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Descripcion de la tesis

El tomate (Solanum lycopersicum) es uno de los vegetales mas importantes en
el mundo, formando parte de la alimentacion en diferentes culturas. La especie
comprende mas de 100 tipos diferentes y miles de variedades que presentan entre
ellas grandes diferencias, no sélo en el aspecto externo del fruto, siendo el color, la
morfologia y el tamafio las mas llamativas; sino en relaciéon a su calidad organoléptica,
atendiendo al sabor y el aroma en la mayoria de los casos. Existen numerosos estudios
con el interés obvio por mejorar la resistencia de la planta de tomate a plagas y
patégenos que afecten a la produccidén, sin embargo son menos los estudios que han
tratado de mejorar la calidad del fruto, asi como de profundizar en el conocimiento de
los mecanismos que afectan a los atributos sensoriales, y que pueden tener origenes
complejos que engloban factores genéticos y ambientales. En esta tesis se presentan
resultados sobre el aspecto genético de factores que afectan a la calidad del fruto de
tomate y se aportan resultados clave para el entendimiento de la fisiopatia de la
mancha solar, que provoca una merma de la calidad del fruto. EI resumen del

contenido de los capitulos que forman la tesis se detalla a continuacion.

Capitulo 1:

En este capitulo se describe el estudio de caracteres cuantitativos relacionados
con la calidad del fruto en una poblacién de lineas recombinantes consanguineas (en
adelante RIL, acrénimo que procede de Recombinant Inbred Lines) procedentes del
cruce de S. lycopersicum cv. “Moneymaker” x S. pimpinellifolium acc. TO-937. En estas
lineas, que ofrecen gran variabilidad para los caracteres, se ha desarrollado un mapa
de ligamiento saturado, de manera que se ha podido fenotipar toda la poblacién,
descubrir correlaciones fenotipicas y genéticas entre algunos de los caracteres
estudiados, estimar la heredabilidad que presentan esos caracteres, y como ultimo
paso se han detectado QTLs asociados a algunos de los caracteres estudiados, asi

como posibles genes candidatos.



Capitulo 2:

En el capitulo 2 se presentan los primeros pasos del estudio de la fisiopatia de
la mancha solar, que comienza con la obtencidon del material vegetal derivado de la
poblacion RIL descrita en el capitulo 1, tras una primera preseleccidn, y sigue con
diversos experimentos para la evaluacién del efecto de algunos de los factores
ambientales que puedan provocar la manifestacion de la mancha solar y que

finalmente llevaron a determinar el momento clave para su aparicion.
Capitulo 3:

En el capitulo 3 se continua el estudio de la mancha solar, esta vez empleando
el material vegetal obtenido en la ultima seleccién, para comprender los factores
genéticos que puedan estar actuando en la manifestacién del caracter. Los estudios
realizados abordan diferentes aspectos: Proteémica y genética. Se plantea un modelo

genético que explique la aparicién de la mancha solar.



Introduccidon general

“..a fruit that is almost universally treated as a vegetable and a
perennial plant that is almost universally cultivated as an annual”
(Rick, 1978)

I.  EL TOMATE: ASPECTOS BOTANICOS Y TAXONOMICOS, VARIABILIDAD NATURAL E
IMPORTANCIA ECONOMICA.

I.1. Descripcion botanica.

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia Solanaceae,
que se enmarca en el orden Solanales, subclase Asteridae, clase Magnoliopsida,
division Magnoliophyta. Es una planta perenne y rastrera, que se cultiva como anual.
Existen variedades de crecimiento determinado y otras de crecimiento indeterminado.
En las plantas de habito indeterminado, caracter silvestre de la especie, hay un
crecimiento nodal continuo a partir de la aparicion de la primera inflorescencia, entre
la séptima y la décima hoja verdadera. Las plantas de habito determinado se
caracterizan porque la primera inflorescencia aparece relativamente pronto, hay
tendencia de que existan menos de tres hojas nodales entre racimos y el tallo principal
termina en una inflorescencia, por lo que el crecimiento de la planta ha de seguir por
los tallos laterales o secundarios. El sistema radical consta de una raiz principal (cortay

débil) y raices secundarias (numerosas y potentes), ademds de raices adventicias. La



Genética de la fisiopatia de la mancha solar del fruto de tomate

raiz es pivotante pero tiende a ser fasciculada si la planta proviene de trasplante.
Todos los érganos aéreos estan cubiertos por tricomas, por lo que las plantas son
pubescentes y glandulares y manchan al tocarlas, dejando un caracteristico aroma “a
tomate”. Los tallos son verdes, gruesos y angulosos, con nodos compuestos de 2 6 3
hojas y una inflorescencia. Las hojas son anchas, planas, compuestas e imparipinnadas,
presentando 7-11 foliolos, y se disponen de forma alterna sobre el tallo. En la axila de
cada hoja aparece un tallo secundario. Las inflorescencias son de tipo racimo o cima, y
se desarrollan cada 2-3 hojas en las axilas, con un numero de flores variable, y pueden
estar divididas o no. Las flores son hermafroditas, actinomorfas (generalmente
pentdmeras) e hipdginas. El cdliz estd formado por 5 (o mas) sépalos lanceolados y
fusionados en la base. La corola tiene igual niumero de pétalos de color amarillo,
lanceolados y fusionados en la base. El androceo tiene igual nUmero de estambres, que
se encuentran fusionados a la corola por sus filamentos, y poseen anteras largas y de
color amarillo, conniventes, que forman un cono estaminal envolviendo al gineceo y
encerrando al estilo en su interior. Cada antera posee una extensién apical y
generalmente estdn fusionadas. El polen es binucleado. El pistilo esta formado por un
ovario bi- o pluricarpelar, un estilo delgado y un estigma cubierto por una secrecién
fluida de naturaleza lipidica. La flor se une al eje floral por medio de un pedicelo
articulado que contiene la zona de abscisidn, que se distingue por un engrosamiento
con un pequeno surco originado por una reduccién del espesor del cértex. El fruto es
una baya, generalmente de color rojo, bi- o multiloculada. Estd constituido por el
pericarpo y el tejido placentario en el que se encuentran numerosas semillas
recubiertas de una sustancia mucilaginosa. Tras la abcisién el cdliz permanece en el
fruto y al ser de tipo acrescente y permanente, alcanza un mayor tamano conforme el
fruto se va desarrollando y permanece en el fruto tras la abcisidon. Se puede encontrar
una extensa diversidad de formas, tamafios, composicién y sabores del fruto, segun la

variedad de tomate cultivado.

1.2. Situacion taxondmica.

La taxonomia del grupo en el que se enclava el tomate se ha revisado en los

ultimos afios por ser muy controvertida. Hasta el ano 2005, la clasificacion que
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tradicionalmente se habia seguido era en esencia la propuesta por Miller desde 1754,
qgue consideraba que el grupo taxondmico que contiene al tomate cultivado y sus
parientes silvestres tenia las suficientes caracteristicas como para formar el género
Lycopersicon, distinto al del género Solanum, donde en los inicios fue incluido por
Linneo. En los ultimos afios, el uso de nuevas herramientas moleculares aplicadas en el
campo de la taxonomia esta revelando que los géneros Solanum y Lycopersicon no son
tan distintos como se pensaba: datos morfoloégicos y de marcadores RFLP
cloroplastidicos (Spooner et al. 1993), secuenciacion del gen GBSSI (Granule-Bound
Starch Synthase) (Peralta & Spooner 2001), varios caracteres de la corola, anteras,
estigma, apertura de la flor, atracciéon de polinizadores, junto con datos moleculares
(Peralta et al. 2005) y evidencias biogeograficas y caracterizacion molecular mediante
AFLP (Spooner et al. 2005), entre otros estudios, han llevado a reconsiderar la
clasificacién taxondmica. El resultado de estos amplios estudios es que el género
Lycopersicon cambia de categoria taxondmica y pasa de ser género a ser la seccién
Lycopersicon dentro del género Solanum L., volviéndose asi a la clasificacion propuesta
por Linneo, en la que el tomate cultivado y sus parientes silvestres quedan incluidos en
el género Solanum L., seccién Lycopersicon. En la Tabla 1.1 se muestran las

correspondencias entre la nomenclatura de Miller y los nombres consensuados en la

actualidad.

Tabla I.1. Lista de especies del género Solanum, seccién Lycopersicon. Se proporciona la
correspondencia con la nomenclatura previa. Tomado de Peralta y colaboradores (2005).

Nombre en Solanum Equivalente en Lycopersicon

S. arcanum Peralta Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. chilense (Dunal) Reiche

L. chilense Dunal

S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg

L. cheesmaniae L. Riley (publicado
incorrectamente como cheesmanii)

S. chmielewskii (C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.

Holle) D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K.
Jansen

L. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.
Holle

S. corneliomulleri J.F. Macbr.

Parte de L. peruvianum (L.) Miller; conocido
como L. glandulosum C.F. Mull.

S. galapagense S. Darwin & Peralta

Parte de L. cheesmaniae L. Riley (reconocido
previamente como forma o variedad minor)

S. habrochaites S. Knapp & D.M Spooner

L. hirsutum Dunal
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Nombre en Solanum Equivalente en Lycopersicon

S. huaylasense Peralta Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. lycopersicum L. L. esculentum Miller

S. neorickii (C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. L. parviflorum C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.
Holle) D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Holle

Jansen

S. pennellii Correll L. pennellii (Correll) D’Arcy

S. peruvianum L. Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. pimpinellifolium L. L. pimpinellifolium (L.) Miller

1.3. Origen y domesticacion de la especie.

El origen de las especies silvestres de tomate se localiza en la regidn andina que
se extiende desde el Sur de Colombia al Norte de Chile y desde la costa del Pacifico
(incluidas las islas Galdpagos) a las estribaciones orientales de los Andes,
comprendiendo los paises de Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia y Chile (Esquinas-
Alcazar & Nuez 1995). Sin embargo, el origen del cultivo del tomate parece que se
sitia en México (Rick et al. 1976), donde se formd un centro de diversificacion
secundario de la especie, ya que existia un gran niumero de variedades en cuanto al
tamafio, forma y color del fruto, ya antes de la llegada de los espafoles en 1523 (Rick
1978). Tras varios estudios realizados, lo que no parece claro es la especie de la que se
origind el tomate cultivado; muchos apuntan a un origen probable a partir de S.
lycopersicum var. cerasiforme (Rick 1983), pero se ha demostrado que el conjunto de
formas conocidas como var. cerasiforme son una mezcla de tomate cultivado y
silvestre mas que en si el “ancestro” del tomate cultivado (Nesbitt & Tanksley 2002).
Estudios mas recientes han descrito que el origen de S. lycopersicum var. cerasiforme
parece ser una domesticaciéon anterior de S. pimpinellifolium (Ranc et al. 2008), que

tuvo lugar en Peru (Blanca et al. 2012).

El tomate estaba integrado en la cultura azteca y en la de otros pueblos del
area mesoamericana siendo parte basica de la dieta, de hecho el nombre tomate se
deriva del nahuatl tomatl, un vocablo genérico para plantas con frutos globosos,

muchas semillas, pulpa acuosa y a veces encerrados en una membrana; en concreto se
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empleaba xitomat! (jitomate) para hablar de S. lycopersicum, y miltomat! (tomate de
milpa o simplemente tomate) para referirse a Physalis philadelphica Lam. que en el
México prehispanico era mucho mas apreciado incluso que el jitomate. Tras el curso
de los siglos esta preferencia no se ha mantenido salvo en el medio rural y a dia de hoy

solo en el centro de México se conoce el fruto de S. lycopersicum como jitomate.

Cuando el tomate, ya plenamente domesticado en México, fue llevado por los
conquistadores al Viejo Continente, fue introducido con facilidad en la gastronomia
popular de Espafia, Portugal e Italia, sin embargo en el resto de Europa fue usado sélo
como planta ornamental o medicinal, y no se consumia por temor a intoxicaciones, ya
gue se conocian otras solandceas ricas en alcaloides téxicos que llegaban a ser
mortales. La primera descripcién botanica del tomate en Europa la realizd Pier Andrea
Mattioli, del jardin botanico de Padua (Italia), quien publicé su herbario en 1554.
Desde entonces aparece descrito en numerosos herbarios como el de Matthias de
L'Obel en 1581, el de Gerard en Inglaterra en 1597 o el de Salmon en Estados Unidos,
ya en 1710. Aun asi el temor a su utilizacién y consumo se mantuvo en muchos paises
hasta principios del siglo XIX, mientras que Espafia y Portugal lo difundieron por todo

el mundo a través de sus rutas comerciales y colonias de ultramar.

La domesticacion sufrida por el tomate ha llevado al cultivo a varios cuellos de
botella consecutivos durante su peregrinacion de los Andes a Centroamérica y de alli a
Europa, ya que al ir seleccionando los genotipos mas apropiados entre los existentes se
produjeron grandes reducciones poblacionales debido al bajo nimero de plantas
seleccionadas para los cultivos, lo que se tradujo en una disminucién de la variabilidad
genética (Rick et al. 1976; Bai & Lindhout 2007). Las variedades de tomate cultivado
actual conservan la base genética de los primeros tomates introducidos en Europa por
los espafioles (Foolad 2007) y se estima que el genoma de los cultivares de tomate
contiene alrededor de un 5% de la variacion genética total encontrada en sus parientes
silvestres (Miller & Tanksley 1990; Bai & Lindhout 2007). Con ello, a pesar de la gran
diversidad existente en color, forma y calidad de fruto, tipo de crecimiento y

morfologia de hoja, otros caracteres agrondmicos importantes como la resistencia a
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estreses bidticos y abidticos se fueron perdiendo gradualmente durante la

domesticacién (Schauer et al. 2005).

Las especies silvestres de tomate tienen una enorme diversidad genética (Rick
1978), al ser especies autoimcompatibles debido a la exercidn del estigma respecto al
cono estaminal y, en varias de dichas especies, a una barrera de autoincompatibilidad
genética de tipo gametofitico (Rick et al. 1979). La domesticacion de S. lycopersicum se
acompand por una transicion de estigma exerto a inserto desde una especie ya
autocompatible genéticamente como es S. pimpinellifolium, por lo que la polinizacién
cruzada derivd a una autogamia forzada y como resultado la mayoria de las variedades
cultivadas son esencialmente lineas puras (Foolad 2007). El escenario mas probable es
que el tomate cultivado no haya tenido intercambios genéticos con las especies
silvestres antes de 1940. Por entonces el renombrado genetista Dr. Charles M. Rick de
la Universidad de California, Davis, observé que los cruces entre especies silvestres y
cultivadas generaban toda una gama de nuevas variaciones genéticas en la
descendencia. Desde entonces la mejora genética desde especies silvestres por medio
de cruces interespecificos ha sido la clave para la incorporacion de caracteres
favorables que estaban ocultos en los germoplasmas exdticos de tomate (Bai &
Lindhout 2007).

Este objetivo ha hecho imprescindible la creacién y el mantenimiento de bancos de
germoplasma de tomate, asi como la descripcion, propagacion y distribucién del
material genético para facilitar los programas de mejora (Bai & Lindhout 2007). La
mayoria de los grandes bancos de germoplasma de tomate silvestre se encuentran en
Estados Unidos, necesario mencionar la Plant Genetic Resources Unit, en el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, Geneva, New York), y el
Charles Rick Tomato Genetic Resource Center (TGRC), en el Departamento de Cultivos
Horticolas de la Universidad de California (Davis, California). En Espafia el Instituto de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV-UPV), junto con el
banco de germoplasma de horticolas del Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragén (CITA) en Zaragoza, y el Centro de Recursos Fitogenéticos
(CRF) en Madrid, conservan el banco de tomate mdas completo de Europa. El banco de

germoplasma de nuestro centro, IHSM La Mayora, UMA-CSIC, también tiene una larga
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trayectoria de busqueda y mantenimiento de nuevas variedades de tomate, tanto
cultivado como silvestre, que presenten caracteres agrondmicos interesantes. De
hecho los materiales empleados en este trabajo de tesis se han originado desde un
programa de mejora para encontrar nuevas fuentes de resistencia frente a artrépodos,
y que partio de material genético proveniente de nuestro banco de germoplasma

(Fernandez-Mufioz et al. 2000).

I.4. Importancia del tomate.

El tomate es una de las hortalizas mds consumidas en el mundo y un producto
basico de la horticultura espafiola. En el aflo 2013 se cultivaron mas de 4,7 millones de
ha en todo el mundo, con una produccion total de mas de 163,9 millones de toneladas,
siendo China, India y Estados Unidos de América los principales paises productores.
Espafia se situd en el noveno lugar a escala mundial y el segundo tras Italia en el
ambito europeo, con mas de 3.5 millones de toneladas producidas, de las que casi el
25% se destina a la exportacion, siendo el mercado europeo el principal consumidor
(FAO 2013). El consumo de tomate fresco es elevado en la temporada de verano,
propicia para su cultivo, pero ademas se ha adaptado bien a condiciones de
invernadero durante el invierno, lo que permite disponer de tomate fresco en todas las
estaciones, por lo que el consumo se ha incrementado regularmente durante los
ultimos 20 anos (Causse et al. 2003). A ello se suma el alto consumo de productos de
tomate procesado en diferentes formatos (pelado, triturado, concentrado, frito,
kétchup). Esto hace que el tomate sea una parte importante de una dieta variada y
equilibrada en todo el mundo (Willcox et al. 2003), ya que a pesar de no liderar el
ranking de alimentos con valor nutricional, se puede afirmar que contribuye
significativamente a la ingesta diaria de antioxidantes como la vitamina C y los
carotenoides (licopeno, B-caroteno, luteina, entre otros), minerales, y compuestos
saludables (flavonoides, acido félico, etc.) (Tabla 1.2), ya que la gran cantidad de
tomate y productos derivados que se consumen conforman una matriz apropiada en la
gue estos nutrientes son suministrados en la dieta, ademas de presentar bajo nivel
caldrico y un contenido medio de fibra (Davies et al. 1981; Beecher 1998; Dorais et al.

2008).
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Tabla 1.2. Contenido medio de nutrientes en un tomate fresco, rojo maduro. Seleccién
tomada de Causse y colaboradores (2007).

Valor por 100g de Valor por 100g de
Nutriente porcidn Nutriente porcidn
comestible comestible
Azlcares totales 2.63g Yitamina C 12.7 mg
Sacarosa 0.00g Acido ascorbico total '
Glucosa 1.25¢g Folato total 15 ug
Fructosa 137¢g Vitamina A 833 Ul
Calcio 10 mg B-caroteno 449 pg
Magnesio 11 mg o-caroteno 101 pg
Fosforo 24 mg Licopeno 2573 ug
Potasio 237 mg Luteina + zeaxantina 123 ug

El procesado industrial del tomate puede afectar la biodisponibilidad de estos
nutrientes. En los productos de tomate procesado, la homogeneizacién, el calor y la
incorporacion de aceites llevan a un incremento de la biodisponibilidad de licopeno, a
la vez que algunos de estos procesos ocasionan una pérdida importante de otros
nutrientes importantes como la vitamina C. El contenido en nutrientes también se ve
afectado por la variedad y el estado de maduracién. La mayoria de estos nutrientes
pueden actuar de manera individual, o conjunta, en la proteccidn de las lipoproteinas y
las células vasculares de la oxidacién, que es la teoria mds ampliamente aceptada para
el origen de la aterosclerosis (Willcox et al. 2003). El licopeno es un carotenoide no
precursor de la vitamina A, pero es el antioxidante mds eficiente entre los
carotenoides por su actividad neutralizadora del singlete de oxigeno y de los radicales
perdxidos (Dorais et al. 2008), teniendo el doble de capacidad antioxidante que el B-
caroteno (Di Mascio et al. 1990). Numerosos estudios epidemiolégicos han
demostrado que una ingesta diaria de alimentos ricos en licopeno se relacionan con un
descenso en la incidencia de ciertos tipos de cancer, incluyendo el de prostata,
pulmdn, boca y colon, asi como de enfermedades coronarias, cataratas y en cierta
medida puede que la degeneracion macular (Willcox et al. 2003; Giovannucci 2002;
Giovannucci 1999; Gerster 1997). Por tanto, debido a que los tomates contienen varios
nutrientes asociados con efectos tedricos o probados y son ampliamente consumidos
durante todo el afio, deben ser tenidos en cuenta como un componente valioso de una

dieta cardioprotectora (Willcox et al. 2003).
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A la vez que su consumo se ha incrementado, se observa desde los afios 90 que
los consumidores tienden a quejarse del sabor del tomate (Hobson 1988; Bruhn et al.
1991; Ratanachinakorn et al. 1997), con frecuencia culpando a los cultivares modernos
de falta de sabor. Parece que en el proceso de mejora del cultivo, la busqueda de la
disponibilidad de tomate durante todo el afio, por un lado, y la tendencia de los
mejoradores hacia un fruto cada vez mas firme y de mayor vida poscosecha
empleando genes que alteran la maduracién normal del fruto, por otro, han

desembocado en esta situacion (Causse et al. 2010).

Il. MEJORA GENETICA DE LA CALIDAD DEL FRUTO DE TOMATE.

II.1. El concepto de calidad del fruto.

Los principales objetivos de los programas de mejora de tomate han sido alta
productividad, resistencia a enfermedades, uniformidad de tamafio y color de fruto,
adaptacion a condiciones de crecimiento especificas y la vida post-cosecha del fruto
(Causse et al. 2010; Baldwin et al. 1998). Se han conseguido con éxito cultivares e
hibridos resistentes, con tomates uniformes y atractivos, sin embargo estas nuevas
variedades presentan una calidad de sabor bastante reducida (Galiana-Balaguer et al.
2006). Siguiendo a Llacer et al. (2006), la calidad de un producto hortofruticola para el
consumidor esta relacionado con la:

- Calidad organoléptica o sensorial, aquella que capta el consumidor
directamente con sus sentidos, y se refiere al color, sabor, aroma, textura.

- Calidad nutricional, la que esta relacionada con la capacidad de los alimentos
de proporcionar todos los nutrientes que favorezcan una buena salud y eviten
la aparicion de enfermedades.

- Calidad sanitaria, que tiene en cuenta la presencia o ausencia de téxicos
naturales, contaminantes y/o microorganismos patégenos que puedan dar

lugar a una accion toxica.
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La calidad sensorial del fruto de tomate para consumo en fresco estd
relacionada con la apariencia visual (tamafio, forma y color), la textura (firmeza,
jugosidad) y atributos de sabor (Sinesio et al. 2010). La apariencia visual es un factor
critico en la eleccidn inicial del consumidor, sin embargo en las compras posteriores la
calidad interna del producto llega a ser el factor mas influyente (Maul et al. 1997). El
sabor es la impresion sensorial que causa un alimento u otra sustancia al comerlo, y es
un caracter complejo que depende de las cantidades y proporciones adecuadas de
determinados constituyentes, ya que viene determinado principalmente por
sensaciones quimicas detectadas por el gusto y el olfato. El mercado europeo de
productos frescos incrementa constantemente sus demandas de alimentos facilmente
distinguibles por criterios que reflejen calidad, por tanto, para satisfacer las
expectativas del consumidor, los mejoradores de tomate llevan trabajando en Ia
calidad sensorial como uno de sus mayores objetivos durante los Ultimos afios (Fulton
et al. 2002; Saliba-Colombani et al. 2001; Chaib et al. 2006; Causse et al. 2001; Zanor et
al. 2009; Causse et al. 2003; Sinesio et al. 2010; Causse et al. 2010), aunque la
naturaleza compleja de muchos de esos caracteres que componen la calidad y la falta
de criterios de seleccion efectivos hacen que sea una ardua tarea. Pero también es
crucial que los frutos carezcan de ciertos defectos como las fisiopatias que merman
considerablemente su calidad visual como el agrietado y los defectos de coloracién en

la maduracion como la estudiada en esta memoria conocida como “mancha solar”.

La calidad nutricional en el caso del tomate es un aspecto a destacar, tal y como
se ha detallado al hablar de la importancia del tomate, ya que con su consumo se
contribuye significativamente a la ingesta diaria de compuestos saludables como
vitaminas y antioxidantes, y numerosos estudios avalan la relacidn positiva de algunos
constituyentes del tomate con baja incidencia de diversas enfermedades. De hecho, el
enriquecimiento del tomate en compuestos saludables ha llegado a ser un objetivo
crucial para los mejoradores (Dorais et al. 2008) aunque los programas de mejora
genética para obtener productos con una alta calidad interna se asumen largos,

dificiles y muy laboriosos (Scott 2002).
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II.2. El proceso de mejora genética.

El primer paso en el proceso de mejora es estudiar la variacién natural que
existe para la calidad del fruto, ya sea calidad externa (aspecto visual) o interna
(composicién quimica), dentro de las diferentes especies y/o cultivares (Davies et al.
1981; Schauer et al. 2005; Spencer et al. 2005; Tikunov et al. 2005; Fernie et al. 2006;
Galiana-Balaguer et al. 2006), o bien empleando poblaciones segreantes como las
lineas recombinantes o de introgresion (Chaib et al. 2006; 2007; Schauer et al. 2006;
2008; Tieman et al. 2006; Hovav et al. 2007). Al hablar del origen y la domesticacién
del tomate se ha comentado el interés que despiertan las especies silvestres como
potenciales donadoras de caracteres que sean de interés para el tomate cultivado. El
segundo paso es, por tanto, la incorporacién de esos caracteres favorables,
provenientes de especies silvestres, en el tomate cultivado; disefiando un programa de

mejora basado en cruces interespecificos y posterior seleccion.

Hay varios ejemplos de la utilidad de alelos de especies silvestres para los que
se ha conseguido la introgresion con éxito. Entre los ejemplos estan hibridos
comerciales que contienen diferentes combinaciones de hasta 15 genes silvestres de
resistencia a enfermedades (Pan et al. 2000) y la introduccién de genes importantes de
S. pennellii que incrementan el contenido en sdlidos solubles (SSC) en un 15-25%
(Fridman et al. 2000) y los niveles de provitamina A (B-caroteno) en mas de 15 veces

(Ronen et al. 2000).

Los estudios de herencia de un cardcter, por medio de analisis clasicos de
disefio de un programa de cruces, se han hecho al principio sélo con algunos
caracteres, en particular SSC y acidez (Stevens 1986). Con la llegada de los marcadores
moleculares se hizo posible identificar las regiones gendmicas que controlan la
variacion del caracter, y que se denominaron Quantitative Trait Loci (QTL). De esta
manera se han abordado estudios de varios caracteres de calidad para tomate en
fresco en diferentes poblaciones, fruto de cruces, bien entre tomate tipo cherry y
tomate cultivado de fruto grande (Saliba-Colombani et al. 2001; Causse et al. 2001), o

bien interespecificos, entre el tomate cultivado y otras especies del complejo Solanum
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lycopersicum, como S. pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996; Chen et al. 1999; Zorzoli
et al. 2000; Rodriguez et al. 2006; Pratta et al. 2011) o S. neorickii (anteriormente L.
parviflorum) (Fulton et al. 2000) y S. cheesmaniae (Goldman et al. 1995); o incluso con
especies mas alejadas como S. pennellii (Eshed & Zamir 1995; Fridman et al. 2004).
Siguiendo otra estrategia de mejora, recientemente se ha generado la primera
poblacién de tomate que proviene de varios parentales donadores. Este tipo de
poblacion, denominada MAGIC por sus siglas en inglés Multiparent Advanced
Generation InterCross, ofrece una alternativa a las poblaciones tradicionales
empleadas en los estudios de ligamiento, incrementando la precisién del mapeo de
QTLs, ya que la poblacion se ha desarrollado cruzando 8 lineas fundadoras,
seleccionadas para incluir un amplio rango de diversidad genética (Pascual, Albert, et

al. 2015; Pascual, Desplat, et al. 2015).

Los resultados de estos estudios apuntan que la mayoria de estos caracteres
presentan herencia poligénica, de ahi la complejidad con la que siempre se les ha
descrito. Se han identificado varios QTL que controlan los niveles de azlcares, acidos
organicos o volatiles, caracteres estos relacionados con la calidad interna (Saliba-
Colombani et al. 2001; Causse et al. 2002; Schauer et al. 2008; Schauer et al. 2006;
Tieman et al. 2006); y también QTL que controlan los aspectos mas fisicos de la calidad
organoléptica (Lecomte et al. 2004; Chaib et al. 2007). El conocimiento de estos QTL ha
sido empleado para la seleccion de lineas en programas de mejora (Saliba-Colombani
et al. 2001; Causse et al. 2001; Causse et al. 2002; Lecomte et al. 2004; Fulton et al.
2000; Fulton et al. 2002).

I1.3. Seleccion del material vegetal.

La mejora de la calidad interna necesita parentales donadores equilibrados, con
altos contenidos en los constituyentes de la calidad de manera individual, para poder
desarrollar la estrategia de mejora en sus primeros pasos (Galiana-Balaguer et al.
2006). El tomate cultivado, S. lycopersicum, se puede cruzar con facilidad con otras
especies de Solanum, incluyendo S. pimpinellifolium, S. neorickii, S. habrochaites, S.

chmielewskii y S. pennellii, y con mas dificultad, requiriendo técnicas como el rescate
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de embriones, con el resto de las especies del grupo como las del complejo S.
peruvianum y S. chilense. Estas especies muestran un fenotipo muy diferente de S.
lycopersicum respecto al fruto, ya que todas producen frutos de mucho menor tamano
que los de las especies cultivadas, y sélo S. pimpinellifolium tiene fruto rojo (Schauer et
al. 2005), apareciendo por tanto como la mejor alternativa para iniciar proceso de
mejora. Entre las especies de Solanum, sélo S. lycopersicum se ha domesticado como
cultivo, aunque S. pimpinellifolium también se ha plantado a veces para consumo; sin
embargo, para la mayoria de la gente no presenta cualidades organolépticas
agradables (Rick 1978). Estudios de la variacion en la actividad antioxidante y en el
contenido en antioxidantes en varias entradas de ambas especies, determinaron que la
media de las entradas del grupo de S. pimpinellifolium era significativamente mas alta
para la actividad antioxidante y el contenido de licopeno, vitamina C, fenoles y otros
caracteres como el contenido en sdlidos solubles (SSC), sugiriendo que la introgresiéon
de alelos de S. pimpinellifolium podria tener potencial para la mejora del tomate
cultivado en estos caracteres (Hanson et al. 2004). Hace mas de 70 afios que se
determiné el alto contenido en vitamina C, licopeno, B-caroteno y SSC en S.
pimpinellifolium, respecto a S. lycopersicum (Lincoln et al. 1943), sin embargo estos
caracteres son poligénicos y la introgresién de genes que mejoren estos caracteres en

cultivares élite de tomate por mejora tradicional ha sido dificil (Hanson et al. 2004).

En el banco de germoplasma de La Mayora se contaba con una linea pura
silvestre de S. pimpinellifolium denominada TO-937, derivada por seleccion y fijacion
de la entrada PE-2, que posee numerosos caracteres de gran interés: la resistencia a
plagas como la arafia roja (Fernandez-Mufioz et al. 2000) conferida por la presencia en
sus hojas de un tipo especial de tricoma glandular (Fernandez-Mufioz et al. 2003);
determinadas caracteristicas relacionadas con la tolerancia a la salinidad vy la eficiencia
en el uso del agua (Gonzalez-Fernandez et al. 1995); y, por evaluaciones previas del
grupo de Mejora de la EELM, alto contenido en compuestos relacionados con la
calidad del fruto como acidos organicos, sélidos solubles y licopeno (no publicadas).
Los frutos de TO-937 son comestibles pero en catas sencillas realizadas por parte del

personal del centro, el fruto no se describe como agradable, ya que por su pequefio
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tamafio la proporcion de semillas es mucho mayor que la de pericarpo y su sabor es

muy acido.

Se disefié un programa de mejora que se inicid con la generacidon de una
poblacion de 169 lineas recombinantes consanguineas (partiendo de 185 plantas F5),
de tipo RIL (Recombinant Inbred Lines), desarrollada por el método del single seed
descent hasta llegar a la generacion Fg. Esta poblacion se desarrolldo a partir del
cruzamiento interespecifico de una variedad de tomate cultivado S. lycopersicum
“Moneymaker”, con la entrada de S. pimpinellifolium antes mencionada, TO-937, del
banco de germoplasma de la Estaciéon Experimental La Mayora. Cuando esta poblacién
alcanzo la generacion F; se empled como material vegetal de partida para el trabajo
que se describe en esta Memoria. En ese momento ya se habian desarrollado o
estaban en marcha en otros laboratorios algunos trabajos que generaron también
poblaciones RILs interespecificas (Goldman et al. 1995; Rodriguez et al. 2006), en las
gue se analizaba la herencia de algunos caracteres relacionados con la calidad, como el
peso del fruto o el contenido en sdlidos solubles, pero el nimero de caracteres
estudiados era muy bajo y por otra parte no prestaban atencion a la apariencia

externa, como la presencia de fisiopatias como la mancha solar.

De los aspectos que se refieren a la calidad del fruto se hablard con mas detalle
en el capitulo 1 de esta Memoria, ya que se presentan resultados del estudio de la
poblacién RIL obtenida, para caracteres que afectan a la calidad sensorial y nutricional

del fruto.

lll. MANCHA SOLARY CALIDAD DEL FRUTO DE TOMATE.

1. Descripcion de la fisiopatia de la mancha solar.

Una fisiopatia se define como un desorden fisioldgico que sufre la planta como
consecuencia de la carencia o el exceso de algun factor necesario para su desarrollo
normal, por ello también puede llamarse enfermedad no infecciosa o abidtica. El

exceso o defecto de algin nutriente, agua, temperatura o luz suelen encontrarse
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detrds de la mayoria de las fisiopatias, asi como valores extremos del pH del suelo. Se
caracterizan porque ocurren en ausencia de patégenos, por lo que no se transmiten de
una planta enferma a una sana, y pueden presentarse en cualquier estado fenolégico
del desarrollo. Son aquellas fisiopatias que afectan a la calidad del fruto las que
representan un mayor problema a su produccién y exportacion. En el fruto de tomate
se han descrito varias fisiopatias que afectan a la apariencia externa y en gran medida
a la calidad interna del fruto. Su aparicion merma la produccién y la calidad de los
frutos de tomate recolectados, provocando una pérdida en el valor comercial del fruto

y un deterioro en la imagen de este producto en los mercados internacionales.

En tomate es especialmente importante la fisiopatia conocida como mancha
solar. La mancha solar en tomate es una fisiopatia caracterizada por la aparicidon de
una zona amarilla de tamafio variable y mas o menos endurecida en la regién
peduncular del fruto, que se continda algunos milimetros en el interior del pericarpo y
que contrasta con el resto del fruto que presenta una apariencia de rojo maduro
normal (Picha 1987). Esta zona amarilla no sufre un retraso, sino una alteracién en el
desarrollo y la maduracion del fruto (Francis et al. 2000), y presenta bajo contenido en
carotenoides y otros compuestos (Darrigues et al. 2008), ademas de no ser agradable
para su consumo. A nivel comercial la presencia de mancha solar en los frutos degrada
la calidad del fruto completo, ya sea para consumo en fresco o procesado. En el
mercado genera un rechazo visual en el consumidor, que busca un alimento saludable.
En la industria de productos de tomate procesado, donde el color y el contenido en
sélidos solubles del producto final estdn entre los parametros mas importantes, se
emplea el color del fruto como un indicador de la madurez real del fruto, que segun
Young y col. (1993) es mas fiable que el nimero de dias post-antesis. La presencia en
los lotes de produccion de frutos con mancha solar podria enmascarar la calidad real

del fruto empleado como materia prima, empobreciendo la calidad del producto final.

