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RESUMEN

La popularidad del tomate como alimento y sus altos niveles de consumo hacen
de esta hortaliza una de las fuentes mas importantes de vitaminas y minerales en la
dieta humana. En el desarrollo de las variedades actualmente cultivadas se ha
prestado especial atencion al tamafio, la forma y la uniformidad. Hoy en dia los
mercados estan interesados en diferenciar los productos por otros atributos como son
los relacionados con el color, sabor, aroma y por el contenido de sustancias

beneficiosas para la salud.

Aunque se sabe mucho acerca de la herencia de los caracteres que determinan
el desempefio del cultivo, poco se conoce acerca de la herencia del color del fruto y
otros caracteres de calidad nutricional en el tomate cultivado. En este sentido, el
objetivo del presente trabajo fue reconocer patrones de variabilidad de caracteres
morfométricos, morfologicos y de calidad asociados al contenido de pigmentos de los
frutos de tomate provenientes de un cruzamiento entre entradas contrastantes.
Integrando la informaciéon generada por analisis fenotipicos, genéticos y metabdlicos
se pudieron identificar genotipos superiores de tomate con diferentes colores, formas y
tamafios de los frutos, con buen comportamiento agronémico y destacadas

caracteristicas de calidad.

En el campo experimental del Instituto de Horticultura (FCA-UNCuyo), durante la
campafa agricola 2014-2015, se evalué una poblacion segregante generada a partir
de dos materiales de tomate de fenotipo altamente contrastante. Los frutos se
cosecharon en estado maduro para realizar determinaciones de 25 caracteres
morfométricos, de aspecto y de calidad, y del contenido de 18 pigmentos carotenoides
y clorofilicos. La informacién generada por el andlisis fenotipico, el genético y el
metabdlico se integré aplicando técnicas de analisis estadisticos uni y multivariados.
Estos andlisis permitieron cuantificar la variabilidad genética generada, identificar
asociaciones entre las variables analizadas y casos particulares de expresion

fenotipica.

La frecuencia de los diferentes fenotipos para color de fruto en la generacion
segregante corresponde a un modelo de herencia de dos genes de segregacion
independiente con efecto epistatico de aparicibon de un nuevo fenotipo por
complementacion. Los resultados encontrados indican la existencia de variabilidad
genética en la poblacion evaluada para las variables morfométricas y de calidad, los
parametros de color y el contenido de pigmentos. Los descriptores de la forma y el

tamafio de los frutos indicaron una tendencia de las plantas segregantes hacia frutos



de menor peso, y de forma redonda o achatada. La disminucion de sélidos solubles
estaria relacionada con un aumento en el tamafio del fruto y viceversa, y por la
influencia del ambiente sobre los diferentes compuestos organicos responsables del
sabor.

Las variables asociadas al color mostraron valores de heredabilidad intermedios
o altos, en correspondencia con un cruzamiento entre variedades altamente
contrastantes. Las plantas con frutos rojos y marrones mostraron un alto contenido en
licopeno, trans-f3-caroteno, trans-y-caroteno, prolicopeno, di-hidroxi-licopeno y di-cis-y-
caroteno-1,2-epéxido. Muy pocos pigmentos estuvieron relacionados al color amarillo
de los frutos. Los pigmentos mas relacionados al color verde de los frutos maduros de
plantas segregantes F2 fueron clorofila a y b, feofitina a, b y c, y luteina, que también

se identificaron en los frutos marrones.

El andlisis de componentes principales permiti6 agrupar genotipos segun los
rasgos morfolégicos y la composicidn de pigmentos. Los frutos mas grandes tendieron
a ser achatados, con mas hombro, hendidura profunda y un pericarpio mas grueso. El
analisis factorial de los componentes principales mostré un patron semejante al del
analisis de correlaciones entre los caracteres analizados. La reciprocidad entre las
variables morfométricas y entre los descriptores del color y la calidad mostraron el
mismo patrén de asociaciones. La falta de correlacion entre estos grupos de variables
permitiria la seleccién de ambos caracteres de manera simultanea e independiente. La
relacion entre los individuos y el contenido de 18 pigmentos mostré al menos dos
sistemas de distribucion del contenido de clorofilas y carotenoides. El andlisis
discriminante revelé cuatro grupos correspondientes a las clases fenotipicas
establecidas por el color de los frutos, mientras que las variables morfométricas

contribuyeron a la dispersion de los individuos en las clases fenotipicas establecidas.

