en los frutos cosechados al estado “rojo maduro”, se midieron dos variables

para estimar la consistencia del fruto cosechado.

- Dureza: (Dur) sobre el fruto con piel con un durémetro con banco tipo Shore A
(SCHWYZ) con una puntera de 16mm (Figura 5 a).

- Firmeza: Fir, (N/cm?) que se midié quitando la piel del fruto sobre el pericarpio con un
penetrometro de mano tipo GY-2 con rango 0.2 - 4kg/cm?, Aguja 3.5mm @, Exactitud
+/- 0,02 (Figura 5 b).

Estas variables se registraron en tres puntos equidistantes sobre el eje ecuatorial de
cada fruto (Figura 5).

Figura 5: Evaluacion de consistencia de frutos. a. Dureza con durémetro b Firmeza con penetrémetro.

Caracteres asociados a la morfologia interna de los frutos

Posteriormente a estos frutos se les efectuaron cortes en el plano ecuatorial para
determinar:
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- Espesor del pericarpio (Ep) que fue medido con calibre (mm).
- Numero de I6culos (NI).
En los mismos frutos se midieron las 4 variables como asi también tanto el diametro

mayor (D1) como el menor (D2).

Posteriormente para considerar la caracterizacién de los genotipos se establecieron
indices relativos entre Firmeza, Dureza y Espesor de pericarpio a cada Diametro (Fir/D1,
Dur/D1, Ep/D1 Fir/D2, Dur/D2 y Ep/D2).

2.1.5 Variables asociadas a propiedades biomecanicas de la piel de los frutos

Para este analisis se consideraron tres frutos provenientes de tres plantas de cada
genotipo parentales y testigos. A su vez de cada fruto se tomaron tres muestras de la piel de
los frutos (cubierta del tomate). Las variables que se registraron la Fuerza maxima (Fmax, en
N) necesaria para romper la piel de los frutos; el Esfuerzo de rotura (Er, en MPa) es decir a la
que se rompe la cubierta sometida a traccion y la elasticidad de la piel del fruto estimada a
través del Modulo de Young (MY, en MPa). Este valor es una constante de proporcionalidad,
su valor depende sélo del material y es independiente de la forma o tamafio del objeto (Hugh
y Freedman, 2018).

Para medir estas variables se utilizé un dispositivo de estiramiento donde se ubicaron
muestras de la piel de cada fruto que consistieron en segmentos rectangulares paradermales
de la pared externa del fruto. El dispositivo se conectd a un sensor de fuerzas (PASport) y a

un microposicionador. (Figura 6).

Figura 6: Dispositivo de estiramiento de cubierta del fruto

El microposicionador fue controlado por una computadora en la que se programé la
velocidad (rango de 0,1 a 2mm/s) y la distancia maxima a la que se sometieron a estiramiento
las muestras. El sensor de fuerza estuvo conectado a otra computadora en la que se registro
las fuerzas durante el tratamiento. Estos registros permitieron generar gréficas de las fuerzas

en funcién al tiempo que permite determinar el Médulo de Young (Figura 7).
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o

Figura 7. Registro de fuerzas de estiramiento de cubiertas de frutos vs. tiempo

De estas graficas mostradas en la Figura 7 se obtuvo informacion sobre el momento
en que se inicia el estiramiento (en el punto en que inicia la curva su descenso), sobre la

fuerza méxima al momento del rompimiento (punto minimo en la curva).

Preparacion de muestras para la determinacién de propiedades biomecéanicas de la cubierta

del fruto

Se obtuvieron muestras de las cubiertas de cada fruto. Usando un dispositivo con dos
filos paralelos se lograron segmentos rectangulares paradermales de la parte externa del
fruto. Se midié con calibre digital la longitud inicial y el ancho de cada muestra y se efectué el
montaje de las muestras de las cubiertas entre dos clips que se conectan por un extremo al
sensor de fuerzas conectado a una computadora, mientras que el otro extremo esta conectado

al microposicionador gue controla la velocidad de estiramiento (Figura 6).
Determinacion de parametros biomecanicos de la cubierta del fruto

El esfuerzo se determina como fuerza aplicada (F) dividido la seccion transversal (A)

de la muestra esfuerzo = F/A . La deformacion unitaria es el cociente entre el incremento en

la longitud AL y la longitud original Lo, es decir, deformacién unitaria = AL/LO.

Por lo tanto, el Er se estimd considerando la Fmax y la deformacion unitaria al

momento de la rotura.
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Figura 8: Sefial tipica de una experiencia de estiramiento de la cubierta de fruto de tomate

La Figura 8 representa una curva que muestra la variacion de la fuerza aplicada (N)
durante el proceso de estiramiento del segmento de piel de tomate. El sensor de fuerza
utilizado puede medir fuerzas en el rango al que se provoca deformacién en pieles de tomate
con una precision de 30 mN. Para determinar la deformacién provocada en la muestra por la
accion de la fuerza se utilizé la frecuencia de registro de datos con la que se programo el
sensor a 10 Hz (10 datos por segundo). La velocidad de traslado del microposicionador fue

establecida a 1mm/s.

El Md6dulo de Young (MY) de la cubierta de los frutos, atendiendo a que MY es una
constante de proporcionalidad, que su valor depende sélo del material y es independiente de
la forma o tamafio del objeto, se consider6 como un parametro que mide la elasticidad de la

cubierta. MY se determina como el cociente entre el esfuerzo y la deformacién unitaria.

esfuerzo F / A

MY = -
deformacion unitaria AL/L
0

En esta experiencia, MY se determiné como la pendiente de la recta de una gréafica de

esfuerzo en funcion de deformacion unitaria (Figura 9).
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Figura 9: Gréfico de Esfuerzo vs. Deformacion para la determinacion del Modulo de Young

La seccion transversal (A) se determiné multiplicando el ancho de cada muestra por el
espesor medio de todas las muestras consideradas de ese genotipo. El espesor de las
muestras fue calculado observando preparados de estas luego de la prueba de estiramiento

al microscopio Optico.
2.1.6 Caracterizacion Fenotipica en los Ensayos

En el Ensayo 1, la F, fue evaluada sélo para vida en estanteria mientras que en los
genotipos progenitores, F1 y testigos se completd la evaluacién con datos evaluando las
siguientes variables: Pf, Cons, Dhc y Col. Asimismo de este ensayo se evaluaron parentales
y testigos respecto las variables utilizadas para caracterizar propiedades biomecanicas de la

cubierta del fruto como Fmax, Er y MY.

En los genotipos considerados en el Ensayo 2 se evalu6 VE, Pf, Alt, Diam, For, Cons,
Dhc, Dha, Dhr, Col utilizando los frutos que ingresaron y se descartaron en el ensayo de vida
en estanteria. También se analizaron las variables de color: X, Y, Z, L, a*, b*, Chroma, Hue
y variables quimicas que caracterizan al jugo del fruto: SS, pH y CLi en una misma muestra
de frutos cosechados al estado Rojo Maduro. En otra muestra de frutos cosechados en el
mismo estado se evaluaron caracteres asociados a la consistencia y la morfologia interna de
los frutos de los distintos genotipos: Fir, Dur, Ep, NI, D1 y D2 como asi también los indices
relativos de Fir/D1, Fir/D2, Dur/D1, Dur/D2, NI/D1 y NI/D2.
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Analisis Estadistico

Para todas las variables se verifico la normalidad de las distribuciones para cada linea
(progenitores, F1 y testigos) y la F, (Shapiro y Wilk, 1965). Se obtuvieron las medidas de
estadistica descriptiva considerando la media, valores minimos y maximos, varianzas y error
estandar (E.E.) para los genotipos uniformes (lineas y Fi1) y desvio estandar (D.E.) para las
Fa.

Para los estimadores que requieren descomposiciéon de la varianza (comparacion de
medias, heredabilidad) se evaluaron los supuestos de distribucion normal a través de un
grafico Q-Qplot con los residuos de la variable y la homocedasticidad a través de un gréfico
de dispersion de residuos versus valores predichos. Se efectuaron comparaciones entre las
lineas mediante pruebas ANOVA, para la comparacion de medias entre lineas uniformes se
aplicé la prueba de Fisher con correccién de Bonferroni o se efectuaron test no paramétricos

segun correspondiere.

2.1.7 Andlisis Genéticos en lineas progenitoras, F1 y testigos
Interaccién genotipo x afio

Para la evaluacién de la interaccibn de genotipo x afio se consideraron los
progenitores, F1y lineas testigo. Se analiz6 la existencia o no de diferencias entre la expresion
de las caracteristicas evaluadas en los genotipos con respecto a los dos ensayos efectuados
(E1 -2013/2014 y E2 2015/2016). Se aplic6 ANOVA para contrastar los genotipos, los afios y
sus interacciones, utilizando contrastes ortogonales para distinguir los efectos principales y

de interaccién que se comparan (Mariotti y Collavino, 2014):
M;=m+G+A+GxA

m: media general de las expresiones fenotipicas del atributo a través de los genotipos i y
ambientes j (en este caso afos) en todas sus combinaciones (M1, M1z, M1, My2), Siendo M

las medias de cierto nimero de repeticiones de cada genotipo en cada afio.

G: se refiere al efecto genético atribuido a cada genotipo expresado como desvio de la media

ambiental respecto a m.

A: se refiere al efecto afio atribuido a cada genotipo expresado como desvio de la media

debido al afio respecto a m.

GxA: se refiere a la interaccidén genotipo x afio.
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También se efectud la comparacién de los genotipos en ambos afios de manera gréfica

para visualizar el efecto de las interacciones.

2.1.8 Andlisis Genéticos considerando F»
Aditividad - dominancia

Se evalud el ajuste al modelo aditivo-dominante con el test de escala C propuesto por
Mather (Kearsey & Pooni, 1996).

C=4‘F2_2F1_P1_F2
2 2 2 2 2 =C
O-C_16SO-F2+40-F1+SO- p1+0- P2 t( l)_ /
g /O_ZC

gl: suma de los gl de las 4 varianzas usadas en ¢’c. P;, P, , F; y F, son las medias de cada una

de las generaciones.

La hipotesis nula (C= 0) representa la falta de efectos diferentes a aditividad y

dominancia.

Los efectos de aditividad (a) y dominancia (d) se estimaron segun Kearsey & Pooni
(1996) a partir del valor genético (promedio) de las generaciones parentales y de las

derivadas:

a=P,—m d=F—m

_P+P

mn 2

Se estimd la relaciéon de dominancia RD

RD = |d|/|al

gue se interpreta como una aproximacion al grado de dominancia promedio de los k genes
involucrados diferencialmente en la expresion del caracter en la poblacién de referencia
(Mariotti y Collavino, 2014).

Segregacién transgresiva

Se evaluo la presencia de herencia transgresiva en la F, para las variables estudiadas
siguiendo a De Vicente & Tanksley (1993) con modificaciones. Asi para determinar

segregacion transgresiva se adopt6 el criterio de detectar fenotipos que superen (hacia los
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valores fenotipicos mayores o menores) dos desviaciones estandar desde los valores medios
en funcién de su distribucion de cada padre. Se utilizaron pruebas de Chi-cuadrado para
comparar el nimero de individuos esperados, con el nimero observado en funcion del nimero
de individuos F. analizados para cada caracter, que superaban los umbrales de las dos

desviaciones estandares.
Heredabilidad

Para verificar si la segregacion fenotipica en F» se debia a componentes genéticos, se
calculé mediante la relacion que estima que proporcion de la varianza fenotipica es explicada
por la varianza genética considerando cada ensayo por separado. Esta estimacion es la
heredabilidad en sentido amplio (H?) referido también como Grado de Determinacion Genética
(GDG) (Mariotti y Collavino, 2014). Se calculé mediante componentes de la varianza de las
generaciones parentales, F1y F» (Kearseyy Pooni, 1996). La varianza ambiental Ve se estim6

en funcion de los genotipos uniformes y la varianza fenotipica Vp, con la informacion de la F-.
Ve = Varianza ambiental = (V¢ + 2Vpy + Vpen) / 4
Vp = Varianza fenotipica = V,
Vg = Varianza genética =1, — 1

El heredabilidad en sentido amplio se caracterizé en baja, moderada y alta segun los

siguientes rangos: <30%, 30-60% y >60% respectivamente (Shokat et al, 2015).
Correlaciones fenotipicas y genéticas

En base a los datos de la poblacién segregante F, se analizé la asociacion lineal entre
variables utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r), cuando ambos caracteres
presentaron distribucién normal, o el coeficiente de correlacion de Spearman (Sr) cuando una
o0 ambas variables no mostraron distribucion normal. Para estos analisis se consideraron dos
tipos de niveles de analisis: por frutos y por planta. En el caso del primer nivel de analisis
permiti6 comparar variables que fueron evaluadas en el mismo fruto. Para el segundo nivel
de analisis se utilizaron los valores promedio por planta de los registros de cada variable
evaluada por fruto. Este andlisis de correlaciones entre variables por planta permitié analizar
las variables consideradas en el ensayo de vida en estanteria y las evaluadas en frutos

cosechados rojos maduros simultaneamente.

En el caso de las correlaciones considerando frutos se analizaron por separado en tres
grupos de variables: aquellas tomadas en frutos al estado pintén (VE, Pf, Dha, Diam, Alt,

Dhc, Cons, Col, SS y pH); el segundo grupo de variables analizadas esta constituido por
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aguellas tomadas para la determinacién de color con el sistema CIELab junto a caracteres de
jugo (X, Y, Z, L* a* b* Chroma, Hue, CLiA472, CLiA502, SS y pH) y el tercer grupo de
variables consideradas esta formado por las consideradas al evaluar propiedades
biomecénicas (NI, Ep, D, Fir, Dur). Luego se compararon los resultados de correlaciones por

fruto y por planta.

Las correlaciones genéticas se estimaron a través de la descomposicion de varianzas
y covarianzas, considerando que los parentales y Fi proveen informacion de varianza

ambiental y la de F, varianza fenotipica (Mariotti y Collavino, 2014).

- _ COUpXY
Xy —
f O-pX * O'py
- _ CongY
XY —
9 Ogx * Ogy
_ COVexy
XYy —
¢ Ocx * Oey

Donde r(XY), cov(XY) y o (X) y o (Y) son la correlacién, la covarianza y las
desviaciones estandar fenotipicas (f), genéticas (g) y ambientales (a) para los caracteres X e
Y.

2.2. CONSTRUCCION DE MAPA GENETICO Y DETECCION DE QTL
2.2.1 Material vegetal

Para la caracterizaciéon molecular de las lineas parentales de FCN 93-6-2, Uco Plata
INTA, FCN3-5 (UNSa), seleccionada de la accesion Pl 134417 de S. habrochaites var.
glabratum S. Knapp y D. M Spooner y para LC 138 se recolectaron muestras de hojas jovenes
de cada planta. También se utilizaron muestras de estas estructuras vegetales para las
caracterizaciones de la F1 (ecn93-6-2x Lc 138) Y 10S 198 individuos de la poblacion F (gen gs-6-2xLc 138)
de E2.

Cada muestra de hojas recolectada fue rotulada con la identificacion de la planta y se
almacen6 en conservadoras con hielo para luego colocarlas en un freezer a -80°C para su
conservacion. En el momento de su utilizacion, el tejido vegetal se molié en mortero con ayuda

de nitrégeno liquido con el fin de romper las estructuras celulares.
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2.2.2 Extraccion de ADN

La extraccion se efectué con el kit Master Pure Plant leaf 25 DNA (EPICENTRE
Biotechnologies, Madison, WI USA). Entre 50 y 100 mg de hojas molidas se colocaron en
microtubos de 1,5 mly se agregd 300 ul de la solucién de extraccién de ADN provista por el
kit. Luego se incubaron las muestras a 70°C por 30 minutos y posteriormente se colocaron en
hielo por 10 minutos mas. Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 10.000 rpm para
favorecer la precipitacion de proteinas. El sobrenadante se trasvasé a un microtubo limpio y
se repitio la centrifugacién para eliminar residuos. Posteriormente, el sobrenadante resultante
fue trasvasado a un nuevo tubo limpio al que se le agregd un volumen igual de isopropanol
mezclando por inversion para favorecer el enrollamiento y precipitacion del ADN. Esta
solucion se centrifug6 por 5 minutos a 10.000rpm. Posteriormente se quité el sobrenadante
con micropipeta y se agregaron 100 pl de la solucién “Cleanup” provista en el kit de extraccion.
Se mezclé con vortex para favorecer la completa disolucion del pellet. Luego se agregaron
100 ul de isopropanol mezclando con movimientos suaves de inversion. Una nueva
centrifugacion favorecié la formacion de un nuevo pellet de ADN. El sobrenadante se elimind,
se agreg6 etanol al 70% frio para limpiar el ADN. Las muestras se centrifugaron nuevamente
y se elimin6 el etanol, se dej6 evaporar el alcohol remanente y por ultimo el ADN se

resuspendié en 50 ul of TE buffer.

El ADN extraido se cuantificd por métodos espectrofotométricos de absorbancia a 260
nm, y se determiné su grado de pureza por la relacion de absorbancia a 260/280 nm utilizando
un nano-espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA).

Posteriormente, las muestras se llevaron a una concentracion conocida de 30 ng/ml
para facilitar su utilizacion al momento de la amplificacion y fueron conservadas en freezer a
-20 °C.

2.2.3 Caracterizacion molecular de las lineas progenitoras

Las lineas progenitoras FCN 93-6-2 y LC 138 fueron caracterizadas molecularmente
en primera instancia, a fin de detectar sitios polimoérficos. Este reconocimiento de sitios
polimorficos fue efectuado de manera comparativa incluyendo en el andlisis los parentales de
FCN 93-6-2: Uco Plata INTA y S. habrochaites S. Knapp and D.M Spooner. El andlisis de las
introgresiones silvestres en FCN 93-6-2 y la deteccion de diferencias entre esta linea de
premejora y LC 138 se efectué simultaneamente, para ello se utilizé un set de 188 SSR

distribuidos en los 12 cromosomas que representan el genoma de tomate.
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Para la estimacion de introgresion se consideraron muestras de ADN de cinco
individuos de la linea de premejora FCN 93-6-2, de Uco Plata INTA y de S. habrochaites.
Estas dos ultimas son las lineas parentales utilizadas en el programa de mejora para la
obtencion de FCN 93-6-2. Ademas, se incluyeron muestras de ADN de tres individuos F1 wco
Plata INTA x S. habrochaites). Mientras que en la caracterizacion de LC 138 y F1 (ren 93-6-2 x LC 138) S€

analizaron cinco individuos de cada genotipo.
Marcadores SSR y EST-SSR

Para evaluar las introgresiones del genoma de S. habrochaites en FCN 93-6-2 y para
caracterizar a LC 138 se utilizaron 188 marcadores del tipo SSR provenientes de secuencias
expresadas (EST-SSR).

En la Tabla 1 se detalla el nombre de cada marcador molecular y el cromosoma en el
que se encuentra el polimorfismo que detecta. En la tabla también se informa la posicion fisica
segun el mapa genético EXPEN2000 basado en una poblacion F, de 80 individuos
provenientes de un cruzamiento entre S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 y/o en
EXPIMP2008 y/o EXPIMP2009, basado en el cruzamiento con S. pimpinellifolium. El
polimorfismo que puede detectarse con SSR es en cuanto a la variacion en el nimero de
repeticiones, de motivos repetidos en tAndem de 1-6 pares de bases (pb). Pueden ocurrir en
perfecta repeticion en tandem o como repeticiones imperfectas, es decir interrumpidas por
otro tipo de repeticion. Las variantes son detectadas por la variacion en la posicién de las

bandas, producto de corridas electroforéticas.

Se hicieron las amplificaciones en reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction o
reaccién en cadena de la polimerasa) donde las mezclas de reaccién tuvieron un volumen
final de 10 pl. Este volumen cont6 con 30 ng de ADN, 1X de buffer de reaccion (10 mM Tris-
HCI, 50 mMKCI, 1,5 mM MgCl,), 0,2 mM dNTPs, 0,7 mM SSR primers forward y reverse y 0,1
U de DNA Polymerase (GoTaqg — Promega, Taq Productos Biolégicos UNQ). Las reacciones
de amplificacion se efectuaron en un termociclador Techne (MJ Research, Watertown MA,
USA) utilizando el programa de ciclado descrito en Frary et al. (2005) y las condiciones de
hibridacion indicadas en Sol Genomics Network

(https://solgenomics.net/search/markers/markersearch.pl) y en Kazusa Tomato Genomics

Database (http://www.kazusa.or.jp/tomato/) para cada par de cebadores segun

correspondiera. Estas condiciones como por ejemplo la temperatura de anillamiento

(annealing) se detallan también en la Tabla 1.
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Tabla 1. Informacién sobre SSR y EST-SSR utilizados en el genotipado de lineas evaluadas para caracterizacion
y deteccion de introgresion silvestre

s . Tamarfo
Posicion L Secuencia .
Cr | SSR . Posicién mapeo ) S. lycopersicum Forward primer (5’ a 3’)
fisica repetida ]
S. habrochaites o
SL2.50ch AAGAAGAAGGATCGATCGAAGA
SSR 172+171
1 01:122317|0,0cM I E CT(11) TCATGACCACGATACTACATGTT |50
92 172+173
8.. TC
SSR GGTG (2) |450+450 GCAGCATATATCACCTTGGCT
1 nd 00cMIE 50
478 CT(16) 450+400+450 [CGTGCTCTCCAATAGTTCACC
TES 169 GTCTTTGCTAGTGAGGGGAGG
1 nd 14,719 cM K GGA(5) CAATTGTAGACACAAACACAAC |55
1991 167
CA
SL2.50ch
SSR 31,5cM I E 169+165 ACAACATGGGAAGCACTTGA
1 01:679212 ATC (6) 50
192 89 41,0cM EP8 169+ 169 ATTAAATTGGGCCATGGTGA
SSR 130+129 CAACCCATCAATAATAACACCC
1 nd 32,0cM LOD 3 E [TCT(7) 50
98 130+120 CCACTGCAGTAGGTAGCTGG
1 SSR d 32,7cMIE TA(5)TGTA(|200 CAAGTTCACCTCATTTGACCC 47
n
266 41,0cM EPS8 2)TA(10) nd TGTGTGAGCACTAAAGGACGA
SSR 33.0cMIE 190+190 ATGCCTTATGGAAACAACGC
1 nd GA(24) 50
61 148+190 CGGGTGTACGAATGTCTTTG
SSR 34,30cM I E GCCCGGGAAATTACTTCTTC
1 nd GCT(6) nd 50
336 CGTCTCTTCCATCCCTCGTA
SSR 39.50 cM LOD3 E 128+148 CTACCCTGGTCTTGGTGGAA
1 nd ACAA(6) 50
51 148+148 AAAGGATGCTCTAGCTTCTCCA
SSR nd CTACCCTGGTCTTGGTGGAA
1 nd 39,7cM I E ACAA(6) 55
589 148 AAAGGATGCTCTAGCTTCTCCA
SL2.50ch
SSR 433cMIE 171+172 CCCTCTTGCCTAAACATCCA
1 01:816427 TA (20) 50
134 36 75,0cM EP8 157+171 CGTTGCGAATTCAGATTAGTTG
GAA (5)
SSR 2444244 AGCTCAAGGCTTCTGTTGGA
1 nd 46,0 cM LOD 3 E |GGAGGAA( 50
270 7 244+255 AACCACCTCAGGCACTTCAT
1 SSR d 46,7cM | E AG(6) 217+217 CCACCGCAACAAACCTTATT 55
n
316 66,0 EP8 TTGCAG(2) |217+235 GGGTGGTGAGAAGGATCTGA
SSR 185 GAGCGGCTTCGAATTCATC
1 nd 51,0cM EPS8 TC (10) 52
105 180 CATTTGAGCAGAAGCGAACA
SSR SL2.50ch nd CCATCTATTATCTTCTCTCCAAC
1 75 01:844716|53,5cM | E AAT(9) 155 AC 40
55.. GGTCCCAACTCGGTACACAC
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SL2.50ch
SSR AG(6) 133+133 TGATCGCTTGTGTCCACCTA
01:845440|66,0 cM EP8 50
135 a8 TTGCAG(2) |128+133 AAAGGAAGTGATGGAAAGCG
SL2.50ch
SSR nd AGTTGCTACACAGCAGCCAA
01:871974/91,0 cM LOD 3 E [AAG(7) 55
29 o 156 AGCGATGAGACAAGAGGCAG
SSR 183+162 TCTCATCTGGTGCTGCTGTT
97,5cM LOD 2 E |TCT(7) 55
222 163+163 TTCTTGGAGGACCCAGAAAC
SL2.50ch
SSR 216+216 ATGCCTCGCTACCTCCTCTT
01:902336(115,5 cM LOD2 E [CTT(7) 55
150 o 210+216 AATCGTTCGTTCACAAACCC
SSR . 121,0cM LOD 3 E TAG2) 293+300 TTTCCCTGTTTCAGCCTTTG o
n
308 116,0 cM EP8 293+293 GGCACGAGAATTTAGCCACT
SL2.50ch
nd CCATGGCTTCGTTATCCCTA
SSR 42 [01:883128(122,0cM EP8  |CTT(6) 50
2 182 TAAAGGTGAAGGAACGGGTG
SSR 282 AAACGCCATATAACACGTTGC
nd 125,0 cM LOD2 E |[CT(2)CT(8) 55
346 282+286 TGCTTTCCATAGGATTTCCG
SL2.50ch
SSR CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA
01:930206(134,0 cM | E ATA(10)  |168 42
9 ’ TTCATGAGCCAACATAGGAGG
SSR AATTCACCTTTCTTCCGTCG
nd 136,50cM | E TC(11) 275 45
572 TGCAAAGAACAAAGACCGTG
SSR TTTCTCTTGTGGGTGGCAAT
nd 137,5cM | E TC(11) 292 45
341 AAGCCCTCGAATCTGGTAGC
241 +243 AATTCACCTTTCTTCCGTCG
SSR117 |nd 138,0 cM LOD3 E [TC (11) 50
241+249 GCCCTCGAATCTGGTAGCTT
SSR 167+167 CACGCCTATGCACCTTTCTT
nd 146,0 cM LOD3 E [TCT(7) 50
156 150+167 CTTCAAGGCTAAACCTCCGA
SL2.50ch
SSR 146,5cM | E ATTGAAGACCGAAACGGTTG
01:946008 TA(10) 199 45
37 o 131,0cM EP8 TGATAAACCCGGCAAGACT
SL2.50ch
SSR 271+271 ATTGAAGACCGAAACGGTTG
01:946008|147,0 cM | E TA(10) 55
595 o 271+275 AAAGCTCCAGCGTCAGAGTG
GGCAGGAGATTGGTTGCTTA
SSR582 [nd 148,0cM EP8  |AG(5) TG(7)[230 50
TTCCTCCTGTTTCATGCATTC
SSR 158,5 cM LOD2 E TCGTGGGAATTTGTTAACCC
nd TGA(7) 275 45
288 148,0 cM EP8 TCTTCATCGTCCTCCTCCTG
SSR 159,0cM | E 233+233 GGCAGGAGATTGGTTGCTTA |50/
nd AG(5) TG(7)
65 148,0 cM EP8 219+233 TTCCTCCTGTTTCATGCATTC |55
SSR448 |nd 00,0cM I E CT(14) nd GAATGACCATCAGTACGGC 53
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0s

