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QTLs Y HETEROSIS EN JITOMATE EN UNA POBLACION F2 DERIVADA DE UNA

CRUZA INTERESPECIFICA

Aurelio Hernandez Bautista, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2013

Para estudiar y aprovechar la diversidad genética de los parientes silvestres del
jitomate (Solanum lycopersicum L.), es necesario seguir explorando nuevas fuentes de
genes que puedan contribuir significativamente a la formacién de variedades
rendidoras y de alta calidad de fruto. De acuerdo con los resultados, se observé que los
progenitores difieren significativamente (p < 0.05) en la mayoria de los caracteres,
excepto en pH. Las variables peso, largo y ancho de fruto, dias a floracién y madurez
de frutos presentaron un grado de dominancia parcial a 11904, mientras que grados
Brix expres6 aditividad. La mayoria de los valores de heterosis fueron negativos,
excepto para el numero total de frutos (183.9 %), frutos por racimo (5.1 %) y dias a
madurez (7.3 %). En las variables relacionadas con el tamafio, peso de fruto y grados
Brix presentaron valores altos de heredabilidad (>0.85). Por otro lado, un total de 30
QTLs significativos (P < 0.001; LOD > 2.5) fueron identificados en seis caracteristicas
evaluadas, considerando los efectos de dos ambientes de evaluacion. El porcentaje de
varianza fenotipica explicada por un solo QTL se situé entre el 4 y el 13 %. Se pudo
observar que solo tres QTLs que afectaron el tamafio del fruto, llegaron a explicar una
parte significativa de la variacion fenotipica del caracter (> 25 %), y que ademas éstos

mostraron un efecto pleitrépico hacia peso, longitud y diametro de fruto.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, heterosis, heredabilidad en sentido amplio,

grado de dominancia, S. pimpinellifolium, QTLSs.



QTLs AND HETEROSIS IN TOMATO USING A F2 INTERSPECIFIC POPULATION

Aurelio Hernandez Bautista, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2013

In order to study and take advantage of the genetic diversity present in wild relatives of
tomato (Solanum lycopersicum L.), it is necessary to continue exploring new sources of
genes that contribute to generating new improved varieties. According to results, the
parents showed significant differences (p < 0.05) for most of the traits, except for pH.
The 11904 genotype expressed a high degree of dominance partial in weight, length
and wide of fruit, days to flowering and ripening of fruit, while Brix degrees showed
additivity. Most values of heterosis presented negative values, except total number of
fruits (183.9 %), fruits per truss (5.1 %) and days to maturation of fruits (7.3 %). In the
variables related with size and weight of fruit, and Brix degrees were estimated high
values of heritability (>0.85). According to these results, the F1 population generated by
crossing S. pimpinellifolium and S. lycopersicum presented potential traits to begin a
strategy of tomato breeding. For another hand, 30 different significant QTLs (P < 0.001;
LOD > 2.5) were detected for six traits considering the environmental effects of two
environments. The percentage of phenotypic variation associated with single QTLs
ranged from 4 % to 14 %. Three QTLs accounted for a significant percentage of fruit
size (> 25 %). In addition, those three QTLs showed a pleiotropic effect for weight, large

and diameter of fruit.

Index words: Solanum lycopersicum, heterosis, broad sense heritability, dominance

degree, S. pimpinellifolium, QTLSs.
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INTRODUCCION GENERAL

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo muy importante, no solo por su
valor economico sino también por ser considerado como un organismo modelo
(Caicedo y Peralta, 2013). Pero a pesar de su importancia, la base genética presente
en las variedades modernas de jitomate es muy reducida, y esto ha sido un tema que
ha llamado la atencion de los mejoradores, debido que éstas presentan una alta
susceptibilidad hacia factores biéticos y abiéticos. De hecho, en diversos programas de
mejoramiento genético el desarrollo de nuevas variedades ha sido significativamente
lento por el bajo nivel de diversidad que poseen las lineas élite y por ende los hibridos
(Chen et al., 2009; Patil et al., 2010). Para subsanar la casi nula variabilidad genética
en el jitomate cultivado, el uso de sus parientes silvestres ha tomado un rol importante
en diversos programas de mejoramiento genético, ya que son considerados como una
fuente rica de genes (Foolad, 2007), y no presentan problemas al cruzarse con los
materiales cultivados (Caicedo y Peralta, 2013). De hecho, desde hace 70 afios los
parientes silvestres han sido utilizados en los programas de mejoramiento genético de
jitomate (Rick, 1973; Rick, 1982). Por ejemplo, la mayoria de las resistencias a
enfermedades presente en las variedades comerciales proviene de los parientes
silvestres (Foolad, 2007). Sin embargo, aunque el germoplasma exotico ha sido
explotado con éxito en caracteres cualitativos, relativamente poco trabajo se ha
realizado en caracteres cuantitativos (Fernie et al., 2006), debido a que éstos ultimos
estan controlados por muchos genes y son afectados significativamente por el

ambiente (Hall et al., 2010).



Recientemente, el uso de marcadores moleculares ha ayudado a comprender la
complejidad de los caracteres cuantitativos (Hall et al., 2010), al permitir la
identificacion, estimacion del efecto y localizacidbn de las regiones cromosdmicas
denominadas loci de caracteres cuantitativos (QTL, por sus siglas en inglés) (Tanksley,
1993). Por otro lado, existen diferentes metodologias para la identificacion de QTLS, y
una de estas es el mapeo por ligamiento o mapeo familiar, la cual explota el efecto de

la recombinacion genética para segmentar el genoma (Myles et al., 2009).

Para realizar el mapeo por ligamiento se requiere una poblacién de mapeo, la cual se
origina por el cruzamiento de dos lineas contrastantes fenotipicamente (Collard et al.,
2005). Existen diferentes tipos de poblaciones de mapeo, cada una con sus ventajas y
desventajas, pero las poblaciones F2 y de retrocruza son las mas usadas debido al
poco tiempo requerido para obtenerlas. Sin embargo, la resolucién del mapa del
ligamiento usando estos tipos de poblaciones es baja debido a los pocos eventos de
recombinacién que presentan (Buckler y Thornsberry, 2002). Este ultimo problema es
resuelto usando una poblaciéon avanzada de lineas endogamicas recombinantes (RIL,
por sus siglas en ingles), la cual presenta un mayor numero de eventos de
recombinacién y por ende una mayor resolucion del mapa de ligamiento (Xu, 2010).
Otro requisito indispensable para mapeo de QTL es la obtencién de datos genotipicos y
fenotipos de la poblacion de mapeo. Los primeros son obtenidos por medio de
marcadores moleculares polimérficos, y los ultimos se obtienen mediante evaluaciones
fenotipicas para los caracteres de interés. Finalmente, la identificacion de QTLs se

basa en la asociacion entre el fenotipo y el genotipo; es decir, los marcadores son



usados para partir la poblacion de mapeo y formar grupos con base en el genotipo del
fenotipo dado por el marcador, por lo que si resultara alguna diferencia significativa
entre los grupos se podria deducir la existencia de un QTL ligado al marcador. La base
de declarar un QTL es que entre mas cerca esté el marcador del QTL, la probabilidad
de que ocurra recombinacion entre ellos es baja, por lo que el marcador y el QTL se
heredardn juntos a la progenie y las medias de los grupos seran significativamente

diferentes (Collard et al., 2005).

Antes de los estudios de QTLs se pensaba que los caracteres cuantitativos estaban
determinados por un alto nimero de genes, cuyos efectos individuales eran de
pequefia (Molina, 1992) e igual magnitud (Falconer, 1993; Tanksley y McCouch, 1997).
Sin embargo, el analisis de QTLs ha mostrado que los caracteres cuantitativos son
controlados por un alto nimero de loci cuyos efectos no son iguales (Paterson et al.,
1990; Grandillo y Tanksley, 1996; Van der Knaap et al., 2002), lo que ha respaldado la
hipotesis de que la mayoria de los cambios contrastantes entre los parientes silvestres
y las variedades cultivadas de jitomate se pueden atribuir a pocos loci de efectos
mayores (Grandillo y Tanksley, 1996; Nesbitt y Tanksley, 2002). El segundo
descubrimiento significante con los QTLs fue que el fenotipo de una planta solo es un
modesto predictor de su potencial genético con bajas h?. Por ejemplo, si una linea de
arroz es altamente rendidora, y otra posee un bajo rendimiento, uno pudiera asumir que
la linea con alto rendimiento posee muchos genes favorables que le confieren ese alto
rendimiento, y que la linea de bajo rendimiento no tiene alelos de alto rendimiento. Sin

embargo, cuando las poblaciones derivadas de un cruzamiento contrastante son



evaluadas con marcadores moleculares, y los loci que controlan el rendimiento son
identificados, se ha observado que también el pariente inferior posee algunos alelos
gue contribuyen favorablemente al rendimiento (DeVicente y Tanksley, 1993). Estas
implicaciones pudieran cambiar la vision con respecto a la utilizacion de los recursos
genéticos, ya que sugieren que el uso de evaluaciones fenotipicas para determinar el
valor aditivo de una accesion puede ser dudoso, especificamente en caracteres

cuantitativos, porque éstos son de baja h? (Tanksley y McCouch, 1997).

Por lo anterior, el uso de mapas genéticos obtenidos con germoplasma exético ha
permitido identificar QTLs de gran importancia, los cuales indican que dicho
germoplasma contiene genes Utiles que pueden incrementar significativamente la
productividad agricola (Tanksley y McCouch, 1997). Esto sugiere que la seleccién
asistida por marcadores moleculares (MAS, por sus siglas en inglés) es una
herramienta fiable y amigable en el mejoramiento genético, dejando de lado el uso de

transgénicos (Fernie et al., 2006).

Para hacer uso de MAS se requiere inicialmente la formacion de poblaciones de
poblaciones de mapeo genético que permitan la identificacion de QTLs para
caracteristicas de interés en una programa de mejoramiento genético. Por lo tanto, los
objetivos del presente trabajo fueron: estimar la variacion fenotipica, heterosis y
heredabilidad en sentido amplio de algunos caracteres cuantitativos, formar un mapa
de ligamiento usando marcadores moleculares SSR e identificar QTLs en caracteres de

fruto en una poblacion interespecifica F2.
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RESUMEN

Para estudiar y aprovechar la diversidad genética de los parientes silvestres del
jitomate (Solanum lycopersicum L.), es necesario seguir explorando nuevas fuentes de
genes que puedan contribuir significativamente a la formacion de variedades
rendidoras y de alta calidad de fruto. Por lo anterior, se hizo un cruzamiento

interespecifico entre S. pimpinellifolium (colecta 11904) y S. lycopersicum (colecta


mailto:rlobato@colpos.mx

LORS82) para obtener una poblacién Fi, con los objetivos de estimar el grado de
dominancia, heterosis, heredabilidad en sentido amplio (H?), y describir la variacion
fenotipica entre progenitores. De acuerdo con los resultados, se observo que los
progenitores difieren significativamente (p < 0.05) en la mayoria de los caracteres,
excepto en pH. Las variables peso, largo y ancho de fruto, dias a floracion y madurez
de frutos presentaron un grado de dominancia parcial a 11904, mientras que grados
Brix expresd aditividad. La mayoria de los valores de heterosis fueron negativos,
excepto para el niumero total de frutos (183.9 %), frutos por racimo (5.1 %) y dias a
madurez (7.3 %). En las variables relacionadas con el tamafio, peso de fruto y grados
Brix presentaron valores altos de heredabilidad (>0.85). Por lo anterior, la poblacién F1
derivada del cruzamiento de S. pimpinellifolium y S. lycopersicum presentd
caracteristicas potencialmente Utiles para iniciar un esquema de mejoramiento genético

de jitomate.