El conocimiento de los componentes de la variabilidad genética para
caracteristicas del fruto de tomate, la diferenciacion fenotipica de las nuevas
combinaciones genéticas obtenidas y la comprensiéon de las asociaciones entre los
caracteres agronomicos y de calidad permitieron identificar individuos de cualidades
sobresalientes en la progenie derivada de un cruzamiento entre variedades

contrastantes.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., hibridacion, caracterizacion
morfométrica, pigmentos carotenoides, pigmentos clorofilicos, diversidad fenotipica,

diversidad genética, mejoramiento genético.



ABSTRACT

The popularity of tomatoes as food and its high levels of consumption make this
vegetable one of the most important sources of vitamins and minerals in the human
diet. In the development of the varieties currently cultivated has been given special
attention to the size, shape and the uniformity of fruits. Markets are nowadays
interested in products distinguishable by other attributes, such as those related to color,

flavor and aroma, and the content of beneficial substances for health.

Although is knows much about the heritage of those characters that determine
the crop performance, little is known about the inheritance of the fruit color and others
characters of nutritional quality in the cultivated tomato. In this sense, the objective of
the present work was recognizing patterns of variability of morphometric, morphological
and quality characters associated to the content of pigments of tomato fruits from a
cross between contrastant accessions. Integrating the information generated from
phenotypic, genetic and metabolic analyses, superior genotypes were identified with
different colors, shapes and sizes of fruits, good agronomic performance and with

outstanding features of quality.

In the experimental field of the Institute of Horticulture (FCA-UNCuyo) during
the season 2014-2015, a segregant population generated from two highly contrasting
phenotype materials of tomato were assessed. Fruit were harvested at the ripe stage to
make determinations of 25 morphometric, appearance and quality characters, and the
content of 18 carotenoids and chlorophyll pigments. The information generated by
phenotypic, genetic and metabolic approaches were jointly analyzed applying uni and
multivariate statistical techniques. These analyses made it possible to quantify the
genetic variability generated, identifying associations between the variables analyzed

and particular cases of phenotypic expression.

The frequency of the different phenotypes for fruit color in the segregating
generation correspond to a model of inheritance of two genes with independent
segregation and a epistatic effect as a new phenotype appear by complementation.
These results indicate the existence of genetic variability in the population for the
morphometric and quality traits, color parameters and pigments content. Descriptors of
fruit shape and size indicated a trend of the segregating plants to fruits of lower weight,
and round or flattened shape. The decrease in soluble solids contents would be related
with an increase in the fruit size and vice versa, and by environment interactions over

the content of different organic compounds responsible of the flavor.



Traits associated with fruit color showed intermediate and high heritability
values in correspondence with a cross between highly contrasting varieties. Plants with
red and brown fruits showed a high content of lycopene, trans-B-carotene, trans-y-
carotene, prolycopene, dihidroxilycopene and di-cis-y-carotene-1,2-epoxide. Few
pigments were related to the yellow colored of the fruits. The pigments more related to
the green color of the mature fruits of F2 plants were chlorophyll a and b, phaeophytin
a, b and c, and lutein, that also were identified in brown colored fruits.

Principal components analysis allowed to group genotypes according to
morphological traits and pigments composition. The largest fruits tended to be
flattened, with marked shoulder, deep indentation and thicker pericarp. Factor analysis
of the principal components showed a pattern similar to correlations analysis.
Reciprocity between the morphometric traits and descriptors of fruit color and quality
showed the same association pattern. The lack of correlation between these groups of
variables, permits the selection of both characters simultaneously and in a independent
manner. Relationship between individuals and the contents of 18 different pigments
showed at least two systems of distribution of carotenoids and chlorophylls content.
Discriminant analysis revealed four groups corresponding to the phenotypic classes
established by the fruits color, while the morphometric traits contributed to the dispersal

of individuals at the corresponding phenotypic classes.

Knowledge of the components of the genetic variability for fruit traits of tomato,
the phenotypic characterization of new genetic combinations and the understanding of
the associations between agronomic and quality traits allowed to identify individuals of
outstanding characteristics in the progenies derived from a crosses between

contrasting varieties.