Las causas por las que aparece la mancha solar no estan claras, pudiendo ser
nutricionales, ambientales y genéticas (Francis et al. 2000; Picha & Hall 1981).
Numerosos estudios establecen un factor nutricional en la aparicién de la mancha

solar, observandose una correlacién negativa entre el nivel de potasio en el suelo y el
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numero de frutos afectados y su severidad, ya sea en invernadero o en campo (Picha &
Hall 1981; Hartz et al. 1999; Hartz 2005; Trudel & Ozbun 1971). Entre los factores
ambientales se ha observado que la radiacién solar sobre el fruto verde esta implicada
en la aparicion posterior de la mancha en fruto rojo maduro, y asi, evitando la
exposicién a la radiacion solar se consigue impedir su aparicién (Ruiz-Rubio C. et al.
2006). Acerca de los factores genéticos, experimentos anteriores en la Estacidon
Experimental La Mayora-CSIC (EELM) han mostrado que la mancha solar parece tener
un caracter poligénico. El Unico gen conocido que parece estar relacionado con la
mancha solar es el gen u, de maduracion uniforme, responsable del fenotipo hombro
verde en los frutos inmaduros. Los genotipos de maduracion uniforme (u/u) tienden a
mostrar “yellow ring”; y la mancha solar tal y como se describe anteriormente se
encuentra normalmente en genotipos de maduracion no uniforme (U/U), que

presentan hombro verde durante el comienzo de la maduracién (Francis et al. 2000).

2. Seleccion del material vegetal.

Debido al caracter poligénico de la mancha solar, para su estudio se hace
necesario conseguir un material vegetal con pocas diferencias en su fondo genético,
pero a su vez contrastante para el caracter, de manera que las diferencias entre ese
material vegetal contrastante deben responder a diferencias genéticas directamente
relacionadas con la mancha solar. En el proceso de obtencién de la poblacién de las
lineas recombinantes se observé que varias lineas RIL presentaban mancha solar en los
frutos, a pesar de que los parentales no presentaban el caracter. Este hecho permitid
gue tras varias evaluaciones se seleccionaran dos plantas dentro de una misma RIL en
construccion, en la generacidn Fg, porque presentaban diferencias para el caracter de
mancha solar, a pesar de ser plantas hermanas. Desde entonces se realizaron 4
sucesos de siembra, autofecundacion, evaluacion y seleccién para definir y obtener
dos lineas que comparten gran parte de su fondo genético, pero que son diferentes

para el caracter mancha solar.

En los capitulos 2 y 3 de esta Memoria se detallarda cdmo estas lineas

contrastantes para mancha solar se han empleado para analizar el efecto de la
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radiacion solar en la aparicion de la mancha y para generar el primer modelo que
explicaria las bases genéticas de esta fisiopatia, mediante andlisis genéticos y

protedmicos.
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Objetivos

e Caracterizar fenotipicamente la poblacion RIL para caracteres de calidad
interna y externa y estimar parametros genéticos Utiles para su mejora.

e Localizar Quantitative Trait Loci (QTLs) de dichos caracteres en un mapa
genético de la poblacidn.

e Estudiar el efecto de la radiacidn solar y el estado fenoldgico en la aparicion de
la fisiopatia de la mancha solar del fruto.

e Plantear un modelo genético que explique la aparicion de mancha solar en el

fruto de tomate.
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Capitulo 1

CARACTERIZACION GENETICA DE CARACTERES RELACIONADOS CON LA
CALIDAD DEL FRUTO. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA CALIDAD DEL
FRUTO. OBTENCION DE LINEAS CONTRASTANTES

1.1. ANTECEDENTES

El primer paso para caracterizar los factores genéticos que afectan a caracteres
cuantitativos es mapearlos cuidadosamente. Taylor (1976) fue pionero en emplear el
uso de las Lineas Recombinantes Consanguineas (Recombinant Inbred Lines, RIL) para
cartografiar loci de caracteres cuantitativos, llamados QTLs (Quantitative Trait Loci), y
son poblaciones atractivas para esta tarea porque cada genotipo esta representado
por una linea consanguinea, en la que ya estan fijados los genes en homocigosis, en
vez de por un solo individuo, lo que permite obtener medidas de la variabilidad
fenotipica mds precisas, asi como la posibilidad de que cada genotipo se pueda evaluar
repetidamente en diferentes condiciones, ambientes o tiempos, permitiendo estimar
las interacciones genotipo x ambiente tan frecuentes para los caracteres cuantitativos;
por otro lado, la resolucion del mapa de ligamiento que se obtiene serd mayor dadas
las multiples rondas de meiosis que se producen hasta que se obtiene la homocigosis

en la poblacién (Burr & Burr 1991). Ademas en el conjunto de las lineas RIL se
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encuentra representado en igual proporcién el genoma de los dos parentales de
partida, siendo cada una de las lineas una combinacion uUnica de los genes de los
parentales, lo que permite el estudio de caracteres en cuya genética interviene la

epistasia (Paran et al. 1995).

Existen multiples estudios que han analizado QTLs para calidad de fruto y
algunos caracteres vegetativos, empleando poblaciones F, (Paterson et al. 1991) o bien
poblaciones obtenidas con diferentes grados de retrocruzamientos (Paterson et al.
1988; Grandillo & Tanksley 1996; Tanksley et al. 1996; Chen et al. 1999). Otros han
empleado lineas RIL para detectar QTLs, ya que una poblacién RIL es mds eficiente que
una poblacion F, porque se necesitan menos individuos para detectar ligamientos de la
misma magnitud entre un marcador y un QTL (Simpson 1989). Se han generado
poblaciones RIL desde cruces entre el tomate cultivado y varias especies de Solanum
para analizar las bases genéticas de caracteres cuantitativos. Entre otros, Goldman
(1995) empled S. cheesmaniae para detectar QTLs para peso del fruto (FW), sdlidos
solubles (SSC) y peso de la semilla; Causse y Saliba-Colombani (Saliba-Colombani et al.
2001; Causse et al. 2001) recurrieron a una variedad cerasiforme de tomate para
detectar QTLs de varios caracteres de calidad de fruto y sensorial; y Rodriguez y Pratta
(Rodriguez et al. 2006; Pratta et al. 2011) utilizaron una entrada silvestre de S.
pimpinellifolium para detectar QTLs relacionados con el peso y la vida post-cosecha del

fruto.

Como se ha comentado en la introduccidn general, la poblacién empleada en
este trabajo son lineas RIL que provienen del cruzamiento de una variedad de tomate
cultivado S. lycopersicum “Moneymaker”, con la entrada de S. pimpinellifolium TO-937,
parentales que presentan valores muy dispares para caracteres externos del fruto, asi
como para el contenido de compuestos relacionados con la calidad interna del fruto.
Debido a estas diferencias, se espera que los caracteres estudiados presenten un rango
amplio de variabilidad en las lineas RIL, lo que nos permitird la caracterizacidon genética

de esos caracteres.
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Los objetivos del capitulo 1 son fenotipar la poblacién RIL, los parentales y el
hibrido para una serie de caracteres seleccionados y desarrollar un mapa de ligamiento
saturado, con el fin de determinar el tipo de herencia que presentan esos caracteres,
valorar el grado de afectacién por los factores ambientales, desvelar las correlaciones
fenotipicas y genéticas que se establecen entre ellos, estimar la heredabilidad asociada
a cada cardcter vy, finalmente, con esta informacidon ser capaces de detectar QTLs

asociados a los caracteres analizados en este trabajo.

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Material vegetal

El trabajo se inicié con el material vegetal de los pasos finales de la obtencidn
de una poblacién de 169 lineas RIL desarrollada por el método del single seed descent
(SSD) hasta llegar a la generacién Fg, a partir del cruzamiento interespecifico de una
variedad de tomate cultivado Solanum lycopersicum cv. “Moneymaker”, con una
entrada de S. pimpinellifolium, TO-937, del banco de germoplasma de la entonces

Estacidon Experimental La Mayora — CSIC, hoy IHSM UMA-CSIC.

1.2.2. Diseiio experimental

La organizacién del cultivo de las plantas se inicia a finales de febrero con la
preparacion de los semilleros y la siembra de las semillas del conjunto de las lineas
RILs. También se realiza la siembra de semillas de otro conjunto de las lineas RIL
llamadas R, que se han generado en paralelo a las principales para tener posibilidad de
reposicién en el caso de pérdida de alguna linea, por fallo en la germinacién o
fructificaciéon, de forma que la linea perdida se reponga con la linea R descendiente de
la misma planta F, de la que provenia la perdida. Al llegar a la generacién Fg se
evaluaron las lineas principales y se hizo necesario tomar 8 lineas R para completar el
juego completo de RlLs. Desde la generacién Fg solo se trabaja con el conjunto
principal de semillas, incluyendo esas 8 lineas R, que desde ese momento se

consideran también principales. Como norma general en el proceso de SSD, para

39



Genética de la fisiopatia de la mancha solar del fruto de tomate

obtener las semillas de la siguiente generacién se usaba la planta 1 de la linea de
cultivo de cada familia, o en casos de pérdida o clara desviacién del tipo, se empleaba
la siguiente planta en el orden de la linea de goteros. En todo el proceso se tenia
cuidado en no realizar seleccién de plantas por mejor apariencia o cualquier otro
caracter, de forma que las 3 plantas que iban al invernadero también habian sido las 3

plantas primeras en el orden la bandeja de semillero.

Para los experimentos de este capitulo, se germinaron semillas de cada familia
o linea en un invernadero de vidrio en febrero y a los 40 dias se trasplantaron las
plantulas de cada linea en un invernadero de polietileno, en suelo enarenado, con
fertirrigacién por lineas de goteros como en la practica de cultivo comercial. Dentro del
invernadero la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la temperatura y la humedad
relativa fueron registradas en continuo con una estacién meteoroldgica (Meteodata-

256, Geodnica, Madrid, Espafia).

El disefio experimental para llevar a cabo el analisis de los caracteres, que estan
detallados en profundidad en el siguiente apartado, se planificd en 2 temporadas
estivales consecutivas, cada una con un objetivo diferente. Los caracteres de calidad

interna del fruto se midieron en las dos temporadas siguiendo el siguiente esquema:

Temporada 1: Se sembraron semillas de cada una de 169 familias Fs.7 de las que
se trasplantaron 3 plantas al invernadero. De ellas, se seleccioné como planta
fundadora de las RILs, siempre que fue posible, la primera planta de las 3
cultivadas, salvo pérdida, en cuyo caso se selecciond la segunda o, si no, la
tercera planta. En esta planta F; elegida se tomaron frutos de 3 racimos
diferentes por separado, en principio los racimos 3, 5y 7, cuando la produccion
de la planta asi lo permitid, en estado de rojo maduro. De esta forma se podra
realizar una primera caracterizacion de la linea respecto a los caracteres de
calidad interna con la planta fundadora; y en los casos en que se pudo tomar
muestras de diferentes racimos, se podrd analizar si existen diferencias en los

caracteres debidas a las diferencias ambientales en las que se desarrollan los
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racimos. De los frutos analizados de la planta F; elegida se extrajeron las

semillas de familias F;.s que constituyen ya la poblacidn RIL final.

Temporada 2: Se trasplantaron un maximo de 7 plantas por familia F;5 de las
que se seleccionaron las 5 primeras que hubiera en la fila para prealizar un
estudio de la variabilidad intralinea y poder estimar parametros genéticos. En
cada planta por separado se tomaron frutos para una muestra representativa
de la planta, siendo estos frutos de los racimos 3 al 5, salvo contadas
excepciones. Los caracteres vegetativos, de la inflorescencia y del exterior del

fruto al completo, se midieron sélo en esta segunda temporada.

El disefio experimental mostrado arriba contempla que se obtengan 3 muestras
por racimo estudiado. Estas 3 muestras se corresponden con 3 viales, cada uno
conteniendo el pericarpo de un fruto diferente. Este disefio se pudo mantener en las
lineas con un tamano de fruto intermedio, en las que el pericarpo de un solo fruto
pesaba minimo 4-5 g. En los casos de frutos mas pequeios se unificd el pericarpo de
varios frutillos en un vial hasta que alcanzé el peso minimo. Para frutos muy grandes,
como el del parental “Moneymaker”, que no pueden ir enteros en el vial, se cortaron
también por el ecuador y se vaciaron, pero la muestra se tomd cortando en uno y otro
hemisferio un meridiano que pasé por el tabique central y que era representativo del

fruto completo. El protocolo para preparar cada muestra siguio los siguientes pasos:

a. Lavado y secado de los frutos seleccionados.

b. Medida de caracteres externos cuantificables (color, peso...)

c. Anotacion del resto de caracteres externos.

d. Corte por plano ecuatorial y anotacién de los caracteres correspondientes.
e. Retirada de mucilago y columela, dejando el tabique interlocular.

f. Medida del peso del pericarpo.

g. Distribucién de los pericarpos en los viales para su congelacion y su andlisis

posterior.
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1.2.3. Medida de los caracteres de calidad de fruto y planta

Dada la singularidad de la poblaciéon RIL descrita, en la que se puede observar a
simple vista gran variabilidad a nivel de planta y exterior del fruto entre las 169 lineas
(Figura 1.1), en este trabajo se han evaluado no sélo los caracteres que afectan
directamente a la calidad del fruto, sino que se ha tenido en cuenta ademas una serie
de caracteres de otro tipo que han permitido conocer y evaluar la poblacién RIL en
varios aspectos. Ademas se ha evaluado la presencia de mancha solar u hombro
amarillo de los frutos (YSD, Yellow Shoulder Disorder) (Picha 1987), fisiopatia para la
que la poblacion presenta gran variabilidad. Esta fisiopatia no aparece en ninguno de
los dos parentales ni en el hibrido F;, pero si en varias de las lineas RIL, por lo que se le
dedica mayor atenciéon en los siguientes capitulos. A continuacidon se detallan los

caracteres seleccionados para su analisis en la poblacion.

| ? it TR > TR TR e

Figura 1.1. Representacion de la variabilidad encontrada en las
lineas RILs. A: Variabilidad externa de los frutos de las RILs.
Frutos de los parentales (arriba izquierda y derecha), el hibrido
(arriba centro) y varias lineas RILs (debajo). B y C: Variabilidad en
el grado de exercidn del estilo. Detalle de una flor con estilo muy
exerto, grado 4 (B). Detalle de una flor con estilo poco exerto,
grado 3 (C).

1.2.3.1. Caracteres Vegetativos

La observacién y cuantificacién de los caracteres morfolégicos de la parte
vegetativa de las plantas RIL se realiza cuando los frutos de los racimos 2 y 3 estdn

maduros. Los caracteres se observan en 3 plantas por RIL y se calcula el valor medio. A
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continuacion se presenta una tabla resumen; los detalles de los caracteres observados

se explican en el anexo 1.1.

Caracteres Vegetativos

Color del hipocétilo

Tipo de crecimiento

Longitud de la planta

Diametro del tallo

Pubescencia de tallos y hojas
Distancia entre racimos

Numero de hojas entre racimos
Distancia entre hojas

Numero de hojas hasta primer racimo
Densidad del follaje

Inclinacién de la hoja

Grado de divisidn de la hoja

Borde del foliolo

Posicion de los foliolos en los 2 extremos de la hoja
Giro del follaje

Tamafio de foliolo diferente

Insercion del foliolo

Rizado del foliolo

1.2.3.2. Caracteres de la inflorescencia

La observacion y cuantificacion de los caracteres morfolégicos de la
inflorescencia de las plantas RIL se realiza cuando el tercer fruto de los racimos 2 y 3
estd maduro. Los caracteres se observan en 3 plantas por RIL. A continuacion se
presenta una tabla resumen; los detalles de los caracteres observados se explican en el

anexo 1.2.
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Caracteres de la inflorescencia

Tipo de inflorescencia

Numero de flores por inflorescencia
Presencia de tallo tras el racimo

Color de la corola

Fusion de la corola

Angulo de apertura-exposicién de la flor
Tamaiio relativo de la flor

Posicidn del estilo

Dehiscencia de la antera

1.2.3.3. Caracteres del fruto

La observacién y cuantificacion de los caracteres morfoldgicos del fruto de las
plantas RIL se realiza cuando el tercer fruto de los racimos 2 y 3 esta maduro. Los
caracteres se observan en 5-6 plantas por RIL. Los caracteres de fruto verde se miden
en un fruto por cada planta. El resto de los caracteres, de fruto rojo maduro, se
observan en los mismos frutos recogidos para el estudio de los caracteres de calidad
interna. A continuacidn se presenta una tabla resumen; los detalles de los caracteres

observados se explican en el anexo 1.3.

Caracteres del fruto

Color del fruto verde

Rayas verdes en el fruto
Intensidad de hombros verdes
Pubescencia del fruto verde
Peso

Peso pericarpo

% Peso pericarpo

Diametro ecuatorial
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Diametro polar

Forma

Color del fruto rojo

Mancha solar

Brillo

Forma del hombro

Forma de la seccidn polar
Forma de la zona apical
Agrietado

Pilosidad

Grosor del pericarpo en seccién ecuatorial
Color interno del pericarpo
Forma de la seccidn ecuatorial

Numero de loculos y simetria

1.2.3.4. Caracteres de calidad interna del fruto

El analisis de los caracteres de calidad interna del fruto de las plantas RIL se
realiza en frutos rojo maduro. A continuacidon se presenta una tabla resumen; los

detalles de los caracteres analizados se explican en el anexo 1.4.

Caracteres de calidad interna
Sélidos Solubles

Acidez Titulable

Licopeno

B-caroteno

% Licopeno

Glucosa

Fructosa

Sacarosa
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1.2.4. Analisis de los datos

Para realizar los analisis estadisticos de los datos obtenidos se han empleado
varios métodos que se detallan a continuacion en el apartado de Resultados. Se ha
utilizado el paquete estadistico SPSS 22.0 (IBM Corp. 2013) para los diferentes analisis
basados en el analisis de la varianza. Cuando la naturaleza de los datos lo requeria,
algunas variables fueron transformadas previamente al analisis con el objetivo de
normalizar los datos para homogeneizar las varianzas de los diferentes caracteres
evaluados. Algunas variables fueron Log-transformadas (log(x+1)) y a las variables de

tipo porcentual se les aplicd el arcoseno de la raiz del % dividido entre 100.

1.2.4.1. Evaluacion del efecto ambiental durante la misma temporada

Con el objetivo de determinar si existen diferencias entre los frutos recogidos
en diferentes cosechas durante la misma temporada, que serian debidas a la diferencia
de condiciones ambientales que se suceden durante toda una temporada de cultivo, se
realizdé un Analisis de la Varianza (ANOVA) entre los datos de los caracteres de fruto

que se recogieron en dos momentos de la campaiia.

1.2.4.2. Estima de las heredabilidades de los caracteres analizados en la

poblacién RIL

La variacion observada entre los individuos se puede deber a factores genéticos
y/o ambientales. La heredabilidad de un caracter es la proporcidon de la variacidn
fenotipica en una poblacién que se atribuye a la variacién genotipica entre individuos.
Los andlisis de heredabilidad estiman las contribuciones relativas de los factores
genéticos y no genéticos a la varianza fenotipica total en una poblacion. La
heredabilidad en sentido amplio (H) se define como el cociente entre la varianza

genética aditiva (o alélica) y la varianza fenotipica, siguiendo la férmula:

Ve

H=—2% _
Ve + Vi)
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donde V; es la varianza genotipica y Vg es la varianza ambiental.

La heredabilidad en sentido amplio (H) refleja todas las contribuciones
genéticas posibles a la varianza fenotipica de una poblacion. Se incluyen los efectos
debidos a la variacidn alélica (varianza aditiva), variacion por dominancia y de accion

epistatica (interacciones multi-génicas), asi como efectos materno y paterno.

La heredabilidad en sentido estricto (h%) s6lo tiene en cuenta, de entre los
factores genéticos, la varianza aditiva (Falconer & Mackay 2001). Para el caso
particular de las poblaciones RIL, en las que Unicamente hay genotipos homocigotos,
su estima se puede calcular con la siguiente férmula (Strom 1999), basada en que en

las RILs en cada locus hay dos copias del mismo alelo en homocigosis:

h? = _a¥e

y cuantifica sélo la porcion de la variacion fenotipica que es “aditiva’ (alélica) por

naturaleza (Falconer & Mackay 2001).

El valor de la heredabilidad de un caracter determinado se refiere a una
poblacién y unas condiciones ambientales concretas. Los valores que pudieran
calcularse en otras poblaciones o estructura poblacional serdn mds o menos parecidos,
dependiendo del grado de semejanza de la estructura poblacional y de las

caracteristicas del medio (Falconer & Mackay 2001).

1.2.4.3. Relacidn entre los caracteres analizados en la poblacion RIL

Para conocer las relaciones que se establecen entre los diferentes caracteres
evaluados en la poblacion RIL es necesario observar si existe correlacion entre ellos, y
distinguir las causas de correlacion entre caracteres, que pueden ser genéticas y
ambientales. La causa genética de la correlacién es principalmente la pleiotropia,

aungue el ligamiento también causa correlaciones transitorias, particularmente en
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poblaciones derivadas de cruces entre lineas divergentes. La pleiotropia es la
propiedad de un gen de afectar a dos o mas caracteres, de forma que si el gen esta
segregando provoca que los caracteres afectados varien simultaneamente. La
magnitud de la correlacién inducida por la pleiotropia expresa en qué medida los dos
caracteres estan influidos por los mismos genes, pero la correlacién que resulta de la
pleiotropia indica el efecto conjunto o neto de todos los genes segregantes que
afectan a ambos caracteres. El ambiente es también una causa de correlacién (por
colinealidad) en tanto que los dos caracteres estén influenciados por las mismas

diferencias en las condiciones ambientales.

La asociaciéon entre dos caracteres que puede observarse directamente es la
correlacién de los valores fenotipicos o correlacion fenotipica, que se determina por
las medidas de los caracteres en la poblacion de individuos (Falconer & Mackay 2001).
Para establecer una relacién existente entre los caracteres evaluados en la poblacién
RIL se estimaron los coeficientes de correlacidén fenotipica (rp) a partir del calculo del
coeficiente de correlacion Rho de Spearman que es adecuando no sélo para variables
paramétricas (como el coeficiente producto-momento r de Pearson), sino también

para variables no paramétricas como muchas de las aqui estudiadas..

La correlacion genética es una estima del control genético que comparten dos
caracteres, es decir, se estima si existe y cudnto mide el efecto pleiotrépico entre ellos.
La correlacion genética (rg) entre dos caracteres x e y se calcula mediante la siguiente
formula:

Covy,,

(0 - 5)

e =

siendo Covy, la covarianza entre los dos caracteres, y o’ la varianza genotipica de cada
uno de los caracteres x e y. Para realizar el andlisis de |la covarianza es necesario
descomponer las covarianzas debidas a los efectos genéticos y las debidas al error

(Falconer & Mackay 2001).
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La correlacion ambiental entre dos caracteres no es estrictamente la
correlacién entre las desviaciones ambientales, sino la correlacién de éstas junto con
las desviaciones genéticas no aditivas. La correlacion ambiental (rg) entre dos
caracteres x e y se calculd a partir de la siguiente formula, tras haber calculado las

heredabilidades, la correlacién fenotipica (rp) y la correlacién genética (rg):
rp = hyhyrs + /(1 —hZ) - ’(1 —h3)-1g

1.2.4.4. Analisis de QTLs

El andlisis de localizacion de QTLs se llevé a cabo en la poblacion RIL con los
datos cuantitativos correspondientes a todos los caracteres analizados. Los
marcadores moleculares cartografiados en esta poblacidn, necesarios para el analisis e
identificacion de QTLs, formaban un mapa de ligamiento de la poblacién RIL
compuesto por 4885 marcadores con, légicamente, una gran saturacion en cada unpo
de los 12 cromosomas de la especie. En el mapa las distancias genéticas estan
expresadas segun la funcidon de Kosambi. El mapa estaba formado en su mayoria por
marcadores SNP, genotipados por medio del array Infinium 7600 tomato SNP

desarrollado a partir del proyecto SolCap, USDA (http://solcap.msu.edu/),

cartografiado que se realizé mediante un proyecto de investigacion conjunto entre
nuestro grupo del IHSM la Mayora y el grupo de los Drs Granell y Monforte del IBMCP
UPV-CSIC de Valencia. Los valores medios de los caracteres de calidad de fruto
obtenidos de la poblacién RIL se emplearon para el analisis de localizaciéon de QTLs en
el mapa de ligamiento, aplicando el programa MapQTL v5.0 (Van Ooijen 2004),
empleando dos métodos paramétricos: el método de mapeo de intervalos o Interval
Mapping (IM) y el modelo de multiples QTLs o Multiple QTL Mapping (MQM). En
primer lugar, se realizdé un analisis de los datos segun el método IM para determinar
los QTLs de mayor efecto y su LOD asociado (del inglés Log of the odds, Logaritmo
decimal del cociente de verosimilitudes). El valor umbral de significacion de LOD se
calculé mediante el Test de Permutacién en el que los datos de la variable cuantitativa

se permutan entre todos los individuos de la progenie y se determina la distribucion de
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frecuencias de valores LOD de forma aleatoria. Se utilizé un nivel de significacién de
0.001 y un numero de 1000 permutaciones. Posteriormente se realizé un segundo
analisis segun el método MQM escogiendo como cofactor el marcador mas préximo
cercano a la regién del QTL y que presentd un valor de LOD mas alto en los mapeos
anteriores. Cuando habia duda de qué marcador elegir como cofactor para el QTL, se
empled el comando Automatic Cofactor Selection de MapQTL. Con este proceso de
analisis se consigue estimar, ademds de la localizacién del QTL en el mapa de
ligamiento de la poblacidn, el efecto aditivo y el porcentaje de varianza explicada por
cada QTL, asi como el total de la varianza explicada por todos los QTLs significativos

asociados al caracter.

1.3. RESULTADOS

1.3.1. Herencia de los caracteres analizados

Los datos obtenidos del andlisis de los caracteres en las RlLs se expresaron
graficamente en histogramas, de manera que la distribucién de frecuencias de los
valores medios obtenidos en las RILs respecto a cada caracter nos ayude a determinar
el comportamiento y la forma de herencia de dicho caracter. La distribucion de los
valores de la poblacidn RIL se denomina normal cuando presenta forma de campana
de Gauss; en algunos caracteres se debe modificar la expresion aplicando logaritmo en
base 10 para poder representarlos y que la variable se distribuya normalmente. La
distribucién no siempre es normal, sino que en algunos casos puede estar sesgada
hacia uno de los dos extremos, representados por los parentales. En el caso en el que
existan RILs que superen los valores establecidos por los parentales se habla de
herencia transgresiva. Este fendmeno estd bien descrito y se explica por la aparicién de
combinaciones genéticas en la descendencia que no se encontraban en los parentales,
pero que durante el proceso de obtencién de las RILs se han creado debido a los
eventos de recombinacion de los genomas de los parentales en la descendencia. Estas
RILs suponen un material de partida muy interesante para la obtencion de lineas
contrastantes para el estudio de ciertos caracteres. Por ejemplo, se han seleccionado

parejas de lineas hermanas contrastantes para el caracter mancha solar, como
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material vegetal de estudio de esta fisiopatia, cuyo proceso de obtencién se detalla en

el capitulo 2.

En los histogramas se ha situado de manera grafica los valores de ambos
parentales y del hibrido F; mediante flechas (Figura 1.2). La posicién del valor del
hibrido respecto a los valores de ambos parentales también nos permite conocer el
tipo de herencia de los caracteres. La herencia intermedia se caracteriza porque el
valor del hibrido se sitla en valores intermedios entre los valores de los parentales. En
otros casos el valor del hibrido puede encontrarse mas cerca del valor de un parental
que del otro, por lo que se denomina dominancia parcial hacia uno de los parentales.
Como ocurria con la poblacién RIL, si el valor del hibrido se sitla por encima del valor
del parental que presenta el valor mas alto para ese caracter o bien por debajo del
valor del parental que presenta el valor mas bajo para ese caracter, estamos en
presencia de sobredominancia. La observacion de los histogramas muestra que los
caracteres analizados presentan herencia de diferentes tipos, como se detalla en la

Tabla 1.1:

Tabla 1.1. Tipo de herencia encontrada en los caracteres analizados. La columna central
describe la herencia del hibrido respecto a los parentales. La columna a la derecha describe el
comportamiento de la poblacién RIL en su conjunto respecto a los parentales. lyc: S.
lycopersicum cv. “Moneymaker”; pim: S. pimpinellifolium acc. TO-937.

Caracteres analizados Relacién parentales-hibrido | Distribucion en la poblaciéon RIL

Sobredominancia hacia el .
Normal, algo sesgada hacia el

Longitud de la planta arental de mayor valor
& P P . y parental de menor valor (lyc)
(pim)
Dominancia parcial hacia el Normal y transgresiva en ambos

Didmetro del tallo .
parental de mayor valor (lyc) | sentidos

Sesgada hacia el parental de
mayor valor (lyc) , pero
transgresiva en ambos sentidos

Numero de hojas hasta Sobredominancia hacia el
racimo 1 parental de mayor valor (lyc)

Sesgada hacia el parental de
mayor valor (lyc) , pero
transgresiva en ambos sentidos

Numero de hojas entre los | Sobredominancia hacia el
racimos 1y 2* parental de mayor valor (lyc)

Normal y transgresiva en ambos

Distancia entre hojas* Herencia intermedia .
sentidos
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Caracteres analizados

Relacidn parentales-hibrido

Distribucion en la poblacion RIL

Distancia entre racimos 1y
2*

Herencia intermedia

Normal y transgresiva en ambos
sentidos

Numero de flores en
racimo 2*

Sobredominancia hacia el
parental de mayor valor

(pim)

Sesgada hacia el parental de
mayor valor (pim) , pero
transgresiva en ambos sentidos

Numero de flores en
racimo 6*

Sobredominancia hacia el
parental de mayor valor

(pim)

Normal y transgresiva en ambos
sentidos

Peso*

Herencia intermedia

Normal, algo sesgada hacia el
parental de menor valor (pim)

Peso pericarpo*

Herencia intermedia

Normal, algo sesgada hacia el
parental de menor valor (pim)

% Peso Pericarpo**

Dominancia parcial hacia el
parental de mayor valor (lyc)

Normal, pero transgresiva, mayor
que el parental de mayor valor

(lyc)

Didmetro ecuatorial (D.Ec.)

Dominancia parcial hacia el
parental de menor valor

(pim)

Normal, algo sesgada hacia el
parental de menor valor (pim)

Didmetro polar (D.Po.)

Dominancia parcial hacia el
parental de menor valor

(pim)

Normal, algo sesgada hacia el
parental de menor valor (pim)

Forma (D.Ec./D.Po.)

Dominancia parcial hacia el
parental de menor valor

(pim)

Normal, pero transgresiva,
menor que el parental de menor
valor (pim)

Grosor del pericarpo en
seccion ecuatorial

Dominancia parcial hacia el
parental de menor valor

(pim)

Normal, algo sesgada hacia el
parental de menor valor (pim)

indice de Mancha solar
(YSD index)

Sobredominancia hacia el
parental de menor valor

(pim)

Sesgada hacia el parental de
menor valor (pim) , pero
transgresiva, mayor que el
parental de mayor valor (lyc)

Parametro L* del color del
fruto rojo, zonas 1 a 4.

Dominancia parcial hacia el
parental de menor valor
(pim), siendo algo
transgresiva en la zona 1

Sesgada hacia el parental de
menor valor (pim), pero
transgresiva en ambos sentidos

Parametro H* del color del
fruto rojo, zonas 1 a 4.

Herencia intermedia

Sesgada hacia el parental de
menor valor (pim) , pero
transgresiva en ambos sentidos

Solidos Solubles

Herencia intermedia

Normal, algo transgresiva en
ambos sentidos

Acidez Titulable*

Herencia intermedia

Sesgada y transgresiva hacia el
parental de menor valor (lyc)
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Caracteres analizados

Relacidn parentales-hibrido

Distribucion en la poblacion RIL

Licopeno*

Herencia intermedia

Sesgada y transgresiva hacia el
parental de menor valor (lyc)

B-caroteno*

Herencia intermedia

Sesgada y transgresiva hacia el
parental de menor valor (lyc)

% Licopeno**

No hay diferencia entre
parentales ni F;

Sesgada hacia valores mas altos

Sobredominancia hacia el

Sesgada y transgresiva hacia el

Glucosa*™ arental de mayor valor
?pim) ¥ parental de menor valor (lyc)
Sobredominancia hacia el . .
" Sesgada y transgresiva hacia el
Fructosa parental de mayor valor

(pim)

parental de menor valor (lyc)

Ratio Fructosa/Glucosa

Sobredominancia hacia el
parental de menor valor

(pim)

Sesgada y transgresiva hacia el
parental de mayor valor (lyc)

*Representado como logaritmo en base 10.

** Representado como el arcoseno de la raiz del % dividido entre 100.
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<«— Figura 1.2. Distribucién de frecuencias de valores medios de los caracteres analizados en las
RILs derivadas de S. lycopersicum cv. “Moneymaker” x S. pimpinellifolium acc. TO-937. Se
muestran los valores de media y desviacién tipica de la distribucién. Las flechas indican los
valores medios de los parentales y el hibrido (linea continua: S. lycopersicum cv.
“Moneymaker”; linea discontinua S. pimpinellifolium acc. TO-937; linea de puntos: S.
lycopersicum cv. “Moneymaker” x S. pimpinellifolium acc. TO-937).

1.3.2. Evaluacidn del efecto ambiental durante la misma temporada.

La primera cosecha se realiza del racimo 3 y se compara con los datos de los
frutos del racimo 7, cosechados de media 18.5 dias mas tarde, en 53 de las RILs que asi
lo permitieron por su produccién de frutos. Se encontraron diferencias significativas
segun la época de cosecha en varios de los caracteres analizados con un nivel de
significacion del 95%. Los caracteres afectados son parametros de calidad externa
diferentes como peso, diametros, variables de color de fruto en espacio de color
CIELab entre otros, pero en ningun caso se encontraron diferencias significativas entre

racimos en parametros de calidad interna (Figura 1.3).

I Facimo 3 40 4

I Facimo 7

30

20 A

M a ) ) e B 5] B By
o) @ ] i o e ‘{c‘.-:ﬂ) &k e s Y Cr =y =S G =% G-
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N ﬁ? ¢ @ ® a j‘ L %“\@‘ﬁ\ \‘\6@1‘ ‘{‘:‘:ﬂj“\ 0_@ 0?
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Figura 1.3. Valores medios de los caracteres de fruto que presentaron diferencias significativas al 95% entre
el racimo 3 y el racimo 7 en las 53 RILs analizadas para ambos racimos. LogPeso: Peso del fruto log-
transformado. Forma: D.Ec/D.Po. LogP_Peric: Peso del pericarpo log-transformado. Simétricos: Grado de
simetria entre los loculos. L, C, a: Parametros de color (anexo 1.5.).

