Rev. FCA UNCUYO. 2017. 49(2): 1-18. ISSN impreso 0370-4661. ISSN (en linea) 1853-8665.

Identificacion de QTL en las generaciones segregantes de
un hibrido de segundo ciclo de tomate

Identification of agronomic interesting QTL in the segregating
generations of a tomato second cycle hybrid

Victoria Guadalupe Cabodevila 2, Paolo Cacchiarelli 2, Guillermo Radul Pratta 2
Originales: Recepcion: 19/08/2015 - Aceptacion: 28/05/2016

RESUMEN

El objetivo fue detectar QTL de interés agronomico en las generaciones segregantes (F,
y retrocruzas) de un hibrido de segundo ciclo (HSC) de tomate (Solanum lycopersicum L.),
obtenido entre dos lineas endocriadas recombinantes derivadas del cruzamiento inter
especifico S. lycopersicum cv. Caimanta x S. pimpinellifolium LA 722. La caracterizacién
molecular se hizo por marcadores AFLP mientras que los caracteres morfolégicos anali-
zados fueron peso, didmetro, altura, contenido en sélidos solubles, acidez, color, pH,
forma, dureza y vida poscosecha de los frutos. Para identificar QTL, la asociacién entre
bandas polimérficas y caracteres cuantitativos con variancia genética significativa se
realizé por el andlisis de tnico punto. Con seis combinaciones de cebadores, seleccio-
nadas por detectar elevado porcentaje de polimorfismo, se obtuvo 221 bandas de las
cuales 135 (61,1%) fueron polimorficas. En la F,, 29 fragmentos polimdrficos siguieron
la distribuciéon mendeliana esperada, identificAndose un total de 28 QTL para todos los
caracteres analizados. En las retrocruzas, 15 fragmentos polimérficos siguieron una
segregacién mendeliana 1:1 (detectdndose en 12 de ellas un comportamiento de novo)
y se identificé en total 13 QTL para los caracteres contenido en s6lidos solubles, altura,
pesoy forma del fruto. Los AFLP permitieron identificar QTL de importancia agronémica
en las generaciones segregantes del HSC de tomate.
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ABSTRACT

The objective was to detect QTL of agronomic interest in the segregating generations
F, and backcrosses of a tomato (Solanum lycopersicum L.) second cycle hybrid (SCH)
obtained between two recombinant inbred lines derived from the interspecific cross
S. lycopersicum cv. Caimanta x S. pimpinellifolium LA 722. Molecular characterization
was achieved by AFLP markers and agronomic traits under study were fruit weight,
diameter, height, soluble solids content, acidity, color, pH, shape, firmness and post-
harvest life. Single point analysis was applied to detect QTL, assessing the association of
AFLP polymorphic bands and quantitative traits with significant genetic variance. Ampli-
fications with six primers combinations, selected because of detecting high polymor-
phism percentage, 221 AFLP bands were obtained, and 135 (61.1%) of them were
polymorphic in the tomato populations analyzed. In the F, population, 29 polymorphic
fragments adjusted to the expected mendelian segregation and a total of 28 QTL were
detected for all evaluated traits. In the backcross population, 15 polymorphic fragments
adjusted to the expected mendelian proportion 1:1 (12 of these fragments showed a de
novo pattern) and a total of 13 QTL were identified for the traits soluble solids content,
height, weight and diameter. AFLP allowed to identify QTL of agronomic interest in the

segregating generations of a tomato SCH.
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INTRODUCCION

Durante la madurez del fruto de tomate
(Solanum lycopersicum) se producen
cambios fisiolégicos y bioquimicos que
conducen a la adquisicion del color,
textura, aroma y sabor requeridos para su
consumo (9).

Elmantenimiento de estas caracteristicas
durante el mayor tiempo posible amplia las
posibilidades de comercializacién especial-
mente cuando se destina al mercado para
consumo en fresco (6).

La calidad puede definirse como la
adecuacién de un producto a las necesi-
dades que se espera que brinde.

En tomate, es posible distinguir en
calidad externa (relacionada con color,
peso, tamafio, forma, apariencia, entre
otros atributos) y calidad interna (17).

La decisiéon inicial de la compra por
parte del consumidor se realiza sobre la
base de los atributos externos del tomate
que pueden ser percibidos por la vista y
el tacto (color y forma) y la adquisicién
posterior dependera de la evaluacién que
efectiia en el momento del consumo, en
funcién del sabor, el aroma y la consis-
tencia (14, 29).

En el caso particular de los tomates
larga vida existentes en el mercado
argentino, son variedades hibridas
importadas que se lograron con las
técnicas tradicionales de mejoramiento
genético, incorporando a las variedades
parentales los genes mutantes para la
madurez. Estos hibridos tienen el incon-
veniente de ser medianamente aceptados
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por el consumidor por las modificaciones
en el color, el sabor, la textura y el aroma,
y acarrean efectos negativos sobre carac-
teres de valor comercial (30).

Por otro lado, las plantas de tomate
transgénicas producen frutos que retardan
su proceso de madurez permaneciendo
intactos por extensos periodos de tiempo.
Esta metodologia requiere gran inversion
econ6mica antes de obtener resultados y
a la vez enfrenta una marcada resistencia
por parte del consumidor para adquirir
alimentos genéticamente modificados (17).
Por esta razon, en el mercado argentino no
existen tomates transgénicos (22).

Las especies emparentadas con S. lycop-
ersicum han sido utilizadas para incor-
porar genes de resistencias a insectos,
enfermedades y a condiciones ambientales
adversas tales como sequia y/o salinidad
(1). Estas especies también presentan
variabilidad para las caracteristicas de
calidad de los frutos, como son el sabor, el
aroma, la coloracion y la textura.