Key words: Solanum lycopersicum L., hybridization, morphometric
characterization, carotenoids pigments, chlorophylls pigments, phenotypic diversity,
genetic diversity, breeding.



1. INTRODUCCION
1.1. Descripcién, origen y domesticacion del tomate cultivado

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia
Solanaceae, seccidon Lycopersicon, y comparte el género con otras 12 especies
silvestres. Los tomates son nativos del oeste de América del Sur, con dos especies
endémicas de las Islas Galapagos (Darwin et al.,, 2003; Knapp y Darwin, 2007). La
descripcion hecha por Peralta et al. (2008) las caracteriza por ser plantas herbaceas
(Figura 1), erectas o decumbentes, de tamafio muy variable segun las variedades, y
pueden desarrollar raices adventicias desde los nodos basales. Algunas variedades
poseen crecimiento indeterminado, aunque existen otras que son semideterminadas o
determinadas (Hernandez Leal, 2012). Sus tallos son verdes y ramificados, con
numerosos tricomas glandulares que le dan a la planta su aroma caracteristico

(Sobrino Vesperinas y Sanz Elorza, 2010).

Poseen un sistema radicular amplio entre los 50-60 cm de profundidad,
compuesto de una raiz principal desde la que parten gran cantidad de ramificaciones.
Las hojas son compuestas, imparipinnadas y se disponen de forma alterna sobre el
tallo (Figura 1). Las inflorescencias son cimosas, de disposicion simpodial en el tallo,
simples o ramificadas, con numerosas flores de pedicelos cortos y articulados hacia la
mitad. Las flores son actinomorfas, hermafroditas y de polinizacién autbgama (Sobrino
Vesperinas y Sanz Elorza, 2010; Peralta et al., 2008). El caliz posee 5 o mas sépalos
soldados en la base, y es glanduloso-pubescente. La corola es de color amarilla,
posee 5 0 mas pétalos soldados en la base. Los estambres son glabros, iguales entre
si, unidos en la parte inferior y con la parte distal libre (Peralta et al., 2008). El ovario
es conico y poco glandular con el estigma capitado, de color verde usualmente incluido
en la columna estaminal (Sobrino Vesperinas y Sanz Elorza, 2010; Peralta et al.,
2008). Los frutos son bayas globosas de diferentes tamafios, formas y colores (Figura
2). Las semillas son pequefias y pubescentes, envueltas por mucilago (Sobrino
lllescas y Sobrino Vesperinas, 1989; Madhavi y Salunkhe, 2004; Peralta et al., 2008).

El tomate crece bajo un amplio rango de condiciones, se adapta bien a
diferentes tipos de suelos y tiene cierta tolerancia a la salinidad, aunque el crecimiento
de las plantas esta condicionado por la luz, la humedad y la nutricibn que reciben
(Alarcon Zayas, 2013). Para un desarrollo completo de su ciclo necesita gran cantidad
de calor. La temperatura minima de germinacion se sitia sobre los 10°C, y la 6ptima

entre los 20 y 30°C, aunque el rendimiento esta condicionado por el material cultivado,



y por diversos factores como el clima, la fertilidad del suelo, la sanidad del cultivo, etc.

(Sobrino lllescas y Sobrino Vesperinas, 1989; Madhavi y Salunkhe, 2004).

Se cree que el ancestro mas probable del tomate cultivado es S. pimpinellifolium,
una especie silvestre con la que hibrida naturalmente en el norte de Peru y sur de
Ecuador (Peralta et al., 2008). El tomate se domesticé en América, uno de los centros
de domesticacion propuestos es la zona de Peru (Peralta et al., 2008), y el otro es el
sur de México (Jenkins, 1948; Rick y Fobes, 1975). Aunque Peru fue ampliamente
aceptado como el centro de domesticacion, "la mayor parte de la evidencia histérica,
lingliistica, arqueoldgica y etno-botanica favorece a México como la fuente de los
tomates cultivados" (Foolad, 2007).