1.3.3. Heredabilidad de los caracteres analizados en la poblacién RIL

La heredabilidad de los caracteres evaluados en la poblacién RIL, estimada
mediante los componentes de la varianza, se muestran en la Tabla 1.2. Los valores de

heredabilidad en sentido estricto (h°) estimados han sido variables debido a la
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diversidad de caracteres analizados, pero la mayoria han sido de moderados a altos.

Estos datos evidencian el componente genético de

la mayoria de los caracteres

analizados (algunos de ellos son caracteres empleados en caracterizacidon primaria de

germoplasma) y confirman la aptitud del diseno experimental para estos cdlculos, en

los que se emplearon de 3 a 5 plantas por RIL para su estimacion.

Tabla 1.2. Estimacion de la heredabilidad en sentido amplio (H) y debida a efectos aditivos (h?).

Se muestran ademas los valores para la varianza genotipica (

=) v la varianza debida al error (V).

Caracter Vs Ve H I

Color del hipocdtilo 0.130 0.000 1.00 1.00
Tipo de crecimiento 0.031 0.002 0.94 0.89
Longitud de la planta 0.081 0.034 0.70 0.54
Didmetro del tallo 3.502 1.434 0.71 0.55
Pubescencia de tallos y hojas 0.522 0.059 0.90 0.82
Distancia entre racimos* 0.011 0.012 0.49 0.32
Numero de hojas entre racimos* 0.008 0.012 0.39 0.24
Distancia entre hojas* 0.023 0.026 0.48 0.31
Numero de hojas hasta primer racimo 2.243 1.375 0.62 0.45
Densidad del follaje 0.341 0.036 0.91 0.83
Inclinacién de la hoja 0.782 0.010 0.99 0.98
Grado de divisidn de la hoja 0.169 0.000 1.00 1.00
Borde del foliolo 0.549 0.002 1.00 0.99
Giro del primer foliolo 0.407 0.000 1.00 1.00
Giro del dltimo foliolo 0.361 0.008 0.98 0.96
Giro del follaje 0.067 0.039 0.63 0.46
Insercién del foliolo 0.026 0.030 0.47 0.31
Rizado del foliolo 0.056 0.002 0.97 0.93
Hoja convoluta 0.085 0.000 1.00 1.00
Tipo de inflorescencia 0.058 0.129 0.31 0.18
Numero de flores en racimo 2* 0.020 0.027 0.43 0.27
Numero de flores en racimo 6* 0.061 0.056 0.52 0.35
Presencia de tallo tras el racimo 0.102 0.104 0.50 0.33
Color de la corola 0.428 0.000 1.00 1.00
Fusion de la corola 0.176 0.008 0.96 0.92
Angulo de apertura-exposicién de la flor 0.531 0.008 0.99 0.97
Tamarnio relativo de la flor 0.300 0.008 0.97 0.95
Posicidn del estilo 0.488 0.036 0.93 0.87
Rayas verdes en el fruto 0.249 0.025 0.91 0.83
Intensidad de hombros verdes 0.623 0.033 0.95 0.90
Pubescencia del fruto verde 0.217 0.028 0.89 0.80
Peso* 0.060 0.007 0.90 0.81
Peso pericarpo* 0.070 0.008 0.90 0.82
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Caracter Vs Ve H K

% Peso Pericarpo** 0.004 0.001 0.74 0.58
Didmetro ecuatorial 31.340 4.027 0.89 0.80
Didmetro polar 24.187 3.016 0.89 0.80
Forma 0.006 0.002 0.74 0.59
L. zona 1 (Hombro) 13.061 8.481 0.61 0.44
C.zona 1 (Hombro) 19.935 12.467 0.62 0.44
H. zona 1 (Hombro) 97.443 61.724 0.61 0.44
L. zona 2 (Ecuat-Hombro) 1.554 2.020 0.43 0.28
C. zona 2 (Ecuat-Hombro) 6.118 6.191 0.50 0.33
H. zona 2 (Ecuat-Hombro) 17.556 14.251 0.55 0.38
L. zona 3 (Ecuat-Apical) 1.681 1.474 0.53 0.36
C. zona 3 (Ecuat-Apical) 7.096 6.084 0.54 0.37
H. zona 3 (Ecuat-Apical) 27.215 10.733 0.72 0.56
L. zona 4 (Apical) 1.603 1.419 0.53 0.36
C. zona 4 (Apical) 7.387 6.301 0.54 0.37
H. zona 4 (Apical) 28.029 10.544 0.73 0.57
indice de mancha solar observada 0.714 0.418 0.63 0.46
YSD index 3.093 1.698 0.65 0.48
Brillo 0.404 0.397 0.50 0.34
Forma del hombro 0.156 0.131 0.54 0.37
Forma de la seccién polar 0.002 0.002 0.45 0.29
Marcado de hombros 0.223 0.259 0.46 0.30
Forma de la zona apical 0.013 0.010 0.56 0.39
Agrietado 0.552 0.778 0.41 0.26
Russeting 0.114 0.103 0.52 0.35
Densidad pilosidad 0.834 0.410 0.67 0.50
Longitud pilosidad 0.295 0.218 0.58 0.40
Grosor del pericarpo en seccién ecuatorial 0.800 0.128 0.86 0.76
Color interno del pericarpo 0.176 0.293 0.37 0.23
Color interno variado 0.268 0.367 0.42 0.27
Forma de la seccidén ecuatorial 0.003 0.010 0.22 0.13
N2 Léculos 0.053 0.073 0.42 0.27
Simetria en |6culos 0.016 0.047 0.25 0.14
Sélidos Solubles 1.292 0.632 0.67 0.51
Acidez Titulable* 0.011 0.004 0.74 0.59
Licopeno* 0.031 0.017 0.64 0.47
B-caroteno* 0.022 0.013 0.63 0.46
% Licopeno** 0.001 0.000 0.76 0.61
Glucosa* 0.028 0.017 0.62 0.45
Fructosa* 0.014 0.008 0.65 0.49
Ratio Fructosa/Glucosa 0.157 0.210 0.43 0.27

*Heredabilidad calculada con los datos transformados en logaritmo en base 10.
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** Heredabilidad calculada con los datos transformados en arcoseno de la raiz del % dividido
entre 100.

1.3.4. Relacidn entre los caracteres analizados en la poblacién RIL

Debido al alto numero de caracteres estudiados se han seleccionado para su
inclusion en este apartado de resultados con el fin de detectar pleiotropia entre
caracteres, Unicamente las parejas de caracteres que presentan un valor alto para la
correlacion fenotipica (rp mayor de 0,6-0,7) y ademas presentan una alta correlaciéon
genética, organizados segun el tipo de caracteres. Los valores de coeficientes de
correlacién de Rho de Spearman (rp), correlaciones genéticas (rg) y correlaciones
ambientales (rg) obtenidos para los caracteres evaluados en la poblacidon RIL se

presentan en la Tabla 1.3.

1.3.4.1. Correlacién entre caracteres vegetativos. Hay 3 caracteres que
correlacionan entre ellos: La distancia entre los racimos 1y 2, el nUmero de
hojas entre los racimos 1y 2, y la distancia entre las hojas mas alejadas de

dicho espacio entre los racimos 1y 2.

1.3.4.2. Correlacidn entre caracteres de tamafio y aspecto del fruto. El peso del
fruto correlaciona con el didmetro ecuatorial y el didmetro polar del fruto,
con valores altos tanto de rp como de rg. Lo mismo ocurre entre el peso del
pericarpo del fruto y los diametros del fruto, ya que el peso del fruto y el
peso del pericarpo estdn muy correlacionados, también genéticamente.
Existen otros caracteres en los que un valor alto de rp no se acompafia de
un valor de rg de similar magnitud, como ocurre entre los didmetros
ecuatorial y polar del fruto, entre el peso del pericarpo y el grosor del
pericarpo, y en menor medida entre el peso del fruto y el grosor del
pericarpo (no mostrado en la Tabla 1.3). La densidad de la pilosidad del fruto
correlaciona positivamente con la longitud de la misma, con valores altos

de rp como de rg.
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1.3.4.3. Correlacidn entre caracteres de color del fruto verde observados. La
presencia de rayas en el fruto verde correlaciona con la presencia de
hombro verde oscuro, y aunque son valores moderados, hay que resaltar
que el valor de la correlacién genética es mayor que el valor de la

correlacién fenotipica, y la correlacion ambiental tiene un valor negativo.

1.3.4.4. Correlacion entre caracteres de color del fruto rojo medidos con
colorimetro (CIELab). Los datos de rp y rg entre las variables L, C, Hy a, que
se obtienen de la medida de color del fruto rojo con el colorimetro,
muestran correlaciones diversas entre ellas. Si se analiza dentro de cada
pardmetro, las diferentes zonas, los valores de L entre las 4 zonas del fruto
correlacionan entre ellos; y los valores de C en las 4 zonas presentan un
comportamiento similar. En cambio los valores de H sdélo presentan
correlacién entre las zonas 3 y 4, zona donde no aparece mancha solar. Al
analizar los resultados por zona es en la zona 1, la zona del hombro, la Unica
donde correlacionan los 3 parametros L, C y H, mostrando la zona 2 un
comportamiento similar pero en menor grado. Por ultimo se observa

correlacién entre los valores C de saturacién y a en el eje del rojo.

1.3.4.5. Correlacién entre caracteres relacionados con la mancha solar. El YSD
index presenta una alta correlacion con la diferencia de H (diffH) y el valor
de H en la zona 1. Ademas como hemos visto antes en la zona 1 las
variables L, C y H estaban correlacionadas en mayor o menor medida, por
eso correlacionan también con el YSD index. Por otro lado la valoracién a
visu de la mancha solar en los frutos (indice de mancha solar observada)
correlaciona con el indice de mancha solar calculado (YSD index), asi como

con las variables Ly H de la zona 1y la diferencia de H.

1.3.4.6. Correlacion entre caracteres del contenido en azticares reductores en

fruto rojo. El contenido en glucosa correlaciona con el contenido en

fructosa del fruto pero el valor de la correlacién genética es menor. El
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contenido en glucosa correlaciona con el ratio Fructosa/Glucosa porque va

implicita en la férmula, pero la fructosa no correlaciona.

1.3.4.7.

Correlacion entre caracteres del contenido en carotenoides en fruto

rojo. El contenido en licopeno correlaciona con el contenido en B-caroteno

del fruto, y también con el porcentaje de licopeno en el fruto, respecto al

total de licopeno y B-caroteno, pero no con valores altos.

Tabla 1.3. Coeficientes de correlacion de Rho de Spearman (rp), correlaciones genéticas (rg) y
correlaciones ambientales (rg) entre los distintos caracteres evaluados.

Vv, v, re re re
Distancia entre racimos* Numero de hojas entre racimos*| 0.771 | 0.662 | 0.818
Distancia entre racimos* Distancia entre hojas* 0.905 | 0.778 | 0.964

Numero de hojas entre racimos* Distancia entre hojas* 0.794 | 0.767 | 0.807

Peso* Peso pericarpo* 0.958 | 0.972 | 0.894

Peso* Diametro ecuatorial 0.979 | 0.929 | 1.184

Peso* Didmetro polar 0.951 | 0.839 | 1.417

Peso pericarpo* Diametro ecuatorial 0.934 | 0.896 | 1.098
Peso pericarpo* Didmetro polar 0.927 | 0.842 | 1.299
Peso pericarpo* Grosor del pericarpo 0.847 | 0.645 | 1.635
Diametro ecuatorial Diametro polar 0.926 | 0.720 | 1.740
Densidad pilosidad Longitud pilosidad 0.917 | 0.819 | 1.006
Rayas verdes en el fruto Hombro fruto verde 0.535 | 0.641 | -0.163
L. zona 1 (Hombro) C. zona 1 (Hombro) 0.836 | 0.779 | 0.881

L. zona 1 (Hombro) H. zona 1 (Hombro) 0.907 | 0.893 | 0.918
C.zona 1 (Hombro) H. zona 1 (Hombro) 0.622 | 0.570 | 0.663

C. zona 1 (Hombro) C. zona 2 (Ecuat-Hombro) 0.629 | 0.600 | 0.654

L. zona 2 (Ecuat-Hombro) H. zona 2 (Ecuat-Hombro) 0.567 | 0.610 | 0.551
L. zona 2 (Ecuat-Hombro) L. zona 3 (Ecuat-Apical) 0.870 | 0.644 | 0.981
C. zona 2 (Ecuat-Hombro) C. zona 3 (Ecuat-Apical) 0.892 | 0.775 | 0.956
C. zona 2 (Ecuat-Hombro) C. zona 4 (Apical) 0.779 | 0.720 | 0.812
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Vy V, re rg re
L. zona 3 (Ecuat-Apical) L. zona 4 (Apical) 0.920 | 0.860 | 0.954
C. zona 3 (Ecuat-Apical) C. zona 4 (Apical) 0.921 | 0.890 | 0.939
H. zona 3 (Ecuat-Apical) H. zona 4 (Apical) 0.964 | 0.843 | 1.122
YSD index L.1 (Hombro) 0.910 | 0.906 | 0.915
YSD index C.1 (Hombro) 0.701 | 0.607 | 0.782
YSD index H.1 (Hombro) 0.885 0.980 | 0.805
YSD index DiffH 0.997 | 0.999 | 1.004
Indice de mancha solar YSD index 0.892 | 0.661 | 1.096
observada
indice de mancha solar
L.1 (Hombro) 0.878 0.631 | 1.079
observada
indice de mancha solar
H.1 (Hombro) 0.841 0.656 | 0.993
observada
indice de mancha solar .
DiffH 0.881 0.660 | 1.129
observada
L. zona 1 (Hombro) DiffH 0.887 | 0.902 | 0.889
C. zona 1 (Hombro) DiffH 0.696 | 0.608 | 0.799
H. zona 1 (Hombro) DiffH 0.845 | 0.973 | 0.728
Glucosa* Fructosa* 0.859 | 0.693 | 1.005
Glucosa* Ratio Fructosa/Glucosa -0.774 | -0.705 | -0.833
Licopeno* B-caroteno* 0.975 | 0.988 | 0.964
Licopeno* % Licopeno** 0.666 | 0.636 | 0.716

*Calculado con los datos transformados en logaritmo en base 10.
** Calculado con los datos transformados en arcoseno de la raiz del % dividido entre 100.

1.3.5. Analisis e identificacion de QTLs

Con el fin de detectar regiones del genoma de tomate involucradas en Ia
calidad del fruto se realizé un analisis de QTLs utilizando los valores obtenidos en la
evaluacidn de la poblacién RIL para todos los caracteres. Los métodos paramétricos de
deteccién de QTLs asumen que los datos analizados se distribuyen de manera normal
en la poblacién y que las varianzas en las distintas clases genotipicas son similares. Por
esta razon, los datos de los caracteres cuantitativos evaluados en la poblacion RIL se
normalizaron mediante la transformacidn correspondiente (logaritmica en la mayoria
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de los casos) y, para localizar QTLs asociados a estos caracteres, se aplicé el método de
Interval Mapping (IM) para la primera deteccién de QTLs y, con los asi detectados, el
método de Multiple QTL Mapping (MQM) para aquilatarlos mejor. El valor umbral de
LOD obtenido mediante el Test de Permutacion para cada caracter se calculd con un
total de 1000 permutaciones para una p < 0.001. Sélo aquellos valores de LOD
superiores al valor umbral de significacion fueron considerados para la identificacion
de posibles QTLs responsables de la variacidn fenotipica del caracter. En la Tabla 1.4 se
recogen los QTLs significativos detectados en la poblacion para los caracteres
evaluados y su localizacion cromosdmica. Hay que hacer notar que un 16.6% de los
QTLs detectados presentaron efectos alélicos contrarios a los esperados segun el

fenotipo de los parentales.

Tabla 1.4. Relacion de QTLs detectados para cada caracter por el método de Interval Mapping
(IM). Los QTLs se han nombrado segun la abreviatura del caracter en inglés, seguida del nimero
del cromosoma en el que se localizan. Se ha usado un segundo nimero para distinguir los QTLs
situados en el mismo cromosoma asociados al mismo cardcter. Para el IM se detalla el marcador
mas cercano asociado al QTL (columna Locus) y su posicion en cM. Los paréntesis en la columna
QTL indican los QTLs con efectos opuestos a aquellos esperados segln los valores medios de los
parentales.

QTL M Locus LOD pA  pH uB PVE Ad®

Longitud de la planta

Ht2 1109  sol_67034 3.76 168 1.79 1.89 9.9* -0.10
Diametro del tallo
Sw4 72.4 sol_43302 4.09 13.32 1255 11.78 10.6** 0.77
Swii1 97.2 SNP_698a 8.81 13.34 12.33 11.33 21.4** 1.00
Pubescencia de la planta
(HdP7) 67.0 sol_53378 519 236 2.07 1.77 13.2** 0.29
HdP10 55.8 SL10701_495 30.45 150 2.10 270 56.7** -0.60
Distancia entre racimos®
(TrD1.1) 39.3 sol_60008 421 138 134 1.29 9.4**  0.04
TrD1.2 91.6 SNP_038a 6.00 1.28 1.34 1.39 13.8** -0.05
(TrD4) 74.1 sol_11545 351 139 134 1.30 9.1* 0.04
Numero de hojas entre racimos”
LfbT1 90.7 sol_9756 3.74 0.58 0.62 0.65 9.7* -0.04
(LfbT11) 102.7 sol_2713 420 0.65 0.61 0.57 10.8** 0.04
Distancia entre hojas”
(LfD1.2) 40.6 sol_59975 412 118 1.12 1.06 9.3**  0.06
LfD1.1 114.5  sol_40199 518 1.06 1.12 1.19 11.9** -0.07
(LfD2) 13.5 sol_25974 425 119 1.12 1.06 11**  0.06
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QTL cM Locus LOD pA  pH uB PVE  Ad®
Numero de hojas hasta primer racimo
LfN1 95.6 SNP_045a 369 793 851 9.08 9.9*  -0.57
Grado de division de la hoja
LfDv4 90.8 sol_47629 705 199 1.60 1.21 16** 0.39
Tipo de inflorescencia
Br2 70.3 sol_13616 503 131 1.19 1.07 12.8** 0.12
Ndmero de flores por inflorescencia®
Nflt2 1223 SNP_194a 7.52 097 1.10 1.23 18.5** -0.13
(NfIt6) 63.9 sol_39157 5.82 120 1.12 1.04 14.9** 0.08
(Nflt10) 71.9 sol_61229 532 123 1.12 1.00 13.5** 0.11
Presencia de tallo tras el racimo
(TrEnd10) 54.7 sol_32954 5.16 0.81 0.67 0.52 13.3** 0.15
Fusion de la corola
Cofull.1l 9.1 sol_66431 3.70 039 0.53 0.66 8.3* -0.14
Cofulil.2 36.2 sol_21018 521 0.28 0.53 0.78 12**  -0.25
Angulo de apertura de la flor
CoAng12 22.9 sol_12656 5,55 1.81 2.28 274 14.2%* -047
Tamafo de la flor
CoSz2 108.1 sol_67183 3.59 190 2.08 2.26 9.3** -0.18
Exercién del estilo
Style2 100.3 sol_42346 13.71 233 276 3.18 31.2*%*  -0.43
Rayas verdes en el fruto
GSh10 25.9 sol_17859 14.45 0.01 0.33 0.64  33.6** -0.32
Intensidad de hombros verdes
GSh10 25.9 sol_17859  25.25 0.09 0.70 132 51.7** -0.61
Diferencia de L* entre zona apical y peduncular en fruto verde
GSh10 25.9 sol_17859 38.43 -0.78 2.69 6.16 65.1** -3.47
L* zona peduncular fruto verde
GSh9 40.9 sol_39533 445 60.85 5896 57.08 11.4** 1.88
GSh10 25.9 sol_17859 31.87 62.42 58.28 54.14 58.5** 4.14
a* zona peduncular fruto verde
GSh3 45.9 SNP_252a 5.96 -10.40 -11.22 -12.03 15.1** 0.82
GSh10 25.9 sol_17859 21.89 -10.14 -11.51 -12.89 45.1** 1.37
GSh11 86.8 sol_56278 3.63 -12.05 -11.42 -10.78 9.4* -0.63
b* zona peduncular fruto verde
GSh1 109.2  sol_44451 3.67 28.27 29.33 30.38 9.6*  -1.05
GSh11 81.8 sol_5925 469 30.76 29.59 28.42 12%* 1.17
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QTL cM Locus LOD pA  pH uB PVE  Ad®
C* zona peduncular fruto verde
GSh11 86.8 sol_56278 5.84 3298 31.70 3042 14.7** 1.28
H* zona peduncular fruto verde
GSh1 101.0 sol_43796 3.72 112.2 111.0 109.88 9.7** 1.14
GSh9 42.0 sol_16579 3.54 1099 111.1 112.19 9.2%* -1.11
GSh10 25.9 sol_17859 36.51 108.7 111.6 114.39 63.5** -2.83
L* zona apical fruto verde
GSh1 115.4 Sol_100299 4.54 60.05 61.08 62.12 11.6** -1.03
GSh9 60.4 sol_43182 456 62.25 61.20 60.16 11.7** 1.04
a* zona apical fruto verde
GSh3 45.9 SNP_252a 476 -9.29 -9.87 -10.44 12.2** 0.57
GSh11 84.5 sol_32030 493 -106 -10.1 -9.47 12.6** -0.58
b* zona apical fruto verde
GSh11 84.2 sol_56324 5.42 2552 2427 23.01 13.7** 1.25
C* zona apical fruto verde
GShi11 84.5 sol_32030 5.53 27.66 26.28 2490 14** 138
H* zona apical fruto verde
GShé6 1.3 sol_26791 3.54 1129 1124 111.94 9.2* 0.47
Peso del fruto”
FW2 110.3 sol_67052 882 119 1.06 0.94 21.6** 0.13
FW3 76.2 sol_62300 744 119 1.07 0.95 18.6** 0.12
FW11 101.3 sol_17549 487 116 1.06 0.97 12.7** 0.10
FW12 51.9 sol_63520 394 114 1.05 0.96 10.3*  0.09
Peso del pericarpo®
PW2 108.4  SNP_180a 9.19 1.05 091 0.77 22.6** 0.14
PW3 76.2 sol_62300 814 105 091 0.78 20.2** 0.13
PW11 101.3 sol_17549 441 101 091 0.81 11.6** 0.10
PW12 51.9 sol_63520 3.61 099 0.90 0.80 9.5% 0.09
% Peso del pericarpo®
PP2.1 25.8 SNP_108a 525 1.03 1.00 0.98 13.5** 0.03
PP2.2 108.4  SNP_180a 3.54 1.02 1.00 0.98 9.4* 0.02
PP3 78.3 sol_9260 523 1.02 1.00 097 13.4** 0.03
PP7 36.3 sol_67965 428 1.02 100 0.97 11.2** 0.02
Didmetro ecuatorial
ED2 108.1  sol_67183 8.84 31.21 2833 25.45 21.6** 2.88
ED3 76.2 sol_62300 6.73 30.90 2831 25.72 17** 2.59
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QTL cM Locus LOD pA  pH uB PVE Ad°
ED11 101.3 sol_17549 5.25 30.52 28.23 25,94 13.7** 2.29
ED12 51.9 sol_63520 453 30.10 27.92 25.73 11.8** 2.18
Didmetro polar
PD2 108.1  sol_67183 8.28 28.45 26.02 23.59 20.4** 243
PD3 76.2 sol_62300 7.76 2841 26.01 23.61 19.3** 240
PD7 36.3 sol_67965 5.21 28.00 26.01 24.03 13.5** 1.99
PD11 101.3 sol_17549 3.72 27.63 25.94 24.25 9.9* 1.69
Forma
FS2.1 70.3 sol_13618 3.65 1.12 1.09 1.07 9.6* 0.03
(FS2.2) 442  sol_10563 4.08 1.06 1.09 1.13  9.6** -0.03
(FS7) 55.8 sol_66782 390 1.06 1.09 1.12 10.4* -0.03
Forma del hombro
ShS3 85.4 sol_20714 517 0.44 0.26 0.09 133ns 0.17
Marcado del hombro
BkS2.1 25.8 SNP_108a 497 0.67 0.45 0.24 13* 0.22
BkS2.2 110.3  sol_67052 472 063 042 021 12.2*%¢ 0.21
Pilosidad (densidad)
(HdF3) 91.0 sol 61634 349 071 039 008 95ns 0.32
HdF10 56.1 sol_33007 575 0.06 044 083 148ns -0.38
Pilosidad (longitud)
(HIF3) 93.7 sol_34027 3.77 047 0.27 0.08 10.1* 0.20
HIF10 57.4 SNP_110a 9.60 0.00 0.30 0.60 23.6** -0.30
Grosor del pericarpo
Pth2 108.1 sol_67183 6.72 3.64 3.23 2.81 16.9** 0.41
Pth3 76.2 sol_62300 6.95 3.65 3.22 280 17.5** 0.42
Pth7 45.8 SNP_459b 4.06 3.55 3.22 2.89 11.2*  0.33
Grosor de la columela
cw3 78.2 sol_62133 412 2.00 1.76 1.52 11.5** 0.24
L* zona peduncular fruto rojo
(Li10) 25.9 sol_17859 283 38.08 39.22 4036 7.5ns -1.14
(Li12) 92.0 SNP_763a 297 37.74 3895 40.16 79ns -1.21
C* zona peduncular fruto rojo
Sat10.1 25.9 sol_17859 239 31.23 3252 3382 6.4ns -130
Sat10.2 52.7 SNP_642a 3.33 30.92 32,50 34.07 89ns -1.58
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QTL cM Locus LOD pA  pH uB PVE  Ad®
H* zona peduncular fruto rojo
Co5 71.6 sol_37200 256 50.13 47.17 4420 6.8ns 2.96
(Co10) 25.9 sol_17859 238 4466 4753 5039 6.4ns -2.86
(Co12) 92.0 SNP_763a 2.38 4389 46.85 4982 64ns -2.96
L* zona apical fruto rojo
Li4 62.2 sol_43589 4.14 36.77 36.21 35.65 10.9** 0.56
Li8 82.3 sol_65114 3.54 36.52 36.02 35.52 9.3* 0.50
C* zona subapical-apical fruto rojo
Sat3 68.5 sol_7919 3.16 25.55 26.50 2745 8.3ns -0.95
H* zona subapical-apical fruto rojo
Col 86.0 sol_16390 3.59 4232 40.23 38.14 94ns 2.09
Co4 64.5 sol_43581 4.68 43.32 40.88 3845 122ns 243
Diferencia de H* entre zona peduncular y apical en fruto rojo
YSD1 67.5 sol_25914 235 391 7.07 10.22 6 ns -3.15
YSD10 25.9 sol_17859 278 4.13 738 10.63 7.4ns -3.25
YSD12 92.0 sol_31464 353 462 830 1198 88ns -3.68
indice de Mancha solar (YSD index)
YsD1 67.5 sol_25914 217 233 282 331 5.6ns -0.49
YSD10 25.9 sol_17859 285 234 287 341 7.6ns -0.53
YsD12 92.0 sol_31464 353 241 3.01 361 89ns -0.60
Sélidos Solubles
55C2 76.3 sol_29785 3.53 555 5.99 6.43 11* -0.44
55C3.1 50.8 sol_5722 470 531 5.81 6.30 12.9** -0.50
(55C3.2) 94.6 sol_34013 417 6.27 5381 5.34 11.4** 0.47
Acidez Titulable®
TA6 64.7 sol_39246 397 062 067 071 12.4* -0.04
Licopenob
Lycl 85.7 sol_38490 380 193 2.01 2.08 11.8* -0.07
B-caroteno’
B-c1 85.7 sol_38490 3.81 162 1.68 1.74 11.8* -0.06
B-c2 22.5 SNP_102a 334 161 1.67 1.72 10.4* -0.06
B-c7 3.9 SNP_451a 3.37 161 1.66 1.72 10.5* -0.06
%Licopeno®
PLyc4.1 52.2 SNP_321a 690 095 096 098 20.3** -0.01
PLyc4.2 85.0 sol_47079 491 094 096 0.97 12.4* -0.01

LOD: Log. Del cociente de las probabilidades asociadas. pA: Media estimada de la distribucion

del cardcter para las lineas homocigotas lyc. uH: Media estimada de la distribucién del caracter
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para las lineas heterocigotas. uB: Media estimada de la distribucién del caracter para las lineas
homocigotas pim. PVE: Porcentaje de Varianza Fenotipica Explicada. * P £0.05, ** P <0.01, ns
no significativo. ® El signo de la aditividad se refiere al efecto del alelo lyc. ° Calculado con los
datos transformados en logaritmo en base 10. ¢ Calculado con los datos transformados en
arcoseno de la raiz del % dividido entre 100. sol: solcap_snp_sl.

1.4. DISCUSION

Los caracteres cualitativos tipicos son aquellos que permiten su clasificacién en
categorias fenotipicas bien diferenciadas, y estan bajo el control genético de uno o
varios genes, los cuales se ven afectados poco o nada por la variabilidad ambiental a la
hora de expresarse. Sin embargo los caracteres de mayor importancia agricola no se
suelen ajustar de manera precisa a una determinada clase fenotipica, sino que forman
una gama de fenotipos que se combinan imperceptiblemente entre si, uno con otro y
con una variabilidad continua. Estos caracteres que presentan un rango continuo y se
pueden medir de una manera u otra son los caracteres cuantitativos. La principal
diferencia que existe, ademas de la forma de observarlos/medirlos, entre los
caracteres cualitativos y los cuantitativos se suele basar en el nimero de genes que
contribuyen a la variabilidad fenotipica y el grado de modificacion del fenotipo por
medio de factores ambientales. Los caracteres cuantitativos suelen estar codificados
por varios o, incluso, muchos genes contribuyendo al fenotipo con tan pequena
cantidad cada uno que sus efectos individuales no pueden ser detectados por los
métodos de analisis mendeliano. Los genes de esta naturaleza se denominan loci de
caracteres cuantitativos o QTLs (Quantitative Trait Loci). La variabilidad fenotipica
expresada en la mayor parte de los caracteres cuantitativos tiene un componente
ambiental relativamente grande en comparacién con el genético. La Genética
Cuantitativa trata de determinar el grado de influencia que tienen tanto los
componentes ambientales como los genéticos sobre el total de la variabilidad

fenotipica del caracter cuantitativo en una poblacién.

En el presente trabajo nos propusimos hacer un estudio de la genética
cuantitativa de los caracteres que afectaban a la calidad externa e interna del fruto,

con especial atencién al color y al contenido en componentes saludables; asi como
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caracterizar a las plantas de la poblacién RIL en aspectos descriptivos abarcando
caracteres vegetativos y florales. Entre los caracteres analizados y medidos se
encuentran algunos que por la metodologia empleada en su medida no generaron
datos de cardcter cuantitativo sino categérico, por lo que no se pudieron incluir en el

estudio de genética cuantitativa.

Se encontraron seis caracteres que presentaban una distribucién quasi normal
cuando se representaron las frecuencias de los valores obtenidos por medio de
histogramas, pero mostraron una tendencia sesgada hacia alguno de los extremos
(distribuciones log-lineales en la terminologia estadistica), incluso cuando debido a la
naturaleza de los datos, las variables fueron Log-transformadas previamente al analisis
con el objetivo de normalizar los datos y homogeneizar las varianzas. En todos ellos el
sesgo fue hacia el parental de menor valor pero no se encontraron valores
transgresivos en la poblacidén RIL. De estos 6 caracteres, 5 son caracteres de calidad
externa del fruto como el peso del fruto y del pericarpo, didmetros ecuatorial y polary
grosor del pericarpo. En el caracter longitud de la planta el hibrido MMxT0O-937 mostré
sobredominancia hacia el parental de mayor valor (pim), pero no asi la poblacion RIL,

que como se ha dicho arriba, estaba algo sesgada hacia el otro parental (lyc).

Siete de los caracteres medidos en la poblacion RIL presentaron una
distribucién claramente normal cuando se representaron las frecuencias de los valores
obtenidos por medio de histogramas, y en los siete la poblacion mostraba herencia
transgresiva. En el caso del porcentaje del peso del pericarpo respecto al peso total del
fruto y la forma del fruto, el hibrido MMxT0O-937 mostraba dominancia parcial hacia
uno de los parentales, y la direccidon de la herencia transgresiva de la poblacion mostré
el mismo sentido que tenia el hibrido. En el caso del didametro del tallo el hibrido
también mostraba dominancia parcial hacia uno de los parentales pero la herencia
transgresiva que mostrd la poblacion RIL fue en ambos sentidos. La distancia entre
hojas, la distancia entre racimos y el contenido en sélidos solubles (SSC), éste ultimo
un caracter principal en la mejora de la calidad de fruto, presentaron distribucién
normal pero transgresiva en ambos sentidos, sin embargo el hibrido MMxTO-937

mostré herencia intermedia. El contenido medio de SSC (medido en 2Brix) en la
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poblacién fue de 5,99 2Brix, cuando se suele aceptar que esta caracter varia en
cultivares comerciales de tomate entre 4,6 2Brix (la mayoria para consumo fresco sin
contar los de tipo cherry) y 6,32Brix (la mayoria para procesado, y por encima para
tomates de tipo cherry) del peso fresco (Lldcer et al. 2006). Sin embargo, en la
bibliografia se han identificado entradas en especies relacionadas con el tomate,
incluyendo S. pimpinellifolium, S. chmielewskii y S. cheesmanii, con concentraciones
mucho mas altas de SSC, en torno a 9-15% (Rick 1974; Hewitt & Garvey 1987). A pesar
de esta variabilidad genética en el germoplasma, los mejoradores han tenido un éxito
limitado en el incremento del SSC del fruto o en la combinacion de alto SSC y alta
produccién, debido a varias razones, entre ellas la naturaleza cuantitativa muiy
compleja del caracter (Stoner & Thompson 1966) y la relaciéon negativa entre la

produccién y el SSC (Georgelis et al. 2004; Stevens & Rudich 1978).

La herencia de tipo transgresivo implica que aparecieron RILs con valores que
sobrepasaban el valor de los parentales, lo que indicaria, en principio, la presencia de
alelos tanto favorables como desfavorables en cada parental y que estos caracteres
evaluados estan determinados por varios genes cuyos efectos individuales son
equivalentes y pequefios, y cuya expresion fenotipica final para cada caracter
considerado es la suma de los efectos individuales, es decir, que existe una interaccién
aditiva entre los genes provenientes de ambos parentales. Esto sefiala la complejidad
de la genética de estos caracteres. En algunos caracteres fue el hibrido MMxT0-937 el

gue mostré sobredominancia hacia uno de los dos parentales.