Palabras clave: heterosis, heredabilidad en sentido amplio, grado de dominancia,

Solanum lycopersicum.

ABSTRACT

In order to study and take advantage of the genetic diversity present in wild relatives of
tomato (Solanum lycopersicum L.), it is necessary to continue exploring new sources of
genes that contribute to generating new improved varieties. Therefore, an interspecific
cross between S. pimpinellifolium (entry 11904) and S. lycopersicum (entry LOR82) was
made to obtain a F1 population. The objectives of this study were to estimate the degree

of dominance, heterosis, broad sense heritability of different traits in the Fi population



and to describe the phenotypic variation between parents. According to results, the
parents showed significant differences (p < 0.05) for most of the traits, except for pH.
The 11904 genotype expressed a high degree of dominance partial in weight, length
and wide of fruit, days to flowering and ripening of fruit, while Brix degrees showed
additivity. Most values of heterosis presented negative values, except total number of
fruits (183.9 %), fruits per truss (5.1 %) and days to maturation of fruits (7.3 %). In the
variables related with size and weight of fruit, and Brix degrees were estimated high
values of heritability (>0.85). According to these results, the F1 population generated by
crossing S. pimpinellifolium and S. lycopersicum presented potential traits to begin a

strategy of tomato breeding.

Key words: heterosis, broad sense heritability, degree of dominance, Solanum

lycopersicum.

INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo muy importante pues es la hortaliza
gue ocupa la mayor superficie sembrada a nivel mundial. Es originario de la planicie
costera occidental de América del Sur y se considera a México como su centro de
domesticacion (Jenkins, 1948; Rick y Fobes, 1975; Peralta y Spooner, 2007; Rodriguez

et al., 2011).

En cuanto a la diversidad del jitomate, la seccion Lycopersicon incluye 12 parientes

silvestres mas relacionados a las formas cultivadas (Peralta et al., 2008), y se



considera a S. pimpinellifolium como el pariente mas cercano del jitomate cultivado
(Miller y Tanksley, 1990), debido a la reducidas diferencias (0.6 %) a nivel de
nucleotidos que existe entre los genomas de S. lycopersicum y S. pimpinellifolium (The

Tomato Genome Consortium, 2012).

Por otro lado, estudios moleculares han mostrado que existe mayor variacion dentro de
especies autoincompatibles que entre diferentes especies autocompatibles (Miller y
Tanksley, 1990; Bai y Lindhout, 2007). Sin embargo, a pesar de la enorme variacion
genética encontrada en los materiales silvestres, el jitomate cultivado posee solo 4.48
% de la variacion presente en sus parientes silvestres (Miller y Tanksley, 1990). Por
ello, diversos fitomejoradores han tenido la necesidad de explorar nuevas fuentes de
germoplasma para encontrar alelos que puedan ser Gtiles en el mejoramiento de la
especie. Un ejemplo es S. pimpinellifolium, el cual difiere en varios caracteres
morfolégicos con respecto al jitomate cultivado (Luckwill, 1943; Grandillo y Tanksley,
1996) y ademas posee alelos que otorgan resistencia a diversos patégenos (Foolad,
2007). Por esta razon, S. pimpinellifolium es considerado una fuente atractiva de genes

para el mejoramiento de variedades modernas a través de cruzas interespecificas.

En jitomate, el uso de cruzas interespecificas se ha convertido en una practica comun
entre los fitomejoradores. De hecho, el jitomate cultivado es un ejemplo de los
beneficios provenientes de introgresiones de material exotico (Foolad, 2007). Un caso
exitoso es el de los hibridos generado entre S. lycopersicum y S. pennellii, los cuales

mostraron un rendimiento hasta de 50 % mayor con respecto a los hibridos



comerciales, bajo condiciones de sequia (Gur y Zamir, 2004; Fernie et al., 2006). Otros
ejemplo del potencial agronémico fue el uso de S. chmielewskii (Chetelat et al., 1995;
Fernie et al., 2006) y S. habrochaites (Levin et al., 2000), que ademas influyen en el

contenido de azucares del fruto.

Para continuar con el estudio y aprovechamiento de la diversidad genética de los
parientes silvestres del jitomate, es necesario seguir explorando diversas fuentes de
genes que puedan contribuir significativamente a la formacion de variedades mas
rendidoras y de alta calidad de frutos. En este trabajo se hizo un cruzamiento
interespecifico entre S. pimpinellifolium y S. lycopersicum con los objetivos de: Estimar
el grado de dominancia, heterosis y heredabilidad en sentido amplio (H?) y describir la

variacion fenotipica entre progenitores.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion fenotipica

Se generd una poblacion Fi1 de la cruza entre Solanum lycopersicum L., una colecta
(LOR82) proveniente de Tehuacan, Puebla, Méx., y un material silvestre de Solanum
pimpinellifolium L., (colecta 11904). La poblacion F1 y sus progenitores se cultivaron en
invernadero en macetas de polietileno rellenas con tezontle y fertilizadas con la
solucion universal de Steiner (1984). La evaluacion se desarrollé bajo un disefio de
bloques completos al azar con tres repeticiones y 20 plantas por unidad experimental,

durante los ciclos otofio-invierno 2011 (ambiente 1), primavera-verano 2012 (ambiente



2), y verano-otofio 2012 (ambiente 3), en Montecillo, Estado de México (19° 29’ LN, 98°

53’ LOy 2250 m de altitud).

La colecta LOR82, se caracteriza por ser una variedad nativa (linea) con fruto tipo
‘cuadrado” o “pimiento morrén” denominado localmente como “Chino criollo”. Lo
interesante de esta variedad nativa mexicana, es que tiene caracteristicas similares al
jitomate comercial tipo Saladette y ha sido seleccionada por los agricultores por
décadas, ademas que estos mismos producen su propia semilla. Este material es muy
preferido por los consumidores locales e inclusive tiene un sobreprecio que puede
llegar hasta el doble de lo que vale el jitomate comercial Saladette; de ahi la

importancia de estudiar dicho germoplasma.

Se midieron once caracteres contrastantes: de cinco frutos se obtuvo el peso medio
(PPF), largo (LF), ancho (AF) y numero de loculos (NL) del fruto, nimero total de frutos
(NTF), rendimiento por planta (REN), complementariamente se evaluaron los grados
Brix (GB, °Bx) y pH (PH); numero de flores por racimo (NFR) y dias a maduren (DM),
ambos en los ambientes 1 y 2; y dias transcurridos desde la siembra a la floracion del

primer racimo (DFPR), solo se evalu6 en el ambiente 2).

Analisis estadistico

El analisis para probar la normalidad y varianzas homogéneas de cada caracter usando
las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett, respectivamente, se realiz0 usando SAS 9.1
(SAS Institute, 1988). Posteriormente, la variacion fenotipica y estimacion del grado de
dominancia se explicaron a partir de los resultados del analisis de varianza combinando
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y la prueba de Tukey (p < 0.05). En el andlisis de varianza se consider6 a los
progenitores, poblacion Fi1 y progenitor medio (PM) como fuente de variacion de los
genotipos. Todos los andlisis se hicieron en el paquete estadistico SAS 9.1 (SAS

Institute, 1988).

La heterosis porcentual (H) se estimé con respecto al progenitor medio bajo tres
ambientes de forma individual y combinada, mediante la férmula: H= (Fi— PM) / PM) x
100, donde: F1 = Media fenotipica de la poblacién Fi; PM= (Pi+ P;)/2 = Media fenotipica

del progenitor medio; Pi, Pj =media fenotipica del padre iy j.

El modelo estadistico del analisis de varianza de los datos fue el siguiente (Molina,

1992):

Yik=p + Ai+ (R/A)ji + Gk + (AG)ik + Eijk

Donde: Yik= Variable respuesta del k-ésimo genotipo en la j-ésima repeticion en el i-
ésimo ambiente; 4 = media general del caracter; Ai = efecto de i-ésimo ambiente;
(R/A)ji= efecto de la j-ésima repeticion anidad en el i-ésimo ambiente; Gk= efecto del k-
ésimo genotipo; (AG)ik= efecto de la interaccion entre el i-ésimo ambiente y el k-ésimo
genotipo; Eik= Error experimental. La forma del analisis de varianza se muestra en el

Cuadro 1.
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Cuadro 1. Andlisis de varianza bajo * ambientes (A), " repeticiones por ambiente

(R/A)y & genotipos (G).

FV GL CM E(CM)

A a—1

R/A alr — 1)

G (g —1) M, ol +rafy +racs
AG (g — 1){a — 1) M, 03 + 105,
Error alg— 1) —1) M. o

FV = fuente de variacion; GL = grados de libertad; CM = Cuadrados medios; E(CM) = esperanzas de los

productos medios; ¢ =3,2; & =37 =3,

Una vez despejados los componentes de varianza, la estimacion de la heredabilidad en

sentido amplio sera (Molina, 1992);

qu

H2 = g3+ Oga + Jﬁ" . dénde: o3 = M, ;cr_ga — (_-'er: - M, )T ;.::rﬁ‘ - (_-'eri - M, yre
O bien, la formula de H2en términos de los cuadrados medios es;

M, - M,
H2=raM, +aM; -aM, + M, - M,

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion fenotipica entre progenitores y grado de dominancia

a) Caracteristicas contrastantes entre progenitores
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En el andlisis de varianza hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre los
progenitores para la mayoria de los caracteres evaluados, excepto en pH (Cuadro 2).
El peso promedio de fruto (PPF) fue la variable que presentd el mayor contraste entre
las dos especies; S. lycopersicum (LOR98) presento un peso promedio de 99.4 g y
0.80 g para S. pimpinellifolium (11904), dada la naturaleza y genes propios de las

especies.

EL fruto de S. pimpinellifolium resulté de tamafio pequefio (LF=10.4 mm y AF= de 10.6
mm), con 2 léculos (NL), y presento un valor de 9.34 °Bx, promedios semejantes a los
encontrados por Grandillo y Tanksley (1996) en accesiones de esta especie. En
contraste, S. lycopersicum (LOR82) presentd mayores dimensiones en los frutos
(LF=57 mm y AF= 60.98 mm), numero de l6culos (3.65) y grados Brix (4.38 °BXx),
Cuadro 2. En este caso, era de esperarse una correlacion positiva entre tamafio y peso
de fruto como fue encontrada por Lippman y Tanksley (2001) en poblaciones derivadas
de S. pimpinellifolium y genotipos de S. lycopersicum de fruto grande (Lippman y
Tanksley, 2001). No obstante el menor tamafio y peso de fruto en S. pimpinellifolium,
se ha demostrado que éste posee alelos que incrementan el tamafio de fruto (Doganlar
et al., 2002), los cuales se expresan cuando son transferidos a genotipos de fruto

grande (Tanksley, 2004).

Por otro lado, el alto valor de grados Brix en S. pimpinellifolium (11904) es coherente
con la correlacion negativa de peso promedio de fruto y grados Brix. Dicha correlacion
ha sido observada en previas poblaciones formadas por S. pimpinellifolium vy

materiales cultivados de S. lycopersicum (Doganlar et al., 2002).
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Cuadro 2. Comportamiento promedio de los genotipos evaluados (progenitores y

poblacion Fi1) y la estimacién del progenitor medio en once caracteres descriptivos

evaluados en tres ambientes.