nd CTGTGCTCCTCTATGCCCTC
SL2.50ch
SSR TCCATCTAAGGTCTTTGCCG
02:314934(4,50cM | E AAC(6) 50
57 10 125 ACAAAGGAAGTGGGAGAGCA
SL2.50ch
SSR 120+120 TCCATCTAAGGTCTTTGCCG
02:314934(2,0cM | E AAC(6) 55
586 10 120+124 ACAAAGGAAGTGGGAGAGCA
SL2.50ch
SSR 146+146 TGCAGGTATGTCTCACACCA
02:376996(22,0 cM LOD 3 E |AC(7) GC(7) 50
40 o4 146+180 TTGCAAGAACACCTCCCTTT
SL2.50ch
SSR 25,0 cM LOD2 E 185+185 TGCAACAACTGGATAGGTCG
02:386251 ATA(8) 50
66 35 31,0cM EPS8 174+185 TGGATGAAACGGATGTTGAA
SSR 204 CTCCAGAAGGAACTCGATGC
nd 28,0cM EPS8 AAT(9) 55
295 nd CAATTCCTTTCACCTGCCAC
SSR d 36,5cMLOD 2 E AT(12) 222+224 GGGTTATCAATGATGCAATGG 50
n
96 39,0cM EPS8 2224214 CCTTTATGTCAGCCGGTGTT
SL2.50ch
SSR 36,5cME TTCCATTTGAATTCCAACCC
02:395387 AT(11) 249 40
104 69 CCCACTGCACATCAACTGAC
SSR 259+259 ACCATCGAGGCTGCATAAAG
nd 44,0 cM LOD3 E ((AT)20 55
356 200+259 AACCATCCACTGCCTCAATC
GAGTGATCATCCATCCTCTCA
SSR 475cM I E ATAAAA(2) [241+242
nd GGAAGAGACTTTGGACTAAGGG |55
349 44,0 cM EPS8 TA(11) 233+241 A
SL2.50ch
SSR 48,5 cM | E 44,0 196+196 TGGCCGGCTTCTAGAAATAA
02:415068 CAA(6) 55
605 63 cM EP8 176+196 TGAAATCACCCGTGACCTTT
SSR CT(13) CCAACTGGATGACCTTTGTG
nd 51,0cMIE 160 50
103 CCCT(3) GTCCAGTGTTTCCAAAGGGA
SSR TC(6) CCGTGACCCTCTTTACAAGC
nd 70,5cM I E 205 55
50 CCTTC(2) TTGCTTTCTTCTTCGCCATT
SSR 179+179 CGCCTATCGATACCACCACT
nd 775cM I E CGG(7) 50
26 173+179 ATTGATCCGTTTGGTTCTGC
SL2.50ch
SSR 78,0cMLOD 3 E 187+187 TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG
02:458596 TTC(7) 50
32 00 58,0 cM EPS8 175+187 CAACGAACATCCTCCGTTCT
SSR 178+179 CGCCTATCGATACCACCACT
nd 78,0cM LOD 3 E |CGG(7) 55
331 173+178 ATTGATCCGTTTGGTTCTGC
SL2.50ch
SSR AACTCATCCTTTCTCTTCCCTT
02:460469|78,0 cM LOD3 E |TTC(7) 335 41
580 - CCACATGAAAGCATGCAAAG
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SL2.50ch
SSR 78,0cMLOD 3 E nd TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG
2 02:458596 TTC(7) 43
598 o0 60,0 cM EP8 186 CAACGAACATCCTCCGTTCT
SSR GCATCCCAAACAATCCAATC
2 nd 107,0cM | E TA(12) 168 45
287 TCCACTTTCAAGATCAGAGCAA
SL2.50ch CTAG(2) CCTAAAGAAGATAGGAAGAAAT
SSR 192+193
2 02:510750(110,0 cM LOD2 E |GT(7) GCC 50
125 191+192
82.. CTTT(4) TCTCTCCTACTGAAACAACCAA
GCATCGGCTGTTGGAATTTTT
3 |nd nd 15,745¢cM K GGC(7) 261 55
CCGGTGTCGGAAGAAGATTA
TES048 GACCATCCTTCTCCAACGAA
3 nd 35,64 cM K AAAG(5)  |245 55
0 ATCCAGTCTTCCGGGTCTCT
TGS 135 GTCCGAGCTCGAATTCAGTAGA
3 nd 51.492 cM K AT(10) 55
2314 139 CATGAAACCCCCTTGTGAGT
TES 155 GCTCCTCGGTTTCACAGGTTC
3 nd 53.088 cM K ATC(6) 55
1297 152 CACAACTGCTACGCCTTGAA
SL2.50ch
SSR 204+210 AGGGCAACAAATCCCTCTTT
3 03:510814(54,0 cM | E AG(10) 50
86 i 208+210 GGAGACGAGGCTGCTTACAC
TGCAACATCTTAGCTCCAAGCTA
SSRB50 39. GG
33 nd 726 cMIE nd 55
753 410 CATGGACCAAGAATATGGAAAC
TGC
, |SSR . 739cMIE TC(6) 188+188 TTCTTCCCTTCCATCAGTTCT [
n
111 70,0cM EP8  |[TCTG(6)  |188+200 TTTGCTGCTATACTGCTGACA
SL2.50ch
SSR 754 CcM I E 169+169 TGCCAATCCACTCAGACAAA
3 03:520703 TA(10) 50
231 o 169+181 TGGATTCACCAAGGCTTCTT
GCCCAACATTTGCTCAAGTC
SSR 755cM | E 279
3 TA(13) CCGGTAGGTAGAGAATGAAGAC (50
330 nd
A
TES 85,68 cM GTGTTCAGCCAACGACATCAT
3 nd ATC(10)  |269 55
0056 K TTTTGATCGTTGCCTTTTCC
SL2.50ch
SSR 218+218 GATCGGCAGTAGGTGCTCTC
3 03:634577/99,0cM | LOD 2 |AT(11) 50
22 o 206+218 CAAGAAACACCCATATCCGC
TES CGCTAAGCGAAGCAGTGT
3 nd 108,18 cM K AG(11) 146 55
324 GAGGGTCGAGATTACCGACA
TES GCTCATCCTTCCAAGCCCATA
3 nd 108,18 cM K AGC(7) 271 55
1026 ACAACCTCAATCCCCATGAA
SSR 158,0cM LOD 2 E 171+172 ATGAGGCAATCTTCACCTGG
3 nd AT(12) 55
320 112,0cM EP8 172+172 TTCAGCTGATAGTTCCTGCG
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SL2.50ch
SSR 103 AAGACAGAAAGTGCACGTCAGA
03:697622|162,0 cM LOD 3 E|TCTT(6) 45
201 02 105 TGGATGAGAAGAGGGAATCCT
SL2.50ch
SSR 162,0cM LOD 3 E 166+166 TCTGCATCTGGTGAAGCAAG
03:697613 ATA(9) 60
601 98 112,0cM EPS8 160+166 CTGGATTGCCTGGTTGATTT
SL2.50ch
SSR 162,0 cM LOD3 E AAGACAGAAAGTGCACGTCAGA
03:697622 TCTT(6) 103
31 02 TGGATGAGAAGAGGGAATCCT
SL2.50ch 166+166
SSR 1625cM I E TCTGCATCTGGTGAAGCAAG
03:697613 ATA(9) 158+166 55
14 08 112,0cM EPS8 CTGGATTGCCTGGTTGATTT
SL2.50ch
SSR 235+235 CCTTCAATTGACCTCCCTCA
03:700133(164,0cM | E CAG (6) 55
11 86 228+235 GCATCTGGAAATTAGAGGCG
SSR 166,0cM LOD 3 E 6504650 AATGGCAGCTATGATGAGCC
nd TTC(10) 55
300 94,54 cM EP9 590+650 ACCCGACTTCATTTCACCTG
SSR TC(6) 149+149 CCCAAATCAAGGTTTGTGGT
nd 169,0cMLOD 2 E 50
27 ATGT(2) 149+161 TCAGATGCCACCACTCTCAG
SSR AATCAAGCCAACGCCTCTAA
nd 171,0 cM LOD2 E |GAT(6) nd 45
290 TCATCCTTCGCATACTTCCC
SL2.50ch ATTC(2)
SSR 0,0CMIE GGTTCCCTTCTCTCTTTGTCC
04:429428 AC(7) 182 52
72 0,0cM EP9 GCGTGTTCTTCGATTTGACA
SSR CCGGAACAAGTCCCTTCATA
nd 0,0 cM EP8 AT(10) 100 50
296 TCAGCCAAGTTCATGGTACATC
SL2.50ch
SSR 140cM LOD 3 E 237+237 CTCCAAATTGGGCAATAACA
04:212772 TAC(7) 50
43 5 15,0 cM EP8 228+237 TTAGGAAGTTGCATTAGGCCA
SL2.50ch
SSR 295+295 TGGCATGAACAACAACCAAT
04:212772|15,0cM | E TAC(7) 55
593 5 285+295 AGGAAGTTGCATTAGGCCAT
TES 110 GTGAAGGGGCTTTGGTGTAA
nd 33.782 cM K GGT(7) 55
0491 130 TCGGTACACAGTGATGCGAT
SL2.50ch |37,0cM I E GAAGGGACAATTCACAGAGTTT
SSR 251+251
04:529032(38,0 cM EP8 GAA(8) G 50
603 173+173
4.. 45,29 cM EP9 CCTTCAACTTCACCACCACC
TES GTTCTACCGCTCCTTAACCCA
nd 46,70 cM K nd nd 55
0476 TCTGAAAACCGGATTTGGTC
SL2.50ch
SSR 204+210 AGGGCAACAAATCCCTCTTT
03:510814(55,0 cM | E AG(10) 50
86 . 208+210 GGAGACGAGGCTGCTTACAC
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SL2.50ch |545cM I E
SSR 265+265 AATGAAGAACCATTCCGCAC
04:480576|48,0 cM EXPEN|AAT(7) 55
450 255+265 ACATGAGCCCAATGAACCTC
69.. 2008
SSR 56,0 cM | E 48,0 258+258 ACATGAGCCCAATGAACCTC
nd ATT(7) 55
306 cM EP8 248+258 AACCATTCCGCACGTACATA
SSR q 58,00 cM | E 48,0 TGA®) 148+149 GCGATGAGGATGACATTGAG 55-
n
310 cM EP8 149+149 TTTACAGGCTGTCGCTTCCT 60
SL2.50ch
SSR AATCAGATCCTTGCCCTTGA
04:523676(60,0 cM | E AT(11) nd 45
94 20 AGCTGAGAAAGAGCAGCCAT
SSR 220 TTGATATTAACCATGGCAGCAG
nd 61,5cMLOD 2 E |CTT(9) 41
555 217 TTGATGGGATTGCACAGAAA
TES 151 GGCCTGACCATAAGGCTGTA
nd 81,07 cM K AAG(6) 55
1364 157 TCCAAATCCACCTTCTCCAA
SL2.50ch
SSR 2214224 AAATTCCCAACACTTGCCAC
04:624699(95,0cM | E CTT(7) 50
214 30 2214222 CCCACCACTATCCAAACCC
SL2.50ch
SSR AT(7) 243+243 TATGGCCATGGCTGAACC
04:637210({102,0cM | E 50
146 - CAT(5) 239+243 CGAACGCCACCACTATACCT
SSR GCAAAGAGCTCGATCTCCAA
nd 109,0cM I E GAG(6) 129 50
293 TTCAGTTACTGGCCTTCGCT
SSR
nd 1095cM I E nd nd nd
627
TES GTGAAAAGCAGATGGAGGGTT
nd 124,91cM K AATT(5) 291 55
1225 AGGTATGCAGTGAAGACGCC
SSR 130+140 TGCAGTGAGTCTCGATTTGC
nd 1355cM I E AT(11) 50
188 140+148 GGTCTCATTGCAGATAGGGC
AGATCAAGATTAAGACCACCGG
SSRB60 330 AGC
nd 137,0cM I E nd 55
800 280 TCAGGTGCGAGTGTTACAATCT
CTG
SL2.50ch
SSR 10,5cMLOD 2 E TGCAAATGAATGTCCAGGAT
05:627936 TAA(7) 234 40
62 TCAGCAGAGTTATGCCATGC
SSR CCATTGACAGCCCATTATCC
nd 18.50cM | E TAA(7) 132 50
325 TGATGTGAAAGAGTTGATGAGG
SL2.50ch GGGTCACATACACTCATACTAA
SSR 2974299
602 05:252864(27,0cM | E AAG(6) q GGA 55
n
7.. GGCAATCATAGCCACTTGGT
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SSR SL2.50ch 102+102 GGGTCACATACACTCATACTAA
13 05:252864(28,0 cM LOD 2 E |AAG(6) 97+102 GGA 50
7.. CAAATCGCGACATGTGTAAGA
SL2.50ch 211+223
SSR CACCCTTTATTCAGATTCCTCT
05:273216|35,0 cM LOD 3 E |AT(16) 211+211 50
115 ) ATTGAGGGTATGCAACAGCC
SL2.50ch
SSR TC(6) 148+161 TCTCAAAGTCGTTCCTTCTTGA
05:640293(106,0cM | E 50
49 88 AC(4) 161 GGAAGAGAAACGCGGACATA
TGS149 GTTACGGCAATCTCAAAACCC
nd 63,98 cM K AAAT(8) 283 55
9 TATCTCCACGTCACCTTCCC
TGS 219 GATCGATGTTGGAAGAGGCAA
nd 79,89 cM K AG(14) 55
0669 188 AACCTACAAACGAAAGGGGC
TGS AAGGACATTCATCACCAAATCA
nd 80,37 cM K AAAT(7)  [196 55
1544 GAGCAACTGGTTTTTGGAGC
SL2.50ch
SSR TC(6) 158+161 TCTCAAAGTCGTTCCTTCTTGA
05:640293(107,5cM | E 55
590 88 AC(4) 161+161 GGAAGAGAAACGCGGACATA
GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCT
SSR 119,0cM I E 224+250
nd TA(14) C 50
162 99,0 cM EPS8 224+246
CAACAGCCAGGAACAAGGAT
SL2.50ch
SSR ATCTCCTTGGCCTCCTGTTT
06:284768|6,0 cM LOD2 E  |CAC(7) 199 50
48 . GTCATGGCCACATGAATACG
SL2.50ch
SSR 191+191 TCCTCAAGAAATGAAGCTCTGA
06:313546(6,50 cM LOD 2 E |AT(14) 50
47 0 180+191 CCTTGGAGATAACAACCACAA
SL2.50ch
CAG(6)
SSR 06:376319(35,0cM | LOD2 E CAAQ) 106+123 GGTCCAGTTCAATCAACCGA 50
128 40..37636 (37,0 cM EP8 123+123 TGAAGTCGTCTCATGGTTCG
CAG(7)
040
SSR TTAGGCAGCTTACGACTGGA
nd 39,0cM I E nd 300 50
326 GAGCCAGAGGTCCTTCAGTG
SL2.50ch 294+294
SSR AAC(6) ATTCCCAGCACAACCAGACT
06:416285(44,0cM LOD 3 E 289+294 55
578 10 ATC(5) GTTGGTGGATGAAATTTGTG
267+267 GGAATAACCTCTAACTGCGGG
SSR350 |nd 101,0 cM LOD 3 E|nd 55
256+267 CGATGCCTTCATTTGGACTT
SL2.50ch
SSR AG(3) ACGGGATTGTACCCAATCAA
06:485052|101,0cM | E 172 55
122 59 AAG(7) AGGGTTTGAAGAGGAGGAGG
SSR nd 0,00 cM LOD 3 E |ATT(13) 200+200 TCAACAGCATAGTGGAGGAGG |55
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241 13,99 cM EP9 185+200 TCCTCGGTAATTGATCCACC
SSR ACTCTC(12 TGTGTTGGATGTTTGGCACT
nd 0,00cM | E 217 45
108 GCCATTGAAACTTGCAGAGA
SSR 276+276 AGTGGCTCTCACCTACTGCG
nd 2,0cMLOD 3E |AAT(13) 55
285 265+276 CAATTCTCAGGCATGAAACG
SSR 190+202 TGATGGCAGCATCGTAGAAG
nd 3,0cMLOD 3E |AAC(9) 55
52 202+202 GGTGCGAAGGGATTTACAGA
SSR AGCTATGGAGTTTCAGGACCA
nd 12,0 cM EP8 CAG(8) |107 48
286 ATTCAGGTAGCATGGAACGC
18,0cM LOD 2 E
SSR ATG(7) 148+250 CTCCGGCAAGAGTGAACATT
nd 37,0cM EP8 55
276 ATT(7) nd CGACGGAGTACTTCGCATTT
39,36 cM EP9
SSR 30,50 cM | E TCCTCCGGTTGTTACTCCAC
nd CCA(7) 186 55
304 37,56 cM EP9 TTAGCACTTCCACCGATTCC
GGGGAT(3)
SL2.50ch GTT(2)
SSR 41,2cMLOD 2 E GAGGATGATGAGAACTCGCC
07:622193 GAG(2) 236 55
565 TCAGAGGCTTCTGGGTCAGT
33.. AAC(3)
CAG(7)
SSR GCCACAAGAAACATTGCTGA
nd 45,9 cM E ATCT(7)  [239 55
557 TACGCGCACGTGCATAAATA
SL2.50ch [60,0 cM LOD 3 E
SSR TGTATCCTGGTGGACCAATG
07:650080(80,0 cM EP8  |ATT(14)  |246 50
45 45 TCCAAGTATCAGGCACACCA
SSR 40CcMIE 275+275 TGTTGCTCGAACTCTCCAAA
nd AT(12) 60
344 0,0 cM INC EPS 245+275 CATAGGAGAGGTAACCCGCA
SSR TTGTGTTTGATCTGCCTTGG
nd 70cM I E TA(14) 193+193 55
244 ACCCTGGCTCTACCCTCACT
SSR 22,5CM | E 195+195 TCAGGATCAGGAGCAGGAGT
nd AAT(7) 50
327 20,0 cM EP8 180+195 TGGACTTGTTCCATGAACCC
SL2.50ch
SSR 192+193 CACTTGCCATCTTCTAGCCC
08:529045(22,7 cM | E CT(12) 30
15 i nd ATGGATGCCCAAATTGAAGA
TES 278 GGGGAGTCGTGGGATTATTT
nd 38,06 cM K GGA(8) 55
0289 275 ATCTCAGAAGGCGCAGTGTT
SSR 49.7cM 1 E 225+227 CCTCTCCATTCTGTGGTGGT
nd TCT(6) 55
335 51,0 cM EP8 nd AACCGTCCTCGATTTCACAC
SL2.50ch
SSR 50,7 cM | E CCACAAACAATTCCATCTCA
08:611089 AT(39) 250 40
63 s 61,0 cM EP8 GCTTCCGCCATACTGATACG
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SL2.50ch GTTTCTATAGCTGAAACTCAACC
SSR 55,0cM E 237+237
08:614337 TCT(8) TG 50
38 61,0 cM EP8 237+215
78.. GGGTTCATCAAATCTACCATCA
SL2.50ch
SSR 293+293 TTCGTTGAAGAAGATGATGGTC
08:614337|55,0 cM LOD3 E [TCT(3) 55
594 o 273+293 CAAAGAGAACAAGCATCCAAGA
TES GAAATTCGGCTGTTGAGAGG
nd 71,51 cM K GGT(8) 220 55
0741 CAAAGACAAGGCCCATGATT
AAAGCCAAAGTGGAAGAACTCA
SSRB10 220 AGG
nd 87,5cM I E nd 53
5694 210 CTCGTAAAACGTTCATCAATCTC
GC
TES GTCCGAAGAACAAAAGGCAGT
nd 103,133cM K |GGT(6) 272
0537 AAAAGTGGCAATTCAGGTGG
SSR GTTGA(Q2) TTCTCTCTGTCGCCATTGTG
nd 18,0 cM IE 281 50
340 GA(7) AAATCAACGCCAATGGTAGG
SL2.50ch AG(2)
SSR 700+700 TGGGAAGATCCTGATGATGG
09:266905(32,0 cM LOD3 E  [AGA(7) 45
73 700+1300 TTCCCTTTCCTCTGGACTCA
3.. TAGTGA(2)
SL2.50ch
SSR TTGGCTGGATTATTCCTGTTG
09:354526(37,0 cM | E TAT(7) 127 55
69 . GCATTTGATAGAAGGCCAGC
SL2.50ch
SSR 120+120 TTTAGGGTGTCTGTGGGTCC
09:362650(42,0 cM | E AT(20) 50
70 ) 93+120 GGAGTGCGCAGAGGATAGAG
s GTTCTGGCAATATCGGGGTA
el nd 46,18 cM K AAC(6) 175 AGTTATAGTTTAGGGGGTATTTG|55
TGT
TES 235 TGTTAAATCCGTGAAAGAGCA
nd 50,33 cM K AG(10) 55
1246 163 GCCTCTTTGGCCTTCTTCTT
SL2.50ch
SSR AG(6) GCCTCGGATTCAATAGCATTA
09:134025|50,35 cM | E 176 42
99 o1 AT(5) CACAAAGAAGCAAACAACTCCA
SSR 191+191 GTGGTAACGGCAAAGGGACT
nd 50.37 cM | E AT(11) 55
237 160+191 CTTATGGCCTTAGCAGCCAG
TGCGGTAGACCCACTGAGTTAT
SSRB 280 cTC
nd 50,40 cM | E nd 55
56555 300 AAAAGGGAAGCATTTCTTCTCTC
cc
SSR ACCAAATGGAAATGGGTCAA
nd 50,45 cM | E CT(13) 164 40
28 CCCTAAGACTAACGACAACCAA
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SL2.50ch
SSR 186+188 ACCAAATGGAAATGGGTCAA
9 09:627476/51,0 cM LOD3 E  |AT(16) 50
19 . 174+186 CCCTAAGACTAACGACAACCAA
SSR 557cM I E TGTAACGTCAAACTTCAGGTG
9 nd AT(10) 170 42
110 61,0 cM EP8 CTCCGCAATGTGTTGTATGG
SL2.50ch
SSR 188+230 ATTGTACAAAGACCCGTGGC
9 09:660302|57,3 cM LOD 2 E |AT(11) 50
383 a1 188+188 GTTGCACACTGGATCAATGC
TGS016 223 GCGAAGGAGGCCATAACATTC
9 nd 58,49 cM K AAT(18) 55
0 176 TGGACACTTGAACACAACCAA
TGS 170 TCCACTATCATTTGCCTCCA
9 nd 60,82 cM K AAT(7) 55
2037 168 GTGCCCCCAGATTAAGGAA
TES GTTGATATTCAGGGGTCACGG
9 nd 66,04 cM K AATT(6)  |125 55
0226 TCTCTCAGCACACTCAAAACA
TES GTACCTGGTGGTAGGTGGTGG
9 nd 72,46 cM K AAT(8) 223 55
0252 CAGGTGGCTTGATTGGATCT
SL2.50ch
SSR 111+176 GGAACACAACCAAGAAGTGGA
9 09:697143(80,0 cM LOD 2 E |AAT(7) 50
112 ”s nd TATCGGCTTAGGGTTGTTGG
SL2.50ch GGATTTCTCATGGAGAATCAGT
SSR 103,0 cM LOD 3 E|TCA(6) 286+285
9 09:711540 55
599 109,0cM EP8  [TCATTA(2) [286+282
46.. TCCCTTGATCTTGATGATGTTG
SSR GTTCCCGCTTGAGAAACAAC
9 nd 109,0cM EP8  |TA(13) 204 50
333 CCAATGCTGGGACAGAAGAT
CTCGATCAATCTGTTCCCTTTTG
SSRB nd 300 TG
10 nd 00cMIE 55
102358 280 AAGCAAAATCCAGCATCATAGAT
CG
10 |SSR . 253 CcMLOD2E |GA(7) 184+183 TTCGGATAAAGCAATCCACC |
n
34 13,0 cM EP8 TCGA(2) |184+186 TCGATTGTGTACCAACGTCC
10 |SSR . 25,7cMLOD2E |GA(7) 184+191 TTCGGATAAAGCAATCCACC |
n
596 13,0 cM EP8 TCGA(2)  |184+179 TCGATTGTGTACCAACGTCC
SL2.50ch
SSR 33,7cMIE 127+127 GTGGTTATCCCAAGACCCAA
10 10:431151 TCA(7) 55
218 ” 24,13 cM EP9 127+143 CGCCAGTCTTCCTCTGACTT
SSR TTGGT(2) |278+278 TTTCCACCTCAAACCACTCC
10 nd 33,7cMIE 55
301 TA(15) 278+350 CCCTTTGACCTGTGCCA
SSR AT(11) 230+230 AGGGTCCTTCGTTTGGAACT
10 nd 33,7cMIE 60
526 AAAAC(2) |320+230 GCATTCCACTTGTGAAGCAT
280+280
SSR 345cM I E GCAGAGGATATTGCATTCGC
10 nd TA(21) 251+280 55
318 31,0cM EP8 CAAACCGAACTCATCAAGGG
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SSR 251+251 GCATTCGCTGTAGCTCGTTT
10 nd 35,0 cM | LOD3 E [TA(21) 55
248 221+251 GGGAGCTTCATCATAGTAACG

SSR ATCAGCCCTTCCACTGATTG
10 nd 39,0cM I E TA (17) nd 50
360 TAAGCAACCACCAATGTTCA
SSR CAA(9) 212+204 ACAACAAAGGCAGCTGGTTC
10 nd 46,0 cM LOD2 E 50
159 CTTC(?2) |nd GCTTCCGACAGCCCATATAA
SL2.50ch
SSR 179+179 ATCCGTTAGCTATTGTGCCG
10 10:615809|55,0 cM | E TAA(7) 50
85 o 170+179 TTGCCATGCACTTATCTTCG
SL2.50ch 199+200
SSR 74,0 cM LOD2 E ACTCACCATGGCTGCTTCTT
10 10:644099 TCT(7) 199+203 55
74 o TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC
SSR 75,0 cM LOD2 E 190 TGGCTGCCTCTTCTCTGTTT
10 nd TCT(7) 55
223 190+191 TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC
SSR GAGCGA(2) [149+149 TGTAAGAGTGTCTGCCTGCAC
10 nd 86,0cM | E 52
479 GC(7) 137+149 ATGGGTTCGGGTTAGCTCTT
TES GACCATGGCCTCCTCCTCTAT
10 nd 88,92 cM K AGC(5) 273 55
1966 CGCAAAAAGGGAAAAATGAA
SL2.50ch
SSR 149+149 GAAACCGCCTCTTTCACTTG
11 11:186543|11,0 cM LOD 3 E |CAG(7) 45
136 o 137+149 CAGCAATGATTCCAGCGATA
TES 208 GTCGCCTCCTTCTCTCCTTT
11 nd 19,07 cM K AGC(5) 55
1970 206 AGTTGCTGATGTTGCTGTCGT
SL2.50ch TTCAA(2)
SSR 20,0cM | E 186+186 GGCAAATGTCAAAGGATTGG
11 11:227400 GTACTA(2) 50
80 14,0 cM EP8 175+186 AGGGTCATGTTCTTGATTGTCA
0.. CAA(7)
SL2.50ch
SSR AGA(2) 900+900 GCACGAGACCAAGCAGATTA
11 11:329059|24,0 cM | E 50
67 o AAG(7) 900+100 GGGCCTTTCCTCCAGTAGAC
SL2.50ch
SSR 199+199199+2 |ACGGGTCGTCTTTGAAACAA
11 11:500405(37,50 cM | E CGG(7) 50
76 o 20 CCACCGGATTCTTCTTCGTA
SL2.50ch
SSR 375+375 CCGAGGCGAATCTTGAATAC
11 11:545913|40,00 cM LOD3 E |AT(14) 50
46 X 375+400 GCACCATCTCTTGTGCCTCT
s GGGTATTGCTTTTCTCCACG
1| e 59,05 cM K AT(21) 254 TTTAAAGAAGGAAGTAAATTTTC |55
AAAG
TES GTCAAACCCCTTTTCTTCTCTG
11 nd 76,82 cM K GGA(7) 270 55
0899 TCCGTTTCTTCACCTCCAAC
TES GCAAGGAGGCTCAGAAATCCA
11 nd 89,94 cM K ATC(8) 281 55
0713 AAAAGGCCATGATGAGATGC
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TGS GCAATGATTGAGGCAATGAA
11 nd 72,06 cM K AT(17) 230 55
0522 TGAAATCGGTGCTTATGATCT
TES GCATCTCATCATGGCCTTTT
11 nd 93,30 cM K GGA(8) 177 55
0813 TAATTGGGAAGCAAAGTCCG
TES GACCCAAAAGTTGCAGAATCG
11 nd 117,02 cM K ATC(6) 279 55
1695 AGCAGGCCACAGTTTAGAGC
SL2.50ch [58.20 cM | E
SSR 157+157 GAGGACGACAACAACAACGA
12 12:675937(37,0 cM EXPIMP|GAA(8) 55
20 148+157 GACATGCCACTTAGATCCACAA
9. 2007
SSR TCATCTGCAATTCATGGCTC
12 nd 60,00 cM LOD3 E [GA(54) 220 45
44 AGGTCAAGGATGTGCTTCCC
SSR CACC(12) |1300+1300  |TCAATCCATCACACCTTGGA
12 nd 60,00 cM LOD3 E 50
124 GA(7) 1270+1300  |GAGGAAGAAGACCACGCAAA
SSR
12 nd 61,00 cM | E nd nd nd
636
SSR 72,50 cM | E 178+179 AAGCCAAGCTCGAACCTGTA
12 nd TCC(7) 55
345 42,22 cM EP9 nd ATCCATGCTGTCGCTTTCAT
TES GCCCATATTAAGCCCAAAAA
12 nd 83,46 cM K AAG(9) 166 55
112 AGACAGCATGAGGTCCGAAT

Nomenclatura de microsatélites: SSR, tomado de - EXPEN2000/EXPIMP2008; TES, tomado de Kazusa Genome Tomato
Database. Referencia E: EXPEN 2000, K: KAZUSA F2 2000, EXPIMP 2008: EP8, EXPIMP 2009, EP9. Fuente:

https://www.solgenomics.net/search/markers y http://marker.kazusa.or.jp/Tomato/genome/list/

Los productos de PCR se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (6%
0 7%) utilizando una cuba vertical y buffer TBE (0,5 X y 1 X), corriendo a 40 o 60 W y 1800-
2000 V entre dos y tres horas. En cada calle se sembré 4 pl de una mezcla de producto de
PCR: buffer de carga (NaOH 10mM; Bromo Phenol Blue 0,05 %; Xilene Cyanoleff 0,05 %;
Formamida 95 % v/v), el cual facilita la visualizacion y sedimentacion del producto de PCR o
de acidos nucleicos en las calles del gel, y posee un agente colorante que permite indicar el
frente de corrida, el Bromo Phenol Blue. Para la identificacion posterior de las bandas, se
sembré una calle con marcador de peso molecular de 100-300 pb con bandas cada 10 pb
(10bp DNA Weight Ladder INVITROGEN, Carlsbad, USA).

Los fragmentos de amplificacién obtenidos y separados en los geles fueron leidos e
interpretados utilizando un transiluminador, luego de la tinciéon con nitrato de plata (Chung y
Wong, 2002).
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2.2.4 Mapa genético de FCN 93-6-2

A partir del genotipado con microsatélites de S. habrochaites, Uco Plata INTA, F1 y
FCN 93-6-2 se estimé la proporcion de genoma total y por cromosoma de cada progenitor con

base en la proporcién de marcadores de cada parental.

Los sitios de introgresion de germoplasma silvestre proveniente S. habrochaites en la
linea de premejora FCN 93-6-2 se localizaron de manera relativa. Esta ubicacién se efectué
utilizando la informaciéon que provee la base de datos de SOL Genomics Network (SGN;

https://solgenomics.net/search/markers) considerando tres mapeos de microsatélites: Tomato

- EXPEN2000, basado en 80 individuos F, provenientes de un cruzamiento entre S.
lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716, también se tuvo en cuenta informacion proveniente
de mapeo Kazusa F2 2000, que contiene datos de marcadores SSR y loci intronicos
desarrollados por Shirasawa et al. (2010), (http://marker.kazusa.or.jp/Tomato/genome/list). En

caso de no contar con la localizacién de un SSR en esos mapas, se utilizé la posicion en el
mapa basado en el cruzamiento S. lycopersicum (NCEBR-1) x S. pimpinellifolium (LA2093),
EXPIMP2009 S. pimpinellifolium (EXPIMP2009), con menor nimero de SSR y més
diferencias respecto a S. habrochaites. La estimacion del tamafio en cM del fragmento
intorgresado se efectud adicionando la mitad de la distancia que separa al marcador de FCN3-
5 (S. habrochaites) del marcador Uco Plata INTA (S. lycopersicum) adyacente (Finkers et al.,
2007). Este criterio se decidié tomando en consideracion la heterogeneidad de la densidad de

marcadores dentro y entre cromosomas.
Representacion grafica del genotipado

La representacion gréfica del genotipado de la linea de introgresion FCN 93-6-2 fue
efectuada utilizando el programa de software GGT (van Berloo, 1999). El software realiza el
calculo del tamafio de los sitios introgresados, como asi también el porcentaje de genoma
introgresado adicionando a cada intervalo de marcadores introgresados la mitad de la
distancia que separa el marcador del genotipo silvestre (S. habrochaites) del marcador

adyacente al genotipo cultivado (S. lycopersicum) segun lo informado por Finkers et al. (2007).
2.2.5 Mapeo de QTLs para caracteres de calidad de fruto

Aquellos marcadores que resultaron polimorficos entre FCN 93-6-2 y LC 138 son los
que se usaron para efectuar la caracterizacion molecular de 198 individuos F, para la
deteccion de QTLs.
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La deteccién de QTLs (Loci de caracteres cuantitativos) se realizé con base a los datos
obtenidos del E2. De este ensayo se obtuvo material vegetal para extraccion de ADN y se
efectud el andlisis con SSR y se realizd la caracterizacién fenotipica. Se estudiaron 198
genotipos F,. Los individuos se caracterizaron para los cuatro marcadores microsatélites
polimérficos (de un total de 188 evaluados) y 23 variables de calidad de fruto. Estas variables
fueron VE y cinco variables relacionadas tanto al momento de descarte como en frutos rojos
(Dhr, Dhc, Cons, Fir, Dur); seis variables de tamafio y forma: Pf, Diam, Alt, For, Ep, y NI;
tres variables relacionadas al sabor y propiedades nutracéuticas: SS, pHy CLi y variables de
color: X, Y, Z, L* a* b* Chromay Hue.

Respecto al genotipado, en el caso de muestras en las que fue dudosa su
interpretacion, se repitié su corrida hasta tres veces. Si a pesar de estos intentos no pudo
determinarse con seguridad el genotipo, se decidié no incluir al individuo en el analisis del
marcador. Se evalué el ajuste a la segregacion esperada en la F, (1:2:1) para cada marcador
y en conjunto, utilizando la correccién de Bonferroni con un nivel de significancia global del
5% (Schuster y Cruz, 2004).

A partir de la caracterizacion molecular con los marcadores polimérficos introgresados
de S. habrochaites en la linea FCN 93-6-2 de cada uno de los individuos de la poblacion F, y
datos de la caracterizacion fenotipica del segundo ensayo E2 (presentados en el Capitulo 1),

se efectud la evaluacion de las asociaciones fenotipo/marcador genético.
Se efectud el mapeo de QTLs con el modelo de locus simple con:

-Mapeo por marcas simples (MMS) que permite evaluar la asociacién de un caracter
con un marcador. Se utilizaron los métodos de ANOVA a una via (considerando como
tratamientos los tres genotipos para cada marcador y como variable respuesta, el fenotipo),

regresion lineal y méaxima verosimilitud.

Se estimaron los efectos génicos aditivos y dominancia y con los cuadrados medios
de ANOVA se estimaron los valores de heredabilidad (H?). Por el método de regresion se
calcul6 la regresion lineal a intervalos iguales, permitiendo estimar tanto la ubicacién del locus
como el coeficiente de determinacion de la regresion (R?), que es indicador de la proporcién
de la varianza fenotipica de la caracteristica explicada por el fragmento de ADN asociada al
marcador(Liu, 1998).

-Mapeo por Intervalo Simple (MIS). En el caso de los marcadores ligados también se
efectud el andlisis de mapeo de QTLs por intervalos simples (Lander y Botstein, 1989). Este

abordaje optimiza las estimaciones de los efectos génicos (a y d) obtenidas del andlisis de
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marcadores tomados por separado (MMS). Esta metodologia de andlisis permite evaluar la
probabilidad de ocurrencia de un QTLs en una serie de posiciones dentro de un intervalo
flanqueado por dos marcadores, utilizando diferentes métodos estadisticos (maxima
verosimilitud, regresién) para la estimacion de pardmetros en cada posicion, localizando el

QTL donde se maximizan la diferencias entre los genotipos del QTL (Schuster y Cruz, 2004).

Se calculé la puntuacion LOD (LOD score), que es el logaritmo de las probabilidades
de que un marcador y un QTL se encuentren ligados y por lo tanto, se hereden juntos con
mas frecuencia de lo que lo harian por azar (Broman y Sen, 2009). El umbral para determinar
un QTL como significativo fue un valor LOD de 3. Se evaluaron los marcadores con
segregacion mendeliana a través de una regresion linear simple, declarandose QTLs a las
asociaciones con un p<0,05. Para detectar la presencia de interacciones entre marcadores
con un mismo caracter se utiliz6 un ANOVA factorial a dos vias. La falta de interaccién se
considero indicador de efecto aditivo. Cuando se detectaron asociaciones entre un marcador
y mas de un caracter se analizd, considerando la posicidn, una posible indicacion de efecto
pleiotopico (Hua et al., 2003).

66



Resultados

3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA Y ANALISIS GENETICO EN LINEAS
PROGENITORAS, F: Y F» DE CARACTERES RELACIONADOS CON CALIDAD DE
FRUTOS

3.1.1 Caracterizacién de lineas parentales
3.1.1.1 Vida en estanteria

Para la carcaterizacion de las lineas parentales FCN 93-6-2 y LC 138, lineas
testigos FCN 13-1-6-1 y Uco Plata INTA y la F193-6-2 x LC 138 respecto a la variable Vida
en Estanteria (VE) se consideraron en este andlisis los datos obtenidos en los dos ensayos
E1 (2013/2014) y E2 (2015/2016). La variable VE ajust6 a distribucion normal en cada una
de los genotipos en ambos periodos analizados. Se encontaron valores de W cercanos a
1 y no significativos: F1 93-6-2 X 1382014 (W*=0,84, p=0,052), F1 93-6-2 X 1382015 (W*=0,91,
p=0, 498), FCN 13-1-6-15014 (W*=0,88, p=0,259), FCN 13-1-6-15015 (W*=0,96, p=0,875),
FCN 93-6-22014 (W*=0,84, p=0,054), FCN 93-6-22015 (W*=0,84 p=0,1262), LC 1382014
(W*=0,96, p=0,826), LC 1382015 (W*=0,95, p=0,8), Uco Platazoi4 (W*=0,96, p=0,824) y Uco
Platazois (W=0,85, p=0,084). En la Tabla 2 se muestra un resimen de los parametros
estadisticos que describen VE del de E1y E2.

Tabla 2. Vida en estanteria. Parametros estadisticos de lineas parentales, F1 y testigos y comparacion de
medias (LSD Fisher).

Linea Ensayo N° plantas Media VE + E.E. Ccv Min Max

2013 /14 12 49,89 + 4,08 ¢ 25,87 37 75
FCN 93-6-2

2015/16 9 43,03+2,71¢ 15,65 38 56

2013 /14 11 22,34 +2532 37,61 7 36
LC 138

2015/16 11 21,14+1,992 31,23 9 32

2013 /14 11 84,65+ 3,09° 12,11 65 95
F193-6-2

2015/16 7 74,35+ 3,88¢ 14,43 54 87

2013 /14 8 34,27+ 2,40° 19,77 25 44
FCN 13-1-6-1

2015/16 12 37,30+ 1,45°b 13,47 28 49

2013 /14 9 2152+2,892 30,85 7 34
Uco Plata

2015/16 10 23,28 +£2,032 27,85 11 35

Referencias: VE: Vida en estanteria (dias). E.E: Error estandar; CV: Coeficiente de variacion. Min: Minimo Max: Maximo

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,01)
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Las lineas parentales difieren para VE en ambos ensayos y FCN 93-6-2 con valores
medios de 49,89 + 4,08 y 43,03 + 2,71 dias de vida en estanteria, representa el genotipo
con mayor larga vida en estanteria. También se diferencia significativamente del progenitor
LC 138 con valores medios de 22,34 + 2,53 y 21,14 + 1,99 dias. Respecto a las lineas
testigos, Uco Plata no difiere de LC 138, mientras que FCN13-1-6-1 se comporta como de

mayor vida en estanteria que las lineas comerciales pero el valor medio es menor que en
FCN 93-6-2. También se observa que la F1 es superior en ambos ensayos (X=84,65 y

74,35). Al comparar las lineas parentales, F1y las lineas testigo con ANOVA se encontraron
diferencias altamente significativas (F= 73,12, p<0,0001). Los valores medios de VE en las
lineas FCN 93-6-2 y F; evidencian diferencias cuando se comparan entre los dos ensayos

sin perder el orden de referencia respecto a otras lineas (Tabla 2).
Analisis de la interaccion Genotipo por Afio para Vida en Estanteria

La interaccidbn GxA evaluada por ANOVA resultd no significativa (F= 1,44, p=
0,2362). En el gréafico de la Figura 10 puede notarse un tipo de interaccion cualitativa en el
sentido de que la linea parental LC 138 y la testigo UCO Plata modifican sus rankings, sin
embargo no exiten diferencias significativas (Tabla 2). También se observa que en el
ensayo 2013/2014 la diferencia entre la linea progenitora FCN 93-6-2 y la linea testigo
FCN 13-1-6-1 es mayor que en el ensayo 2015/2016, aunque no se modifican los ordenes
de los genotipos.
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Figura 10. Comportamiento de lineas parentales, F1 y lineas testigos en dos afios sucesivos para VE.

3.1.1.2 Otras variables de calidad de fruto evaluadas en los genotipos uniformes en

ambos ensayos

Las variables Peso de fruto (Pf), Altura (Alt), Diametro Mayor (Diam), Forma (For),

Color (Col), Deshidratacion absoluta (Dha), Deshidratacion relativa (Dhr), Deshidratacion
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cualitativa (Dhc) y Consistencia de fruto al descarte (Cons) se registraron en ambos
ensayos. Las variables analizadas se distribuyen normalmente en 50 de las 57 pruebas
efectuadas considerando las variables en cada una de las lineas en los dos ensayos, con

valores de W cercanos a 1 y no significativos.
Variables asociadas a aspectos externos (tamafio, forma y color)

En este grupo de variables se incluyeron: Peso de fruto (Pf), Color (Col), Altura
(Alt), Didmetro Mayor (Diam) y Forma (For). De ellas, Col fue la Gnica que no ajusté a una
distribucion normal para los genotipos LC 138015 (W*=0,76, p<0,001) y Uco Platazo:s
(W*=0,72, p<0,001). Los parametros estadisticos que describen el comportamiento de las
variables en las lineas parentales, testigo y F1 se muestran en la Tabla 3. En el caso de las
variables que no ajustaron a una distribucion normal se realizé la prueba de Kruskall-Wallis
para la comparacion de las medias.

Tabla 3. Caracteres asociados a aspectos externos del fruto. Valores medios y error estandar de variables
asociadas a aspectos externos de lineas parentales, F1 y testigos y comparacion de medias o medianas
(ANOVA, LSD Fisher, y Kruskall Wallis), segun corresponda, en variables analizadas en dos ensayos

Pf Alt Diam For Col
Linea Ensayo
n | MediazE.E | n | MediazE.E | n | MediaztE.E |n | Mediat E.E | n |Media + E.E

2013/14 |73| 18,86 +0,962 |73| 31,08 +0,472 |73| 31,60+0,67@ |[73|0,99 +0,01¢ (38| 2,85 +0,052P
FCN 93-6-2

2015/16 |63 26,02 +2,292 |60| 32,04 +0,81> |60| 34,76 +0,93> |60|0,94 + 0,019 |54| 2,93 + 0,04

2013/14 |39| 94,31 +6,584 |39| 48,79 +1,37¢ |39| 59,47 + 1,58« (39|0,82 + 0,02 |38| 2,68 + 0,052
LC 138

2015/16 |49| 90,50 + 5,124 |49| 48,25+ 1,32¢ |49| 61,20+ 1,32¢ (49|0,79 +0,01b (39| 2,74 + 0,042

2013/14 |82 24,80 + 1,22 | 82| 31,77 + 0,46 |82| 36,71 +0,66° [82]|0,89+0,02¢|71| 3,24 +0,05¢
F1 93-6-2

2015/16 |58 30,06 + 1,73 |58| 35,35 +0,80¢ |58| 36,24 +1,02> [58|0,99 +0,06¢ |50| 3,37 +0,06¢
FCN

2015/16 |69 24,79 + 1,332 |69| 28,05+0,692 |69| 35,31+0,87> [69]|0,81+0,02>|70| 3,71 + 0,044
13-1-6-1

2013/14 |41| 57,85 +3,45¢ |41| 39,37 +0,08¢ |41| 51,24 +1,22¢ (41|0,77 £0,01 |41| 2,72 + 0,052
Uco Plata

2015/16 |57| 64,75 + 4,72¢ |57| 37,63 £ 0,82 |57| 54,39 + 1,38« |57|0,70+ 0,012 |57| 2,94 +0,03b
F.p F=89,47 F=76,18 F=124,26 F=43,76 H=223,38
H, p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Referencias: n: Nimero de frutos, E.E: Error estandar; Pf: Peso de fruto (g), Alt: Altura (mm), Diam: Diametro mayor
(mm), For: Forma, Col: Color (escala visual Monforte et al., 2001). Diferentes letras indican diferencias significativas

(p<0,05). F: estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de Kruskal-Wallis y p: probabilidad asociada.
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Las diferencias entre medias de las variables analizadas por ANOVA se observan
en la Tabla 3. En referencia al peso de los frutos, las lineas progenitoras se diferencian y
LC 138 triplica el peso del porgenitor con introgresiones silvestres. La Fi1 en el E2
(2015/2016) se diferencia de los progenitores. Las medias de las variables Alt, Diam, For
y Col se diferencian entre progenitores. Las que describen aspectos morfolégicos de los
frutos, Alt y Diam, en concordancia con lo registrado para Pf, LC 138 presenta valores
mayores y Fi; intemedios. Las diferencias en Forma del fruto (For) reflejan las
observaciones cualitativas, LC 138 presenta frutos mas chatos y FCN 93-6-2 y F; redondos
(Figura 11). Las lineas testigos poseen frutos con formas semejantes a los de LC 138.
También existen diferencias entre ambas lineas progenitoras para el color de fruto medido
con escala visual, Col, y se destaca que la media de F1 supera a ambos padres indicando
frutos de color mas intenso respecto a ambos. La linea FCN13-1-6-1 presenta frutos de
mayor intensidad de rojos segun la evaluacién efectuada con esta metodologia.

FCN 93-6-2

Figura 11. Fotografia de frutos maduros de lineas parentales.

Variables asociadas al descarte del fruto (deshidratacién y consistencia)

De este conjunto de variables que fueron evaluadas periodicamente y registradas
al momento del descarte s6lo Dhc en Uco Platazs (W=0,74, p=0,01) no mostré ajuste a
una distribucion normal. Los parametros estadisticos que describen el comportamiento de
las variables en las lineas parentales, testigo y F1 se muestran en la Tabla 4. En el caso de
las variables que no ajustaron a una distribucién normal se realizé la prueba de Kruskall-

Wallis para la comparacion de las medias.
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Tabla 4. Variables asociadas a descarte del fruto. Valores medios y error estandar de variables asociadas
al descarte del fruto de lineas parentales, F1 y testigos y comparacion de medias o medianas (ANOVA, LSD

Fisher, y Kruskall Wallis), segun corresponda, en variables analizadas en dos ensayos.