Entre los caracteres de calidad interna del fruto, todos excepto el contenido en
solidos solubles, licopeno, B-caroteno, glucosa, fructosa y acidez mostraron un
comportamiento sesgado hacia el parental de menor valor (lyc); Unicamente el
contenido en sdlidos solubles mostré distribuciéon normal, incluso sin necesidad de
transformar sus valores. En todos ellos la poblacion RIL mostré una herencia
transgresiva, siendo en los casos de caracteres sesgados, hacia el mismo sentido que
presentaba el histograma de la poblacién RIL, y en el caso del contenido en sélidos
solubles, en ambos sentidos. La mejora de la calidad del fruto tiene como uno de sus

objetivos conseguir lineas con alto contenido en compuestos saludables como los
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carotenoides, o bien con contenidos compensados de azlcares y acidez para obtener
sabores agradables para el consumidor. A este respecto, Malundo y col. (1995)
encontraron que los niveles de acidos del fruto de tomate se podian incrementar hasta
un nivel optimo, por encima del cual la aceptacién del consumidor decrece; mientras
Baldwin y col. (1998) mostraron que la aceptacion general estaba relacionada con el
ratio azUcares/acidez titulable y la concentracion de diferentes compuestos aromaticos
(Sinesio et al. 2010). Los resultados obtenidos muestran la dificultad de obtener lineas
con mayor contenido en carotenoides, azlcares y acidez que el parental TO-937. Ello
no es nuevo, ya que se conoce que, al menos en parte, existe una limitacion fisioldgica
a la obtencion de frutos de muy alto contenido en metabolitos que confieren calidad
interna en frutos grandes de tomate a partir de las introgresiones de especies
silvestres de fruto pequefio (Schauer et al. 2006; 2008). Sin embargo el objetivo de
este estudio no es obtener lineas que igualen o superen los del parental silvestre, sino
mas bien proporcionar informacion sobre el comportamiento de los caracteres para
ayudar a conseguir lineas con valores algo mas elevados en el contenido de estos
compuestos relacionados con la calidad del fruto que los de las variedes comerciales
actuales y que ademads presenten otros caracteres agrondmicos interesantes que no

tiene el parental TO-937, como un mayor tamafio del fruto

En los caracteres de contenido en glucosa y fructosa del fruto, a pesar de que
el hibrido mostraba sobredominancia hacia el parental de mayor valor (pim), la
poblacién RIL presentaba una herencia sesgada y transgresiva hacia el parental de
menor valor (lyc). En cambio, algunos caracteres vegetativos como el nimero de hojas
hasta el racimo 1 y entre los racimos 1 y 2, y el numero de flores en el racimo 2,
mostraron a la poblacién RIL con una herencia sesgada y transgresiva hacia el parental
de mayor valor, y ademas el hibrido mostraba sobredominancia también hacia el
parental de mayor valor, es decir, la herencia del hibrido y de la poblaciéon RIL tenian la

misma tendencia, al contrario de lo que ocurria con el contenido en glucosa y fructosa.

Los caracteres relacionados con el color del fruto, los parametros L* y H*,
presentaron una herencia sesgada hacia el parental de menor valor (pim), lo que indica

un color mas rojo y mas oscuro. Esta tendencia es deseable en la mejora de la calidad
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de fruto, ya que el consumidor tiende a elegir los frutos mas rojos porque los asocia
con un producto mas saludable y atractivo. Sin embargo la poblacién RIL respecto al
contenido en licopeno esta sesgada hacia el parental con menor contenido (lyc). Este
contrasentido en los resultados demuestra que el color rojo del fruto de tomate no
siempre es indicativo de su contenido en licopeno, por varias razones. La primera es
gue el color interior del fruto no siempre es uniformemente rojo, debido a fisiopatias
conocidas como el Internal White Tissue (Sadik & Minges 1966), en las que el
mesocarpo del fruto maduro queda amarillo-blanquecino, oculto bajo el exocarpo
rojo, o bien el tejido alrededor de los haces vasculares del fruto aparecen
blanquecinos. La segunda es el color de la cuticula del fruto, caracter medido en esta
poblacién RIL aunque no estudiado dentro de este trabajo, que presentd un rango
desde incoloro a amarillo-anaranjado y que obviamente afecta al dato de color que se
toma con el colorimetro a través de la cuticula al ser esta translicida. También habria
gue tener en cuenta, ademas, las variaciones entre el contenido relativo de licopenoy
B-caroteno (que da un color mas anaranjado) y que la concentracion de metabolitos en
realidad no es independiente del tamafo del fruto debido al efecto de

concentracién/dilucion de los mismos segun sea el tamanio.

El caracter de mancha solar en la poblaciéon RIL, medido con el YSD index,
mostré un comportamiento sesgado hacia el parental de menor valor (pim), pero en
muchas de las lineas se observd un comportamiento transgresivo muy notable,
apareciendo varias RILs con frutos afectados por mancha solar en mas de un tercio del
fruto. En total casi '/5 de las RILs presentaron mancha solar en mayor o menor
extension, y en mayor o menor proporcion del numero de frutos. Segun De Vicente y
Tanksley (1993) la herencia transgresiva se puede deber a dos motivos: heterosis, el
cual es poco probable en este caso dado el alto nivel de homocigosidad que presenta
la poblacion RIL en generacidon F;.g; 0 mas bien se debe a la presencia en ambos
parentales de alelos que incrementan o disminuyen el valor del caracter, y que
recombinan durante los ciclos de autofecundacidon y seleccién, de manera que el
parental que presenta el valor mds bajo para un caracter puede portar alelos que
provoquen el aumento del caracter, pero tales alelos sélo se expresaran en un fondo

genético concreto y adecuado, cuando se recombina con los alelos del otro parental.
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Esto no hace mas que corroborar la complejidad del caracter de mancha solar, que
demuestra estar gobernado por varios genes, ademas de verse afectado por factores

ambientales, por tanto se le dedicard gran atencidn en el resto de la Memoria.

Algunos de los caracteres evaluados, fundamentalmente relativos al tamafio y
forma del fruto, asi como a su color e incidencia del YSD, presentaron diferencias
significativas entre las dos cosechas realizadas (ejemplificadas en los racimos 3 y 7).
Los datos de las variables ambientales tomados en el interior del invernadero
mediante un sistema de monitorizacidn de temperatura, humedad y radiaciéon PAR,
mostraron que en los dias en los que se realizé la segunda cosecha, la temperatura
media fue casi 32C superior, siendo la maxima de unos 72C superior, y la humedad
relativa media fue un 25% menor, todo respecto a los datos del dia de la primera
cosecha. Las diferencias significativas encontradas en los parametros de calidad
externa como peso, didmetros y mancha solar, entre otros, en las diferentes épocas de
cosecha se pueden atribuir a estas amplias diferencia en condiciones ambientales, con
una mayor demanda hidrica por parte de la planta en el estadio fenolégico de
maduracién de los racimos superiores que repercuten en el fruto en desarrollo; asi,
plantas en situacién de estrés hidrico ambiental (que se produce en los invernaderos
independientemente de que estén bien regados debido a la alta temperatura y baja
humedad relativa del aire) es conocido que provoca la reduccion del tamario del fruto
y el aumento de los sintomas de mancha solar. También debe contribuir a esto el
estadio fenoldgico en si, puesto que el desarrollo de los primeros racimos de las
plantas de tomates de hdabito de crecimiento indeterminado tiene a su disposicién
toda la maquinaria fotosintética en forma de hojas jévenes, mientras que en los
racimos superiores hay competencia por los fotoasimilados con los ultimos frutos en
desarrollo de los racimos inferiores en un momento en que, ademas, las hojas basales

van entrando en senescencia.

Uno de los factores mas importantes para la Mejora Vegetal es el conocimiento
de la contribucién relativa de los genes a la variabilidad del caracter que se esta
considerando. La variacion entre individuos de una poblacion se puede deber a

factores genéticos y/o ambientales. La heredabilidad de un caracter es la proporcién
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de la variacién fenotipica en una poblacién atribuible a la variacién genotipica entre
individuos, y los analisis de heredabilidad permiten estimar las contribuciones relativas
de las diferencias en factores genéticos y no-genéticos a la varianza fenotipica total en
una poblacién. La heredabilidad no es una propiedad del caracter Unicamente, sino
que también lo es de la poblacién y de las circunstancias ambientales a las que estan
sujetos los individuos. De hecho, para lo que es mas util la estima de la heredabilidad
es para comparar entre variables en cuanto a la magnitud de sus componentes
genéticos y sus, por tanto, posibilidades de respuesta a la seleccién en la mejora
genética. En nuestro estudio los caracteres evaluados en la poblacion RIL mostraron
valores de heredabilidad en sentido estricto muy variables segun el tipo de cardcter.
Los caracteres relacionados con el tamafio del fruto rojo maduro, el exterior del fruto
verde, la flor, la hoja y los foliolos, asi como el tipo de crecimiento mostraron valores
altos de h® Los caracteres qgue evaluaban el color, la mancha solar, la composicién
interna y otros caracteres de la planta como la longitud, el diametro del tallo o la
arquitectura mostraron una heredabilidad en sentido estricto moderada. El color
interno del fruto rojo maduro, la distribucidn de los racimos y algunos de los caracteres

que evaluaban el aspecto externo del fruto mostraron valores bajos de h’.

Estd ampliamente aceptado que el poder de resolucién y la precision del
cartografiado genético se ve afectado significativamente por la magnitud de la
heredabilidad del caracter (Flint et al. 2005). Segun Moreau y col. (1998) la deteccién
de QTLs es mas facil en caracteres donde el nimero de loci implicados es bajo y la
heredabilidad es alta. Mas adelante se valorara si esta afirmacién se cumple en nuestra
poblacién, ya que segun los datos obtenidos por llla-Berenguer y col. (2015), la
heredabilidad en sentido amplio (H) no fue un pardmetro fiable para predecir QTLs
putativos, aunque reconoce que la precision en los calculos de los valores de

heredabilidad se podria haber mejorado con mas réplicas de los parentales y la F;.

Saber en qué medida dos caracteres estan correlacionados es importante por
tres razones. Primero, en relacidén con las causas genéticas de la correlacion a través de
la accidn pleiotrdpica de los genes. Segundo, en relacién con los cambios inducidos por

la seleccién. En tercer lugar, en relacidn con la seleccidon natural. Es necesario distinguir
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las causas de correlacién entre caracteres, entre la genética y la ambiental. Se
calcularon tres tipos de correlaciones entre todos los caracteres evaluados: la
fenotipica, la genética y la ambiental. La magnitud de la correlacidon genética, que es
inducida por la pleiotropia (o por, no se debe descartar, el ligamiento genético)
expresa en qué medida los dos caracteres estan influidos por los mismos genes, sin
embargo el ambiente es una causa de correlacién en tanto que los dos caracteres
sujetos a la correlacion estén influenciados por las mismas diferencias en las
condiciones ambientales (Falconer & Mackay 2001). Debido al alto nimero de
caracteres evaluados en este trabajo no podemos ser exhaustivos, y se seleccionaron
para su presentacion unas pocas de ellas. En primer lugar, se tuvo en cuenta las que
presentaban valores de correlacion fenotipica significativos al 99% (calculada segun el
método Rho de Spearman) que presentaran un valor absoluto mayor de 0,5, y entre
ellas, se presté atenciéon a aquellas correlaciones que ademdas mostraban valores

absolutos de correlacion genética mayores de 0,6 (positivo o negativo).

Las correlaciones observadas entre caracteres vegetativos presentaron valores
altos pero se han de considerar triviales, ya que son claramente debidas a efectos
pleiotrépicos entre caracteres muy relacionados en el crecimiento vegetativo y la
estructura de la planta. Se detecté un QTL en el cromosoma 2 asociado la longitud de
la planta (Ht2) que explicaba el 9.9% de la varianza fenotipica, siendo los alelos de S.
pimpinellifolium los responsables del incremento en la longitud de la planta. De
Vicente y Tanskley (1993) detectaron hasta 9 QTLs asociados a este caracter en una
poblacién F, derivada de un cruce con S. pennellii, pero ninguno en el cromosoma 2.
Posteriores estudios de Grandillo y Tanksley (1996) y Paran y colaboradores (1997) si
que detectaron este QTL situado en el cromosoma 2, en poblaciones BC; y RIL
derivadas de cruces con especies silvestres mas emparentadas con la cultivada,
concretamente S. pimpinellifolium y S. cheesmaniae respectivamente. En el primer
estudio, el QTL pvh2.1 esta asociado al marcador TG492 que se encuentra en el mapa
fisico de la secuencia de referencia del tomate en 51.2 MB del cromosoma 2 (version
SL5.0 del genoma de tomate accesible en http://solgenomics.net), la misma regién
gendmica que el marcador asociado al QTL Ht2 detectado en este trabajo, sin embargo

la direccion del efecto del QTL es contraria ya que en el estudio el alelo S.
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pimpinellifolium provocé una disminucion del caracter, aunque hay que reseiar que la
entrada silvestre parental de la poblacion empleada era distinta a TO-937 y que es bien
conocido que S. pimpinellifolium posee una enorme variabilidad intraespecifica. En el
ultimo estudio (Paran et al. 1997) se han detectado 2 QTLs dentro del cromosoma 2,
de los cuales el QTL situado al final del cromosoma (marcador asociado TG188, 54 MB)

también coincide en la region gendmica con el Ht2.

Se detectaron dos QTLs asociados al diametro del tallo (SW4 y SW11) que
entre ambos explicaban el 32% de la varianza fenotipica, siendo los alelos de S.
lycopersicum los que provocan el incremento del didmetro. De Vicente y Tanskley
(1993) detectaron hasta 7 QTLs para este caracter en la poblacién F, derivada de un
cruce con S. pennellii, pero ninguno situado en los cromosomas 4 y 11. El QTL SW11 se
sitia en 54.2 MB en el mapa fisico, en esa zona se encuentran dos genes relacionados
con la divisién celular. El gen mas cercano al QTL codifica una serin/treonin protein-
kinasa. Las protein-kinasa juegan un papel en multitud de procesos celulares,
incluyendo la divisidn, proliferacidn, apoptosis y diferenciacion. El otro gen, situado a
110 kB cadena abajo del primero, codifica una proteasa también involucrada en
division celular, con un dominio ATPasa tipo AAA. Las proteasas AAA son
metalopeptidasas ATP-dependientes, también conocidas como FtsH en referencia a la
enzima de Escherichia coli (Filamentous temperature sensitive H). Se han encontrado
hasta 12 ortélogos en el genoma de las plantas. Este tipo de ATPasas forman una gran
familia de proteinas y juegan varios papeles en la célula, incluyendo la regulacion de
los ciclos celulares, la proteolisis y disgregacién de proteinas, la biogénesis de
organulos y el transporte intracelular. Estos dos genes descritos se pueden establecer
como posibles genes candidatos para explicar el mecanismo del QTL asociado al
diametro del tallo, dado que un incremento en el nimero de divisiones celulares, y por
tanto en el nimero de células, en el plano axial del tallo, provocaria el incremento del

didmetro del tallo.

Se detectdé un QTL en el cromosoma 2 para la exercion del estilo (Style2) que
explicaba el 31.2% de la varianza fenotipica, siendo los alelos de S. pimpinellifolium los

responsables de la exercion del estilo. Este QTL ya es bien conocido, pues fue
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detectado en una poblacién BC; derivada de un cruce con Lycopersicon hirsutum
(actualmente S. habrochaites) (Bernacchi & Tanksley 1997) y posteriormente
detectado (Chen & Tanksley 2004) y clonado en una poblacién de lineas de
introgresion de S. pennellii, descubriéndose que era un gen que codificaba un posible
factor de transcripcidon que regulaba la elongacidn celular en los estilos en desarrollo.
De esta manera la transiciéon de la polinizacion cruzada a la autopolinizacion fue
acompafiada, no de un cambio en la proteina sino en la regulacidon a la baja de la

expresion del gen durante el desarrollo de la flor (Chen et al. 2007).

Se detectaron 3 QTLs asociados al nimero de flores por inflorescencia en los
cromosomas 2 (Nflt2), 6 (NfIt6) y 10 (Nflt10), que explicaban entre el 9.2 y el 18.5% del
total de la varianza fenotipica. Nflt2 se encuentra en la parte final del cromosoma 2, en
54 MB en el mapa fisico, y el incremento en el nimero de flores por inflorescencia es
atribuido a los alelos de S. pimpinellifolium. Coincide en la misma regidon genémica con
el QTL nfl2.1 asociado al marcador TG537 (51 MB) detectado por van der Knaap
(2003), en una poblacién F, proveniente de un cruce con S. pimpinellifolium. En los
QTLs Nflt6 y Nfit10 son los alelos de S. lycopersicum los que provocaron el incremento
en el numero de flores por inflorescencia, efecto contrario al esperado segun el
fenotipo de los parentales. Se ha descrito previamente por Grandillo (1996) un QTL
para el numero de frutos por racimo en el cromosoma 6 cercano al marcador
morfolégico sp, en una poblacién BC; también proveniente de un cruce con S.
pimpinellifolium. Este QTL y el Nflt6 detectado en este trabajo se situan en la misma
region cromosdmica, en 42.5 MB, por lo que podrian ser el mismo QTL. De cualquier
forma, seria un QTL bastante coherente puesto que el gen SP (self-pruning) es
miembro, como Terminal flower y Single flower truss, de la familia de genes CET
(McGarry & Ayre 2012) relacionados con el equilibrio Florigen/Antioflorigen vy, por
tanto, con la induccion/terminacion del desarrollo de flores en los meristemos.
Respecto al cromosoma 10, Doganlar (2002) detecté en una poblacion BC;Fg
proveniente de S. pimpinellifolium el QTL para el nimero de frutos por racimo nof10.1,
en 2-3 MB en el mapa fisico, asociado al marcador morfoldgico u, de maduracién

uniforme. El QTL Nfit10 detectado en este trabajo estd situado en 61-63 MB, por lo
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gue no parece que sean el mismo QTL estando tan alejados. No hemos observado

ningun posible gen candidato para este QTL.

Los caracteres relacionados con el peso del fruto frente a los didametros del
fruto presentaron una alta correlacion fenotipica, resultado esperado debido a que al
aumentar los diametros aumenta el tamafio del fruto. Ademas presentaron una alta
correlacién genética, lo que se explica porque sus efectos provienen de genes
pleiotrépicos que tienen efectos en estos caracteres a la vez. Se han detectado 4 QTLs
en los cromosomas 2, 3, 11 y 12, que son comunes para los caracteres peso del fruto,
peso del pericarpo y diametro ecuatorial. Entre los 4 explican el 63-64% de la varianza
fenotipica encontrada en cada uno de esos caracteres, siendo en todos los alelos de
lycopersicum los que provocan el incremento de cada caracter. En el caso del diametro
polar también se encontraron 3 de esos 4 QTLs (PD2, PD3 y PD11), que explicaban
entre ellos el 49.6% de la varianza fenotipica. Estos caracteres presentan QTLs
comunes porque representan genes pleiotrépicos, como se ha comentado antes. El
control del tamafio del fruto de tomate se ha venido estudiando desde hace décadas, y
tras los primeros estudios de QTLs, ya se conocen varios genes, algunos incluso han
sido clonados y se ha descubierto el mecanismo molecular por el que actuan. Entre
ellos fw2.2, detectado continuamente en varias especies silvestres de fruto verde y
rojo (Paterson et al. 1991; Lindhout et al. 1994; Alpert et al. 1995; Grandillo &
Tanksley 1996; Lippman & Tanksley 2001; Doganlar et al. 2002; Saliba-Colombani et al.
2001; Lecomte et al. 2004) fue el primer QTL clonado para peso del fruto, y resultd del
proceso de domesticacién y seleccion sufrido por el cultivo (Frary et al. 2000; Nesbitt &
Tanksley 2002). Este gen codifica una proteina de la familia de reguladores del nimero
celular (CNR) y se piensa que esta localizada en la membrana plasmatica (Cong &
Tanksley 2006; Libault et al. 2010). Recientemente se ha clonado el segundo QTL de
peso del fruto, FW3.2 (Chakrabarti et al. 2013) en el que subyace un gen que codifica
un citocromo P450 y es un ortélogo de KLUH, que se ha demostrado que regula el

tamafio de los drganos en Arabidopsis (Anastasiou et al. 2007).

En nuestra poblacion el QTL detectado en el cromosoma 2 en 52.2 MB en el

mapa fisico tiene la misma localizacién que fw2.2 (Frary et al. 2000), y se detectd su
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asociacion en varios caracteres relacionados como el peso del fruto (FW2), el peso del
pericarpo (PW2), el porcentaje del peso del pericarpo (PP2.2), el didmetro ecuatorial
(ED2), el diametro polar (PD2) y el grosor del pericarpo (Pth2), ademds del marcado de
los hombros (BkS2.2) y el tamano de la flor (CoSz2). Todo lo expuesto parece indicar
que nuestro QTL se corresponderia con fw2.2. De igual manera ocurre en el
cromosoma 3 con el segundo QTL mas influyente para esos caracteres, detectado en
64.2 MB en el mapa fisico, para peso del fruto (FW3), peso del pericarpo (PW3),
porcentaje del peso del pericarpo (PP3), didmetro ecuatorial (ED3), diametro polar
(PD3) y grosor del pericarpo (Pth3), que por su localizacién y caracteres a los que esta
asociado podria corresponderse con FW3.2, situado en 58.8 MB (Chakrabarti et al.

2013).

Los coeficientes de correlacion ambiental entre la mayoria de los caracteres de
tamaio del fruto resultaron ser similares a los obtenidos en la correlacién genética,
hecho que sefiala que el ambiente junto con los efectos genéticos no aditivos son la
principal causa de variacion fenotipica. Sin embargo, en las relaciones en las que
estaba implicado el caracter diametro polar, la correlacién ambiental era superior o
muy superior a la correlacidon genética. También el peso del pericarpo frente al grosor
del pericarpo mostré una correlacion ambiental mayor que la genética. Estos
resultados muestran que en estos Ultimos caracteres en concreto, el ambiente (en el
que hay que implicar no sélo a las variables ambientales sino a factores fisioldgicos
tales como, por ejemplo, posicion del fruto en el racimo, es el mayor factor de

variacion fenotipica.

Se detectaron 3 QTLs asociados a la forma del fruto, calculada como el cociente
entre el didmetro ecuatorial y el didmetro polar, en los cromosomas 2 (FS2.1y FS2.2)y
7 (FS7). Respecto a la forma del fruto tal como la medimos nosotros se conocen al
menos 3 genes que modulan la forma del fruto y que sin embargo tienen un efecto
minimo sobre su tamafio, éstos son ovate, sun vy fs8.1 (Tanksley 2004). Al presentar los
parentales de la poblacién, MM y TO-937, los frutos redondeados, ninguno de los 3
genes estaria a priori presente en los parentales de nuestra poblacion RIL. Este hecho

ha permitido que en este estudio se hayan podido descubrir otros QTLs para el
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caracter de forma del fruto que en otras poblaciones con alguno de los 3 genes no
habrian llegado a ejercer efecto suficiente para ser detectados. El QTL FS7 explico el
10.4% de la varianza fenotipica y el marcador al que esta asociado lo situa en 55.8 MB
en el mapa fisico. En la misma regidon gendmica se encuentra el marcador TG143 (59.4
MB) asociado a otros QTLs para el caracter forma detectados en una poblacién
BC,/BCs a partir de cruzamientos con S. parviflorum (Fulton et al. 2000) y en una
poblacion BC,/BC4 obtenida de cruzamientos con S. peruvianum (Fulton et al. 1997),
por lo que FS7 podria corresponderse con ellos. También se han descrito QTLs para la
forma del fruto en el cromosoma 2 cercanos a fw2.2 (Tanksley et al. 1996; Grandillo &
Tanksley 1996), pero ninguno se sitla cerca de la regidon gendmica de los QTLs
descritos en esta Memoria, ya que fw2.2 estd en 52.2 MB en el mapa fisicoy FS2.1y
FS2.2 estan en 42.5 y 40.1 MB respectivamente . Al analizar los QTLs del cromosoma 2
por el método de Multiple QTL Mapping (MQM) se observé que FS2.2 sélo se
detectaba cuando el marcador asociado a FS2.1 se utilizaba como cofactor. Estos dos
QTLs se sitluan a 26 cM por lo que estan ligados, sin embargo muestran efectos
contrarios, ya que en FS2.1 son los alelos de S. lycopersicum los que provocan el
incremento del caracter, efecto esperado segun el fenotipo de los parentales,
generando un fruto mas achatado; y en FS$2.2 son los alelos de S. pimpinellifolium los
que se asocian a un fruto mas achatado. Serd necesario, por tanto, obtener nuevo
material vegetal, por ejemplo lineas de introgresién, que separen estos dos QTLs

ligados y de efectos contrarios para poder estudiar con mayor precision sus efectos.

Se ha detectado un QTL comun para dos caracteres, porcentaje del peso del
pericarpo y marcado del hombro. Se situa en el cromosoma 2, explicando el 13.5%
(PP2.1) y el 13% (BkS2.1) de la varianza fenotipica, y no parece estar relacionado con el
peso o tamano del fruto, dado que no se ha detectado para esos caracteres, sino para
el porcentaje del peso del pericarpo. Este caracter muestra qué proporcion del peso
del fruto se debe al peso del pericarpo y qué proporcion al conjunto de la placenta,
mucilago y semillas, que han sido retirados para los analisis. Se han valorado varias
hipdtesis que expliquen el mecanismo que subyace bajo este QTL: que afecte al peso
de las semillas, al tamafio de la columela, o a la proporcién del l6culo que queda vacio.

Se han encontrado en la bibliografia varios QTLs que controlan el peso y/o nimero de

82



Capitulo 1. Caracterizacion genética de caracteres relacionados con la calidad del fruto.

las semillas en varios cromosomas (Tanksley et al. 1982; Goldman et al. 1995; Grandillo
& Tanksley 1996; Lippman & Tanksley 2001; Doganlar et al. 2002; van der Knaap &
Tanksley 2003; Foolad 2007). Los QTLs encontrados en la bibliografia que se sitdan en
el cromosoma 2 se localizan en el mapa fisico entre 5.3 MB (nsf2.1 asociado al
marcador TG14 en van der Knaap & Tanksley 2003) y 16.2 MB (sw2.5 asociado al
marcador TG167 en Lippman & Tanksley 2001) mas abajo de nuestro QTL
PP2.1/BkS2.1. Para establecer si PP2.1/BkS2.1 tiene efecto sobre el peso y/o nimero
de las semillas, y determinar si en nuestra poblacion se puede detectar un QTL
asociado a ese caracter se necesitan analisis adicionales a este trabajo; sin embargo
habria que tener en cuenta que probablemente el peso de la semilla puede no ser
suficiente para generar las diferencias en el porcentaje del peso del pericarpo. Para
determinar si PP2.1/BkS2.1 ejerce alguna accion sobre el tamafio de la columela se
midié a visu sobre fotografia asignando valores de 1 a 3 a cada RIL, y se aplic a los
datos el método de Interval Mapping (IM) y el método de Multiple QTL Mapping
(MQM) con los que se detecté un QTL que explicaba el 11,5% de la varianza fenotipica
del tamafio de la columela, pero no en el cromosoma 2 sino en el cromosoma 3 (CW3),
por lo que es un resultado novedoso pero no nos sirve como hipdtesis para explicar el

mecanismo de PP2.1/BkS2.1.

Por ltimo, para determinar si PP2.1/BkS2.1 tiene algun efecto en la proporcién
del l6culo que queda vacio, y asi afectar al porcentaje de peso del pericarpo, se ha
consultado la bibliografia disponible y se ha examinado un estudio de van der Knaap y
Tanksley (2003), ya que la poblacion empleada tiene como uno de sus parentales la
variedad Yellow Stuffer. Esta variedad de S. lycopersicum presenta un fruto que
recuerda en la forma a un pimiento morréon amarillo, ya que presenta hombros
marcados, l6culos marcados en todo el eje longitudinal del fruto y, lo mas importante,
en su interior el conjunto de placenta, mucilago y semillas ocupan muy poco espacio
en relacion a todo el volumen del l6culo, como suele ocurrir en los pimientos (Figura
1.4). En el estudio se analizan diferentes caracteres que ademas del peso del fruto
definen la forma tipica del pimiento (tipo bell), midiendo el marcado de léculos en
ambos extremos distales del fruto (sb/k y bblk), entre otros, pero no asi la proporcién

del l6culo que queda vacio. Aun asi se compard la posicién de los QTLs detectados en
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el cromosoma 2 para la forma de pimiento (bell2.1 en 48.5 MB, asociado al marcador
TG645), para la forma y el marcado de los hombros (bell2.2 y sblk2.1 en 51.04 MB
asociado al marcador TG537) y para el marcado de los loculos en la parte apical
(bblk2.1 en 49.5 MB asociado al marcador CT244) y se observd que se encontraban al
menos a 12 MB de nuestro QTL PP2.1/BkS2.1. En cambio el QTL para marcado de
hombros (sblk2.1 en 51.04 MB asociado al marcador TG537) si se encuentra en la
misma regién gendmica del mapa fisico que el segundo QTL para marcado de hombros

(BkS2.2 en 52.2 MB) descrito en nuestra poblacién.

Tras este andlisis de las hipdtesis no se puede afirmar que el mecanismo de
accién del QTL PP2.1/BkS2.1 se base en el control del llenado del léculo, ya que es
necesario primero profundizar en el conocimiento de las bases de este caracter. Para
ello lo mas conveniente seria emplear poblaciones como las desarrolladas por el grupo
de la Dra. van der Knaap, en las que los parentales ofrecen un rango amplio de

variabilidad para el caracter.

- .

Figura 1.4. Corte longitudinal (izquierda) y corte
transversal (derecha) de un fruto de la variedad Yellow
Stuffer, donde se observa que el conjunto de mucilago,
semillas y placenta no ocupa todo el espacio interior de los
I6culos. Imagen tomada de la web www.oardc.osu.edu.

La densidad y longitud de la pilosidad del fruto mostraron valores altos de
correlacién fenotipica y genética. Esta relacion se confirma por la detecciéon de un QTL
asociado a la densidad y longitud de la pilosidad del fruto (HdF10/HIF10) que explica
el 14.8 y el 23.6% de la varianza fenotipica, respectivamente, situado en 60.7 MB en el
mapa fisico, siendo los alelos de S. pimpinellifolium los responsables del incremento de

ambos caracteres. En relacidon con estos caracteres se detectaron ademas dos QTLs
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asociados no al fruto sino a la pubescencia de las partes vegetativas (HdP7 y HdP10)
gue entre ambos explicaban el 69.9% de la varianza fenotipica, y se ha de sefialar que
HdP10 se situd en la misma regidon genémica que HdF10/HIF10. La deteccion de un QTL
en el cromosoma 10 para la pubescencia de la planta se ha publicado en varias
ocasiones. Tanksley y colaboradores (1992), en su estudio sobre los mapas de
ligamiento de tomate y patata, recogen en el cromosoma 10 el marcador morfoldgico
h (hairs absent) (Rick 1980), que determinaba ausencia de pelos (tricomas), asociado al
marcador CT203, localizado en 60.4 MB en el mapa fisico, la misma regién gendmica
que HdF10/HIF10/HdP10. En este estudio se recoge que el cromosoma 10 es uno de
los 5 cromosomas afectados por las inversiones cromosdémicas que diferencian los
genomas de tomate y patata. Mas reciente es el estudio de Frary y colaboradores
(2014), que muestra la sintenia entre los genomas de berenjena, tomate, patata y
pimiento, identificando ortdlogos putativos en un 35% de los QTLs encontrados. En el
caso de la pubescencia, encontraron varios QTLs segun la parte vegetativa estudiada
(apice, tallo y hojas), situandose los mas influyentes en los cromosomas 3 y 10 de
berenjena. Uno de los QTLs detectados en el cromosoma 10 de berenjena (sh10.1)
estaba asociado al marcador TG280, que en el mapa fisico de tomate (SL2.50) se situd
en 59.5 MB, por lo que podria ser ortdlogo de los encontrados en este estudio
(HdF10/HIF10/HdP10), situados en 60.7 MB. Ademas en la berenjena se encontraron
QTLs adicionales en los cromosomas 2, 3, 7 y 9, indicando que hay QTLs menores
asociados al caracter. El QTL detectado en el cromosoma 7 (ah7.1) estaba asociado al
marcador TG143, que en el mapa fisico de tomate (SL2.50) se situé en 59.5 MB, por lo
que podria ser ortdlogo del encontrado en este estudio (HdP7) en 62.3 MB, en el cual
se observo que son los alelos de S. lycopersicum los que provocan el incremento en la

pubescencia.

La presencia de hombro verde oscuro en el fruto verde se conoce desde hace
tiempo como el gen u (uniform-ripening) cuya mutacién en algunas variedades de
tomate cultivado provoca una maduracién uniforme del fruto, mientras que el alelo
silvestre genera un hombro verde oscuro en el fruto verde. En esta poblacién es el
parental TO-937 el que aporta este cardcter de hombros verdes. En el estudio se

observé una correlacién genética entre la presencia de hombro verde oscuro y rayas
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longitudinales en el fruto verde, lo que indicaria pleiotropia del gen subyacente. Se
detectd un QTL mayor (GSh10) en el brazo corto del cromosoma 10, asociado a los
pardmetros L, a y H de la zona peduncular (hombro), asi como a la presencia de rayas
verdes y hombro mas oscuro en la zona peduncular. Este QTL mayor explicé entre un
33% y un 65% de la varianza fenotipica y por su localizaciéon en 2.3 MB en el mapa
fisico se corresponde, como era de esperar, con el gen GLK2 (Powell et al. 2012;
estudio en el que, entre otras, se utilizd nuestra misma poblacion RIL en su
localizacidon), ya conocido por ser el gen que codifica un factor de transcripcidn
responsable del fenotipo del marcador morfoldgico u (uniform ripening), responsable
de generar hombro verde oscuro en los frutos verdes en las especies silvestres, y que
en esta poblacion lo aporta el parental S. pimpinellifolium. El valor de la correlacién
ambiental es muy bajo, lo que indica que este caracter estaria muy poco influenciado
por el ambiente. En los siguientes capitulos de esta Memoria se profundizard en el
comportamiento de este cardcter respecto a los factores ambientales y su relacién con

la fisiopatia de la mancha solar.

La correlacion observada entre los caracteres relacionados con la mancha solar
se debe a que el indice de mancha solar (YSD index) se calcula mediante una férmula
que emplea el valor de la diferencia de H (DiffH) entre la zona del hombro (1) y la zona
apical (4) del fruto. Ademas de esta diferencia de H, también emplea los valores de H'y
L de la zona apical (4). Es por esta razén que existe una alta correlacion entre este
indice, la diferencia de H y el valor de H en la zona 1. Por otro lado, el indice de
mancha solar observada correlaciona con el YSD index, (asi como con las variables L y
H de la zona 1y la diferencia de H, por las razones arriba descritas). Esto puede indicar
la calidad del indice de mancha solar, sin embargo sélo en estas correlaciones donde
esta este caracter implicado, el valor de la correlacion genética es sensiblemente
menor que el de la ambiental, hecho que sefala que el ambiente es el mayor factor de
variacion fenotipica cuando se emplea la valoracién de la mancha solar a visu. Al
analizar los parametros de color del fruto rojo maduro, en la zona del hombro, se
detectd el mismo QTL GSh10 en los parametros L (Li10), C (Sat10.1) y H (Co10) de la
zona peduncular, la diferencia de H entre las zonas peduncular y apical y el indice de

mancha solar (YSD10). Este QTL comun asociado a la mancha solar no llegd a ser
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significativo en estos caracteres de color. El motivo es que, a pesar de haber casi la
mitad de las RlILs afectadas por la mancha solar, en muchas de ellas las plantas no
mostraban el cardcter en todos los frutos, y algunas lo mostraban con poca severidad.
Es posible que al tomar los frutos para los ensayos de calidad, siguiendo el apartado
1.2.2, no se tomara el numero suficiente de frutos y no reflejara bien el valor real del
caracter mancha solar para la linea por una cuestién de muestreo insuficiente para un
cardacter tan variable en su expresién. Es por ello quizas que la deteccién del QTL no
llegue al valor umbral para ser significativa. Por todo ello, nos planteamos realizar un
nuevo fenotipado de la poblacién RIL y estudio de localizacién de QTLs especifico para

la fisiopatia de la mancha solar, que se detalla en el capitulo 3 de esta memoria.