En la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Rosario, la
Catedra de Genética trabaja desde hace
20 afios en la incorporacion de genes de
especies silvestres de tomate analizando
su efecto sobre caracteres que confieren
calidad al fruto.

Se ha demostrado que frutos de S.
lycopersicum var. cerasiforme y S. pimpi-
nellifolium tienen mayor vida poscosecha
que las cultivares comerciales (35), siendo
entonces posible aplicar el mejoramiento
genético para aumentar tanto la calidad de
los frutos como su vida poscosecha a través
del uso de germoplasma silvestre (19).

Estos primeros resultados (26, 35) se
obtuvieron a mediados de la década del '90,
en un programa de seleccién divergente -
antagoénica para el peso y la vida poscosecha
de los frutos a partir de la generacion F,
del cruzamiento entre la cultivar Caimanta
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(S. lycopersicum) y una entrada de la especie
silvestre S. pimpinellifolium, LA722. Este
proceso permitié obtener 18 RIL (lineas
endocriadas recombinantes) con diferencias
significativas para diversos caracteres que
hacen ala calidad delos frutos, obteniéndose
genotipos adn superiores al progenitor
silvestre para la vida poscosecha, lo que
representa una segregacion transgresiva
(26). Estos antecedentes indican la posibi-
lidad de detectar, en las diferentes genera-
ciones segregantes del cruzamiento entre
RIL, nuevas combinaciones genéticas entre
los alelos favorables acumulados durante
las generaciones de autofecundaciéon y
seleccion en las que dichas RIL se originaron.
Tales combinaciones genéticas con efectos
fenotipicos de importancia agronémica han
sido descritas tanto en especies autégamas
(7) como alégamas (2).

En este trabajo, se analiz6 las genera-
ciones F, y retrocruzas (BCs) de hibridos de
segundo ciclo (HSC), es decir, cruzamientos
entre RIL que ya fueron seleccionadas por
sus cualidades y en las que hubo una elimi-
nacion importante de los genes menos
favorables para el aprovechamiento del
cultivo (5, 10, 23), ya que representan una
poblacion promisoria para realizar nueva
seleccion y deteccion/validacion de QTL
(loci de caracteres cuantitativos) identi-
ficados en trabajos previos (24, 27, 28)
mediante distintos tipos de marcadores
moleculares, entre los que se destaca
AFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados).

Lahipotesisa contrastar en este trabajo
es que la recombinacién de genes selectos
en las generaciones segregantes de los
cruzamientos entre RIL originadas por el
programa de mejoramiento de tomate de
la Catedra de Genética, FCA-UNR, originé
variabilidad para caracteres cuantitativos
de interés agrondmico.
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La asociacion entre la variaciéon en
los niveles genotipico y fenotipico es
detectable por identificacion de QTL
mediante marcadores de AFLP.

Objetivo

Identificar QTL para caracteres de
interés agronémico en tomate mediante
la asociacion entre la fenotipificacion y la
genotipificacion por marcadores de AFLP
de individuos pertenecientes alas F, y BCs
de un HSC, a fin de valorar agronémica-
mente la nueva variacion genética causada
por la recombinacion de genes selectos en
las generaciones segregantes de los cruza-
mientos entre RIL.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el Labora-
torio de Biologia Molecular y Cultivo in
vitro de Tejidos Vegetales y en la Seccién
Horticultura del Campo Experimental
"José E. Villarino", ubicados en la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario (UNR), Zavalla, Santa
Fe (33°1"S).

Los genotipos evaluados fueron dos
RIL de tomate (ToOUNR18 y ToOUNR1), suF,
ToUNR18 x ToUNR1 (HSC), la generacién
F, (obtenida por autofecundacion del
HSC) y las retrocruzas (BCs) hacia
ambos progenitores, (BC1: F, (ToUNR18
x ToUNR1) x ToUNR18) y (BC2: (F,
ToUNR18 x ToUNR1) x ToUNR1).

Como testigos experimentales se
empled a S. Iycopersicum cv. Caimanta,
S. pimpinellifolium LA722 y su hibrido
interespecifico (F, Caimanta x LA722),
genotipos de los cuales se derivaron
las RIL.

S. Ilycopersicum cv. Caimanta fue
provista por la Estacién Experimental
Agropecuaria de INTA Cerrillos, Salta,
Argentina y S. pimpinellifolium LA722 fue

provista por el Tomato Genetic Resources
Center, Department of Vegetable Crops,
University of California at Davis, EEUU.

La cv. Caimanta tiene habito de creci-
miento determinado, frutos tipo platense
(mayor diametro que altura), de alto peso
y corta vida poscosecha mientras que
S. pimpinellifolium LA722 presenta habito
de crecimiento indeterminado, frutos
esféricos (didmetro y altura similares),
de bajo peso y relativamente larga vida
poscosecha (26). El hibrido de segundo
ciclo fue escogido a partir del analisis
dialélico (15).

Losplantines (N, =260) se obtuvieron
en almacigos y el trasplante a invernadero
se realiz6 a los 45 dias de la siembra en un
disefio completamente aleatorizado.

Cien plantas de la F, y 50 de cada BC
se evaluaron junto a 10 plantas de cada
genotipo uniforme (ambas RIL, el HSC y
los testigos experimentales).

La distancia entre plantas fue de 35 cm
y la distancia entre surcos de 1 m. Previo
al trasplante se realiz6 una fertilizacion
organica del suelo.

Las plantas fueron regadas dos veces
por semana, cantidad suficiente para
evitar el estrés hidrico durante el periodo
de crecimiento.