Genotipos
Variables evaluadas S. lycopersicum  S. pimpinellifolium  Progenitor  Poblacion
(LOR82) (11904) medio (PM) F1

Peso promedio de fruto (PPF, g) 99.41 al 0.80c 50.10 b 8.05¢
Largo de fruto (LF, mm) 57.00 a 10.43d 33.71b 23.64 c
Ancho de fruto (AF, mm) 60.98 a 10.62 d 35.80b 23.71c
NuUmero total de frutos (NTF) 19.28 d 33.68Db 27.03c 75.13 a
Rendimiento (REN, g/planta) 1013.03 a 20.16c 516.6 b 197.54 c
Numero de léculos (NL) 3.65a 2.00c 2.83b 2.13c
pH (PH) 5.05a 5.20 a 5.13a 462Db
Grados Brix (GB,°BXx) 4.38¢c 9.34 a 6.86 b 6.71b
Numero de flores por racimo

(NFR) 7.08d 58.92 a 33.00b 12.92 c
Dias a madurez (DM) 138.68 a 114.03 d 120.08 b 116.93 c
Dias a floracion del primer racimo

(DFPR) 77.46 a 60.97 d 69.22 b 65.70 c

1En renglén, genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p < 0.05).

En pH, los promedios para 11904 y LOR82 fueron de 5.05 y 5.20, respectivamente, no

difieren significativamente (p > 0.05). En contraste con lo encontrado en nimero de

flores por racimo, numero total de frutos y rendimiento (REN); donde 11904 presento

los valores mas altos de flores por racimo (58.9) y total de frutos (33.8), Cuadro 2.

Estos resultados concuerdan con la correlacién positiva (r=0.4) encontrada por

Grandillo y Tanksley (1996), entre grados Brix y numero de flores por racimo. Esta

misma correlacién podria aplicar también entre nimero de flores y nimero total de

frutos, ya que muchas de las veces un alto nimero de flores ha resultado ser un

indicativo de un alto nUmero de frutos.
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En cuanto a rendimiento por planta, 11904 gener6 un alto niamero de frutos vy
rendimiento de 20.16 g/planta, el que difiere significativamente de LOR82 con 1.013
kg/planta (Cuadro 2). Esto era de esperarse sabiendo que el tamafio y peso promedio

de fruto fueron las caracteristicas mas contrastante entre 11904 y LORS82.

Por otro lado, en dias a floracion del primer racimo (DFPR) y dias a madurez (DM)
resultaron ser contrastantes entre los genotipos. Asi, 11904 manifestd su primera
apertura floral a los 60.97 dias, y el primer fruto maduro a los 114 dias después de la
siembra; lo contrario ocurri6 en LOR82 (DFPR=77.46 y DM=138.68 dias), Cuadro 2. Al
respecto, en estudios previos de Grandillo y Tanksley (1996) y Doganlar et al. (2002),
se encontr6 mayor precocidad de S. pimpinellifolium que en la especie cultivada S.
lycopersicum, y se propuso que la precocidad de S. pimpinellifolium estd determinada

por genes propios de la especie (Doganlar et al. 2002).

b) Grado de dominancia

Las variables largo de fruto (LF), ancho de fruto (AF), nimero de flores por racimo
(NFR), dias a madurez (DM), y dias a floracion del primer racimo (DFPR) mostraron
diferencias significativas (p < 0.05) entre progenitores y progenitor medio (PM). En las
variables LF, AF y DFPR, la F1 presento un valor fenotipico que se ubicé entre los
promedios de 11904 y progenitor medio e inferior a S. lycopersicum, lo cual indica que
11904 ejerce un efecto de dominancia parcial. Este efecto ocurre de forma similar en
dias a floracion y dias a madurez donde S. pimpinellifolium ejerce un efecto de

dominancia parcial hacia mayor precocidad (Cuadro 2). Un efecto similar de
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dominancia fue observado por Grandillo y Tanksley (1996) en el tamafio de fruto, y por
Burdick (1954) en precocidad. Sin embargo, dicha dominancia suele ser relativa en
variables de precocidad debido a que su expresion depende de la etapa fisioldgica y
condiciones ambientales (Burdick, 1954). Por otro lado, el efecto de dominancia que
ejerce el progenitor silvestre, hacia menor tamafio de fruto, es consecuencia de los
genes adaptativos que porta como resultado de la seleccion natural. Frutos pequefios
presentan una mayor ventaja en la dispersién; ademas, se ha observado que las
mutaciones que incrementan el tamafio o cambian la forma, reducen el niamero de
semilla por fruto, una desventaja de seleccion (Tanksley, 2004). En cuanto al nimero
de flores por racimo (NFR), este caracter se posiciono6 entre los promedios de LOR82 y
PM, lo que significa que los alelos de LOR82 dominaron en mayor grado a los alelos

del material silvestre.

S. pimpinellifolium (11904) ejercio un efecto de dominancia completa en peso promedio
de fruto (PPF), rendimiento (REN) y numero de loculos (NL), debido a que la F1y
11904 fueron similares estadisticamente. Fogle y Currence (1950), y Grandillo y
Tanksley (1996) determinaron semejante grado de dominancia de S. pimpinellifolium en
peso de fruto y niumero de loculos. En grados Brix (GB) se comporté como un caracter
aditivo, y numero total de frutos (NTF) como sobredominancia. El pH de la F1 tuvo un
promedio menor al de los progenitores, posiblemente debido a una combinacién
geneética entre progenitores o la resultante del efecto ambiental sobre la progenie en

pH.
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Heterosis porcentual de cruzas interespecificas

La heterosis con respecto al progenitor medio (PM) solo se presento en dias a floracion
del primer racimo (DFPR), dias a madurez (DM), numero de frutos totales (NFT) y
grados Brix (GB). Sin embargo, solo los caracteres DFPR, DM y NFT expresaron un
valor positivo de heterosis bajo los tres ambientes, ya que GB solo mostro heterosis en
los ambientes 2 y 3. Al respecto, Burdick (1954) sefiala que generalmente la heterosis
de dias a madurez es mayor a la de dias a floracion, esto debido a que la dominancia
por parte del progenitor silvestre se expresa en diferente grado y etapa vegetativa,
siendo méas evidente en la maduracion del fruto. En promedio, se determind una
heterosis positiva de 7.3 % para DM y 5.1 % en DFPR, resultaron coherentes con el
comportamiento de la precocidad en la mayoria de las cruzas de jitomate. En este
sentido el mayor valor de heterosis (183.9 %) en numero total de frutos se atribuye
principalmente al ambiental que a interacciones génicas (Cuadro 3). La razén fue un
bajo amarre de frutos en S. pimpinellifolium en los ambientes templados donde se
sembrod, pues es nativo de un ambiente calido himedo (Peralta et al., 2008). Con
respecto a grados Brix, el valor promedio de heterosis resulté cercano a cero (-0.98 %),

a pesar de mostrar valores positivos en los ambientes 2 (4.5 %) y 3 (5.33 %), Cuadro 3.

Los caracteres con valores heter6ticos negativos fueron; peso promedio de fruto (PPF,
-82.9 %) y rendimiento (REN, -65.5 %). La razon del valor negativo en los dos casos
fue el grado de dominancia que presento la F1 con respecto a 11904, ademas del valor
fenotipico contrastante entre los progenitores, cuya diferencia proporcional entre
medias fue de 124.7 para PPF y 50.24 para REN (Cuadro 4); es decir, la media de

LORS82 resultdé 124.7 y 50.24 veces mayor a la de 11904. Para el caso del numero de
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[6culos (NL, -24.24 %), el valor de heterosis no resultd negativamente grande (-24.24
%), a pesar de expresar dominancia completa este caracter. El motivo de dicho valor
fue la diferencia pequefia que existio entre los valores fenotipicos contrastantes de los
progenitores, en S. lycopersicum fue apenas 1.82 veces mas que la media de S.
pimpinellifolium. Por ello, la diferencia entre los valores fenotipicos de los progenitores
juega un papel importante en la estimacion de heterosis de cruzas interespecificas.
Esta aseveracion se corrobora en numero de flores por racimo (NFR) en dénde
presenté dominancia parcial y una diferencia proporcional entre progenitores de 8.31,

dando como resultado un valor de heterosis negativo de -54.33 %.

Otros caracteres como largo de fruto (LF) y ancho de fruto (AF) tuvieron valores muy
cercanos a -35 % de heterosis promedio; este valor se dio porque en poblaciones
formadas por progenitores muy contrastantes en tamafo de fruto, los hibridos tienen un
comportamiento muy cercano a la media del progenitor de menor valor fenotipica, por
lo que las evaluaciones de heterosis con base en el promedio aritmético o en el mejor
padre seran de valor bajo o reducido (Rodriguez et al., 2008). Con relacion a pH (PH),
éste presentd un valor negativo de heterosis promedio de -9.2 y una diferencia

proporcional entre medias de 1.02 (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Valores de heterosis porcentual de once caracteres de la F1 (S. lycopersicum x S. pimpinellifolium) respecto al

progenitor medio.

_ Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Heterosis
variable | npg2 11004 F,  PM H(%) LORS2 11904 F: PM  H(%) LORS2 11904 Fi PM  H (%) pro(r&e)d'o
PPF 867 07 86 437 -803 1288 07 65 647 -90.0 827 10 90 418 -784  -82.9
AF 648 101 245 37.4 -346 616 98 214 357 -400 566 119 252 343 -264  -33.6
NTF 125 390 338 257 314 227 447 994 337 1953 227 207 921 217 3251  183.9
REN 4757 240 51.0 249.8 -79.6 12424 258 227.4 6341 -641 1321.0 10.7 3143 6659 -52.8 -65.5
NL 34 20 21 27 -212 42 20 21 31 -306 33 20 21 27 -208 24.2
PH 54 61 45 58 -22.2 47 45 46 46 -11 50 49 48 50 -40 9.1
GB 40 100 61 7.0 -12.8 43 94 72 69 45 48 86 70 67 53 1.0
NFR 85 915 165 50.0 -67.0 57 263 93 160 -417 i - - - i 54.3
DFPR i i i i . 775 610 657 692 5.1 i ; ; - i 5.1
DM 136.7 1035 1140 120.1 51 1407 1245 1199 1326 9.6 i ; ; - i 7.3

LOR82 = S. lycopersicum; 11904 = S. pimpinellifolium ; PM = progenitor medio; Fi1= progenie de la cruzas LOR82 x 11904; H (%) = Heterosis

porcentual en un ambiente; PPF = Peso promedio de fruto (g); LF = Largo de fruto (mm); AF = Ancho de fruto (mm); NTF = Ndmero total de

frutos; REN = rendimiento (g); NL = ndmero de I6culos; PH = pH; GB = grados Brix (°Bx); NFR = namero de flores por racimo; DFPR = dias a

floracion del primer racimo; DM = dias a madurez.
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Cuadro 4. Diferencias proporcionales entre las medias de los progenitores (LOR89 y

11904) de 11 caracteres.

Caracter LOR82 11904 Diferencia (veces)

PPF (g) 99.41  0.80 124.70
LF (mm) 57.00 10.43 5.46
AF (mm) 60.98 10.62 5.74
NTF 19.28 34.78 1.80
REN (g) 1013.03 20.16 50.24
NL 3.65  2.00 1.82
PH 5.05  5.20 1.02
GB (°Bx) 438 934 2.13
NFR 7.08 58.92 8.31
DFPR (dias)  77.46 60.97 1.27
DM (dias) 138.68 114.03 1.21

LOR82 = S. lycopersicum colecta LOR82; 11904 = S. pimpinellifolium colecta 11904; PPF = Peso
promedio de fruto; LF = Largo de fruto; AF = Ancho de fruto; NTF = Numero total de frutos; REN =
rendimiento; NL = nimero de l6culos; PH = pH; GB = grados Brix; NFR = nimero de flores por racimo;

DFPR = dias a floracion del primer racimo; DM = dias a emergencia.