A principios del siglo XVI, el tomate fue llevado a Europa y otras partes del
mundo, inicialmente como una curiosidad botanica ya que se sospechaba la presencia
de alcaloides en la fruta (Mazzucato et al., 2008). El primer registro escrito sobre el
consumo de tomate cultivado en Italia fue realizado por Matthiolus (1544), en el cual
se describe el consumo del fruto con aceite y sal. Por lo tanto, el tomate ya se estaba
estableciendo en la cocina italiana en ese tiempo (Peralta et al., 2008). En el siglo
XVIII la especie fue llevada desde Europa a América del Norte (Rick, 1976) y en el
siglo XIX en América del Sur por la regién del Rio de la Plata. Debido a su éxito como
cultivo, el tomate encontré otros centros secundario de diversificacion (Bailey et al.,
1960; Garcia Martinez et al., 2006).

Algunas de las caracteristicas mas importantes que se seleccionaron durante el
proceso de domesticacién y el mejoramiento del cultivo fueron un sistema de
reproduccion con tendencia a la autogamia mediante el acortamiento del estilo, el
incremento del tamafio del fruto, formas y colores del fruto muy variados, uniformidad
en la produccién, entre otros (Chen et al., 2007; Paran y van der Knaap, 2007;
Rodriguez et al., 2013). Sin embargo, la selecciéon de los tomates produjo grandes
cambios, en especial una reduccion en la diversidad genética debido posiblemente a
deriva génica, eventos cuellos de botella, seleccién natural y artificial (Rick, 1976;
Rodriguez et al., 2013). Estudios moleculares estimaron que en los cultivares existe
menos del 5% de la variacion genética disponible mientras que el 95% restante se

encuentra en las especies silvestres (Miller y Tanksley, 1990).

Asimismo, la constitucion genética diploide (2n=24), el pequefio tamafio del
genoma, su corto ciclo de cultivo y la disponibilidad de herramientas gendémicas y
genéticas, convierten al tomate en uno de los més efectivos modelos genéticos para el

mejoramiento de los cultivos (Rodriguez, 2007).



El tomate cultivado, ademas de ser un cultivo de importancia econémica, es un
organismo modelo para el mejoramiento de los cultivos. Principalmente, por su facil
cultivo bajo una amplia gama de condiciones ambientales, ciclo vital corto, gran
potencial reproductivo, constitucion genética diploide (2n=24), pequefio tamafio del
genoma, gran potencial reproductivo, y la disponibilidad de herramientas genémicas y
genéticas (Rodriguez, 2007; Asprelli, 2011).

1.2. Importancia econdémicay valor nutricional del tomate

El fruto de tomate por su gran aceptacidon como alimento y versatilidad en la
elaboracion de comidas, es una de las hortalizas que mas se consume en todo el
mundo, con un promedio de 14 kg/afio per capita (FAO, 2004) y con una tendencia
ascendente (Peralta y Spooner, 2006). En la Argentina existe un incremento en la
produccién de este cultivo, siendo la tercera especie horticola en importancia por su
superficie cultivada. Una de las zonas productoras mas importantes de tomate para
industria es la region de Cuyo, mientras que la produccion de tomate para mercado en
fresco se localiza en los cinturones horticolas de la Ciudad Autonoma de Buenos
Aires, La Plata, Rosario, Corrientes y Salta (Corvo Dolcet, 2005; IDR, 20044, b).

En el plano internacional, el tomate es la segunda hortaliza mas consumida
después de la papa, con casi 13 Kg anual per cépita. En Argentina el consumo per
capita ronda los 26 Kg, de los que 14 Kg corresponden a tomate industrializado, y
representa el 1,21% del total mundial (IDR, 2004a; FAO, 2004). El cultivo de tomate se
realiza practicamente a lo largo del pais, y se cultivan tanto materiales de polinizacién
abierta como hibridos. La lista es dindmica, debido a que los cultivares se renuevan
continuamente buscando satisfacer los requerimientos de rendimiento y sélidos
solubles, regularidad en la forma y color del fruto, resistencia a enfermedades, aptitud
para el transporte (IDR, 2004a, b; Corvo Dolcet, 2005). Los cultivares comerciales de
tomate que se adaptan a las cadenas de produccidén-consumo, son en su mayoria
frutos de color rojo y de caracteristicas organolépticas deficientes. Aunque pueden
tener una vida poscosecha prolongada si se combinan momentos oportunos de
cosecha con conservacion a bajas temperaturas (Rosell6 Ripollés y Nuez Vifals,
2006).