En cada planta, sobre 10 frutos
cosechados al estado pintén (10% de la
superficie con coloracion rojiza), que es el
estado en el cual se detectan visualmente
los primeros sintomas de acumulacion
de carotenoides (9), se evaluaron los
siguientes caracteres: diametro (en cm),
altura (en cm), forma (cociente altura sobre
diametro), peso (en g) y vida poscosecha
(en dias transcurridos desde la cosecha
hasta el inicio del ablandamiento del fruto).

Para evaluar este ultimo caracter los
frutos cosechados se almacenarona 25 + 3°C
en una estanteria, siguiendo la metodologia
propuesta por Schuelter et al. (2002).
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En frutos cosechados al estado maduro,
estado en el cual el fruto presenta mas
del 90% de su superficie con el color de
madurez (9), se evalud el contenido en
sélidos solubles (en °Brix): porcentaje de
glucosa mas fructosa del jugo homoge-
neizado, medido con un refractdometro
manual; la acidez: medida a través del pH
del jugo homogeneizado y de la acidez
titulable (en gramos de acido citrico/100
gramos de jugo homogeneizado) calculada
a partir del volumen de NaOH 0,IN
necesario para llevar a 8,1 el pH de 10g de
jugo disueltos en 100ml de agua destilada;
el color: a través del porcentaje de reflec-
tancia (L) y el cociente a/b (a: absorbancia
a 540nm y b: absorbancia a 675nm), deter-
minados con un cromametro CR 400; y la
dureza: medida sobre el plano ecuatorial,
en dos areas opuestas del fruto con un
durémetro tipo Shore A (Durofel DFT100)
con una puntera de 0,10 cm?.

El valor de los parametros de color de
las muestras se obtuvo promediando las
medidas obtenidas de tres lecturas en la
zona ecuatorial de cada fruto.

La dureza y el color del fruto se deter-
minaron en cinco frutos por planta. Para el
contenido en sélidos solubles, pH y acidez
la unidad experimental fue la muestra de
jugo obtenida de 3 a 8 frutos por genotipo
dependiendo del tamafio del fruto,
mientras que para los demas caracteres la
unidad experimental fue el fruto.

Para cada caracter evaluado, se evalud
la normalidad de su distribuciéon de
frecuencias con el test de Shapiro-Wilk y
se calcul6 las heredabilidades en sentido
amplio (H?) y en sentido estricto (h?) y las
correlaciones fenotipicas y genéticas entre
cada par de caracteres (11).

La metodologia para calcular la
correlaciéon genética no permite estimar
su significado estadistico (25).

Para la extraccion de ADN se tomo
muestras de hojas jovenes pertenecientes
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acada genotipo (uniformesy generaciones
segregantes) y se us6 un kit comercial
siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante del kit (Wizard ® Genomic
DNA Purification Kit, Promega).

Las muestras de ADN fueron cuantifi-
cadas en un gel de agarosa al 1%, tefiido
con SybrSafe®.

Para obtener los perfiles de AFLP,
se siguié el protocolo general (3) con
breves modificaciones descritas en
Pratta et al (2011). Las amplificaciones
selectivas se hicieron con las 6 combina-
ciones de cebadores +3 seleccionadas por
Cabodevila et al. (2013).

La separacion de los fragmentos
de amplificacién se realiz6 en geles de
poliacrilamida (6% p/v) a temperatura
ambiente y la visualizacion mediante
tincion con AgNO..

Los geles fueron analizados con el
programa Gel-pro Analizer®, asignandose
un 1 a la presencia de una banda de AFLP
y un 0 a la ausencia.

Cada banda fue identificada con un
numero y una letra, que correspondieron al
tamafio molecular de la banda y a la codifi-
cacion de la combinacion, respectivamente.

Se determind la cantidad de bandas
totales, la cantidad de bandas polimorficas
y el porcentaje de polimorfismo para los
genotipos uniformes y las generaciones
segregantes.

Para probar la segregacion mende-
liana de las bandas de AFLP, y debido
a que se observé comportamientos de
novo de acuerdo a Liberatti et al. (2013),
con la prueba de bondad de ajuste del
Chi-cuadrado se chequeé en la F, una
proporcion 3 : 1 para bandas polimérficas
entre las RIL o de novo en F, con presencia
o ausencia en al menos el 10% de los
individuos, o una proporcién 1 : 1 para las
bandas con comportamientos de novo en
el HSC. En las BC, se probé una proporcion
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1 : 1 independientemente del comporta-
miento de las bandas.

Para la identificacion de QTL, la
metodologia indica que solo se analizan
las generaciones segregantes, por lo que se
volvié a estimar la normalidad de la distri-
bucidn de los datos en estas generaciones.

La asociacion entre las bandas de AFLP
que mostraron una segregaciéon mende-
liana esperada con los caracteres de interés
agrondémico que tuvieron variabilidad
genética (o H?) significativa, se determiné a
través del método de un solo punto (single
point analysis, (32), aplicando un ANOVA a
un criterio de clasificacion para los carac-
teres con distribucion normal, en el cual los
diferentes marcadores fueron las fuentes
de variacion. Se estableci6 el valor de
probabilidad de p < 0,05 como limite para
definir las diferencias entre las medias de
los caracteres seguin el marcador y se utilizé
el valor de R? para estimar el porcentaje de
variancia fenotipica total explicada para el
QTL estudiado por cada marcador.

Para los QTL involucrados en la deter-
minacién de caracteres agronémicos que
manifestaron diferencias entre los testigos
experimentales (cv. Caimanta o LA722)
y marcados por fragmentos polimoér-
ficos entre ellos, se analizd si mostraban
el efecto esperado de acuerdo con el
testigo que lo aportd. Por ejemplo, si la
cv. Caimanta aporté una banda de AFLP
asociada a peso, marcando la presencia de
esa banda un mayor valor medio para este
caracter en los individuos que la portan en
una determinada generacidon segregante,
entonces el efecto es el esperado.