En resumen, los caracteres cuyos valores resultaron muy contrastantes presentaron
valores negativos altos de heterosis, y los caracteres con valores poco contrastantes
presentaron un valor positivo de heterosis, excepto para pH y NTF que no se ajustaron
a la afirmacion anterior. En el primer caso porque la F1 presentd un valor fenotipico
menor al de los progenitores, y en el segundo porque las condiciones ambientales en
gue se sembro 11904 afectaron su expresion fenotipica, lo cual resulté en un valor

sesgado de 11904 que afectd la medicion porcentual de heterosis.
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Heredabilidad de caracteres cuantitativos

De acuerdo con los resultados, la mayoria de los caracteres expresaron una
heredabilidad (H?) de intermedia a alta, excepto pH, nimero de total de frutos y niimero
de flores por racimo (Cuadro 5). Caracteres como peso promedio de frutos, ancho y
largo de fruto expresaron valores de heredabilidad de 0.89, 0.95, y 0.98,
respectivamente, considerado un valor alto de heredabilidad (Molina, 1992).Valores
semejantes fueron estimados por Rodriguez et al. (2008) para largo y ancho fruto (H? =
0.8), y por Wessel-Beaver y Scott (1992) para peso de futo (H?>= 0.92), Cuadro 5. Al
respecto, es entendible que el tamafio y peso de fruto presentaran una heredabilidad
semejante y alta, ya que estas variables estan correlacionados positivamente y
presentan interacciones epistaticas significativas (Lippman y Tanksley, 2001); ademas,
Foolad (2007) menciona que el tamafio de fruto es afectado por apenas una docena de
segmentos de cromosomas (QTLs, por sus siglas en ingles), con 6 segmentos se
pueden explicar la mayor parte (67 %) de la variacion fenotipica (Lippman y Tanksley,
2001), por lo que la complejidad del largo y ancho de fruto es baja. Similarmente, la
heredabilidad alta en el peso de fruto se debe a la baja complejidad del caracter, ya

gue tan solo el QTL fw2.2 afecta el 30 % del peso de fruto (Grandillo y Tanksley, 1996).

Por otro lado, caracteres como nimero total de frutos y ndmero de l6culos resultaron
con una heredabilidad de 0.58 y 0.77, respectivamente. Rodriguez et al. (2008) indican
que el numero total de frutos presenta una heredabilidad intermedia (0.67). Con
respecto al nimero de loculos, valores altos de heredabilidad son coherentes con la

baja complejidad del caracter, ya que un numero bajo de QTLs explican gran parte de
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la variacion fenotipica (Barrero y Tanksley, 2004; Brewer et al., 2007; Gonzalo y van

der Knaap, 2008; Rodriguez et al., 2011).

Cuadro 5. Significancia de los cuadrados medios del analisis de varianza combinado de

tres ambientes y valores de heredabilidad en sentido amplio.

Variables evaluadas Fuentes de variacion del analisis de varianza cv H2

Ambientes Rep./A Genotipos AXG Error (%)

(A) (G)

Peso promedio de fruto
(PPF) 580.09 236.91 27186.90** 691.83 226.05 41.7 0.89
Largo de fruto (LF) 23.93 24.07 5185.90** 41.95 2525 16.6 0.95
Ancho de fruto (AF) 12.65 10.99 6143.84** 27.21* 6.08 7.8 0.98
Nudmero total de frutos
(NTF) 1687.88**  7480.34** 1382.33** 195.32** 4534 15.6 0.58
Numero de I6culos (NL) 0.25 0.32 7.57 0.22 0.25 195 0.77
pH(PH) 1.33* 0.04 0.83 ** 0.64** 0.05 4.7 0.08
Grados Brix(GB) 0.28 0.47 55.29 ** 1.58 0.62 115 0.86
Numero de flores por
racimo (NFR 2825.52 ** 8.71 4837.17* 1816.86** 8.47 111 0.45
Dias a madurez (DM) 478.54 ** 3.44  1088.94 ** 130.99** 11 0.9 0.78

CV = coeficiente de variacion (%); H? = heredabilidad en sentido amplio; *** = Significativo al 0.05 y 0.01

de probabilidad, respectivamente.

En calidad de fruto se encontré que los grados Brix presentaron una heredabilidad de

0.86, pero pH presenté una heredabilidad de 0.08 o casi nula e indica que el pH tuvo

muy poca variacion; ademas, es un caracter poligénico, y entre mas poligénico es el

caracter, menor es su heredabilidad (Molina, 1992). EI numero de flores por racimo

presentd una heredabilidad de 0.45, y dias a madurez un valor de 0.78. De hecho,

trabajos previos reportan valores que caen dentro de la misma categoria de

heredabilidad intermedia. Rodriguez et al. (2008) calcularon un valor de 0.62 para dias
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a madurez y Hanson et al. (2002) estim6 una heredabilidad de 0.53 para numero de

flores.

Partiendo de los resultados obtenidos, es prometedor para el mejoramiento del jitomate
gue los principales caracteres de fruto (PPF, LF, AF, GB) mostraran una alta
heredabilidad, y aseguran éxito en los programas de mejoramiento genético. Acquaah
(2007) menciona que caracteres de alta heredabilidad muestran una alta respuesta a la
seleccién, asi como también una alta eficiencia de la seleccion fenotipica, esto ultimo
debido a que caracteres son poco afectados por el ambiente. En este trabajo esta
relacion se puede observar en PPF, AF, NL y GB debido a que no presentaron
interaccién genotipo-ambiente a diferencia de NTF, PH, NFR y DM. Sin embargo, el
largo de fruto y dias a madurez no se ajustaron a tal relacion, a pesar de que el largo

de fruto es considerado como un caracter no muy complejo (Foolad, 2007).

CONCLUSIONES

S. pimpinellifolium colecta 11904 y S. lycopersicum colecta LOR82 resultaron
contrastantes en la mayoria de los caracteres evaluados, siendo el peso promedio de
fruto el caracter mas contrastante entre las dos especies. Por otro lado, se presentd un
grado de dominancia parcial en la mayoria de los caracteres estudiados en la poblacion

Fi.

El fendmeno de heterosis se expresdé en pocos caracteres, y se determindé que la
variacion fenotipica juega un papel importante en la estimacion de la heterosis de

cruzas interespecificas. En heredabilidad en sentido amplio, la mayoria de los
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caracteres evaluados presentaron valores considerados de intermedio a alto (0.58 a

0.98), lo que garantiza éxito en el mejoramiento genético de jitomate.

La poblacion F1 derivada del cruzamiento entre S. pimpinellifolium y S. lycopersicum es
un acervo genético atractivo por sus caracteristicas potencialmente Utiles para iniciar
un esquema de mejoramiento genético del jitomate. Finalmente, es necesario seguir
explorando nuevas fuentes de genes asociados a caracteristicas que puedan
enriquecer los acervos genéticos (p. e€j. lineas) utilizados en los programas de

mejoramiento.
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RESUMEN

Las regiones genomicas relacionadas con caracteristicas de importancia econdmica en
jitomate (Solanum lycopersicum) constituyen la materia prima del mejoramiento
genético molecular de la especie. Con el propésito de identificar algunas de esas
regiones, se formé una poblacién de mapeo F2 constituida por S. lycopersicum colecta
LOR82 y S. pimpinellifolium colecta 11904, y se usaron 31 marcadores moleculares
(SSR) para formar un mapa de ligamiento de una longitud de 648.21 cM. En dicho
mapa, un total de 30 QTLs significativos (P < 0.001; LOD > 2.5) fueron identificados en
seis caracteristicas evaluadas, considerando los efectos de dos ambientes de
evaluacion. El porcentaje de varianza fenotipica explicada por un solo QTL se situd
entre el 4y el 13 %. Se pudo observar que solo tres QTLs que afectaron el tamafio del

fruto, llegaron a explicar una parte significativa de la variacion fenotipica del caracter (>
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25 %), y que ademas éstos mostraron un efecto pleitrépico hacia peso, longitud y

diametro de fruto.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, S. pimpinellifolium, poblacion de mapeo F2,

QTLs de tamafio de fruto.

ABSTRACT

Genomic regions associated with traits of economic importance in tomato (Solanum
lycopersicum) constitute the raw material for the molecular breeding of the species. In
order to identify some of those regions, an F2 mapping population was constructed
using S. lycopersicum entry LOR82 and S. pimpinellifolium entry 11904. A genetic
linkage map with 648.21 cM was constructed using 31 molecular markers (SSR). A
total of 30 different significant QTLs (P < 0.001; LOD > 2.5) were detected for six traits
considering the environmental effects of two environments. The percentage of
phenotypic variation associated with single QTLs ranged from 4 % to 14 %. Three QTLs
accounted for a significant percentage of fruit size (> 25 %). In addition, those three

QTLs showed a pleiotropic effect for weight, large and diameter of fruit.

Index words: Solanum lycopersicum, S. pimpinellifolium, F2 population mapping, QTLs

of fruit size.
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INTRODUCCION

La reducida base genética de los cultivares modernos de jitomate (Solanum
lycopersicum) es un serio obstaculo para mantener y mejorar su productividad agricola,
debido a la vulnerabilidad genética de la especie a factores abidticos y bidticos (Van
Esbroeck et al., 1999; Abdurakhmonov y Abdukarimov, 2008). Sin embargo, el
potencial genético de los parientes silvestres de cultivares modernos constituye un
importante reservorio natural de variacion genética amplia, originada a partir de un gran
namero de eventos como respuesta al estrés ambiental y a la seleccion natural
(Meilleur y Hodgkin, 2004; Ross-lbarra et al., 2007). El germoplasma exético en
jitomate ha sido explotado principalmente para caracteristicas monogénicas, Yy
relativamente poco trabajo se ha hecho para caracteristicas complejas, las cuales son
influenciadas por muchos genes de efecto pequefio y afectados fuertemente por el
ambiente. Caracteristicas como rendimiento, calidad y resistencia a factores biéticos y
abidticos muestran una herencia compleja que resulta de la segregacion de numerosas

interacciones de loci (McCouch, 2004; Fernie et al., 2006).

Las regiones gendmicas que contienen genes asociados con un caracter cuantitativo
son conocidas como loci de caracter cuantitativo (QTL); y la identificacion de QTLs
basada en una sola evaluacién fenotipica convencional no es recomendable. Por ello,
la identificacién de QTLs de importancia agronémica y su utilizacién en el mejoramiento
genético requiere del mapeo de éstos en el genoma de las especies cultivadas usando

marcadores moleculares (Collard et al., 2005) y evaluaciones en mas de un ambiente.
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A pesar de que S. pimpinellifolium L. es considerado como el pariente mas cercano al
jitomate (S. lycopersicum L.) cultivado (Miller y Tanksley, 1990), debido a la poca
diferencia (0.6 %) a nivel de nucleétidos (The Tomato Genome Consortium, 2012), éste
ha sido seleccionado para la formacion de poblaciones de mapeo, ya que presenta un
alto contraste con respecto al jitomate cultivado. Por otra parte, en diversos estudios
(Grandillo y Tanksley, 1996; Lippman y Tanksley, 2001; Doganlar et al., 2002) se han
desarrollado varios mapas genéticos usando diversos marcadores morfologicos,
bioguimicos y moleculares. En dichos mapas se han identificado QTLs de importancia
agronomica, como el gen fw2.2 (Frary et al., 2000). Sin embargo, dichos trabajos solo
se enfocaron a analizar variedades comerciales, dejando de lado materiales nativos
importantes de S. lycopersicum, los cuales podrian poseer alelos potencialmente Utiles
para el mejoramiento genético. Por ello, los objetivos de este estudio se enfocaron en:
(1) identificar regiones gendmicas asociadas a caracteristicas cuantitativas de
importancia horticola en una poblacién interespecifica F2 constituida por la cruza de un
material nativo de jitomate (S. lycopersicum L) de uso amplio en Puebla, México, y un
pariente silvestre (S. pimpinellifolium L.); (2) estimar el efecto y tipo de accion génica de
cada uno de los QTLs de las seis caracteristicas evaluadas, y (3) analizar la posibilidad
de aplicar los QTLs identificados en este estudio en el mejoramiento asistido por

marcadores moleculares.
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MATERIALES Y METODOS

Material genético

A partir de la cruza interespecifica de S. lycopersicum colecta LOR82 (SL) y S.
pimpinellifolium colecta 11904 (SP) se generd el hibrido Fi, el cual se autofecundo para
originar la poblacion F2. La poblacién de mapeo F2 se evalu6 junto con los progenitores
y la Fi1, bajo un disefio experimental de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones. La evaluacion del experimento se realizé bajo condiciones de invernadero
y en dos ambientes en Montecillo, Estado de México. La primera evaluacién se realizé
durante el ciclo primavera-verano 2012 y la poblacién de mapeo estuvo formada por
172 plantas. Por otra parte, clones provenientes de la poblacién original fueron
evaluados en el ambiente 2 durante el ciclo verano-otofio 2012, en donde la poblacién

F2 se constituyd por 159 plantas.