Los coeficientes de correlacion entre los parametros de color L, C, Hy a para el

fruto rojo maduro muestran que los valores de C entre las 4 zonas del fruto

correlacionan entre ellos. Se observa que entre las zonas 1 (Peduncular) y 2
(Subpeduncular) las correlaciones no son tan altas (en torno a 0,6) debido a la mancha
solar de algunos frutos. Asi mismo, la zona 1 correlaciona con la 3 y 4
significativamente pero con valores menores no mostrados en la Tabla 1.3. Los valores
de L entre las 4 zonas del fruto presentan un comportamiento parecido al de la
variable C, ya que correlacionan bien las zonas 2, 3 y 4, entre ellas pero no la zona 1
con las otras zonas debido también a la mancha solar de algunos frutos. Los valores de
H entre las 4 zonas del fruto presentan un comportamiento diferente al de las
variables L y C. Sélo correlacionan las zonas 3 y 4 entre ellas porque H es una variable
con mayor rango de variabilidad en los frutos, representando el color tal y como lo
conocemos, desde 27° (rojo) a 95°-100° (amarillo) de manera aproximada. Dado que el
color rojo es mas uniforme en las zonas 3 y 4 la correlacidn es mayor. Al contrario, en
las zonas 1y 2, donde se puede desarrollar la mancha solar, los valores de rp y rg son
sensiblemente menores. En la zona del hombro (zona 1) correlacionan L con Cy L con
H (entre C y H también hay correlacidon pero de menor valor). Sin embargo esto no
ocurre en el resto de zonas. Puesto que la diferencia entre la zona del hombro y el
resto del fruto es la presencia de la mancha solar en frutos de algunas RILs cabe pensar
gue la presencia de mancha provoca que se incremente el valor de H de rojo (27°)

hacia amarillo (95°-100°), a la vez que el valor L de luminosidad y el valor de C de
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saturacion del color aumentan. En la zona entre el hombro y el ecuador del fruto (zona
2) correlaciona L con H. Esto es un reflejo de lo que se ha explicado para la zona 1
respecto al efecto de la mancha solar, ya que en algunos frutos la mancha es tan
grande que puede llegar hasta el eje ecuatorial del fruto, si bien como se ve en la Tabla
1.3 los valores son menores que para la zona 1. Entre los valores C de saturaciény a en
el eje del rojo existe correlacion. Esto se observa en las zonas 2, 3y 4, y los valores son
mayores conforme se van acercando a la zona apical del fruto (desde zona 2 a zona 4).
No existe correlacidén en la zona 1 que es donde se desarrolla la mancha solar del fruto

cuando aparece.

Se detectaron 3 QTLs asociados al contenido de sdlidos solubles del fruto
(SSC), en los cromosomas 2 y 3 (SSC2, SSC3.1 y SSC3.2) que entre todos explicaban el
35.3% de la varianza fenotipica. El contenido en sélidos solubles es de los primeros
caracteres estudiados por los mejoradores por su importancia tanto en el mercado de
tomate fresco como en el de procesado, ya que afecta a la calidad organoléptica y al
rendimiento del producto final (pasta deshidratada), respectivamente. Se han
detectado varios QTLs asociados al SSC en varias poblaciones provenientes de
cruzamientos con S. chmielewskii (Paterson et al. 1988), S. cheesmaniae (Goldman et
al. 1995), S. peruvianum (antiguo L. peruvianum) (Fulton et al. 1997), S.
pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996; Grandillo & Tanksley 1996; Chen et al. 1999;
Capel et al. 2015) y con S. lycopersicum var. cerasiforme (Saliba-Colombani et al. 2001;
Lecomte et al. 2004). También se ha aprovechado el conocimiento de estos QTLs para
realizar estudios de introgresion de las zonas gendmicas que portaban QTLs conocidos
para SSC de especies silvestres en el genoma de tomate cultivado, con el fin de
estudiar sus efectos (Eshed & Zamir 1995; Fridman et al. 2000; Yousef & Juvik 2001;
Yates et al. 2004; Fridman et al. 2004; Baxter et al. 2005). Varios QTLs detectados en
los estudios sefalados se encuentran en la misma regidon genémica que los QTLs
detectados en esta Memoria, en concreto el QTL detectado en el cromosoma 2 (55C2)
se localiza en 43.6 MB, y en varios estudios se han detectado QTLs asociados a SSC en
la misma regiéon gendmica (Goldman et al. 1995; Tanksley et al. 1996; Fulton et al.
1997; Chen et al. 1999; Saliba-Colombani et al. 2001; Lecomte et al. 2004; Capel et al.

2015; este ultimo estudio, realizado con la misma poblaciéon RIL que esta memoria).
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Respecto a los dos QTLs del cromosoma 3, se situan en 54.7 MB (S5C3.1) y 68.4 MB
(85C3.2). Se ha encontrado en la bibliografia que en la zona gendmica de SSC3.1 han
sido detectados QTLs para SSC en el estudio de Goldman y col. (1995). En cambio,
varios trabajos han detectado QTLs para SSC en la zona gendmica de SSC3.2 (Paterson
et al. 1988; Goldman et al. 1995; Tanksley et al. 1996; Chen et al. 1999; Capel et al.
2015), y ademas en todos coincide que son los alelos de S. lycopersicum los

responsables del incremento del caracter.

El contenido en glucosa correlaciona con el contenido en fructosa porque son
los azlcares predominantes en el fruto, sin embargo estan implicados en multiples
rutas diferentes de sintesis y degradacion, por lo que el valor de la correlacién genética
es menor que el de la correlacién fenotipica. El coeficiente de correlacién ambiental
entre la glucosa y la fructosa es mayor que el de la correlacién genética, lo que permite
afirmar que el ambiente es el mayor factor de variacion fenotipica en la relacién entre
los contenidos de los dos azucares reductores. En este estudio no se detectaron QTLs

significativos para el contenido en glucosa y fructosa del fruto.

Se detectd un QTL para la acidez del fruto en el cromosoma 6 (TA6) en 42.8 MB
en el mapa fisico que explicaba el 12.4% de la varianza fenotipica. En la bibliografia
existen estudios que han detectado QTLs asociados a la acidez del fruto en otros
cromosomas (Saliba-Colombani et al. 2001; Lecomte et al. 2004; Capel et al. 2015),

pero no en el cromosoma 6, donde se localiza el QTL TA6 detectado en este trabajo.

El contenido en licopeno correlaciona con el contenido en B-caroteno del fruto
ya que comparten la misma ruta biosintética (Goodwin 1994; Armstrong & Hearst
1996; Hirschberg et al. 1997; Hirschberg 2001). Por otro lado la correlacion del
licopeno con el porcentaje de licopeno en el fruto (respecto al total de licopeno y B-
caroteno), presenta valores mds bajos, lo que se puede explicar por qué el rango de
valores de contenido de licopeno entre las RILs es muy amplio (desde 12 a 240 pg/g)
pero los porcentajes de licopeno en el fruto, respecto al total de licopeno y B-caroteno
no es un caracter con un rango tan amplio, del 54 al 71%. Se detecté un QTL comun

para el contenido en licopeno y B-caroteno del fruto en el cromosoma 1 (Lyc1/B-c1),
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que explicaban cada uno el 11.8% de la varianza fenotipica. Ademds se detectaron dos
QTLs para el contenido en B-caroteno del fruto en los cromosomas 2 (B-c2),y 7 (B-c7),
cada uno explicando algo mas del 10% de la varianza fenotipica. Por ultimo se
detectaron dos QTLs para el porcentaje de licopeno respecto al B-caroteno del fruto
en el cromosoma 4 (PLyc4.1y PLyc4.2), que explicaban entre ambos mds del 32% de la
varianza fenotipica. En todos los QTLs presentados fueron los alelos de S.
pimpinellifolium los responsables del incremento del contenido de los carotenoides
medidos. Ya ha sido detectado un QTL en el cromosoma 1 en nuestra poblacidn,
asociado al marcador SSR75, que se situa en la misma region gendmica que nuestro
QTL Lyc1/B-c1 localizado en 83.7 MB (Capel et al. 2015); sin embargo en dicho estudio
el QTL sdlo estaba asociado al contenido en B-caroteno, no al del licopeno. Existe otro
estudio anterior, de Chen y col. (1999), que detecta un QTL en el cromosoma 1 para
contenido en licopeno pero la regidén genémica no es la misma. En el cromosoma 2
Capel y col. (2015) han detectado un QTL asociado al marcador SSR66 para el
contenido en B-caroteno, que se sitla en 38.6 MB, muy cerca de la region gendmica de
B-c2, detectado en 35.2 Mb en nuestra poblacion. En el estudio de Chen y col. (1999)
se ha detectado también un QTL en el cromosoma 7, asociado al marcador TG113,
para el contenido en licopeno en 1.7 MB. Este QTL se sitia muy cerca de la regién
gendmica de B-c7, detectado en 0.6 Mb en nuestra poblacién, aunque no para el
contenido en licopeno sino en B-caroteno. No se ha encontrado en la bibliografia
ningun estudio de QTLs del caracter medido en nuestra poblacién como porcentaje de
licopeno respecto al B-caroteno del fruto, pero si se han encontrado estudios que
muestran QTLs para el contenido en licopeno en el cromosoma 4, donde se situan los
dos QTLs PLyc4.1 y PLyc4.4. El QTL detectado a 53.2 MB (PLyc4.1) se encuentra en la
misma region gendmica que los QTLs detectados para el contenido en licopeno
asociados a los marcadores TG287 (Saliba-Colombani et al. 2001) y SSR94 (Capel et al.
2015); mientras que el QTL detectado a 62.7 MB (PLyc4.2) se encuentra en la misma
region gendmica que el QTL detectado por Chen y col. (1999) para el contenido en
licopeno asociado al marcador CT50. Este hecho se debe a que la medida del
porcentaje de licopeno es una medida indirecta del contenido en licopeno. Los
resultados muestran que es Util para el estudio de QTLs asociados al contenido en

licopeno, ya que parece que al relacionar el contenido en licopeno con el contenido en
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B-caroteno se soslaya el error experimental que estd asociado al protocolo de

extraccion de carotenoides.

Los caracteres medidos en la poblacién que mostraron heredabilidad en
sentido amplio (H) alta o moderada fueron, entre otros, los relacionados con tamafio
del fruto, exterior del fruto verde, mancha solar, SSC, acidez, longitud de la planta,
didametro del tallo y flor. Ha sido en estos caracteres en los que se detectaron la
mayoria de los QTLs, por lo que en nuestro estudio se corrobora efectivamente lo
establecido por Moreau y col. (1998), que la deteccion de QTLs es mas facil en

caracteres donde el niumero de loci implicados es bajo y la heredabilidad es alta.

Existen caracteres de calidad de fruto que por su interés agronémico vy
comercial han sido ampliamente estudiados, como puede ser el tamafo del fruto o el
contenido en sdélidos solubles. Ya se han mencionado los QTLs detectados con
anterioridad a este trabajo, e incluso algunos de ellos han sido clonados y se conoce el
gen ultimo responsable del caracter. Varios de los QTLs detectados en este trabajo, y
gue han sido presentados en la Tabla 1.4 coinciden en la misma region genémica que
QTLs detectados para los mismos caracteres en diferentes trabajos anteriores, aun
habiendo sido realizados en diferentes tipos de poblacion y con diferentes parentales
silvestres. Estas coincidencias en la deteccién de QTLs confirman que el estudio
realizado en esta Memoria es coherente y fiable para la caracterizacién genética de
caracteres relacionados con la calidad del fruto. Esto nos permite confiar en que los
QTLs detectados que no han sido descritos antes en otros estudios, como SW11
asociado al didmetro del tallo, FS2.1 y FS2.2 asociados a la forma del fruto,
PP2.1/BkS2.1 asociados al porcentaje del peso del pericarpo y marcado del hombro y
TA6 asociado a la acidez del fruto, entre otros, son consistentes y se pueden emplear
como punto de partida en nuevos estudios que profundicen en el conocimiento del
mecanismo que subyace en esos QTLs, como el estudio de genes candidatos. De igual
manera, el estudio de localizacién de QTLs descrito en este capitulo se puede
considerar como una prueba de concepto de su validez para la deteccidon de QTLs para

el cardcter principal estudiado en este trabajo de tesis, la fisiopatia de la mancha solar
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cuando se emplee una caracterizacién de la poblacion (detallada en el capitulo 3) que

obvie la gran variabilidad entre frutos para su expresion fenotipica.
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Capitulo 2

APROXIMACION A LA FISIOPATIA DE LA MANCHA SOLAR.
OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL PARA EL ESTUDIO DE LA
MANCHA SOLAR.

2.1. ANTECEDENTES

El primer paso para estudiar la fisiopatia de la mancha solar, conocida por las
siglas en inglés como YSD (Yellow Shouler Disorder), es encontrar una descripcion
apropiada de ella. Varios estudios, entre ellos el de Sadik y Minges (1966) han tratado
de describirla seglin su apariencia externa como un blotchy ripening disorder, término
gue describe las fisiopatias que provocan una maduracién del fruto sin uniformidad en
el color. Dicho estudio describe la mancha solar como la presencia de Internal White
Tissue (IWT) bajo la piel del fruto y localizada alrededor de la cicatriz peduncular. En
ese mismo trabajo se realiza un estudio detallado del origen y el desarrollo del IWT, y
también se describen otras alteraciones del color como debidas a la presencia de IWT,
pero situado en diferentes localizaciones en todo el fruto, por lo que tendrian causas
diferentes. Estas alteraciones son denominadas en el estudio como subsurface
yellowing, blotches o anillo amarillo. Esta clasificacion de la mancha solar como un

blotchy ripening disorder es anterior al descubrimiento del gen u (Ayers & Tomes 1966)
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cuya mutacién determina un color verde claro uniforme en los frutos inmaduros, sin
presencia de hombro verde oscuro alrededor de la cicatriz peduncular, como ocurre en
las especies silvestres y variedades de tomates tradicionales. Un afio antes Venter
(1965), en sus investigaciones sobre el hombro verde, antes del conocimiento del gen
u, ya describia que en los frutos que presentaban hombro verde oscuro el color de esta
zona normalmente evolucionaba, pero no a rojo, sino a amarillento, y que el tejido no
se ablandaba como el resto del fruto maduro. Con posterioridad, Picha (1987) concluia
gue en la mancha solar encontrada en frutos de variedades de maduracion no
uniforme, la zona amarilla que aparece en el hombro del fruto podia ser de tamafio
variable, se continuaba algunos milimetros en el interior del pericarpo y se mostraba
mas o menos endurecida, por lo que contrastaba con el resto del fruto que presentaba
una apariencia de rojo maduro normal. Por otro lado, Hartz (1999), en un estudio en
variedades de tomate para procesado de maduracion uniforme (no mostraban hombro
verde oscuro), describia la presencia de un anillo amarillo alrededor de la zona de
abcision, y lo llamaba yellow shoulder. Este contraste entre los dos desérdenes del
desarrollo normal del fruto, anillo amarillo y mancha solar, fue estudiado por Francis y
col. (2000), que postulaban que podria deberse a diferencias en el genotipo y el
ambiente, o simplemente ser el reflejo de diferentes grados de severidad y localizacion

del IWT.

Los estudios histolégicos de la zona del fruto con YSD (Francis et al. 2000)
revelan que presenta caracteristicas de frutos verde maduro, por la presencia de
laminilla media y por el estadio de desarrollo de los cromoplastos, pero a su vez
presenta diferencias con el tejido verde, ya que el tejido de YSD tiene células mas
pequefas y desorganizadas. En relacion con los pigmentos, Darrigues y col. (2008)
comprobaron que el tejido amarillo presentaba bajo contenido en licopeno y B-
caroteno. Picha (1987) investigd sobre las diferencias en la composicién entre el tejido
con mancha solar y el tejido rojo maduro de la zona apical. En el tejido amarillo los
niveles de acido citrico y la acidez titulable fueron mas bajos, y el contenido en materia
seca, acido malico, el ratio entre los acidos malico/citrico y el pH fueron mas altos.
Ademas el equilibrio catién-anidn estaba afectado en el tejido amarillo, ya que los

niveles de los iones P y K aparecian mas bajos que en el tejido rojo, y el nivel de calcio
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fue mas alto. Segun Picha (1987), los bajos niveles de K en el tejido amarillo pueden
deberse a la disminucion de la capacidad de incorporacién y acumulacién de K por
parte de las células del tejido, debido en parte al detrimento del contenido acido. En
cambio no asocié el YSD con desequilibrios en el contenido de iones N o Mg. Respecto
a los azucares, los niveles de sacarosa fueron mas altos y el contenido en sélidos
solubles (SSC) mas bajo en el tejido amarillo, mientras que los azucares reductores no
mostraron cambios. Al comparar los datos de composicion del tejido afectado con YSD
con los estudios sobre blotchy ripening, se comprobd que las diferencias en la acidez
titulable, el acido citrico, el SSC y el pH entre los tejidos amarillo y rojo fueron
consistentes con lo establecido previamente por Davies (1966b; 1966a), entre el tejido
blotchy y el tejido rojo. Sin embargo, el contenido en materia seca y el de azucares
reductores fueron menores en el tejido blotchy respecto al rojo. Como conclusién del
conocimiento generado por estos estudios, se ha definido el YSD como una alteracién
en el desarrollo y maduracién del fruto pero nunca como un retraso del desarrollo

(Trudel & Ozbun 1970; Francis et al. 2000).

Las causas por las que aparece la mancha solar no estan claras, pudiendo ser
nutricionales, ambientales y genéticas (Picha & Hall 1981; Francis et al. 2000).
Numerosos estudios establecen un factor nutricional en la aparicién de la mancha
solar, observandose una correlacidén negativa entre el nivel de potasio en el suelo y el
numero de frutos afectados y su severidad, ya sea en invernadero o en campo (Trudel
& Ozbun 1971; Picha & Hall 1981; Hartz et al. 1999; Hartz 2005). La misma correlacién
negativa se ha descrito para los frutos con blotchy ripening (Jones & Alexander 1962;
Ozbun et al. 1967). El problema aparece en los suelos con alta capacidad de fijacion de
K, pero Hartz (1999) también encontrdé en esos suelos con bajo nivel de K que los
frutos con bajo contenido en K no mostraban YSD, por lo que debe haber otros
factores. Trudel y Ozbun (1971) detectaron una correlacidn positiva entre los niveles
de K de la solucién nutritiva que se afadia a las plantas y los carotenoides del fruto,

especificamente con el licopeno, mientras que el B-caroteno seguia un patrén inverso.

Entre los factores ambientales se ha sugerido que una combinacidon de

radiacion de corta y larga longitud de onda es una posible causa (Lipton 1970; Picha
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1987; Hartz et al. 1999; Romero-Aranda et al. 2004). Entre los ensayos realizados por
Venter (1965) acerca de los factores que afectaban a la aparicidon del hombro verde,
demostré que el sombreado de los frutos con ldmina de aluminio disminuia
significativamente la presencia del hombro comparado con los frutos no sombreados.
Sin embargo, Venter no especifica en qué momento del desarrollo del fruto inicié el
tratamiento, cuanto duré o de qué manera se colocd la [dmina de aluminio, pero lo
que parece claro es que la radiacién solar sobre el fruto esta implicada en la aparicién
de la mancha solar. Picha (1987) determind que la incidencia de la mancha solar en los
frutos practicamente desaparecia al recolectarlos en estado verde maduro, y dejarlos
madurar en condiciones ambientales de sala (232C, 75% de humedad relativa), en vez
de dejarlos madurar en la planta. Este hecho le llevé a concluir que la mancha solar
estaba mediada por las condiciones ambientales durante la maduracion del fruto y que
la predisposicidn del fruto a mostrar mancha solar podria iniciarse durante los estadios
de desarrollo y maduracion. Sin embargo, argumentd que la expresion del caracter
solo se hace presente bajo ciertas condiciones ambientales desfavorables durante el
desarrollo del fruto mientras madura en la planta. Sugirié entre otras condiciones
desfavorables, que la asociacion de la mancha solar con la presencia de hombro verde
durante la maduracion se pude deber a la acumulacién de calor en el hombro verde
oscuro. El efecto de la temperatura no estd demostrado, aunque se sabe que la
produccién de etileno se inhibe en condiciones de alta temperatura en muchas plantas
(Lipton 1970; Yang 1980), asi como la sintesis de licopeno (Cheng et al. 1988). Por
tanto no se conoce con exactitud si la influencia de las condiciones ambientales
adversas se produce en cualquier momento del desarrollo del fruto o en uno o varios
periodos sensibles concretos. También se desconoce si la mancha solar se debe a la
radiacion solar como el espectro completo o al efecto de la radiacién con determinada
longitud de onda, como la luz ultravioleta, que recibe el fruto. En este capitulo se

tratara de dar respuesta a este aspecto.

Un aspecto a tener en cuenta para la evaluacion de la presencia de mancha
solar es la subjetividad con la que se realiza en algunos estudios, basandose sélo en
indices visuales. Una manera de soslayarlo es utilizar medidas de color objetivas con

un colorimetro de tipo Hunter, que trabaja en el espacio de color CIELab (Anexo 1.5).
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De esta manera los pardmetros que conforman el espacio CIELab aportan informacién
de diferentes aspectos del color. Se han desarrollado otras maneras de medir el color
de manera objetiva, una de ellas es el TACT (Tomato Analyzer-color Test), desarrollada
por Darrigues y col. (2008). Emplea un escaner para tomar datos de color de los frutos
en el espacio ClELab, a los que se les corta una parte de la zona peduncular para dejar
al descubierto el pericarpo, que es la zona que se escanea. En este trabajo Darrigues y
col. compararon los resultados de emplear el TACT frente a un colorimetro en la
caracterizacion del color de varios frutos, en algunos casos afectados de mancha solar.
Encontraron una alta correlacién y linearidad de los valores de L*, a* y b* obtenidos
con ambos métodos. Una de las ventajas de emplear el TACT que salta a la vista es que
la zona de medida del color es mayor en el TACT que empleando el colorimetro. En el
caso de frutos con mancha solar, en los que la zona amarilla no sea muy extensa, como
por ejemplo el anillo amarillo, el colorimetro puede falsear la medida si en el drea del
disparo de medicién del color entra alguna zona roja. Este problema se podria evitar
con el TACT, que te permite seleccionar el drea a medir. No obstante, tanto en los
estudios de caracterizacion de la poblacion RIL, mostrados en el capitulo 1, como en
los realizados en este capitulo para el estudio sobre la mancha solar, no se ha
empleado el TACT, por varios motivos. Las medidas con el TACT necesitan de un
tiempo extra en la toma de datos, que no puede permitirse en el disefio de ensayos
tan complejos como los empleados en nuestro estudio. Ademas la principal desventaja
del TACT reside en que es destructivo con la muestra, por la necesidad de cortar el
fruto, por lo que la muestra sélo se puede tomar una vez. En cambio el colorimetro
permite realizar un seguimiento de la muestra, ya que se pueden tomar datos de
campo del mismo fruto en la planta, durante todo su desarrollo, desde verde inmaduro

hasta rojo maduro.

Acerca de los factores genéticos que afectan a la aparicion del YSD se ha
encontrado poca informacién en la bibliografia consultada. Como se ha comentado en
la introduccidn general, por observaciones anteriores en el IHSM La Mayora, se calculé
que la mancha solar podria tener un caracter poligénico, pero serd en el capitulo 3
donde se profundizard en este aspecto de la mancha solar. Debido a este caracter

poligénico se hacia necesario conseguir un material vegetal consistente en una pareja
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de lineas con pocas diferencias en su fondo genético, pero a su vez contrastante para
el caracter, de manera que las diferencias entre esas lineas contrastantes deben

responder a diferencias genéticas directamente relacionadas con la mancha solar.

Los objetivos especificos del capitulo 2 son la obtencién de material vegetal
contrastante para el estudio de la fisiopatia de la mancha solar, la evaluacion del
efecto de factores ambientales como la luz sobre la apariciéon de la mancha, asi como
la determinacion del momento clave en el desarrollo del fruto en el cual se puede

evitar su aparicién.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

En el proceso de obtenciéon de la poblacion de las lineas recombinantes
analizadas en el capitulo 1, procedentes del cruce de Solanum lycopersicum
“Moneymaker” con la entrada de S. pimpinellifolium TO-937, se observd que varias
lineas RIL presentaban mancha solar en los frutos, a pesar de que ninguno de los dos
parentales presentaba el caracter. En la generacion RIL Fs se observaron varias lineas
cuyas progenies presentaban segregacidon para mancha solar, de manera que unas
plantas mostraban frutos con mancha solar y otras no. Se seleccionaron varias plantas
de tres de estas lineas RIL (116, 143 y 177R) en Fs con objeto de fijar mediante
autofecundacién y seleccidén la presencia / ausencia de mancha solar, hasta la
generacion Fg donde se consideran lineas homocigotas y quasi-isogénicas. De esta
forma para cada una de estas progenies de Fs se obtuvo finalmente una pareja de sub-

RILs en Fg contrastantes para el caracter.

Se emplearon 10 lineas sub-RILs en F;, con diferente expresién del caracter
mancha solar (Tabla 2.1). Se germinaron semillas de cada linea en un invernadero de
vidrio en febrero y a los 40 dias se sembraron las plantulas de cada linea en el
invernadero de polietileno correspondiente. Estas lineas se evaluaron y se

seleccionaron las plantas Fg para formar las parejas finales. Tras los ensayos, en cada
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una de las 3 sub-RIL (116, 143 y 177R) se eligieron las 2 plantas que formaban la pareja

mas contrastante para el caracter.

Tabla 2.1. Desglose de las 10 lineas sub-RILs seleccionadas en F; para el estudio de mancha
solar, ordenadas segun presencia (izquierda) o ausencia (derecha) de mancha.

Presencia de mancha No presencia de mancha solar o segrega para el
solar caracter

116-3-1-12 116-R1-10-1

143-2-9-3 / 143-3-7-2 143-R1-6-1/ 143-R2-11-1

177-R1-4-7 177-R1-6-11/ 177-R2-4-5 / 177-R3-2-6

2.2.2. Valoracion de los parametros de color L* y H*

Se cultivaron de 5 a 15 plantas de cada una de las 10 lineas sub-RILs en F; en un
invernadero tipo parral con cubierta de polietileno. Se seleccionaron frutos en estadio
verde maduro de cada una de las lineas para observar la aparicion de hombros verdes
y la evolucién del color del fruto para detectar la aparicion de mancha solar. Para ello
se le realizaba a cada fruto un seguimiento que conllevaba la toma de datos de color
con el colorimetro, tal y como se explica en el apartado 2.2.7, espaciadas cada 3 dias,

durante todo el desarrollo y maduracion del fruto hasta su recogida.

2.2.3. Efecto de la calidad de la luz sobre el mismo genotipo

Este ensayo tratd de evaluar el efecto de la calidad de luz recibida por el fruto,
empleando un solo genotipo. La linea seleccionada fue la 116-3-1 que presenté en
practicamente el 100% de los frutos una mancha que ocupaba de un tercio a casi la
mitad del fruto. Las plantas se cultivaron en un invernadero multitunel de polietileno
(48 x 24 m, con una altura de 4 a 6 m), regadas con una solucion estandar (Canovas
1995). Se realizaron 2 tratamientos diferentes con 5 plantas de la linea 116-3-1 por
cada tratamiento, que consistié en cubrir los 5 primeros frutos del tercer racimo de
cada planta, en estado verde inmaduro. La diferencia entre los tratamientos fue el
material con el que se cubrieron los frutos, que estd detallado en el apartado 2.2.6. En
un tratamiento se empled una malla que ofrecia una tramitancia de un 32% de la

radiacion aproximadamente, independientemente de su longitud de onda (Figura 2.4).
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En el otro tratamiento se cubrieron los frutos por completo con papel de aluminio, que
provoca un sombreado total (Figura 2.1). Se conté como control con otras 5 plantas de
la misma linea, en la que no se cubrieron los frutos. Al final del experimento se
tomaron los datos de color con el colorimetro a todos los frutos segun lo detallado en

el apartado 2.2.7.

Figura 2.1. Detalle de plantas de la linea 116-3-1 con los racimos 3 cubiertos. (A) Racimos 3
cubiertos con malla. (B) Racimos 3 cubiertos con aluminio (flecha roja) y con malla (flecha azul).

2.2.4. Efecto de la calidad de la luz sobre diferentes genotipos

Este ensayo tratd de evaluar el efecto de la calidad de luz recibida por el fruto,
empleando otros materiales detallados en el apartado 2.2.6, aplicados a diferentes
genotipos. Se emplearon 15 plantas de cada una de las lineas sub-RIL (Tabla 2.1). En
cada una de ellas se escogieron 2 frutos, procurando que se encontraran a alturas o
posiciones diferentes dentro de la planta. Esas 15 plantas de cada genotipo se
distribuyeron en el invernadero repartidas de 5 en 5 para poder aplicar cada

tratamiento.

El tratamiento 1 provocaba una reduccién drastica de la radiaciéon ultravioleta
sobre la planta, mediante el uso de un pldstico de polietileno fotoselectivo que
contiene aditivos que absorben especificamente la radiacion ultravioleta (UV). Estaba
colocado a una altura de 2,10 metros sobre las plantas dentro del invernadero (Figura

2.2). En el momento de colocarlo, este plastico reducia en un 95% la radiacion
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ultravioleta y en un 42% la radiacién fotosintéticamente activa (PAR), comparado con
la radiacion que llegaba dentro del invernadero bajo la cubierta de plastico estandar

(Figura 2.4).

El tratamiento 2 generaba una disminucién de la radiacién sobre la planta, con
el uso de un plastico de polietileno normal, sin aditivos especiales para filtrar UV,
también colocado a 2,10 metros sobre las plantas (Figura 2.2). Este plastico reducia
cerca del 33% de la radiacion PAR y un 86% la luz ultravioleta, en comparacion con la

luz que llegaba al interior del invernadero (Figura 2.4).

El tratamiento 3 consistié en el ensayo control, sin modificacion alguna de la
radiacion recibida por los frutos dentro del invernadero. Para evitar el efecto borde en
las plantas perimetrales de la parcela experimental se sembraron alrededor veras de
plantas de la variedad comercial ‘Josefina’. Al final del experimento se tomaron los
datos de color con el colorimetro a todos los frutos segun lo detallado en el apartado

2.2.7.

-

Figura 2.2. Posicidon de los plasticos en el interior del invernadero para el ensayo sobre el
efecto de la calidad de la luz sobre diferentes genotipos. (A y B) El plastico fotoselectivo
gue impide la entrada de luz UV es el situado a la izquierda. (A) Plantulas sembradas. (B)
Plantas adultas.

2.2.5. Determinacion del momento sensible a la induccion de la mancha solar

Con el objetivo de determinar el momento clave en el desarrollo del fruto en el
gue se provoca la aparicidon de la mancha solar se disefié un experimento en 3 fases,

de manera que con los ensayos de cada fase la concrecién del periodo de tiempo en el
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que el fruto es sensible a la aparicion de mancha iba aumentando, ya que los
resultados obtenidos en cada fase se aplicaban en el disefio experimental de la
siguiente fase. El experimento se basé en cubrir frutos con papel de aluminio para
evitar la radiacion solar en periodos concretos, descubrirlos tras un tiempo
determinado y medir la evolucion del color del fruto con el colorimetro, para detectar

objetivamente la aparicién o no de mancha solar.

La fase 1 se disefid para determinar, en una primera aproximacién, si la
induccion de aparicion de la mancha ocurria durante el estado verde del fruto o
después del virado de color de verde al rojo del fruto (estado breaker o pintén). Una
vez establecido el periodo, la fase 2 traté de acotar el momento de induccién de la
mancha solar a un tramo corto de dias concretos durante su desarrollo. Los resultados
de la fase 2 obligaron a evaluar tramos mas largos de dias en la fase 3 final. Para las 3
fases se emplearon plantas de la linea 116-3-1 que ha presentado siempre mancha
solar en los frutos y no segrega para el caracter; ademas posee racimos muy largos,

con mas de 15 frutos, que resultaron muy utiles.

Fase 1

Para la Fase 1 se emplearon 5 plantas de la linea 116-3-1. Se selecciond el
racimo 3 de cada planta para hacer dos tratamientos diferentes pero sincrénicos. Los
dos tratamientos se realizan a la vez sobre diferentes grupos de frutos dentro del
mismo racimo 3, de manera que el primer tratamiento emplea los frutos del 1 al 6 vy el
segundo tratamiento emplea los frutos del 7 al 12. En la Figura 2.3 se detalla en
imagenes ambos tratamientos en el inicio del ensayo (figura 2.3.A) y en un estadio mas
avanzado en el tiempo (figura 2.3.B). En el primero de los tratamientos el fruto 12 del
racimo 3 se empled como control y se fueron tomando datos con el colorimetro de los
frutos 22 al 62 en estado verde inmaduro y verde maduro, segun lo detallado en el
apartado 2.2.7 (Figura 2.3.A). En el momento en el que el fruto 12 control vird a rojo,
esto es, cuando comienza a tomar color rojo en la zona apical (estado breaker), se
taparon los frutos del 22 al 62 con papel aluminio. Aun tapados se realizé la medida de
color en los estadios verde inmaduro y verde maduro, retirando momentaneamente el

aluminio cuando era necesario. Tras la completa maduracién de cada fruto, se midié el
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color del fruto en rojo maduro con el colorimetro. Con este disefio experimental
contamos con frutos que han sido cubiertos desde distintos estados de desarrollo

hasta el final de la maduracion.

El segundo tratamiento de la Fase 1 se realizé con el resto del racimo,
utilizando el fruto 72 como control. Se taparon los frutos del 82 al 122 en el momento
en que cada uno comenzo a desarrollarse, tras la caida de la corola (Figura 2.3.A). De la
misma manera que en el anterior tratamiento se tomaron datos del color de cada
fruto, en verde inmaduro, verde maduro y rojo maduro. La diferencia con el primer
tratamiento es que a los frutos 82 al 122 se les retird el sombreado con papel de

aluminio a todos a la vez, cuando el fruto 72 control viré al rojo (Figura 2.3.B).

F22 al Fe2
cubiertos

F2¢2 al F62
no
cubiertos

F7¢9 control

F82 al F12¢0 = Y ¢ F82 al F129
cubiertos* 3 : recién
: 1.3 destapados

Figura 2.3. Disposicion de los frutos para la fase 1 de la determinacion del momento
sensible a la induccién de la mancha solar. (A) Inicios del ensayo. (B) Ensayo en un estadio
mas avanzado. F: Fruto. *Indica que los frutos 112 y 122 se cubrieron pero no aparecen en la
imagen.

Con el segundo disefio experimental conseguimos tener frutos en distintos

estados que habian estado cubiertos durante tiempos diferentes, pero siempre desde

111



Genética de la fisiopatia de la mancha solar del fruto de tomate

el principio de su desarrollo. Por ultimo se analizaron los datos con el fin de determinar
si la induccion de aparicidn de la mancha ocurria durante el estado verde del fruto o

después del estado breaker.