Puede ocurrir que los individuos de la
generacion segregante porten esa banda
pero manifiesten un valor medio bajo para
peso; en este caso el efectono es el esperado
y algunos autores han dado a este hecho el
nombre de variacion criptica (1, 32).

Los fragmentos asociados a mas de
un caracter de interés agrondmico fueron
considerados como marcadores de QTL
con efecto pleiotrépico (32).

Luego, se aplico un ANOVA a dos
criterios de clasificacion con todas las
combinaciones de marcadores con
segregacion independiente y asociados
a un mismo caracter fenotipico para
detectar las interacciones entre QTL con
efecto significativo sobre la expresion del
caracter analizado.

Para los caracteres que no presen-
taron distribucion normal, se emplearon

métodos no paramétricos para la
deteccion de QTL (11).
RESULTADOS

Todos los caracteres evaluados
mostraron una distribucion normal

cuando se consideré el conjunto total de
los materiales analizados. Los valores
medios y errores estandares de los carac-
teres evaluados se presentan en la tabla 1
(pag. 7), para todas las generaciones bajo
estudio (segregantes, uniformes paren-
tales y testigos experimentales), junto a
los valores de H? y h?.

Para todos los caracteres se encontro
variancia genética significativa, con valores
de H? de medios a altos (tabla 1, pag. 7).

Para algunos caracteres, por ejemplo
VP, pH y L, el componente aditivo de la
variacion genética fue nulo (h? = 0), lo que
indica que toda la variancia genética fue
de tipo no aditiva.

En la tabla 2 (pag. 8), se presentan las
correlaciones fenotipicas (coeficientes
de Pearson) y genéticas entre los carac-
teres analizados.
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Identificacion de QTL en un hibrido de segundo ciclo de tomate

Se observé en general una fuerte
asociacion entre ambas correlaciones
respecto del signo, siendo la correlacion
genética menor a la fenotipica en todos
los casos. Esto indica que la correlacion
ambiental actia en el mismo sentido
que la genética y, dado que como se
menciond anteriormente la metodologia
para calcular la correlacion genética no
permite estimar su significado estadistico,
se consideré como significativas aquellas
correlaciones genéticas estimadas a partir
de coeficientes de Pearson significativos
(tabla 2, pag. 8).

La caracterizacion molecular, se
realizé utilizando seis combinaciones de
cebadores de AFLP previamente seleccio-
nadas por evidenciar elevado niimero de
bandas y elevado porcentaje de polimor-
fismo (F, H, J, HH, Il y J]) (4).

Enla F, las amplificaciones de las seis
combinaciones de cebadores revelaron
un total de 110 bandas, de las cuales 68
(61,8%) resultaron ser polimorficas.

El nimero de fragmentos analizados
fue de 29 para la combinacion F, 12 para la
combinacion ], 18 para la combinacion II,
24 para la combinacién J, 14 para la combi-
nacion H y 13 para la combinaciéon HH.

Tomando como referencia los perfiles de
las RIL progenitoras (que se muestran junto
alodelostestigosenlafigura1,pag. 10) y por
tratarse de una segregacion F,, veintinueve
(42,6%) de los 68 fragmentos analizados
siguieron una distribuciéon mendeliana de
3 : 1 (bandas polimoérficas en las RIL o de
novo en mas del 10% de los individuos F,)
y 1: 1 (bandas de novo en HSC), seglin se
detalla a continuacién: seis bandas en la
combinacién F: 363 (3:1),351 (1:1),283
(1:1),249(1:1),246 (3:1),230(3:1);
seis bandas en la combinacién JJ: 496 (3 : 1),
468(3:1),452(3:1),144(3:1),189(3:1),
213 (3:1); seis bandas en la combinacion II:
435(3:1),282(3:1),236(3:1),232(3:1),
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183 (3 : 1), 159 (3 : 1); seis bandas en la
combinaciéon J: 359 (3:1),315(3:1),277 (3
:1),271(3:1),184 (3:1),177 (3: 1); cinco
bandas en la combinaciéon H: 376 (1: 1), 293
(1:1),201(3:1),157 (3:1),137 (3:1);
ninguna banda en la combinacion HH.

De las 24 bandas que ajustaron a
la proporcion mendeliana 3 : 1, ocho
(33,3%) fueron bandas polimdrficas
entre las RIL progenitoras del HSC con
el comportamiento esperado en la F,
en tanto que 16 de ellas (66,7%) fueron
bandas con comportamiento de novo, ya
sea de presencia o de ausencia, en la F,
con respecto a los genotipos uniformes de
segundo ciclo (RIL y HSC).

En cuanto a las retrocruzas, las ampli-
ficaciones de las seis combinaciones
de cebadores revelaron un total de 111
bandas, de las cuales 67 (60,4%) resul-
taron ser polimérficas. El nimero de
fragmentos analizados por combinacion
fue de: 27 parala combinacion F, 28 parala
combinacién JJ, siete para la combinacion
II, 20 para la combinacién |, 14 para la
combinacién H y 15 para la combinacion
HH. Quince (22,4%) de los 67 fragmentos
siguieron la distribucion mendeliana 1: 1,
independientemente de que provinieran
de los padres o sean de novo, segin se
detalla a continuacién: cinco bandas en la
combinacion F: 395, 388, 355, 217, 209;
dos bandas en la combinacion JJ: 140, 129;
dos bandas en la combinacion II: 307, 135;
tres bandas en la combinacién J: 277, 255,
179; tres bandas en la combinacion H:
293,202, 199; ninguna banda en la combi-
nacion HH. De las 15 bandas que ajustaron
ala proporcién 1 : 1, tres de ellas (20,0%)
provenian de bandas polimoérficas entre
las RIL y el resto (80,0%) fueron de novo
en el HSC o en BC.
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En la imagen de la izquierda, la flecha negra sefiala un polimorfismo en la banda de 250 pb generada por la
combinacién (a), presente en el primer, tercer, cuarto y quinto genotipo y ausente en los restantes, en tanto
que la flecha blanca sefiala una banda monomarfica 335 pb, presente en todos los genotipos.