La colecta LOR82, se caracteriza por ser una variedad nativa (linea) con fruto tipo
‘cuadrado” o “pimiento morrén” denominado localmente como “Chino criollo”. Lo
interesante de esta variedad nativa mexicana, es que tiene caracteristicas similares al
jitomate comercial tipo Saladette y ha sido seleccionada por los agricultores por
décadas, ademas que estos mismos producen su propia semilla. Este material es muy
preferido por los consumidores locales e inclusive tiene un sobreprecio que puede
llegar hasta el doble de lo que vale el jitomate comercial Saladette; de ahi la

importancia de usar dicha colecta como uno de los progenitores de la poblacion Fo.
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Evaluacion de campo

En campo se evaluaron la poblacion F2, los progenitores, y la Fi, y se midieron seis
caracteristicas. El peso de fruto (PP) se estimé como el peso promedio en gramos de 5
frutos de cada planta. La longitud y diametro de fruto (LF y DF, respectivamente),
medidos en mm, se tomaron a partir del promedio de 5 frutos representativos por
planta. Finalmente, el rendimiento total por planta (REN) se obtuvo pesando el nUmero
total de frutos por planta, y la estimacion del nimero de I6culos (NL) y grados Brix (GB)

se estimaron a partir de 5 frutos colectados por planta.

Extraccion de ADN y uso de marcadores

La extraccion del ADN se realiz6 de acuerdo con el protocolo establecido por Bernatzky
y Tanksley (1986), Anexo |. La amplificacion de los marcadores se llevd a cabo de
acuerdo con la informacioén disponible en las bases de datos Sol Genomics Network y
Tomato Mapping Resource Database de las universidades de Cornell y Ohio,
respectivamente (Anexo Il). Se evaluaron 32 marcadores moleculares en la poblacién

de mapeo, la cual estuvo constituida por 172 plantas F.

Andlisis estadistico

La segregacion de los marcadores se analizdé usando la prueba de X? (P < 0.05) bajo
las frecuencias genotipicas esperadas 43 SL/SL: 86 SL/SP: 43 SP/SP. El mapa de

ligamiento se elabor6 usando el programa MapDisto 1.7.7 (Lorieux, 2012) bajo un LOD
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= 3. Se utilizé la funcion de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1944) para convertir las
frecuencias de recombinacion a unidades mapa expresadas en centimorgans (cM). La
ubicacion de los grupos de ligamiento se basé en la informacion de los mapas de

tomatomap.net y Robbins et al. (2011).

Las medias fenotipicas, la prueba de normalidad de los datos, y el analisis de
correlacion de la evaluacion fenotipica de las variables evaluadas, se hicieron mediante
el programa estadistico SAS 9.1.3 (SAS Institute, 2004), con una significancia de P >
0.05 para el caso de la prueba de normalidad, y P < 0.001 para la prueba de
correlacion. La identificacion de QTLs se realizO mediante el programa
WindQTLCart2.5 (Wang et al., 2012), en donde se utilizé el método de analisis de un
solo marcador bajo un nivel de significancia de P < 0.001 (Lynch y Walsh, 1998) y el
analisis por intervalo compuesto (Jansen y Stam, 1994; Zeng, 1994) con un LOD > 2.5.
Estos analisis sirvieron para identificar regiones cromosoOmicas asociadas a los
marcadores moleculares en el ambiente 1, ambiente 2 y de forma combinada.
Adicionalmente, la obtenciéon de la varianza explicada (R?) por cada QTL se obtuvo por
el analisis de marcador simple (SMA por sus siglas en inglés) y por el mapeo por
intervalo compuesto (CIM por sus siglas en inglés). En el caso del analisis de un solo
marcador, un modelo de regresion lineal simple se usé colocando el genotipo de los
marcadores como la variable independiente y el valor fenotipico como variable
dependiente. Por otro lado, en el andlisis por intervalo compuesto se usaron los
modelos de regresion “forward y backward” para seleccionar o descartar los cofactores
bajo una significancia de P = 0.1. Este analisis se us6 solo en aquellos intervalos < 35

cM debido a que el mapeo por intervalo es ineficiente en intervalos > 35 cM (Tanksley,
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1993). Adicionalmente, los QTLs fueron confirmados en el programa SAS 9.1.3 (SAS
Institute, 2004) usando los comandos PROG GLM y PROC REG. Por otra parte, la
epistasis y la varianza explicada total se obtuvieron por medio de un ANOVA de dos
entradas y una regresion lineal multiple, respectivamente, usando el mismo programa
empleado para la confirmacion de QTLs. Finalmente, el grado de dominancia de los
alelos para un QTL se estimd con base en la proporcion |d/a], donde d = (SL/SP)-
1/2(SL/SL+SP/SP), a = (SL/SL)-1/2(SL/SL+SP/SP), SL/SP = frecuencia de
heterocigotos, SL/SL = frecuencia de homocigotos de S. lycopersicum y SP/SP =
frecuencia de homocigotos de S. pimpinellifolium, de esta forma cuando |d/a] < 0.2 era
aditividad, 0.2 < |d/a| < 0.8 dominancia parcial, 0.8 < |d/a] < 1.2 dominancia completa y

|d/a] > 1.2 sobredominancia (Stuber et al., 1987; Pérez-Brito et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribuciones fenotipicas de caracteristicas cuantitativas

Existieron algunas diferencias significativas (P < 0.05) entre los progenitores (SL y SP),
F1y F2 en todos las variables evaluadas bajo un andlisis combinado. Especificamente,
la F1 y F2 no difirieron significativamente en todos las variables, pero si lo hicieron los
progenitores en donde el peso promedio de fruto (PP) y el rendimiento (REN) fueron las
variables que presentaron el mayor contraste entre las dos especies (Cuadro 6). Por
otro lado, el hibrido interespecifico F1 expresé un grado de semidominancia hacia SP,
ya que su peso fue de 6.5 g. Al respecto, Lippman y Tanksley (2001) mencionan que

esta es la principal razéon por la que dicho caracter no se ajusta a una distribucion
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normal en una F2. Sin embargo, en el presente estudio, usando una transformacién
logio, dichos datos en los dos ambientes y en analisis combinado se ajustaron a una
distribucién normal. Con respecto a otras variables de fruto, la F1 expresé un efecto de
dominancia parcial de los alelos de SP sobre los de SL en las variables de longitud de
fruto (LF = 22.8 mm), didmetro de fruto (DF = 21.6 mm) y contenido de sélidos solubles
(GB = 7.1). Por lo tanto, los valores de la poblacién F2 en variables como LF, DF y GB

solo se ajustaron a una distribucion normal usando la transformacion logao.

Cuadro 6. Medias fenotipicas de las seis variables evaluadas en los progenitores, F1y

Fo.
Variable Ambiente 1 Ambiente 2 Analisis combinado
SL PM Min Max SL PM Min Max SL PM Fi1 F2 DMS CV
PP 128.1 0.7 1.0 40.0 827 10 0.2 754 1208 a 07b 65b 79b 98 1221
LF 61.9 10.0 129 40.1 50.6 11.2 10.5 36.8 60.1 a 101 ¢ 228 b 228 b 2.7 19.3
DF 61.8 9.6 11.7 41.1 56.6 119 11.4 374 609 a 99c 216 b 225 b 23 165
REN 1238.7 20.8 14.0 774.0 1321.0 10.7 1.7 5929 12524 a 19.3 ¢ 2335 b 174.2 b 132.1 98.9
NL 43 20 20 40 3.3 20 20 3.0 41 a 20b 22b 22b 04 226
GB 44 96 28 15.6 48 86 40 12.3 44 ¢ 94a 71 b 69b 07 155

PP = peso promedio de fruto (g); LF = longitud de fruto (mm); DF = didmetro de fruto (mm); REN

rendimiento (g); NL = namero de léculos; GB = grados Brix (°Bx); SL = S. lycopersicum colecta LOR82;
SP = S. pimpinellifolium colecta 11904; F1 = hibrido interespecifico derivado de SL X SP; F2 = generacion
F2 derivada de la autofecundacion de Fi; Max = maximo valor fenotipico observado en la generacion Fz;
Min = minimo valor fenotipico observado en la generacion Fz; DMS = Diferencia minima significativa; CV

= coeficiente de variacion (%); genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).
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Por otro lado, las variables como rendimiento (REN) y nimero de I6culos (NL) no se
ajustaron a una distribucién normal debido a que las dos variables fueron afectadas por

la dominancia expresada por SP sobre SL (Lippman y Tanksley, 2001).

Finalmente, el fenbmeno de segregacion transgresiva se observo en variables como
GB y REN en ambos ambientes (Cuadro 6). Las variables PP, LF y DF solo
presentaron segregacion transgresiva en el ambiente 2. La principal causa de esta
segregacion se debe a la acumulacion de alelos complementarios heredados de los
dos progenitores (Rick y Smith, 1953), los cuales pueden llegar a tener un efecto

opuesto al predicho por el valor fenotipico del progenitor (DeVicente y Tanksley, 1993).

Correlaciones entre caracteristicas

Diversas correlaciones significativamente positivas y negativas (P < 0.001) entre
caracteristicas fueron observadas en los dos ambientes y en el andlisis combinado
(Figura 1 y 2). Valores mayores a 0.9 fueron encontrados entre variables de fruto solo
en el ambiente 1 (Figura 1). Las variables PP, LF y DF fueron las que presentaron las
correlaciones mas altas (r > 0.91), y ademas fueron significativas en el ambiente 1. Sin
embargo, bajo el andlisis combinado estas correlaciones fueron menores a 0.91 (Figura
2), y en el ambiente 2 no resultaron similares, ya que PP-DF tuvo unar = 0.61 y LF-DF
mostré un valor de r = 0.31, pero si fueron significativas. No obstante, los valores
encontrados en este estudio fueron semejantes a los encontrados por Che et al. (1999)
y Doganlar et al. (2002), en donde las variables de tamafio-peso de fruto mostraron

valores altos de correlacion (r > 0.8).
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En el ambiente 1 y andlisis combinado, REN mostr6 una correlacion positiva (P <
0.001) con las variables PP, LF y DF, cuyos valores fueron mayores a 0.5.
Similarmente, en el ambiente 2 estas mismas correlaciones fueron observadas, a
excepcion de REN-LF. Estas correlaciones observadas entre las variables de tamafio

con el rendimiento eran de esperarse, sabiendo que frutos con tamafio y peso grande,

influyen significativamente en un rendimiento alto.