Actualmente, los consumidores aumentaron la demanda de productos horticolas
con una preferencia hacia caracteres de calidad como el sabor, aroma y color, pero
gue también aporten sustancias beneficiosas para la salud. Particularmente, el fruto de
tomate es una importante fuente de antioxidantes, como carotenoides, a-tocoferol,

flavonoides y compuestos fendlicos, para la dieta humana (Quadrana, 2013). Ademas,



contienen azucares como fructosa, glucosa y sacarosa, y acidos organicos como
citrico y malico principalmente, que constituyen del 53% al 65 % de los solidos
solubles. Poseen compuestos volatiles responsables del aroma, aminoacidos,

vitaminas (A, C y E) y otros metabolitos (Blum et al., 2005; Asprelli et al., 2016).

De los pigmentos carotenoides encontrados en el fruto de tomate, sobresalen el
B-caroteno por ser precursor de la vitamina A (Meléndez Martinez et al., 2004), y el
licopeno por poseer una elevada capacidad antioxidante celular (Jones, 2000; Di
Mascio et al., 1989; Stahl y Sies, 1996; Gerster, 1997; Bramley, 2002). Ademas, estos
compuestos reducen el riesgo de incidencia de algunos tipos de cancer mediante la
intervencion en los sistemas de desintoxicacion celular (Quifiones et al., 2012; Tomas
Barberan, 2003), la activacién de la apoptosis, la disminucién de la angiogénesis y la
metastasis (Kirsh et al., 2006; Palomo et al., 2010 a, b).

1.3. Color del fruto de tomate

El color del fruto de tomate es uno de los atributos mas importantes y complejos
de la calidad del producto (Kabelka et al., 2004). Actualmente, se han caracterizado al
menos 20 genes de herencia simple que influyen en el contenido de carotenoides,
variando en el tipo, concentracion y distribucion en el fruto. Muchas de las variantes de
color han sido identificadas como mutantes espontaneas en materiales cultivados,
aungue también estan presentes en especies silvestres relacionadas (Labate et al.,
2007). Ademas se han identificado numerosos genes de efecto cuantitativo (QTL)
asociados con el color rojo del fruto (Saliba Colombani et al., 2001; Causse et al.,
2002), que hasta pueden tener efectos epistaticos y pleitrépicos (Labate et al., 2007).
Liu et al. (2003) mencionan que “existe mucho detras del color del fruto de tomate que

solamente genes simples involucrados en la sintesis de pigmentos”.
2. FORMULACION DEL PROBLEMA

El avance en el mejoramiento del valor nutricional del tomate esta determinado
principalmente por la disponibilidad de suficiente variabilidad genética y el
conocimiento de las acciones génicas. La mayoria de las variedades cultivadas y un
grupo de especies silvestres poseen frutos rojos a la madurez, pero también hay

variedades que producen frutos de color verde, amarillo, anaranjado y marrén.

Los resultados obtenidos recientemente en los perfiles metabdlicos de diferentes
colecciones de tomate abren nuevos horizontes para relacionar genes especificos con
fitonutrientes de interés (Overy et al., 2005; Schauer et al., 2005, 2006; Schauer y
Fernie, 2006; Quadrana et al., 2014), los cuales relacionan directamente el consumo

de hortalizas con un mejor aporte a la alimentacion. En base a esto, es que se han



implementado estrategias basadas en la seleccion fenotipica de individuos o familias
genéticas para mejorar la calidad nutricional del cultivo (Hanson et al., 2004,
Rousseaux et al., 2005; Willits et al., 2005).

Actualmente, la oferta creciente de productos horticolas de mejor calidad, buen
sabor, aroma y color denota una preferencia por parte de los consumidores.
Simultdneamente, se ha incrementado el interés por los alimentos que contienen
compuestos bioactivos, que confieren no solo valor nutricional sino también

propiedades beneficiosas para la salud (Peralta et al., 2016).
3. OBJETIVO GENERAL

Reconocer patrones de variabilidad de caracteres morfométricos, morfolégicos y
de calidad, y en el contenido de pigmentos de los frutos de tomate provenientes de un
cruzamiento. Integrando la informacibn generada a partir de analisis

fenotipicos, genéticos y metabdlicos.

