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Resumen

El tomate, Solanum bcopersicum 1. es un cultivo de gran extension e importancia econdémica mundial, constituye
ademds un sistema modelo para estudios genéticos en plantas. El proceso de domesticacién y mejora ha
reducido su variabilidad genética, representada en los cultivares modernos. No obstante, una gran cantidad
de polimorfismo esta presente en las especies silvestres de tomate, siendo Solanun habrochaites una de las que
tiene mayor variabilidad genética. Las especies silvestres han mostrado la existencia de caracteres descables
para la agricultura y su uso ha permitido incorporar genes de interés, aunque promete muchos mas aportes
a la mejora del tomate. ILa brecha genética entre el germoplasma elite y el silvestre hace necesaria una ins-
tancia de premejoramiento. La introgresion de genes ha sido utilizada para transferir variadas caracteristicas
favorables a matetiales adaptados y generar genotipos “genéticamente valorizados” que posteriormente son
incorporados en los programas de mejoramiento como lineas parentales. Esta etapa puede considerarse
como una actividad intermedia entre la conservacién de germoplasma y su utilizacién. El presente trabajo
resume parte de los resultados de evaluacién de caracteres de calidad de fruto y de marcadores moleculares
en dos lineas de premejora, obtenidas mediante introgresion del genoma de S. habrochaites en el cultivar
Uco Plata INTA de S. lycopersicum, por el programa de Mejora Genética de Tomate que se lleva a cabo
en la Universidad Nacional de Salta. Las introgresiones de S. habrochaites han evidenciado su efecto sobre
la variabilidad en todos los caracteres de calidad de fruto evaluados, mejorando algunos aspectos como la
vida en estanterfa, el color, el contenido de sélidos solubles. Es importante continuar con las evaluaciones
fenotipicas y moleculares a fin de avanzar en la mejora facilitada por el uso de marcadores moleculares, y
de este modo reunir los genes ventajosos y eliminar aquellos en los que la influencia de las introgresiones

puede ser negativa, como el tamafio.
Palabras clave: calidad de fruto, introgresiones, premejora, Solanum habrochaites, Solanum hcopersicuns.

Abstract

Tomato, Solanum lycopersicum 1. is a crop with wide growth around the world and with great economic
importance. Besides, it is a model system to genetic studies in plants. Domestication and genetic impro-
vement of tomato have reduced its genetic variability, which is represented in modern cultivars. However,
great amount of polymorphism were founded in tomato wild species, Solanum habrochaites is one of them
with more genetic variability. In addition, the wild species have evidenced desirable characteristics for
agriculture, its uses has allowed include genes of interest; although they could provide better contribu-
tion to tomato improvement. Due the genetic gap between elite germplasm and wild germplasm, it is
necessary a pre-.improvement instance that overcomes these differences. Genetic introgression is used to
transfer favorable characteristics to adapted materials and to increase the genetic value of these materials.
Materials with higher genetic value can be used like parental lines in breeding programs. This step could
be considered intermediate between the germplasm conservation and its uses for breeding. This work
summarizes some results of fruit quality trait and molecular marker evaluations of two pre breeding lines.
These lines were obtained by tomato breeding program at the Universidad Nacional de Salta through .
habrochaites introgression in the Uco Plata tomato cultivar. The introgressions have evidenced its effects
to increase the variability on all fruit quality traits evaluated. Some features like fruit shelf life, color or
soluble solid content showed better performances that the cultivar. It will be important to continue with
phenotypic and molecular evaluations in order to carry out selection assisted by markers and to link
beneficial genes and to remove negative introgressions, for example small fruit size.
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El tomate, Solanum lycopersicum L., es un cultivo de gran extension
e importancia econémica mundial, después de la papa es el segundo
vegetal mas consumido en el mundo (Foolad 2007). En nuestro
pais se cultiva tanto en invernaculo como a campo, siendo Buenos
Aires, Corrientes, Salta, Jujuy y Mendoza, las principales provincias
productoras. El volumen de ingreso de tomates al MCBA para el
afio 2014 fue de 113.451,2 t,, lo que constituye una participacién
del 13,9% del total de hortalizas (Peralta & Liverotti 2015). Ademas,
desde el punto de vista biolégico, constituye un sistema modelo
para estudios genéticos en plantas (Rick & Yoder 1988).