AMBIENTE 1
PP LF DF REN NL GB
op 0.92 0.94 0.63 013 20.30
<0001 | <0001 | <0001 | 0099 | <.0001
~ | (r | 018 0.93 0.71 0.02 20.29
0.0243 <0001 | <0001 | 0.7515 | 0.0001
e | or | 061 0.31 0.66 013 -0.36
> <0001 | <.0001 <0001 | 00794 | <0001
Y T een | 051 023 0.69 0.07 0.21
0 <0001 | 0.0033 | <.0001 03577 | 0.0049
<§: N | 010 0.19 0.19 0.19 027
0201 | 00178 | 0017 | 0.0158 0.0004
os | 021 0.14 2032 0.22 20.09
00086 | 00895 | <0001 | 00064 | 02613

Figura 1. Correlaciones entre las seis caracteristicas cuantitativas del ambiente 1 y 2.
El valor superior indica el coeficiente de correlacién de Pearson (r) y el inferior la
significancia. PP = Peso promedio de fruto (g); LF = longitud de fruto (mm); DF =
didmetro de fruto (mm); REN = rendimiento (g); NL = nimero de léculos; GB = grados

Brix (°Bx).
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PP
LF | 072 LF
<.0001
o | 075 0.89 DF
<0001 | <.0001
REN| 052 0.69 0.57 REN
<0001 | <0001 | <.0001
NL | 014 0.10 0.19 0.11 NL
00124 | 00753 | 0.0005 | 0.0409
cg | 025 -0.31 -0.33 -0.24 -0.18 GB
<0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0.0012

Figura 2. Correlaciones entre las seis caracteristicas cuantitativas del andlisis
combinado. El valor superior indica el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el
inferior la significancia. PP = Peso promedio de fruto (g); LF = longitud de fruto (mm);
DF = didametro de fruto (mm); REN = rendimiento (g); NL = numero de léculos; GB =

grados Brix (°Bx).

En el ambiente 2, la Unica correlacién de GB con variables de dimensién de fruto que
se observé fue con DF (r = -0.32). No obstante, la correlacion negativa entre GB con
PP, LF y DF, ha sido observada también en previas poblaciones formadas por S.
pimpinellifolium y materiales cultivados (Doganlar et al., 2002), en donde la principal
causa de tal correlacion se debe a que los QTLs que influyen de forma negativa a GB
se encuentran ligados a QTLs que afectan de forma positiva al peso de fruto PP

(Foolad, 2007).

De igual forma, el contenido de soélidos solubles (GB) bajo el ambiente 1 y analisis

combinado present6 una correlacion negativa con las variables de dimension de fruto
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(ambiente 1: PP = -0.30, LF = -0.29 y DF = -0.36; analisis combinado: PP = -0.25, LF =

-0.31y DF =-0.33) y NL (ambiente 1: r =-0.27).

Mapa genético

Basandose en las frecuencias de recombinacion de 31 marcadores moleculares de tipo
microsatélite (SSR), se construyé un mapa de ligamiento cubriendo 11 de los 12
cromosomas del jitomate, ya que el cromosoma numero 12 no fue mapeado. EI mapa
presentd una longitud de 648.21 centimorgans (cM), y los marcadores moleculares

estuvieron separados en un promedio de 31.92 cM (Figura 3).

El orden de los marcadores se baso en la informacion disponible en tomatomap.net y
en el mapa publicado por Robbins et al., (2011). Cinco marcadores moleculares

presentaron distorsion en la segregacion con respecto a las proporcion 1:2:1 (P < 0.05).

Los marcadores con distorsion en la segregacion se ubicaron en los cromosomas 2, 3,
4,5y 7. El marcador SSR5 presenté una reduccién de genotipos homocig6ticos SL/SL
y un aumento de heterocigotos (SL/SP). Mientras que el marcador SSR320 mostrd una
reduccién de heterocigotos (SL/SP) y un incremento en la proporcion de homocigotos
(SL/SL y SP/SP). Por otro lado, el marcador SSR115 presenté un incremento de
heterocigotos (SL/SP) y un decremento en la proporcion de homocigotos (SL/SL y

SP/SP).
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Figura 3. Mapa de ligamiento derivado de una poblacion de mapeo interespecifica F2

constituida por S. lycopersicum y S. pimpinellifolium.
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Otro marcador con distorsion en la segregacion fue SSR296, el cual presentd un
decremento de heterocigotos y un incremento de homocigotos constituidos por alelos
SP. Esta distorsibn de la segregacion favoreciendo al genotipo silvestre ha sido
observada por Zamir y Tadmor (1986). Adicionalmente, el marcador SSR276 mostro
distorsion en la segregacion debido al incremento de genotipos SL/SL y una reduccion

de genotipos SL/SP.

Analisis de QTLs

Un total de 30 QTLs diferentes fueron identificados en seis de las caracteristicas
evaluadas, de los cuales solo 17 QTLs fueron confirmados por el mapeo por intervalo
compuesto. Por otra parte, todos los QTLs identificados en el presente estudio,
mostraron el efecto esperado de acuerdo al origen de los alelos, es decir, los alelos de
S. lycopersicum afectaron de forma positiva a las variables PP, LF, DF, REN y NL, y de
forma negativa a la variable GB. En el ambiente 1, 22 QTLs se encontraron en la
poblacion de 172 individuos usando el andlisis de un solo marcador (SMA), de los
cuales solo 12 fueron validados por el método mapeo por intervalo compuesto (CIM), y
la variacion fenotipica explicada por los dos métodos fue casi similar en la mayoria de
los casos (Cuadro 7). Basado en las estimaciones por SMA, [f3.1 y df3.1 fueron los que
mostraron los valores mas altos (13 %) de varianza explicada en el ambiente 1. Con
respecto al porcentaje total de varianza explicada (VTE) en el ambiente 1, el caracter
gue presento el valor mas alto fue DF con 38 %, y con el menor valor fue NL con 7 %.
Por otro lado, en el ambiente 2 se identificaron 11 QTLs significativos, de los cuales 8

se validaron por los dos métodos (Cuadro 8). Sin embargo, pp3.1 y nl2.2 resultaron con
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significancia mayor a 0.001, pero se consideraron como validos debido a la cercania de
su significancia a 0.001 y a que también se identificaron en el andlisis del ambiente 1y
combinado. Los QTLs de didametro de fruto en el ambiente 2 fueron los que obtuvieron
el mayor valor en VTE con un 21 %, y la variable peso promedio de fruto (PP) resulto

ser la menos explicada, con apenas un 10 %.

Finalmente, en el analisis combinado, 14 loci de -caracter cuantitativo fueron
identificados, de los cuales solo cuatro se identificaron con SMA, y el caracter que
presenté mayor porcentaje de variacion fenotipica explicada fue el DF, con un valor del

24 % (Cuadro 9).

Peso promedio de fruto (PP): Para el ambiente 1, cinco QTLs se detectaron para PP en
el cromosoma 1 (ppl.1y ppl.2), cromosoma 3 (pp3.1) y cromosoma 4 (pp4.1y pp4.2) ,
de los cuales solo ppl.1, ppl.2 y pp3.1 explicaron 26 % de la variacidén fenotipica de
acuerdo a una regresion multiple realizada con estos QTLs. Estudios previos (Lippman
y Tanksley, 2001; Doganlar et al., 2002) mencionan un QTL denominado fw3.1, el cual
probablemente sea el mismo que pp3.1, ya que con base en el mapa constituido por
marcadores RFLP y SSR publicado por Robbins et al. (2011), dichos QTLs se ubican
en el mismo intervalo. De igual forma Chen et al. (1999) identificaron a FWla y FW4a,
gue pudieran ser una version de ppl.1y pp4.1, respectivamente, debido a la cercania
de los marcadores SSR y RFLP. Por otra parte, empleando los 5 QTLs en un modelo
de regresion multiple, el total de varianza fenotipica explicada por éstos fue del 30 %,
mostrando que los efectos de pp4.1 y pp4.2 son de menor importancia. Por otro lado,

se observo que el efecto de los alelos de SL mostraron un efecto de 2.04 a 2.64 g.
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Cuadro 7. Lista de QTLs identificados en el ambiente 1.

) Posicion o SMA CIM Vatg?z?lza
Caracter QTL Marcador Cr delQTL evaluadas - .. _ R2 d/a explicada
(cM) Significancia (%) N SL/SL N SL/'SP N SP/SP LOD VE (VTE)
ppl.l TOM202*-SSR266 1 0.01 169 0.00022 9 46 1075 91 824 32 568 001 293 7
prorf]’f;j% do PPL2 SSR42-SSR308 1  96.95 171 0.00017 8 37 1157 96 7.90 38 658 .047 410 13
fruto (PP) ~ PP3.1  SSR111 3 172 0.00001 11 50 10.87 80 827 42 560 0.02
pp4.1  SSR306 4 166 0.00068 6 34 1023 87 891 45 6.14 035
pp4.2  SSR296 4 158 0.00049 4 36 10.70 66 854 56 6.49 003 30
Longitud de If1.1 TOM202*-SSR266 1 0.01 169 0.00030 10 46 2565 91 2365 32 2098 014 286 6
fruto (LF) If1.2 SSR42*-SSR308 1 94.95 171 0.00035 8 37 26.48 96 2314 38 2213 .53 3.28 10
If3.1 ssRr111 3 172 0.00000 13 50 2594 80 23.68 42 20.71 0.13
If4.1  SSR306 4 166 0.00041 7 34 2523 87 2429 45 2143 051
If4.2  SSR296 4 158 0.00059 4 36 2567 66 2383 56 21.88 0.03 29
Diametrode  dfl.1 TOM202*SSR266 1 0.01 169 0.00006 12 46 2448 91 2210 32 1965 (02 408 9
fruto (DF) dfl.3 SSR42*-SSR308 1 93.95 171 0.00090 7 37 2470 96 2181 38 2088 .051 338 17
df3.1 sSsRr111 3 172 0.00000 13 50 2424 80 2249 42 1928 (.29
df4.1  SSR306 4 166 0.00013 8 34 2397 87 2282 45 20.06 0.41
df4.2  SSR146 4 163 0.00034 4 37 2492 81 21.78 45 20.30 -0.36
df4.3 SSR296 4 158 0.00011 5 36 2437 66 2256 56 20.40 0.09 38
Rendimiento ren3.1 SSR601 3 167 0.00041 6 43 2023 72 2557 52 1758 0.37
(REN) ren6.1 SSR47-SSR128* 6 19.01 164 0.00003 9 39 3244 77 2427 48 1767 011 391 9 15
Numerode Ni2.1  TOM188*SSR5 2 0.01 171 0.00074 5 29 245 91 220 45 211 049 293 8
loculos (NL)  nl2.2 gSSR5-SSR32* 2 1941 165 0.00037 4 33 242 88 219 44 209 039 323 12 7
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Contenidode gb2.1  TOM188*SSR5 2 3.01 165 0.00005 8 29 54 91 677 45 7.19 046 4.65 12
solidos

sczlubl)es gh2.2 SSR5-SSR32* 2 1741 165 0.00003 9 33 567 88 6.76 44 7.33 -032 569 17
GB

12

PP = peso promedio de fruto (g); LF = longitud de fruto (mm); DF = diametro de fruto (mm); REN = rendimiento (g); NL = nimero de léculos; GB =
grados Brix (°Bx);Cr = cromosoma; N = nimero de individuos con el genotipo; SL = alelo de S. lycopersicum colecta LOR82; SP = alelo de S.
pimpinellifolium colecta 11904; SMA = Andlisis de un solo marcador, R? = varianza explicada por SMA, CIM = mapeo por intervalo compuesto; VE

= varianza explicada por CIM; * Indica el marcador que presentd la mayor significancia (P < 0.001).
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Cuadro 8. Lista de QTLs identificados en el ambiente 2.