3.1. Objetivos especificos

e Analizar diferentes caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas de
los frutos de tomate en los individuos parentales, el hibrido y la poblacién
segregante.

¢ Analizar los componentes de la variabilidad y establecer asociaciones entre los

caracteres morfométricos y de calidad del fruto de tomate.
4. HIPOTESIS

Es posible identificar genotipos superiores de tomate cultivado con diferentes
colores, formas y tamafos de los frutos, con buen comportamiento agronémico y
destacadas caracteristicas de calidad a partir de una poblacién F2 segregante para

dichos caracteres.
5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Disefio experimental

El experimento se llevé a cabo en el Instituto de Horticultura de la Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo, provincia de Mendoza, Argentina
(33° 0,3 S; 68° 52,2° O; 912 m.s.n.m.). La poblacion segregante se obtuvo por
autofecundaciéon del hibrido entre dos materiales de tomate de fenotipo altamente

contrastante.

Las semillas utilizadas para obtener los individuos progenitores fueron

generadas por seleccion de plantas autofecundadas durante cinco temporadas. A



partir de una muestra original de semillas de polinizacién abierta depositadas en el
Banco de Germoplasma del INTA La Consulta. La entrada 4637 actu6 como progenitor
femenino, la cual es de origen ruso, posee frutos de color marrén, tamafio grande y
forma semiaplanada (Figura 3.a). La entrada 4635, procedente de Inglaterra, actu6
como progenitor masculino, y corresponde a un tomate tipo cherry de color amarillo

palido y forma esférica (Figura 3.b).

Durante la temporada estival 2014-2015 se evaluaron cinco plantas del
progenitor femenino, seis plantas del progenitor masculino, cuatro plantas de la
generacion F1 y 99 plantas de la generacion F2, en un disefio completamente
aleatorizado (Montgomery, 1991). El marco de plantacion fue de 1,5 m entre surcos y
0,3 m entre plantas. El cultivo estuvo protegido por malla antigranizo, y se realizaron
las tareas culturales tipicas y fitosanitarias necesarias para su desarrollo hasta finalizar
el periodo de cosecha. El manejo hidrico del cultivo consistié en riegos periddicos por
goteo, complementando con riego por surco a fin de mantener el nivel de humedad del

suelo en capacidad de campo.
5.2.  Andlisis morfométrico, morfolégico y de calidad

Se cosecharon seis frutos de cada planta cuando los mismos desarrollaron el
color de madurez en al menos el 90% de su superficie (Nuez, 1991). De cada fruto se
obtuvo el peso (gr) con una balanza analitica. Los frutos se cortaron longitudinalmente.
Una mitad se utiliz6 para medir el contenido de sélidos solubles (°Brix) con un
refractbmetro manual, mientras que la otra mitad se utiliz6 para tomar una imagen

digital de la cara interna con un escaner de escritorio a 300 dpi con fondo negro.

Las imagenes fueron analizadas mediante el programa Tomato Analyzer v3.0
(Gonzalo et al., 2009) para obtener los valores de 22 variables cuantitativas medidas
sobre los frutos. El tamafio se describi6 morfométricamente a través del area, ancho,
alto y perimetro, mientras que la caracterizacion morfolégica se logr6 mediante
variables que describieron la forma y el aspecto de los frutos (relacion alto/ancho,
cuadrangularidad proximal, cuadrangularidad distal, triangularidad, hombro, hendidura
proximal, hendidura distal, protrusion distal, area del pericarpio, grosor del pericarpio; y

el ajuste a las formas elipsoidal, circular, rectangular, obovoide y ovoide).