In the left image, black arrow indicates a molecular polymorphism among genotypes in the 250 bp band

generated by (a) primers’ combination, which is present in the first, third, fourth and fifth genotypes but
absent in the others. The white arrow indicates a monomorphic band of 335 bp, present in all the genotypes.

Figura 1. Seccién de un gel de poliacrilamida mostrando los perfiles de AFLP
de los 6 genotipos uniformes analizados en este trabajo con las combinaciones
de cebadores (a) ], (b) H, (c) HH, (d) [Ty (e) J]. (M) Marcador de peso molecular
(Cincuenta Marker ®). Genotipos de izquierda a derecha: S. lycopersicum cv. Caimanta,
S. pimpinellifolium LA722, F| Caimanta x LA722, ToOUNR1, ToUNR18 y F, ToOUNR18 x
ToUNR1.

Figure 1. Section of a poly-acrylamid gel showing the AFLP patterns of the 6 uniform
genotypes analyzed in this research with primers’ combinations (a) ], (b) H, (c) HH,
(d) IT'y (e) JJ. (M) Molecular weight marker (Cincuenta Marker ®). Genotypes from left
to right: S. lycopersicum cv. Caimanta, S. pimpinellifolium LA722, F, Caimanta x LA722,
ToUNR1, ToUNR18 and F, TOUNR18 x ToUNR1.

Parala deteccion de QTL en las genera-
ciones segregantes, todos los caracteres
mostraron una distribucién normal, con
excepcion de vida poscosecha, acidez y pH
enlaF, y didmetro y forma en las BC.

Los dos primeros caracteres y forma
se transformaron mediante Log10 y resul-
taron normales, en tanto que para pH y

10

didmetro no se encontraron transforma-
ciones con sentido biolégico que se ajusten
ala normal por lo que se analizaron por la
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis.
En las tabla 3, pag. 12 y tabla 4, pag. 13,
se presenta la identificacién de QTL en
las generaciones segregantes F, y retro-
cruzas, respectivamente.

Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias



Identificacion de QTL en un hibrido de segundo ciclo de tomate

En la F, se detectdé un total de
28 QTL ya que 18 (62,1%) de los 29
fragmentos polimoérficos que ajustaron
a una segregacion 1 : 1 o 3 : 1 mostraron
asociacion con al menos un caracter
fenotipico (tabla 3, pag. 12).

De los 18 fragmentos que mostraron
asociacion con al menos algin caracter,
14 de ellos (77,8%) provenian de bandas
polimorficas entre RIL o de novo en F,
que estuvieron presentes o ausentes en
mas del 10% de los individuos de esta
generacion segregante. Ocho de los 28
QTL detectados mostraron tener el efecto
esperado de acuerdo con su procedencia
desde los testigos experimentales, cuatro
no mostraron el efecto esperado y en 16
no se pudo calcular el efecto ya que los
fenotipos de la cv. Caimanta y la entrada
LA722 no discreparon entre si o bien los
QTL estuvieron marcados por bandas de
novo. En este experimento no se detec-
taron QTL para a/b.

Respecto de los QTL con efectos
pleiotrépicos, en la tabla 3 (pag. 12),
se observa que la banda 271] estuvo
asociada a peso, didmetro y altura, y
en todos los casos se observo el efecto
esperado sobre el caracter fenotipico de
acuerdo con su procedencia desde los
genotipos uniformes. Del mismo modo, la
banda 201H, que estuvo asociada a peso,
diametro y pH mostro6 el efecto esperado
sobre los dos primeros caracteres, no
calculandose para pH debido a que no
existieron diferencias significativas entre
los parentales de primer ciclo.

La banda 277] estuvo asociada a altura
y dureza y en ambos casos no presento el
efecto esperado. La banda 249F, asociada
a acidez y a solidos solubles mostré un
efecto esperado respecto del primer
caracter; en relacion con el segundo
caracter, no se pudo calcular el efecto
dado que, a diferencia de lo observado
en otros experimentos, en este trabajo
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no se encontraron diferencias entre la cv.
Caimantay la entrada LA722.

Otras bandas que manifestaron
efectos pleiotropicos fueron  435II
(asociada a diametro y altura), 232II
(asociada a altura y forma), 293H
(asociada a forma y dureza) y 283F
(asociada soélidos solubles y acidez),
no pudiéndose cotejar sus efectos por
tratarse de bandas que no diferian entre la
cv. Caimanta y la entrada LA722.

Por otro lado, 21 pares de fragmentos
segregaron de manera independiente y
estuvieron asociados al mismo caracter,
segun el siguiente detalle: para peso,
forma, vida poscosecha y dureza, un par,
respectivamente (cuatro pares en total);
para diametro, siete pares; para altura,
ocho pares y para pH, dos pares.

Los caracteres soélidos solubles y
acidez no presentaron QTL marcados
por pares de fragmentos que segregaron
como independientes.

Con los pares de marcadores que
segregaron de manera independiente se
plantearon las posibles interacciones y
en ninguno de los casos la interaccion
fue significativa.