Si bien Pert se considera como el centro de diversificacion de
esta especie, el conjunto de evidencias favorecen a Méjico como
la fuente del tomate cultivado. La especie ya habfa alcanzado un
alto grado de domesticacion antes de que fuera introducida en
Europa, a principios del siglo XVI. Posteriormente en Europa, el
proceso de domesticacién involucré la evolucién de un sistema de
autocruzamiento obligado, por lo que la mayoria de las accesiones
son lineas puras (Peralta & Spooner 2006).

Numerosos autores han planteado la escasa variabilidad ge-
nética en el tomate cultivado como consecuencia del proceso de
domesticacién y generacion de variedades (Bai & Lindhout 2007;
Foolad 2007). En este proceso los efectos de sucesivos “cucllos
de botella” y “eventos fundacionales” asociados a la accién de
la selecciéon natural y artificial y la reproduccién autégama han
reducido notablemente la variabilidad de la especie, representada
en los cultivares modernos. Se ha estimado que sélo el 5% de la
variacién genética actual dentro del ex género Lycopersicon puede
ser encontrada dentro de S. Aegpersicum. No obstante, una gran
cantidad de polimorfismo ha sido revelada mediante marcadores
moleculares en los tomates silvestres, siendo Solanum habrochaites
Knapp and Spooner (syn. Lycgpersicon hirsutun) una de las especies
que tiene mayor variabilidad genética (Bretd ef a/. 1993; Bai &
Lindhout 2007).

El estudio de especies silvestres emparentadas con las cultiva-
das ha demostrado la existencia de muchos caracteres deseables
para la agricultura. Diferentes especies han aportado genes de
resistencia, de tolerancia a diferentes tipos de estrés, propiedades
nutraséuticas; en otros casos los genomas exdticos han contri-
buido a la adaptacién a diferentes condiciones agroecolégicas
(Seah et al. 2004; Zamir et al. 1999; Schauer e al. 2006). El uso
de germoplasma silvestre para la mejora del tomate se inicié en
Estados Unidos a fines de 1930 con la exploracion de fenotipos
de especies silvestres para ampliar su base genética (Rick 1986;
Sim ez al. 2012). Mas aun, diferentes trabajos basados en cruza-
mientos interespecificos, han puesto en evidencia la posibilidad
de obtener fenotipos de valor agronémico o comercial, no pre-
decibles a partir de los fenotipos parentales (Bernacchi ez 2/ 1998;
Gilardén ez al. 2004; Rodriguez ef al. 2010). La gran diversidad
genética en las especies silvestres promete muchos mds aportes
a la mejora genética del tomate.

Sin embatgo, la brecha genética entre el germoplasma elite y el
silvestre hace necesatia una instancia de premejoramiento (Beretta
& Rivas 2001). La premejora se basa en la introgresion de genes,
es decir, la integracion estable de material genético de una especie
en otra a través de cruzamientos y repetidas retrocruzas (Rieseberg
& Wendel 1993). Este método se ha utilizado en la premejora de
diversas especies para transferir variadas caracteristicas favorables
a materiales adaptados (Gur & Zamir 2004, Gonzalez-Belinchon
et al. 2005; Vallejo Cabrera ef al. 2008).

Esta etapa es una actividad intermedia entre la conservacion de
germoplasma y su utilizacién (Cooper ez al. 2001); dando como
resultado materiales “genéticamente valorizados”. Estos materiales
pueden ser incorporados en los programas de mejora como lineas
patentales, ampliando asi la base genética de las especies cultivadas
(HAO 1997; Jaramillo & Baena 2000).