Fase 2

Una vez completados los tratamientos y obtenidos los resultados de la Fase 1,
se determind que el momento de induccién de la mancha solar ocurria en el estado
verde del fruto, como se relatara con mas detalles en el apartado de resultados 2.3.4.
Para la Fase 2 se emplearon frutos de los racimos 1 al 3 de plantas de la linea 116-3-1.
Se establecieron 9 categorias de frutos que iban a estar cubiertos durante 6 dias
seguidos pero en diferentes ventanas de tiempo a lo largo del estadio verde durante su
desarrollo. En cada categoria el periodo de los dias en los que se cubrieron los frutos

con papel de aluminio se muestran en la Tabla 2.2.

Fase 3

Los resultados de la Fase 2 mostraron que el tratamiento de cubrir los frutos
durante tramos de 6 dias no evité la aparicion de mancha solar, como se relatara con
mas detalle en el apartado de resultados 2.3.4. Para la Fase 3 se emplearon frutos de
los racimos 1 al 3 de plantas de la linea 116-3-1. Igualmente se establecieron varias
categorias de frutos, que iban a estar cubiertos desde antesis hasta un numero
determinado de dias segun el fruto, a lo largo del estadio verde durante su desarrollo.
En cada categoria el periodo de los dias en los que se cubrieron los frutos con papel de

aluminio se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Categorias de los frutos de la fase 2 y 3 del ensayo segun el nimero
de dias cubiertos y la ventana de tiempo (expresados como dpa, dias post

antesis).

Categoria Fase 2 Dias cubiertos (dpa) Categoria Fase 3 Dias cubiertos (dpa)
1 0-6 1 0-5
2 39 2 0-8
3 5-11 3 0-13
4 8-14 4 0-16
5 10-16 5 0-20
6 13-19 6 0-23
7 15-21
8 18-24
9 20-26
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En las fases 2 y 3 cada fruto se etiquetd con la fecha de antesis y su categoria
asignada, para poder controlar el momento de cubrir y descubrir cada uno. Se fueron
tomando datos con el colorimetro de cada fruto, en estado verde maduro y rojo
maduro, segun lo detallado en el apartado 2.2.7. En cada racimo empleado se
establecieron frutos control que no fueron cubiertos y se desarrollaron de manera

normal.

2.2.6. Evaluacion de la tramitancia del material empleado

Con el objetivo de 80

conocer qué cantidad de — Plastico UV-

------ Plastico normal
luz dejaban pasar los o Y Malla

materiales empleados
40 1
para cubrir los frutos se

Tramitancia (%)

realizé una evaluacion de 20

la tramitancia. Para ello

se empled un 0 : : : ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

espectrofotémetro en el A (nm)

Figura 2.4. Representacién de la tramitancia del material
empleado para cubrir los frutos, medida como el porcentaje
material, haciendo un de luz que atraviesa el material, frente a la longitud de onda.

que se midid cada

barrido desde 200 nm a 1100 nm. En la Figura 2.4 se representan las tramitancias de la

malla y de los dos plasticos utilizados. La tramitancia del aluminio se consideré nula.

2.2.7. Medida objetiva de color

La medida del color se realizé de manera objetiva con un colorimetro Minolta
CR-400 en el espacio de color CIELab, ver anexo 1.5 para mas detalle. Por cada fruto
estudiado y en cada estadio determinado para todos los experimentos se realizaron
dos medidas: la primera en la zona del hombro o parte basal o peduncular del fruto,
que llamamos zona 1. En el caso de presencia de mancha solar no uniforme se tomaba

la medida en la zona del hombro de color amarillo. La segunda medida se realiza en la
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zona apical-subapical del fruto, que llamamos zona 2. El analisis posterior de los datos
conlleva el cdlculo de la diferencia que pueda existir entre ambas zonas en los valores
de varios pardmetros del color, fundamentalmente H*, o bien aplicar el YSD index,
segun anexo 1.3. En el capitulo 1 se observd una correlacidn significativa entre la
diferencia de H (diffH) y el YSD index, y también se detectaron los mismos QTLs, para
ambos caracteres, a pesar de no llegar a ser significativos. Estos datos apoyan que se

pueden emplear ambos parametros para la medida objetiva de mancha solar.

2.2.8. Maedidas de radiacion, temperatura y humedad relativa

Se realizaron medidas de la radiacién incidente en la localizacion de las plantas
para conocer el nivel de radiacidén ultravioleta y radiacién fotosintéticamente activa
(PAR) que recibian las plantas. Para medir las radiaciones incidentes ultravioleta B y
PAR bajo los plasticos se emplearon radidémetros especificos: En el rango de 250-400
nm se utilizd un Ultraviolet meter UVM-SS de Apogee Instruments, y en el rango de
400-700 nm se utilizé un Basic Quantum Meter BQM de Spectrum Technologies, Inc. La
radiacion incidente se expresé en umolm?s™. A su vez dentro del invernadero la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la temperatura y la humedad relativa fueron
registradas en continuo con una estacién meteoroldgica (Meteodata-256, Geodnica,

Madrid, Espaia).

2.2.9. Anadlisis de los datos

Para los cdlculos estadisticos y la realizacién de algunos graficos se empled el
programa SPSS 22.0 (IBM Corp. 2013) . El programa SigmaPlot 8.0 se empled

ocasionalmente para la realizacion de algun grafico.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Valoracion de los parametros de color L* y H*

Los datos de color obtenidos del seguimiento de los frutos de las sub-RILs se
han representado graficamente (Figura 2.5), para poder observar la evolucion de los
diferentes parametros del color en la zona del hombro a lo largo del desarrollo y
maduracién del fruto. Los frutos rojo maduro que presentaron mancha solar
mostraron valores de H* en la zona del hombro mayores de 80°. Estos valores de H*
fueron significativamente mas altos que los mostrados por los frutos que no
presentaron mancha solar, cuyos valores de H* se situaron entre 35° y 37°. En el caso
del fruto verde los valores de H* en el hombro fueron muy similares en los frutos que
desarrollaron mancha y los que no la desarrollaron, entre 115° y 117°. Los valores de
L* se comportaron de manera diferente, ya que los frutos que presentaron al final
mancha solar mostraron valores mas bajos de L* en el hombro en el estadio verde
maduro y valores mas altos de L* en el hombro en los frutos rojo maduro, respecto a

los frutos que no presentaron mancha solar.
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Figura 2.5. Evolucién del color del hombro del fruto durante su desarrollo y
maduracién. El color rojo se refiere al parametro H* (hue) y el color negro al
pardmetro L* (Lightness). BD: breaker day (estadio pintdn).
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2.3.2. Efecto de la calidad de la luz sobre el mismo genotipo

En este ensayo se evitd la radiacidn sobre los frutos, de manera total o parcial,
utilizando aluminio o malla respectivamente. Se calculé la diferencia de H* entre las
zonas 1y 2, en los datos tomados en el estadio rojo maduro, para cada fruto estudiado
en el experimento. Se realizdé un andlisis de la varianza para observar si las diferencias
entre las medias eran significativas. Posteriormente se aplicd un test de Tukey-b
(P=0,05) a los resultados, que se exponen en la Tabla 2.3.

El tratamiento de cubrir los frutos con aluminio provocd que los frutos
presentaran menor diferencia de H* entre las zonas respecto a los frutos control y a
los frutos cubiertos con malla. Los frutos cubiertos con malla no mostraron valores

significativamente diferentes de los frutos control.

Tabla 2.3. Medias de las diferencias del parametro H* entre las
zonas 1y 2 del fruto rojo maduro. Las medias con la misma letra
no son significativamente distintas.

Tratamiento N Medias diffH* Error tipico
Aluminio 25 16,88 a 2,67
Malla 25 3726 b 3,70
Control 24 39,85 b 3,52

2.3.3. Efecto de la calidad de la luz sobre diferentes genotipos

Se comparan los resultados obtenidos de los frutos rojo maduro desarrollados
bajo los dos plasticos, y frente al control (Tabla 2.4). Se calcula la diferencia de H*
entre la zona 1y la zona 2 de los frutos estudiados, en total 300. Se realizaron analisis
de varianza para cada tratamiento y cada genotipo sembrado, para observar si las
diferencias entre las medias eran significativas. Seguidamente se les aplicé un test de
Tukey-b (P=0,05) a los resultados. El efecto de los tratamientos sobre la aparicion de la

mancha solar fue diferente segln el genotipo.
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Tabla 2.4. Medias de las diferencias del parametro H* entre las zonas 1 y 2 del
fruto rojo. Las medias con la misma letra no son significativamente distintas. Las
letras minusculas se refieren a diferencias entre tratamientos, dentro del mismo
genotipo y las letras mayusculas a diferencias entre los distintos genotipos, segun

el tratamiento. *Lineas cuyos frutos presentan mancha solar.

Genotipo Control diffH* No UV diffH* Normal diffH*
116-3-1-12* 41,15 ab A 3206 b A 50,22 a A
177-R1-4-7* 36,99 a A 3193 a A 45,61 a AB
143-2-9-31* 33,21 a A 36,60 a A 23,25 a ch
143-3-7-2%* 33,99 a A 43,21 a A 22,62 a CDE
116-R1-10-1 14,44 a B 2741 a A 29,34 a BC
177-R1-6-11 6,20 b B 11,75 a B -0,44 b F
177-R2-4-5 555 a B 536 a B 241 a F
177-R3-2-6 10,23 a B 371, b B 6,96 ab  DEF
143-R1-6-1 336 a B 1,83 a B 3,56 a EF
143-R2-11-1 12,33 a B 991 a B 16,45 a CDEF

Fase 1

2.3.4. Determinacion del momento sensible a la induccion de la mancha solar

Se calculé para cada fruto estudiado en el experimento, la diferencia de H*

no estuvieron cubiertos antes de breaker.

entre la zona 1 y la zona 2, en el estadio rojo maduro. Se realizé un analisis de la
varianza para observar si habia diferencias significativas entre los valores de diferencia
de H* entre zonas, entre los frutos cubiertos o no con aluminio antes del estadio
breaker (Tabla 2.5). Los resultados muestran que los frutos cubiertos antes del estadio

breaker mostraron una diffH* entre zonas significativamente menor que los frutos que

Tabla 2.5. Medias de las diferencias del parametro H* entre las zonas 1 y 2 del
fruto rojo. Las medias con la misma letra no son significativamente distintas.

Cubierto antes de Breaker N Medias diffH* Error tipico
No 12 41,75 a 7,44
Si 36 26,78 b 3,06
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Fase 2

Se calculé para cada fruto estudiado en el experimento, la diferencia de H*
entre la zona 1y la zona 2, en el estadio rojo maduro. Se representd de manera grafica
la media de la diferencia de H* (diffH*) para cada categoria de fruto, acompafiada de
las barras de error. En el eje horizontal se representan los tramos cortos de dias desde
antesis en los que el fruto ha estado cubierto con papel de aluminio, durante el tiempo

de desarrollo y maduracion del fruto (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Medias de las diferencias del pardmetro H* entre las zonas 1 y 2 del fruto rojo. En
el eje horizontal se representan los tramos cortos de dias desde antesis en los que el fruto ha
estado cubierto con papel de aluminio. El fruto marcado como control no estuvo nunca
cubierto. La linea horizontal punteada delimita el valor de diffH* por encima del cual se
considera que el fruto presenta mancha solar. Las barras indican el error tipico.

Los resultados obtenidos mostraron que todos los frutos presentaron valores
de diferencia de H* que indican presencia de mancha solar, que ademas se observo de
manera visual. Los frutos cubiertos de 5-11 dpa (dias post-antesis), 10-16 dpa y 13-19
dpa mostraron valores algo mas reducidos de diffH* que el resto de los frutos de otras

categorias.

Fase 3
Se calculé para cada fruto estudiado en el experimento, la diferencia de H*
entre la zona 1y la zona 2, en el estadio rojo maduro. Se representé de manera gréfica

la media de la diferencia de H* (diffH*) para cada categoria de fruto, acompafiada de
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las barras de error. En el eje horizontal se representan los tramos largos de dias desde
antesis en los que el fruto ha estado cubierto con papel de aluminio, durante el tiempo

de desarrollo y maduracidn del fruto (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Medias de las diferencias del pardmetro H* entre las zonas 1 y 2 del fruto rojo. En
el eje horizontal se representan los tramos largos de dias desde antesis en los que el fruto ha
estado cubierto con papel de aluminio. El fruto marcado como control no estuvo nunca
cubierto. La linea horizontal punteada delimita el valor de diffH* por encima del cual se
considera que el fruto presenta mancha solar. Las barras indican el error tipico.

Los resultados obtenidos mostraron claramente que los frutos que habian
permanecido cubiertos desde antesis hasta un maximo de 13 dias presentaron valores
de diferencia de H* que indican presencia de mancha solar, que ademas se observo de
manera visual. Los frutos cubiertos desde antesis hasta al menos 16 dpa en adelante
presentaron valores de diferencia de H* que indican ausencia de mancha solar. Los
frutos de la categoria de 0 a 13 dpa mostraron un rango amplio de variabilidad en los
valores de diffH* indicando que algunos mostraron mancha solar y otros no. El valor
medio de los frutos de la categoria de 0 a 13 dpa se situd cercano al valor de diffH*

establecido como umbral para determinar presencia o ausencia de mancha.

2.3.5. Obtencidn de las parejas de sub-RILs contrastantes

Se seleccionaron las plantas Fg para formar las parejas. En cada una de las 3
sub-RIL se eligieron las 2 plantas que formaban la pareja mas contrastante para el

caracter. La seleccién se basé previamente en los datos de color de los frutos elegidos,
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y se completd con la observacién directa en el campo (Figura 2.8), para evitar la
seleccion de lineas que mantuviesen una cierta segregacion. Las plantas finalmente
seleccionadas (Tabla 2.6) se autofecundaron y las semillas recogidas corresponden a

las lineas ya fijadas.

116-3-1-12-1 143-2-9-3-4 177-R1-4-7-4

Figura 2.8. Muestra de algunos frutos representativos de cada linea. Las imagenes superiores
son las 3 lineas seleccionadas por la aparicion del caracter. Las imagenes inferiores son las
seleccionadas por no presentar la fisiopatia.
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Tabla 2.6. Parejas de lineas sub-RILs ya seleccionadas y algunas caracteristicas.

Linea con ) Linea sin )

Observaciones de campo Observaciones de campo
mancha solar mancha solar

Mancha en el 95% de los Segregacion entre plantas,
116-3-1-12-1  frutos, ocupandode % a % 116-R1-10-1-4 mancha solar muy reducida

del fruto o nula

Mancha en el 85% de los
143-2-9-3-4 frutos, ocupando de % a Y, 143-R1-6-1-4 No presencia de mancha
del fruto

Mancha en el 90% de los
177-R1-4-7-4  frutos, ocupando de % a Y, 177-R1-6-11-5 No presencia de mancha
del fruto

2.3.6. Medidas de radiacion, temperatura y humedad relativa

Se midieron en continuo algunas variables ambientales dentro del invernadero
durante los meses en los que las plantas se emplearon en los ensayos. Los resultados

obtenidos de estas variables se presentan en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7. Media y desviacidn tipica de las variables
ambientales durante el periodo del ensayo en el
interior del invernadero.

Variables Medias  Desv.tip.

Temperatura (2C)

Temperatura minima 16,6 3,3
Temperatura maxima 35,1 4,5
Temperatura media 24,1 3,6

Humedad (%)

Humedad relativa minima 29,2 7,8
Humedad relativa maxima 86,6 6,7
Humedad relativa media 60,4 8,9

Radiacién (mol m?2d™)
o 26,4 4,8
Radiacién PAR acumulada
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2.4. DISCUSION

Los parametros del espacio de color CIELab resultan muy utiles en cuanto a lo
gue representan, esto es, una medida objetiva del color y susceptible de ser analizada
estadisticamente y representada graficamente. De todos, el pardmetro H* es el que se
concibe de manera mas facil, puesto que representa una escala numérica para lo que
conocemos por “color”. Segun la calibracion realizada al colorimetro, en tomate
hemos observado que valores de H* entre 120° y 100° equivalen al color verde, entre
100° y 70° equivalen a amarillo, entre 70° y 45° a naranja y de 45° a 27° a rojo, no
habiéndose hallado valores mds bajos en nuestros resultados. El valor de la diferencia
de H* entre las zonas del hombro y apical de los frutos es una medida objetiva del
grado de mancha solar que estos presentaban. Hemos considerado que valores de
diffH* de hasta 25° incluso 30°, se pueden asumir como un fruto que no presenta
mancha solar. El parametro L* se debe entender como la claridad u oscuridad del
color. A la vista de los resultados se podria utilizar el valor de L* para predecir desde
un fruto verde la posible aparicidon de la mancha solar, ya que como se observa en la
Figura 2.5 su valor es menor en la zona del hombro de frutos que posteriormente
presentan la fisiopatia. Los datos de seguimiento del color con el colorimetro han
demostrado que los frutos que presentan en estadio verde los hombros oscuros, esto
es, un valor de L* en el hombro mas bajo que en la zona apical, son mds propensos a la
aparicion de mancha solar. Esto podria deberse a que los colores mds oscuros
absorben mayor cantidad de radiacion solar, y por tanto acumulan mas calor,
potencialmente causante de la fisiopatia. Esta acumulacion de energia por la radiacién
solar en la zona podria provocar un dafio tisular que altera el desarrollo normal del
tejido, impidiendo su evolucidon hacia tejido rojo maduro. La aplicacion del parametro
C* se hace mds ardua, debido a la dificultad de asumir la funcién practica de C* en el
color; se puede pensar como la pureza del color, y acercarlo al contenido de pigmentos
en el fruto y sus porcentajes, pero parece un parametro menos interesante puesto que
no hemos observado diferencias en la descripcidon objetiva del color de los frutos

afectados por la fisiopatia.
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La mancha solar es un dafio a nivel tisular que se produce en la zona del
hombro del fruto, posiblemente debida a una combinacidon de varios factores ya
comentados. Varias observaciones han llevado a pensar que la radiacion solar
incidente en el fruto es responsable en parte de su aparicién. Se quiso evaluar el
efecto de la calidad de la luz que incide sobre el fruto en la aparicion de la mancha.
Teniendo en cuenta que la luz UV al tener mas energia podria provocar dafos en el
fruto, se ensayo evitar su incidencia sobre los frutos para tratar de conseguir disminuir
la mancha solar. Los resultados de este ensayo mostraron que la evitacién de la luz UV
sobre los frutos en todo su desarrollo no impidié que apareciera la mancha solar en los
4 genotipos que presentan el caracter (marcados con * en la Tabla 2.4). Si se
observaron algunas diferencias significativas en 2 de los 6 genotipos que no
presentaban mancha solar (177-R1-6-11 y 177-R3-2-6), con sentidos opuestos, pero al
evaluar cada uno de los valores de las medias se confirma que ninguno alcanzé un
valor de diffH* mayor de 259, establecido como umbral para la asignacién de mancha
solar. Sélo en el caso de la linea 116-R1-10-1 las medias de diffH*, aunque no fueron
significativamente diferentes, superaron el valor de 25°, pero se debe a que en esta
linea el caracter estaba segregando y no se consigui6 fijarlo, de manera que algunos
frutos presentaron mancha solar y otros no. El tratamiento en el que se aplicd un
pldstico no fotoselectivo no generd diferencias significativas en ninguno de los

genotipos.

Los resultados obtenidos con diferentes calidades de luz sobre distintos
genotipos apuntan a que los tratamientos empleados no tienen efecto sobre Ia
aparicion de la mancha. El hecho de limitar la luz UV que recibe la planta completa
puede no ser beneficioso, ya que junto con la casi eliminacién de la luz UV, se esta
reduciendo drasticamente la radiacion PAR recibida por la planta, un 42% comparado
con la radiacion que llegaba dentro del invernadero. Habria que comprobar el efecto
de esta reduccién en la luz recibida, ya que quiza la planta descienda sus niveles de
fotoproteccién y por ello sea mas sensible aun a la luz UV, por muy pequefia que sea la

cantidad recibida. Estas hipdtesis necesitarian experimentos ulteriores.
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Venter (1965) ya demostré que el sombreado de los frutos con papel de
aluminio disminuia significativamente la presencia del hombro comparado con los
frutos no sombreados. En nuestros ensayos se probaron 2 materiales para sombrear
los frutos, papel de aluminio y malla. El resultado fue que los frutos cubiertos con
aluminio presentaban una media de la diferencia de H* entre zonas de 17°, mientras
que los frutos cubiertos con malla o no cubiertos mostraban una media de la diferencia
de los valores de H* en torno a 38°. Estas diferencias fueron significativas, por lo que
los resultados apuntan a que la eliminacion total de la radiacidon solar sobre el fruto,
por medio de aluminio en este caso, lleva a la no aparicion de la fisiopatia. Los
resultados de los frutos cubiertos con la malla hacen pensar en que la simple reduccién
de la radiacién recibida no es suficiente para evitar la fisiopatia, como también

apuntaban los resultados del experimento con diferentes genotipos.

Se ha demostrado que es necesario evitar la radiacion solar sobre los frutos
para evitar la aparicion de la mancha solar, y uno de los objetivos de este capitulo es
conocer el periodo clave concreto durante el desarrollo del fruto en el que es mas
sensible a la induccion de la fisiopatia debido a la radiacion solar. Para ello se disend
un experimento en 3 fases. Los resultados de los ensayos de la fase 1 mostraron que
los frutos cubiertos con aluminio antes del momento de virado al rojo, esto es, durante
su estadio en verde, presentaron menor o nula incidencia de mancha, respecto a los
frutos cubiertos después del estadio breaker, siendo estas diferencias significativas.
Por tanto el momento mads sensible durante el desarrollo del fruto, en el que la
radiacion recibida provocaria la aparicion de mancha solar en el fruto rojo, es el
estadio verde. Conociendo este resultado se evaluaron en la fase 2 pequefios tramos
de 6 dias a lo largo del estadio verde en los que los frutos estaban cubiertos con
aluminio, pero el mantener los frutos 6 dias cubiertos no fue suficiente para evitar la
aparicion de mancha solar. Sin embargo, se observaron tres categorias de fruto que
parecian mas sensibles al tratamiento: 5-11 dpa, 10-16 dpa y 13-19 dpa, en los que el
valor de diffH* disminuyd. En la fase 3 los tramos de dias de fruto cubierto fueron
mayores y todos partieron desde antesis (0 dpa), para complementar la informacién
obtenida en la fase 2. Los resultados a simple vista muestran que el fruto es sensible al

efecto de la radiacidn solar sobre la aparicién de la mancha desde su establecimiento
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hasta el dia 16 tras la antesis. No obstante se observa un patrén que concuerda con lo
observado en la fase 2, y que muestra cdmo parece existir dos momentos concretos
mas sensibles para la induccién de mancha solar por la radiacién. El primer momento
sensible no se observa hasta los 5-10 dpa, que coincidiria con el momento en el que el
frutillo asoma y deja de estar cubierto por el caliz. Esos son los primeros dias en los
gue la luz incide directamente sobre el fruto y quizds debe de estimular la generacién
de mayor numero de cloroplastos, la sintesis de clorofila y los mecanismos de
fotoprotecciéon. Un segundo momento mas sensible se estableceria en torno a los 13-
16 dpa, en los que el fruto sigue siendo verde inmaduro. Estos dos momentos no son
independientes, de manera que es necesario evitar la radiacion durante ambos
periodos para evitar la mancha solar. Queda demostrado que el periodo mas sensible
para la induccion de la mancha solar en el fruto rojo maduro es el periodo inicial verde
inmaduro, de 5 a 16 dpa, y que no es una fisiopatia cuya etiologia se produzca en el
momento de la maduracién en la que ya nada se podria hacer para evitarla pues el

dafio se produjo con anterioridad.

Ya obtenidas las parejas contrastantes para el caracter mancha solar, se
selecciond sélo una de ellas para continuar con los ensayos de mancha solar del
capitulo 3 que nos llevaran a profundizar en aspectos genéticos y protedmicos, entre
otros. La pareja de lineas contrastantes derivada de la linea 116 se descartd porque la
mancha solar estaba fijada prdcticamente antes de la separacién de las lineas
hermanas y no se ha podido conseguir una linea resistente a la mancha solar que no
presente segregacién. Entre las dos parejas restantes se selecciond la derivada de la
linea 177, ya que por un lado la linea hermana que no presentaba mancha no
segregaba, como le ocurria a la 116, y por otro lado presentaba mayor proporcién de
frutos afectados (Tabla 2.6) y mayor tamano de fruto que las lineas derivadas de la 143

(Figura 2.8).
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Capitulo 3

FISIOPATIA DE LA MANCHA SOLAR: GENETICA Y PROTEOMICA.

3.1. ANTECEDENTES

Por observaciones anteriores en el IHSM La Mayora, se puede afirmar que los
parentales S. lycopersicum “Moneymaker” y S. pimpinellifolium acc. TO-937, de cuyo
cruce han derivado las lineas RILs empleadas en esta Memoria, no presentan mancha
solar, asi como tampoco la presenta el hibrido F; resultante. La mancha solar aparece
en casi la mitad de las RILs, en muchas de ellas las plantas no muestran el caracter en
todos los frutos, y la severidad varia mucho de una linea a otra. Estas caracteristicas
del caracter llevan a pensar que la herencia del caridcter es compleja y no
exclusivamente aditiva, ya que aparece en las lineas RILs muy probablemente
producida por combinaciones genéticas causadas por la recombinacion genética al

realizar el cruce entre parentales tan diferentes.

De los genes putativos a provocar la aparicién de la mancha solar, el gen U es
un candidato ya demostrado con los resultados expuestos en el capitulo 2. Venter
(1965) fue el primero en tratar de seleccionar plantas que no presentaran hombro

verde, pero debido al desconocimiento del gen U y al hecho de estar trabajando con

129



Genética de la fisiopatia de la mancha solar del fruto de tomate

una variedad fijada, el intento no tuvo éxito. Los genotipos con maduracién uniforme
(u/u) tienden a mostrar anillo amarillo, pero la mancha solar tal y como se ha descrito,
como la parte peduncular del fruto amarilla separada por una linea clara de la parte
roja apical, se encuentra en los genotipos de maduracién no uniforme (U/U) (Picha &
Hall 1981; Francis et al. 2000). Los parentales de las lineas RIL empleadas en los
ensayos que se describen en esta Memoria son u/u (S. lycopersicum cv.
“Moneymaker”, sin hombros verdes por tanto) y U/U (entrada TO-937 de S.
pimpinellifolium), pero ninguno muestra mancha solar, sélo el parental “Moneymaker”
presenta en ocasiones anillo amarillo. En el caso del hibrido F; se observé que muestra
hombro verde oscuro pero no mancha solar en el fruto maduro, y sélo en muy
contadas ocasiones anillo amarillo, por lo que debe haber otros genes implicados en la
mancha solar ademds de U, o mas bien, debe haber genes en TO-937 que

contrarresten la propension a la aparicion de la mancha solar que produce el gen U.

Otros genes que pueden estar relacionados con la aparicién o no de la mancha
solar son genes relacionados con el tamafo del fruto. En el estudio de Venter (1965),
gue abarco diferentes factores, indicaba que los frutos sin semillas, mucho mas
pequefios que los frutos normales, no mostraban el hombro verde; pero sin embargo
los frutos tratados con 2,4-D, agente que provoca que los frutos sin semillas aumenten
de tamano, si llegaban a mostrar hombro verde. En nuestro trabajo los pequeios
frutos del parental S. pimpinellifolium, que pesan entre 0.9-1.4 g, si muestran hombro
verde, y ademas rayas verdes longitudinales frente a cada léculo, por lo que es
necesario determinar qué otros loci estan afectando a la aparicién de la mancha solar

para poder proponer un modelo genético acorde con nuestros resultados.

Para abordar el caracter poligénico de la macha solar, ademas de la poblacién
RIL estudiada, se han obtenido parejas de lineas hermanas contrastantes para el
cardcter, que comparten entre ellas gran parte de sus genomas. Las diferencias que
existen entre ellas deben estar relacionadas en parte con la mancha solar. De ellas se
ha elegido la pareja mds apropiada para el estudio, de manera que tenemos sélo dos
genomas que estudiar. Sin embargo, la mancha solar provoca dos zonas claramente

diferenciadas en el fruto rojo, el hombro amarillo y la parte restante del fruto hasta la
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zona apical que presenta el aspecto del fruto rojo maduro con desarrollo normal. Por
tanto, en el mismo fruto de la linea sensible tenemos dos zonas con el mismo genoma
pero que estan expresando diferentes genes y, presumiblemente, mostrando diferente
proteoma. Este hecho plantea la necesidad de emplear la aproximacién protedmica en
este material vegetal para obtener mas informacién sobre qué estad ocurriendo en la

zona de la mancha solar en los distintos estadios de desarrollo.

Por otro lado, los estudios de genética cuantitativa del Capitulo 1 no lograron
detectar QTLs asociados a mancha solar, muy probablemente porque el disefio
experimental (con fenotipado para multitud de caracteres del fruto) y el numero de
frutos ensayados no fue suficiente. Por ello se hizo necesario realizar en la poblacién
RIL una nueva caracterizacion fenotipica centrada en este Unico cardcter con objeto de

localizar QTLs asociados a la mancha solar.

Nuestra hipotesis previa de las causas genético-fisiologicas de aparicion de la
mancha solar del fruto de tomate se va a explicar a continuacién. La presencia de
hombro verde oscuro en los frutos inmaduros de las especies silvestres de tomate y de
las variedades mas antiguas de tomate doméstico se considera légicamente como la
condicién ancestral. La ausencia del hombro verde en muchos tomates modernos es
provocada por la mutacidn uniform-ripening (u). Recientemente se ha encontrado que
el gen U se corresponde con el gen anotado en el genoma del tomate como Golden 2-
like (GLK2) (Powell et al. 2012). Este gen codifica un factor de transcripcion que
determina la organizacion del cloroplasto y, por tanto, la acumulacién y distribucion de
clorofila en el fruto verde en desarrollo, gen que necesita la presencia de luz para
expresarse. La mutacion u provoca que la proteina esté truncada y no sea funcional, de
ahi que el color del fruto inmaduro sea uniformemente verde claro. En tomate se
expresan dos GLKs en hoja (SIGLK1 y SIGLK2), pero sélo SIGLK2 se expresa en el fruto y,
en éste, mayoritariamente en la zona de los hombros. El mucho mayor nimero de
cloroplastos y mayor cantidad de clorofila en la zona concreta del hombro genera una
mayor tasa de fotosintesis muy localizada y, por tanto, mayor demanda de un sistema
amortiguador o quenching que pueda gestionar los electrones liberados por los

fotosistemas en condiciones de exceso de iluminacién o situaciones de estrés que
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limiten el flujo en la cadena transportadora de electrones de la fotosintesis. Se puede
postular, ademas, que al presentar un color oscuro el hombro pueda acumular mas
calor que el resto del fruto por la incidencia de la radiacién solar, motivo que puede
afiadir ain un mayor estrés oxidativo que el tejido de la zona debe gestionar. Si ese
tejido no es capaz de reparar los dafios debidos al calor acumulado y las especies
reactivas generadas, se producirian dafios tisulares que impedirian el desarrollo
morfogenético normal de la zona. A la vista de los resultados del capitulo 2, el estrés
resultante impediria que ese tejido llegara en su momento a formar un tejido rojo
maduro, sino que presentara aspecto de un tejido, ya no inmaduro, sino afectado en
su desarrollo, tal y como se ha descrito siempre la mancha solar (Francis et al. 2000).
En los ensayos descritos en el capitulo 2 se ha observado que al cubrir los frutos con
papel de aluminio en el periodo de verde inmaduro, se evité casi por completo la
presencia de hombro verde oscuro, y posterior mancha solar en el fruto maduro. Por
tanto para el estudio de protedmica se aplicard un tratamiento diferencial de

cobertura de los frutos al material vegetal seleccionado.

Por todo ello, los objetivos especificos del capitulo 3 son: detectar QTLs
asociados a la mancha solar, encontrar las diferencias en dos lineas hermanas
contrastantes que provocan la resistencia o sensibilidad a la mancha solar, identificar
los efectos causados por el tratamiento de cubrir los frutos, entiéndase como los
efectos de la luz en la mancha solar; y conocer qué ocurre en las zonas amarilla y roja
para generar una linea tan bien definida entre las dos partes del mismo fruto. Con

estos resultados se tratara de proponer un modelo genético que explique la fisiopatia.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

Para los estudios de protedmica se utilizd la pareja de lineas contrastantes
provenientes de la RIL 177, como se describe en el capitulo 2, apartado 2.3.5., a las que
se denomind 177R4 (se corresponde con la 177-R1-4-7, que presenta mancha solar) y

177R6 (se corresponde con la 177-R1-6-11, que no presenta mancha solar). Estas
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lineas comparten un fondo genético comun desde una misma planta Fs. Se germinaron
semillas de cada linea en un invernadero de vidrio en febrero y a los 40 dias se
sembraron 21 pldntulas de cada linea en un invernadero multitunel de polietileno. En
ambas lineas se realizaron observaciones de algunos caracteres de la planta, de los
racimos y de los frutos para detectar las diferencias existentes, ademas del hecho de
ser contrastantes para el caracter mancha solar (Figura 3.1). Para la deteccién de QTLs
se empled la poblacion de 169 lineas RIL descrita en el capitulo 1, apartado 1.2.1,

empleando 5-6 plantas por linea.

y ¥ y . b e \ % i
Figura 3.1. Frutos de las lineas contrastantes seleccionadas. (A y C) Estadio verde
maduro. (B y D) Estadio rojo maduro. Frutos de la linea resistente a mancha solar 177R6
(A'y B). Frutos de la linea sensible a mancha solar 177R4 (Cy D).

o % : )

3.2.2. Deteccion de QTLs asociados a mancha solar

Se recogieron todos los frutos producidos de cada planta de cada RIL hasta el
racimo 7-8 y se les asignd un valor a cada uno segun el indice de mancha solar
observada (Anexo 1.3). Usando el valor medio de este indice para cada RIL se realizé el
estudio de localizacién de QTLs siguiendo la metodologia explicada en el apartado

1.2.4.4 del Capitulo 1.

3.2.3. Diseiio experimental

Se disefid el ensayo para poder tomar muestras suficientes de frutos en cada
uno de los estados de maduracién, entiéndase verde maduro (VM) y rojo maduro
(RM), en las plantas de cada una de las dos lineas contrastantes para los estudios del
proteoma. Para cada uno de esos estados de maduracion se aplicé un tratamiento que

fue cubrir unos frutos con papel de aluminio desde la caida de la corola hasta su
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recogida y dejar otros sin cubrir. Para cumplir con este disefio en cada planta
sembrada se etiquetaron 8 frutos, evitando siempre usar el primer fruto del racimo,
distribuidos en los racimos 3 y 4. En el tercer racimo se etiquetaron 2 frutos para
recogerlos en rojo maduro (RM), de los que un fruto habia sido cubierto y otro no.
Ademas se etiquetaron dos frutos intercalados, sin cubrir, que se dejarian madurar en
la planta como control para evaluar la aparicion de la mancha solar y su extension en
fruto rojo maduro. En el cuarto racimo se etiquetaron 2 frutos para recogerlos en
verde maduro (VM), de los que un fruto habia sido cubierto y otro no. De la misma
manera que se ha explicado para el racimo 3, se etiquetaron ademads dos frutos
controles intercalados. El planteamiento del disefio permitié que la recogida de los
frutos se concentrara en un periodo de tiempo mds corto. En cada racimo de cada
planta se alternd el orden de los frutos para evitar efectos posicionales. El etiquetado

de los frutos se realizo a principios de mayo (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Disefio experimental. (A) Plantas sembradas para el ensayo con frutos
cubiertos con papel de aluminio. (B) Detalle de un racimo con algunos frutos cubiertos y
no cubiertos, en estado verde inmaduro.