Cabe aclarar que en el caso de pH, el
método de Kruskal Wallis no permitié
evaluar la interaccion. Dado que una
interaccion = significativa implica la
existencia epistasis, en todos los casos, en
que resultoé no significativa, la interaccion
interloci predominante fue la aditividad.

En las retrocruzas, nueve (60,0%)
de los 15 fragmentos polimdrficos que
ajustaron a una segregacion 1: 1 mostraron
asociacion con al menos un caracter
fenotipico (tabla 4, pag. 13), detectandose
en total 13 QTL. De los nueve fragmentos
que mostraron asociaciéon con al menos un
caracter, dos de ellos (22,2%) provenian
de bandas polimdrficas en las RIL progeni-
toras, y el resto (77,8%) fueron de novo
tanto en el HSC como en BCs.

11
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Tabla 3. Identificacion de QTL (loci de caracteres cuantitativos) en la generacion
segregante F, del hibrido de segundo ciclo de tomate F, TOUNR18 x ToUNR1 para

caracteres de interés agronémico.

Table 3. Identification of QTL (quantitative trait loci) for trait of agronomic interest in
the F, segregating generation of the tomato second cycle hybrid F, TOUNR18 x ToUNR1.

Caracter Fragmento Origen p-value R? Efec_to del QTL :
Presencia | Ausencia

271] Ausente en RIL, P 0,020 0,09 2,35 2,64

435I11 Ausente de novo en F, 0,041 0,06 2,55 2,77

Didmetro 201H RIL18, C 0,007 0,11 2,68 2,41

468]] Presente en RIL, P 0,017 0,09 2,35 2,64

213]] RIL18, presente en Cy P 0,026 0,08 2,64 2,36

277] Ausente en RIL, C 0,040 0,07 2,46 2,71

271] Ausente en RIL, P 0,019 0,09 2,38 2,70

Altura 43511 Ausente de novo en F, 0,008 0,11 2,59 2,90

28211 RIL1, C 0,016 0,09 2,59 2,87

236l11 Presente en RIL, C 0,017 0,09 2,59 2,86

23211 Ausente de novo en F, 0,029 0,07 2,60 2,85

Forma 23211 Ausente de novo en F, 0,026 0,08 1,01 1,07

293H Ausente de novo en RIL 0,024 0,08 1,00 1,05

Peso 271] Ausente en RIL, P 0,029 0,08 8,50 11,44

201H RIL18, C 0,036 0,07 11,90 9,38

Vida poscosecha 183I1 Ausente en RIL, C 0,001 0,15 16,07 19,75

376H Ausente de novo en RIL 0,007 0,11 20,56 17,71

Contenido en 283F Ausente de novo en F_ CxP 0,002 0,15 7,82 6,81

249F Ausente en RIL, P 0,001 0,18 7,79 6,79

Sélidos Solubles 246F Ausente de novo en RIL 0,009 | 0,11 7,62 6,68

363F Ausente de novo en RIL1 0,033 nc 4,78 4,90

pH 201H RIL18, C 0,026 nc 4,85 4,74

137H Ausente de novo en F, 0,008 nc 4,84 4,69

Acidez Titulable 283F Ausente de novo en F, CxP 0,014 0,10 0,36 0,28

249F Ausente en RIL, P 0,045 0,07 0,35 0,28

L 359] Ausente de novo en F, 0,012 0,10 39,25 40,22

Dureza 277] Ausente en RIL, C 0,034 0,07 59,99 56,64

293H Ausente de novo en RIL 0,045 0,06 56,31 58,88

Donde:

Fragmento: banda de AFLP (polimorfismo en
la longitud de los fragmentos amplificados) identi-
ficada segun su peso (en pares de bases) y la combi-
nacién de cebadores con que fue generada.

Origen: indica qué progenitor del hibrido de
segundo ciclo (HSC: F, TOUNR18 x ToUNR1) aportd
el fragmento (RIL18: ToUNR18, RIL1: ToUNR1) y
de qué testigo experimental proviene (C: Solanum
lycopersicum cv. Caimanta, P: S. pimpinellifolium
LA722, F, CxP: hibrido interespecifico entre cv.
Caimanta y LA722). En caso de ser un fragmento de
novo, se indica si es por presencia o por ausencia y
en qué generacion se detect6 dicho comportamiento.

12

p-value: nivel de significado estadistico de cada
QTL identificado.

R?: proporcion de variancia fenotipica de cada
caracter explicada por el QTL identificado; nc: no
calculado debido a que ni pH ni ninguna transfor-
macién con sentido bioldgico presentaron distri-
bucién normal por lo que se aplicé el método no
paramétrico de Kruskal-Wallis para identificar QTL
asociado a este cardcter.

Efecto del QTL: valores medios de los grupos
de plantas determinados por la presencia y por la
ausencia, respectivamente, del fragmento que identifica
acada QTL.
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Where:

Fragmento: AFLP (amplified fragment length
polymorphism) band identified according to its
molecular weight (in base pairs) and the primers’
combination that generated this band.

Origen: describes the second cycle hybrid’s
parent contributing the respective band (RIL18:
ToUNR18, RIL1: ToUNR1) and the experimental
tester that originally presented this band (C: Solanum
lycopersicum cv. Caimanta, P: S. pimpinellifolium
LA722, F, CxP: interspecific hybrid among cv.
Caimanta and LA722). In the case of de novo

fragments, itis indicated if there is a de novo presence
or de novo absence as well as in which generation
such a de novo performance was firstly detected

p-value: statistically significance level of each
identified QTL.

R% proportion of the trait's phenotypic variance
explained for each identified QTL; nc: non calculated
because neither pH nor any transformation with
biological meaning presented normal distribution.
Hence yhe non parametric Kruskal-Wallis test was
applied to identify QTL for this trait.