Luego de la introgresion, la mejora prosigue con el mejora-
miento clasico o la aplicacién de Seleccién Asistida por Marca-
dores (MAS), que es un método por el cual se seleccionan feno-
tipos basados en el genotipo de un/unos marcadores genéticos
(Collard ez al. 2005). La identificacion, aislamiento y clonacién
de genes, seguidos por la transferencia mediante biotecnologia,
es un método mas rapido de incorporar genes especificos en

materiales ya mejorados.

Mejoramiento de Tomate en la Universidad Nacional de Salta

El Programa de Mejora Genética de Tomate que se lleva a cabo
en la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Salta, mediante cruzamientos interespecificos ha generado lineas
de premejora con introgresion de genes silvestres en Solanum
lycopersicum. El objetivo inicial fue la introduccién de genes de
resistencia a la polilla (Tuta absoluta Meyr), plaga importante en
el pafs. Como parentales se utilizaron Solanum lycopersicum cv. Uco
Plata INTA y la linea FCN3-5 de Solanum habrochaites, proveniente
de la accesion PI 134417 (Banco de Germoplasma de la Univer-
sidad de Cornell) seleccionada para resistencia a la polilla. Dos
de las lineas de premejora obtenidas, FCN93-6-2 y FCN13-1-6-1
incorporaron un alto nivel de resistencia a la polilla (Tuta absoluta
Meyr), v arafwela (Tetranychus urticae Koch) (Gilardén ez al. 2002;
2004). En la actualidad estas lineas se encuentran en proceso de
inscripcion en el INASE.

La evaluacién de caracteres de calidad de fruto se considera de
interés para el uso de estas lineas como recurso para la mejora. El
presente trabajo sintetiza los resultados referidos a caracteres de
calidad de fruto en diferentes ensayos.

Caracterizacion molecular de las lineas de premejora

La obtencién de las linecas FCN13-1-6-1 y FCN93-6-2 implicé
no sélo retrocruzas, sino también cruzamientos dirigidos, poli-
cruzamientos y seleccion para resistencia y fertilidad. Esta historia
compleja hace dificil estimar @ priori el porcentaje de genoma de
8. habrochaites incorporado, presentando diferencias en algunos
caracteres morfolégicos, de resistencia y productividad.

El uso de 130 marcadores microsatélites (SSR) (Sol Genomics
Network) y AFLPs, indican reducida similitud entre los parentales
(0,324) y elevada similitud genética (Indice de Jaccard) de ambas
lineas con el parental Uco Plata (0,944 y 0,969 para FCN93-6-2y
FCN13-1-6-1 respectivamente).

Los resultados de los SSR (Caruso e# al. 2008), han permitido
localizar algunos segmentos cromosémicos introgresados en
ambas lineas. En FCN13-1-6-1, la tasa de introgresion fue de
3,64% en el cromosoma 4 (SSR555 y SSR214) y 9 (SSR99).
En FCN93-6-2, la tasa de introgresion fue de 3,51%, en los
cromosomas 5 (SSR 162) y 11 (SSR80 y SSR67). Ambas lineas
presentan diferentes introgresiones, por lo que las cualidades
fenotipicas compartidas con respecto a larga vida en estanterfa
y resistencia a insectos podrian tener bases genéticas diferentes.
Es posible también, que otros segmentos menores del genoma
de . babrochaites se hayan incorporado en ambas lineas, aunque
adin no han sido detectados.
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Requicre especial explicaciéon la presencia de nuevos alelos
de SSR flanqueando las regiones introgresadas en las lineas de
premejora. Posiblemente la presencia de los nuevos alelos sea
consecuencia de entrecruzamientos desiguales en la meiosis y
rearreglos, ocurridos debido a las diferencias genéticas entre los
genomas. Esta variabilidad, que se mantuvo en las poblaciones
segregantes derivadas podria utilizarse para el mapeo de QTL.
Asimismo, diferentes trabajos han puesto de manifiesto el posible
efecto sobre la regulacién de genes vinculada a las mutaciones de
microsatélites (Li ez 2/ 2002; Ellegre 2004).