Dha Dhr Dhc Cons
Linea Ensayo | n
Media + E.E Media + E.E Media + E.E Media + E.E

2013/14 38 3,47 + 1,552 0,2 £0,01¢ 1,66 + 0,122 1,92 +0,07¢
FCN 93-6-2

2015/16 54 4,42 + 1,482 0,18 + 0,012 2,16 £0,07¢ 1,46 + 0,092

2013/14 38 15,22 +1,48¢ 0,18 + 0,012 1,61 +£0,122 1,57 £ 0,122
LC 138

2015/16 49 16,33 £1,48¢ 0,17 + 0,012 2,02 +0,1d 1,76 + 0,130

2013/14 71 6,93 + 1,482 0,30 £0,01° 1,89 + 0,09b¢ 1,66 + 0,08
F1 93-6-2

2015/16 52 6,97 + 1,642 0,26 + 0,014 1,91 + 0,09bcd 1,85 + 0,09b¢
FCN 13-1-6-1 2015/16 70 4,54 + 1,422 0,19 +0,01°¢ 2,00 + 0,07¢d 2,51 +0,08¢

2013/14 41 8,01 £ 0, 90b 0,14 + 0,022 2,10 + 0,12¢d 1,74 + 0,09b¢
Uco Plata

2015/16 57 10,36 + 1,55 0,14 + 0,022 2,07 +0,08¢d 1,78 + 0,09b¢
F.p F=9,01 F=20,41 H=22,10 F=12,15
H, p <0,0001 <0,0001 0,0006 <0,0001

Referencias: n: Numero de frutos, E.E: Error estandar. Dha: Deshidratacion absoluta (g), Dhr: Deshidratacion relativa
(9); Dhc: Deshidratacion cualitativa, Cons: Consistencia. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). F:
estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de Kruskal-Wallis y p: probabilidad asociada

Las diferencias entre medias de las variables analizadas por ANOVA se observan
en la Tabla 4. En referencia a estas variables relacionadas con las maneras en que se
degradan los frutos, la Dhay Cons indican diferencias entres los genotipos progenitores y
a su vez Dha muestra semejanzas entre cada una de ellas con sus correspondientes
testigos, coincidiendo las diferencias entre genotipos con los observados para Pf. No se
evidencian diferencias entre las lineas progenitoras para Dhr y Dhc, ambas se deshidratan

de manera relativa por procesos que las llevan a alcanzar valores semejantes.

Analisis de la interaccion Genotipo por Afio para los otros caracteres considerados en el

ensayo

En la Figura 12 se observan los gréficos del andlisis de las interacciones entre
genotipo x afio (GxA), que resultan significativas para Dhc (F=3,62; p= 0,0132), Cons
(F=5,12; p=0,0038), Alt (F=4,41; p=0,0045), For (F=25,6; p<0,0001) y Col (F=3,95;
p=0,0086). Mientras que para Pf (F=0,30; p=0,7616), Dhr (F=0,93, p=0,4239), Diam
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(F=1,51; p=0,21249) no existen evidencias significativas para plantear esta interaccion.

Aunqgue Dhr evidencio efecto por afio (F=8,51, p=0,0037).
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Figura 12. Gréaficos de Interaccion GxA. Pf: Peso de fruto (g), Dhr: Deshidratacion relativa (g); Dhc:
Deshidratacion cualitativa, Cons: Consistencia, Alt: Altura (mm), Diam: Diametro mayor (mm), For: Forma, Col:
Color (escala visual Monforte et al. 2001).
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Puede obervarse en la Figura 12 que las interacciones son de tipo cuantitativa para
Alto de fruto y para Color ya que la posicién ordinal del mérito de los genotipos no se ha
modificado y las diferencias entre genotipos si se modifican entre ambientes aunque no

cambia su orden relativo.

En caso de Forma de fruto y las dos variables cuya evaluacion es subjetiva (Dhc y
Cons) la interaccion se produce en el sentido que se registran diferencias entre afios
respecto a las diferencias entre genotipos y también modificandose sus ordenes. La
variable Dhc muestra los dos tipos de interaccién, la cuantitaiva entre Uco Platay F1 y
también una interaccién en la que se observa cambio de orden de las medias de los
genotipos considerando el comportamieto de las lineas LC 138 y FCN 93-6-2. Estas
interacciones se deben a que, en el E1 al momento del desacarte los frutos estaban lisos,
mientras que en E2 estaban parcialmente arrugados. Para Cons se plantea una situacion
semejante para los genotipos FCN 93-6-2 y Fi1, en 2014 los frutos de FCN 93-6-2 al
momento del descarte estaban blandos y en el E2 presentaron en promedio un mayor
grado de consistencia, mientras que para F1 ocurrié una situacion inversa, al momento del

descarte estaban mas blandos en el E2.

3.1.1.3 Propiedades biomecanicas evaluada en los genotipos uniformes en Ensayo 1
(2013/2014)

Para analizar propiedades biomecanicas de la cubierta de frutos maduros se
consideraron tres variables: Fuerza maxima: Fmax (N), Esfuerzo de rotura: Er (MPa) y
Modulo de Young: MY (MPa). Las tres variables evaluadas, en las lineas parentales y
testigos, ajustan a una distribuciéon normal. Los valores de las medias de los parametros
biomecanicos evaluados, los resultados de ANOVA y la comparacién de medias para las

lineas parentales de premejora FCN 93-6-2 y dos testigos se indican en la tabla 5.

Las pruebas de estiramiento, al someter las muestras a tension uniaxial hasta la
rotura de la cubierta del fruto por traccién, permitieron calcular la Fmax, que es el valor de
la fuerza a la cual se produce la rotura. Esta variable presenta diferencias entre lineas
parentales, siendo los frutos de FCN 93-6-2 los que requieren mayor fuerza para romper la
cubierta. Con respecto Er la diferencia entre los progenitores y FCN 93-6-2, en
comparacion con LC 138, presenta cubierta (piel) mas resistente, asi se necesita mas
esfuerzo para producir la rotura. EI médulo de Young (MY) indica que la cubierta de frutos
de FCN 93-6-2 presenta mayor plasticidad, mientras que la de los frutos de LC 138 es mas

rigidas.
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Tabla 5. Propiedades biomecanicas. Valores medios y error estandar de lineas parentales y testigos y
comparacion de medias (LSD Fisher).

Fmax Er MY
Linea n
Media = E.E Media = E.E Media = E.E
FCN 93-6-2 8 2,20 + 0,10 16,83 + 1,20° 85,21 + 7,31b
LC 138 6 1,14 £ 0,082 20,41 £1,582 125,71 + 9,322
FCN 13-1-6-1 7 1,42 +£0,132 19,96 + 1,242 94,05 + 7,04
Uco Plata 6 1,16 £ 0,092 15,23 + 1,83 111,16 + 10,762
ANOVA F=17,81; p<0,0001 F=3,62; p=0,05 F=4,5; p=0,0086

Referencias: n: NUmero de frutos. E.E: Error estdndar. Fmax: Fuerza maxima (N), Er: Esfuerzo de rotura (MPa), MY:
Médulo de Young (MPa). Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). F: estadistico de ANOVA vy p:
probabilidad asociada

3.1.1.4 Variables de calidad de fruto evaluadas en los genotipos uniformes en Ensayo
2 (2015/2016)

Variables asociadas al sabor del fruto

El andlisis al ajuste a la distribucidbn normal para este conjunto de variables
consideradas en todas las lineas indic6 que en el caso de las que determinan
caracteristicas organolépticas, contenido de Sélidos Solubles (SS) y pH del jugo (pH) como
las asociadas a propiedades nutracéuticas concentracion de licopeno estimada a
longitudes de onda de 472nm (CLiA472) y de 502nm (CLiA502), presentaron valores de W

préximos a 1 y no significativos.

Del analisis de parametros descriptivos y diferencias entre medias de las variables
analizadas para las lineas parentales, testigos y Fi se observa que tanto las lineas
porgenitoras como la F; presentan diferencias en las cuatro variables analizadas.

Respecto a las variables que definen el sabor de los frutos, FCN 93-6-2 presenta
medias mas altas de SS'y pH (Xss=7,30 + 0,22, Xpu=4,74+0,05) que LC 138 (Xss=3,65 *
0,26 y Xpn=4,43 + 0,05) que presenta los menores valores entre las lineas comparadas. La

comparacion de valores de media de los progenitores indica que los frutos de la linea con

introgresion silvestre son mas dulces y mas acidos. La F1 se diferencia para SS con valores
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intermedios mientras que para pH presenta el valor de media mas alto entre todas las

lineas analizadas (Tabla 6).

Tabla 6. Variables asociadas al sabor del fruto. Valores medios y error estandar de lineas parentales, F1y
testigos y comparacién de medias o medianas (ANOVA, LSD Fisher, y Kruskall Wallis), segun corresponda, en
variables analizadas en dos ensayos.

Variables SS Ph CLi A 472 CLi A 520
Lineas n | MediatE.E | n Media+E.E | n Media + E.E n Media + E.E
FCN 93-6-2 33 7,3+0,224 32 4,74 £ 0,05 29 903,83 + 20,55¢ 29 1067,88 * 24,23¢
LC 138 24| 3,65%0,262 |24 4,43 + 0,052 12 796,21 + 35,200 12 939,10 + 41,50°
F1 25 6,63 +0,25¢ |22 5,28 £0,07¢ 32 989,44 + 18,814 32 1167,6 3+ 22,24
FCN 13-1-6-1 40 6,47 £0,20¢ |36 5,47 0,15 26 951,43 +21,26¢ 26 1103,45 £ 22,62¢
Uco Plata 23| 5,54+0,26° |23 4,58 + 0,052 13 687,60 * 24,102 13 811,05 + 28,412
F,p F=33,70 F=30,15 F=27,92 F=28,03

H, p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Referencias: n: Numero de frutos, E.E: Error estandar. SS: Sdélidos solubles (%), pH acidez del jugo, CLi A 472:
concentracion de licopeno estimada a A 472nm, CLi A 502: concentracion de licopeno estimada a A 502nm (ug/100g).
Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). ). F: estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de

Kruskal-Wallis y p: probabilidad asociada

Al comparar la Concentracion de licopeno (CLi) estimadas en las longitudes de
onda A472nmy A 520nm, se detectan diferencias altamente significativas. LC 138 presenta
menor CLi que las dos lineas introgresadas, aunque fue Uco Plata INTA el genotipo que
evidencié la media menor. El genotipo F1 posee valores de media de CLi mas altos que la
de sus progenitores e incluso el valor mas alto entre los genotipos que se evaluaron (Tabla
6).

Variables que estiman el color del fruto

Para las variables utilizadas para describir el color del fruto del sistema CIE, X, Y,
Z, L*, FCN 93-6-2 no ajustan a distribucién normal (W*x=0,90, p<0.0001, W*=0,91,
p<0.0001, W*z=0,92, p<0.0001, W*-=0,91, p<0.0001), como tampoco en F: las variables
X, Y, Z, L* (W*x=0,82, p<0.0001, W*y=0,81, p<0.0001, W*,=0,76, p<0.0001, W*=0,81,
p<0.0001), mientras que en LC 138 s6lo Hue no ajusta a distribucién normal (W*=0,79,
p<0.0001). En la linea testigo Uco Plata INTA L*, b*, Chroma y Hue no ajustan a una
distribucion normal (W*-=0,88, p<0.0001, W*,=0,69, p= p<0.0001, W*c,=0,48, p=
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p<0.0001, W*pu,e=0,52, p = p<0.0001) y en el caso de FCN13-1-6-1, Z, L*, b, Hue y Chroma
son las variables que describen el color que no ajustan a distribucion normal (W*; =1,
p=0,0052, W+ =1, W*,=1, p=0,0067, W*pue=1, p=0,0079 Y W*cr=1, p<0.0001).

En la Tabla 7 se observa que, respecto a las variables de color del Sistema XYZ y
CIELab, se detectan diferencias significativas entre las lineas parentales para las ocho
variables de color. Los resultados respecto a X (mide componente rojo), Y (luminosidad), y
Z (componente azul) muestran en el parental con introgresién silvestre valores mas altos,
gue indican mayor componente de colores, resultando en un color rojo méas intenso
(diferencia no detectada con el método cualitativo), por otro lado, la F1 presenta valores
intermedios para estas tres componentes de color. En el sistema CIELab, a* con valores
positivos a valores mas altos indica mas componente de rojo que de verde, para b*, valores
mayores indican mas componentes de amarillo que de azul mientras que valores mayores
de L* indica méas luminosidad del color. Analizando los valores promedios a partir de este
sistema también se detectaron diferencias entre los parentales y entre estos y la F1. Estas
variables cuantitativas indicadoras de color indican que la linea FCN 93-6-2 tiene frutos de

color rojo mas intenso.

Tabla 7. Variables que estiman el color del fruto. Valores medios y error estandar de lineas parentales, F1y
testigos y comparacion de medias o medianas (ANOVA, LSD Fisher, y Kruskall Wallis), seglin corresponda, en
variables analizadas en dos ensayos.

Variables X Y z L* a* b* Hue (°) Chroma
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Lineas n

15,97 +
FCN 93-6-2 [29]20,53 + 0,50(29 0'40d 29(7,54 +0,17¢(29|46,03 + 0,654|29|24,80 + 0,51¢(29(27,99 £ 0,55¢|29| 24,47 + 0,27° |29|37,49 + 0,98¢
LC 138 12| 8,78 +0,91° (12(6,77 + 0,68|12(3,04 + 0,30°|12(31,18 + 1,112 (12| 19,65 + 0,87%|12|22,32 + 0,94 (12| 24,48 + 0,46° |12(29,77 + 1,67°
F1 32|12,58 + 0,40°(32|9,83 + 0,37 (32|4,87 + 0,16°(32|36,79 + 0,59°|32| 21,25 + 0,46° |32| 23,02 + 0,50°|32| 23,66 + 0,25" |32|33,38 + 0,90°

FCN 13-1-6-

1 26| 9,58 £ 0,49 (26|7,48 +0,372|26|3,75 + 0,16°(26|32,35 + 0,60 |26| 19,35 + 0,472 |26|20,57 + 0,512 (26| 23,41 + 0,252 |26|28,33 + 0,912

+
Uco Plata 13(16,05 + 0,62¢|13 lé'ggc_ 13|5,73 £ 0,20%(13|41,25 + 0,76°|13( 22,10 + 0,59°|13( 26,19 * 0,64 [13| 25,05 + 0,329 |13(37,23 + 1,15¢
F,p H=147,36 H=145,45 H=145,39 H=145,45 F=17,32 F=29,05 F=66,31 F=16,90
H, p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Referencias: n: NUumero de frutos. x: media, E.E.: Error estandar. Variables: CIE: X (rojo/verde), Y (luminosidad), Z
(azullamarillo), L*(luminosidad), a*(rojo), b*(amarillo), Chroma, Hue temas XYZ y CIELab, Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0,05). ). F: estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de Kruskal-Wallis y p:
probabilidad asociada

Hue es la medida angular para cambio de color, el angulo determinado entre 0° y

45° representa en el espacio color el paso de rojo a anaranjado. Para esta variable no se
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diferencian las lineas progenitoras, aunque la F1 si, indicando que presenta una ubicacion
mas préxima a rojo puro que los progenitores. La linea cuyos frutos muestran un color rojo
mas puro es FCN13-1-6-1, coincidiendo con los datos registrados por medio de la escala
visual (Tabla 3).

La saturacion del color, estimada por medio del Chroma, fue diferente en las lineas
progenitoras y la F1. La media de FCN 93-6-2 (x=37,49 + 0,98) indica mayor viveza en el
color, caracteristica compartida con la linea testigo comercial Uco Plata INTA, mientras que
LC 138 y FCN13-1-6-1 no difieren entre si presentando valores de media que indican
mayor palidez del color (x.c=29,77 + 1,67; Xrcn13-161=28,33 + 1,15). La F1 mostré un valor

de saturacion intermedio entre ambos progenitores.

Las estimaciones de diferencias de color total entre lineas, estimadas por las
distancias euclideas en el espacio color (AE*), permitieron reconocer diferencias
cuantitativas de color entre lineas. Los valores de AE* indicaron que las lineas que mas se
diferencian en el color del fruto son el progenitor LC 138 de F; con un AE* = 20,78. Luego,
distancias semejantes se detectaron entre FCN 93-6-2y LC 138 y entre FCN 93-6-2 y Uco
Plata INTA con AE* iguales a 16,70 y 15,72 respectivamente.

Comparando la variable cualitativa (escala visual subjetiva) y las variables
indicadoras de los componentes de espacio color registradas con cromametro se observa
gue ambos métodos permiten establecer diferencias entre lineas. Aunque el método
cuantitativo de determinacion de color brinda parametros mas objetivo midiendo diferentes

los componentes de color (Tabla 7).

Variables que describen la consistencia, morfologia interna del fruto y relaciones entre

ambos grupos de variables

En la caracterizacion de los genotipos por medio de las variables: Dureza (Dur),
Firmeza (Fir), Espesor del pericarpio (Ep) y Numero de léculos (NI) se consideraron entre
tres y cuatro frutos de cada planta y en los mismos frutos se midieron las cuatro variables,
en estos frutos se consignaron diametro mayor (D1) y menor (D2), con los que se analizé

la relativizacion de los parametros de Dur, Fir y Ep.

En cuanto al ajuste a la distribucion normal evaluada para todas las variables
consideradas para las lineas estudiadas, se detectd que ajustan a distribuciéon normal Dur,
Fir, D1y D2 en todas las lineas y Ep en LC 138. NI no ajusta a una distribucién normal en

ninguna de las lineas.
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Las medias de Dur y Fir diferencian ambos progenitores. En cuanto a Dur se
observa que ambas lineas con introgresion silvestre presentan los frutos con mas
resistencia a sufrir deformacion (Xrcn 93-6-2=36,16 * 2,43; Xrcni13-1-6-1=36,89 + 3,58), seguidos
por Fi. Los frutos mas blandos los presentan el progenitor LC 138 (x=21,53 + 5,56) y el
cultivar Uco Plata INTA (x=26,04 * 4,81). Analizando Fir, F1 es la linea con frutos con
mayor firmeza de la pulpa seguida por LC 138 y FCN 93-6-2, mientras que las lineas con
frutos que evidencian pulpas menos duras fueron FCN 13-1-6-1 y Uco Plata INTA (Tabla
8).

Tabla 8. Variables que describen consistencia y morfologia interna del fruto. Valores medios y error
estandar de lineas parentales, F1 y testigos y comparacion de medias o medianas (ANOVA, LSD Fisher, y
Kruskall Wallis), seguin corresponda, en variables analizadas en dos ensayos.

Variables D1 D2 Dur Fir Ep NI

Lineas n x+E.E. n x+E.E. n x+E.E. n x+E.E. n x+E.E. n x+E.E.

FCN 93-6-2 |20{31,90 +0,98%|20|31,10 + 0,912|20| 36,16 +2,43" [20| 3,32+ 0,06° (183,71 +0,13"|18|2,86 + 0,112

LC 138 18|60,19 + 2,08¢|18|59,00 + 1,92%|18| 21,53 +5,56* |18| 3,43 + 0,14% [ 234,40 + 0,23°|23|5,50 + 0,25°

F1 30|41,75+0,79°|30|40,17 +0,73"| 30| 30,97 + 2,13% | 30| 3,49 + 0,05 |53|4,37 + 0,15°|53|3,43 + 0,13"

FCN13-1-6-1 |36(32,18 +1,29%|36|30,65 + 1,20%|36| 36,89 + 3,58" |36| 2,79+ 0,09° (43|3,19 + 0,13%|43|3,21 + 0,11°

Uco Plata 18|51,61 +1,80°|18|47,38 + 1,67°| 18| 26,04 + 4,81% |18| 2,44 + 0,122 |33 (4,96 + 0,15%|33|4,97 £ 0,16°

F,p F=61,29 F=63,71 F=2,50 F=23,60 H=75,6 H=82,08
H,p <0,0001 <0,0001 P=0,0417 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Referencia: n: Nimero de frutos x: media, E.E.: Error estandar D1: Diametro mayor (mm), D2: Diametro menor (mm),
Dur: Dureza (Shore), Fir: Firmeza (N/cm?2), Ep: Espesor del pericarpio (mm) y NI Numero de I6culos, Diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0,05). F: estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de Kruskal-Wallis y p:

probabilidad asociada

Como variables asociadas a la morfologia interna se consideraron Espesor del
pericarpio (Ep) y Numero de I6culos (NI). Estas dos variables en las lineas progenitoras se
distinguen entre si. En cuanto a Ep, F1 y LC 138 no se diferencian y FCN 93-6-2 posee
menor valor de media que las dos anteriores y FCN13-1-6-1 es la que presenta pericarpio
con menor espesor. Respecto al numero de l6culos, el progenitor cultivado y el cultivar Uco
Plata INTA poseen las medias mas altas, FCN 93-6-2 la menor y F1 un valor intermedio

respecto a la cantidad de l6culos en el fruto (Tabla 8).

Las mediciones de estas variables se efectuaron en muestras de frutos cosechados

maduros, y se destaca que al considerar las variables D1y D2 y compararlas con los datos
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obtenidos de los frutos muestreados en el ensayo para VE, que fueron cosechados al
estado pintén se diferenciaron y ordenaron las lineas de la misma forma en ambos
muestreos: LC 138 con frutos de mayor didmetro, seguidos por Uco Plata INTA, luego F1y

por ultimo ambas lineas introgresadas (Tablas 8 y 3).

Al considerar D1 y D2 (Tabla 9) se observa que no hay diferencias entre la
clasificacion y ordenamiento obtenido por ANOVA considerando uno u otro diametro y
tampoco varia el resultado en este sentido al analizar Dureza del fruto respecto al diametro.
Sin embargo, al considerar Fir/D se observa que se invierte el orden de las lineas
progenitoras y F1respecto al orden evidenciado al considerar Fir, resultando ahora la linea
FCN 93-6-2 la que presentaria una Firmeza relativa mas alta, seguida por F: y resultaria
entonces LC 138 la de menor valor de media para Firmeza relativa al diametro de los frutos.
Al relativizar el espesor del pericarpio con el didmetro se detecta también un cambio en
cuanto a diferencias y ordenamiento de los genotipos, ya que se uniformizan las lineas y

gue LC 138 tendria frutos con pericarpio mas delgado con relacién al diametro.

Tabla 9. Variables que relacionan consistenciay tamafio del fruto Valores medios y error estandar de lineas
parentales, F1 y testigos y comparacion de medias o medianas (ANOVA, LSD Fisher, y Kruskall Wallis), segun
corresponda, en variables analizadas en dos ensayos.

Variables Dur/D1 Dur/D2 Fir/D1 Fir/D2 Ep/D1 Ep/D2

Lineas n x+E.E. n xtE.E. n x+E.E. n xtE.E. n x+ E.E. n x +E.E.

FCN 93-6-2 |20 1,15+0,06°|20| 1,18 +0,06° |20 | 0,11 +0,01° [20| 0,11 +0,01°¢ |18 0,10 + 0,01° | 18| 0,10 + 0,01°

LC 138 18| 0,36 £0,07* | 18| 0,36 £ 0,07* |18 | 0,06 + 0,01* | 18| 0,06 + 0,01* | 23| 0,07 + 0,01 | 23| 0,07 + 0,01*

F1 30| 0,78 +0,05" |30 0,81 + 0,05 |30 | 0,09 + 0,01° 30| 0,09 + 0,01° |53| 0,11 + 0,01° | 53| 0,11 + 0,01°

FCN13-1-6-1 | 33| 0,86 + 0,06° | 36| 0,90 + 0,06 | 36 | 0,08 + 0,01° |36 | 0,09 + 0,01° |43| 0,10 + 0,01° {43 | 0,10 + 0,01°

Uco Plata 18| 0,50 + 0,072 | 18| 0,54 + 0,072 |18 | 0,05 + 0,012 | 18| 0,05 + 0,017 | 33| 0,10 + 0,01° {33 | 0,11 + 0,01°

F,p F=24,22 F=24,03 F=13,56 F=13,23 F=6,94 F=7,78
H, p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0001

Referencia: n: Nimero de frutos x: media, E.E.. Error estandar Dur/D1: Dureza/Diametro mayor, Dur/D2:

Dureza/Diametro menor, Fir/D1: Firmeza/Diametro mayor, Fir/D2: Firmeza/Diametro menor, Ep/D1: Espesor del
pericarpio/ Diametro mayor y NI Ep/D2: Espesor del pericarpio/ Diametro menor. Diferentes letras indican diferencias

significativas (p<0,05).). F: estadistico de ANOVA, H estadistico de prueba de Kruskal-Wallis y p: probabilidad asociada

Considerando los analisis efectuados para las comparaciones entre lineas
progenitoras, Fi1 y testigos se detectd que las lineas progenitoras se diferencian en los

caracteres considerados, respecto a VE, SS, pH, Col, variables de color del sistema CIE,
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Dur y Fir/D. El genotipo FCN 93-6-2 mostré mejor comportamiento que LC 138. Esto seria
en el sentido que presenta mayor vida en estanteria, frutos de color rojo mas intenso (Col,
X, a*) y luminoso (Y y L*), con mayor SS, pH alto y mayor CLi. Estas ultimas caracteristicas
determinarian un mejor sabor para consumo fresco y mejores contenidos de antioxidantes.
FCN 93-6-2 presenta frutos al estado rojo maduro que se observan mas firmes y si se
considera la relaciéon Fir/D, la pulpa es también méas dura o consistente. Mientras que
LC 138, presentd valores mas altos respecto a las variables asociadas al tamafio del fruto:
Pf, Alt, Diam, NI, Ep y respecto a Fir, medida sobre la pulpa, independientemente del
didmetro del fruto no mostré diferencias con FCN 93-6-2. Se destaca del andlisis que el
genotipo F; presentd el mayor valor medio para caracteres de importancia agronémica
como VE, Col, pH, CLi y Fir. No se diferencio de LC 138 respecto a Ep.

Ademas, es interesante que, aunque ambas lineas con introgresion silvestres
provienen de procesos comunes en el programa de seleccién para ciertos caracteres no
se detectaron diferencias de medias, como para Pf, Alt, Diam, y la CLi. Mientras que al
considerar VE, contenido de solidos solubles, variables de espacio color CIE y Dur,
FCN 93-6-2 presenta mayores promedios y FCN13-1-6-1 evidencié mejor comportamiento
respecto a Col, Fir y Ep. Situacion semejante se evidencié al considerar la linea LC 138y
la linea testigo Uco Plata, no se diferenciaron para VE, Cons, Col, CLi entre otras, sin
embargo, LC 138 evidenci6 frutos de mayor tamafio que los de Uco Plata a través de las
variables Pf, Diam, D1 y D2, y evidencié6 mayor firmeza de la pulpa. Uco Plata en
comparacion con LC 138 presenté mayor contenido de solidos solubles, mayor dureza del

fruto y mayor espesor del pericarpio.

En cuanto a las propiedades biomecanicas se observé que ambas lineas
progenitoras se diferencian. FCN 93-6-2 presenta una cubierta o piel mas resistente, para
la que se requiere un mayor esfuerzo para partirla y con un mayor Médulo de Young, que

indica que es una piel del fruto mas rigida.

Respecto al andlisis de las interacciones entre genotipo x afio (GxA) sélo se
detectaron para variables estimadas cualitativamente con escalas arbitrarias (Dhc y Cons

y Col), y For.
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3.1.2 Caracterizaciéon de la poblacion segregante F, (FCN 93-6-2 x LC 138)
3.1.2.1 Andlisis estadistico y genético de los caracteres evaluados

En la Tabla 10 se muestran parametros estadisticos como nimero de plantas,
valores medios y desvios estandar. Ademas, se presentan parametros genéticos como
heredabilidad en sentido amplio (H?), a (aditividad), d (dominancia) y valores de Relacion
de dominancia (RD =Idl/lal) de las variables evaluadas en la poblacién F,, asociadas a

calidad de fruto.

La poblacién segregante F> muestra amplia variabilidad para todos los caracteres
analizados (Tabla 10, Figuras 14 a 19). Al comparar los valores medios de las variables
con las lineas progenitoras y la F1 se destaca que, para VE en ambos ensayos, las medias
de las poblaciones segregantes fueron intermedias respecto a las de ambos progenitores
(Tabla 2), VE 20132014 = 35,18 y VE 201512016 = 36,17, y en ambos casos mucho menor que
las de la F1 20132014 (84,65 + 3,09) y F1 201512016 (74,35 + 3,88). Los resultados de E2 también
indicaron que la poblacién F; presenté medias con valores intermedios respecto a las
medias de los progenitores para deshidratacion estimada tanto cualitativa como
cuantitativamente (Dhc, Dhr), para todas las variables asociadas los componentes del
espacio de color, para la variable asociada a propiedades biofisicas: Fir, y a morfologia
interna: NI, Dur/D y Fir/D. (Tablas 4, 7 y 8 a 10, Figuras 15 a 17 y 19). Mientras que las
medias de F, son préximas al promedio aritmético de las medias de los progenitores y
menores a F; para For, (o que implica frutos casi esféricos). Para las variables asociadas
a propiedades nutracéuticas: CLi estimada en ambas longitudes de onda, SS, pH se
registré también que F» evidencié valores de media intermedios entre ambos progenitores

y menores que los valores de F; (Tablas 6 y 10, Figura 17).

En cuanto a H? el rango de valores obtenidos es de 0 para Ep/D a 0,95 para Dhr.
Los mayores valores se obtuvieron para Dhr, Col, Fir, Nl y VE (Tabla 10). La H? calculadas
resultaron bajas para el 14%, moderadas para el 68% y altas para al 18% de las

estimaciones.

Respecto a las estimaciones de los efectos de aditividad (a) y dominancia (d) a
partir del valor genético (promedio) de las generaciones parentales y de las derivadas, se
destaca que VE en ambos ensayos evidencié valores similares. Las estimaciones de RD
para VE en ambos ensayos presentan valores semejantes, ocurrid lo mismo para Diam

(estimado en ensayo de vida en estanteria) y, D1 y D2, (estimados en frutos cosechados
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maduros). Los valores de RD indican efectos de dominancia para todos los caracteres, con
un rango amplio: entre 0,97 (Dur/D) y 125,38 (Hue).

Tabla 10. Parametros estadisticos y genéticos de variables de calidad de fruto evaluadas F2.

Variable n Media + DE cv Min Max H? a d RD
VE 201372014 | 146 35,18 £ 20,60 58,56 |9,63 114,00 0,45* 13,78 |70,87 5,14
VE 198 36,17 £ 9,66 41,28 (17,40 75,83 0,61* (13,08 |61,27 4,69
Pf 198 36,51 £ 12,46 33,89 (8,26 81,61 0,32** |-34,93 (61,91 1,77
Dhy 198 0,19 £ 0,05 26,85 (0,09 0,43 0,95** (0,01 0,28 28
Dha 198 6,79 £2 ,78 41,16 (0,01 67,09 0,32** |-591 (12,86 2,18
Diam 198 41,61 £5,94 14,29 |24,59 70,28 0,24** |-49,74 |13,43 3,70
Alt 198 35,31 £4,69 13,28 | 22,52 [53,13 0,24** |-41,86 |8,48 4,94
For (A/D) 198 0,85 = 0,06 7,48 |0,71 1,07 0,33** (0,08 0,86 11,40
Dh¢ 196 2,12 +£0,32 15,02 | 1,00 3,00 0,18 0,11 1,78 16,90
Cons 196 1,83 £0,52 28,50 (1,00 3,00 0,16 0,03 1,90 38,00
Col 195 3,23+0,40 12,43 | 2,08 4,00 0,67** (0,05 3,26 59,18
SS (%) 176 5,83+1,33 22.65 (3,15 9,67 0,61** (1,67 4,84 2,90
pH 124 4,73 £0,30 586 (4,09 5,67 0,12ns (0,16 4,77 29,81
X 172 14,10 + 5,86 41,45 |7,03 37,06 0,48** |5,84 7,42 1,27
Y 172 10,88 £ 4,45 40,95 |5,60 27,76 0,45** (4,50 5,78 1,28
Z 172 5,08 £1,93 38,2 (2,87 10,96 0,36* (2,13 3,00 1,41
L* 172 38,22 £6,94 18,21 |28,39 59,65 0,44* 7,19 30,44 4,23
a* 172 22,59 £4,43 19,37 |12,41 35,36 0,39* 3,05 19,11 6,27
b* 172 24,75 £ 4,52 18,26 |17,42 [39,91 0,50* 3,04 20,13 6,63
Chroma 172 33,64 £ 6,02 17,76 |22,00 [53,33 0,46* 4,32 27,79 6,43
Hue (°) 172 23,72 +£1,90 8,03 14,30 28,16 0,45* -0,19 23,20 125,38
CLiA472 106 858,88 + 181,10 21,00 |452.30 |1390,94 |0,26* 21,46 |937,01 43,67
CLiA502 106 1015,76 £ 215,28 (21,00 [533.61 |1640,33 |0,27** [26,00 |[1105,09 |42,51
D1 146 35,43+6,53 18,16 | 21,07 |55,02 0,32* -14,15 |55,90 3,95
D2 146 33,76 £5,86 17,27 |21,09 |[52,31 0,31* -13,95 (54,12 3,88
Dur 147 31,48 £7,05 22,64 |17,44 76,11 0,51** |(-0,34 |4,72 2,66
Fir 147 3,30 £ 0,56 17,10 | 1,89 4,44 0,66** 0,05 3,62 63,91
Ep 196 3,82+0,75 19,45 | 1,78 6,79 0,22* -0,34 (4,72 13,88
NI 194 3,46 £ 0,71 20,56 |2,00 6,00 0,57 |-1,33 (4,84 3,65
Ep/D 142 0,11 £0,03 24,42 (0,05 0,20 0,00 0,02 0,10 6,33
Dur/D 140 0,91 £0,27 29,14 10,42 2,57 0.64** (0,40 0,39 0,97
Fir/D 140 0,09 £ 0,02 21,74 (0,05 0,15 0,33** (0,03 0,07 2,60

Referencias: n: nimero de plantas. E.E: Error estandar; CV: Coeficiente de variacion. Min: Minimo Max: Maximo.
Variables: VE 2013/2014, Vida en Estanteria evaluada en el Ensayo 1 (dia) VE: Vida en estanteria: Ensayo 2 (dia), Pf:
Peso de fruto (g), Dhr: deshidratacion relativa (g), Dha: deshidratacién absoluta (g), Diam: diametro de fruto (mm),Alt:
altura de fruto (mm),For (A/D): forma de fruto, Dhc: deshidratacion cualitativa, Cons: consistencia, Col: color de fruto,
SS: solidos solubles (%), pH, X, Y, Z, L% a,% b* Chroma, Hue (°), CLiA472: contenido de licopeno medido a A472
(Lg/100g), CLIiA502 contenido de licopeno medido a A502 (g/100g), D1: Diametro mayor de fruto (mm), D2 Diametro
menor de fruto (mm), Dur: Dureza (Shore A), Fir : Firmeza (N/cm2),Ep: espesor de pericarpio (mm), NI: nimero de
I6¢culos, Ep/D: espesor de pericarpio/diametro mayor, Dur/D: Dureza/diametro mayor, Fir/D: Firmeza/diametro mayor de
fruto. Parametros: H2 Heredabilidad en sentido amplio, a: efecto aditivo, d: efecto de dominancia, RD: relaciéon de
dominancia. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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La estimacion de los parametros C y Yo2C (significancia de componente C) que
pone a prueba el modelo de aditividad — dominancia (Kearsey and Pooni, 1996) resultaron
significativos para Diam (-61.22*) y D1 (-35,42*) de las 29 variables analizadas. Este
resultado indica que para interpretar los efectos genéticos que afectan la expresion de

estos caracteres podria proponerse la accion de efectos maternos o de interaccién génica

En la poblacion F; ajustan a distribucion normal las variables asociadas a morfologia
de fruto, (Alte: W*=0,97; p=0,06, Diamg: W*=0,98; p=0.21, Forg: W*=0,98; p=0,37),
consistencia (Epe2: W*=0,99; p=0,86, Ep/Dr2: W*=0,91; p<0,14, Fir/Dg. W*=0,98; p=0,27)
y concentracion de licopeno (CLiA472¢,: W*=0,98; p=0,56, CLiA502¢,: W*=0,98; p=0,61).

En la Figura 13 se observan gréficos de distribucion de frecuencias relativas de VE.
Se destaca que la mayoria de los genotipos, en el ensayo 2013/2014 un 63,7% y en el
2015/2016 un 97,0%, tienen registros de VE que superan la media de LC 138. Se detectd
segregacion transgresiva respecto al parental FCN 93-6-2, el de mayor VE (X?:cn=20,61,
p< 0,0001) en el Ensayo 2015/2016, representada por el 7,1% de los genotipos.
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Figura 13. Vida en Estanteria. Frecuencias relativas en poblacion F.. Los valores medios de las lineas
progenitoras, F1y F2 se indican con lineas verticales de acuerdo con la escala del eje x. Referencias: VE: Vida
en estanteria.

La distribucion de frecuencias de las variables con las que se asoci6 el descarte del
fruto en los ensayos de Vida en Estanteria, como Cons, Dhr y Dhc se muestra en la Figura
14. Considerando Cons y Dhr se observa, que, en promedio, los frutos de genotipos F-

alcanzan un grado de ablandamiento y una pérdida relativa de agua intermedias respecto
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a los progenitores. Los genotipos F, considerando Cons estdn casi uniformemente
distribuidos, notandose mayor frecuencia de frutos que al descarte estan aun firmes (a la
izquierda del grafico de barras). El 33,3% de los genotipos posee frutos que se descartan
mas duros que el progenitor con introgresion silvestre. La evaluacion visual de la
deshidratacion del fruto indica que la mayor parte de los genotipos presenta frutos que al

momento del descarte comienzan a arrugarse.

FON  LCta F2F1 LCFCN F2 Ft
Fi LG F2 FON

=

X 0
08 11 14 16 19 21 24 26 29 31 007 011 016 020 024 028 032 03 041 045
Cons Dhr Dhe

Figura 14. Variables analizadas asociadas al descarte de frutos. Frecuencias relativas en poblacion F2. Los
valores medios de las lineas progenitoras, F1y Fz se indican con lineas verticales de acuerdo con la escala del
eje x. Referencias: Cons: Consistencia, Dhr Deshidratacion relativa, Dhc Deshidratacion cualitativa.