Posicion Plantas SMA cM Vatg?z;za
Caracter QTL Marcador Cr del QTL L . R2 d/a .
vy  evaluadas  significancia N SL/SL N SL/SP N SP/SP LOD VE explicada
(cM) (%) (VTE)
Peso ppl.2 SSR42*-SSR308 1  86.95 158 0.0052 5 33 1052 89 7.08 36 571 043 254 5
promedio de
fruto (PP) P31 SSR111 3 159 0.0021 6 46 1039 74 648 39 585 0.72 10
Diametrode dfl.1 TOMZ202*-SSR266 1  1.01 157 0.0001 8 43 2469 84 2247 30 2064 0.0 3.26 8
fruto (OF) 4112  SSR266-SSR316* 1 19.01 153 0.0008 O 42 2459 74 2269 37 2126 0.14 3.07 10
df2.1  SSR5-SSR32* 2 24.41 154 0.0003 6 30 2392 83 2346 41 2042 0.74 356 9
df3.1 SSR111 3 159 0.0007 7 46 2441 74 2253 39 2111 0.14 21
Rendimiento  ren1.1 TOM202 1 157 0.0008 6 43 1537 84 8849 30 66.88 0.50
(REN) " \en12 SSR266-SSR316* 1 2001 153 0.0003 8 42 1523 74 1004 37 5878 0.1 358 12
ren7.1 SSR286*-SSR276 7  41.01 148 0.0014 6 46 1539 63 87.40 39 76.04 071 2.60 6 16
NOomerode ni1.1 SSR308-SSR65* 1  129.25 149 0.0001 8 35 249 71 218 43 212 064 189 17
loculos (NL) o5 ssrs.SSR32* 2 24.41 154 0.0028 5 30 237 83 225 41 207 023 227 6 14

PP = peso promedio de fruto (g); DF = diametro de fruto (mm); REN = rendimiento (g); NL = nimero de I6culos; Cr = cromosoma; N = nimero de

individuos con el genotipo; SL = alelo de S. lycopersicum colecta LOR82; SP = alelo de S. pimpinellifolium colecta 11904; SMA = analisis de un

solo marcador, R? = varianza explicada por SMA, CIM = mapeo por intervalo compuesto; VE = varianza explicada por CIM; * Indica el marcador

gue presentd la mayor significancia (P < 0.001).
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Cuadro 9. Lista de QTLs identificados en el analisis combinado.

Posicion Plantas SMA cM Va&[rc;?artllza
Caracter QTL Marcador Cr del QTL luad o . R2 d/a licad
vy evaluadas significancia N SL/SL N SL/SP N SP/SP LOD VE explicada
(c (%) (VTE)
Peso ppl.l TOM202*SSR266 1 0.01 314 0.00104 7 86 935 168 810 60 5.16 041 3.26 7
promedio de pp1.2 SSR42*-SSR308 1 86.95 316 0.00006 10 66 10.96 178 7.51 72 6.01 0.39 469 10
fruto (PP)  hh3 1 SSR111 3 318 0.00002 11 92 1043 148 7.36 78 578 0.32 17
Longitud de  1f6.1 SSR47*SSR128 6 5.01 316 0.00349 5 80 25.94 142 2297 94 2128 0.28 2.95 8 5
fruto (LF)
Diametro de dfl..1 TOM202*-SSR266 1 0.01 314 0.00003 11 86 24.31 168 22.36 60 20.14 0.07 461 9
fruto (DF)  g4f1.3 SSR42*-SSR308 1 99.95 316 0.00087 8 66 24.48 178 22.32 72 21.09 028 4.36 13
df3.1 SSR111 3 318 0.00001 12 92 24.28 148 22.48 78 20.27 0.10
df4.3 SSR296 4 294 0.00089 6 68 2436 124 22.48 102 21.28 0.22 24
Rendimiento ren6.1 SSR47-SSR128* 6 13.01 304 0.00003 11 76 1955 146 154.2 82 103.6 0.10
(REN) ren7.2 SSR45 7 316 0.00100 7 88 172.0 150 1615 78 98.52 0.71 7
NGmerode nll.1 SSR308-SSR65* 1 140.25 298 0.00014 10 70 243 142 217 86 214 080 5838 4
I6culos (NL)  ni22  sSSR5-SSR32* 2 2441 308 0.00007 7 60 238 166 221 82 209 0.16 376 9 11
Contenido  gb2.1 TOM188*SSR5 2 0.01 306 0.00003 8 52 599 170 699 84 7.32 050 4.89 12
dseoffg)'lde‘;s gb2.2 SSR5-SSR32* 2 1541 308 0.00041 7 60 621 166 6.96 82 7.28 040 473 15 6
(GB)

PP = peso promedio de fruto (g); LF = longitud de fruto (mm); DF = didmetro de fruto (mm); REN = rendimiento (g); NL = nimero de l6culos; GB =
grados Brix (°Bx);Cr = cromosoma; N = nimero de individuos con el genotipo; SL = alelo de S. lycopersicum colecta LOR82; SP = alelo de S.
pimpinellifolium colecta 11904; SMA = Andlisis de un solo marcador, R? = varianza explicada por SMA, CIM = mapeo por intervalo compuesto; VE

= varianza explicada por CIM; * Indica el marcador que present6 la mayor significancia (P < 0.001).
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Con respecto al tipo de accidén genética, se encontro aditividad en ppl.1 (d/a = 0.01),
pp3.1 (d/a = 0.02) y pp4.2 (d/a =0.03), mientras que ppl.2 y pp4.1l expresaron
dominancia parcial. En el ambiente 2, solo ppl.2 y pp3.1 fueron detectados con una
varianza explicada (VE) del 5 % y 6 %, respectivamente; y el andlisis de regresion
multiple de ambos QTLs mostré una varianza explicada total (VTE) de 10 % en
conjunto. Adicionalmente, todos los alelos de SL incrementaron el peso de fruto (ppl.2
=2.41 gy pp3.1 = 2.27 g) y mostraron un grado de dominancia parcial. En el andlisis
combinado, ppl.1, ppl.2 y pp3.1 tuvieron un efecto parecido al esperado de los alelos
de SL (> 2 g para los tres QTLs) y una varianza explicada de 7 %, 10 % y 11%,
respectivamente; ademas, expresaron dominancia parcial (ppl.1 = 0.41, ppl.2 = 0.39,
pp3.1 = 0.32). Es interesante notar que solo ppl.2 y pp3.1 se pudieron detectar bajo los

tres analisis estadisticos, y ppl.1 en solo dos (ambiente 1 y combinado).

Longitud de fruto (LF): seis QTLs altamente significativos fueron detectados: If1.1 y If1.2
en el cromosoma 1, 1f3.1 en cromosoma 2, If4.1 y If4.2 en el cromosoma 4, y If6.1 en el
cromosoma 6. Lo anterior coincidié con lo encontrado por Chen et al. (1999) y
Doganlar et al. (2002) en donde mencionan QTLs similares a los de If1.1 y If3.1. Estos
QTLs para LF se identificaron bajo el analisis del ambiente 1 y combinado. Los QTLs
If1.1, If1.2, If3.1, If4.1 y If4.2 se identificaron solo en el ambiente 1 y mostraron una VTE
= 29 %. De igual forma que en PP, If1.1, If1.2, If3.1 llegaron a explicar 26 % de la
variacion fenotipica, mostrando que tienen un efecto mayor al de los demas. En cada
caso, el efecto de los alelos de S. pimpinellifolium (SP) mostraron un efecto negativo en
la reduccion del longitud de fruto, pues dicho efecto se situ6é entre 1.89 mm a 2.62 mm,

ademas, no todos presentaron el mismo tipo de accidn génica, ya que If1.2 (d/a = 0.53),
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If4.1 (d/a = 0.51) presentaron dominancia parcial, y aditividad If1.1 (d/a = 0.14), If3.1
(d/a = 0.13), y If4.2 (d/a = 0.03). En el analisis combinado de ambientes, solo se
detectd un solo QTL para esta caracteristica (If6.1) ubicado en el cromosoma 6, el cual
no se detectd en el analisis del ambiente 1 y 2. Dicho QTL expresé un efecto de 2.33

mm y presenté dominancia parcial.

Como era de esperarse, cinco de los seis loci identificados para LF (If1.1, If1.2, If3.1,
If4.1 y If4.2) también estuvieron asociados a PP, lo cual se debe a la alta correlacion
mostrada por las dos caracteristicas (r = 0.92), por lo que sus efectos pudieran ser

pleitrépicos hacia PP y LF (Lippman y Tanksley, 2001).

Diametro de fruto (DF): se identificaron ocho diferentes QTLs afectando a DF. Seis de
estos se presentaron en el ambiente 1 (dfl1.1, df1.3, df3.1, df4.1, df4.2 y df4.3) con un
valor de VTE = 38 %, cuatro en el ambiente 2 (dfl1.1, df1.2, df2.1 y df3.1) con VTE =21
% Yy cuatro en el analisis combinado (dfl1.1, df1.3, df3.1 y df4.3) con una estimacién del
24 % en VTE. En el ambiente 1 los QTLs encontrados, excepto df1.3 y df4.3,
coincidieron con los encontrados en las variables PP y LF. Basado en esto y en los
valores de correlacion de DF con las otras dos variables (r > 0.9), estos QTLs podrian
tener un efecto pleitrépico afectando a las tres variables cuantitativas PP, LF y DF
(Lippman y Tanksley, 2001). Similar comportamiento ocurrido en el ambiente dos, en
donde tres de los cuatro QTLs (dfl1.1, df1.2 y df3.1) se ubicaron en la misma posicién
que los de PP y LF. Los efectos de los ocho QTLs variaron de 1.54 mm (df4.3) a 2.48
mm (df3.1); ademas, df1.3, df2.1, df4.1 y df4.2 mostraron un grado de dominancia
parcial, mientras que dfl.1, df1.2, df3.1 y df4.3 expresaron aditividad en la mayoria de

los casos.
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Rendimiento (REN): Para REN se identificaron seis QTLs. Estos QTLs se ubicaron en
los cromosomas 1 (renl.1yrenl.2), 3 (ren3.1), 6 (ren6.1) y 7 (ren7.1 y ren7.2). Para el
ambiente 1, ren3.1 y ren6.1 contribuyeron con 6 % y 9 %, respectivamente, en la
varianza explicada individualmente por el andlisis SMA; ademas, 15 % de la VTE fue
explicada por dichos QTLs. Por otro lado, para el ambiente 2, renl.1, renl.2 fueron
detectados en el cromosoma 1 y ren7.1 en el 7. Dichos QTLs mostraron un efecto
pequefio individual en VE del 6 %, 8 % y 6 %, respectivamente, y explicaron 16 % de
VTE. Los QTLs renl.1 (d/a = 0.5) y ren7.1 (d/a = 0.71) expresaron un grado de
dominancia parcial, y renl.2 (d/1 = 0.11) mostro aditividad. Con respecto al analisis
conjunto, dos QTLs fueron detectados en los cromosomas 6 (ren6.1) y 7 (ren7.2), y
explicaron de forma conjunta un 7 % de la varianza total del caracter; ademas, el tipo

de accion génica fue aditividad (ren6.1) y dominancia parcial (ren7.2).

Numero de I6culos (NL): un conjunto de tres QTLs significativos se detectaron en los
cromosomas 1y 2. En el ambiente 1, nl2.1 y nl2.2 se ubicaron en el cromosoma 2,
mientras que para el ambiente 2 y combinado fueron detectados nl1.1 y nl2.2. La
variacion explicada total en el ambiente 1, 2 y combinado fue 7, 14 y 11 %,
respectivamente. En el ambiente 1, los dos QTLs presentaron un grado de dominancia
parcial (nl1.1 = 0.49 y nl2.2 = 0.39) y expresaron los alelos de SL un efecto promedio
positivo de 0.17 I6culos. Con respecto al ambiente 2 y el analisis combinado, los QTLs
presentaron un efecto similar (0.14 - 0.18 loculos), pero tuvieron un tipo de accion
génica diferente entre los dos ambientes. Un grado de dominancia parcial mostraron

nl1.1 (d/a = 0.64) y nl2.2 (d/a = 0.23) en el ambiente 2, mientras que expresaron
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aditividad (d/a= 0.8) y dominancia completa (d/a = 0.16), respectivamente, bajo el

analisis combinado.