Analisis de caracteres de calidad de fruto

Al igual que en otras plantas, en el tomate muchos caracteres
de interés agronémico presentan variaciéon continua, herencia
poligénica y, a menudo, una fuerte interaccién con el ambiente.
El uso de marcadores mapeados puede facilitar la determinacién
del nimero, localizacién cromosémica y efectos génicos de los
loci que afectan estos caracteres (QTLs, Quantitative Trait Loci)
(Moore et al. 2002; Causse et al. 2004; Vrary ef al. 2005; Lippman
et al. 2007; Stevens e al. 2007).

La calidad de fruto ha sido de particular interés en la mayorfa
de los programas de mejora desde finales del siglo pasado. En
ensayos conducidos por este Programa se han evaluado diversos
caracteres de calidad de fruto: peso, forma, color, vida en estanteria,
forma de maduracién (consistencia y deshidratacion), contenido
de solidos solubles y de licopeno (Broglia e7 a/. 2009; Romero ef al.
2009; Broglia ez al. 2011; Caruso et al. 2011; Quipildor ez al. 2012;
Caruso ¢ al. 2013).

El tamano es un caracter con fuerte influencia ambiental, ha-
biéndose obtenido resultados diferentes en ensayos de distintos
afios. En algunos ensayos las lineas de premejora presentaron
menot peso promedio (FCN13-1-6-1=29,94 g ;HCN93-6-2=) que
Uco Plata (87,70 g). Si bien esta diferencia no fue significativa en
otros ensayos, el tamafio podtia ser uno de los caracteres a mejo-
rar, dado los requerimientos del mercado local, aunque hay una
marcada tendencia en los mercados europeos a preferir frutos de
menor tamafio. La asociacién con dos marcadores ligados en el
cromosoma 9 indican que en ese sector habria al menos un gen con
cefecto sobre el peso del fruto, siendo el aporte de FCN3-5 negativo.
Causse ¢ al. (2004) y Passam e/ al. (2007), entre otros autores, han
reportado QTL para este caracter en diferentes cromosomas de
tomate, incluyendo al cromosoma 9.

Con respecto a la forma, los frutos de ambas lineas son mas
redondos que los de Uco Plata, detectandose diferencias signifi-
cativas. La coloracién tiene destacada influencia en su comercia-
lizacién (Clément ez 2/. 2008). Ambas lineas tienen, en promedio,
frutos de color rojo mas intenso (escala cualitativa) que Uco Plata.
Cabe sefialar que los frutos de S. habrochaites son verdes, por lo
que la mejora seguramente tiene que ver con efectos epistaticos
y pleiotrépicos.

El color final del fruto esta condicionado por la cantidad total y
la proporcién de diferentes carotenoides, de los que el licopeno es
el principal, constituyendo el atributo de calidad mas importante
del tomate maduro. El tomate, es la principal fuente de licopeno,
un potente antioxidante natural, cuya demanda esta incrementando
debido a sus beneficios sobre la salud. Un objetivo importante de
muchos programas de mejora es desarrollar cultivares con alto
contenido de licopeno ( (Passam e# a/. 2007). La linea FCN13-1-6-1
presenta mayor concentracién de licopeno que Uco Plata, por lo
que podtria utilizarse como aporte de genes para incrementar tanto
la intensidad del color como el contenido de licopeno.

Las heredabilidades en sentido amplio de los caracteres color,
peso y forma fueron de 0,23, 0,37 y 0,21 respectivamente. En
estos caracteres se encontrd segregacion transgresiva en ambos
extremos. Se destaca el hallazgo de un marcador (SSR214) en el
cromosoma 4 asociado a la forma del fruto, tanto medida en forma
cualitativa (Segun descriptor del IPGRI, S1) como cuantitativa,
(relacion altura/didgmetro mayor, S2) (S1: F=3,39; p=0,037- S2:
11=3,89 p=0,024).