Los caracteres de calidad incluyeron al contenido de solidos solubles y los
parametros de color interno del fruto (CIEL*a*b*). De este modo, la descomposicion de
un determinado color se hace en las coordenadas de cromaticidad que contemplan
valores de +L* (blanco) a —L* (negro), de +a* (rojo) a —a* (verde), y de +b* (amarillo) a

—b* (azul) de manera complementaria (Figura 4). La calibracion del scanner para el



analisis colorimétrico se realizé siguiendo la metodologia de Darrigues et al. (2008)
con un colorimetro manual. Para una descripcion mas préactica del color del fruto y con

fines de gradacion se utilizo la funcién de indice de color (Goose y Binsted, 1964):
indice de color = {a*L*/[(a*2L*)+(b*2L*)]"}/L*
5.3. Pigmentos y colores en el tomate

El contenido y perfil de pigmentos de los frutos se realizd6 sobre muestras de
pericarpio de cada planta pertenecientes a la poblacion parental, F1 y F2 en el
Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cordoba. Las determinaciones se realizaron por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) con un equipo VARIAN 1200
provisto de bomba cuaternaria y columna cromatogréfica de fase reversa (C18)
termostatizada a 35°C, y un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo equipado

con una interfase de ionizacién por electrospray.

Los extractos lipofilicos e hidrofilicos se obtuvieron segun el procedimiento
propuesto por Toor y Savage (2005) a partir de porciones de pericarpio liofilizados de
los frutos de tomates cosechados. Las condiciones de ensayo y fase mévil fueron las
descriptas por Ferreres et al. (2004), Garrido Frenich et al. (2005) y Torres y Andrews
(2006) en funcién de la naturaleza de los diferentes pigmentos. Los criterios de
identificacion de los compuestos individuales fueron los tiempos de retencién y los
espectros de masa de los picos obtenidos respecto a estandares comerciales (Figura
5).

A través de la prueba de chi-cuadrado, se analizé la frecuencia de los diferentes
fenotipos para color de fruto en la generacion segregante respecto a las proporciones
mendelianas esperadas (9:3:3:1). De acuerdo a un modelo de herencia de dos genes
de segregacion independiente con efecto epistatico de aparicion de un nuevo fenotipo

por complementacion (Calise y Asprelli, 2011).
5.4. Andlisis estadistico y de clasificacion

El analisis inicial de los datos se realiz6 con los programas Infostat (Di Rienzo et
al., 2013) y Statistica 6.0 (StatSoft, 2003). Se verifico la distribucion normal y se
obtuvieron los valores promedio, el desvio estandar y coeficiente de variacion de los
caracteres cuantitativos evaluados. Ademas, se analizaron las correlaciones entre

ellos y se compararon los valores medios por la prueba de Duncan.



Para determinar el comportamiento de los individuos de tomate evaluados en la
poblacion segregante, se realiz6 un andlisis de varianza a un criterio de clasificacion

(Montgomery, 1991) segun el modelo lineal simple:
Yij: p+ G+ Eij

en donde Yj es la observacion del j-ésimo fruto para la i-ésima planta de la
poblacion evaluada, 1 es la media general del experimento, G; es el efecto de la i-
ésima planta, y E; es el error experimental. Suponiendo un disefio completamente
aleatorizado, las esperanzas de los cuadrados medios para este modelo (Montgomery,
1991) son:

. : Cuadrado Esperanza de
Fuente de variacion Grados de libertad T alenlere meils
Entre genotipos ki-1 Vi 0e? + k2 062
Entre réplicas dentro de 2
genotipo ka(kz-1) Ve e

A partir de este modelo pueden estimarse las componentes de varianza
ambiental, fenotipica y genotipica. Como se considera que la oe? es una estimacion de
la varianza ambiental promedio (Mariotti, 1986), la variabilidad genética de una
poblacion puede obtenerse a partir de la varianza observacional, de acuerdo a la

expresion (Falconer y Mackay, 1996):
VG = Vp - VE

donde Vp es la varianza fenotipica, Vs es la varianza genética y Ve es la
varianza ambiental. La varianza genética poblacional s> se estima a partir de la

varianza observacional consecuencia de la particion del analisis de la varianza:
- Varianza genética (0c?) = (V1 + Va)/ks
- Varianza ambiental (0g?) = V-
- Varianza fenotipica (0r%) = 0g?+ 0g?