Tabla 4. Identificacion de QTL (loci de caracteres cuantitativos) en las generaciones
segregantes retrocruzas del hibrido de segundo ciclo de tomate F, TOUNR18 x ToUNR1
para caracteres de interés agronémico.

Table 4. Identification of QTL (quantitative trait loci) for trait of agronomic interest in the
backcross segregating generation of the tomato second cycle hybrid F, ToOUNR18 x TOUNR1.

Caracter Fragmento Origen p-value R? EfecFo del QTL .
Presencia | Ausencia

179] RIL18, P 0,049 0,11 2,79 2,53

Altura 355F Ausente de novo en F, CxP 0,046 0,13 2,86 2,57
129]] Presente en RIL, C 0,007 0,20 2,81 2,48

179] RIL18, P 0,014 0,17 1,08 0,98

13511 Ausente de novo en BC 0,004 0,27 1,08 0,92

Forma 217F Presente de novo en HSC 0,001 0,35 1,16 0,98
140]] Ausente de novo en RIL 0,003 0,24 1,10 0,96

129]] Presente en RIL, C 0,001 0,39 1,11 0,94

Peso 395F Ausente en RIL, C 0,037 0,15 10,84 13,52

. 199H Ausente de novo en RIL1 0,022 0,31 8,67 7,82
Contenido en 30711 Presente en RIL, C 0,041 | 0,21 7,88 8,61
Sélidos Solubles 217F Presente de novo en HSC 0,027 0,21 7,63 8,55
129]] Presente en RIL, C 0,025 0,18 7,86 8,63

Donde:

Fragmento: banda de AFLP (polimorfismo en
la longitud de los fragmentos amplificados) identi-
ficada segin su peso (en pares de bases) y la combi-
nacion de cebadores con que fue generada.

Origen: indica qué progenitor del Hibrido de
Segundo Ciclo (HSC: F, TOUNR18 x ToUNR1) aportd
el fragmento (RIL18: ToUNR18, RIL1: ToUNR1) y
de qué testigo experimental proviene (C: Solanum
lycopersicum cv. Caimanta, P: S. pimpinellifolium
LA722, F CxP: hibrido interespecifico entre cv.
Caimanta y LA722). En caso de ser un fragmento de
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novo, se indica si es por presencia o por ausencia y
en qué generacion se detect6 dicho comportamiento.
BC: retrocruza.

p-value: nivel de significado estadistico de cada
QTL identificado.

R% proporcion de variancia fenotipica de cada
caracter explicada por el QTL identificado.

Efecto del QTL: valores medios de los grupos
de plantas determinados por la presencia y por
la ausencia, respectivamente, del fragmento que
identifica a cada QTL.

13
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Donde:

Fragmento: AFLP (amplified fragment length
polymorphism) band identified according to its
molecular weight (in base pairs) and the primers’
combination that generated this band.

Origen: describes the second cycle hybrid’s parent
contributing the respective band (RIL18: ToUNR1S,
RIL1: TOUNR1) and the experimental tester that origi-
nally presented this band (C: Solanum lycopersicum
cv. Caimanta, P: S. pimpinellifolium LA722, F, CxP:
interspecific hybrid among cv. Caimanta and LA722).
In the case of de novo fragments, it is indicated if there

is a de novo presence or de novo absence as well as in
which generation such a de novo performance was
firstly detected. BC: backcross generation.

p-value: statistically significance level of each
identified QTL.

R?: proportion of the trait's phenotypic variance
explained for each identified QTL.

Efecto del QTL: mean values of each trait in the
groups of BC plants determined by the presence
and the absence of the AFLP band marking the
corresponding QTL.

Dos de los 13 QTL mostraron el efecto
esperado de acuerdo con los fenotipos de
la cv. Caimanta y la entrada LA722, tres no
mostraron el efecto esperado y en ocho
de ellos no se pudo calcular el efecto, no
existieron diferencias significativas entre
los fenotipos de los parentales de primer
ciclo o estuvieron marcados por bandas de
novo (tabla 4, pag. 13).

La banda 129]] estuvo asociada a
altura, forma y sélidos solubles, teniendo
el efecto esperado para el primer caracter,
un efecto no esperado para el segundo y no
pudiéndose detectar el efecto para so6lidos
solubles, no hubo diferencias entre la cv.
Caimanta y la entrada LA722.

La banda 179] estuvo asociada a altura y
forma. Para el primer caracter no se evidencié
el efecto esperado, pero si para forma.

La banda 217F (asociada a sdlidos
solubles y forma) también mostrd
pleiotropia pero no pudo cotejarse si sus
efectos eran los esperados por tener un
comportamiento de novo (tabla 4, pag. 13).

Finalmente, 10 pares de fragmentos
asociados a un mismo caracter segregaron
de manera independiente: cuatro pares
para soélidos solubles y forma, respectiva-
mente (ocho pares en total) y dos para
altura. Al igual que en la generacion F,,
ninguna interaccién entre fragmentos
result6 significativa.
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DISCUSION

Existen antecedentes (5, 7, 10) que
proponen continuar el proceso de mejora-
miento genético a partir de las generaciones
segregantes de Hibridos de Segundo Ciclo.

En este trabajo, se verifica la presencia
de valores fenotipicos de interés fitotécnico
y la generaciéon de variancia genética
aditiva y no aditiva (tabla 1, pag. XXX)
para caracteres de calidad de fruto en las
generaciones F, y retrocruzas de la F,
ToUNR18 x ToUNR1 (26), indicando que
es posible detectar QTL en tales genera-
ciones segregantes. Estas generaciones
representan entonces una poblacién
base para iniciar un nuevo programa de
mejoramiento que permita aprovechar las
combinaciones genéticas originadas por
seleccién y recombinacién (12).