Los tomates para consumo fresco son cosechados en estado
“verde maduro” o estado “breaker”, completindose la madura-
ci6n antes de la venta, lo que reduce la calidad esperada por los
consumidores. Esto previene el dafio de los frutos postcosecha
por causas bidticas y fisicas. En las altimas dos décadas numero-
sos estudios han identificado componentes criticos involucrados
en la maduracién (etileno) y ablandamiento del fruto (enzima
galacturonasa (PG). También se han identificado varios genes
vinculados ala maduracién como Nr(never ripe), #or (nonripening)
y rin (ripening inhibitor) localizados en los cromosomas 9, 10 y 5
respectivamente. Estos genes se han usado en heterocigosis para
desarrollar lineas y cultivares con frutos de mayor firmeza, retardo
en la maduracion y larga vida en estanterfa (de Vicente e a/. 2007,
Labate 2007; Meli ez al. 2010).

Tanto FCN13-1-6-1 como FCN93-6-2 presentan frutos con
mayor vida en estanterfa (36,87 dias y 54,73 dias respectivamente)
que Uco Plata (29,28 dias) (ensayo 2009-2010), resultados que,
con diferencias superiores, se repitieron en diferentes ensayos
(2007, 2008).

[il caracter vida en estanterfa tiene fuerte influencia ambiental,
asi, las heredabilidades en sentido amplio, variaron entre 0,31
(2009-2010) y 0,59 (2007). El analisis de los efectos génicos permite
pensar en una accién génica aditiva, con dominancia de la mayor
vida en estanteria y segregacion transgresiva (p<0.0001), con va-
lores en F2 muy superiotes a los de los parentales, resultados de
importancia para su aplicacién en mejoramiento.

La Vida en Estanterfa (VE) es un caracter complejo, por lo que
su comprension requiere de la evaluacion de diversos componentes.
Para cllo se han estudiado otras variables: forma de maduracion
del fruto (consistencia y grado de deshidrataciéon al momento de
descarte) y firmeza de los frutos, complementindose la informa-
cién con estudios histolégicos.

La consistencia mide el grado de dureza del fruto, al momento
de decidir su descarte para consumo; la deshidratacion se evalia en
forma cualitativa como el grado de arrugamiento de la piel o en for-
ma cuantitativa como el porcentaje de peso perdido. Los frutos de
lalineca FCN13-1-6-1 son mas duros que los de Uco Plata, aunque
no presentan diferencias en la deshidratacién. Ambos caracteres,
consistencia y deshidratacién mostraron en la F2 segregacion
transgresiva con valores superiores a lo esperado tanto en dureza
como textura lisa de la piel, rasgos descados comercialmente. La
heredabilidad en sentido amplio fue 0,21 para ambos caracteres.

Vida en Estanterfa, Consistencia y Deshidratacién estuvieron
significativamente correlacionados: frutos mas duros, se arrugan
superficialmente y tienen mayor Vida en Estanterfa. También se
reporté correlacion negativa entre Consistencia y Color (r=-0,10,
p<0,0001). Esta asociacion dificulta el mejoramiento, ya que es de-
seable reunir color mas intenso y mayor dureza y vida en estanterfa.

Kl caracter Deshidrataciéon presenta asociacion significativa
con los tres marcadores del cromosoma 4; en esa region podrian
encontrarse uno o mas genes vinculados con caracteristicas que
favorecen la pérdida de agua durante el ablandamiento y enveje-

cimiento del fruto.
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Los resultados de los andlisis de las lineas de premejora indican
que dentro de los componentes vinculados a la duracién del fruto
luego de la cosecha, se pueden considerar: el espesor de la cuticula,
la presencia, tipo y distribucién de ceras epicuticulares y el espesor
de la pared celular, variables que fueron estudiadas histolégicamente.