En la Figura 15 se observan gréaficas de distribucién de frecuencias de variables
asociadas a la morfologia del fruto. Se destaca que en cuanto a Pf, la media de F, se ubica
préxima al progenitor FCN 93-6-2 destacandose que un 82,8% de los genotipos presenta

pesos que superan la media de este progenitor.

También en otras dos variables asociadas a la morfologia del fruto, Alt y Diam, los
valores medios en F, son préximos a FCN 93-6-2, indicando frutos de menor tamafio que
los del padre cultivado (Figura 15). Se detect6 segregacion transgresiva de Diam respecto
al padre de menor didmetro (X?cn=90,16; p< 0,0001). Existe amplia variabilidad en cuanto
a For, lo que representa genotipos con frutos desde formas chatas hasta redondos e
incluso algunos genotipos presentan frutos oblongos. La distribucion de NI es consistente
con For en el sentido que mayor numero de l6culos se asocia a frutos chatos y la media
de F, es proxima a FCN 93-6-2 (Figura 15).
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Figura 15. Variables analizadas asociadas a tamafio y morfologia de frutos. Frecuencias relativas en
poblacién F2. Los valores medios de las lineas progenitoras, F1y Fz se indican con lineas verticales de acuerdo
con la escala del eje x. Referencias: Pf: Peso de fruto (g), Alt: Altura (mm), Diam: Didmetro (mm), For: Forma,
NI: Nimero de loculos.

La Figura 16 presenta las distribuciones de frecuencias de variables asociadas a
color de fruto. Respecto a la variable Hue de espacio de color y Col, estimada con escala
visual, la F, presenta valores medios que evidencian genotipos con color rojo mas intenso

a ambos progenitores, semejantes a Fi.

Las otras variables asociadas a componentes del espacio color presentan valores
medios proximos a los de FCN 93-6-2: X (componente rojo), Y (luminosidad), Z
(componente azul), a* (rojo), b*(amarillo), L*(luminosidad) y Chroma. Los valores que
presentan estas variables de color asociadas indican que el promedio de los frutos de la F»

presentaria color rojo y mayor luminosidad, mas intenso e incluso supera Fi.

Para Hue se detectd segregacion transgresiva respecto a ambos padres
(X%rcn=38,41, p<0,0001; X? c=52,15, p<0,0001) que representan 9,3% y 10,5% de la F»
respectivamente. Mientras que para b* y Chroma se detect6 segregacion transgresiva
respecto a LC 138(X?.c»=38,41, p<0,0001) (X? cch=13,22, p=0,0002) que corresponden al
9,3% Yy 6,4% de los genotipos. Esta situacion indica que en F» hay genotipos que presentan

frutos con mas componente amarillo de color y menos luminosos (palidos) que los de
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LC 138. También se detectd segregacion transgresiva para Col respecto a FCN

(X%rcn=374,1, p< 0,0001) lo que representa un 23,0% de genotipos de la F.
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Figura 16. Variables analizadas asociadas al color de fruto. Frecuencias relativas en poblacion Fz. Los
valores medios de las lineas progenitoras, F1y Fz se indican con lineas verticales de acuerdo con la escala del
eje x. Referencia: Variables CIE: X (rojo/verde), Y (luminosidad), Z (azul/amarillo), L*(luminosidad), a*(rojo),
b*(amarillo), Chroma, Hue y Color (escala modificada de Monforte et al., 2001).

El analisis de diferencias de color total, estimadas por las distancias euclideas en
el espacio color (AE*), permitieron reconocer diferencias cuantitativas de color entre lineas
y F.. La mayor diferencia de color se registr6 entre LC 138 con F, (AE* = 8,12), mientras
gue la diferencia de color de F, con el progenitor con introgresion silvestre fue de 7,63.
Entre F1 y F2 no se detectaron diferencias de color, ya que el AE* estimado fue de 1,96, y

AE* inferiores a 3, no son perceptibles para el ojo humano (Biedma Gonzalez, 2019).

En la Figura 17 se muestran las distribuciones de frecuencia de F, de variables que

se estimaron en frutos cosechados maduros, y que reflejan caracteres asociadas a
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propiedades nutraceuticas. Respecto a la CLi, F, presenta valores de medias intermedios
a los progenitores y alrededor de un 41,0% de los individuos F; registraron estimaciones

medias mayores al valor medio de la CLi obtenido para FCN 93-6-2.

Para las estimaciones a ambas longitudes de onda se detectd segregacion
transgresiva respecto a las dos lineas parentales, (CLiAM72: X2%cn=6.26, p<0,012;
X? c=746,64, p<0,0001; CLiA502: X2%cn=14,77, p=0,0001; X?c=640,7, p<0,0001) que
representan 5,6%, 40,2%, 7,5% y 37,4% de los genotipos F» respectivamente.
Considerando las variables que influyen en el sabor del fruto, para SS la media de F, se
ubica mas cercana a FCN y para pH es casi igual a este progenitor. Se detecté segregacion
transgresiva respecto a esta linea parental, para SS: X%cn=7,47, p<0,006 y para pH
X?%:cn=31,19, p<0,0001, detectdndose 9 y 13 genotipos transgresivos respectivamente
(Figura 17).
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Figura 17 Frecuencias relativas en poblacion Fz en variables asociadas a propiedades nutracéuticas.
Los valores medios de las lineas progenitoras, F1y Fz2se indican con lineas verticales de acuerdo con la escala
del gje x.Ref: CLi 462nm: Concentracioén de licopeno medido a A462nm, CLi 502nm: Concentracién de licopeno
medido a A502nm, SS: Sdlidos solubles



Resultados

Las distribuciones de frecuencia de F, que se observan en la Figura 18 son de
variables asociadas a propiedades biomecanicas del fruto (se estimaron en las mismas
muestras de frutos cosechados maduros utilizados para evaluar propiedades
nutracéuticas). En la Figura 18 es posible observar que para variables analizadas que se
relacionan con propiedades biomecanicas del fruto, tanto para Fir como para relaciones
Dur/Dy Fir/D, los valores medios de F, son préximos al promedio aritmético de los padres,
aungue se destaca que para Fir las medias de las poblaciones parentales y F2 son
proximas. La media de F; se diferencia claramente del resto, representando frutos con

mayor Firmeza.
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Figura 18 Frecuencias relativas en poblacién F2 en variables asociadas a propiedades biomecanicas.
Los valores medios de las lineas progenitoras, F1y F2 se indican con lineas verticales de acuerdo con la escala
del eje x. Referencias: Ep/D: Espesor de pericarpio/Diametro, Dur/D: Dureza/Diametro, Fir/D:
Firmeza/Diametro.

Teniendo en cuenta los efectos del Ep, Dur como la relacion Ep/D la media de F-
es proxima a la de FCN. Se detecta segregacion transgresiva respecto a FCN para Ep y
Dur, X%=13,3, p<0,0001 y X?5,=10,01, p<0,0015, que representan un 6,2% y 4,8% de

genotipos F, evaluados para esos caracteres.
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Los analisis de segregacién transgresiva de este conjunto de variables indican que
en la F, se detectan genotipos que poseen frutos con mayor VE, contenido alto de Sélidos
Solubles (valores mas altos de °Brix) y mayor pH, estas dos ultimas combinaciones
asociadas a mejor sabor. Ademas, se detectaron genotipos con segregacién transgresiva
respecto a FCN 93-6-2 en la evaluacién de la variable Col que significa que se detectaron
individuos de color rojo oscuro. También se destaca que se detectaron genotipos con

mayor contenido de licopeno, de mejor consistencia que los del progenitor cultivado.
3.1.3.1 Correlaciones fenotipicas y genéticas por fruto

Las correlaciones se analizaron por separado en tres grupos de variables: aquellas
tomadas en frutos al estado pintén (VE, Pf, Dha, Diam, Alt, Dhc, Cons, Col, SS'y pH); el
segundo grupo de variables analizadas estd constituido por aquellas tomadas para la
determinacion de color con el sistema CIELab junto a caracteres de jugo (X, Y, Z, L*, a*,
b*, Chroma, Hue, CLiA472, CLiA502, SS y pH) y el tercer grupo de variables consideradas
esta formado por las consideradas al evaluar propiedades biomecanicas (NI, Ep, D1, Dur,
Fir).

Considerando el primer conjunto de variables en la Tabla 11 se indican los
estimadores de las correlaciones genéticas (arriba de la diagonal) y fenotipicas (debajo de
la diagonal).

Tabla 11. Estimadores de correlaciones genéticas (arriba de la diagonal) y fenotipicas (debajo de la
diagonal) para caracteres de fruto (derecha) y de las correlaciones significativas por planta (izquierda)
evaluados en ensayo de Vida en estanteria.

\Variables VE Pf Dha Diam Alt For Dhc Cons Col SS Ph
IVE 0,43*%/0,17* [-0,12/-0,42* [0,42*/0,53** |0,89** -0,25/0,69** |0,95**/0,74** |0 10,35 -0,60 -0,87

Pf 10,13 -0,16 0,90**/0,74** |0,99**/0,43* |-0,57* 0 0,25 0,51 -0,63* 0,15

Dha 0,58* 0,12 0/0,87** 10,79**/0,22* |0,07 0,69**/0,87** |0,36* 10,15 0,07 -0,01/0,35*
Diam 10,10 0,87**/0,71** 0 0 0,60 -0,01/0,41** |-0,40 0,51 0,06 -0,10/0,36
Alt 0,08 0,79**/0,82** |-0,01/0,67** [0,80**/0,73** 0,22 0 0 0 0 0,27*

For 0,29* 0,06 0,23 0,31 0,38*/0,54* 0,13 0,26 0,07 -0,48/0,62* |-0,21

Dhc 10,24 0,16 0,03 0,13/0,41** |-0,15 0,03 0,31%/0,36* 0,32*/0,34** (0,96**/0,74** |-0,19/0,81**
Cons 0,27* 0,10 0,25*/0,66* (0,13 0,16 0,06 -0,10 0,30* 0,15 0,28+/0,29**
Col 10,02 0,07 -0,07 0,14 0,10 0,12 0,07 0,02 0,34*/0,18* }-0,32

SS 0,30* 0,09 0,09 0,06 0,19 0,22 0,03 0,15 0,19 0,28*

Ph 0,35* 0,11 0,03 0,19 0,13 0,03 0,05 0,09 0,21 0,16

Referencias: VE: Vida en estanteria (dias) Pf: Peso de fruto (g), Dha: Deshidratacion absoluta (g), Diam: Diametro mayor
(mm), Alt: Altura (mm), For: Forma, Dhc: Deshidratacion cualitativa, Cons: Consistencia. Col: Color (escala visual
Monforte et al, 2001), SS: Sélidos solubles (%), pH acidez del jugo, **indica correlacion altamente significativa (p<0,07)

y *indica correlacion significativa (p<0,05)

89



Resultados

Segun se informa en la Tabla 11, en el caso de las 55 correlaciones posibles de
cada clase, fenotipicas o genéticas, entre variables consideradas en las muestras
analizadas en frutos al estado pintén o al descarte del ensayo de vida en estanteria, 10
fenotipicas (18,2%), 16 genéticas (29,9%), resultaron significativas (p<0,01 o p<0,05). Se
destaca que VE presenta una alta correlacion genética positiva con Dhc, Pf y Alt. También
Alty Diam presentan alta correlacion con Pf. La variable Dhc presenta correlacion genética
positiva tanto con el contenido de sélidos solubles y el color, estas dos Ultimas también

muestran correlacion positiva entre ellas.

Al analizar las correlaciones entre variables estudiadas en frutos cosechados
maduros (Tabla 12), de las 66 correlaciones de cada clase, 27 de las correlaciones
fenotipicas (40,9%) y 38 (57,8%) genéticas resultaron significativas. Este mayor porcentaje
de correlaciones significativas en este grupo de variables podria explicarse por el hecho de
gue una gran parte de las variables analizadas corresponden a componentes del espacio
color CIELab. Se destacan las correlaciones fenotipicas en tres componentes de color y
CLi y correlaciones genéticas entre componentes de color y contenido de sélidos solubles.

Tabla 12. Estimadores de correlaciones genéticas (arriba de la diagonal) y fenotipicas (debajo de la
diagonal) para caracteres de fruto (derecha) y de las correlaciones significativas por planta (izquierda)
evaluados en muestras para determinacion de color, concentracion de licopeno, contenido de sdlidos solubles

y pH.

Variables X Y z L* ar b* Chroma Hue CLiA4T72 CLiA502 SS pH
X 10,99** 0,91**/0,94** |0,97**/0,98** [0,79**/0,68** [0,56**/0,85** [0/0,81** 0,21*/0,52** -0,27 0,26 0,38%/0,62** [-0,28/0,65**
0,99**/0,99** 0,93** 0,99** 0,74**/0.62** (0,82**/0,83** [0,84**/0,80** |0,24*/-0,60**-0,03 -0,03 0,35%/0,62** [-0,59/0,54**
4 0,94**/0,96** (0,97**/0,99** 0,93** 0,74** 0,68* 0,70%* 0,11 10,10/0,16* 0,10 -0,07/0,33** (0,41**/0,54**
IL* 0,99**/0,99** [0,99**/0,99** |0,98**/0,90** 0,76**/0,61** (0,85*%/0,82 |0,85**/0,79** |0,24/0,61** -0,30/-0,23* |-0,30/-0,23* |0,42**/0,74** (0,60**/0,62**
a* 0,88**0,86** [0,61**/0,78** |0,42* 0,61*/0,78** 0,83**/0,71** (0,90**/0,87** 0,09 0,08 0,08 10,43** 0,75**/0,75**
b* 0,89**/0,96** (0,82**/0,94** |0,67** 0,85**/0,92  |0,71*/0,91** 0,99**/0,84** (0,23*/0,25* |-0,37 0,37 -0,18/0,42** (0,53**/0,32**
Chroma (0,86*/0,94** [0,80**/0,89** |0,61** 0,79**/0,88  |0,93**/0,98** (0,92**/0,98** 0,19/0,48* |-0,26 0,26 0,60**/0,84** [-0,19/0,49**
Hue -0,03 0,07 0,13 0,06 0,64 0,09 0,32 0,51 0,51 0,60** 0,43**
ICLiA472 (0,03 -0,07 0,13 -0,06 0,66**/0,71** [-0,08 0,33**/0,53* 0,99 0,98** 0,65**/0,69** [-0,29/0,60**
ICLiA502 (0,03 -0,07 0,13 -0,06 0,66** 0,08 0,33**/0,53* 0,99 0,99** 0,76**/0,69** [-0,06/0,60**
SS 0,17 0,18 0,08 0,16 0,02 o] 0,53** 0,13** 0,12 0,11 10,35*/0,23**
pH 0,13 0,28 0,01 -0,02 0,26 0,30 0,31 10,16/0,55* 0,10 0,09 0,11

Referencias: CIE: X (rojo/verde), Y (luminosidad), Z (azul/amarillo), L*(luminosidad), a*(rojo), b*(amarillo), Chroma, Hue
Sistemas XYZ y CIELab. CLi A 472: concentracién de licopeno estimada a A 472nm, CLi A 502: concentracion de
licopeno estimada a A 502nm (ug/100g), SS: Sdlidos solubles (%), pH acidez del jugo. **indica diferencias altamente
significativas (p<0,01) y *indica diferencias significativas (p<0,05).
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El otro grupo de variables analizadas corresponde a la muestra de frutos,
cosechados también maduros, de los distintos genotipos para la evaluacion de variables
asociadas a propiedades biomecénicas. Resultando significativas tres (30,0%)
correlaciones fenotipicas y tres (30,0%) genéticas de las diez evaluadas (Tabla 13). Los
estimadores de correlacion para NI con D1, para Dur con Ep y con Fir indican que estas

caracteristicas estan positiva y estrechamente asociadas genéticamente.

Tabla 13. Estimadores de correlaciones genéticas (arriba de la diagonal) y fenotipicas (debajo de la
diagonal) para caracteres de fruto y de las correlaciones significativas por planta (izquierda) evaluados en
muestras para determinacion de propiedades biomecéanicas

Variables NI Ep D1 Dur Fir
NI 0,81**/0,75** 0,60** -0,02/0,89** 0,06/0,54**
Ep 0,23* 0 0,46** 0,07
D1 0,11 0,27* -0,08 0,06
Dur 0,02 -0,14 0,61* 0,35*%/0,50**
Fir -0,06 -0,08 -0,05 0,14

Referencias: NI Numero de I6culos, Ep: Espesor del pericarpio (mm), D1: Diametro mayor (mm), Dur: Dureza (Shore) y
Fir: Firmeza (N/cm2). **indica diferencias altamente significativas (p<0,01) y * indica diferencias significativas (p<0,05)

3.1.3.2 Correlaciones fenotipicas y genéticas por planta

Dado que se habian estimado algunas en frutos destinados al ensayo de vida en
estanteria y otras en frutos cosechados rojos se efectué un analisis de correlaciones de
todas las variables considerando los datos por planta. Este tratamiento de los datos
permiti6 detectar relaciones entre variables que no pudieron compararse al utilizar la

informacion obtenida de las estimas de correlaciones considerando la informacién por fruto.

En las Tablas 11 a 13 se informan los valores de 63 (21,0%) correlaciones
fenotipicas y 115 (38,3%) genéticas que resultaron significativas de las 300 estimadas para

cada clase de correlacion.

Analizando los resultados de comparar los datos por fruto y por planta, respecto a
las correlaciones fenotipicas, 40 de las correlaciones por fruto resultaron significativas
(p<0,01 o0 p<0,05) representando un 30,5%, mientras que para las correlaciones por planta
el porcentaje fue menor (21,0%). Al considerar la estimacion de correlaciones genéticas se
observé una situacion similar que para las correlaciones fenotipicas. En el analisis por fruto
el 42,0% de los contrastes indicO correlacion genética significativa. En el andlisis de
contrastes por planta el porcentaje de correlacion genética significativa fue del 38,3%. La
comparacion de resultados de ambos analisis (por fruto y por planta) evidencié que el
57,5% de correlaciones fenotipicas se detectaron en las dos comparaciones (23 de 40) y
respecto al porcentaje de correlaciones genéticas significativas en comdn entre ambos

analisis fue de 71,9% respecto a las detectadas en las comparaciones por fruto (39 de 55).
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Al considerar las correlaciones observadas en ambas comparaciones se detectd
que en el caso de las fenotipicas por planta el 91,3% (21) presentaron valores semejantes,
el 4,4% valores mas altos y también el 4,4% mas bajos En el caso de las correlaciones
genéticas 57,0% (22) mostraron valores semejantes, un 23,0% resultaron mayores (9) y el

15,0% tuvieron valores menores a las correlaciones por fruto.

Considerando correlaciones genéticas obtenidas se destaca que la variable VE
correlacion6é de manera positiva con Pf y Dhc (Tabla 11). Ademas, mostrd correlaciones
positivas con For (r=0,69**), Dha (r=-0,42**) y fue posible, al considerar el andlisis por
plantas, detectar correlaciones de VE con variables asociadas a la consistencia del fruto al
estado rojo: Dur (r=0,74**), Fir (r=0,20**); con variables de color como X (r=0,99**), Y
(r=0,83*), Z(r=0,92**), L*(r=0,91**), b*(r=0,88**) y con CLi (r=0,22**).

En el analisis por planta Pf ademéas de correlacionar con Diam y Alt (Tabla 11)
evidenci6 correlacion alta y positiva con NI (r=0,72**) y con Fir (r=0,45**). En el caso de la
variable Dha, ademas de correlacionarse, como lo hizo en el analisis por fruto con Dhc y
Diam, mostr6 correlacion positiva con Fir (r=0,27**), NI (r=0,21**) y algunas variables de
color X (r=0,94**), Y (r=0,99**), Z (r=0,98**), L*(r=0,91**), a* (r=0,81**) b* (r=0,77**). En el
caso de Dhc, se correlacion6 positivamente con Cons tanto en el analisis por fruto como
por planta. Esta correlacion indica que los frutos que al descarte estaban mas

deshidratados también estaban mas blandos (Tabla 11).

En cuanto a NI ademas de correlacionarse como ya se indic6 de manera positiva
con Pf, evidencio correlaciones altas y positivas con otra variable asociada a tamafio Diam
(r=0,95**) y con variables consideradas al momento del descarte como registraron Cons
(r=0,94**) que indica que frutos con mayor nimero de l6culos estan mas blandos al
momento del descarte. También NI en el andlisis por planta como lo hizo por fruto,
evidenci6 correlaciones con variables asociadas a la consistencia del fruto rojo Dur y Fir
(Tabla 13).

Resultaron también interesantes las correlaciones genéticas entre Dur con
variables de color Col (r=0,67**), a*(r=0,76**), b*(r=0,46**), Chroma(r=0,44**) y variables
asociadas a propiedades nutracéuticas y sabor: CLi (r=0,97**) y SS (r=0,59**). También se
detectaron correlaciones positivas para Fir con X (r=0,35**), Y (r=0,33**), L* (r=0,37**), a*
(r=0,76**), b* (r=0,51**), Chroma (r=0,56**), CLi (r=0,58**) y pH (r=0,65**).

En cuanto a correlaciones fenotipicas resultan interesantes las de SS con VE
(r=0,27*) y con Pf (r=0,59%). Se destacaria que la pérdida de agua estimada en g (Dha)

correlaciond positivamente con Ep (r=0,35**) y NI (r=0,35*") y variables asociadas a
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propiedades nutritivas y sabor: CLi (r=0,85*"), SS (r=0,59**) y pH(r=0,63**). También la
variable que estimé la deshidratacion al momento de descarte Dhc en este andlisis por

planta mostré correlacion positiva con Dur (r=0,77**) y pH (r=0,55**).

En cuanto a variables de consistencia al estado rojo, se encontré correlacion
positiva de For con Dur (r=0,62**) y con Fir (r=0,73**), mientras que con NI se detecto
correlacion negativa (r=-0,83**) indicando que frutos con menor relacién ancho/diametro

(més chatos) poseen mayor numero de léculos.

Al igual que con las correlaciones genéticas, Hue mostré correlacion positiva con
CLi472 (r=0,53**), pH (r=0,55**), Dur (r=0,44*) y Fir (r=0,71**).

Las variables del espacio color CIELab, igual que considerando los datos por fruto,
mostraron correlaciones fenotipicas entre ellas y con valores semejantes, lo mismo ocurrié
con pHy SS (Tabla 12).

En general, atendiendo los resultados de correlaciones genéticas, que son las que
revisten importancia debido a las consecuencias para el mejoramiento, se observo tanto al
considerar correlaciones por fruto y por planta que incrementos en VE conllevan un leve
aumento en el peso del fruto, y se observo también una vinculacion positiva entre VE y
Diam. En ese sentido resulta interesante que, en el andlisis por planta (genotipo), VE
correlacioné positivamente con Dur y Fir y a su vez Fir mostréd correlacién positiva con Pf.
También en ambos analisis se observé correlaciéon de VE y Dhc que podria asociarse a
propiedades biomecanicas de la cubierta del fruto. El analisis por planta permitié observar
correlaciones positivamente interesantes en el sentido que mayor VE se asocié a mayor
contenido de licopeno. Otro conjunto de correlaciones genéticas interesantes observadas
por fruto y por planta son las de SS con Col y variables de CIE que indican mayor SS en
frutos con coloracion roja y mayor luminosidad. El analisis de la correlacion de For con Fir
indicaria una tendencia a que frutos redondeados presenten mayor resistencia a la
deformacion. Esta situacion podria vincularse a cuestiones geométricas, considerando que
las formas esféricas son mas resistentes a la deformacién, ya que presentan una relacién
menor de superficie en contacto con el exterior considerando su volumen, respecto a otras
formas geométricas. También dentro de estas correlaciones esperadas podrian
mencionarse las de Dur con Ep y con Fir. Se destaca que en el analisis por planta se

detectaron correlaciones entre CLi y componentes del espacio color.
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3.2. CONSTRUCCION DE MAPA GENETICO Y DETECCION DE QTL

3.2.1. Mapa genético de FCN 93-6-2

En la Tabla 14 se muestran los resultados de la evaluacion de los 188 microsatélites
distribuidos en los 12 cromosomas. Del total de marcadores moleculares considerados, 17
no amplificaron en ninguna de las muestras de los parentales (Uco Plata INTAy FCN 3-5,
S. habrochaites) ni en FCN 93-6-2, ademas cuatro marcadores SSR en FCN 93-6-2 no
mostraron resultados repetibles. Como se indicé en la metodologia ante un genotipado
dudoso se hicieron tres repeticiones y en estos casos los resultados fueron contradictorios.
De los 167 restantes que resultaron aptos para el analisis de introgresion, 19 fueron
monomorficos lo que representa el 11,4% de los marcadores informativos analizados. El
88,6% de los microsatélites restante evidencio polimorfismo. En FCN 93-6-2, considerando
los 148 marcadores que resultaron polimorficos, el 97,3% de los marcadores correspondi6
a Uco Plata INTA y el 2,7% a FCN 3-5 (S. habrochaites). Los marcadores de S.
habrochaites en FCN 93-6-2 permitieron reconocer cuatro introgresiones distribuidas en
dos cromosomas. Estos segmentos se localizaron en el cromosoma 5, indicado por el
SSR162 y en el cromosoma 11, indicados por los SSR80, SSR67 y TES1695. En el caso
de los marcadores del cromosoma 11 dos se ubican en el brazo corto (SSR80 y SSR67) y

el otro en el brazo largo (Tabla 14, Figuras 20y 21).

La introgresion detectada en el cromosoma 5 (indicada por el SSR 162) segln
EXPEN2000, seria de 5,75 cM, considerando que se encuentra en un extremo del

cromosoma entonces se considera su extension respecto a un solo marcador flanqueante.

En el cromosoma 11, los SSR167 y SSR80 segun EXPEN2000 se separan a una
distancia de 4cM. Entonces, podria considerarse que el “segmento introgresado” indicado
por la posicién de los marcadores flanqueantes, tendria 6,75 cM. El microsatélite TES1695
se localiza en el otro brazo, en el extremo del cromosoma. La distancia al marcador
flanqueante teniendo en cuenta el marcador adyacente informativo (SSR46), el segmento

introgresado podria alcanzar 38,51cM.
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Tabla 14. Microsatélites evaluados: localizacién cromosémica y caracterizacion de FCN 93-6-2.

Pos Pos

Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2 |(Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2
1 SSR478 0,00 Monom 1 SSR156 146,00 |SL

1 SSR92 0,00 SL 1 SSR37 146,50 |SL

1 TES1991 14,72 NA 1 SSR595 147,00 |SL

1 SSR192 31,50 SL 1 SSR582 148,00 |SL

1 SSR98 32,00 SL 1 SSR288 158,50 |SL

1 SSR266 32,70 SL 1 SSR65 159,00 |SL

1 SSR61 33,00 NA 2 SSR448 0,00 NA

1 SSR336 34,30 Monom 2 SSR57 4,50 SL

1 SSR51 39,50 SL 2 SSR586 6,00 SL

1 SSR589 39,70 SL 2 SSR40 22,00 SL

1 SSR134 43,40 SL 2 SSR66 25,00 Monom
1 SSR270 46,00 SL 2 SSR295 28,00 SL

1 SSR316 46,70 SL 2 SSR104 36,50 Monom
1 SSR105 51,00 SL 2 SSR96 36,50 Monom
1 SSR75 53,50 SL 2 SSR356 44,00 SL

1 SSR135 54,00 SL 2 SSR349 47,50 SL

1 SSR29 91,00 Monom 2 SSR605 47,05 SL

1 SSR222 97,50 SL 2 SSR103 51,00 SL

1 SSR150 115,50 |SL 2 SSR5 53,00 Monom
1 SSR308 121,00 |SL 2 SSR50 70,50 SL

1 SSR42 122,00 |SL 2 SSR26 77,50 SL

1 SSR346 125,00 |SL 2 SSR32 78,00 SL

1 SSR9 134,00 |SL 2 SSR331 78,00 SL

1 SSR572 136,50 |SL 2 SSR598 78,00 SL

1 SSR341 137,50 |SL 2 SSR32 78,00 SL

1 SSR117 138,00 |SL 2 SSR331 78,00 SL
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Pos Pos
Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2 |(Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2
2 SSR580 78,00 SL 4 SSR43 14,00 SL
2 SSR287 107,00 |SL 4 SSR593 15,00 SL
2 SSR125 110,00 |SL 4 TES0491 33,78 SL
3 TES0894 15,75 SL 4 SSR603 37,00 SL
3 TES0480 35,64 SL 4 TES0491 44,78 NA
3 TGS2314 51,49 Monom 4 TES0476 46,70 NA
3 TES1297 53,09 Monom 4 SSR86 50,50 SL
3 SSR86 54,00 DI 4 SSR450 54,50 SL
3 SSRSH50753 | 72,60 SL 4 SSR306 56,00 SL
3 SSR111 73,90 SL 4 SSR310 58,00 SL
3 SSR231 75,40 SL 4 SSR94 60,00 SL
3 SSR330 75,50 SL 4 SSR555 61,50 SL
3 TES0056 85,69 SL 4 TES1364 81,07 SL
3 SSR22 99,00 SL 4 SSR214 95,00 SL
3 TES 324 108,18 |SL 4 SSR293 95,00 Monom
3 SSR601 112,00 |Monom 4 SSR146 102,00 |SL
3 TES1026 112,66 |SL 4 TES1225 124,90 |SL
3 SSR320 158,00 |SL 4 SSR 293 129,00 |DI
3 SSR31 162,00 |SL 4 SSR188 135,50 |[NA
3 SSR201 162,00 |SL 4 SSRSH60800 137,00 |SL
3 SSR14 162,50 |SL 5 SSR62 10,50 Monom
3 SSR11 164,00 |SL 5 SSR325 18,50 SL
3 SSR300 166,00 |Monom 5 SSR602 27,00 SL
3 SSR27 169,00 |SL 5 SSR13 28,00 SL
3 SSR290 171,00 |NA 5 SSR115 35,00 SL
4 SSR296 0,00 NA 5 TGS 1499 63,98 SL
4 SSR72 0,00 SL 5 TGS0669 79,89 SL
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Pos Pos

Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2 |(Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2
5 TGS1544 80,37 SL 8 SSR38 55,00 SL

5 SSR49 106,00 |SL 8 SSR594 55,00 SL

5 SSR590 107,50 |SL 8 TES0741 71,51 SL

5 SSR18031 119,00 |NA 8 SSRSH105694 |87,00 SL

5 SSR162 119,00 |SH 8 TES0537 103,13 |SL

6 SSR48 6,00 Monom 9 SSR340 18,00 Monom
6 SSR47 6,50 SL 9 SSR73 32,00 DI

6 SSR128 35,00 SL 9 SSR69 37,00 SL

6 SSR326 39,00 SL 9 SSR70 42,00 SL

6 SSR578 44,00 SL 9 TES0551 46,18 SL

6 SSR350 101,00 |SL 9 TES1246 50,33 SL

6 SSR122 101,00 |SL 9 SSR99 50,35 SL

7 SSR241 0,00 SL 9 SSR237 50,37 SL

7 SSR108 0,00 SL 9 SSRSH56555 50,40 Monom
7 SSR285 2,00 NA 9 SSR28 50,45 SL

7 SSR52 3,00 SL 9 SSR19 51,00 SL

7 SSR286 12,00 SL 9 SSR110 55,70 SL

7 SSR276 18,00 Monom 9 SSR383 57,30 SL

7 SSR304 30,50 SL 9 TES0226 66,04 NA

7 SSR557 45,90 SL 9 SSR112 80,00 SL

7 SSR45 60,00 SL 9 SSR599 103,00 |SL

8 SSR344 4,00 SL 9 SSR333 109,00 |NA

8 SSR244 7,00 SL 10 SSR4SH102358 | 0,00 SL

8 SSR327 22,50 SL 10 SSR34 25,30 Monom
8 SSR15 22,70 SL 10 SSR596 25,70 Monom
8 SSR335 49,70 SL 10 SSR4 30,00 SL

8 SSR63 50,70 SL 10 SSR301 33,70 SL
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Referencias: Cr. cromosoma.

Pos: posicion.

Nomenclatura de microsatélites:

Pos Pos

Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2 |(Cr Microsatélite (cM) FCN 93-6-2
10 SSR526 33,70 SL 11 SSR46 40,00 SL
10 SSR318 34,50 SL 11 TGS0340 59,05 NA
10 SSR248 35,00 SL 11 TES0899 76,82 SL
10 SSR360 39,00 SL 11 TES0813 93,30 SL
10 SSR159 46,00 Monom 11 TESO0713 97,82 NA
10 SSR85 55,00 SL 11 TES1695 117,02 |SH
10 SSR74 74,00 SL 12 SSR20 58,20 SL
10 SSR223 75,00 SL 12 SSR124 60,00 SL
10 SSR 479 86,00 DI 12 SSR44 60,00 SL
10 TES1966 88,92 NA 12 SSR636 61,00 NA
11 SSR80 20,00 SH 12 SSR 345 72,50 SL
11 SSR67 24,00 SH 12 TES0112 83,46 NA
11 SSR76 37,50 SL

SSR tomado de

EXPEN2000/EXPIMP2008. TES tomado de Kazusa Genome Tomato Database. SL: alelo de S. lycopersicum. SH:
alelo de S. habrochaites. NA: no amplifica. DI: Dificil identificacion confusa. Monom: monomérfico. Sombreado en gris

destacan introgresiones en FCN 93-6-2 de Solanum habrochaites

En términos de la localizacién de los marcadores en mapa segun las bases de datos

EXPEN 2000, EXPIMP 2008 y Kazusa F2 2000, la longitud total del genoma analizado fue
de 1245,6 cM. El total de esta extension de genoma considerado se distribuye como se

observa en la Figura 19, con 955,6 cM de S. lycopersicum, que representa el 76,72%. Por

otro lado, la extensiéon de genoma de S. habrochaites en FCN 93-6-2 resulté en 56,9 cM,

es decir un 4,57%. Las longitudes de marcadores monomoérficos y que no amplificaron o

fueron no posibles de interpretacion representaron el 10,57% y los marcadores

monomorficos el 8,15% de las extensiones consideradas.
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Figura 19: Distribucion de la extension de germoplasma (en cM) analizado en la linea de premejora FCN 93-6-
segun localizacién de marcadores reportados EXPEN 2000, EXPIMP 2008 y Kazusa F2 2000. SL: S.
lycopersicum. SH: S. habrochaites. Monom: Monomorficos. NA/DI No amplifica o de dificil interpretacion.

En la Figura 20 se observan fotografias de patron de banda de dos marcadores
monomorficos. Respecto a la distribucion de esta clase de marcadores se destaca que se
detectaron en 8 de los 12 cromosomas. En los cromosomas 6 y 8 todos los marcadores

probados evidenciaron germoplasma cultivado (Figura 21).

Figura 20: Patrén de bandas SSR340 (monomodrfico, cromosoma 9) y SSR62 (monomérfico, cromosoma 5) en
genotipos evaluados. Sl: S. lycopersicum. Sh: S. habrochaites. Fi: F1 (Fen 93-6-2-x Lc 138), LC 138 y FCN 93-6-2.

99



Resultados

. ssun._ 0w  SSM_0 SR 000 ooy ool SSRUDIZI o000
ssan ' 0% [ ssan’|| o0 SRl 6o SRS RL20  ssuu. 400
ssnses 600 SSRUT 650 SSRE2° § 300 ssou- 700
Teswn. | un ssan | ug SR o080 sz |- 1200 -~y
29 resem s W0 geu | xw  Teswn | wor
sam 1 e gl e ssam s ssmus s SsRam... 1800 $5A7 R0 sens! | ssamo f :00
ssau! | 1200 ssaar | 26
~ redl P B T ssave | 2700 pory (Sosed T s\ (oo sswerflam
ssavt (1o SR ) s tesan | un o sseofiae ssane | %060 SSA (200 semin /120
sshae Wiz ssam\f a0y Bl ssmallee  ssans e ssea ) ke Tesosst Qo ssan lun o B oo
SSRSI @ WP sSRIE | MW resen | un ssas w00 WJ“I wB  ssu/flue o P
Sl an s l asn Tesurs /4670 ssasne w0 ssmses fluzo  sses | om0 Ssh0 B (003  gemuT %600
ssauos | s st L 5080 ssase s ssan\liom  ssangiew
o ssam /| w00 Tosu. |14 s\ W0 oo an
ssane/fl\aam SRRSO yggpgr dae el St ssh fl 6600 ssamsesss 6080 genip’ ll ‘oo s\ /o000
ssanes /] \'s100 sss/ | 000 soue/f e et B sso s B oo s/ lo  smaifions  smsfun o dmes  Solialod
ssars/ 160 sshso g M0 ssan [l Tosum | com ° SRWERILN ssane’ o100
s | ‘o sse\l/mso ssmeso | me  ssasss' | s H ssano Ml s
sz, /n PN 3 Tew-g-TE s R0 genu ll ue L I ne
13 sen i s\ A B ) vesos lf ‘wor  ssmy | v TESKM QTR
ssho ) ssmo’ | 'mgo  TESUSR-MOT  yosmu-fen ssair2 0000 Teso2 N o
sonm | s Tesos s ssemvosons | 4700 ssRan_| 40
s-fmeo (RIS TESI -8R
ssau N wen 2 g
P ssaz-fme  ssem/ o w0 ssaoso || 10100 g TESTI-§ - 012 2
s 10200 g N e S8R0, e resssr-Bosn  ssasm-ff 10000 ES N
ssaur f woroe  tesau | ven Q : pes g 3
ssiz--11000  ssaer | 11200 boonsdl Dissined ] -
ssao ) 11650 Teswas | 126 ssanz | 1000 i H 2 veswss e
ssaxe 12100 g SSRIBN T < 199,00 H >
. ssan 1200 S Testzs § 1290 [ ] 3
ssaus | 12500 200 S ]
o b = i i us
sssn2 41650 . e
R -
ssarnr § \eeo ]
wo st | koo ssa | a0 H B sh
ssar /| usso sseon| I /200 :
ssasos | 700 sseaon\ l// 1200
stz | 100 ssau 12 oMonom
ssaane/ 3 L1saso SSR11 . 1400
SR § 16000 sskx0 8.\166.00
) 527/, | 160,00
s ssem 3 1100 ENA/DI
- H
a
Ind no:1 [FCN93.6.2) -

Figura 21: Mapa genético de la linea de premejora FCN 93-6-2 con marcadores microsatélites Para cada
cromosoma la izquierda figura el nombre del microsatélite, a la derecha la distancia en cM con base en
EXPEN20007, EXPIMP 2008 y Kazusa Fz 2000. Sl: S. lycopersicum. Sh: S. habrochaites. Monom:
Monomorficos. NA/DI: No amplifica o de dificil interpretacion.