Las correlaciones genéticas significa-
tivas indican la existencia de ligamiento
y/o efectos pleiotrépicos de las nuevas
combinaciones genéticas originadas,
ya que algunas asociaciones (como las
existentes entre peso, didmetro y altura;
tabla 2, pag. 8) han sido ampliamente
informadas en tomate (18) pero otras,
tales como las detectadas entre color,
contenido en soélidos solubles y dureza,
no se encuentran frecuentemente en la
literatura cientifica.
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En consecuencia, existirian poligenes
ligados o que afectan simultineamente
ciertos grupos de caracteres, por lo que
es esperable encontrar QTL con efectos
pleiotrépicos para,como ejemplo, didmetro,
altura y peso del fruto, o contenido en
solidos solubles y acidez titulable.

La posibilidad de usar eficientemente
estas asociaciones depende del tipo de
producto a lograr; a modo de ejemplo,
la correlacion genética entre dureza y
contenido en so6lidos solubles fue signifi-
cativa y negativa, lo que podria ser desven-
tajoso para un fruto destinado a consumo
en fresco (6).

Los programas de mejoramiento genético
pueden ser apoyados por herramientas
biotecnolégicas para incrementar la eficiencia
de la seleccion (18).

Como antecedentes directos de este
trabajo, la técnica de AFLP fue utilizada por
Prattaetal (2011), para caracterizar alacv.
Caimanta y la entrada LA722, 1a generacion
F, y las lineas endocriadas recombinantes
derivadas de su cruzamiento, logrando la
identificacion de marcadores moleculares
asociados al peso, la forma, el contenido
en soélidos solubles, la acidez, el color, la
dureza y la vida poscosecha de los frutos.

Con el fin de continuar avanzando en el
estudio del aporte de los genes de origen
silvestre para mejorar los frutos de tomate
y detectar las nuevas combinaciones
genéticas que pudieran haber ocurrido
entre los genomas involucrados en este
cruzamiento interespecifico, en la presente
investigacion se estudiaron las genera-
ciones segregantes de dos de esas RIL.

Se detect6 efectivamente una amplia
recombinaciéon y rearreglo de genes
durante las generaciones de autofecun-
dacion ocurridas tanto durante el proceso
de seleccion antagénica-divergente como
en el Hibrido de Segundo Ciclo F, ToUNR18
x ToUNRI1. Esto se verifica en la gran
proporcion de bandas de novo detectadas en
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los genotipos analizados, tanto de presencia
como de ausencia y conforme alo observado
por algunos autores, tanto en tomate como
en otros cultivos (8, 12, 31, 33).

En este experimento, y como se puede
observar en la figura 1 (pag. XXX), los
resultados indican que en el genoma
de la F, ToUNR18 x ToUNR1, hibrido de
segundo ciclo, se restituirian muchas de
las combinaciones de loci que en las RIL
derivadas del cruzamiento interespecifico
S. Ilycopersicum x S. pimpinellifolium se
habian perdido probablemente por la
homocigosis generada en las sucesivas
generaciones de autofecundaciéon. De
hecho, para una alta proporcién de bandas
de novo detectadas en esta F,, su compor-
tamiento correspondié a lo observado en
el grupo de los testigos experimentales.

Luego, en las las generaciones segre-
gantes, la caracterizaciéon molecular evidencié
un alto porcentaje de segregacion distor-
sionada (mayor al 65%), lo que coincide con
resultados informados en la bibliografia, en
tomate y otros cultivos (13, 21, 34).

Principalmente, fue posible identificar
QTL robustos dada la asociaciéon entre los
marcadores moleculares con segregacion
mendeliana y los caracteres de interés
agrondmico, existiendo notables diferencias
en las bandas de AFLP que marcaron QTL en
la F, y en las retrocruzas (tabla 3, pag. 12y
tabla 4, pag. 13). Estas diferencias pueden
deberse al diferente nimero de individuos
utilizado en cada caso, lo cual seria una
desviacion meramente estadistica, o bien
a causas genéticas tales como la diferente
proporcion de genoma de cada padre que
ellas presentan o la diferente composicion
genotipica de cada una de ellas (20).

Sin embargo, en ambas generaciones
los QTL identificados son légicos en
relacion con el ndmero, magnitud del
efecto esperado, pleiotropia y proporcion
de variacion fenotipica que se detec-
taron en este experimento, teniendo en
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cuenta resultados previos del grupo de
investigacion (20, 21, 24, 27, 28) y de
otros autores en tomate (6). De hecho,
todos los efectos pleitropicos obser-
vados para ciertos QTL verifican las
correlaciones genéticas detectadas en la
evaluacion fenotipica.

La deteccion de QTL con efectos no
esperados respecto de lo observado en
los materiales a partir de los cuales se
generaron las RIL progenitoras del HSC
confirman la existencia de variaciéon
criptica (presencia en determinados
genotipos de alelos con efectos diferentes
al fenotipo que manifiestan, (1, 32).

Por otro lado, la imposibilidad de
calcular los efectos esperados o no
esperados de un QTL en aquellos casos
en que se encontr6 un polimorfismo
molecular de novo o una apertura de la
variancia genética en las generaciones
segregantes del HSC, es decir, una variancia
genética significativa para caracteres que
no discrepan entre los testigos experi-
mentales, concuerda con la ocurrencia de
reorganizaciones gendmicas con efectos
sobre la expresion fenotipica (12, 31, 34).

Finalmente, dado que todas las
interacciones entre QTL fueron no
significativas, se detectd ausencia de
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