El estudio histologico de la Pared Tangencial Externa (parte de
la cubierta constituida por ceras epicuticulares, membrana cuticular,
cuticula y una capa de pared celular tangencial externa) mostré que
en FCN93-6-2 presenta mayor espesor, seguida por FCN13-1-6-
1. Los estudios de una F2 derivada de FCN13-1-6-1 y Uco Plata
indican que esta caracteristica se correlaciona con la mayor Vida en
Estanterfa (+=0,48 p=0,005) (Isola ¢# a/. 2008). Aligual que muchos
de los otros caracteres estudiados, se evidencia segregacion transgre-
siva. El andlisis de imagenes por microscopia electronica revel6 que
Uco Plata tiene una densa distribucién de fragmentos mas grandes
de ceras en la cuticula que FCN13-1-6-1, hecho que podria estar
relacionado con las diferencias observadas en la deshidratacion.

Whaley-Emmons & Scott (1997) proponen que caracteristicas,
como la composiciéon y espesor, de la cuticula podrian influir en su
fisiologia y propiedades biomecanicas, lo que afectarfa la Vida en
Estanterfa. Estas diferencias también podrian incidir en la sanidad
del fruto al variar la resistencia a la entrada de patégenos (Matas
et al. 2004; Bargel & Neinhuis 2005).

Las propiedades biomecanicas de la cuticula se evaluaron me-
diante un sensor de fuerzas que registra la fuerza necesatia para
causar la ruptura de la cuticula, registrandose también medidas
de su deformacién. Los resultados indican que FCN93-6-2 con
larga vida en estanterfa y cuticula de mayor espesor requiere ma-
yor fuerza de ruptura. FCN13-1-6-1 también con larga vida en
estanterfa tiene cuticula de espesor intermedio, y mayor resistencia
a la ruptura y menor capacidad de deformacién que Uco Plata,
cultivar que presenta una cobertura paradérmica mas débil y mas
clastica. Estas caracteristicas (junto con las de la pared tangencial
externa) podtian explicar parte de la mayor vida en estanterfa en
las lineas de premejora.

El contenido de los sélidos ha recibido gran atencién debido
a suimportancia nutricional. Los sélidos solubles dan cuenta del
75% del total de sélidos, siendo los azicares reductores (glucosa
y fructosa) los mayores componentes. Tanto los sélidos solu-
bles como los insolubles estan relacionados con los productos
concentrados y el rendimiento y la calidad de ciertos productos
procesados estan determinados por el contenido de azucar del
fruto. Un contenido superior de aztcar incrementa el gusto y
sabor de los frutos frescos.

Resultados parciales de la Linea FCN13-1-6-1 indican un sig-
nificativo aumento del contenido de sélidos solubles (8,16 “Brix)
con respecto a Uco Plata (5,36 °Brix). En los cultivares comerciales
el contenido de sélidos solubles esta entre 4,6% (para mercado
fresco) y 6,3% (para la industria) del peso fresco. Sin embrago
accesiones de especies silvestres han mostrado valores muy su-
periores (9-15%) de sélidos solubles. Los mejoradores ha tenido
limitado ¢éxito en incrementar los solidos solubles o combinar
clevada cantidad de sélidos solubles con rendimiento superior, en
parte debido a la correlacion negativa con el peso (Foolad 2007).
Diferentes estudios han identificado QT'Ls para superior contenido
de solidos solubles en tomate, utilizando diferentes poblaciones
interespecificas.

Conclusiones

Los resultados vinculados a caracteres de calidad de fruto po-
nen en evidencia la importancia de la utilizacién de los recursos

genéticos provenientes de germoplasma silvestre en la ampliacién
de la base genética del tomate cultivado, generando no sélo mayor
variabilidad, sino también dando lugar a la manifestacién de feno-
tipos de mayor valor agronémico o comercial. Las introgresiones
del genoma de S. habrochaites han mostrado su efecto sobre la va-
riabilidad en todos los caractetres evaluados, en muchos casos con
mejora respecto al genoma del parental cultivado. Sin embatgo, es
importante continuar con las evaluaciones tanto fenotipicas como
moleculares a fin de avanzar en la mejora facilitada por el uso de
marcadores moleculares, y de este modo reunir los genes ventajosos
y eliminar aquellos en los que la influencia de las introgresiones
puede ser negativa.
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