3.2.2 Introgresion de germoplasma silvestre en linea de premejora FCN 93-6-2

En la evaluacion de la linea de premejora FCN 93-6-2 por marcadores en el
cromosoma 5, se efectud el andlisis con 11 marcadores microsatélites (Tabla 14, Figura
22). En este cromosoma el SSR62 resulté monomorfico respecto a los parentales (S.
lycopersicum y S. habrochaites) y el SSR162 evidencié el mismo patrén de bandas que S.

habrochaites, indicando introgresion de germoplasma silvestre en su genoma (Figura 23).

SSR62 10.5
m S

SSR32518.6

=]
25 SSR602 27.0 Sh
SSR13 28.0

SSR115 35.0 8 Monom

TGS 1499 64.0-

75

TGS0669 79.9
TGS154480.4

100

SSR49 106.0
SSR590 107.5

SSR162 119.0
SSR18031 119.0
fin 119.0

Z'9'£6ND e

c™ Group 5 fcrom51

Figura 22: Localizacién de introgresion delimitada por SSR162 en cromosoma 5 y del marcador monomérfico
SSR62. Izquierda, nombre del microsatélite y distancia en cM con base en EXPEN20007, EXPIMP 2008 y
Kazusa F2 2000. SI: S. lycopersycum, Sh: S. habrochaites. Monom: Monomoérfico.
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] Sh Fy LC138  FCN 93-6-2

Figura 23: Patron de bandas SSR162 (cromosoma 5) en genotipos evaluados. Sl: S. lycopersicum. Sh: S.
habrochaites. Fi: F1 (Fcn 93-6-2-x Lc 138). LC 138. FCN 93-6-2.

En la evaluacién se conté con un solo marcador, SSR590, que flanque6 a SSR162.
Este marcador flanqueante en la linea FCN 93-6-2 mostré el mismo patrén caracteristico
de S. lycopersicum. Segun el mapa EXPEN 2000 (https://solgenomics.net/marker) este
marcador se localiza a 107,5¢cM del cromosoma 5. Mientras que en el otro extremo del
SSR162 no se logr6 probar ningln otro marcador. Asi, la extension del segmento
introgresado que podria plantearse se extenderia al menos por 5,75cM. Este segmento
corresponde a un 4,8% de la longitud del cromosoma, considerando el barrido que se
efectud con los marcadores SSR. Aunque podria considerar que el segmento introgresado
es de mayor extension, teniendo en cuenta que no fue posible probar ningin marcador

contiguo al otro extremo del SSR162.

El andlisis en el cromosoma 11 se efectu6 con 11 marcadores microsatélites. Los
marcadores SSR80, SSR167 y TES1695 en la evaluacion de la linea FCN 93-6-2 son
indicadores de introgresion de germoplasma silvestre (Figura 24, Tabla 14). En la Figura
25 se observan patrones de bandas caracteristicos de S. habrochaites, para cada uno de

los marcadores.
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Figura 24: Localizacién de introgresiones delimitadas por los SSR67, SSR80 y TES1695 en cromosoma 11.
Izquierda, nombre del microsatélite y distancia en cM con base en EXPEN20007EXPIMP 2008 y Kazusa F2
2000. SL: S. lycopersycum, SH: S. habrochaites, NA/DI No amplifica o de dificil interpretacion.

S| FCN9362 LC138 Sh

SSR67

Figura 25: Patr6on de bandas SSR80, SSR67 y TES1695 (cromosmall) en genotipos evaluados. SL. S.
lycopersicum, SH: S. habrochaites, F1: F1 (FCN 93-6-2-x LC 138), LC 138 y FCN 93-6-2.

En el caso de los marcadores SSR80 y SSR167, que se ubican de manera contigua,
muestran patron de bandas de S. habrochaites (Figura 24). Considerando sélo la ubicacion
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de ambos marcadores podria plantearse que el segmento introgresado de germoplasma
silvestre tendria una extension de al menos 10 cM que es la distancia reportada entre ellos
segun EXPEN 2000 (https://solgenomics.net/marker). Aunque también es posible
considerar que los limites maximos de la introgresién estan dados por los marcadores que
flanquean a SSR80 y SSR67, que evidenciaron germoplasma de S. lycopersicum. Ante
esta situacion, podria plantearse que la longitud del segmento introgresado es de 18,43
cM, considerando que el TES1970 se mapeo a 19,07 cM y el SSR76 a 37,5 cM.

El marcador TES1695 indicé la presencia de otro fragmento introgresado en el
cromosoma 11, en este caso ubicado en el extremo inferior del cromosoma (Figura 24,
Tabla 14). Esta introgresion mostré la misma situacion que la del fragmento introgresado
asociado al SSR162 del cromosoma 5, ya que se contdé con informacion de un solo
marcador adyacente, el TES0813 ubicado a 93,30 cM. Considerando esta situacion, el
software GGT plantea que el segmento introgresado tendria una extension de 11,95 cM,
dado que considera el limite de introgresion a la mitad de la distancia entre ambos
marcadores. También es posible plantear una extension maxima de 23,72 cM si se
considera como limite la posicion del marcador TES0813 (posicionado a 93,3 cM), que

evidenci6 presencia de genoma de S. lycopersicum.

Teniendo en cuenta todos los marcadores utilizados para la caracterizacién de Uco
Plata y FCN 3-5 (seleccionada de la accesion silvestre Pl 134417 S. habrochaites), la linea

progenitora LC 138 no evidenci6 diferencias respecto al cultivar Uco Plata.
3.2.3 Mapeo de QTLs para caracteres de calidad de fruto

El analisis de QTLs se efectu6 considerando los marcadores microsatélites
SSR162, SSR80, SSR167 y TES1695 que resultaron polimoérficos entre FCN 93-6-2 y
LC 138. Para caracterizar molecularmente la poblacion F, se consideraron los 198
individuos del E2 (Ensayo 2015/2016) y los cuatro marcadores SRR-EST que indicaron
introgresion del genotipo FCN 3-5 (seleccionada de la accesion silvestre Pl 134417) de S.
habrochaites en FCN 93-6-2.

Los genotipos para los cuatro marcadores fueron analizados poniendo a prueba la
segregacion independiente de los alelos, considerando que es una poblaciéon F; y que los
marcadores son codominantes. Se detecté que no hay diferencias significativas respecto
a la proporcion 1:2:1. La prueba fue efectuada con el criterio de Bonferroni con una
significancia de 0,05 (Tabla 15).
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Tabla 15: Prueba de ajuste a segregacion igualitaria de alelos de marcadores considerados

Marcador Sh H Sl Chi cuadrado p (%)

SSR162 60 83 47 4,811 9,02"

SSR80 50 76 56 5,341 6,92"
SSR67 57 82 52 2,395 30,21™
TES1695 55 90 43 1,872 39,21"

Referencias: SH: S. habrochaites, H: Heterocigoto, SL: S. lycopersicum. p (%): Probabilidad de diferencias entre valores
observados y esperado para segregacion igualitaria de alelos de cada locus.

Se estimo la distancia de los marcadores ubicados en el cromosoma 11 en la F»
(Fen 93-6-2 x Le 138) €N funcidn a los porcentajes de recombinacion deducidos de la segregacion
utilizando la correccion de Haldane con un LOD 3. Los resultados del andlisis indican que
la distancia entre los marcadores SSR80 y SSR67 de 15,97 cM. El microsatélite TES1695,
gue al igual que los dos marcadores anteriores, pertenece al cromosoma 11, en el analisis
del software quedo ubicado en un grupo de ligamiento diferente a los SSR80 y SSR67. El
resultado anterior es el esperado ya que la distancia entre estos dos y TES1695 segun
EXPEN 2000, EXPIMP 2008 y KAZUSA F2 2000, es de 93 cM.

3.2.3.1 Detecciéon de QTLs

Un total 21 asociaciones fueron detectadas en los mapeos de QTLs por marca
simple por ANOVA 'y por regresion. Un resumen de los resultados obtenidos se muestra en
la Tabla 16.

Para VE se detectaron tres QTLs en el cromosoma 11, con valores de p menores a
0,001. Para tres variables relacionadas a VE evaluadas al momento del descarte (Dhr y
Dhc) se detectaron tres asociaciones, también con marcadores localizados en el
cromosoma 11, y los valores de p en estos casos fueron de 0,04. Se detect6 un QTL para
Dur, variable estimada en frutos al estado rojo. Respecto a las variables asociadas a color
del fruto se encontraron dos QTLs, localizados en los cromosomas 5 y 11. Para las
variables que estiman color se detectaron diez asociaciones, nueve de estas indicaron
QTLs localizados en ambos cromosomas. Chroma fue la variable de color para la que se
detect6 un QTL en el cromosoma 11. La significancia de las asociaciones vario entre 0,01
y 0,05.
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También se detectaron tres asociaciones entre SS y marcadores localizados en los

cromosomas 5y 11, con valores de p entre 0 y 0,02.

Tabla 16: QTLs para caracteres evaluados asociados a calidad de fruto.

ANOVA Regresién
Medias genotipos
Caréacter |Cr |Marcador Efecto
F p H2  r Bo R?
Sh H Sl a D

11 | SSR80 |37,67|38,17(30,52|25,12| 0,00 | 0,96 | 0,22 | 34,09 |-3,59**| 6,01** |22,38

VE 11 | SSR67 |37,35|38,94|29,15| 7,26 |<0,001| 0,86 | 0,33 | 33,97 |-2,55**| 5,16** | 7,11

11 | TES1695 | 36,21 39,01 |30,72|16,75| 0,00 | 0,94 | 0,26 | 35,95 |5,54**| 5,91* | 15,92

Dhr 11 | SSR67 | 0,19 | 0,20 | 0,18 | 5,53 | 0,04 |0,82| 0,35 | 0,18 [-0,04ns|-0,03**| 5,50
11 | SSR67 | 192 | 1,85 | 1,78 | 3,07 | 0,04 |0,67|0,39| 1,91 |-0,02ns| -0,12* | 3,13
one 11 | TES1695| 1,91 | 1,80 | 1,92 | 2,28 | 0,04 | 0,68 | 0,39 | 1,85 |-0,07*|0,008ns| 2,31
Dur 5 | SSR162 |34,12|33,71|32,83| 2,65 | 0,05 |0,66| 0,39 |32,31|-0,52ns| 1,83* | 3,03
X 11 | SSR80 |13,80(15,42|12,70| 3,88 | 0,01 | 0,76 | 0,37 | 13,25 |-0,54ns| 2,03** | 4,03
5 | SSR162 |14,76 |14,49|12,48| 3,11 | 0,04 |0,68| 0,39 [13,91| 1,14* | 0,56ns | 3,08
11 | SSR80 |10,70|11,75| 9,85 | 3,58 | 0,03 | 0,72 | 0,38 | 10,27 |-0,42ns| 1,47* | 3,73
Y 5 | SSR162 |11,39|11,14| 9,53 | 2,89 | 0,05 | 0,66 | 0,39 |10,75|-0,85*| 0,36ns | 2,87
11 | SSR80 | 4,94 | 555 | 460 | 457 | 0,01 |0,78|0,36 | 4,77 |0,17ns| 0,74** | 4,72
‘ 5 | SSR162 | 5,39 | 5,14 | 455 | 346 | 0,03 |0,71|0,38 | 5,03 |-4,02**| 0,83ns | 3,41
11 | SSR80 |37,75|39,71|36,68| 4,07 | 0,02 |0,75| 0,37 | 37,25 |-0,53ns| 2,50** | 4,22
*
- 5 | SSR162 |39,10|38,50|36,22| 3,39 | 0,03 |0,71| 0,38 | 38,03 |-1,41*| 0,83ns | 3,34
11 | SSR80 [22,04(2355|21,71| 419 | 0,02 | 0,76 | 0,36 | 21,89 |-0,16ns| 1,68** | 4,33
a*

5 | SSR162 |22,95|22,99|21,30| 3,48 | 0,03 |0,72|0,38 | 22,12 |-0,82*| 0,87ns | 3,43

Chroma | 11 | SSR80 |33,30(34,71|32,56| 2,66 | 0,05 |0,62|0,38 [32,93(-0,37ns| 1,79* | 2,80

11 | SSR80 | 5,67 | 6,29 | 5,32 |11,45| 0,00 | 0,91 | 0,29 | 5,92 |-1,41ns| 0,78** | 11,02

SS 11 | SSR67 | 6,01 | 6,03 | 5,65 | 3,89 | 0,02 |0,74|0,37 | 5,69 | 0,23* | 0,35* | 3,94

5 | SSR162 | 6,38 | 6,01 | 4,92 |25,57| 0,00 0,96 | 0,22 | 5,81 |-0,71**| 0,35* |20,63

Referencias: Cr: cromosoma; Sh: homocigota S. habrochaites, H: heterocigota, SI homocigota S. lycopersicum. p:
Significatividad de la asociacion, H2: Heredabilidad, r: Posicion de locus respecto al marcador, B0: Media de la variable,

a: Efecto aditivo, d: Efecto de dominancia. * significativo. **altamente significativo, ns. No significativo R2: Coeficiente de

determinacion.
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El mayor porcentaje de varianza explicada por los QTLs correspondieron a la VE

(22,4%) y el mas bajo a una de las variables estimadas de manera cualitativa (Dhc).

No se detectaron asociaciones significativas entre ninguna de las tres regiones
gendmicas analizadas y las variables asociadas al tamafo del fruto (Pf, Alt, Diam) a For,

contenido de licopeno, a variables de color b* y Hue y tampoco a Cons, Col, Fir, Ep y NI.

QTLs para VE y variables asociadas a VE

Para el caracter Vida en Estanteria, los tres marcadores localizados en el
cromosoma 11, SSR80, SSR67 y TES1695, indican la presencia de QTLs. Dos
asociaciones al caracter fueron con los marcadores mapeados en el mismo grupo de
ligamiento SSR80 y SSR67 (Figura 26), ambas con valores de probabilidad significativos
tanto respecto a efecto aditivo como dominante (Tabla 16). Los resultados de las pruebas
de hipétesis evidenciaron dominancia de la forma alélica del progenitor silvestre (Figura 26
a y b). Los resultados de mapeo por intervalo simple indicarian que ambas asociaciones
marcan el mismo locus (r= 0,12 - 0,18; LOD 11,17).

En el caso de los los SSR80 y SSR67 entre los dos genotipos con alelos silvestres,
homocigota para alelos de S. habrochaites y heterocigota, se detectaron diferencias
significativas en las medias para VE con el genotipo homocigota para alelos de S.
lycopersicum (Sl). En el caso de TES1695, las tres medias evidenciaron diferencias
significativas entre ellas. El genotipo heterocigoto para TES1695 fue el que registré la
media mas alta para VE, mientras que el genotipo homocigoto para los alelos de S.
lycopersicum para SSR67 evidencio la media menor (Tabla 16, Figura 26). También en la
Tabla 16 se observan los valores estimados de efectos aditivos y efectos de dominancia

de cada marcador a partir del andlisis de regresion lineal.

El QTL para VE asociado al TES1695 se localizé, segun mapeo por ANOVA, méas

cercano al marcador (r=0,26) y sus alelos tendrian un efecto aditivo (Figura 26c).
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Figura 26: Promedio de VE (Vida en Estanteria, en dias) de los tres genotipos considerando los marcadores:

a. SSR80, b. SSR67 y c. TES1695 SI: S. lycopersicum Sh: S. habrochaites, H: Heterocigoto. Letras diferentes
indican diferencias significativas.

Los valores del coeficiente de determinacion teniendo en cuenta las tres
asociaciones de manera conjunta dieron cuenta del 45,4% de la variacién fenotipica del
caracter, destacandose que QTLs asociados a los SSR80 y SSR67 son los que explican la

mayor proporcion de esta variacion estimada en un 29,5%.

Para la variable Dhc, que estima el grado de deshidratacion del fruto al momento
del descarte de manera cualitativa y que es un caracter relacionado a VE, el andlisis indicé
gue existen asociaciones para dos de los tres marcadores microsatélites asociados a VE
(SSR67 y TES1965). El andlisis de la asociacion al SSR67 permitiria proponer que fuera
el mismo locus que controla VE. Se destaca que el efecto genético detectado en estas
asociaciones es también de dominancia del alelo silvestre, en el sentido que los frutos al
momento del descarte se han deshidratado menos, evidenciando menor deterioro. El QTL
asociado a TES1695 evidencié efecto aditivo para Dhc en el mismo sentido que la
dominancia evidenciada por SSR67 (Figura 27, Tabla 16) y presenté la estimaciéon de H?
mas alta (0,68) comparando ambos marcadores. Los valores de los coeficientes de

determinacion indicaron que dan cuenta del 5,4% de la variabilidad del caracter (Tabla 16).
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Figura 27: Promedio de Dhc (Deshidratacién cualitativa).de los tres genotipos considerando los marcadores:
a. SSR67 y b. TES1695 SI: S. lycopersicum Sh: S. habrochaites, H: Heterocigoto. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

Por otra parte, se detectdé asociacion entre la variable Dhr y el SSR67 (Tabla 16).
El alelo proveniente de S. habrochaites del marcador tendria efecto de dominancia (Figura
28) coincidiendo con el efecto detectado de este alelo para Dhc. El valor de R? da cuenta
del 5,5% de la variabilidad del caracter por el QTL asociado a SSR67. Este valor

comparado con el de R? para Dhc es mas alto (Tabla 16).

0,223

0,201
0,1801
0,1581
0,137

Figura 28: Promedio de Dhr (Deshidratacion relativa) considerando los tres genotipos del marcador SSR67. Sl:
S. lycopersicum Sh: S. habrochaites, H: Heterocigoto. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Dhr

QTLs para dureza de fruto

Para el caracter Dur del fruto se detectdé una asociacion al marcador SSR162,

indicando un QTL en el cromosoma 5. Se evidenciaron diferencias significativas entre las
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medias del genotipo homocigota cultivado y los genotipos heterocigota y homocigota
silvestre (Tabla 16, Figura 29). Este locus tendria efecto de dominancia parcial del alelo de
S. lycopersicum. La estimacion de R? da cuenta del 3,0 % de la variabilidad del caracter
por el QTL asociado a este microsatélite y la H? estimada fue moderada, con un valor de
0,7% (Tabla 16).

34,80

b
b
34,14
a
33,48
32,82
32,16
si Sh H

SSR 162

Dur

Figura 29: Promedio de Dur (Dureza del fruto en N/cm?) considerando los tres genotipos del marcador SSR162
SI: S. lycopersicum Sh: S. habrochaites, H: Heterocigoto. Letras diferentes indican diferencias significativas.

QTLs para variables asociadas a color

Respecto a caracteres asociados a propiedades externas del fruto, como el color
estimado por las variables de los componentes del espacio color del sistema CIEXYZ: X
(indice del componente rojo), Y (indice de luminosidad), Z (indice del componente azul), y
por las variables de los componentes del espacio color del sistema CIELab: L* (indice de
luminosidad), a* (indice del componente rojo) y Chroma (indice de saturacion) se
detectaron asociaciones al marcador SSR80. Los efectos génicos detectados fueron en
todas las asociaciones de dominancia del alelo de S. habrochaites. Este efecto génico
puede ilustrarse en gréaficos de frecuencias mostrados en la Figura 30, que evidencian un
efecto de sobredominancia del alelo o los alelos aportados por el genoma silvestre para las
siete variables. Entre los valores estimados del coeficiente de determinacion para las

variables de color, las de a*y Z (4,3 y 4,7%) fueron los mas altos.
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Figura 30: Promedio de a. Componentes del espacio color: L*, a*y Chroma, b. Componentes del espacio color:
X, Y y Z considerando los tres genotipos del marcador SSR80. SI: S. lycopersicum, Sh: S. habrochaites, H:
Heterocigoto. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Entre SSR162 y los componentes del espacio color L*, a*, X, Y, Z se detectaron
asociaciones (Tabla 16). Los valores de r estimados indicaron posiciones casi idénticas de
QTLs. En cuanto a las estimaciones de R?, estas se encuentran en un rango que da cuenta
de entre un 3,1 a un 3,4% de la variacion fenotipica para estas variables. En la Figura 31
se observa que el efecto génico de los alelos detectado es aditivo para todas estas

variables.
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Figura 31: Promedio de a. Componentes de espacio color L* y a*, b. Componentes de espacio color X, Y, Z
considerando los tres genotipos del marcador SSR162. Sl: S. lycopersicum, Sh: S. habrochaites, H:
Heterocigoto. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Las variables L* y a*, indicadoras de luminosidad y color rojo respectivamente,

resultaron también asociadas al marcador SSR162, con pequefio efecto aditivo negativo y

110



Resultados

con valores de r similares a los componentes de espacio color X, Y y Z y también con efecto
aditivo (Tabla 16). Considerando esta informacion, es posible plantear que se trataria de
un locus que interviene en la determinacién del color del fruto maduro, evaluado con

variables cuantitativas que lo descomponen.
QTLs para variables asociadas a caracteristicas organolépticas

En cuanto a las variables asociadas a caracteristicas organolépticas, para el
contenido de Sdlidos Solubles (SS) se detectaron asociaciones con tres de los cuatro
marcadores moleculares probados: SSR80 y SSR67 del cromosoma 11y con SSR162 del
cromosoma 5. Para los loci asociados a SSR80 y SSR162 se detectaron efectos aditivos
negativos y de dominancia de los alelos silvestres, este ultimo fue de mayor magnitud para
el SSR80. Mientras que el QTL asociado al SSR67 evidencio también efecto de dominancia
del alelo silvestre y mostré efecto aditivo positivo del alelo de S. habrochaites (Tabla 16,
Figura 32.).

Los QTLs indicados por SSR80 y SSR67 dan cuenta de manera conjunta de un
15,0% de la variacion fenotipica (Tabla 16). El andlisis de intervalo simple indicaria que se
trata de un solo locus ubicado muy préximo al SSR80 (r=0,25; LOD= 4,68). El locus
asociado al SSR162 (cromosoma 5) explicaria un porcentaje mayor (20,6%) de la variacion
de la concentracion de sélidos solubles. Se puede destacar que este valor de R? fue que

el segundo mas alto en magnitud, después del locus para VE entre los QTLs detectados.
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Figura 32: Promedio de. SS (Contenido de sdélidos solubles en °Brix) considerando los tres genotipos de los
marcadores: a. SSR80. b. SSR67 y ¢c. SSR162. SI: S. lycopersicum Sh: S. habrochaites, H: Heterocigoto. Letras
diferentes indican diferencias significativas.
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3.2.3.2 Andlisis de interaccién de QTLs

Por medio de ANOVA factorial se probé interaccion entre marcadores asociados a
un mismo caracter. A partir de este analisis se detectaron dos interacciones entre los loci
asociados a VE. Una de las interacciones detectadas fue entre el par de loci asociados a
TES1695y SSR 80 (F= 3,81; p=0,0053), con un valor de R?que indic6 que la accién génica
de los loci asociados a estos marcadores da cuenta de manera conjunta del 29,0% de la
varianza fenotipica observada en F.. La otra asociacion significativa se evidenci6 para los
loci asociados a TES1695 y SSR 67(F= 3,10; p=0,0168), el R2indic6 que la accién génica
de los loci asociados a estos marcadores dan cuenta de manera conjunta del 26,00% de
la varianza fenotipica de F,. También se detecto para la variable SS interaccion entre QTLs
asociados a los marcadores SSR80 y SSR67 (F=2,82, p= 0,0503) y un R? que indica que
en el andlisis conjunto se explica un 16,0% de la variacion fenotipica de F-.

Para las demas variables asociadas a mas de un marcador el ANOVA factorial no

permitié identificar ninguna otra interaccion entre loci.

También es posible considerar efectos pleiotrépicos. Asi, a partir del analisis de los
datos por método mapeo por intervalo simple permitioé estimar que la asociacién encontrada
del SSR67 con los caracteres VE, Dhc y Dhr estarian indicando que se trata de un mismo
QTLs para estos caracteres: VE y deshidratacion del fruto al momento del descarte
estimados cualitativa y cuantitativamente (Dhc y Dhr respectivamente). Teniendo en
cuenta la posicién determinada con valores de frecuencias de recombinacion (Tabla 16),
podria interpretarse que seria un solo locus con efecto pleiotrépico, afectando la

deshidratacién y por lo tanto la vida en estanteria.

En el caso de algunas variables que estiman el color del fruto, se detectaron efectos
pleiotrépicos de loci asociados a los marcadores SSR80 y SSR162. Asi, considerando la
semejanza de valores de frecuencia de recombinacion obtenidos entre el marcador SSR80
y L* a*, Chromay Col se trataria de un solo locus. En los cuatro casos se detect6 efecto
de dominancia (Tabla 16). Asimismo, al comparar las asociaciones entre las variables L* y
a*, indicadoras de luminosidad y color rojo respectivamente, y los componentes de espacio
color X, Yy Z con el SSR162 se encontraron valores de r similares y que en todos los casos
el efecto es aditivo (Tabla 16). Con esta informacion, es posible plantear que se trataria de
un locus que interviene en la determinacion del color del fruto maduro, evaluado con

variables cuantitativas.

En resumen, del analisis de los resultados de mapeo de QTLs por métodos de

marca simple se detectaron 22 asociaciones, entre los cuatro marcadores probados, con
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11 variables de las 21 probadas. Teniendo en cuenta las posiciones relativas entre el
marcador y los posibles QTLs, sus efectos y las metodologias utilizadas se observd que
SSR80 se asocid a 10 variables; dos de estas estarian vinculadas a la vida en estanteria,
siete al color del fruto y una al sabor. El SSR67 evidencié asociacién con cuatro variables;
tres vinculadas a la vida en estanteria y la otra al sabor, mientras que TES1695 evidencio
asociacion a dos variables; ambas relacionadas a la vida en estanteria. El SSR162 asoci6
a ocho variables, seis vinculadas a color, una asociada a la dureza del fruto al estado rojo

y la otra asociacion fue con una variable asociada al sabor del fruto.

Se detectaron interacciones entre los loci asociados a SSR67 y TES 1695 y entre
SSR80 y TES1695 en la determinacion de VE. También se detectd interaccion entre
SSR67 y SSR80 para la determinacion de SS.

Ademas, es posible plantear efectos pleiotropicos, si se considera la existencia de
un locus asociado a SSR67 que daria cuenta de las variables de VE, Dhc y Dhr. También
se habrian detectado dos loci con efecto pleiotrépico relacionados con variables de
componentes del color. Un locus estaria asociado al marcador SSR80 en el cromosoma
11, dando cuenta de la variacién en Col, L*, a*y Chroma. El otro locus asociado al SSR162
en el cromosoma 5 que se relaciona con el color del fruto también medido con variables de

espacio color X, Y, Z, L* a*.

Asimismo, se detecté un QTL que contribuye al caracter Dur y esta ligado al
SSR162. Y por ultimo dos loci detectados contribuyen a la determinacion del contenido de

sélidos solubles, uno ubicado en el cromosoma 11 y otro en el 5.
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DISCUSION

4.1 Caracterizacion molecular de FCN 93-6-2

La caracterizacion molecular de FCN 93-6-2 result6 muy importante porque es
una linea derivada de un cruzamiento interespecifico (ver su proceso de origen en
Anexo) y ademas es una de las lineas progenitoras utilizadas en la obtencién de la
poblacién F; La informacion obtenida de su caracterizacion permitio analizar modos de
herencia y efectuar busqueda de posibles QTLs. El conocimiento de sus caracteristicas
a nivel molecular brindé elementos para conjeturar sobre los aportes que esta linea

podria efectuar a la mejora de caracteres de fruto.

Al considerar los 188 EST-SSR distribuidos en los 12 cromosomas del tomate
probados para caracterizar a FCN 93-6-2 se destaca que el 88,8% result6 efectivamente
informativo. La falta de amplificacibn de algunos SSR puede explicarse por las
diferencias genomicas entre S. lycopersicum y S. habrochaties. Esto se plantea
considerando que los marcadores utilizados fueron disefiados y seleccionados con base
en el cruzamiento S. lycopersicum x S. pennelli. Por medio de los 167 SSR restantes
fue posible identificar polimorfismos sélo para cuatro marcadores, que representan
introgresiones/diferencias de FCN 93-6-2 respecto de Uco Plata INTA. Estos
polimorfismos demarcaron introgresiones en los cromosomas 5y 11 (Tabla 15, Figuras
18, 20, 23).

La deteccibn en FCN 93-6-2 de solo cuatro microsatélites que indicaron
introgresiones podria explicarse, en parte, por las estrategias aplicadas para su
obtencion. Durante el desarrollo del método de mejoramiento se efectuaron retrocruzas,
ademas de cruzamientos entre lineas “hermanas” que junto a la seleccién efectuada se
orientd a conservar caracteres del progenitor cultivado Uco Plata INTA y por lo tanto de
un extenso fondo genético de tomate cultivado. Una situacién similar fue reportada en
linea de premejora FCN 13-1-6-1, linea testigo larga vida obtenida en el mismo proceso
de mejora que FCN 93-6-2 En FCN 13-1-6-1 Caruso (2021) informé cuatro regiones
introgresadas en los cromosomas 4y 9, y 11, y entre ambas existe coincidencia en la
introgresion sefialada por el marcador TES1695. Es importante atender a que ambas
lineas fueron generadas juntas (ver Anexo) con el objetivo de obtener resistencia a
polilla del tomate y que luego, en generaciones avanzadas, en evaluaciones de
rendimiento y caracteres de calidad de fruto se detecté que ambas presentaban larga

vida en estanteria. Las diferencias en las regiones introgresadas podria relacionarse, al
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menos en parte, a diferencias fenotipicas entre estas lineas para algunos caracteres de

calidad de fruto, como forma, tamafio, color entre otras (Tablas 2 a 7).

Los SSR permitieron detectar una introgresién en el extremo del cromosoma 5y
otras introgresiones en los extremos de cada brazo del cromosoma 11. La distancia
entre el SSR67 y SSR80 estimada con la poblacion F2 rcn gz-6-2xLc 138) fue mayor que en
EXPEN2000. Caruso (2021), de igual forma, en el estudio de introgresion en FCN 13-1-
6-1 observé mayor distancia entre marcadores de los cromosomas 4 y 9 que la
reportada en EXPEN2000. La mayor distancia entre los SSR no significaria
necesariamente un aumento en el tamafio del genoma, considerando que estas
distancias genéticas estimadas indican probabilidades en funcién a la proporcién de
recombinantes. En ese sentido es posible que la introgresion de S. habrochaites en un
background de S. lycopersicum haya incrementado las tasas de recombinaciéon entre
estos marcadores. Para explicar esta situacion puede considerarse lo propuesto por Li
et al. (2004) que plantean que en los procesos de introgresion es posible que ocurra
desestabilizacion de los SSR, lo que podria promover eventos de recombinacion,
incluidos intercambios mudltiples. En oposicibn a esta idea Canady et al. (2006)
encontraron tasa de recombinacién menores dentro de los segmentos introgresados de
S. pennellii y S. habrochaites en el tomate cultivado. Estos autores plantean que los
eventos de recombinacion pueden inhibirse tanto por la accion de desacople de un
nucleétido como por mutaciones que afecten a los cromosomas (inversiones o
translocaciones). En consideracion a estas dos propuestas, aun no habria acuerdo en
causas que incrementan o reducen las probabilidades de recombinacion en distintos
sectores de los cromosomas. También la deteccién de una distancia mayor que las
publicadas por EXPEN 2000 entre los SSR80 y SSR67 en el andlisis de los datos de
esta tesis podria vincularse a dos hechos: el tamafio de las poblaciones de mapeo y los
genotipos utilizados. El mapa EXPEN 2000 se basa en 80 individuos F, derivada del
cruzamiento entre S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 (https://solgenomics.net/)
mientras que en esta tesis se analizaron 198 individuos F, de un cruzamiento
proveniente de una linea con introgresion silvestre FCN 93-6-2 x S. lycopersicum LC
138. Asi podria considerarse que el método de estimacion de distancias se efectla por
medio de un calculo probabilistico y que los distintos tamafios poblacionales podrian dar
cuenta de las variaciones en la estimacion de las distancias. En este sentido se destaca
gue poblaciones de mayor tamafio permiten un mejor ajuste. El otro hecho a considerar
es gue los genotipos parentales utilizados para obtener la F, son diferentes y se

esperarian sintenias distintas, lo que podria afectar las tasas de recombinacién.
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Respecto a estos dos marcadores adyacentes (SSR80 y SSR67), que sefalan
una regién de introgresion, es posible plantear que correspondan a un bloque (conjunto/
conglomerado) de genes con mayores diferencias entre las especies silvestres y el
tomate cultivado. Al tener en cuenta el origen de FCN 93-6-2, es interesante considerar
que existen reportes previos de introgresiones “en bloque” en analisis derivados de
cruzamientos entre S. lycopersicum con especies silvestres (Ji et al., 2009; Jiménez-
Gdmez y Maloof, 2009). Asimismo, es de destacar que existen reportes de accién de
genoma silvestre en los cromosomas 5y 11 asociados a calidad de fruto. Asi, Cambiaso
et al. (2019a) encontraron en una poblacion de RILs, mayor representacion del genoma
de S. pimpinelifollium que del cv. Caimanta en los cromosomas 4, 8, 9, 10y 11, y
Tranchida-Lombardo et al.(2018) encontraron un numero mayor de SNP en los
cromosomas 4, 5, 9 y 11 del genoma de dos variedades locales de tomate (que tienen
mayor vida en estanteria), cuando lo compararon con el genoma de referencia Heinz
1706.

La deteccion de introgresiones en la linea de premejora FCN 93-6-2 asociado a
los resultados de su caracterizacion fenotipica, demuestran la utilidad de este método
como estrategia para ampliar la base genética de la especie cultivada en programas de
mejora de tomate orientados a la calidad del fruto. Uno de los primeros cultivos en los
gue se aplicé la estrategia de introgresion de genes silvestres buscando la incorporacién
de genes que otorgaran distintos tipos resistencia es el tomate y en el caso de FCN 93-
6-2, S. habrochaites fue utilizado como fuente de genes de resistencia a la polilla del
tomate. Esta linea de premejora representa estados avanzados del programa y los
resultados de esta tesis indicarian que S. habrochaites en un fondo genético adecuado
aporta a la mejora de caracteres de calidad de fruto. La evidenciada del potencial de
especies silvestres en programas de mejora de tomate ya ha sido reportada en
numerosas publicaciones (Monforte et al., 2001; Pereira da Costa et al., 2009; Pratta et
al., 2011b; Prudent et al., 2011; Barrantes et al., 2016).

Aungue a nivel molecular las diferencias entre las lineas cultivadas analizadas y
la linea de premejora no parecerian notorias considerando que corresponden a 4,57%,
a nivel fenotipico se detectaron notables diferencias para los caracteres de calidad de
fruto estudiados. Esta situacion podria vincularse con sefialado por Sahu vy
Chattopadhyay (2017), quienes indican que en tomate serian pocos genes (1192)
localizados en cinco de los doce cromosomas (1, 2, 3, 8 y 10) los que reflejan los
notables cambios consecuencia de la domesticacién. Atendiendo de manera conjunta
los cambios ocurridos durante el proceso de domesticacion e introgresiones detectadas,

Jiménez-Gémez y Maloof (2009) informaron que el tomate cultivado mantiene
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caracteristicas de interés agronémico debido a la fuerte seleccion purificadora en el 1 %
de su genoma (8,76 Mpb) y que mas de la mitad de esta seleccion afecta al cromosoma
11 (4,57 Mpb). Entonces podria considerarse que pequefios cambios en el cromosoma
11 explicarian diferencias apreciables en caracteres de calidad de frutos de las lineas
analizadas. Siendo importante destacar que en este cromosoma se localizan genes
asociados a caracteres de calidad de fruto como el forma, tamafio del fruto y la
deposicion de cera (Rodriguez et al., 2013a; llla-Berenguer et al., 2015; Cambiaso et
al., 2019b).

Es posible plantear que las diferencias fenotipicas de FCN 93-6-2 con las lineas
cultivadas evaluadas estén explicadas también en parte por introgresiones no
detectadas. Unarazén de esta situacion podria ser, considerando la cantidad de meiosis
ocurridas durante el proceso de mejoramiento que le dio origen a FCN 93-6-2, que
existen regiones de introgresion mas pequefias que las que pueden detectarse con
marcadores EST-SSR. En ese sentido Severin et al. (2010) indican que las
introgresiones mayores a 0,5 — 1,0 Mpb pueden ser eficientemente mapeadas si existe
un nivel adecuado de polimorfismo entre las lineas parentales. Se destaca como
resultado que en resultados de este trabajo indican que la introgresion detectada por los
SSR80 y SSR67 seria de aproximadamente 1,2 Mpb (https://solgenomics.net/). Es

probable que si se analizara el material con otro tipo de marcadores como DArT-seq
(Caruso, 2021) o SNP (Cambiaso, 2017) que presentan una mayor densidad y tiene una

distribucion mas homogénea puedan detectarse mayor numero de introgresiones.

Los resultados que indican introgresion de genoma de S. habrochaites en FCN
93-6-2 corroborarian la hipétesis planteada por diversos autores sobre la posibilidad de
que la mejora en la calidad de los frutos podria lograrse con la incorporacion de genes
provenientes de germoplasma silvestre (McCouch et al. 2013). Es importante esta
estrategia ya que logra la incorporacion de variabilidad contrarrestando la erosion
genética provocada principalmente por la alta presion de seleccion ejercida. En el mismo
sentido Gur y Zamir (2004) sostienen que la biodiversidad presente en el tomate es una
fuente subexplotada que puede enriquecer la base genética del cultivo con alelos

nuevos que mejoren la productividad, calidad y adaptacion.