Contenido de solidos solubles (GB): Para este caracter solo dos QTLs fueron
identificados. En el cromosoma 2 se ubicaron gb2.1 y gb2.2, los cuales se detectaron
en el ambiente 1 y el analisis combinado. Los efectos presentados por estos loci fueron
0.77 (gh2.1) y 0.83 (gh2.2) °Bx para el ambiente 1, mientras que en el analisis
combinado mostraron un efecto de 0.66 (gh2.1) y 0.54 (gh2.2) °Bx. Finalmente, todas
las regiones gendmicas que afectaron a GB expresaron un grado de dominancia
parcial, y explicaron un total de variacién fenotipica del 12 % en el ambiente 1, y del 6

% en el andlisis combinado.

CONCLUSIONES

En total se identificaron 30 QTLs en las seis caracteristicas evaluadas. De estos
Unicamente 14 QTLs fueron detectados en el andlisis combinado para caracteristicas
tales como: peso promedio de fruto, longitud y diametro de fruto, rendimiento, nimero
de léculos y grados Brix. Con respecto al tipo de accién génica de los QTLs, gran parte
de los alelos de S. pimpinellifolium mostraron un grado de dominancia hacia S.
lycopersicum, debido al valor adaptativo que presentan sus alelos en el ambito de
seleccion natural. Por otro lado, se identificaron tres regiones gendmicas asociadas al
peso de fruto, longitud y didametro de fruto que explicaron una parte significativa de la
variacion del caracter (> 25 %) y ademas mostraron un efecto pleitropico, corroborando

gue pocas mutaciones de efecto mayor dieron origen a las variedades de fruto grande y
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gue el tamafio de fruto es de herencia no compleja. Finalmente, sabiendo que el fruto
es el principal caracter de interés para los mejoradores genéticos, suena factible
mencionar que los marcadores ligados a QTLs pudieran ser usados para auxiliar el
proceso de seleccién en una etapa temprana, pues tales marcadores explican una
parte significativa de la variacibn de diversas caracteristicas relacionadas con el

tamano de fruto.
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CONCLUSIONES GENERALES

La variable peso de fruto resultdé ser la mas contrastante entre S. pimpinellifolium y S.
lycopersicum. El efecto de la seleccidén natural traducido en términos de dominancia
expresada por los alelos de S. pimpinellifolium sobre los de S. lycopersicum, fue
observado en la F1 en todos los caracteres que afectan al tamafio de fruto. Esto afecto
la estimacién del grado de heterosis expresado con respecto al progenitor medio, por lo
qgue la mayoria de los valores resultaron negativos. Con respecto a la heredabilidad, la
mayoria de los caracteres resultaron con grado de heredabilidad de intermedia a alta, a
pesar de que algunos caracteres son considerados muy poligénicos (por ejemplo

grados Brix).

Por otro lado, en jitomate la exploracion de alelos usando cruzas interespecificas con
herramientas moleculares, se ha vuelto una practica comun que ha aportado
informacion valiosa para el mejoramiento genético y el entendimiento de los caracteres
cuantitativos. En el presente trabajo se logré formar un mapa de ligamiento usando 31
marcadores SSR, ademas se logro la identificacion de treinta QTLs en total para las
seis variables evaluadas en la F2. Los efectos de los QTLs variaron desde 4 hasta 13 %

de la variacion explicada de manera individual. También se observo que el tamafio de
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fruto es un caracter que estd constituido por QTLs que mostraron un efecto
significativamente mayor al de los demas. De hecho, se encontr6 que solo tres QTLs

expresaron un efecto conjunto mayor a 25 % de la variacion explicada total.

Finalmente, los marcadores que se encontraron ligados a QTL que afectan el tamafio
de fruto pudieran ser usados como herramientas auxiliares en el proceso de seleccion

de plantas portadoras.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN

. Colectar hojas del apice de la planta en tubos eppendorf. La edad fisiol6gica de

estas hojas garantiza una alta cantidad de ADN.

. Agregar nitrégeno liquido a los tubos y macerar la muestra con micropistilos.

. Posteriormente, agregar 500 pl de CTAB 2X + BME (100 ml de CTAB 2X/ 1 ml
de BME) para romper los enlaces de fosfolipidos, los cuales constituyen la
membrana celular. La principal funcién del BME es evitar que el material vegetal
no sufra oxidacion y de esa forma asegurar la obtencion de una muestra de ADN

de alta calidad. Enseguida, agitar la muestra por medio de vortex.

. Agregar 500 pl de CHISAM (24:1 cloroformo-alcohol isoamilico) para iniciar el

proceso de separacion del material celular y el ADN.

. Invertir el tubo 4 veces y dejarlo incubar en bafio maria durante 15 minutos a

60°C. Esto hara que el CTAB empiece a trabajar.

. Centrifugar las muestras a 14 000 rpm durante 10 minutos para la formacién de

fases.

. Transferir el sobrenadante o fase superior (300 pl) a otro tubo eppendorf.
Posteriormente, agregar 300 pl de isopropanol frio para precipitar el ADN e

invertir el tubo 4 veces.

. Centrifugar los tubos nuevamente a 14 000 rpm por 10 minutos para formar la

pastilla de ADN.
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9. Afadir 1 ml de alcohol etilico para limpiar la pastilla de ADN e invertir los tubos.

10. Centrifugar las muestras a 14 000 rpm por 10 minutos.

11.Desechar el sobrenadante teniendo cuidado de no perder la pastilla.

12.Dejar secar los tubos a temperatura ambiente durante 20 minutos.

13.Agregar 1.5 pl de RNAsa y 100 pl de Buffer TE.

14.Incubar las muestras a 65°C durante 5 minutos para desactivar la enzima

RNAsa.

15.La concentracion del ADN se estimé con un NanoDrop.

16. Finalmente los tubos se almacenan -20 °C para su respectivo uso.
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ANEXO 2. MARCADORES MOLECULARES, CONDICIONES DE AMPLIFICACION Y ELECTROFORESIS

Nombre del i ” i ” T.A. L. . .

marcador Cr cM Secuencia “Forward Secuencia “Reverse °C) Deteccién | Accesién | pb | Accesion pb
TOM202 1 0 TGGTCACCTTCAACTTTTATAC AAATGATAATGAAATGGAGTGA 47 4% agarosa SP 224 SL 210
SSR266 1 7 CAAGTTCACCTCATTTGACCC TGTGTGAGCACTAAAGGACGA 47 8% acrilamida SP 200 SL 208
SSR316 1 32.4 ATTGAAGACCGAAACGGTTG CTGATAAACCCGGCAAGACT 45 8% acrilamida SP 240 SL 217
SSR42 1 86.9 CCATGGCTTCGTTATCCCTA TAAAGGTGAAGGAACGGGTG 50 8% acrilamida SP 180 SL 185
SSR308 1 120.2 TTTCCCTGTTTCAGCCTTTG GGCACGAGAATTTAGCCACT 47 8% acrilamida SP 293 SL 300
SSR65 1 158.1 GGCAGGAGATTGGTTGCTTA TTCCTCCTGTTTCATGCATTC 50 8% acrilamida SP 235 SL 230
TOM188 2 0 CCCACCTTTTTACCTCTCCC GGAAGATGGTATTTTTGGAAA 45 8% acrilamida SP 169 SL 175
SSR5 5.4 TGGCCGGCTTCTAGAAATAA TGAAATCACCCGTGACCTTT 60 4% agarosa SP 184 SL 196
SSR32 2 25 TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG CAACGAACATCCTCCGTTCT 60 4% agarosa SP 182 SL 173
SSR111 3 53 TTCTTCCCTTCCATCAGTTCT TTTGCTGCTATACTGCTGACA 50 4% agarosa SP 178 SL 186
SSR320 113 ATGAGGCAATCTTCACCTGG TTCAGCTGATAGTTCCTGCG 50 8% acrilamida SP 149 SL 155
SSR601 3 118.8 TCTGCATCTGGTGAAGCAAG CTGGATTGCCTGGTTGATTT 60 6% acrilamida SP 158 SL 164
TOM210 4 0 CGTTGGATTACTGAGAGGTTTA ACAAAAATTCACCCACATCG 45 8% acrilamida SP 204 SL 216
SSR306 4 58.5 ACATGAGCCCAATGAACCTC AACCATTCCGCACGTACATA 50 8% acrilamida SP 310 SL 270
SSR146 4 110.1 TATGGCCATGGCTGAACC CGAACGCCACCACTATACCT 60 8% acrilamida SP 238 SL 234
TOM184 4 114.9 CAACCCCTCTCCTATTCT CTGCTTTGTCGAGTTTGAA 45 4% agarosa SP 179 SL 164
SSR296 4 166.9 CCGGAACAAGTCCCTTCATA TCAGCCAAGTTCATGGTACATC 56 4% agarosa SP 170 SL 166
SSR115 5 14.3 CACCCTTTATTCAGATTCCTCT ATTGAGGGTATGCAACAGCC 56 8% acrilamida SP 211 SL 220
SSR162 5 80.1 GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCTC CAACAGCCAGGAACAAGGAT 50 8% acrilamida SP 224 SL 228
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SSR47 6 0 TCCTCAAGAAATGAAGCTCTGA CCTTGGAGATAACAACCACAA 50 8% acrilamida SP 193 SL 191
SSR128 6 19.8 GGTCCAGTTCAATCAACCGA TGAAGTCGTCTCATGGTTCG 56 8% acrilamida SP 123 SL 119
SSR286 7 12 AGCTATGGAGTTTCAGGACCA ATTCAGGTAGCATGGAACGC 56 8% acrilamida SP 107 SL 101
SSR276 7 53.7 CTCCGGCAAGAGTGAACATT CGACGGAGTACTTCGCATTT 50 8% acrilamida SP 194 SL 148

SSR45 7 117.45 TGTATCCTGGTGGACCAATG TCCAAGTATCAGGCACACCA 60 6% acrilamida SP 149 SL 140

SSR63 8 2.7 CCACAAACAATTCCATCTCA GCTTCCGCCATACTGATACG 50 4% agarosa SP 191 SL 207

SSR38 8.9 GTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG GGGTTCATCAAATCTACCATCA 50 8% acrilamida SP 237 SL 241
SSR327 37.8 TCAGGATCAGGAGCAGGAGT TGGACTTGTTCCATGAACCC 50 8% acrilamida SP 149 SL 153

SSR69 9 25 TTGGCTGGATTATTCCTGTTG GCATTTGATAGAAGGCCAGC 50 8% acrilamida SP 143 SL 127
SSR248 10 32 GCATTCGCTGTAGCTCGTTT GGGAGCTTCATCATAGTAACG 50 4% agarosa SP 227 SL 243
TOM144 11 0 CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG ACTTTAACTTTATTATTGCGACG 46 6% acrilamida SP 167 SL 173
SSR637 11 6.2 AATGTAACAACGTGTCATGATTC AAGTCACAAACTAAGTTAGGG 50 8% acrilamida SP 220 SL 205
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ANEXO 3. ESQUEMA DE FORMACION DE LA POBLACION DE MAPEO GENETICO

S. lycopersicum L. (LOR82) S. pimpinellifolium L. (11904)

F2
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