3.2.4. Toma de muestras

Durante el tiempo del ensayo se realizd6 un seguimiento a los frutos cada dia
para comprobar si le correspondia su recogida segun su asignacion, siguiendo el disefio
experimental descrito en el apartado 3.2.2. Los frutos VM se recogieron a 28-30 dpa,
mostrando mas brillo pero nunca presentando cambio de color a amarillo. Los frutos
RM se recogieron a 46-47 dpa, apareciendo rojo intenso y con dureza intermedia. Los

frutos se recogian y procesaban dentro del invernadero (Figura 3.3), siempre entre las
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12.30 y las 15.00 horas, cuando la temperatura y la radiacién eran maximas. El
procesado de cada fruto conlleva el lavado, secado, medida con el colorimetro (ver
anexo 1.5) en la zona peduncular y estilar, y numeraciéon del fruto. Con los frutos
cubiertos se realizé el mismo proceso, pero manteniéndolos el minimo tiempo

expuestos a la luz.

; : i = m ## 4 B W)
Figura 3.3. Detalle de la recogida, numeracion, medicién del color y toma de muestras de
frutos en el invernadero.

Luego se cortd cada fruto transversalmente separando las zonas peduncular
(un tercio del fruto) y estilar. En los casos en los que presentaban mancha solar u
hombro verde se cortd por la linea que delimita esta zona con la zona del fruto de
color normal. Se descarté el mucilago con las semillas y la columela en ambas partes
del fruto y se metid cada fruto partido y vaciado en bolsas individuales de cierre zip
perforadas, para inmediatamente después congelarlas en nitrégeno liquido in situ en

el invernadero, y almacenarlas a -802C hasta su posterior utilizacién (Figura 3.4).

\Zme L

/ Zone 2

Lavado Colorimetro Corte del fruto Retirada de mucilagoy Congelacion en N, liquido
semillas y a-80°C

Figura 3.4. Diagrama del proceso de la toma de muestras y preparacién hasta su
conservacion a -80°C.
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3.2.5. Evaluacion, seleccidn y procesado de las muestras tomadas

Entre todos los frutos recogidos se seleccionaron los que se emplearian para los
analisis, segun los datos tomados con el colorimetro. Se calculd la diferencia de los
valores de H* entre la zona peduncular (zona 1) y estilar (zona 2) y también el YSD
index (descrito en el anexo 1.3). Segun los resultados, para la linea 177R4 se selecciond
solamente los frutos cuyos controles presentaron mancha. Los frutos control se
quedaron en la planta hasta su maduracién, cuando fueron medidos con el
colorimetro en su parte peduncular y estilar, y se les dio un valor siguiendo el indice de

mancha solar observada descrito en el anexo 1.3.

Ya en el laboratorio se prepararon 16 muestras en total, procedentes del
pericarpo de frutos de las dos lineas hermanas (177R4 y 177R6), de los dos
tratamientos aplicados (cubierto y no cubierto), en dos estadios diferentes de
maduracién [verde maduro (28-30 dpa) y rojo maduro (46-47 dpa)], y de las dos zonas
del fruto concretas (peduncular y estilar). En cada una de las 16 muestras los medios
frutos seleccionados se trocearon con nitrégeno liquido en un mortero de porcelana,
luego se trituraron en un molinillo de café enfriado siempre con nitrégeno liquido, se
pasaron de nuevo al mortero enfriado para dejar la muestra bien triturada y se

repartié en viales enfriados con nitréogeno para inmediatamente almacenar a —802C.

3.2.6. Extraccion de proteinas. Electroforesis bidimensional

La extraccion de proteinas en las 16 muestras se realizé siguiendo el protocolo
de Faurobert (2007), extrayendo de cada muestra 3 réplicas de aproximadamente 2.5
g cada una. Esta extraccion fendlica de proteinas es una alternativa al método clasico
de Tricloroacético-acetona y permite una recuperacidén eficiente de proteinas,
retirando los componentes no proteicos en el caso de tejidos vegetales ricos en
polisacaridos, lipidos y compuestos fendlicos. Tras la extraccidn fendlica las proteinas
se precipitan con acetato amdnico en metanol. A partir de este punto del protocolo los
analisis se realizaron en los laboratorios del centro INRA Provence-Alpes-Céte d'Azur,

situado en Avignon (Francia), dentro de la Unidad Génétique et Amélioration des Fruits
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et Légumes. El precipitado se resuspende en el tampdn IEF (Isoelectric Focusing) y se
mide la concentracidon de proteinas con un método Bradford modificado (Biorad®)

antes de la electroforesis.

Cada uno de los 48 extractos fue sometido a una electroforesis de dos
dimensiones en geles de poliacrilamida (Wang et al. 2006; Faurobert, Pelpoir, et al.
2007). En este tipo de electroforesis las proteinas quedan separadas en el gel segln su
punto isoeléctrico en el eje horizontal, y segin el peso molecular en el eje vertical del
gel (Figura 3.5). Los geles de proteinas se visualizan con una tincidon con azul de
Coomassie CBB G-250 coloidal, quedando las proteinas separadas como puntos en el

gel.

Figura 3.5. Detalle del protocolo de la electroforesis bidimensional. (A) Primera
electroforesis que separa las proteinas por su punto isoeléctrico a lo largo de unas tiras de
gel disefiadas para un rango de pH de 4 a 7. (B). Colocacién de esas tiras en un gel de
poliacrilamida polimerizada para realizar la segunda electroforesis, que separa a las
proteinas por el peso molecular.

137



Genética de la fisiopatia de la mancha solar del fruto de tomate

3.2.7. Analisis de resultados

Las imagenes de los geles se obtuvieron con un escdner de imagenes
(Amersham Biosciences). Se empled el paquete Progenesis Stats integrado en el
programa Progenesis SameSpot v 2.0 (Nonlinear Dynamics), para explorar la expresién
diferencial de puntos (spots) en las imagenes con extensién .mel obtenidas de los 48
geles. Este programa permite realizar andlisis univariante y multivariante, incluido
ANOVA de una via, y distingue spots con diferencias de 1.5 o mayores en la intensidad,
entre los grupos experimentales. Los spots variables equivalen a proteinas con
diferentes niveles de expresién entre las diferentes muestras, encontrando spots
presentes en las réplicas de un mismo tipo de muestra pero ausentes en otras. Estas
proteinas diferenciales se recortan del gel y se analizan por espectrometria de masas
(MALDI/TOF, LC MS/MS) siguiendo Faurobert y col. (Faurobert, Mihr, et al. 2007) para
identificar su secuencia de aminodcidos. Una vez obtenida la secuencia se realizan
BLAST frente a las bases de datos de proteinas (SwissProt, ESTs) para encontrar
homologias y conocer la funcién putativa del péptido detectado. Los datos obtenidos
se volcaron en la base de datos PROTICdb (Ferry-Dumazet et al. 2005), diseiiada
principalmente para poder almacenar y analizar datos protedmicos de plantas

generados por electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D PAGE).

Dada la complejidad del disefio muestral, con 4 variables dicotdmicas a tener
en cuenta, se empled un software desarrollado por el TIGR (The Institute for Genomic
Research) llamado MultiExperiment Viewer (TMEV) para mostrar los resultados (Saeed
et al. 2003). Este software se emplea para manejar datos experimentales obtenidos de
microarrays, de manera que convierte imagenes en datos numeéricos, normalizando los
datos y analizando finalmente los datos normalizados. El TMEV es una aplicacién que
genera tonos de verde para los spots ausentes en la muestra y rojo para los spots con
presencia, generando toda una escala intermedia de colores para los valores no
extremos. Al aplicar TMEV en nuestros datos proteémicos nos permite una vision que
facilita la identificaciéon de patrones de expresion, en este caso de proteinas, en las

diferentes muestras.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Diferencias observadas entre las lineas hermanas

A mitad del periodo de cultivo se observd si existian diferencias llamativas
entre las dos lineas contrastantes 177R4 y 177R6, ademads de recoger documentacién
fotografica de varios caracteres observados. No se encontraron diferencias en la altura
de la planta, en el tipo de racimo (que en ambos casos son de tipo multiple), ni en la
pilosidad. Si se han observado diferencias en la longitud de los racimos y en el tamafio
de los frutos en rojo maduro, siendo las plantas de la linea 177R4 las que presentan
racimos mas largos y frutos mas grandes (Figura 3.6). A la vista de los datos obtenidos
se extrae que el tratamiento de cubrir los frutos provoca una pequefia disminucion en
el tamafio final de los mismos, que afecta por igual a los frutos de las dos lineas, pero

qgue no llega a ser significativa en ninguno de los casos.
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Figura 3.6. Diferencias en el tamafio del fruto entre las lineas 177R4 y 177R6. (A)
Tamano medio del fruto de cada linea bajo los tratamientos aplicados de cubrir y
no cubrir frutos. CUB: Cubierto. (B) Vista del extremo peduncular de los frutos en
rojo maduro, del tratamiento cubierto, de las lineas 177R6 (arriba) y 177R4 (abajo).

Respecto al caracter del agrietado del fruto, se evaluaron 25 frutos en
condiciones normales y 25 cubiertos con aluminio, en la linea 177R6. Para la linea
177R4 fueron 20 y 20 para cada tratamiento. Los resultados muestran que en
condiciones normales los frutos de la linea 177R6 no presentan agrietado, pero tras el
tratamiento 19 de los 25 frutos evaluados (76%) si mostraban agrietado. En el caso de
la linea sensible, presentd el 40% de los frutos agrietados en condiciones normales, y

el 50% bajo el tratamiento cubierto (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Numero de frutos agrietados y no agrietados respecto
al nimero total de frutos, en las lineas 177R6 y 177R4, bajo los
tratamientos cubierto (CUB) y no cubierto (NoCUB).

3.3.2. Deteccion de diferencias proteémicas

El rendimiento medio de la extraccion de proteinas en las muestras fue de 3.67
ug/mg de peso fresco empleado, llegando algunas muestras a mas de 6 pg/mg. Estos
valores se situaron por encima de los valores medios obtenidos normalmente por el
laboratorio del centro INRA Avignon en las extracciones de proteinas de fruto de
tomate, lo que muestra la buena adaptacion del protocolo de Faurobert y col. (2007)

en el laboratorio del IHSM La Mayora.
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Figura 3.8. Gel bidimensional tefiido con azul de Coomassie coloidal que
recopila todos los spots encontrados en los diferentes ensayos. En el eje
horizontal se relacionan los valores de punto isoeléctrico. En el eje

vertical el peso molecular en KDa.
140



Capitulo 3. Fisiopatia de la mancha solar: genética y protedmica.

El andlisis de imagen de los geles con el software Progenesis SameSpot detectd
una media de 1700 spots/gel (Figura 3.8). Entren ellos se encontraron un total de 71
spots significativamente variables entre las condiciones del ensayo (Figura 3.9). De los
71 spots, 26 fueron detectados en el estado verde, aunque sélo 25 fueron
significativos en el ANOVA, y 45 fueron detectados en el estado rojo, de los que 43

fueron significativos en el ANOVA.

i 2 | Figura 3.9. Detalle de un gel
i = B | bidimensional analizado con el
.. O || software SameSpot en el que se

observa un spot diferencial entre
Ao . | los genotipos resistente (R) y
©) e h sensible  (S). Ambos spots

parecen tener el mismo peso

/ 4 molecular, pero diferente punto

. | isoeléctrico. El programa emplea
S R i ‘ un cddigo de color para facilitar
! : el anadlisis, en este caso asignd

verde al del resistente y morado
al del sensible.

Figura 3.10. Diagrama de color que representa los niveles de expresion de los spots —»
significativamente variables, detectados en las muestras en el estadio verde maduro (A) y

rojo maduro (B), representado por el software TMEV. Tonos de rojo: mayor expresion del
spot. Tonos de verde: menor expresion y ausencia del spot. En el eje horizontal aparece la
identificacidon de las muestras. R: Resistente vs. S: Sensible. C: Cubierto vs. NC: No cubierto.

B: Bottom (zona apical) vs. S: Shoulder (zona peduncular). Los nimeros del 1 al 3 indican la
réplica de la muestra. En el eje vertical se detallan los cddigos de cada spot detectado.
Encuadrado en azul oscuro los spots con diferencia de expresion debidas al genotipo.
Encuadrado en azul claro los spots con diferencia de expresién segun la zona del fruto.
Encuadrado en morado los spots con diferencia de expresion debidas al tratamiento.
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3.3.3. Agrupacion jerarquica de los spots variables

Se aplico el software TMEV a los resultados obtenidos en el programa
SameSpot y se obtuvieron los diagramas de color para los dos estadios verde maduro y

rojo maduro (Figura 3.10).
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3.3.4. Identificacion de los spots variables

Tras la obtencion de las secuencias peptidicas por espectrometria de masas
(MALDI/TOF, LC MS/MS), se realizé la comparacién frente a las bases de datos para
obtener la funcién putativa de los péptidos. Algunos spots resultaron redundantes en
su asignacion, por lo que el niumero final de spots significativamente diferenciales en
los ensayos fue de 25 en el estado verde maduro y 35 en el estado rojo maduro. Los
spots diferenciales se catalogaron segun su regulacién al alza (estimulados) en cada

tratamiento del ensayo, como se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Nimero de spots que resultaron estimulados en cada tratamiento,
separados segln el estado de maduracion del fruto.

Expresion del spot Verde Maduro -

Estimulado en el Resistente 7 10
Estimulado en el Sensible 4 3
Estimulado por el tratamiento Cubierto 2 10
Estimulado por el tratamiento No Cubierto 7 6
Estimulado por el tratamiento No Cubierto ) 1
(excepto en el hombro amarillo)
Estimulado en el Resistente no Cubierto 2 -
Estimulado en el hombro no cubierto del 3 c
genotipo sensible
Total 25 35

Entre las diferencias mas notables debidas al genotipo se encontrd el enzima
monodehidroascorbato reductasa (spot CR37 en Figura 3.10.A y CR1 en Figura 3.10.B),
cuya expresion estaba suprimida en las muestras del genotipo sensible, en ambos
estadios. Las diferencias mas notables debidas al efecto del tratamiento se observaron
en las muestras de ambos estadios, donde los frutos no cubiertos tenian alta expresiéon
de varias proteinas relacionadas con la fotosintesis, entre ellas el precursor de la
cadena larga de la ribulosa bifosfato carboxilasa (spot CR52 en Figura 3.10.A) y el
precursor de la proteina de unién 3C de la clorofila a-b (spot CR8 en Figura 3.10.B). Los
frutos cubiertos no presentan expresién de este grupo de proteinas. En el estadio rojo
los frutos cubiertos mostraron altos niveles de proteinas relacionadas con respuesta al
estrés, como las lipoxigenasas (spot CR12 en Figura 3.10.B); y relacionadas con la

maduracién como el precursor de la poligalacturonasa-2 (spot CR13 en Figura 3.10.B).
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Los efectos debidos a la zona del fruto sélo se detectaron en el estadio rojo
maduro. En el tejido amarillo de la mancha solar se encontraron altos niveles de
expresion de proteinas relacionadas con la protedlisis (spots DT33 y CR31 en Figura
3.10.B), el estrés y la respuesta a estrés oxidativo (spots DT20, CR25 y CR28 en Figura
3.10.B). En la zona apical de los frutos resistentes no cubiertos estaba expresandose la
proteina DIP-1, responsable de la respuesta a estrés hidrico (spot MB29 en Figura

3.10.B).

3.3.5. QTLs asociados a mancha solar

Se han detectado hasta 5 QTLs asociados a mancha solar, situados en los
cromosomas 3, 4, 8, 10 y 11. De ellos sdlo el QTL situado en el cromosoma 4 es

significativo al 99% (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Relacion de QTLs detectados para mancha solar. Los QTLs se han nombrado segun la
abreviatura del caracter en inglés, seguida del nimero del cromosoma. Para el Interval
Mapping se detalla el marcador mas cercano asociado al QTL (columna Locus) y su posicidn en
cM.

QTL cm Locus LOD pA pH uB PVE Ad®

YSD3 74,7 sol_62348 2,78 0,68 0,53 0,38 7,3ns 0,15
YSD4 51,2 SNP_322a 462 0,26 0,46 0,66 11,8** -0,20
YSD8 52,7 sol_4431 2,75 0,39 0,54 0,69 7,2ns -0,15
YSD10 259 sol 17859 2,10 0,42 0,54 0,67 56ns -0,13
YSD11 36,0 sol 62658 2,77 0,94 0,71 048 73ns 0,23

LOD: Log del cociente entre las probabilidades asociadas. pA: Media estimada de la
distribucidn del caracter para las lineas homocigotas lyc. uH: Media estimada de la distribucion
del cardcter para las lineas heterocigotas. uB: Media estimada de la distribucion del caracter
para las lineas homocigotas pim. PVE: Porcentaje de Varianza Fenotipica Explicada. ** P <0.01,

ns no significativo. ® El signo de la aditividad se refiere al efecto del alelo lyc. sol: solcap_snp_sl.

El QTL YSD4 asociado a mancha solar se localiza en 52.6 MB en el mapa fisico.
El QTL YSD11 asociado a mancha solar se localiza en 3.9 MB en el mapa fisico y es uno
de los dos QTLs en los que los alelos S. lycopersicum favorecen la aparicion de la
mancha. El QTL YSD10 asociado a mancha solar se localiza en 2.3 MB en el mapa fisico,
y coincide con el QTL GSh10 detectado en el capitulo 1, que se corresponde con el gen
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GLK2 (Powell et al. 2012), conocido como el marcador morfolégico u (uniform
ripening), responsable de generar hombro verde oscuro en los frutos verdes en las
especies silvestres, y que en esta poblacion lo aporta el parental S. pimpinellifolium. El
QTL YSD8 asociado a mancha solar se situa en 53.2 MB en el mapa fisico, coincide
justo en la misma zona del gen Green ripe-like 1 (GRL1). Este gen, que es un pardlogo
del gen GR cuya mutacién causa que se mantengan cloroplastos y clorofila en el fruto
de tomate maduro (Ma et al. 2012), codifica una proteina transmembrana implicada
en la sefalizacion mediada por etileno. El QTL YSD3 asociado a mancha solar
provocada por los alelos de la especie cultivada, se localiza en 63.8 MB en el mapa
fisico, y coincide en la misma regidon genémica con el QTL asociado al tamafio del fruto

FW3 detectado en el capitulo 1, situado en 64.2 MB.

Se intentd analizar la relacién entre los 5 QTLs asociados a mancha solar,
representando los valores fenotipicos asociados a cada genotipo, mediante diagramas
de cajas agrupados que enfrentan los QTLs de dos en dos. Los QTLs YSD4, YSD10 e
YSD11 mostraron pautas diferentes seglin fueran los alelos (manifestadas por las
diferentes pendientes de las rectas que unen sus valores medianos) que indican la
existencia de interacciones epistaticas entre ellos, cuando fueron analizados dos a dos,
como se puede observar en la Figura 3.11. El resto de relaciones entre los QTLs
mostraron un caracter no epistatico sino aditivo (no mostradas). En cualquier caso, la
dispersion de los valores de las RILs para cada genotipo de dichos QTLs enfatiza la gran

complejidad genética del caracter.
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Figura 3.11. Representacion grafica de las interacciones epistaticas entre los QTLs YSD4, YSD10 e
YSD11. LL y PP representan los homocigotos de los parentales lyc y pim respectivamente. Las
lineas rojas unen los valores de la mediana de cada genotipo del QTL en ordenadas, para mostrar
la tendencia del cambio segun el genotipo en el eje de abscisas.
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Los valores de aditividad de cada QTL muestran que la combinacién alélica que
provocaria mayor propension a tener mancha es la presencia de los alelos
LL/PP/PP/PP/LL para los QTLs YSD de los cromosomas 3/4/8/10/11 respectivamente.
Se han encontrado 3 RILs con dicha combinacidn alélica, que mostraron mancha solar
notoria. Se compard el valor medio de la mancha solar de cada RIL con el peso medio
del fruto y se observd una asociacion positiva entre ambos caracteres (Tabla 3.3), pero
que no es posible analizar estadisticamente sélo con 3 RILs. Para tener mas datos de la
relacion entre mancha solar y tamario del fruto se presentan en la misma Tabla 3.3 los
alelos presentes en los 4 QTLs de tamano de fruto detectados en la poblacion (FW2,
FW3, FW11y FW12)

Tabla 3.3. Valores medios de peso del fruto y mancha solar observada de las 3 RILs que
presentaron la combinacién alélica de mayor propensién a mancha solar en los 5 QTLs
encontrados asociados a mancha solar.

RIL Peso fruto (g)  Mancha solar FW2 FW3 FW11 FW12

62 20,5 1,38 PP LL LL LL
116 30,4 2,32 LL LL LL LL
121 26,5 2,00 LL LL PP PP

3.4. DISCUSION

El tratamiento aplicado de cubrir los frutos para evitar la radiacidn solar sobre
ellos, y con ello la aparicion de la mancha solar, ha mostrado ademas que tiene efectos
en otros aspectos del desarrollo del fruto. Un primer aspecto seria el caracter
agrietado del fruto, que se ve afectado segln el genotipo, ya que provoca agrietado en
la linea resistente a mancha solar 177R6, pero no provoca diferencias significativas en
el numero de frutos afectados por agrietado en la linea sensible 177R4. La cuticula del
fruto, que es la estructura determinante en el agrietado del mismo, ve alteradas sus
propiedades biomecanicas en condiciones de alta humedad relativa, lo que las hace
mas propensas a la ruptura (Matas et al. 2005; Dominguez et al. 2012). Segun
Dominguez y col. (2012), una alta humedad relativa y baja radiacidon provocan un
detrimento en la cantidad de cuticula y los componentes que acumula. En el mismo
estudio se determind que la humedad relativa no afecta a las caracteristicas

biomecanicas de la cuticula, pero si se ha constatado que una alta humedad relativa
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provoca un incremento en la tasa de crecimiento del fruto cuando madura en la
planta, hecho que favorece el agrietado. Por tanto el hecho de encerrar al fruto en un
envoltorio de aluminio que permite muy poca transpiracién podria provocar un
ambiente de humedad alrededor del fruto que facilitaria la aparicién del agrietado, al

menos en algunos genotipos.

Este tratamiento, l6gicamente, también afectd al sistema fotosintético del fruto
dado que se suprimido la expresion de proteinas clave para la fotosintesis,
ejemplificadas en la ribulosa bifosfato carboxilasa (Spreitzer & Salvucci 2002). La
variacion de proteinas en frutos fue parcialmente la misma que la observada por
Hattrup y col. (2007) en las hojas de plantas sombreadas. La disminucién de la
fotosintesis en el fruto conlleva una disminucion de los azlcares sintetizados y
finalmente de los sélidos solubles del fruto, hecho que ird en detrimento del sabor y la
calidad del fruto (Powell et al. 2012; Cocaliadis et al. 2014). Estos resultados hacen
pensar que el método de cubrir los frutos con aluminio es un tratamiento muy util para
poder estudiar la fisiopatia y diseccionar los factores que le afectan. Sin embargo no
resulta una opcidén para evitar la mancha solar que pueda ser aplicable a nivel
comercial, ya que el proceso de cubrir los frutos no se puede plantear para grandes
producciones, y hay que tener en cuenta las desventajas que pueden venir asociadas,

como el agrietado y la disminucidn del contenido en sélidos solubles.

Los resultados de altos niveles de expresidon de proteinas relacionadas con la
protedlisis, el estrés y la respuesta a estrés oxidativo en el tejido de la mancha solar
confirman la hipdtesis de que en esa zona del fruto se sufre estrés oxidativo. Como se
ha comentado en la introduccidn, los frutos que presentan color oscuro en el hombro
verde deben de acumular mas calor que el resto del fruto, por lo que en esa zona se
genera un estrés térmico que el tejido de la zona debe gestionar. También debe ser
importante el estrés causado por la mayor fotosintesis en dicha zona, maxime cuando
el fruto no tiene practicamente estomas ni el mecanismo compensatorio
correspondiente de la transpiracidn para disminuir la temperatura. La mayor diferencia
encontrada entre los dos genotipos hermanos contrastantes reside en el enzima

monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) cuya expresién no se detecté en el
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genotipo sensible en ambos estadios. Esta situacidn indicaria que el mecanismo de
proteccion del acido ascérbico frente al estrés oxidativo podria estar afectado muy
negativamente en el genotipo sensible. MDHAR es una enzima FAD que actta en el
ciclo ascorbato-glutation, reduciendo el monodehidroascorbato, un radical libre
intermediario, y convirtiéndolo en acido ascérbico. Este ciclo forma parte del sistema
enzimatico antioxidante que opera en los cloroplastos y en el citosol (Anjum et al.
2010; Gest et al. 2013). Se conoce que la actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation se incrementa en situaciones de sequia y bajas temperaturas (Andrews et al.
2004; Gest et al. 2010). En el caso del genotipo sensible, al no expresar niveles
suficientes de MDHAR, estaria en una situacidon de desventaja a la hora de lidiar con el
dano por la radiacién solar en el pericarpo del hombro del fruto. Si ese tejido no puede
reparar los dafios debidos al calor acumulado y las especies reactivas generadas, se
produciran danos tisulares que probablemente impediran el desarrollo normal futuro
de la zona, por lo que esa zona no llegara a formar un tejido rojo maduro, sino que
presentard aspecto de un tejido, ya no inmaduro, sino afectado en su desarrollo, como

es la mancha solar.

La combinacién alélica de los 5 QTLs detectados para el cardcter que es mas
propensa a que aparezca la mancha solar es de alelos lyc (LL) para los QTLs YSD3 e
YSD11, y alelos pim (PP) para los QTLs YSD4, YSD8 e YSD10. Tras las consultas
realizadas en la web dedicada a la informacion gendmica de la familia Solandceas, The
Sol Genomics Network (Fernandez-Pozo et al. 2015), no se ha encontrado ningun gen
candidato que permita hacer hipdtesis sobre el efecto que llevan asociado los QTLs
YSD4 e YSD11, pero si para los tres QTLs restantes. YSD10 se corresponde con el gen
GLK2 responsable del hombro verde oscuro cuando presenta los alelos PP. YSD3
coincide con el QTL FW3 detectado en la poblacidon y ambos incrementan el tamafio
del fruto cuando presentan los alelos LL. Este QTL colocaliza, como ya es bien conocido
en la bibliografia, con un gen P450 que condiciona, en el alelo de la especie cultivada,
un mayor tamaro celular y del fruto. Por Ultimo YSD8 coincide en su localizacion con el
gen GRL1, y potencia la mancha cuando presenta los alelos PP. Segun Ma y col. (2012)
la sobreexpresion de GRL1 deberia inducir una reduccién de la respuesta a etileno,

pero las plantas transformantes maduran de manera normal y no muestran el fenotipo
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mutante Gr que se esperaria, lo que sugiere divergencias funcionales entre ambos
genes GR y GRL1, asi como vias diferentes de sefializacion por etileno. No obstante,
puesto que este gen debe estar implicado en respuestas a etileno y que la fisiopatia de
la mancha solar no es mas que una alteracion del programa normal del proceso de
maduracién (que es bien conocido que se dispara por esta hormona vegetal), no es
descabellado en absoluto pensar que el gen GRL1 esté implicado en la sefalizacion del
inicio del proceso de maduracion, y que las posibles diferencias alélicas o de expresién
entre las dos lineas parentales determinen distintos programas de maduracion del

fruto y, por tanto, distinta manifestacion de la fisiopatia.

Por los resultados conjuntos de los estudios de QTLs y protedmica se puede
establecer un modelo genético que explique la aparicién de mancha solar en el fruto
de tomate. En primer lugar, el gen GLK2 que provoca una acumulacién de cloroplastos
funcionales en la zona peduncular del fruto, dando el fenotipo de hombro verde
oscuro. Este hombro oscuro absorbe mayor radiacion solar, y es posible que genere un
estrés térmico en esa zona, ademas de generar estrés oxidativo asociado a la propia
fotosintesis aumentada en la zona. El producto del gen MDHAR se encarga de
mantener el mecanismo de proteccidén en el ciclo ascorbato-glutation, que emplea el
acido ascérbico generado por la MDHAR como molécula antioxidante. Si el enzima
MDHAR se expresa y esta operativa, el estrés oxidativo generado en la zona del
hombro verde se podrd gestionar y el tejido no sufrird dafos. En cambio si la MDHAR
no se expresa, el tejido de la zona del hombro no podra combatir adecuadamente las
especies oxidantes generadas y sufrira dafos irreversibles que impedirdn que
evolucione a un fruto con desarrollo normal, y presentara el aspecto amarillo y de

maduracion aberrante caracteristico de la mancha solar.

En este escenario se ha de tener en cuenta que son varios QTLs menores los
que participan. Se ha observado como las 3 RILs con la combinacion alélica mas
propensa a tener mancha, (alelos LL/PP/PP/PP/LL para los QTLs de los cromosomas
3/4/8/10/11 respectivamente) mostraron mancha solar notoria, cuyo grado de
intensidad aumenta conforme aumenta el tamafio medio del fruto. Las diferencias de

tamafio de fruto entre estas RlLs estan mediadas por otros QTLs de tamafio distintos a
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FW3 (Tabla 3.3), como por ejemplo FW2, ya que las 3 RILs son LL para YSD3/FW3.
Ademas se observa un efecto aditivo de los QTLs de tamafio de fruto, de manera que
la RIL 62, que es la que presenta menor tamafio medio del fruto, no tiene los alelos LL
en FW2, el QTL con mayor efecto, en cambio la RIL 116 tiene los cuatro QTLs para
tamafiio de fruto con alelos LL; y la RIL 121, de tamafio intermedio, presenta alelos LL
en FW2y FW3, los de mayor efecto, pero alelos PP en FW11y FW12. Resulta curioso el
hecho de que sea el FW3 el que aparezca relacionado con la mancha solar, y no el
FW2, que ha mostrado ejercer un mayor efecto en el tamafio del fruto en la poblacién
RIL analizada. Esto puede deberse quizd a que FW2 actue mediante un mecanismo

diferente del de FW3 a la hora de promover el tamaiio del fruto.

La complejidad del caracter también se muestra con la existencia de algunas RIL
gue sin presentar hombro verde oscuro, es decir, alelos LL en YSD10, presentaron
mancha solar. Estas lineas presentan una combinacion alélica diferente a la
combinacion de mayor propensiéon de mancha comentada antes. En esta combinacion
se podria postular que el QTL YSD8 por medio del gen GRL-1 estuviera ejerciendo un
efecto parecido al gen GLK-2, respecto al hecho de promover mayor acumulacion de
clorofila en el fruto, si bien no tan localizada como ocurre en el caso del hombro verde.
El efecto final del aumento de clorofila en el fruto seria una mayor generacién de
especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, que volveria a conducirnos a nuestra
hipétesis inicial; alternativamente, el alelo S. pimpinellifolium del gen candidato GRL-1
bien podria aportar una mayor propensién a sufrir alteracion del programa de la
maduracién aun en presencia de menor dafio tisular. En cualquier caso, estas hipdtesis

necesitarian experimentos adicionales para su corroboracion.

Para apoyar nuestra hipotesis vamos a emplear las observaciones realizadas en
una nueva poblacién de cartografiado genético obtenida a partir del cruce
”"Moneymaker” x TO-937 (Barrantes et al. 2014), concretamente un conjunto de lineas
de introgresion (ILs) en las que, en el fondo genético del cv. “Moneymaker” se
encuentra representado el genoma del S. pimpinellifolium TO-937 de forma que cada
linea IL contiene una Unica introgresion conocida de S. pimpinellifolium. Pues bien, en

observaciones realizadas en el conjunto de estas ILs, Unicamente presentan mancha
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solar muy notoria las lineas que contienen la introgresidon de la region gendmica del
cromosoma 10 en la que se sitla el gen GLK-2 (que légicamente presentan hombros
verdes en los frutos inmaduros frente al color uniforme en “Moneymaker” y el resto
de las lineas IL) (Figura 3.12). Estas lineas de introgresién contienen los alelos
favorables para aparicion de la mancha solar YSD10 (hombro verde por alelos PP),
YSD3 (mayor tamafio del fruto por alelos LL) e YSD11 (por alelos LL), y a pesar de no
contener los otros QTLs favorables provenientes de S. pimpinellifolium (YSD4 e YSD8)

ya manifiestan mancha solar muy notoria.

R £6 B %““,

A g 4 - ’ )
Figura 3.12. (A y B) Detalle de los frutos de la linea IL-10.1, linea que porta la
introgresién de parte del brazo corto del cromosoma 10 de S. pimpinellifolium TO-937 en
el fondo genético del cv. “Moneymaker”, incluyendo la zona donde se situa el gen GLK-2.
(A) Frutos verde maduro en los que se observa hombro verde oscuro. (B) Frutos rojo
maduro que presentan mancha solar. (C) Detalle de los frutos del cv. “Moneymaker”,
donde se observa la maduracién uniforme en verde maduro (ausencia de hombro verde
oscuro) y la ausencia de mancha solar en los frutos rojo maduro.

Actualmente se estdn realizando en el IHSM La Mayora los cruzamientos entre
determinadas ILs y posterior seleccién de genotipos que combinen YSD10 e YSD11 de
S. pimpinellifolium para observar si YSD11 del silvestre es capaz de revertir la aparicién
de mancha en un contexto genético de fruto grande con hombros verdes. Si asi fuese,
y la linea resultante no manifestase la fisiopatia, ello daria pie para plantear la
hipdtesis de que YSD11 seria la region gendmica candidata para explicar el patrén de
expresiéon de MHDAR observado en el estudio del proteoma, puesto que ni la regién
del cromosoma 4 ni la del cromosoma 8 cumplirian los requerimientos para ello al ser
los alelos S. pimpinellifolium de estas dos regiones los que dan mayor propensién a la

mancha.
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Todas estas observaciones pensamos que son aplicables en la practica para la
mejora genética de variedades de tomate que no sean sensibles a la fisiopatia de la
mancha solar, muy especialmente para tomates de tipo cherry que contienen en su
genoma numerosas introgresiones de S. pimpinellifolium (Tomato Genome Consortium
2012). En estas variedades seria recomendable evitar las combinaciones génicas
desfavorables mediante la seleccion por marcadores moleculares ligados a los QTLs
aqui descritos, con especial atencion a YSD4, ya que prdacticamente todas las
variedades de cherry comerciales tienen hombro verde, y esa combinacion es
propensa a generar mancha solar, como se ha demostrado en esta Memoria. El
hombro verde es la condiciéon ancestral en tomate, y ademas las variedades cherry
necesitan ser U para mantener su sabor dulce, que es el caracter principal por el que
se cultivan y seleccionan. Asi por tanto, la aplicacion del conocimiento de estos QTLs
asociados a mancha solar, detectados en una poblacién proveniente de S.
pimpinellifolium, ayudara a evitar sorpresas desagradables en la calidad del fruto en el

proceso de obtencidn via mejora genética de nuevas variedades de tomate.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer las siguientes

conclusiones:

1. En el analisis de genética cuantitativa de los numerosos caracteres vegetativos
y de calidad externa e interna de fruto acometidos en este trabajo, mediante la
utilizacidon de una poblacién de lineas recombinantes consanguineas derivadas
de un cruce Solanum lycopersicum x Solanum pimpinellifolium y un mapa de
ligamiento muy saturado, se han detectado QTLs que no habian sido descritos
previamente en otros estudios, como son SW11 asociado al diametro del tallo,
FS2.1 y FS2.2 asociados a la forma del fruto, PP2.1/BkS2.1 asociados al
porcentaje del peso del pericarpo y marcado del hombro y TA6 asociado a la

acidez del fruto, entre otros.