4.2 Caracterizacion fenotipica de las lineas progenitoras, comparacion respecto a

F.y analisis de acciones génicas

Teniendo en cuenta que los genotipos parentales se seleccionaron en la

busqueda de obtener complementacion de caracteres de valor agronémico es
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importante que se diferenciaron en un 81,3% de variables analizadas (26 de 32). Los
resultados de comparacion entre lineas no sélo indican diferencias entre genotipos
progenitores, sino que también evidencian semejanzas entre cada uno de ellos con sus
correspondientes testigos (Tablas 2 a 9). Conforme a lo esperado, dada la historia de
obtencion de ambas lineas (Figura 33 en Anexo) se detectaron similitudes entre ambas
lineas de premejora. Se destaca que FCN 93-6-2 no se diferencié de FCN 13-1-6-1 en
variables asociadas al tamafio (Pf, Alt, Diam, D1 y D2), en las que indican
deshidratacién, y en pH, CLi, Dur y Ep/D1. Otra diferencia fenotipica interesante entre
las lineas de premejora es For que indica que los frutos de FCN 93-6-2 son casi
redondos, que podria vincularse con la diferencia en NI considerando que se asocia
mayor numero de l6culos a frutos mas chatos. Se destaca también que FCN 93-6-2
evidenci6 valores mas altos de SS y Fir y las variables del espacio color indican que
posee frutos rojos mas intensos y luminosos al estado rojo maduro, aunque la
apreciacion subjetiva del color sefiala que al momento del descarte de los frutos (Col)
los de FCN13-1-6-1 serian los “mas rojos”. Es posible que esta percepcion se deba a
otro/s aspecto/s externos del fruto, tal vez vinculados a diferencias en el modo de
envejecimiento del fruto o a la degradacion de pigmentos. En esta comparaciéon entre
las lineas de premejora es importante remarcar que ambas contienen aporte del genoma
de S. habrochaites en un fondo genético comun. Las diferencias fenotipicas podrian
explicarse por diferencias tanto en la proporciéon (menor en FCN 93-6-2) como en
localizacién del genoma introgresado (s6lo es comun la introgresion evidenciada por
TES 1695).

Al comparar LC 138 con la linea comercial testigo Uco Plata de corta vida en
estanteria se detectaron diferencias en 22 de las 31 variables analizadas. Se destaca
que no se diferenciaron en VE y que registraron valores similares a los reportados para
lineas comerciales (Rodriguez et al, 2010; Casals et al., 2012; Pereira da Costa et al.,
2013). Tampoco se diferenciaron en Diam, For, NI, indicando que ambos genotipos
presentan frutos mas anchos que altos y con numerosos loculos. Y estas lineas son
iguales en variables estimadas en frutos rojos como Dur/D y FMax que estan asociada
a la cubierta del fruto y Fir/D que se asociaria de cierta manera a la consistencia del

pericarpio.

Al analizar el comportamiento de las lineas respecto a vida en estanteria se
destaca que FCN 93-6-2 duplicé la media de VE respecto a LC 138y en los dos ensayos
las F1 presentaron medias de VE 1,7 veces mayores que FCN 93-6-2 (linea progenitora
con alta VE). Aunque esta F1 no es un hibrido convencional, ya que proviene de una

linea de premejora (F10) con introgresiones de S. habrochaites x S. lycopersicum (linea
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comercial). Estas observaciones permitirian plantear que existe una accién génica de
sobredominancia. Es interesante resaltar que otros trabajos han informado para vida en
estanteria efectos tanto de dominancia como de sobredominancia de genes silvestres
(Rodriguez et al., 2006b; Liberatti et al., 2013; Mahuad et al., 2013).

Respecto a las variables asociadas al descarte, las diferencias mas notorias
en particular entre las lineas parentales fueron en Dha que estimo la cantidad de agua
(en g) pérdida por cada fruto. Dha reflejaria la influencia que ejerce el ambiente sobre
la pérdida de agua. Estas distinciones estarian asociadas a diferencias en el tamafio de
los frutos de cada linea, frutos mas grandes, como LC 138, presentan mayor volumen y
asi una superficie en contacto con el ambiente para que ocurra evaporacion y que
pierdan mas cantidad de agua. El deterioro del fruto por pérdida de agua es el
fundamento de la aplicacion de tratamientos poscosecha destinados reducir la velocidad
de deshidratacion de los frutos para prolongar la duracion de las condiciones de calidad
(Tolesa y Workneh, 2017). Esto caracteres evaluados al momento del descarte:
deshidratacion y la pérdida de consistencia sufrida por los frutos luego de su cosecha,
podrian ser considerados fundamentales para definir la vida en estanteria. En la revision
bibliografica s6lo se encontr6 que la deshidratacion se estimé en un trabajo anterior
(Caruso, 2021). La falta de referencias que informe sobre este caracter es probable que
se deba a la demanda de tiempo que conlleva el registro de estas variables,
considerando el tamafio de muestra a caracterizar. En ese sentido y atendiendo a los
resultados seria recomendable en proximos andlisis trabajar s6lo estimandolo por medio
de peso de frutos a la cosecha y al descarte.. Esta propuesta cobra sentido también al
atender que las diferencias entre lineas no son claras para las variables estimadas con
escalas arbitrarias: Cons y Dhc. Puede considerarse que como fueron dos criterios
considerados de manera conjunta para decidir el descarte, se tomaron los mismos
criterios en las diferentes lineas. Ambas variables dependen de otros componentes,
posiblemente relacionados con la vida en estanteria, aunque no de manera sencilla.
Estudios moleculares recientes han demostrado que el ablandamiento del fruto no
dependia exclusivamente del metabolismo de la pared celular y por lo tanto no esta
necesariamente asociado de forma directa a su duracidon. En este sentido, hay
evidencias que indican que otros factores, como el contenido de agua en el fruto y la
estructura de la cuticula, también son importantes para definir la vida atil del fruto
(Saladie et al., 2007; Matas et al., 2009).

Al considerar variables relacionadas al tamafio de los frutos (Pf, Diam, Alt) se
destaca que los valores de media mas bajos los presentaron FCN 93-6-2 y FCN 13-1-

6-1, en comparacion con las lineas comerciales. LC 138 present6 para estas variables
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valores de medias similares a los reportados para otros cultivares comerciales
(Cambiaso et al., 2019a; Rodriguez et al., 2006b; Pereira da Costa et al., 2009; Pratta
et al.,, 2011; Mahuad et al.,, 2013). En F;, los valores medios de Pf, Diam, Alt
evidenciaron efectos de dominancia de alelos silvestres de la linea de premejora. Este
efecto de dominancia acuerdan con propuestas que en el modo de herencia de alelos
de los frutos pequefios serian de efecto aditivo negativo dominante o de dominancia
incompleta sobre los alelos involucrados en la expresion de frutos grandes (Weller et
al., 1988; Tanksley, 1993; Grandillo et al., 1999; Frary et al., 2000; Angosto Trillo, 2001,
Rodriguez et al., 2006a; Pereira da Costa et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Liberatti
et al., 2013; Mahuad et al., 2013; Biswas et al., 2016). En el mismo sentido Zorzoli et al.
(2000) sefialan que se producen modificaciones significativas en el peso cuando se
realizan cruzamientos con el taxén silvestre y que el mayor peso de los genotipos de S.
lycopersicum estaria asociado a una pérdida en la calidad de los frutos respecto a color
y sabor.

Al considerar frutos de la linea de premejora y los de F:respecto a For (Alt/Diam)
valores proximos a 1 indican que presentaron formas redondeadas y podria plantearse
efecto de dominancia de alelos silvestres. En cuanto a la aptitud comercial de los frutos
de estas lineas y atendiendo a la diversificacién de la demanda en los Ultimos tiempos
podria considerarse que su menor tamano respecto a lineas comerciales “tradicionales”
y la forma redondeada serian de escasa importancia. En ese sentido estudios de
preferencia de consumidores de Alemania y Francia evidencian que tomates pequefios
y redondos fueron los mejores posicionados, indicando una creciente valorizacién de
variedades de tamafio pequefio, pero con mejor sabor y color (Causse et al., 2010).
También es interesante considerar que en los Ultimos tiempos debido a la sectorizaciéon
de consumidores es posible producir nuevas variedades de tomate destinadas a
satisfacer diferentes segmentos (Vanucci de Moraes et al., 2017; Jurkenbeck et al.,
2020).

El valor medio de SS (7,33 + 0,22) de FCN 93-6-2 es el contenido de sélidos
solubles mas alto de todas las lineas analizadas. La media de FCN 93-6-2 duplicé la de
LC 138 coincidiendo con autores que han informado que algunas accesiones de S.
pimpinellifolium y S. lycopersicum var. cerasiforme presentan contenido de solidos
solubles mas altos comparados con genotipos cultivados (Rick, 1976; Georgelis et
al.,2006; Rodriguez et al., 2006a;b; Rodriguez et al., 2010; Pratta et al., 2011a; Pereira
da Costa et al., 2013). LC 138 present6 valores menores que el cv. Uco Plata y que los
reportados para otros cultivares como Rio Grande (Pefia y Moreno, 1997; Santiago et

al., 2001) y cv M82 (Krieger et al., 2010). La media de F; fue un 81% mayor que la del
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progenitor cultivado, indicando efecto de dominancia parcial del progenitor con
introgresion silvestre teniendo en cuenta que la Fi se diferencié para SS de ambos
padres, con una media cercana a FCN 93-6-2. En coincidencia con estos resultados
Pereira da Costa et al. (2016) analizando poblaciones con introgresiones silvestre
propusieron que el mayor contenido de sélidos solubles es por la presencia de alelos
silvestres, y en la descendencia evaluada también detectaron efectos de dominancia
parcial. Asimismo Krieger et al. (2010) informaron para una F1 entre M82 (bajo nivel de
azucar) y la linea mutante SINGLE FLOWER TRUSS sft/sft (afectado el gen de la

hormona florigenina) efecto intermedio.

Los valores medios de pH de las lineas evaluadas coincidieron con valores
reportados como caracteristicos de frutos maduros (Pefia y Moreno,1997; Klee y
Giovannoni, 2011). Las lineas de premejora no se diferenciaron para valores de media
de pH y CLi y superaron a los de LC 138 y Uco Plata. Para ambos caracteres la F;
presento valores de media que superaron al progenitor con introgresion silvestre, lo que
evidencia heterosis. El efecto de sobredominancia de alelos silvestres para pH fue
también reportado en cruzamientos entre S. pimpinellifolium x cv Caimanta (Mahuad et
al., 2013). En cuanto a CLi resulté interesante que la Fi presentdé medias mayores
respecto también a otros cultivares comerciales de Argentina reportados por Peralta et
al. (2017).

La importancia de la deteccion de genotipos que incrementan el contenido de
licopeno radica en que es un objetivo considerado en muchos programas de mejora de
tomate. Esta meta en la mejora se asocia a los beneficios para la salud del licopeno,
basados en su capacidad antioxidante (Shi y Le Maguer, 2000). Respecto a estrategias
utilizadas en la mejora de este caracter cabe mencionar que el uso de mutantes
espontaneos como ogc, hpl y hp2 para incrementar el contenido de licopeno ha tenido
poco éxito, debido a sus efectos pleiotropicos negativos, principalmente en la tasa de
germinacion y supervivencia de plantulas (Ashrafi et al., 2012). En este contexto se ha
analizado la posibilidad de ampliar la base genética a través de estrategias de
introgresién y S. pimpinellifolium y S. pennelli han sido evaluadas como fuentes de QTLs
para incrementar el contenido de licopeno (Liu et al., 2003; Pratta et al., 2011a; Ashrafi
et al., 2012). También existen evidencias de que especies silvestres de frutos verdes
gue no acumulan licopeno, como S. hirsutum (Bernacchi et al., 1998a,b), S. peruvianum
(Fulton et al., 1997), S. parviflorum (Borém y Caixeta, 2003; Fulton et al., 2002) y S.
pennellii (Liu et al., 2003) pueden proveer alelos que influyen en la acumulacién de
licopeno/ B-caroteno en tomate. En acuerdo con estos resultados, en este trabajo se

detectd que el aporte de S. habrochaites tanto en FCN 93-6-2 como en F1y en genotipos
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F2 contribuy6 al incremento del contenido de licopeno, respecto a las lineas cultivadas:

tanto al dador de germoplasma cultivado (Uco Plata) como a LC 138.

En resumen, respecto a variables asociadas al sabor y propiedades
nutracéuticas se destaca que FCN 93-6-2 present6 frutos mas dulces, de menor acidez
(Causse et al., 2002 indica que pH es estimador de acidez) y con mayor concentracion
de licopeno que el padre cultivado. Respecto a la accion de germoplasma silvestre sobre
contenido de licopeno Kuti y Konuru (2005) propusieron que el aporte de germoplasma
de S. lycopersicum var. cerasiforme explicaria mejora en aspectos nutricionales de los

genotipos por ellos evaluados.

Podria considerarse que el contenido de SS y pH de FCN 93-6-2 indican que
sus frutos son ideales para consumo fresco o para aportar a la mejora con ese destino,
atendiendo a que un alto contenido de sdlidos solubles es un caracter deseable en los
programas de mejoramiento ya que se asocia a un mejor sabor. Aunque es reconocido
gue los consumidores difieren en sus preferencias, en general se destaca que el pH
cumple un rol importante ya que el sabor estria asociado al balance entre la dulzura y
acidez del jugo del tomate (Klee y Giovannoni, 2011). Ademas se considera que el buen
sabor y aroma de un tomate fresco no estaria determinado solo por la alta o baja
concentracion de un determinado compuesto, sino mas bien por su interaccion (Raffo et
al., 2002, Hernandez Suarez et al., 2008). Se destaca también que en FCN 93-6-2 y en
F. dado la mayor concentracién de licopeno se evidenciaria su mayor potencial
nutracéutico. La mejora en estos caracteres no podria haber sido prevista considerando
el fenotipo de los frutos de S. habrochaites, poniendo en evidencia la complejidad de las
interacciones entre genes y entre éstos y el ambiente. Estos atributos reunidos en la
linea con introgresion silvestre son importantes, dado que en la actualidad los
consumidores demandan productos con mayor calidad para la alimentacion. Si se
consideran los atributos de manera separada, el valor de contenido de SS de FCN 93-
6-2 y Fi indicaria que producen frutos adecuados para procesamiento como
mermeladas (Peralta et al., 2017) y los valores medios de pH, serian indicativos de su
aptitud también para uso para procesamiento industrial (Costa y Campos, 1985; Pefia'y
Moreno, 1997).

Respecto al color de los frutos se evidenciaron diferencias entre lineas por
ambas metodologias de evaluacion: cualitativa y cuantitativa. El método cualitativo (es
comparativo considerando la escala propuesta por Monforte y colaboradores, 2001)
permitié caracterizar a los frutos de FCN 93-6-2 como de color rojo intenso, mientras
gue los frutos de F1 mostraron valores medios que superaron a FCN 93-6-2. La linea

testigo FCN13-1-6-1 evidenci6 el color con mayor proporcion de rojo. Considerando la
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metodologia cuantitativa, en la revision bibliografica se analizaron publicaciones que
evaltan principalmente los cambios de color en tomate, en términos de diferentes
combinaciones matematicas de a* y b* (Arias et al., 2000; Lopez Camelo y Gémez,
2004; Carvalho et al., 2005; Pratta et al., 2011a). Sin embargo, Kabelka et al., (2004) y
Radzevicius, et al. (2008) indican que un color determinado se define por completo
cuando se miden componentes acromaticos como L* (oscuridad o luminosidad relativa),
Y, Chroma y Hue. Por ello, en esta tesis se utilizaron todas estas variables para
caracterizar el color del fruto de cada genotipo, ademas de los descriptores cromaticos

(valores a*y b*, Xy Z).

Los frutos de las lineas de premejora presentaron mayor intensidad del color, ya
que las medias de a* y b* fueron los mas altas (Tabla 7), prevaleciendo los componentes
de rojo al amarillo. FCN 93-6-2 presentd valores mayores de Hue y no se diferencio
cuanto a la luminosidad (L*) del progenitor cultivado. Los valores de Chroma indican
que los frutos de FCN 93-6-2 se destacaron por su vivacidad en el color (Shewfelt, 2014).
Asi, atendiendo al conjunto de variables de componentes de color y siguiendo la
propuesta de Sacks y Francis (2001) para frutos de tomate, las relaciones antes
mencionadas indican que los frutos de FCN 93-6-2 son de color rojo mas intenso con
mayor vivacidad que los de LC 138 y a los de la linea testigo Uco Plata. La F1 present6
los frutos con color rojo mas intenso coincidiendo con las evaluaciones cualitativas y sus
valores de media fueron semejantes a los reportados por Carvalho et al. (2005) para el
cv Heinz 9492 e hibridos comerciales. Se destaca también como importante el hecho
que, en la caracterizacion de color de frutos estimados en componentes de color, FCN
93-6-2 y F1 superaron a LC 138. En especial atendiendo a que los valores medios que
caracterizaron al padre cultivado de L*, a* b* Chroma y Hue son préximos a los
reportados para otros cultivares (Lopez Camelo y Gémez, 2004; Toor et al., 2006;
Perkins-Veazie et al., 2007; Stinco et al., 2013).

La correspondencia detectada en esta tesis entre los resultados del andlisis de
color de manera cualitativa con la metodologia cuantitativa fue reportada por Arias et al.
(2000). Este resultado seria un aporte interesante ya que para el caso de materiales
similares a los evaluados en esta tesis, permitiria que, en funcién al objetivo buscado,
un operador entrenado puede efectuar una evaluacion (asignacion) de colores con

escala de Monforte y colaboradores (2001) con una demanda menor de tiempo.

En este ensayo Dur y Fir, podrian considerarse variables que estimaron la
“consistencia” del fruto al estado maduro. Para Dur se evidencio efecto de dominancia
de alelos silvestres en coincidencia con otras publicaciones (Rodriguez et al., 2010;

Yogendra y Ramanjini Gowda, 2013). En funcién a estos resultados y la correlacion
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genética positiva y alta seria posible proponer una asociacion entre VE y Dur, en
particular considerando publicaciones que indican que valores mayores de dureza se
relacionan a mayor vida en estanteria (Pawar et al., 2016; Yogendra y Gowda, 2013).
Asi Dur seria uno de los varios factores que contribuyen a la VE. La relacién no seria
directa al considerar la caracterizacion de la F1, que respecto a VE exhibi6 la media mas
alta, aunque para Dur el valor medio fue intermedio entre ambos padres. Esta
complejidad en las interrelaciones entre ambas variables se evidencia también en
publicaciones que indican que S. lycopersicum var. cerasiforme (LA1385) presentd
menor dureza respecto al cv. “Caimanta” que tuvo menor vida en estanteria (Rodriguez
et al. 2010). Estos autores sugieren que la mayor vida en estanteria de los tomates
“Cherry”, es el resultado de mecanismos moleculares diferentes al metabolismo de la
pared celular en el pericarpio del fruto. Una posible explicacién anatémica a la
asociacion entre Dur y VE detectada en los materiales analizados en este trabajo podria
vincularse a resultados publicados que indican que las células del fruto regulan su
presion de turgencia, asi como la integridad de la pared celular a medida que maduran
(Vicente et al., 2007). Eso indica que una disminucién de la turgencia celular puede estar
asociada con la pérdida de agua, lo que puede contribuir al ablandamiento
extremadamente tardio de algunos frutos. Atendiendo a que en esta tesis la evaluacion
de Dur se efectu6 en fruto integro (con piel) podria plantearse que se reflejaran también
propiedades de la cubierta del fruto. La caracterizacién de las lineas para Dur concuerda
con los resultados del ensayo de caracterizacion de propiedades biomecanicas que
indican mayores valores de Fmax y cubierta mas plastica (menor MY) en FCNy LC 138
menos Fmax y mas elastica. Es de destacar que la dureza del fruto también dependeria
de la organizacion celular del pericarpio que ocurre en estados tempranos del desarrollo
(Dal Cin et al., 2009; Azzi et al., 2015).

Para Fir, estimada en frutos sin piel, no se detectaron diferencias entre los
progenitores, pero si de estos con la F1. Se considera que junto con Dur se asociaria la
consistencia del fruto al rojo estado maduro. En el andlisis de correlaciones por planta
se encontrd correlacion positiva, aunque mucho menor que para Fir. Asi podria
plantearse que la Fir es un componente mas que contribuye a VE, y que al igual que
con Dur, la relacion no se estableceria de manera directa. El hecho de que la F; se
diferencie de los progenitores y presente una firmeza de fruto mayor podria explicarse
en que los padres son portadores de diferentes alelos en los loci que controlan este
caracter. En este sentido otros autores sefialan que diferencias o semejanzas
fenotipicas entre los padres no necesariamente son buenos predictores de diferencias

genéticas subyacentes (Rodriguez et al., 2005a; Liberatti et al., 2013). Cuando se
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considera la variable obtenida de la relativizacion Fir/D, la media que caracterizé a FCN
93-6 2 practicamente duplicé a la de LC 138 y la F1 mostr6 una media con valor
intermedio. Seria posible considerar, que la relativizacion entre Fir y D seria un indicador
que la firmeza estaria parcialmente asociada a mayor resistencia a la manipulacién y
por lo tanto a VE. Meli et al. (2010) detectaron que valores mas altos Fir se asocian con

una menor actividad de enzimas que degradan carbohidratos y proteinas de la pared.

Considerando las variables asociadas a la morfologia interna como Ep y NI se
detectaron diferencias entre las lineas progenitoras. La Fi1 no se diferencié de LC 138
para Ep y su valor de media fue igual que el de F,. Este efecto de dominancia en la
interaccion alélica de los genes que determinan el espesor del pericarpio acuerda con
lo informado por Biswas et al. (2016). Esta contribucién de LC 138 al incremento del
espesor de pericarpio podria considerarse sustancial, dado que es una variable de
importancia para la calidad, considerado por ejemplo que los perfiles proteicos del
pericarpio estan asociados a diferencias en caracteres de calidad de fruto (Rodriguez et
al., 2011a; Schauer et al., 2008). Al analizar la relacion Ep/D se observé que, para frutos
de igual didmetro, el espesor del pericarpio fue relativamente mayor en FCN 93-6-2 y
en F1 que en LC 138. Este hecho mostraria que los frutos de la linea de premejoray la
F1 presentaron mayor proporcion de materia seca, lo que podria explicar diferencias en

la dureza de los frutos maduros o su conservacion durante mas tiempo.

Al considerar variables que describen propiedades biomecéanicas de la piel de
los frutos FCN 93-6-2 presentd los valores mas altos de Fmax y los mas bajos de MY,
lo que indica que posee una cubierta del fruto con mayor plasticidad y menor rigidez,
por lo tanto, mas resistente a dafios por deformacién, como los que puede sufrir en el
embalaje. En concordancia con los resultados de esta tesis respecto a las diferencias
entre progenitores, Giménez y colaboradores (2015) indicaron valores mas altos de
Fmax en especies silvestres respecto a mediciones en cultivares. Estas diferencias
entre lineas parentales podrian asociarse en parte a la capacidad de deformacion del
fruto, teniendo en cuenta resultados de comparacion de propiedades biomecénicas de
cuticulas entre cultivares tolerantes y susceptibles al agrietamiento (Matas et al., 2004;
Bargel y Neinhuis, 2005; Dominguez et al., 2012). Estos trabajos indican que en general
los cultivares susceptibles al agrietamiento presentan mayor MY, mayor esfuerzo de
fractura y similar deformacion maxima, por tanto, mas rigidas necesitan de un mayor
esfuerzo de rotura para llegar a una deformacion maxima similar que en el cultivar
tolerante al agrietamiento. Los valores de propiedades biomecéanicas de la cubierta que
caracterizan a FCN 93-6-2 podrian indicar una menor facilidad a sufrir dafio,

favoreciéndose la conservacion de la integridad el fruto. Esta idea propuesta por Matas
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et al. (2004a) se fundamenta en evidencias de que la accion de enzimas sobre paredes
celulares reduce la viscosidad, indicada por valores mas altos de MY (Andrews et al.,
2000; Thompson, 2001). También se ha informado diferencias en propiedades
mecanicas de cuticulas de mutantes larga vida: DFD (Saladie et al., 2007), rin, nor, alc
(Kosma et al., 2010) y en mutantes TAGL1 (Giménez et al., 2015). Estos resultados
indicarian que el control genético de formacion y desarrollo de la cuticula impacta en la
maduracion del fruto y por lo tanto en la vida en estanteria. Entonces, atendiendo la
caracterizacién biomecanica de la cubierta de frutos y de vida en estanteria de las lineas
de premejora y las lineas comerciales caracterizadas en la tesis, podria considerarse
gue ablandamiento y deterioro distintos de sus frutos podrian deberse, en parte, a

diferencias en la actividad de enzimas que degradan las paredes celulares entre lineas.

Asi, en el caso de las lineas estudiadas en esta tesis, podria proponerse una
asociacion entre estos pardmetros biomecénicos de la cubierta del fruto y la resistencia
a la manipulacion, que en parte podria explicar la VE. Los frutos de FCN 93-6-2
presentan mayor VE y se caracterizan también por mayor resistencia a la presion (Dur)
estos responden mejor a tensiones mecanicas ofreciendo mayor resistencia a
deformarse. De manera analoga, Lopez-Casado et al. (2007) y Dominguez et al. (2012)
analizando frutos en diferentes estados de madurez, reportaron MY mayores en frutos
maduros que al estado inmaduro mientras que la Fmax fue menor y el esfuerzo de
fractura fue similar. Considerando estas publicaciones mencionadas podria plantearse
gue los frutos maduros de FCN 93-6-2 se habrian comportado como en estadios
menores de madurez que los frutos de lineas cultivadas. FCN 93-6-2 en comparacion
con LC 138 presentaria frutos con mas resistencia a la manipulacién (se comportaria
como un fruto en estado inmaduro). La mayor rigidez (que caracteriza a LC 138) estaria
asociada a una mayor “fatiga” de la cubierta del fruto durante ciclos de expansion y
contraccion diarios repartidos (Matas et al., 2004b), lo que podria ser una causa de su
menor VE. En el mismo sentido FCN 93-6-2 debido a su mayor plasticidad tendria una

mayor capacidad para soportar mayores fuerzas de tension.

La relacién de la variable VE y propiedades biomecanicas fue establecida
atendiendo a que una funcion principal que tiene la cubierta del fruto, en particular la
cuticula es la de minimizar la deshidratacion, como asi también la de proteger contra
impactos fisicos, quimicos y bioldgicos, actuando como un soporte biomecanico que
brinda integridad al érgano (Matas et al., 2004a; Petit-Jiménez et al., 2007). En este
punto resulta interesante destacar que en estudios previos de las cubiertas de los frutos
de las lineas parentales estudiadas en esta tesis se han encontrado diferencias

histologicas. Las lineas difieren en cuanto al espesor de la pared externa (cuticula mas
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pared celular tangencial externa) del fruto. El espesor de la pared externa del fruto de
FCN 93-6-2 presenta un espesor mayor (17,32 = 3,43um) que la de LC 138 (11,41 +
4,19um). Atendiendo a que la epidermis esta tensionada por la turgencia del fruto, la
pared externa (cuticula mas pared celular tangencial externa) actia como una piel
(cubierta del fruto) ténsil (Broglia y Martin Montiel, 2010). También se describieron
diferencias en la cubierta de los frutos de las lineas parentales a través de analisis de
imagenes de Microscopio Electrénico de Barrido (MEB). La cubierta del fruto en FCN
93-6-2 presentd cuticula lisa, con muy escasos tricomas simples y glandulares en
cabezuela, presencia de ceras epicuticulares de aspecto granuloso y reticuladas,
formando una trama y la de los frutos de LC 138 presenté una mayor densidad de
tricomas simples pluricelulares y las ceras epicuticulares de aspecto escamoso estan
dispuestas formando una trama méas condensada (Broglia y Martin Montiel, 2011). Estos
resultados podrian considerarse relacionados con las propiedades biomecanicas de las
cubiertas de los frutos informadas en esta tesis. Asi es posible proponer una relacién
entre el espesor de la pared externa del fruto y los valores de Fmax, dado que mayor
espesor se relaciona con mayor resistencia a la deformacién (mayor Fmax y menor MY).
Lépez Casado (2006) propuso que la importancia del espesor de la cubierta externa del
fruto se debe a que es un componente fundamental en la integridad del fruto ya que es
donde mayor presion ejercen las células epidérmicas desde el interior del fruto. La
asociacion de ambos grupos de caracteristicas (biomecanicas e histologicas) para
explicar, al menos en parte el ablandamiento de los frutos de tomate, fue indicado
también por Saladie et al. (2007). Esta confluencia de la accién de diferencias en
propiedades biomecanicas y la composicion histologica de la pared del fruto podria
contribuir a explicar las diferencias en la VE. Una posible explicacién a la causa de las
diferencias en caracteristicas histolégicas y las consecuencias en propiedades
biomecéanicas de la cubierta de los frutos podria vincularse a modificaciones ocurridas
a través del proceso de mejora. Es posible que a lo largo de este se hubiesen favorecido
genes cuya accion provocara el engrosamiento de tejidos que constituyen la cubierta de
las hojas por lo que algunos genotipos resistentes o tolerantes al ataque de la polilla
serian, al menos en parte con una base de resistencia mecéanica. Asi se seleccionaron
alelos que habrian conducido a modificar aspectos anatomicos y bioquimicos en las
hojas y que podrian expresarse también en tejidos en el fruto, regulados por otras
sefales dado que los ovarios son hojas modificadas. Entonces algunos genes que

afectan la cubierta de las hojas también podrian afectar la de los frutos.

Respecto a las bases genéticas de los caracteres analizados, es interesante

resaltar efecto heterotico de la combinacion de alelos en F; de variables como VE, Col,
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pH y CLi. Este fendbmeno podria estar causado por la maximizacion en los efectos de
los alelos que provienen de progenitores que presentan divergencia genética y en este
sentido el andlisis fenotipico de las variables y el estudio molecular en las lineas
parentales permitiria indicar que al menos una parte de estas diferencias se originan en
sus genomas. A este respecto distintos autores plantean que la heterosis se incrementa
al aumentar la divergencia genética para el caracter en cuestion entre los progenitores
(Santiaguillo-Hernanez et al., 2004; Garg y Cheema, 2011). En el caso del material
analizado en esta tesis es posible acordar a esta propuesta teniendo en consideracion
tanto el origen de la linea de premejora como su caracterizacion fenotipica. Es
importante destacar que el hecho de que en los materiales estudiados en esta tesis la
combinacién heterotica ocurrié para varios caracteres simultaneamente ha sido ya
informada por otros autores (Sahagun-Castellano et al., 2010; Carrillo-Rodriguez et al.,
2019; Marin-Montes et al., 2020).

4.3 Interaccién Genotipo por Afio

Al considera el analisis de comparacion de las variables entre lineas parentales,
F1 y testigos evaluados en ambos ensayos se destaca un comportamiento uniforme de
las lineas para VE, Pfy Diam. Este hecho es importante en particular atendiendo a que
el cruzamiento planteado entre FCN 93-6-2 y LC 138 pretendia obtener en F, genotipos
recombinantes para proseguir la mejora respecto a esos caracteres entre otros. Esta
estabilidad de comportamiento de los genotipos en el andlisis de fenotipos indicaria que
la accion de los genes en su determinacion es importante. Otros autores también han
informado para caracteres como vida en estanteria y peso del frutos, estabilidad de
genotipos, en el sentido de mantener el orden de los valores de media a pesar de que
exista efecto del ambiente (Pratta et al., 201l1la; Cambiaso et al., 2019b). Estos
resultados indican asociacién entre los valores genotipicos y fenotipicos, esperandose
en las lineas un comportamiento uniforme y predecible a través del tiempo (semestres
o afos) y/o ciertas practicas agronémicas (de cultivo) al menos en la localidad en que
se desarrollaron los ensayos. Este resultado indicaria asi un efecto del genotipo
sustancial para estas caracteristicas. Aunque para conocer su potencial agronémico se
requiere la evaluacion en otros ambientes. En el caso de las variables Alt y Col la
interaccion podria considerarse de tipo cuantitativo o de escala ya que, aunque la
interaccion genotipo por afio es estadisticamente significativa, no produce cambios en
el orden de mérito de los genotipos evaluados en los dos afios en que se desarrollaron

los ensayos.
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4.4 Caracterizacion fenotipica F2

Al considerar el analisis fenotipico de la poblacién segregante, los valores de los
coeficientes de variacion y rangos de variacion de los diferentes caracteres, de manera
general, permiten reconocer la existencia de variabilidad en los caracteres analizados
(Tabla 10, Figuras 14 a 18). Entre ellos se destacan VE, Dhr, Pf, CLi y algunos
componentes de color. Para pH se estimé el CV mas bajo, indicando que es un caracter
gue no tiene una contribucién significativa a la variabilidad en F;, situacion que podria
vincularse con la estimacion de heredabilidad en sentido amplio. La divergencia genética
para estos caracteres cuantitativos entre las lineas parentales junto a la varianza
ambiental que también da cuenta de esta variabilidad fenotipica explicaria los CV (Tabla
10). Otros autores analizando peso de fruto en poblaciones segregantes como RILs
provenientes de cruzamientos entre S. pimpinellifolium x cv “Moneymaker” (Barrantes
et al., 2016), o colecciones de germoplasma que incluian variedades comerciales y
especies silvestres como S. lycopersicum var. cerasiforme, S. pimpinellifollium, S.
habrochaites, S. pennelli y S. peruvianum (Florido et al., 2008) o poblaciones
segregantes entre lineas con introgresiones silvestres y S. lycopersicum (Caruso, 2021)
coinciden en sefialar que los CV en F; indicarian en parte la divergencia genética entre
los progenitores. En comparacion con los resultados de esta tesis, se reportaron valores
similares de CV en RILs de alc x cv “Vaibhav” en variables morfolégicas del fruto como
alto, ancho y también para el contenido de sélidos solubles y de licopeno. Para firmeza
y namero de loculos los CV informados por estos autores fueron mas altos, mientras

gue vida en estanteria mostré un CV menor (Pawar et al., 2016).

El registro de valores de media de ciertas variables de calidad de fruto es
indicativo de que en F, se obtuvieron genotipos con mejor comportamiento respecto a
ambos progenitores (VE, variables asociadas a color y sabor). Del andlisis de los valores
de heredabilidad (Tabla 10) se destaca que en 28 de las 32 variables este parametro
resultdé significativo, indicando que la variabilidad fenotipica observada en la F, es
explicada por su componente genético. Las heredabilidades estuvieron comprendidos
entre 0,12 y 0,95, con valores altos para VE, Dhr, Fir, Dur, Dur/D; Col, SS vy
componentes del espacio color. El amplio rango de variacion de carateres estudiados
en la generacion F,, permitié la deteccién de genotipos adecuados para le mejora
causados por la recombinacién de genes de ambos progenitores. Es posible que se
propiciara el surgimiento a nuevas combinaciones genéticas provocando un incremento
de la variabilidad. Otros investigadores han demostrado que el uso de germoplasma de

especies silvestres relacionadas permite mejorar caracteres de calidad de fruto (Poysa,
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1993; Bernacchi et al., 1998a, b; Lecomte et al.,, 2004b; Rodriguez et al, 2005a;
Rodriguez et al., 2006a; Rodriguez et al., 2010; Pratta et al., 2011a).

Con respecto a VE la inclusion de F; al analisis genético, permitié evidenciar
contribucién de genes con efecto no aditivo y también con efecto aditivo. La segregacion
transgresiva respecto al FCN 93-6-2, sugeriria la existencia de un efecto favorable de la
recombinacion ocurrida entre ambas lineas. Este efecto fue reportado por De Vicente y
Tanksley (1993) en cruzamientos entre S. lycopersicum y una accesion de S. pennellii
para caracteres vegetativos y de fruto y en publicaciones de analisis de cruzamientos
entre cultivares, mutantes larga vida y especies silvestres (Pratta et al., 2000; Pratta et
al., 2003; Rodriguez et al., 2005a,b). Rodriguez et al. (2010) analizando cruzamientos
entre mutante nor y tomate tipo “Cherry” indicaron que en esta interaccion entre alelos
y genes se produce un efecto sinérgico en la vida en estanteria cuando se combinan los
loci del genoma de los progenitores. Asi la mayor VE en genotipos con segregacion
transgresiva y F1, observada en los materiales analizados en esta tesis, se deberia al
efecto conjunto de los genes presentes en cada progenitor. La segregacion transgresiva
junto al andlisis efectuado en Fi que indica sobredominancia reafirman la idea que el
aporte del germoplasma silvestre para vida en estanteria se deberia a la accién de
genes cuyos alelos se complementan. La incorporacion de genes exéticos, asociada a
la recombinacién de genes en F,, dio lugar a “nueva variabilidad”, en coincidencia con
reportes de otros autores (Pereira da Costa et al., 2009; Caruso, 2021). Asi podria
considerarse que la accién de alelos provenientes de S. habrochaites en un fondo
genético como el provisto por Uco Plata INTA seria provechosa, en particular para este

caracter,

En acuerdo con el analisis genético de parentales y F1, el estudio de los fenotipos
F, también permiten reconocer a VE como un caracter complejo, en el que confluyen
rasgos como deshidratacién, consistencia, firmeza del fruto y otros no analizados en
esta F. (propiedades biomecéanicas, por ejemplo). Asi para VE (y las otras variables
estudiadas que contribuyen a las propiedades de resistencia al deterioro del fruto) podria
proponerse que, en la accion de alelos silvestres, el componente de dominancia (o el
componente no aditivo) es importante. Se destaca que para esta variable no se
detectaron interacciones genéticas 0 efectos maternos involucrados en su
determinacién. Este resultado coincide con lo observado en otras poblaciones por
Pereira da Costa et al. (2009) y Asprelli (2011) acerca de que la vida en estanteria sigue
un modelo aditivo-dominante sin interacciones genéticas o efectos maternos
involucrados en su determinacion. Otros trabajos indican efectos de dominancia (Pratta

et al., 2003a) y efectos reciprocos (Cambiaso, 2017), destacandose que estos efectos
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dependerian de como ocurriera la combinacién de loci considerando qué genomas se

combinaran en los cruzamientos (Rodriguez et al., 2010).

La diferencia en la intensidad de heredabilidades estimadas de VE (moderada
en el primer ensayo y alta en el segundo, Tabla 10) puede atribuirse a condiciones de
cultivo y evaluacion. Asi la experiencia del primer ensayo permitié que se efectien
ajustes, en particular mejorando la metodologia de toma de datos. Los valores
estimados en este trabajo son mas altos que los reportados al analizar una coleccion de
tomates criollos por Asprelli (2011) y a los reportados en andlisis de poblaciones
derivadas de cruzamientos entres cultivares y especies silvestres (Rodriguez et al.,
2005a; Rodriguez et al., 2006a; Pereira da Costa et al., 2016), aunque Del Medico et al.
(2019) estimaron heredabilidades mayores utilizando analisis multivariado en varios
caracteres asociado a calidad de fruto entre ellos VE. Es importante tener en cuenta que
la heredabilidad es un atributo que corresponde a una poblacion dada, y las
metodologias de estimacién podrian explicar diferencias.

Respecto a variables asociadas al tamafio de los frutos en F, se destaca que
para Pf se evidencio el efecto de dominancia de alelos silvestres. Este hecho junto a la
distribucion asimétrica permitiran apoyar la hipétesis sobre modo de herencia de alelos
de los frutos pequefios serian de efecto negativo dominantes o de dominancia
incompleta (semidominantes) sobre los alelos involucrados en la expresiéon de frutos
grandes (Weller et al., 1988; Tanksley, 1993; Grandillo et al., 1999; Frary et al., 2000;
Angosto Trillo, 2001; Rodriguez et al., 2006a; Pereira da Costa et al., 2009; Rodriguez
et al.,, 2010; Liberatti et al.,, 2013; Mahuad et al., 2013; Biswas et al., 2016). Las
heredabilidades estimadas para variables que describen el tamafio y forma del fruto
indicaron moderada influencia ambiental. La segregacién transgresiva observada para
Diam, pero no para la Alt, podria revelar la acciéon de distintos genes afectando a las

dos dimensiones.

Los valores estimados de heredabilidad para Pf y For acuerdan con otros
autores, Asprelli (2011) reporté el mismo rango de heredabilidades en colecciones de
tomates criollos, al igual que Vazquez et al. (2015) al analizar poblaciones F-
provenientes de cruzamientos entre cultivares. La heredabilidad para Pf estimada en el
material analizado en esta tesis fue mayor que el estimado por Caruso (2021). Este
ultimo resultado podria indicar que la combinacion de genotipos posibles respecto a Pf
es méas amplia en el cruzamiento entre FCN 93-6-2 con LC 138 que en el de Uco Plata
con FCN 13-1-6-1. Las diferencias en resultados informados para las heredabilidades
de la forma y las dimensiones de frutos entre este y otros trabajos basados en distintos

cruzamientos (Rodriguez et al., 2005a, Rodriguez et al., 2011b, Gaspar-Peralta et al.
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2012, Saleem et al., 2013) podrian reflejar diferencias del fondo genético entre los
distintos materiales analizados. El hecho que los valores de heredabilidades estimados
fueron moderados (Pf, Diam) y bajos (Alt) para estos caracteres asociadas al tamafio
del fruto podrian deberse a la accién de un considerable efecto ambiental. Situacién que
podria relacionarse a que la cosecha de frutos se efectué durante un periodo prolongado
(de méas de 6 meses) y a diferentes alturas de la planta y posiciones del racimo. Asi
aspectos de la fisiologia contribuyeron a la heterogeneidad ambiental ya que los frutos
constituyen sumideros de nutrientes y agua, la competencia entre frutos segun su
posicion (Bertin et al., 2003; Coyago-Cruz et al., 2017). Sin embargo, es posible
considerar que los pardmetros genético-cuantitativos estimados reflejan el potencial

para incrementar el peso de los frutos con la seleccién de individuos F».

Al considerar variables asociadas al sabor y propiedad nutritivas, respecto SS,
corroborando lo detectado en Fi, el pardmetro RD indicaria contribuciéon tanto del
componente no aditivo y como aditivo, en coincidencia con otros reportes (Krieger et al.,
2010; Rodriguez et al., 2010; Biswas et al., 2016). La observacion de segregacion
transgresiva ha sido reportada en andlisis de otras poblaciones segregantes (Grandillo
y Tanksley, 1996; Causse et al., 2002; Shivaprasad et al. 2012; Zhou et al., 2016). Una
proporcion importante de la varianza fenotipica fue explicada por componente genético,
con heredabilidad alta (H?=0,61), un valor semejante fue reportado por Saliba-
Colombani et al. (2001) para cruzamientos con el cv “Cervil” (tomate “Cherry”). En la
literatura consultada se ha encontrado un rango muy amplio de valores de heredabilidad
para este caracter. Pratta et al. (2011a) informaron un valor de 0,22 y Rodriguez et al.
(2010) encontraron variacién extrema en la estimacion de la heredabilidad en sentido
estricto en las poblaciones analizadas. Mientras otras publicaciones informaron
heredabilidades mayores a 0,85 (Georgelis et al., 2006; Asprelli, 2011; Gallo et al., 2011,
Liberatti et al., 2013; Pereira da Costa et al., 2016).

A partir de los resultados de los analisis fenotipicos se observa que la
introgresion silvestre en el germoplasma del tomate provoca un notable incremento del
contenido de soélidos solubles. Esta hip6tesis ha sido corroborada en publicaciones de
exploracién de germoplasma silvestre (Eshed y Zamir, 1995; Fridman er al., 2004;
Galiana-Balaguer et al., 2006; Barrantes et al., 2016). De esta forma se contribuye a
mostrar el potencial de algunas especies, para incrementar el contenido de soélidos
solubles. Se ha observado que el efecto de las introgresiones depende del fondo
genético (Lecomte et al., 2004b; Rodriguez et al., 2010) y en este caso su combinacion
con LC 138 generd un incremento importante en F; e incluso algunos genotipos F»

alcanzaron valores promedios de casi 10 °Brix, lo que se considera un valor
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notablemente elevado. La deteccién para SS de un efecto positivo del germoplasma
silvestre y la estimacién de heredabilidad alta en el andlisis de materiales estudiados en
esta tesis podria considerarse muy positivo, atendiendo a que el contenido de solidos
solubles es el mayor contribuyente a la calidad del tomate procesado y para consumo
fresco. Una de las consecuencias negativas reportadas como consecuencia de la
mejora del tomate es la pérdida de sabor asociada a diferentes compuestos, entre los
gue se encuentra el bajo contenido de sdélidos solubles y en particular de la relacién
fructosa-glucosa (Wang y Seymour, 2017). En las variedades cultivadas el contenido de
sélidos solubles es variable, pero bajo (Kimbara et al.,, 2018), mayores valores se
informan para variedades antiguas o locales (Juarez-Lopez et al., 2009; Tranchida-
Lombardo et al., 2018) y tomates “Cherry” (8 °Brix) (Ceballos-Aguirre et al., 2012).

La F, presento para CLi valores medios indicativos de efecto de dominancia de
alelos silvestres (Tablas 6 y 10), situacion reportada también en otras poblaciones
(Rodriguez et al., 2006a; Liberatti et al., 2013). La heredabilidad baja (Tabla 10) podria
atribuirse a la variabilidad entre estimaciones de concentracién en un mismo genotipo,
considerando que se tomaron muestras de frutos a lo largo de seis meses, situacion
también observada para variables de tamafio de fruto como se analizé previamente. En
ese periodo de tiempo se produjeron cambios en condiciones ambientales en particular
respecto al fotoperiodo. A su vez las variaciones en las estimaciones de concentracién
de licopeno podrian atribuirse a la edad de la planta y/o a la posicién del fruto, tanto en
la planta como en el racimo. Asi el componente ambiental de la varianza podria resultar

tanto del efecto de la variaciéon climatica como de la variacion fisiolgica.

Del andlisis de las variables asociadas al color en F, se destaca que las medias
de Col, X, a* y Chroma fueron mayores que las de FCN 93-6-2. Incluso en F; se
detectaron genotipos con valores medios de variables de color que describen frutos de
color rojo més fuerte y con mayor luminosidad que los informados para otros cultivares
y para distintas lineas con introgresion de germoplasma silvestre (Carvalho et al., 2005;
Gaspar-Peralta et al., 2012; Kabelka, 2004; Lorea et al., 2008; Shi y Le Maguer, 2000;
Zapata et al., 2007). Estos valores indican que esos individuos F, constituirian
germoplasma util para mejorar ese caracter. Las heredabilidades de componentes de
espacio color fueron de magnitud moderada (rango de 0,39 a 0,50) y coinciden con
estimaciones en poblaciones de tomates criollos (Asprelli, 2011) y de cruzamientos entre

S. lycopericum y S. pimpinellifolium (Green et al., 2016).

Al considerar las variables asociadas ala consistencia del fruto rojo maduro
se destaca que en F; para Dur se evidencio efecto de dominancia de alelos silvestres.

Esta accion génica corrobora lo observado en la comparacién de las lineas parentales
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con F,. También puede destacarse que la heredabilidad result6 moderada y se detecto
segregacion transgresiva para valores mayores al igual que como se indic6é para VE.
Para Fir la heredabilidad fue alta coincidiendo con valores reportados por otros autores
(Rodriguez et al., 2005; Del Medico et al., 2019). Se destaca que las heredabilidades de
Fir y VE coinciden en magnitudes, ya reportado por Pawar et al. (2016) proponiendo

relaciones de causa efecto entre ambas.

Sintetizando el andlisis de F», es posble considerar que para variables como VE,
Col, SS que presentaron estimaciones de heredabilidad altas, evidenciaron componente
aditivo y presentaron segregacion transgresiva, seria posible obtener algin grado de
avance en el mejoramiento genético por medio de seleccidn. Para otros caracteres como
Fir, que presento un valor alto de heredabilidad, aunque un fuerte efecto de dominancia
y segregacion transgresiva, la estrategia de mejora es mas compleja, debiendo
incorporase mas informacion como las correlaciones con otras variables. Casos de
mayor contribucion del componente no aditivo en caracteres como CLi y Fir permitirian
indicar que la obtencién de hibridos es adecuada a fin de explotar las acciones génicas
que rigen estos caracteres. La observacion de segregacioén transgresiva para VE, Diam,
Col, SS, pH, Ep y Dur (respecto a FCN 93-6-2), para b* y Chroma (respecto a LC 138)
y para Hue respecto a ambos progenitores confirmaria que los cruzamientos entre
germoplasmas cultivados y silvestres tienen un gran potencial para generar nuevos
fenotipos con rasgos importantes con buenos valores agronémicos, asi como con
potencial para adaptacion a diferentes condiciones. Numerosas publicaciones
efectuadas por el grupo de Mejoramiento Genético de Tomate de la UNR y CONICET
reportan esta situaciéon (Pratta et al.,2003; Rodriguez et al., 2005a; Pratta et al., 2011a;
Rodriguez et al.,, 2013a; Green et al.,, 2016; Pereira da Costa et al., 2016), en
cruzamientos entre germoplasma cultivado y silvestres proveniente de S. lycopersicum
var. cerasiforme y S. piminellifolium. Los autores proponen que este fenébmeno en estos
casos se explicaria dado que las especies parentales tienen una alta frecuencia de
alelos complementarios. Los resultados del andlisis de segregacion transgresiva de este
trabajo de tesis se adecuarian a esta explicacion, considerando que son caracteres
cuantitativos en los que ambas lineas difieren. La observacion de genotipos F» con
valores mayores de fenotipos respecto a caracteres como VE, SS y Dur, sugiere la
existencia de un efecto favorable de la recombinacién ocurrida entre ambas lineas. De
Vicente y Tanksley (1993) propusieron dos causas para segregacion transgresiva
(detectada en cruzamientos entre S. lycopersicum y una accesion de S. pennellii): 1)
heterosis, y 2) la conjuncion en individuos F» de alelos provenientes de los progenitores

que en determinados arreglos aumentan o disminuyen el valor de caracter. En los
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materiales estudados en esta tesis ambas razones podrian dar cuenta de la segregacion
transgresiva. Por una parte, FCN 93-6-2 presenta alta proporciéon de germoplasma
cultivado por lo que estas F, podrian mostrar cierto nivel de homocigosis respecto al
germoplasma silvestre, y en ese caso seria mas probable que la combinacion de alelos
favorables provenientes de los progenitores explicara la herencia transgresiva. Por otra
parte, también es posible que los genotipos transgresivos fueran heterocigotos en
algunos loci, de esa manera la segregacién transgresiva podra ser la combinacién de

ambos efectos.
4.5 Correlaciones genéticas y fenotipicas

Las variables en las que se detectaron correlaciones genéticas y fenotipicas
mostraron concordancia en relacion con el signo. En la mayoria de los casos, las
primeras fueron mas altas que las correlaciones fenotipicas, esta situacién se ha
reportado en otros estudios (Duarte et al., 2012). Esta hecho se observé tanto en el
andlisis por fruto como por planta, en correlaciones entre Pf con Diam y Pf con Alt en
acuerdo con reportes de otros investigadores (Rodriguez et al., 2005b; Florido et al.,
2008; Asprelli, 2011;Casals et al., 2012; Vazquez et al., 2015; Cabodevila et al., 2017).
También se destaca la concordancia entre ambos tipos de correlaciones entre variables
y entre NI con Cons, estas Ultimas indicarian que frutos con mayor numero de l6culos
se encontraban mas blandos al momento del descarte. La ocurrencia de correlaciones
genotipica y fenotipica con valores similares entre si podria deberse a la reduccién de

la varianza de error (ambiental) a proporciones menores (Manna y Paul, 2012).

Resultd interesante la posibilidad de comprar los resultados de correlaciones
estimadas por fruto y por planta. El resultado de las primeras fue considerando la
estimaciéon de correlaciones entre variables evaluadas en el mismo fruto y el de las
segundas permiti6 contrastar variables evaluadas en distintos frutos del mismo
genotipo, por ejemplo, la deshidratacion con variables asociadas a caracteres del jugo
o la consistencia en frutos rojos. En esta comparacion se observé que en algunos pares
de variables las correlaciones genéticas fueron consistentes, destacdndose que en
ambas evaluaciones se detecto correlaciones positivas entre VE y Pf. Se destacaria no
s6lo concordancia de comportamiento de los genotipos, sino que estos resultados
acuerdan con reportes de Rodriguez et al. (2006), Narolia (2009), Cabodevila et al.
(2017) y Caruso (2021). Aunque existen reportes de correlacion fenotipica positiva y
elevada correlacion genética negativa en F; entre Pf y VE (Pereira da Costa et al.,2009)
0 ausencia de correlacion genética que se explicaria si la asociacidon genética se debia
a ligamiento (Pratta et al., 2011b). También existen reportes de correlacion fenotipica

negativa entre vida en estanteria y el tamafo del fruto en poblaciones derivadas de un
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cruzamiento entre una variedad india y alc (Casals et al., 2012; Pawar et al., 2016).
Posiblemente asociado a la correlaciéon positiva entre VE y Pf, por fruto y por planta,
para VE con Diam se detectd correlacion genética positiva y también se detectd
correlacion genética y fenotipica positiva entre Pf y Diam. Una posible explicacién al
hallazgo de correlaciones genéticas positivas entre VE con Pf y con Diam seria que en
el proceso de mejora que dio origen a FCN 93-6-2, en su inicio estuvo orientada a lograr
resistencia a plagas acompafiada de calidad comercial (tamafio) y este proceso habria
permitido la acumulacién de alelos que aportaron a ambos atributos. Podria plantearse
que a lo largo de los procesos de seleccién para mejora se haya roto el ligamiento de
ciertos loci y los efectos en promedio de los genes que porten tiendan a incrementar los
valores fenotipicos de ambos caracteres. Aunque no debe perderse de vista que los
frutos de la linea de premejora y la F1 son de menor tamafio y mayor vida en estanteria
que la linea LC 138. La correlacion genética positiva detectada entre VE, Pf y Diam en
los materiales estudiados en esta tesis reviste importancia debido a las consecuencias
para el mejoramiento. Es probable que al menos algunos de los loci determinantes del
tamafio del fruto tengan efecto pleiotrépico positivo sobre la VE, o que las variantes
genéticas que incrementan el peso se encuentren ligadas a QTLs determinantes de la

mayor vida en estanteria.

Las correlaciones genéticas encontradas en ambos analisis (fruto y planta) entre
VE con Dhc y la correlacion fenotipica de VE con Dha fueron altas, hecho
probablemente vinculado con la colocalizacién de QTLs para estas variables. Apoyando
la idea que VE seria una variable compleja explicada por las otras variables que
“describen” procesos que lleva a la pérdida del valor de comercializacién. Se ha
propuesto que los efectos pleiotropicos pueden producir correlaciones entre caracteres
(Grandillo et al., 1999; Phan et al., 2019; Kim et al., 2021). En este sentido se destaca
gue los QTLs mapeados en este trabajo controlan varios caracteres asociados a calidad
de fruto. Existen reportes de QTLs coincidentes para multiples caracteres en estudios
sobre la introgresion de especies silvestres en el tomate cultivado (Frary et al.,
2003;Celik et al., 2017).

Respecto a Cons, otra variable evaluada al momento del descarte, sélo se
detectd correlacion fenotipica con VE en el analisis por fruto. Sin embargo, podria
plantearse entre VE y Cons, una asociacion indirecta al haberse detectado correlacion
genética por fruto y por planta para Dhc con Cons. Se debe tener en cuenta que las
formas en que se deshidrata el fruto y su consistencia fueron evaluadas al momento en
que se consideraba finalizada la VE. Los resultados de la comparacién de vida en

estanteria considerando la consistencia y deshidratacion de los frutos al descarte
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indicarian que esta Ultima al correlacionarse directamente con VE seria el factor mas
importante en la determinacién de la vida en estanteria. Las evaluaciones de la
consistencia mostraron que los frutos que permanecieron firmes, pero sufrieron una
deshidratacion mas rapida, evidenciaron signos no deseables antes que los frutos que
al final del ensayo tenian menor consistencia, pero que no presentaban deterioros en la
piel por deshidratacion. Una deshidratacion mas lenta, que finalmente da lugar a una
mayor pérdida de agua, explicaria en gran parte la mayor vida en estanteria de los frutos.
Las correlaciones fenotipicas entre VE, Dha, Dhc y Cons en el andlisis por fruto
indicarian que existe un componente ambiental. Este hecho es conocido ya que existen
practicas de poscosecha dirigidas a retardar la deshidratacion para prolongar la vida Gtil
de los frutos. Seria interesante realizar un ensayo efectuando un seguimiento de la
deshidratacion desde la cosecha hasta el descarte de los frutos, registrando de manera
periddica el cambio de peso de cada fruto, e incluso registrando imagenes. Este ensayo
aportaria informacién méas detallada sobre procesos de deterioro periddico, ya que los
valores obtenidos en este trabajo corresponden a un valor promedio y no son
informativos del modelo que sigue la deshidratacion durante la maduracién vy
envejecimiento de los frutos. Estudios histol6gicos mostraron que el espesor y
distribucion de ceras de la cuticula de los frutos de las lineas parentales presentan
diferencias (Broglia et al.,, 2015), lo que podria explicar las diferencias en la

deshidratacién y VE entre estos genotipos.

La correlacién genética entre VE y Dur (alta y positiva) es relevante dado que
podria indicar que la mayor dureza a la cosecha implicaria mayor dureza durante la
maduracion, y por lo tanto mayor vida poscosecha. En este sentido Pawar et al. (2016)
indicaron que la dureza de los frutos tuvo uno de los mayores efectos directos positivo
sobre la vida util. Yogendra y Gowda (2013) atribuyen como causa de esta correlacion
a que habria menor actividad de enzimas, como las que degradan carbohidratos y
proteinas de la pared en frutos mas duros y con prolongada vida poscosecha. También
De Ketelaere et al. (2004) estudiaron la dureza de los frutos de distintas variedades al
momento de la cosecha y la tasa de decadencia de dicha dureza, asociadas a la
duracion de los frutos. Encontraron diferentes patrones de relacién entre estas variables,
destacando que no siempre una alta dureza inicial da lugar a altos valores de dureza al
final del almacenamiento de los frutos. Plantean que parte del problema puede residir
en considerar la apariencia visual dada por el inicio de la coloracién como un indicador
de igual estado de madurez. En ese sentido también existen reportes como los de
Caruso (2021) y Rodriguez et al. (2010) que indican una relacién contraria a la esperada

entre la dureza y la vida en estanteria. Rodriguez et al. (2010) sugieren que la mayor
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vida en estanteria de los tomates “Cherry”, es el resultado de mecanismos moleculares
diferentes al metabolismo de la pared celular en el pericarpio del fruto. Mientras que
Caruso (2021) lo atribuye a una deshidratacibn mas rapida en los de mayor vida en
estanteria. Una posible causa a la deteccién de una correlacion genética opuesta entre
VE y Dur en el material estudiado en esta tesis respecto a lo informado por Caruso
(2021) que estudio FCN 13-1-6-1 y poblaciones derivadas de cruzamiento entre Uco
Plata y esta linea, podria atribuirse a que ambas lineas de premejora ostentarian
diferentes reorganizaciones cromosomicas, que se dan frecuentemente en

cruzamientos interespecificos (Anderson, et al., 2010; Gallo et al., 2011).

Respecto a la correlacion genética de VE con Fir detectada en esta tesis fue
también informada para otros materiales por Pawar et al. (2016) en un orden de
magnitud casi idéntico (0,23 vs 0,20). En este sentido Osorio et al. (2020) analizando
cambios durante la maduracion de los frutos de lineas mutantes larga vida (rin, nor,
DFD) y cultivares (“Ailsa Craig” y “M82”) detectaron cambios sustanciales en la textura,
gue variaron en los diferentes genotipos como consecuencias de modificaciones en
pared celular, en laminilla media y en la pérdida de agua por transpiracion durante las
dltimas etapas de maduracion. La deteccién de estas asociaciones en este trabajo,
aunque existen distintas publicaciones que las reportan, serian importantes dado que
es dificil establecer relaciones especificas entre bases estructurales del ablandamiento
y la pérdida de vida util (Vicente et al. 2007, Matas et al. 2009, Martinez-Gonzalez et al.
2017).

Otro grupo de correlaciones genéticas informadas en los resultados a destacar
son las que relacionan caracteres asociados a consistencia del fruto al estado rojo
maduro como la: Dur con Ep. Esta correlacion podria indicar que el espesor del
pericarpio contribuye a la resistencia de la deformacién del fruto. Se podria vincular esta
correlacion a la de VE con Dur (0,74) analizada previamente y plantear una asociacion
indirecta de VE con Ep, esta conexion entre estas variables también fue detectada por
Asprelli (2011) en un estudio de coleccion de germoplasma de tomates criollos. Las
vinculaciones mencionadas permitirian plantear que el espesor del pericarpio al ser uno
de los constituyentes arquitectonicos del fruto contribuye a su integridad y por lo tanto a
la vida en estanteria. Respecto a las relaciones entre la VE y variables asociadas a la
consistencia del fruto es importante atender que se efectué el almacenamiento de los
frutos bajo condiciones controladas (ver metodologia). La capacidad de conservacion
bajo diferentes condiciones de almacenamiento constituye un desafio para
investigadores y mejoradores que requiere metodologias y enfoques diversos. En este

sentido Page et al. (2010) compararon respuestas de genotipos a condiciones de
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almacenamiento en frio, encontrando que el genotipo mas firme en la cosecha fue el
mas sensible al almacenamiento en frio. Las particulares asociaciones en los materiales
estudiados en este trabajo, en los que se destaca la diferenciacion de las lineas para
varios caracteres (VE y Dur) y similitudes en otros (Fir), permiten proponer que de este
material se obtendrian genotipos interesantes tanto para la mejora genética como para
profundizar analisis que colaboren al desarrollo de modelos explicativos de las

relaciones entre estas caracteristicas que hacen a la calidad del fruto.

Las correlaciones genéticas entre variables asociadas al tamafio y numero de
I6culos son consideradas como asociaciones fuertes en diferentes poblaciones (Jenks
y Bebeli, 2011). Las informadas en esta tesis (Diam y Pf con NI) ya se han detectado
en otros materiales (Saliba-Colombani et al., 2000; Rodriguez et al., 2005a; Gallo et al.
2011; Casals et al., 2012; Vazquez et al. 2015). La correlacion fenotipica negativa entre
NI con For informada para los materiales estudiados en esta tesis fue también informada
en colecciones de tomates criollos (Asprelli, 2011). Esta correlacién considerada junto
a la correlacion genética de Diam con NI indican una tendencia a que frutos mas
grandes, de forma aplanada poseen mayor nimero de léculos. La correlacion genética
de For con Fir, podria considerarse esperada, en el sentido que frutos redondos
muestran mayor resistencia a la deformacion. Este hecho se deberia a que los frutos
redondos (esféricos) presentan una relacion menor de superficie en contacto con el
exterior considerando su volumen, respecto a otras formas geométricas. Una
explicacion posible a esta serie de correlaciones es que en estos materiales se produce
efecto pleiotropico de genes que intervienen en la determinacion del tamafio del fruto y
afectan la forma, el nimero de l6culos o ambos. Existen publicaciones que proponen
este tipo de interaccion génica para explicar la asociacién entre el nimero de léculos,
tamafio del fruto y por consiguiente a su peso (Lippman y Tanksley, 2001; van Der
Knaap y Tanksley, 2001; Mazzucato et al., 2010). Es importante considerar que existen
interacciones entre los loci involucrados que dependerian del background genético de
cada genotipo (Rodriguez et al., 2011b; Azzi et al., 2015; Pawar et al., 2016). Las
correlaciones fenotipicas de NI con Cons y Ep indicarian que los genotipos con mas
l6culos se encontraban méas blandos al momento del descarte. En este sentido Pawar
et al. (2016) afirman que la estructura provista por el nimero de léculos en los frutos de

tomate afecta no sélo su tamafio y peso sino también su firmeza.

En las comparaciones por fruto efectuadas se destaca a la correlacién genética
de Pf con For, que indicaria que los frutos que tienden a formas redondeadas presentan
menor peso, situacion informada también por Asprelli (2011) y Caruso (2021). Una

posible causa de este hecho podria vincularse a efectos de ligamiento como fue
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reportado para el locus, fasciated (fas) mapeado en el cromosoma 11 (Cong et al., 2002)
gue esté ligado a fwl1.3. Otra explicacion serian efectos pleiotrépicos como es el caso
de QTLs para numero de I6culos para los que se reportd que causan modificaciones del
tamafio del fruto a través de los cambios en el nimero de carpelos de la flor (llla-
Berenguer et al., 2015), y/o que alelos que llevan al crecimiento diferencial del ancho y
la altura, sélo puedan expresarse en frutos de mayor tamafio (Cebolla-Cornejo et al.,
2013; Grandillo, et al. 1996; van der Knaap y Tanksley, 2001; Rodriguez et al., 2005b).

En el andlisis de datos de esta tesis se detectd correlacion entre Pf con SS (-
0,63), que es una de las mas reconocidas en los estudios de calidad de fruto de tomate
(Chen et al., 1999; Krauss et al., 2006; Toor et al., 2006; Bertin et al., 2009; Pawar et al.,
2016; Liu et al., 2017). Se ha reportado correlacion negativa junto a la identificacion de
QTLs colocalizados, tanto en poblaciones derivadas de cruzamientos interespecificos
con S. pennelli (Causse et al., 2002; Foolad, 2007) como en otros materiales (Frary et
al., 2000; Saliba-Colombani et al., 2001). Sin embargo, no se detectd variabilidad en
regiones cromosémicas en las que se mapearon estos QTLs en los materiales
considerados en esta tesis. Atendiendo a estas evidencias Celik et al. (2017) consideran
que esta correlacion negativa impone una limitacion para reunir estos atributos de
importancia para la calidad del fruto. Esta dificultad podria deberse, como se ha
reportado a colocalizaciones de QTLs con efectos antagonistas, a la dificultad de reunir
QTLs con efectos aditivos bajos o0 menores (Causse et al., 2007) y a las interacciones
entre QTLs con el fondo genético (Chaib et al., 2007).

Se propone una explicacién fisiologica a la correlacion negativa de SS con Pf,
gue considera que el contenido de sélidos solubles es reflejo del contenido de materia
seca en los frutos, los frutos pequefios presentan un porcentaje mayor de materia seca
(9 a 15%) en comparacién con frutos grandes (3 a 5%) (Georgelis et al., 2004, Gautier
et al., 2010; Beckles, 2012). Asi, al incrementar tamafio del fruto el contenido de sélidos
solubles disminuye. Este efecto de dilucion es el que se observa en estos materiales y
que fue detectado también en analisis de colecciones de tomates andinos o criollos
(Asprelli et al., 2017). Sin embargo, Rick (1974) lograron obtener frutos grandes y alto
contenido de sdlidos solubles a pesar de una correlacion negativa moderadamente
fuerte entre estos caracteres, probablemente al lograr la recombinacion, lo que pone en
evidencia que la correlacién en algunos casos no se deberia a efectos pleiotrépicos.
Acordando con esta idea en la F, analizada se detectaron 4 genotipos con frutos

relativamente grandes (80g) y alto SS (supera 6°Brix).

Para los componentes del sabor SS y Ph, se detectaron correlaciones genéticas

(andlisis de datos por fruto) y correlaciones tanto genéticas como fenotipicas (analisis
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de la informacién planta). Entre las correlaciones genéticas, la mas alta fue detectada
cuando se consideraron datos por frutos. Este hecho se vincularia a efectos fisiolégicos
gue causan disminucion de acidez y aumento en el contenido de azucares con la
madurez de los frutos (Raffo et al.,, 2002). En acuerdo con estos resultados se han
reportaron correlaciones para este par de variables en distintos materiales estudiados
(Grandillo y Tanksley, 1996; Doganlar et al., 2002; Rodriguez et al.; 2005b; Haggard et
al., 2013).

A suvez, SS evidencio también correlacion positiva con Dhc, que es un indicador
de cdmo se deshidrataron los frutos hasta el momento de descarte. En este sentido Liu
et al. (2016) proponen gue para algunos genotipos la relacion entre la pérdida de agua
y el contenido de SS podria explicarse parcialmente por caracteristicas de la cubierta
del fruto. Asi en estos materiales esta correlacion podria relacionarse con diferencias en

las propiedades biomecanicas de la piel de los frutos.

También se detectaron correlaciones genéticas de SS con variables del espacio
color L* a* Chroma y Hue y con Col (color estimado con escala visual). Estas
asociaciones podrian estar vinculadas a colocalizaciones de QTLs detectados en este
material. En estos materiales, los frutos mas rojos, con mayor luminosidad y vivacidad
estan asociados genéticamente a una mayor concentracion de azlcares en los frutos.
Este hecho fue reportado en poblaciones derivadas de S. lycopersicum var. cerasiforme

(Crisanto-Juérez et al., 2010).

En este trabajo también se detectaron correlaciones genéticas entre CLi con Z
y L* y correlaciones fenotipicas entre CLi y a* y Chroma. Esto indica que la
concentracion de licopeno aumenta al disminuir L*, es decir que los frutos mas oscuros
serian los de mayor concentracion de licopeno. Esta situacion fue reportada también por
Asprelli et al. (2017), indicando también asociacion entre la intensidad del color de los
frutos, contenido de pigmentos con propiedades antioxidantes y metabolitos
relacionados con contenido de azucares. La situacion podria vincularse con lo indicado
por Azari y colaboradores (2010) al encontrar que los frutos de la linea mutante de
tomate hp (alto pigmento) presentan mayores niveles de plastidios, clorofila,
carotenoides, flavonoides y acido ascorbico. Una posible explicacion a estas
correlaciones entre indicadores de sabor y propiedades nutracéuticas y color del fruto
detectadas en esta tesis podria vincularse a la propuesta de que genes no relacionados
directamente a la biosintesis de los carotenoides (por ejemplo, los que intervienen en la
percepciéon de la luz) también pueden afectar al contenido de carotenoides y al valor
nutricional del tomate (Liu et al., 2004; Callahan et al., 2011).
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Respecto a la utilidad de las correlaciones detectadas entre componentes
quimicos y nutracéuticos del jugo del fruto y componentes de espacio color (SS con L*
y a*, CLi con L* X y Z) podria destacarse que, profundizando el analisis de las
relaciones entre estos componentes del espacio color con concentracién de azucares
en los frutos y pigmentos antioxidantes podrian proponerse un método para estimador

el contenido de estos ultimos.

La correlacion genética de SS con CLi positiva y alta (0,65) detectada en estos
materiales ajustaria a la idea de la existencia de una accion coordinada de sistemas de
regulacién de vias metabdlicas de la sintesis de estos compuestos atendiendo a que la
biosintesis de ambos compuestos depende de la disponibilidad de radiacién. (Gautier et
al., 2008; Biswas et al., 2016).

Al considerar las correlaciones genéticas del andlisis efectuado teniendo en
cuenta los valores medios por plantas se destaca la de VE con CLi. Es informacion
relevante ya que indica una diferenciacion del comportamiento de los genotipos de larga
vida en estanteria analizados en este trabajo respecto a los mutantes “larga vida”
comerciales. De estos Ultimos se conoce que presentan bajo contenido de licopeno
debido a la alteraciones en la sefializacién del etileno, los genes y las vias que
contribuyen a la acumulacién de pigmentos, el proceso de regulacién asociado al
desarrollo de los plastidos de la fruta, la bioquimica de los atributos sensoriales y la
regulacién genética general del proceso de maduracion (Gapper et al., 2013). Osorio et
al. (2020) reportaron que la asociacion entre alta VE y alto contenido en carotenoides
detectada en la linea DFD no se detectd en rin ni en nor. Pawar et al. (2016) proponen
que la correlacién positiva entre VE con CLi seria que, dado que el licopeno es un

antioxidante, reduce la velocidad de maduracién del fruto incrementando la VE.

En sintesis, los resultados del analisis de correlaciones podrian considerarse
Gtiles y practicos en la orientacion de programas de mejoramiento. En particular las
correlaciones genéticas dado que es la Unica de naturaleza heredable (Falconer y
Mackay, 1996; Kearsey y Pooni, 1996; Cruz et al., 2004; Mariotti y Collavino, 2014).
También son de interés particular las variables correlacionadas para las que se detect6
colocalizacion de QTLs (vida en estanteria, dureza, color del fruto y caracteres
asociados al sabor) destacandose que esta situacion se ha detectado en otras
poblaciones (Pratta et al., 2011b; Haggard et al., 2013; Pereira da Costa et al., 2013;
Caruso, 2021). Las razones que explicarian este hecho son tanto la existencia de
pleiotropia como el ligamiento completo de estos loci. En ese sentido para profundizar
el analisis de las asociaciones de cada conjunto de variables, junto a las acciones de

sus alelos y conexiones fisiolégicas en la expresion de los caracteres.
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4.6 Mapeo de QTLs para caracteres de calidad de fruto

En el mapeo de QTLs, utilizando cuatro marcadores SSR polimérficos y 21
variables se detectaron 21 asociaciones entre 11 variables y marcadores. Teniendo en
cuenta las posiciones relativas entre el marcador y los posibles QTLs, sus efectos y las
metodologias utilizadas para medir los caracteres evaluados se podria proponer la
detecciéon de al menos siete QTLs. En el cromosoma 11 se habrian mapeado cuatro
QTLs, dos relacionados a la vida en estanteria, uno relacionado al sabor del fruto y uno
asociado al color. Se propone que las asociaciones entre SSR80 y SSR67 con la
variable VE y de Dhc y Dhr al SSR67 indicarian un QTL. Este planteo se basa en la
consideracién que Dhc y Dhr al estimar la deshidratacion del fruto al momento del
descarte, son componentes de la vida en estanteria. Un segundo QTL para VE estaria
indicado por la asociacion de esta variable y Dhc al TES1695. Asi, en el cromosoma 11
se habrian localizado dos QTLs que explican el caracter vida en estanteria evaluado
con las variables VE, Dhc y Dhr. Un tercer QTL que da cuenta del color del fruto también
localizado en el cromosoma 11, detectado a través de las asociaciones entre SSR80 y
variables que estiman componentes de color: X, Y, Z, L*, a* y Chroma. El cuarto QTL
seria el indicado por las asociaciones de los SSR80 y SSR167 a SS, pudiendo
plantearse en funcién a los valores de r una mayor cercania a SSR80. En el cromosoma
5 se habrian detectado tres QTLs. Uno para color del fruto, definido por las asociaciones
a las variables X, Y, Z, L* y a*, otro QTL que da cuenta de la dureza del fruto al estado
rojo maduro y un tercer QTL que explica en parte el contenido de sélidos solubles. Al
considerar las variables asociadas posible proponer que los QTLs detectados en las
regiones de introgresiones observadas en la linea FCN 93-6-2 dan cuenta de diferencias
fenotipicas de cuatro caracteres (la vida en estanteria, el color del fruto, la dureza del
fruto al estado rojo maduro y el contenido de soélidos solubles) relacionados con 11
variables analizadas en la F,. En los resultados se reportaron colocalizaciones de QTLs
para diferentes caracteres, hecho puede deberse a ligamento entre QTLs que
determinan esos rasgos o a la pleiotropia (Chen y Lubberstedt, 2010). Se destaca que
la deteccion de QTLs coincidentes para varios caracteres ya se ha reportado en estudios
sobre la introgresion de especies silvestres en el tomate cultivado (Frary et al., 2003;
Yates et al., 2004; Haggard et al., 2013; Pereira da Costa et al., 2013).