2. Se ha obtenido una pareja de lineas recombinantes hermanas, contrastantes
para el caracter mancha solar que comparten gran parte de su fondo genético y
gue son un material muy valioso para los estudios fisiologico y genético de esta

fisiopatia.

3. La etiologia de la mancha solar no se encuentra, como se habia creido
previamente, en la incidencia de un exceso de radiacion solar en el momento
de la maduracién del fruto sino en la fase de verde inmaduro y que se
manifiesta posteriormente en la fase de maduracion, al haberse constatado
que evitar la radiacién solar por completo desde el inicio del desarrollo del
fruto hasta 16 dias post antesis disminuye sustancialmente su incidencia,
llegando incluso a impedirla. Por otra parte, limitar la incidencia de radiacion

UV sobre el fruto no evita la incidencia de la mancha solar.

4. La presencia de hombro verde oscuro en el fruto verde, aunque es una de las
condiciones que la favorecen, no implica necesariamente la aparicion de

mancha solar. Como hipdtesis general mas plausible para la aparicidon de la
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mancha solar, se plantea que la generacién de estrés oxidativo en el tejido en
condiciones ambientales propicias debido a la presencia de hombros verde
oscuro, y que no puede ser adecuadamente corregido debido a los bajos
niveles de expresién del enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) en
el fruto de la especie de tomate cultivada, como se ha constatado en el andlisis
protedmico de este trabajo, provoque dafio tisular en la zona peduncular del
fruto inmaduro que se refleja posteriormente en una maduracién alterada

limitada a la zona afectada.

Una evaluacién muy exhaustiva de la incidencia de mancha solar en la
poblacién RIL permitié la deteccion de un QTL mayor en el cromosoma 4 vy
hasta cuatro QTLs menores en los cromosomas 3, 8, 10 y 11, asociados al
caracter. Ambos parentales poseen a la vez alelos favorables y desfavorables
para la aparicién de la mancha solar y, por tanto, la sensibilidad o resistencia a
esta fisiopatia de una linea concreta dependerd en gran medida de la

combinacion alélica de algunos de los QTLs mencionados.
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Anexo 1.1. Caracteres vegetativos observados en la poblacion RIL.

Se han estudiado caracteres del desarrollo vegetativo de las plantas, incluyendo
algunos del tipo de inflorescencia, muchos de ellos son los habitualmente empleados
en la caracterizacién primaria del germoplasma de tomate segun las directrices del

International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 1996).

Color del hipocétilo: Se observé el color del hipocétilo en las plantulas con 18 dias,
dandoles los siguientes valores relativos:

- Valor 1: Verde.

- Valor 2: % morado desde la base.

- Valor 3: % morado desde la base.

- Valor 4: Morado.
Tipo de crecimiento: Se da el valor 0 cuando las plantas son determinadas y el valor 1
cuando son indeterminadas. En las RlLs las plantas determinadas se podian definir

como pseudodeterminadas porque seguian creciendo por los brotes laterales.

Longitud de la planta: La altura se midid en las plantas RILs cuando habian pasado 103

dias desde la siembra de semillas.

Diametro del tallo: El didmetro del tallo se midid por encima de la segunda hoja,

cuando habian pasado 147 dias desde la siembra de semillas.

Pubescencia: Se realiza observando tallos y hojas. Se le da valor relativo desde 1

(pubescencia escasa) a 3 (pubescencia abundante).

Distancia entre los racimos: Se mide la distancia entre los racimos 1y 2.

Numero de hojas entre racimos: Se mide el nimero de hojas entre los racimos 1y 2.

Distancia entre hojas: Se mide la distancia entre las hojas mas alejadas situadas entre

los racimos 1y 2.
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Numero de hojas hasta primer racimo: Se conté el nimero de hojas desde la base de

la planta hasta el racimo 1.

Densidad del follaje: Se estimé la densidad del follaje de las plantas. Se dieron valores

relativos desde 1 (follaje escaso) a 3 (follaje abundante).

Inclinacién de la hoja: Se observd el grado de inclinacién de la hoja respecto al tallo
principal de la planta. Se observaron 3 hojas entre los racimos 2 y 3. Se dieron valores
entre 0y 6, siguiendo un modelo guiado por la posicidn de las agujas del reloj entre las

Oy las 6 horas (Figura A.1).

N
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Figura A.l. Representacién de un ejemplo de
valoracién de la inclinacién de la hoja seglin un
modelo que sigue las agujas del reloj. Valor 4 en
inclinacién de hoja respecto al tallo.

Grado de division de la hoja: Se observé el grado de divisién de la hoja, anotando el
numero de veces que se dividia la hoja, teniendo el valor 1 la planta con hojas divididas

una vez (pinnada) y valor 2 la planta con hojas divididas dos veces (bipinnada).

Borde del foliolo: Se observo el grado de division de los bordes de la hoja. Se valoré de
0 a 2, siendo el valor O el de los bordes mas suavizados; hasta el valor 2, como el valor

de los bordes mas incisos.

Posicidon de los foliolos en los 2 extremos de la hoja: Se observé la posicidn de los
foliolos primero y dltimo de las hojas. Se dieron valores entre 0 y 6, siguiendo un
modelo guiado por la posicién de las agujas del reloj entre las 0 y las 6 horas, teniendo

como punto de referencia el tallo (Figura A.1).
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Giro del follaje: Se observé el sentido de giro del follaje en toda la planta. Se dieron
valores de 1 cuando fue dextrdgiro y -1 cuando fue levégiro. En algunas RIL se le dio el

valor 2 cuando habia plantas con 1y -1.

Tamaiio de foliolo diferente: Se observd si en la misma hoja los foliolos presentaban el
mismo o diferente tamafio, asignandole 0 6 1 respectivamente. Para este caracter

todas las RIL, los parentales y la F1 tuvieron valor 1.

Insercién del foliolo: Se observé en las plantas si el foliolo se insertaba en la hoja a
través de un peciolo (valor 0) o si por el contrario estaba sentado en la hoja (valor 1).

De encontrarse ambas situaciones en la misma hoja/planta se le dio el valor 0.5.
Rizado del foliolo: Se observé en las plantas si los foliolos presentaban un aspecto

plano o semiplano (valor 0, normal), o si por el contrario los foliolos se rizaban sobre si

mismos (valor 1). También se anotd la presencia de hojas convolutas en la planta.
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Anexo 1.2. Caracteres de la inflorescencia observados en la poblacion RIL.

Tipo de inflorescencia: Se observan los racimos del 1 a 10 de cada planta y se anota el
numero de racimos que se ramifican (multiparos) respecto a esos 10. Se calcula el
porcentaje de racimos multiparos, ddndoles los siguientes valores relativos:

- Valor 1: Porcentajes menores del 35%.

- Valor 2: Porcentajes entre el 35% y el 65%.

- Valor 3: Porcentajes mayores de 65%.

Numero de flores por inflorescencia: Se anota el nimero de flores/frutos del racimo 2

y del racimo 6 de cada planta.

Presencia de tallo tras el racimo: Se observa la parte final de los racimos. Se le da valor
0 si los racimos finalizan de manera normal en fruto. Si finalizan en una hoja se le da

valor 0,5 y si finalizan en un tallo de extensién variable se le da valor 1.

Color de la corola: Se observa el color de la corola, distinguiendo 3 intensidades de

amarillo valoradas de 1 a 3, desde un amarillo claro a un amarillo fuerte.

Fusion de la corola: Se observa el grado de fusidon de los pétalos de la corola,

valorando como 0 la fusion parcial de los pétalos y 1 la fusion total.

Angulo de apertura-exposicion de la flor: Se observa el dngulo de apertura que
presentan las flores de las RILs, dandoles los siguientes valores relativos:
- Valor 1: La flor se abre como maximo de manera aproximada a un angulo de
902,
- Valor 2: La flor presenta un angulo intermedio entre 902 y 1809.

- Valor 3: La flor llega a un angulo de 1802 o superior.

Tamaiio relativo de la flor: Se describié el tamafio relativo de las flores de las RILs,

dandole valores entre 1 y 3, desde menor a mayor tamafio.
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Posicion del estilo: Se describid la posicion del estilo respecto a la corola,
estableciéndose 4 valores:

- Valor 1: el estilo estd inserto en la corola y no sobresale.

- Valor 2: el estilo se situa justo al borde de la corola.

- Valor 3: el estilo sale 1-2 mm de la corola.

- Valor 4: el estilo es muy exerto y sobresale mas de 2 mm de la corola.

Dehiscencia de la antera: Se observo la forma de dehiscencia de la antera. Para este
caracter todas las RIL, los parentales y la F1 tuvieron siempre dehiscencia de la antera
longitudinal, ya que es un caracter taxonémico conocido de ambas especies

parentales.
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Anexo 1.3. Caracteres externos del fruto observados en la poblacién RIL.

Color del fruto verde: Se recogen datos de color del fruto verde, empleando un
colorimetro (MINOLTA CHROMA METER CR-400) que mide el color de forma objetiva
en el espacio de color CIELab, para mas detalles consultar el Anexo 1.5. De cada una de
las plantas analizadas se selecciona un fruto del racimo 2-4 y se toman 2 datos por

fruto, uno en la zona peduncular (zona 1) y otro en la zona apical (zona 2).

Rayas verdes en el fruto: De cada una de las plantas analizadas se selecciona un fruto
del racimo 2-4. Se anota si el fruto presenta rayas de color verde oscuro longitudinales,
dandoles los siguientes valores relativos:

- Valor 0: Ausencia de rayas.

- Valor 1: Presencia de rayas suaves.

- Valor 2: Presencia de rayas intensas.

Intensidad de hombros verdes: De cada una de las plantas analizadas se selecciona un
fruto del racimo 2-4. Se anota si el fruto presenta hombro de color verde mas oscuro
gue el resto del fruto, ddndoles los siguientes valores relativos:

- Valor 0: Ausencia de hombro verde.

- Valor 1: Presencia de hombro verde suave.

- Valor 2: Presencia de hombro verde intenso.

Pubescencia del fruto verde: De cada una de las plantas analizadas se selecciona un
fruto del racimo 2-4. Se anota el grado de pubescencia que presenta el fruto, dandoles
los siguientes valores relativos:

- Valor 0: Ausencia de pubescencia.

- Valor 1: Presencia leve de pubescencia.

- Valor 2: Presencia de pubescencia abundante.

Peso: Se anota el peso de cada fruto y también se recoge el peso del pericarpo, una

vez se retira el mucilago y las semillas del fruto, ya que con este dato se puede obtener
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el porcentaje del fruto que se corresponde con el pericarpo. Los datos de peso se

expresan en logaritmo en base 10 del peso en gramos.

Didmetro ecuatorial y polar: Se mide el didmetro ecuatorial (perimetro del fruto por
el plano ecuatorial en su parte mas ancha) y el didmetro polar (perimetro del fruto
gue pasa por el centro de la cicatriz peduncular y de la cicatriz estilar) de cada fruto,
con un calibre o pie de rey. Al dividir el didmetro ecuatorial entre el polar (D.Ec/D.Po)
se obtiene un valor numérico de la forma que presenta el fruto, que se representa en

el siguiente esquema:

Achatado > 1 Redondo =1 Elipitico (no ovoide) <1

D.Ec
/ppo>1 D'EC/D.Po <1

Color del fruto rojo maduro: Se toman los datos de color del fruto rojo maduro,
empleando un colorimetro (MINOLTA CHROMA METER CR-400) que mide el color de
forma objetiva en el espacio de color CIELab, para mas detalle ver Anexo 1.5. Se toman
4 datos por fruto, como se representa en la Figura A.2, uno en la zona peduncular
(zona 1), otro entre la zona 1 y el ecuador (zona 2), otro entre el ecuador y la zona

apical (zona 3) y otro en la zona apical (zona 4).

— Zona 1: Peduncular

|~ Zona 2: Subpeduncular
|-- Plano ecuatorial (ecuador)

— Zona 3: Subapical

<+——1— Zona 4: Apical

Figura A.2. Representacién y denominacién de las zonas del
fruto donde se tomaron los datos de color con el colorimetro.
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Presencia de mancha solar. Se mide de manera visual y de manera objetiva creando
dos indices:
- indice de mancha solar observada: Se anota el grado de mancha solar que presentan

los frutos, dandoles diferentes valores relativos ():

Valor 0: Ausencia de mancha solar.

- Valor 1: Mancha solar muy leve o difusa, de 1-2 mm de radio. Se
corresponderia con el lamado anillo amarillo, zona muy reducida del pericarpo
alrededor de la cicatriz peduncular que presenta color amarillo.

- Valor 2: Mancha solar que abarca menos de '/, del fruto.

- Valor 3: Mancha solar que abarca entre 1/4 y 1/3 del fruto.

- Valor 4: Mancha solar que abarca entre un A y '/, del fruto.

- Valor 5: Mancha solar que afecta a mas de 1/2 del fruto.

® e

0
No YSD Anillo amarillo <1/4
3 4 5
1/4-1/3 1/3-1/2 >1/2

Figura A.3. Representacién de la asignacién del valor del indice visual de mancha solar observada
segun la extensién de la mancha en el fruto rojo.

- YSD Index: Para evaluar la mancha solar de manera objetiva se puede emplear como
indice simple la diferencia entre el valor del pardmetro de color H* de la zona
peduncular (hombro) y la zona apical, denominandose diferencia de H (diffH). También

se empled un indice desarrollado por Darrigues, Francis y col. durante la puesta a
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punto del sistema TACT (Tomato Analyzer-color Test) (2008). Este indice se denomina
YSD index, derivado del inglés Yellow Shoulder Disorder, en cuya férmula, obtenida por
comunicacion personal con el Dr. David Francis, es mas compleja, ya que tiene en

cuenta los valores de H* y L* de las diferentes zonas del fruto.

+

YSD Index = ( ac 13 c

* * * *
zona apical Lzona apical + zona peduncular Hzona apical>

Brillo: Se anota el grado de brillo que presentan los frutos, dandoles diferentes valores
relativos:

- Valor 0: No brillante, mate.

- Valor 1: Poco brillante.

- Valor 2: Brillante.

- Valor 3: Muy brillante.

Forma del hombro (zona peduncular): Se observa la forma del hombro y dependiendo
del grado de hundimiento de la cicatriz peduncular se le dan diferentes valores
relativos:

- Valor 0: Hombro no hundido.

- Valor 1: Hombro poco hundido.

- Valor 2: Hombro hundido.

- Valor 3: Hombro muy hundido.

Forma de la seccidn polar: Se evalua la forma del fruto en el plano que va de un polo a
otro del fruto (de la cicatriz peduncular a la cicatriz estilar). Como se ha comentado en
el apartado anterior de los didametros, al dividir el didmetro ecuatorial entre el polar
(D.Ec/D.Po) nos da un valor numérico de la forma del fruto. El dato “forma de la
seccion polar” viene a complementar el dato de “forma del fruto” (cociente de los
didametros) y se limita a sefialar si el valor maximo del didmetro ecuatorial estd a la
altura del punto medio del didmetro polar, como seria el caso de los 3 ejemplos
mostrados en el apartado de los didmetros, a los que se les daria valor 0.5 en la forma

de seccion polar.
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Si por el contrario el valor maximo del diametro ecuatorial de un fruto esta desplazado

hacia los hombros y se cruza con el didmetro polar en su mitad superior, ddndole al

fruto forma de corazén o pimiento, se le daria un valor de 0.25. El caso en el que el

diametro ecuatorial estd desplazado hacia la zona apical tendria un valor de 0.75.

) D.E
D'EC/D.Po =1 P Ec/D.Po =1 “Ibro=1

Sec.Polar=0.5 Sec.Polar =0.25 Sec.Polar =0.75

Forma de la zona apical: Se observa la forma de la zona apical y dependiendo del

grado de hundimiento de la cicatriz estilar se le dan diferentes valores relativos:

Valor -1: Cicatriz estilar hundida (fruto con ombligo).
Valor 0: Cicatriz estilar plana.

Valor 1: Cicatriz estilar elevada (fruto con pezén).

Agrietado: Se evalla la incidencia del agrietado en cada uno de los frutos recogidos

para el estudio de QTLs asociados a los caracteres de calidad de fruto. Para el

agrietado se establecen 5 categorias:

Valor 0: Ausencia de agrietado.

Valor 1: Inicio de agrietado, concéntrico, en la cicatriz peduncular.

Valor 2: Agrietado inicial en cicatriz que continta por el fruto unos milimetros.
Valor 3: Agrietado en cicatriz y radial que abarcan més de /5 del fruto.

Valor 4: Agrietado por diferentes zonas que llegan a abarcar mas de la mitad

del fruto.

En relacion con el agrietado también se evalia la incidencia del russeting o

suberizacion de la cuticula, dando el valor 1 a su aparicién leve y el valor 2 cuando se

presenta con mayor intensidad o extension.
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Pilosidad: Se evalua la densidad y longitud de la pilosidad en cada uno de los frutos

recogidos para el estudio de QTLs asociados a los caracteres de calidad de fruto. Para

la densidad se establecen 6 categorias:

Valor 0: Ausencia de pilosidad.
Valor 1: Pilosidad muy baja.
Valor 2: Pilosidad baja.

Valor 3: Pilosidad media.
Valor 4: Pilosidad alta.

Valor 5: Pilosidad muy alta.

Para describir la longitud de la pilosidad cuando la hubiere se establecen 4 categorias:

Valor 0: Ausencia de pilosidad.
Valor 1: Pilosidad corta.
Valor 2: Pilosidad media.

Valor 3: Pilosidad larga.

Grosor del pericarpo en seccidn ecuatorial: Una vez se cortan los frutos por el plano

ecuatorial y se retira el mucilago, en el proceso de preparacidon de la muestra para

analisis de calidad interna, se mide el grosor o ancho del pericarpo con un calibre o pie

de rey.

Color interno del pericarpo: Se observa el color del interior del pericarpo y se asigna a

cada fruto 2 valores relativos de color, segun la Tabla A.1. El primer valor hace

referencia al color general. El segundo valor es igual que el primero si el color es

uniforme o diferente si el fruto en su interior tiene algunas zonas de diferente color.

De esta manera también se evalula la uniformidad del color:
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Tabla A.1. Tabla representativa de la asignacién del valor del color para los
caracteres de color interno del pericarpo y uniformidad del color interno.

Escala de color | Color interior del pericarpo | Color diferente en alguna zona

Rojo oscuro

Amarillo 2 2
Verde

Forma de la seccion ecuatorial: Se evalla la forma del fruto en el plano ecuatorial. Se
distingue entre frutos redondos o redondeados a los que se les da valor 0, y frutos con
los l6culos marcados en mayor o menor medida, a los que se les da el valor 1 (Figura

A.4).

Figura A.4. Frutos que representan la forma de la seccidon ecuatorial.
Izquierda: Frutos con seccion ecuatorial de valor 0. Derecha: frutos con
seccién ecuatorial de valor 1.

En relacién con este caracter se recoge también el nivel de marcado externo de los
hombros. Se distingue entre frutos con hombros “algo marcados” a los que se les da el
valor 1, y el marcado puede afectar sélo a los hombros y no notarse a nivel del plano
ecuatorial; y frutos con los hombros “mds marcados”, llegando a marcarse también
todo el léculo, a los que se les da el valor 2.

Numero de léculos y simetria: Los datos del nimero de léculos y su posicidn simétrica
0 no, se toman en cada uno de los frutos recogidos para el estudio de QTLs asociados a

los caracteres de calidad de fruto.
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Anexo 1.4. Caracteres de calidad interna del fruto medidos en la poblacién RIL.

Para realizar la medida de los caracteres de calidad interna se parte de las muestras de
pericarpo conservadas en los viales, preparadas y congeladas, tal y como se ha descrito
en el apartado 1.2.2. (Capitulo 1). Los viales se descongelan cerrados, se tritura su

contenido con un politron y al puré obtenido se le aplicé el siguiente protocolo.

a. Cuantificaciéon de licopeno, empleando 0,25-0,35 g del puré (Protocolo 1.1).

b. Obtencidn del sobrenadante del puré mediante centrifugacién del vial (6000
rom durante 18 minutos) para el resto de analisis.

c. Cuantificacion de sélidos solubles, empleando el sobrenadante (Protocolo 1.2).

d. Cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa, para lo que se realiza una
dilucién de 20 pL de sobrenadante en 80 uL de agua y se congela para su
analisis posterior (Protocolo 1.3).

e. Medida de la acidez titulable, empleando 1-1,5 mL del sobrenadante (Protocolo

1.4).
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Anexo 1.5. {Qué es el Espacio CIELab de medida del color?

La medida fisica del color se ha realizado de manera histdrica con el empleo de 3
valores primarios de luz cuya mezcla da lugar al color resultante, de ahi que se le da el
término de tristimulus. Estos 3 valores son nombrados como X, Y y Z por la Commission
Internationale de [’Eclairage (CIE), que es el nombre francés de la comisidon
internacional de la luz. Sin embargo tras varios afios de uso se encontraron dos
problemas con el uso del sistema tristimulus. El primero era que con esta
especificacion no se interpreta de manera facil los términos psicofisicos de la
percepcion del color, como el brillo, el tono y la saturacién. El segundo problema era
que el sistema XYZ y los diagramas cromaticos que lleva asociados no resultaban
uniformes. Por estos motivos se desarrollé el espacio ClELab (Commision
Internationale de L’Eclairage 1978), que deriva del sistema tristimulus y aplica a los
valores XYZ determinadas férmulas con el objetivo de definir el color empleando un
espacio tridimensional compuesto por 3 planos o ejes. Tal y como se muestra en la
Figura A.5, de los 3 ejes del espacio CIELab, el eje a* va del rojo (+a*) al verde (-a*), el
eje b* del amarillo (+b*) al azul (-b*) y el eje L*, en vertical, define la luminosidad,
desde 0 que es la ausencia de color hasta 100 que es blanco. El plano formado por los
ejes a* y b* es un circulo, que se va moviendo perpendicularmente a lo largo del eje
L*, y segun la altura a la que se situe, el color presentara mayor o menor luminosidad.

L=100 Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

Plano - Eje
Luminosidad
(L%

[

Plano

Rojo - Verde

(a*)

Plano
Amarillo - Azul
(b*)
[ N

+ Saturacion

Figura A.5. Representacién del espacio de color CIELab, donde se muestran
los 3 ejes que lo conforman, a, by L.
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En el plano a*-b* (Figura A.6) se pueden determinar los pardmetros H* y C* que
caracterizan el color y que se obtienen a partir de los valores en los ejes a* y b* para
cada color. C* (Chroma) es una medida de la saturacion del color y se define como la
hipotenusa del tridngulo que se forma usando los valores de a, b y el punto de origen
como vértices. H* (Hue-angle), medido en grados, es una medida del color tal y como
lo conocemos y se define como el angulo (a) que se forma entre el eje a* y el vector

C*.

En resumen los 3 pardmetros que caracterizan un color son:
e H*06 Hue-angle, lo que entendemos como el color o tono.
e C* o Chroma, que informa del grado de saturacion del color.

e L*oluminosidad, el grado de claro u oscuro que es el color.

B

-

O

Figura A.6. Representacion del plano a*-b* del espacio
ClELab, mostrando el origen de los parametros H* y C*

Para las medidas objetivas de la superficie externa del fruto de tomate en este estudio
se ha utilizado un colorimetro (MINOLTA CHROMA METER CR-400) que proporcionaba
los datos de tristimulus X, Y y Z utilizando el iluminante C. Los datos tomados por el
colorimetro se descargaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel programada al
efecto en la que mediante las férmulas introducidas siguiendo las recomendaciones de

ClELab, se obtuvieron los valores de L* a, b, C* y H* para cada dato tomado.
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Respecto a la aplicacién del espacio CIELab en la medida de color del fruto de tomate,
en un estudio realizado en diferentes variedades de tomate (Sacks & Francis 2001)
midiendo el color del fruto en el espacio CIELab con un colorimetro (CR-100, Minolta)
se encontré correspondencia entre los datos objetivos de color y la percepcion
subjetiva, ya que los frutos mas rojos mostraban valores de H* mas bajos (329),
mientras que los valores mas altos eran exhibidos por frutos naranjas (452) o amarillos
(909). Las diferencias en el valor de H* que se detectaron entre los diferentes
genotipos se propuso que se podian deber a diferencias en el tipo de pigmentos, en la
proporcidn de esos pigmentos o en ambos factores a la vez. Asi como las diferencias
en L* y C* probablemente reflejaran diferentes concentraciones de pigmento. En el
estudio también se observd una correlacion positiva entre los valores de L* y H*, lo
que conlleva que los frutos mds luminosos, con valores altos de L*, tienden a ser mas

anaranjados (H* mas alto) que los frutos mas oscuros, que tienden a ser mas rojos.

176



Anexos y Protocolos

Protocolo 1.1. Cuantificacion de licopeno y B-caroteno

Se realiza mediante una extraccién de los carotenoides en una mezcla de disolventes
organicos y medicién de la absorbancia del extracto a determinadas longitudes de
onda, aplicando para el calculo final una férmula que tiene en cuenta el coeficiente de

extincion molar para el licopeno en hexano (Fish et al. 2002):

e En una habitacion con luz reducida se pesan 0,25-0,35 g del puré en un matraz
de 100 mL tarado y envuelto en papel de aluminio para minimizar la incidencia
de la luz.

e Se afnade agua destilada para diluir 1:1 (w/w).

e Se afnaden los disolventes: 10 mL de hexano, 5 mL de 0,05% (w/v)
butilhidroxitolueno (BHT) en acetona y 5 mL de etanol al 95%. El BHT tiene
funcién antioxidante.

e Los matraces se colocan en un contenedor con hielo y se agitan en un agitador
orbital a 180 rpm durante 15 minutos.

e Se para la agitacidn para afiadir 3 mL de agua desionizada a cada matraz y se
vuelven a agitar durante 5 minutos mas.

e Se para la agitacién y los matraces se dejan a temperatura ambiente durante 5
min para permitir la separacién de fases.

e La absorbancia de la capa de hexano (la superior) se mide en una cubeta de
cuarzo de 1 cm a una A de 487 y 503 nm, frente a un blanco de hexano (Figura

A.7).

Figura A.7. Detalle de la separacion de fases durante el protocolo y de la medida de
absorbancia del extracto de carotenoides.
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El contenido en licopeno se estimara en ug/g de tejido, segun la férmula sefalada

debajo:

Aspz X 31,2
g tejido

Licopeno (ug/g tejido) =
La formula se obtiene aplicando el coeficiente de extincién molar para el licopeno en
hexano, (17,2 x 104 M™'cm™). Ese coeficiente de extincion a 503 nm en hexano
coincide para otros carotenoides y, segun Fish (2002), se calcula que los otros
carotenoides aparte del licopeno contribuyen a la absorbancia a 503 nm en menos de
un 4% para tomate rojo fresco, estimando que este ensayo para licopeno daria
resultados razonables para aquellos alimentos en los que el licopeno sea al menos el
70% de los carotenoides. El contenido en B-caroteno se estimara en pg/g de tejido,

segun la formula sefialada debajo:

Augz Asos
(85827 172000) X 536.9 x 10000

g tejido

B — caroteno (nug/g tejido) =
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Protocolo 1.2. Cuantificacion de solidos solubles totales.

El contenido en sdlidos solubles totales se midid en 2Brix, que es una unidad de
medida del indice de refraccién, empleando un refractdmetro. Por definicién un grado
Brix es el indice de refraccion de una disolucidon de sacarosa en agua al 1%. Los
cultivares comerciales actuales suelen oscilar entre 4 y 6 2Brix dependiendo del
genotipo y de las condiciones ambientales. Los sdlidos solubles en el tomate maduro
suponen alrededor del 4% en peso del fruto fresco; de ellos, y de esta fraccién, los
azucares reductores (glucosa y fructosa a partes iguales) suponen alrededor del 60%,
los acidos organicos (citrico y en menor medida, malico) alrededor del 20%, otros
compuestos organicos (vitaminas, pigmentos, proteinas, etc.) alrededor del 10%, y las

sales minerales el resto (Buret & Zerbini 1991).

En este trabajo la medida se realizé mediante un refractometro digital (Atago PR-101),
con un rango de medicion de 0.0 a 45.0% Brix (Figura A.8). La medida del blanco se
realiza con ujna gota de agua destilada y a continuaciéon, tras secarla, se debe
depositar en el lector el sobrenadante obtenido de centrifugar el puré de la muestra
(Buret & Zerbini 1991), unos 130 pL minimo, para que cubran la superficie del lector y

realizar la medida.

REFRACTOMETER | 4

Figura A.8. Detalle del refractémetro empleado para la medicion
del contenido en sélidos solubles del jugo del tomate.
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Protocolo 1.3. Cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa

Los azucares reductores en el fruto de tomate son la glucosa y la fructosa. La medida
del contenido en glucosa, fructosa y de las pequefas cantidades de sacarosa que
puedan estar presentes en los frutos maduros se realizé por el método enzimatico
desarrollado en Velterop y col. (2001). Para medir la glucosa y fructosa presentes en la
muestra se utilizan diferentes enzimas que, paso a paso, como se ve en la Figura A.9,
van convirtiendo la glucosa y la fructosa de la muestra hasta llegar a D-gluconato-6-P,
en cuyo proceso de formacion se genera nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) que puede ser medido en un espectrofotometro a una A de 340 nm. El
protocolo tiene varias fases segun las enzimas que se van a anadiendo. Antes de cada
fase se afaden los sustratos de las reacciones enzimaticas (ATP y NADP+) para que no
sean limitantes. La absorbancia base (Al) se mide tras afadir los sustratos y la

muestra, antes del paso 1.

El proceso comienza al afiadir la Hexokinasa (HK) y la Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), que convierten la glucosa de la muestra en D-Gluconato-6-P y se mide la
absorbancia para medir el NADPH generado. Esta es la absorbancia 2 (A2). La
diferencia entre la absorbancia después de este paso (A2) y la absorbancia base antes
de afiadir la enzimas (A1) sirve para calcular la glucosa presente en la muestra. La
fructosa presente en la muestra es medida en el paso 2, pero en el paso 1 la fructosa
pasa a fructosa-6-P por la accion de la HK.

En la segunda fase al afiadir la Fosfoglucoisomerasa (PGl), la fructosa-6-P obtenida en
el paso 1 pasa a glucosa-6-P, que reacciona con la G6PDH anadida en el paso 1y pasa a
D-Gluconato-6-P, y se mide la absorbancia para medir el NADPH generado. Esta es la
absorbancia 3 (A3). La diferencia entre la absorbancia después de este paso (A3) y la
absorbancia después del primer paso (A2) sirve para calcular la fructosa presente en la

muestra.

En el caso que se quiera medir la sacarosa hay que realizar un paso inicial con la

enzima Invertasa (INV) que hidroliza una molécula de sacarosa en una de glucosa y una
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de fructosa. Después se realiza el paso 1 explicado arriba, en el que la HK y la G6PDH

convierten la glucosa en D-gluconato-6-P y se mide por la liberacién de NADPH.

NADP+ -\
Glucosa ———» Glucosa-6-P » D-Gluconato-6-P
HE G6PDH I -~
— = f‘__-__:-
Sacarosa INV PGI f}_}‘ ADPH <
B "I:"..II I \_\JIHRIIIIE._
Fructosa ———— Fructosa-6-P
':l;
HE Abs 340 nm

Figura A.9. Esquema del protocolo enzimatico disefado para cuantificar la glucosa, fructosa y
sacarosa en el zumo del fruto de tomate. INV Invertasa, HK Hexokinasa, G6PD Glucosa-6-P
deshidrogenasa, PGl Fosfoglucoisomerasa. NADP* y NADPH Nicotinamida Adenina Dinucleétido

Fosfato.

Para poder trabajar en el rango que ofrece el protocolo las muestras congeladas que
habian sido diluidas 1:5, segun el anexo 4 paso d, hay que diluirlas previamente al
analisis a 1:20, de manera que el factor de dilucién que hay que aplicar al resultado
final sera de 1:100.
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Protocolo 1.4. Medida de la acidez titulable

Los acidos mas abundantes en el tomate maduro son el citrico y el malico (Sakiyama
1966). La acidez titulable se midié de una manera directa en el sobrenadante obtenido
de centrifugar el puré de la muestra, siguiendo el protocolo publicado por Buret y
Zerbini (1991) con una modificacion, debido al tamafio de muestra disponible. El
protocolo original emplea 10 mL del sobrenadante diluidos en 90 mL de agua, y se
realiza la titulacién de la muestra manteniéndola en agitacidn, mientras se va
afiadiendo una solucidn de NaOH 0,1 N hasta alcanzar el punto de pH 8,1. El resultado
se expresa en meq de 4cido citrico/100 mL. El protocolo permite el uso de un
valorador automatico que facilita el andlisis, ya que va afiadiendo la solucién de NaOH
de manera automadtica mientras mide el pH de manera continua y se detiene cuando

alcanza el punto de pH deseado.

En el caso de las muestras a analizar en este trabajo, era imposible disponer de 10 mL
de sobrenadante, por lo que se adaptd el ensayo al empleo de 1 mL de sobrenadante
diluidos en 99 mL de agua, y se realizé la titulacidon de la muestra con una solucién de
NaOH 0,01 N hasta alcanzar el punto de pH 8,1. Igualmente el resultado se expresa en
meq/100 mL, ya que tanto la muestra como la solucién de NaOH se emplean diluidas
en la misma proporcién. Todas las muestras se analizaron con un Valorador

Semiautomatico (Schott Titroline 96) (Figura A.10).

Figura A.10. Detalle del valorador
semiautomatico empleado para la
titulacion de la acidez.
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El tomate (Solanum lycopersicum) es uno de los vegetales mas importantes en el mundo, formando parte de la
alimentaciéon en diferentes culturas. La especie comprende mas de 100 tipos diferentes y miles de variedades que
presentan entre ellas grandes diferencias, no sélo en el aspecto externo del fruto, siendo el color, la morfologia y el
tamafio las mas llamativas; sino en relacién a su calidad organoléptica, atendiendo al sabor y el aroma en la mayoria
de los casos. Existen numerosos estudios con el interés obvio por mejorar la resistencia de la planta de tomate a
plagas y patdgenos que afecten a la produccion, sin embargo son menos los estudios que han tratado de mejorar la
calidad del fruto, asi como de profundizar en el conocimiento de los mecanismos que afectan a los atributos
sensoriales, y que pueden tener origenes complejos que engloban factores genéticos y ambientales. En esta tesis se
presentan resultados sobre el aspecto genético de factores que afectan a la calidad del fruto de tomate y se aportan
resultados clave para el entendimiento de la fisiopatia de la mancha solar, que provoca una merma de la calidad del
fruto.
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