Es posible considerar que el nimero de QTLs localizados fue bajo. Una de las
razones de este resultado estd vinculada a que en algunos caracteres podria
considerarse que han sido evaluados con mas de una variable, como por ejemplo VE
con Dhr, Dha, Dhc y Cons. Otra raz6n estaria relacionada a que solo se cont6 para el

analisis con marcadores polimérficos indicadores de la introgresion del genoma de S.
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habrochaites en FCN 93-6-2 pero no con regiones diferenciadas entre la fraccion de
genoma cultivado entre FCN 93-6-2 y LC 138 y es posible que los alelos cultivados

presenten polimorfismo, pero no se lo ha detectado con los microsatélites testeados.

Respecto a VE los efectos detectados en el andlisis fenotipico acuerdan con la
identificacion de al menos dos QTLs en el cromosoma 11 que presentaron efectos tanto
de dominancia del parental silvestre como aditivos. El efecto de dominancia explicaria
gue no se observen diferencias de medias entre genotipos heterocigotas y homaocigotas
del alelo de S. habrochaites para SSR80 y SSR67. En cuanto al efecto aditivo de estos
QTLs asociados a SSR80 y SSR67 presentaron efectos opuestos al detectado para
TES1695. Este hecho colaboraria a la explicacion de aguellos genotipos en F, que
exceden los valores medios que caracterizan a las lineas parentales. Caruso (2021)
detectd QTLs para la vida en estanteria en el cromosoma 9 en la linea de premejora
FCN13-1-6-1 con efectos opuestos de alelos silvestres, coincidiendo con los resultados
de esta tesis.

Los efectos aditivos de los alelos del parental cultivado, con menor VE,
contribuyeron a prolongar la vida en estanteria, en coincidencia con publicaciones de
otros investigadores (Pereira da Costa et al., 2009; Pratta et al., 2011b; Cambiaso,
2017). Al efectuar la revision bibliografica se detecté que SSR80 o marcadores ubicados
proximos a este y marcadores proximos a TES1695 fueron asociados a QTLs para VE.
Pereira da Costa et al. (2013) reportaron un QTL para vida en estanteria asociado a
SSR80, evaluando generaciones segregantes con intogresiones de S. pimpinellifolium
en el que el alelo silvestre, al igual que lo observado en el material estudiado en esta
tesis, incrementaba la vida en estanteria. Estos autores también informaron QTLs en los
cromosomas 1, 8y 10 (con efecto heterético) por medio de asociaciones a microsatélites
gue en la evaluacién de polimorfismos efectuada en esta tesis no resultaron polimérficos
entre FCN 93-6-2 y LC 138 (SSR288, SSR327) o no se obtuvo amplificacion (SSR596).
Cambiaso (2017) report6 en el cromosoma 11 un QTL con efecto de dominancia de S.
pimpinellifolium en una ubicacién proxima al QTL asociado a TES1695 detectado en
este trabajo. El efecto de interaccion entre los SSR80 y TES1965 podrian relacionarse
a efectos epistaticos que podrian ser interacciones del tipo aditivo x aditivo o aditivo x
dominante como fue reportado por Pratta et al. (2011b). Respecto a la contribucion de
S. habrochaites a la vida en estanteria, Dal Cin et al. (2009) y Mathieu et al. (2009)
reportaron que los frutos de S. habrochaites cuando alcanzan su madurez son verdes y
duros, poseen una emisién de etileno diez veces mas alta que cualquier otra especie de
tomate climatérico. Lo que sugeriria que S. habrochaites puede ser una buena fuente

de genes que modifican la maduracion dependiente del etileno.
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A partir del analisis fenotipico se evidencia que las variables asociadas al
descarte se vinculan con los resultados del analisis de QTLs. Por un lado, VE, Dhc y
Dhr se asocian al SSR67 e indicarian un QTL. Es posible considerar que Dhc y Dhr al
estimar la deshidratacion del fruto al momento del descarte, son componentes de la vida
en estanteria. Un segundo QTL para VE estaria indicado por la asociacion de esta
variable y Dhc al TES1695. Asi, en el cromosoma 11 se habrian localizado dos QTLs
que explican el caracter vida en estanteria evaluado con las variables VE, Dhc y Dhr.
Las razones de este resultado estan vinculadas por un lado a que en algunos caracteres
podria considerarse gue han sido evaluados con mas de una variable, como por ejemplo
VE con Dhr, Dha, Dhc y Cons.

Los efectos génicos de los QTLs detectados para Dhc difirieron en alguna
medida de los efectos detectados para VE. En el caso del asociado a SSR67 evidencid
s6lo efecto dominante de alelo/s silvestre/s, mientras que para QTLs asociado a
TES1695 se detectd soélo efecto aditivo. Caruso (afio) informé un QTL para
deshidratacion del fruto en el cromosoma 4, con efectos aditivo y de dominancia parcial
del alelo silvestre. Podria plantearse que la vinculacion entre VE y Dhc explicaria que
genotipos de mayor VE estaban menos deshidratados al momento del descarte (menos
arrugados) y este hecho reflejaria la concordancia del efecto de dominancia en los alelos
silvestres para VE y Dhc. También el QTL asociado al SSR67 para Dhr (estimada al
momento del descarte) indicé efecto de dominancia. La situacibn marca que el alelo
proveniente de S. habrochaites se asocia a una menor pérdida de agua en el momento
del descarte. Es de destacar que se detectd el mismo tipo de accién génica para ambas
variables con las que se estimé la deshidratacion, Dhc con una escala arbitraria y Dhr
midiendo gramos de agua perdida respecto al peso total del fruto. Dhr podria
considerarse que estima la deshidratacion de manera mas objetiva y precisa que Dhc,
lo que podria explicar porque el valor de R? es mayor para el QTL asociado a SSR67
comparado con Dhc. Para los efectos de los alelos en ambos casos se detecté que la
accion del alelo silvestre dominante asociado a SSR67 causa menor pérdida de agua.
En este analisis es importante destacar que en el analisis fenotipico se encontraron

correlaciones genéticas positivas y altas entre VE y Dhc.

La complejidad genética de la determinacion de VE se evidencia en la deteccion
de dos QTLs con efectos alélicos distintos y la colocalizacion de QTLs de VE y variables
gue estiman la deshidratacion del fruto. La pérdida de agua durante la maduracion del
tomate se atribuye a los cambios observados en la cuticula, promoviendo la pérdida de
la vida en estanteria. Asi, seria posible considerar que parte de la explicacién de la

complejidad de la determinacion de la vida en estanteria se vincula con diferencias en
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caracteristicas microscopicas de la cubierta del fruto (Broglia y Martin Montiel, 2011,
Broglia et al., 2015) y propiedades biomecénicas. Estas diferencias fueron detectadas
entre las lineas progenitoras y testigos analizados en esta tesis, aunque no fue posible
analizarlas en F, dada la extrema laboriosidad de su medicion. Es interesante considerar
la posible vinculacién entre la VE y propiedades biomecanicas, atendiendo a que la linea
de premejora fue obtenida en el marco de un programa de resistencia a polilla del tomate
(Gilarddn et al., 20044a; Lucatti et al., 2010). En este sentido existen antecedentes de
vinculacion entre QTLs para resistencia a enfermedades y los caracteres de importancia
en la produccion horticola, en poblaciones interespecificas (Chaim et al., 2006; Barchi
et al., 2007; Haggard et al., 2013).

Coincidiendo con los resultados del analisis fenotipico se detectaron evidencias
de efecto de dominancia de alelos silvestres para el QTL para Dur asociado al SSR162.
Este caracter, al igual que VE, puede considerarse complejo, dado que depende de
factores ambientales y genéticos. En su determinacion intervendrian varios genes,
habiéndose reportado mas de 40 QTLs con distintos efectos y con interacciones
complicadas de esclarecer (Seymour et al., 2013). Se observaron agrupaciones de
QTLs para dureza en los cromosomas 1, 2, 4, 5, 9, 10, y 11 (Jenks y Bebeli, 2011). En
el cromosoma 3, asociados a marcadores que en este material resultaron
monomorficos, Pereira da Costa et al. (2013) y Pawar et al. (2016) reportaron QTLS para
Dur. Se plantea que estarian vinculados a la dureza del fruto genes que codifican
enzimas relacionadas con la integridad las paredes celulares como poligalacturonasas,
expansinas, o pectin-metilasasas (Page et al., 2010; Wang et al., 2018). En este sentido
resulta interesante tener en cuenta que en la evaluacién de caracteres de fruto de esta
tesis se detectdé que la linea FCN 93-6-2 posee una piel (cubierta) del fruto con mayor
plasticidad, menor rigidez y por lo tanto mas resistencia a la deformacion. Causse et al.
(2002) reportaron marcadores en el cromosoma 5 (TG095 y CDO035), cercanos a
SSR162, asociados a la dureza y otros componentes de la textura. Estos autores
consideran que el fondo genético y los efectos ambientales tienen gran importancia en
estos caracteres, y, ademas, observaron una correlacién genética positiva entre dureza
y resistencia de la piel en acuerdo con resultados presentados en esta tesis. No se
detect6 colocalizacion de QTLs para Dur y VE, aunque hubo correlacion genética
positiva entre VE y Dur. Esta correlaciéon cobraria relevancia considerando que se han
reportado asociaciones entre la vida en estanteria y marcadores localizados proximos a
SSR162 (Pawar et al., 2016; Velpula et al., 2016) y que Pereira da Costa et al. (2013)

han informado que el mismo QTL da cuenta de ambas variables.
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Del andlisis molecular se destaca que para el caracter SS que se detecto el
mayor nimero de QTLs, con asociacién a tres marcadores. La localizacion de un mayor
namero de QTLs para SS que para otras variables ha sido sefialado por diferentes
publicaciones (Labate et al., 2007; Jenks y Bebeli, 2011). Esta situacidn sugiere que son
numerosos los procesos involucrados en la regulacién del contenido de sélidos solubles,
sumado a que la localizacion de QTLs depende del material analizado y de condiciones
ambientales del ensayo. Se destaca que las introgresiones de S. habrochaites en FCN
93-6-2, todas con efecto dominante, favorecen al incremento del contenido de sélidos
solubles, evidenciado por los valores de media de los heterocigotos. Se destaca que
SSR80 evidencio efecto de sobredominancia, efecto genético observado también en el
analisis fenotipico (Figura 31). La interaccion entre QTLs asociados a marcadores
SSR80 y SSR67 podria indicar interaccion epistatica atendiendo a que ambos QTLs
evidenciaron efecto genético de dominancia del alelo silvestre y SSR67 efecto aditivo.
Es interesante destacar que Caruso (2021), analizando genotipos con introgresiones de
S. habrochaites mapeadas en lugares distintos a las de FCN 93-6-2, no detecté QTLs
para SS. Esta situacion podria atribuirse a que las diferencias en las regiones
introgresadas en FCN 93-6-2 y FCN 13-1-6-1 explican en parte las diferencias entre

ambas lineas provenientes del mismo proceso de mejora.

La asociacion de SSR80 con contenido de solidos solubles ha sido reportada
previamente en analisis de accesiones de S. lycopersicum, S. lycopersicum var.
cerasiforme y S. pimpinellifolium (Sauvage et al., 2014) y en poblaciones derivadas de
S. pimpinellifolium (Pereira da Costa et al., 2013). En cuanto al QTL asociado al SSR67
(Tabla 17) también fue reportado por Sun et al. (2012) en un andlisis de QTLs dinamicos
considerando distintos estadios de maduracién del fruto. En la revisién bibliografica se
hallé informacion de analisis de introgresiones de S. habrochaites que indican QTLs que
no se detectaron en esta tesis (Monforte y Tanksley, 2000b; Fulton et al., 2002; Fridman
et al., 2000; Lecomte et al., 20044a; Kimbara et al.,2018; Shammai et al., 2018) dado que

se asocian a marcadores que en este material es monomorfico.

El QTL asociado al SSR162 con efecto de dominancia del padre silvestre y efecto
aditivo negativo podria considerarse que ha sido reportado en otros materiales si se
considera que se han indicado asociaciones entre marcadores localizados en
proximidad a este marcador (T1541, 107 cM; TG69 111 cM segun EXPEN2000) para
contenido de sélidos solubles (Haggard et al., 2013). En materiales analizados en esta
tesis se detecto colocalizacion de QTL para Dur y SS, destacandose que Lin et al. (2014)
proponen que la presencia de QTLs para contendido de sélidos solubles y dureza de la

fruta en el cromosoma 5 seria consecuencia de cambios del genoma asociados a los
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procesos de domesticacion, resultado de seleccion que generd formacion de bloques

para estos caracteres en el cromosoma.

El hecho de que los QTLs para SS detectados en este trabajo evidencian efectos
dominantes de alelos silvestres acuerda con lo sefialado por Shammai et al. (2018)
respecto del potencial del germoplasma silvestre para mejorar la acumulacién de
azucares en el fruto. De acuerdo con estos autores este hecho estaria basado en la
regulacién de la funcién del gen Fgr del tomate como transportador de azlcares, que en
especies silvestres no comestibles causa una mayor acumulaciéon de azlcares. Asi
considerando los resultados de esta tesis es de destacar el aporte al incremento del
contenido de sélidos solubles de S. habrochaites teniendo en cuenta que es uno de los
principales componentes del sabor del tomate y que es uno de los caracteres que mas
se ajusta a la percepcién del consumidor de la calidad interna (Sun et al., 2012).

A pesar de la correlacion negativa entre Pf con SS (-0,63), que es una de las
mas reconocidas en los estudios de calidad de fruto de tomate (Chen et al., 1999; Krauss
et al., 2006; Toor et al., 2006; Bertin et al., 2009; Pawar et al., 2016; Liu et al., 2017)
ningun QTL para SS se asoci6 al peso de los frutos en el andlisis de datos de esta tesis.

Para cinco variables del espacio color en el cromosoma 5 y para seis en el
cromosoma 11, se detectaron QTLs (Tabla 17). La deteccién del QTL asociado al
SSR162 en el cromosoma 5 explica las variables de color X, Y, Z, a* y Chroma con
efecto aditivo negativo y acuerda con otros autores que indican que el alelo silvestre
causa disminucién en la intensidad del color rojo (Liu et al. 2003) y de la luminosidad del
color en el fruto (Barrantes et al., 2016; Caruso, 2021). Se considera que valores
menores de L* son indicadores de una mejor coloracién del fruto, entonces el efecto
aditivo negativo del QTL asociado a SSR162 seria positivo en la mejora del color del
fruto. En el cromosoma 11, préximo a SSR80 se detecté un QTL para X, Y, Z, L*, a*y
Chroma, con efecto de dominancia del alelo silvestre en todas, produciendo que los
genotipos que portan estos alelos muestren color rojo mas intenso, con mayor vivacidad
y mas luminosidad. Una situacion semejante fue informada por Kabelka et al. (2004) en
una poblacién con introgresiones de S. habrochaites, que detectaron QTLs para L*y
Chroma (asociado a TG523) con incremento de sus valores por accion de alelo silvestre
en una posicion cercana a SSR80. Los resultados del andlisis de variables de espacio
color vuelven a poner en evidencia la importancia de las interacciones entre alelos de
los parentales cultivado y silvestre. Estas interacciones contribuirian a explicar la
segregacion transgresiva de F2respecto a LC 138 de b*y Chroma y de Hue respecto a
ambos progenitores. El efecto de dominancia en algunos loci contribuiria a explicar las

distribuciones de frecuencias en F, (Figura 16).
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Los criterios de la mejora en el color del fruto de tomate podrian variar en funcién
al objetivo del programa. En un posicionamiento mas conservador o tradicional podria
considerarse que la mejora del color esta asociado a coloracion mas roja e intensa
(Kabelka et al., 2004). En términos de variables de espacio color podria interpretarse
como mayores valores de a*, X y Chroma y menores valores de L*. Asi, considerando
los resultados del analisis fenotipico y de la accion de los QTLs en conjunto con el color
del fruto, la mejora de estas variables tanto en la linea de introgresién como en la F2, se
deben tanto al aporte del parental cultivado, como al genoma aportado por S.
habrochaites, cuyos frutos son verdes. Este potencial de aporte a la mejora del color
desde especies silvestres con frutos verdes fue ya indicado por otros autores (Fulton et
al., 1997; Bernacchi et al., 1998a; Liu et al., 2003;Tieman et al., 2006; Kilambi et al.,
2017; Calafiore et al., 2019).

El hecho que las distintas variables del espacio color CIELab y CIEXYZ
presentaran correlaciones génicas y fenotipicas en el andlisis fenotipico sumado a la
deteccién de asociaciones con marcadores microsatélites que indican colocalizacién de
QTLs apoyarian la propuesta de que se trataria de dos QTLs (en los cromosomas 5y
11) que dan cuenta del color del fruto. Mientras que las correlaciones altas y positivas
detectadas tanto en el andlisis por planta entre estas variables que describen el color
del fruto (X, Y y L*) con VE permitiran plantear la posibilidad de que exista efecto
pleiotrépico positivo entre la coloracidn roja y con mayor luminosidad con la VE. También
otra explicacion alternativa podria ser que las variantes genéticas que incrementan el
color rojo se encuentren ligadas a QTLs determinantes de la mayor vida en estanteria,
lo que resultaria favorable para la obtencion de frutos de mayor intensidad de color rojo

y mas VE por seleccién en este material de trabajo.

La concentracion de licopeno se considera responsable de la coloracion roja del
tomate y se han reportado colocalizaciones de QTLs para el color del fruto y el contenido
de licopeno (Saliba-Colombani et al., 2001; Zhang et al.,2016). Sin embargo, en el
andlisis del material de esta tesis no se detectaron QTLs para concentracion de
licopeno. Una explicacion posible es que en este material los QTLs se localicen en
segmentos cromosOmicos con introgresiones no detectadas por los SSR evaluados,
teniendo en cuenta que se detect6 que los parentales difieren respecto a este caracter
y que existe variabilidad en la poblacién segregante. En este punto, al considerar la
variabilidad de la poblacion segregante es posible plantear otra explicacion para la no
deteccién de QTLs para la concentracion de licopeno en el jugo de tomate y seria
asociada al hecho que CLi presentd poca segregacion en F», que se asocia a la H? baja

(Tabla 10, Figura 17). Una tercera explicacion podria vincularse a problemas en la
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técnica de extraccion de licopeno, en la que es posible, dado que involucra distintas
etapas, que se arrastran errores, reduciendo la precision y con ella la posibilidad de
detectar asociaciones. La técnica aplicada somete las muestras a una temperatura de
50°C para facilitar la ruptura de las paredes celulares (Ordoéfiez et al., 2009), lo que

podria degradar el licopeno.

En resumen, se destaca que los QTLs mapeados en este trabajo controlan varios
caracteres asociados a calidad de fruto. Existen reportes de QTLs coincidentes para
multiples caracteres en estudios sobre la introgresion de especies silvestres en el tomate
cultivado (Frary et al., 2003;Celik et al., 2017). Los analisis de los resultados, acuerdan
con reportes de colocalizacion de QTLs de vida en estanteria variables relacionadas a
la deshidratacién, color del fruto y caracteres asociados al sabor (Pratta et al., 2011b;
Haggard et al., 2013; Pereira da Costa et al., 2013; Caruso, 2021). Las razones que
explicarian este hecho son tanto la existencia de pleiotropia como el ligamiento completo
de estos loci. En ese sentido es necesario analizar las asociaciones de cada conjunto
de variables, junto a las acciones de sus alelos y conexiones fisiologicas en la expresion
de los caracteres. Asi es posible como ya se indicé previamente plantear que los QTLs
para VE, Dhc y Dha explicarian su colocalizacién considerando que VE seria una
variable compleja explicada por las otras variables que “describen” procesos que lleva
a la pérdida del valor de comercializacion. Mientras que para la colocalizacién de QTLs
reportados en esta tesis, que afectan VE, variables de color y variables asociadas al
sabor del jugo del fruto podria superponerse en una zona en que los de loci presentan
baja frecuencia de recombinacion. La pleiotropia puede explicarse bajo la hipétesis de
que esas regiones podrian corresponder a puntos calientes o criticos del ADN que
albergan polimorfismos genéticos para factores de transcripcion y/o genes reguladores
que pueden afectar la expresion de numerosos genes (Breitling et al., 2008). Otros
investigadores informaron colocalizaciones de loci distintos a los reportados en este
trabajo, que dan cuenta de estos caracteres como vida en estanteria con pH, con
contenido de sélidos solubles y con L* (Pereira da Costa et al., 2013), pH con SS, con
forma de maduracion del fruto, tamafio y forma del fruto (Doganlar et al., 2002; Haggard
et al., 2013), contendido de sélidos solubles y variables de color (Causse et al., 2004),
color y pH (Celik et al., 2017).

A pesar de que se detectaron diferencias en variables relacionadas al tamafio, y
estructura interna del fruto entre los parentales con alta variabilidad genética estimada
en la F2, no se encontrd asociacion con ningiin marcador. Este resultado podria deberse

a que los QTLs que explican las diferencias para estos caracteres se localicen en
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segmentos cromosOmicos con introgresiones menores no detectadas por los SSR

evaluados.

Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento de los QTLs para
caracteres importantes para la calidad del fruto, en algunos casos con localizaciones y/o
efectos especificos de la poblacién en estudio y diferentes a la informada en la
bibliografia y, en otros casos coincidente con hallazgos previos. La deteccién de QTLs
distintos y con diferentes comportamientos de los alelos silvestres podrian explicarse
tanto por las diferencias entre alelos de las distintas especies silvestres (S.
pimpinellifolium, S. penelli o S. habrochaites) como a sus interacciones con el fondo
genético. También las diferencias podrian explicarse, al menos en parte, a
modificaciones en la expresion o silenciamiento de genes involucrados. Es importante
atender el papel de la epigenética en la determinacion de la variacion de los rasgos
cuantitativos y en la plasticidad fenotipica en caracteres de calidad de fruto de tomate
(Grandillo y Cammareri, 2016). Se destaca que algunos de los QTLs detectados para
VE, Dur y SS fueron reportados por otros autores asociados a los mismos marcadores
o marcadores con localizaciones idénticas o muy proximas a los probados en este

trabajo.

Al considerar en conjunto los resultados del andlisis fenotipico y del genotipado,
es posible considerar a FCN 93-6-2 como un valioso progenitor donante que puede ser
utilizado en estrategias de mejora dirigidas a tomates para consumo fresco. Atendiendo
a las heredabilidades estimadas en el analisis de QTLs, los caracteres que mejor
responderian a la seleccion asistida por marcadores (MAS) serian VE y SS asociados
a SSR80. Esta observaciéon como se indicé previamente ha sido reportada en otras
publicaciones en las que se analizan los aportes de alelos silvestres en background
distintos. Sin embargo, en la revisién bibliografica no se encontrd referencia a la
utilizacion de este QTLs para MAS, lo que podria sugerir que se requiere avanzar en
andlisis de la estabilidad y la eficacia de los QTLs. A futuro seria interesante completar
el estudio de aquellas regiones del genoma evaluado que tuvieron baja cobertura
considerando la distribucion de los marcadores SSR e implementar estrategias para un
mapeo mas fino. Seria importante considerar marcadores como SNP, dado que su
namero y distribuciéon en el genoma muestran que la cobertura de los marcadores es
bastante robusta. Una primera exploracion podria efectuarse con un enfoque
cuantitativo del tipo Bulck Segregant Analysis, considerando que su eficiencia ha sido
probada en la deteccién de QTLs principales que controlan el tamafio y los atributos
morfoldgicos en cruzamientos interespecificos e intraespecificos (Rodriguez et al.,

2013b; Vazquez et al.,, 2022). En el futuro, con la disminucion del costo de la
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secuenciacion del genoma completo, tanto los QTLs principales como los menores se
detectaran facilmente si el genotipado se lleva a cabo con un mayor ndmero de

individuos por poblacién (Rodriguez et al., 2013b).

También podrian efectuarse ensayos que permitan evaluar la estabilidad de los
QTLs localizados a lo largo de las generaciones. Esta clase de andlisis podria contribuir
a poner a prueba la hipétesis planteada por Barrantes et al. (2016), quienes detectaron
que la estabilidad de los QTLs dependeria de la clase de accion génica, proponiendo
que aquellos con efectos predominantemente aditivo son mas estables. Podria
considerarse que algunos de los QTLs propuestos en este trabajo contribuyen a validar
asociaciones evaluadas en otros entornos genéticos. Entre estas podemos mencionar
las asociaciones a SSR80 a VE y SSR 162 a Dur (Pereira da Costa et al., 2013);
SSR80 a SS (Sauvage et al., 2014), TES1695 a VE (Parmar et al., 2013; Cambiaso,
2017),y SSR 162 a SS (Haggard et al.,2013).
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CONCLUSIONES

En relaciébn con los diferentes objetivos propuestos se pueden sintetizar las

siguientes conclusiones:

> Caracterizar fenotipicamente la linea de premejora FCN 93-6-2 obtenida
por el grupo de mejora de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Salta y la linea comercial LC 138, obtenida en INTA La Consulta
(Mendoza).
- Laslineas progenitoras se diferenciaron en el 81,3% de las variables consideradas. Se
destacan diferencias respecto a VE, For, Dur, Fir, variables asociadas al tamafio, color,
sabor, propiedades nutracéuticas y propiedades biomecanicas de la cubierta del fruto
- FCN 93-6-2 duplicé la VE de la de LC 138 y del testigo comercial Uco Plata.
FCN 93- 6- 2 present6 frutos de color rojo méas intenso, mayor SS, CLi, Dur y menor MY
que las lineas cultivadas analizadas. LC 138 present6 valores las medias mas altas en
todas las variables asociadas a tamafio.
- No se observé efecto de interaccidén genotipo por afio en VE, Pf y Diam lo que
implicaria una relativa estabilidad de los genotipos en el tiempo y (ciertos ambientes).
> Evaluar fenotipicamente la poblacion segregante F, obtenida a partir
del cruzamiento entre estas lineas para caracteres de calidad de fruto y vida en
estanteria.
- Los valores de heredabilidad en sentido amplio indican que existe varianza genética
para 28 de 32 variables evaluadas. Un 86% de las heredabilidades estimadas fueron entre
altas a moderadas.
- Se detect6 segregacion transgresiva para VE, Diam, Col, SS, pH, Ep y Dur, respecto
a FCN 93-6-2, para b* y Chroma, respecto a LC 138, y para Hue y CLi respecto a ambos
progenitores
> Analizar modos de herencia de los caracteres de calidad de fruto y vida
en estanteria
- Se detect0 efecto heterotico para VE, Col, pH, CLi.
- Importante accién de efecto de dominancia combinada con efecto aditivo (menor) de

alelos silvestres para VE.
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-  Efectos de dominancia completa o parcial de alelos silvestres para For, pH, SS, Fir,
CLi, Dur y NI. Los alelos de LC 138 poseen efecto de dominancia para Ep. lo que constituye
una sustancial contribucion dado que es una variable de importancia para la calidad.

- Accién de efectos maternos o de interaccion génica en la expresién de genes que
afectan el diametro de los frutos

- Una mayor contribucion con efectos aditivos positivos de alelos silvestres en algunas
variables que estiman el color del fruto y con efectos aditivos negativos en algunas variables
asociadas al tamafio variables asociadas al tamafio (Diam, Alt).

- Se detectaron correlaciones genéticas para 55 pares de variables, constituyéndose en
una herramienta mas para continuar con el programa de mejoramiento genético. Siendo
interesantes las observadas entre variables de tamafio (Pf y Diam) con VE.

» Estimar el grado de introgresion del genoma de Solanum habrochaites en la

linea de premejora FCN 93-6-2 y delimitar las regiones cromosémicas

provenientes de la especie silvestre.
- Delos 188 SSR, 167 SSR resultaron informativos para el analisis de introgresion, y de
estos un 11,4% fueron monomorficos y el 88,6% de los microsatélites restante evidencio
polimorfismo. En FCN 93-6-2, considerando los 148 marcadores que resultaron
polimorficos, el 97,3% de los marcadores correspondié a Uco Plata INTAy el 2,7% a FCN
3-5 (S. habrochaites). Y considerando la extension de genoma segun las distancias
estimadas entre SSR probados de S. habrochaites en FCN 93-6-2 resulté en 56,9 cM, es
decir un 4,57%.

» Detectar polimorfismos moleculares entre ambas lineas parentales (o
genotipos parentales) a partir del desarrollo y utilizacién de marcadores
moleculares de ADN.

- Se delimitaron cuatro introgresiones en el cromosoma 11 dos se ubican en el brazo
corto y el otro en el brazo largo y una en un extremo el cromosoma 5.

» Evaluar molecularmente la poblacién segregante F; e identificar QTLs para
caracteres de calidad de fruto.

- En 21 variables analizadas, 11 evidenciaron asociacidn con al menos un marcador
SSR. Se detectaron entre uno y tres QTLs para los caracteres que mostraron asociacion.

- Se detectaron QTLs para VE y para variables asociadas a este caracter, que podrian
considerarse como componentes de la vida en estanteria como Dhc y Dhr y un QTL
asociado a Dur. También se detectaron QTLs para el carécter color del fruto a través de

asociaciones para algunas variables de espacio color y para SS.
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- La localizacién de varios QTLs para un mismo caracter evidencié aportes

diferenciales de estas regiones del genoma en especial en la determinacion de VE y SS.
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CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

6.1 Consideraciones Finales

Los resultados presentados en este manuscrito demuestran que se alcanzaron los
objetivos propuestos. Ademas, no se rechazo la hipétesis planteada respecto a que la
contribucion del genoma de S. habrochaites en la linea de premejora FCN 93-6-2 produce
mejora en caracteres de calidad del fruto de tomate que no se asociaria a las caracteristicas
de los frutos de la especie silvestre. También se corrobord, a partir del analisis de
descendencias del cruzamiento entre FCN 93-6-2 y LC 138, la ocurrencia de nuevas
combinaciones génicas que mejoran caracteres relacionados a la calidad de los frutos y se

detectaron QTLs para vida en estanteria y otros caracteres de calidad de frutos.

Respecto al estudio y evaluacion de la linea de premejora FCN 93-6-2 se detectaron
tres regiones de introgresién de S. habrochaites en el fondo genético de S. lycopersicum:
Al considerar los andlisis fenotipicos y genéticos el aporte de genoma silvestre explicaria,
al menos en parte, el incremento en el valor medio de la vida en estanteria de los frutos que
duplicando la VE de las lineas cultivadas. La accién del genoma introgresado explicaria
también que FCN 93-6-2 presente mejora en otros caracteres de calidad de los frutos, que
podrian considerarse importantes, como color (mayores valores de a* X y Chroma),
contenido de solidos solubles (incremento promedio de casi 4 %) y concentracion de
licopeno (promedio de 130 pg/100g) entre otros. Este hecho cobraria valor al considerar
ciertas desventajas del uso de mutantes que retrasan la maduracién, debido a sus efectos

pleiotrépicos sobre los caracteres de calidad previamente mencionados.

Otro aporte de esta tesis seria el andlisis de propiedades biomecanicas de la
cubierta de los frutos. Por un lado, para efectuarlo fue necesario el disefio y construccién
de un equipamiento y software especifico. Por otro lado, la evaluacion de los genotipos
permitié contribuir a la explicacion de distintos grados de firmeza y deshidratacion de los
frutos de las lineas. La cubierta mas plastica de los frutos de FCN 93-6-2 sumada a mayor
espesor del pericarpio en relacion con el diametro puede asociarse a deshidratacion méas
lenta y mayor firmeza que podria vincularse a una mayor resistencia al dafio por
compresion. Es interesante plantear que el hecho de que FCN 93-6-2 posea una cubierta
de fruto de mayor resistencia a la rotura podria ser consecuencia de eventos genéticos
acontecidos en los inicios del programa de mejora cuando estuvo focalizado en la obtencion

de genotipos resistentes a la polilla del tomate.
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Otro aspecto interesante para considerar es que a partir del analisis fenotipico de la
generacion F; se evidencia la complejidad de las interacciones entre genes y entre éstos y
el ambiente. Asi, para algunas variables, las combinaciones de alelos de ambos parentales
(FCN 93-6-2 y LC 138) permitieron detectar en F1 y F2 mejor desempefio ya sea como
heterosis 0 como segregacion transgresiva. Los casos donde la segregacidn transgresiva
afecta al extremo de interés, como ocurrié para Fir, Col, SS, CLi, L y Hue generan la
posibilidad de continuar con el proceso de mejora con la selecciébn de genotipos F. y

planificar nuevos cruzamientos una vez fijados los genotipos de interés.

La deteccion de QTLs aportados por el germoplasma silvestre que mejoran la
calidad brinda una potencial herramienta para la seleccién asistida por marcadores

moleculares en la obtencion de variedades con mayor vida en estanteria.

6.2 Perspectivas

Los resultados de esta tesis son Utiles para la mejora de los caracteres de calidad
de fruto en tomate, en el marco de programas de mejora, especialmente en el que se
desarrolla en la Universidad Nacional de Salta. Estos resultados constituyen un primer paso
para la implementacion de estrategias para un mapeo mas fino y la indagacién de posibles
genes candidatos subyacentes a los caracteres de interés. Analizando en conjunto la
informacién obtenida de los genotipos estudiados y considerando la revisién bibliografica
se reconoce la complejidad de las relaciones entre regulacion y expresion fenotipica. De
esta manera se pone en evidencia la necesidad de conocer mejor las bases genéticas
cuantitativas y la deteccion de QTLs, para caracteres importantes del fruto como los

estudiados en este trabajo.

Es interesante avanzar con la construccion de una poblacién de RIL, derivada de la
F, evaluada en este trabajo. Esta poblacion permitira llevar a cabo analisis genético-
cuantitativos mas precisos, como estimar la heredabilidad en sentido estricto de los
caracteres, incluir otras variables para la comprensién de las relaciones directas e indirectas
con la vida en estanteria, asi como la descomposicion de las causas ambientales y
genéticas de las correlaciones fenotipicas. También se facilitaria la evaluacién de la
estabilidad de los QTLs efectuando ensayos multiambientales. Ademas, considerando que
la estabilidad/inestabilidad de los QTLs también esta asociada a entornos genéticos, seria
viable la evaluacion de poblaciones derivadas del cruzamiento de FCN 93-6-2 con otros

cultivares y/o lineas de premejora. Los resultados de estos estudios permitirian estudiar la
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interaccion de los QTLs con el fondo genético. La informacion obtenida de la asociacion
entre el marcador molecular y el caracter podria permitir el aislamiento, clonacion e
incorporacién por trans/cis génesis, aumentandose la velocidad de transferencia o

piramidacion de genes o0 QTLs.

A corto plazo la aplicacién de la informacion derivada del analisis cuantitativo y de
los marcadores moleculares permitira continuar con los objetivos de mejoramiento,
utilizando la linea de premejora como parental y también genotipos seleccionados en

generaciones avanzadas.
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Anexo

Proceso de obtencién de la linea de premejora FCN 93-6-2

El proceso de obtencién (Figura 33) de esta linea incluyd no sélo retrocruzas, sino
también cruzamientos dirigidos, policruzamientos y seleccidén para resistencia y fertilidad.
El proceso contempldé que a partir de F, se efectué seleccidon genealdgica durante 6
generaciones con algunas variantes respecto al método tradicional, debido a que por su
origen interespecifico las plantas presentaron grados variables de esterilidad por lo que,
durante las primeras generaciones, se efectu6é una fuerte seleccién por fertilidad (nGmero
de racimos por planta y nimero de frutos por racimo). A su vez también como el objetivo
inicial del Programa de Mejora de Tomate consistié en la obtencién de lineas resistentes a
la polilla del tomate (Tuta absoluta Meyr), las plantas seleccionadas por fertilidad en la F3
del cruzamiento Uco Plata x FCN3-5) fueron inoculadas dos veces con polilla de tomate y
se seleccionaron 22 plantas por su comportamiento ante la plaga, seleccionandose los
fenotipos resistentes debido al aporte de genoma silvestre. El peso promedio de los frutos
de estas lineas oscil6 entre 4,5 a 30 g (Gilardon et al., 2010).

En la siguiente generacion (Fi) se seleccionaron plantas individuales teniendo en
cuenta vigor, fertilidad y resistencia a polilla del tomate, eliminando plantas con menor
performance para los aspectos anteriormente mencionados. Se permitié en estas plantas
selectas la autofecundacion y se efectuaron también policruzamientos (flores fecundadas
por una mezcla de polen de todas las plantas seleccionadas en ensayos conducidos en
invernaculo). Esta estrategia tuvo por finalidad permitir mayor recombinacion entre los
genes de plantas segregantes. En Fs se efectuaron retrocruzas por el cultivar Uco Plata
INTA para incorporar caracteristicas comerciales. Posteriormente con 94 lineas F6
provenientes de selectas coleccionadas en invernaculo, productos de policruzamientos y
retrocruzas se efectuaron ensayos a campo con disefio en bloques completo al azar y
ensayos comparativos en invernaculo con testigos (Uco Plata INTA y Uco 8) y la linea
silvestre (FCN3-5).

En esta Fs se evalué de cada linea el vigor, la sanidad (resistencia a polilla,
resistencia a mancha bacteriana y arafiuela roja (Tetranychus sp.), el rendimiento (nUmero
de racimos por planta, nimero de frutos por racimo y peso promedio de fruto), la forma, el
tamanio y el color de los frutos. A partir de estos datos se seleccionaron plantas individuales,
de las que se cosechd semilla y se continué avanzando en las generaciones por
autofecundacion. En los ensayos en las que se evaluaron las lineas de Fs a Fip se

consideraron ademas de las variables anteriores, el tamafio y el color de frutos, el contenido
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de sélidos solubles (°Brix), el pH del jugo y uniformidad general de las lineas (Gilardon et

al., 2010).
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Figura 33: Esquema explicativo de obtencion lineas de premejora.
® genotipo seleccionado * genotipo eliminado @ autofecundacién RC: retrocruza
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