Asi, a partir de estos parametros poblacionales se calcul6 el grado de
determinacion genética (GDG) o heredabilidad en sentido amplio para cada variable

analizada de acuerdo a la expresion (Mariotti, 1986):
GDG = VG/ Vp

El analisis de la heredabilidad estima las contribuciones relativas de las
diferencias en factores genéticos y no genéticos a la varianza fenotipica total en una

poblacion, incluyendo efectos genéticos de aditividad, dominancia, epistasis y las



interacciones genotipo-ambiente. Asi, el valor de la heredabilidad indica en qué grado
un rasgo se debe a causas genéticas o ambientales (Mariotti, 1986). El intervalo de
este pardmetro es de 0 a 1, indicando cerca de cero un fuerte componente ambiental,
mientras que valores cercanos a la unidad representan una elevada influencia
genética y un bajo componente ambiental (Bécquer Zufiiga, 2005). De este modo, su
error de estimacion esta asociado con la variancia de las variancias utilizadas en la
estimacion. En el supuesto de una distribucién normal de los valores de GDG en una

poblacién, una estimacion aproximada del error del GDG se da por (Mariotti, 1986):
EEcbc = {[2(N-1)(1-GDG?)(1+(k2-1)GDG)?] / [k22(N-k1)(N-1)]} *

Luego, se integro la informacion generada por el andlisis fenotipico, el genético y
el metabdlico aplicando técnicas de andlisis estadisticos uni y multivariados para
establecer asociaciones entre las variables morfométricas, los parametros de color y
aspectos de calidad comercial y nutricional. Las técnicas de analisis multivariado
permiten la clasificaciéon de individuos en grupos de caracteristicas uniformes, y
detectar las principales variables responsables de dicha dispersién y las relaciones

existentes entre ellas (Hotelling, 1933).

Se utilizaron las caracteristicas morfométricas y de color de los frutos para
realizar analisis de componentes principales y de factores (Rao, 1964; Bennett y
Bowers, 1976; Dunn y Everitt, 2004) mediante el programa Statistica 6.0 (StatSoft,
2003). Estos métodos generan un numero menor de factores como combinaciones
lineales de las variables iniciales por su elevada correlacion intragrupal pero con baja
correlacion con las de distinto grupo (Bennett y Bowers, 1976). Con esta reduccion de
dimensiones se simplifica el andlisis de la dispersion de las observaciones,
permitiendo predecir el comportamiento general de la poblacién considerando solo

unas pocas caracteristicas.

El analisis de Biplots (Gabriel, 1971) muestra las observaciones y las variables
en el mismo grafico, de forma tal que se pueden hacer interpretaciones sobre las
relaciones conjuntas entre ellas, ya que surgen de las componentes principales de la
dispersion. En este trabajo, se aplicO este método para comparar los individuos en
funcion del contenido relativo de los diferentes pigmentos detectados por HPLC. La
configuracion de las observaciones se corresponden con vectores, donde la distancia,
las direcciones y los angulos pueden interpretarse en términos de las correlaciones

entre las variables observadas y sus contribuciones.

Para clasificar a los individuos en funcion de la descripcion integral de los frutos

maduros combinando la informacion morfométrica y el contenido relativo de los



diferentes pigmentos, se realiz6 un analisis discriminante con programa Statistica 6.0
(StatSoft, 2003). Este método también presenta combinaciones lineales de las
variables originales expresadas por una funcion discriminante (Jenrich, 1977), pero
considerando la pertenencia a priori de cada individuo a uno de los grupos
establecidos previamente.

5.5. Identificacién de genotipos superiores

La transgresion es definida como la aparicion de individuos en la poblacién
segregante con valores superiores a los extremos de los fenotipos progenitores (Rick y
Smith, 1953). Este fenbmeno se da como una propiedad emergente de nuevas
combinaciones genéticas generadas por recombinacién o por complementacion de

genes junto con el desenmascaramiento de alelos recesivos.

Con el propésito de detectar individuos transgresivos en la generacion F2 con
caracteristicas superiores de calidad de fruto, se compararon los valores medios de las
variables peso de fruto, grosor del pericarpio, contenido de sélidos solubles y el indice
de color con los observados en ambos parentales y la generacién F1 respecto a las
cuatro clases fenotipicas determinadas por el color de los frutos. De este modo,
aguellos individuos segregantes que superaron el intervalo de confianza del 95% se
consideraron transgresivos respecto a la clase fenotipica correspondiente, excepto
para el fenotipo de frutos verdes ya que al ser un fenotipo nuevo segun el modelo de

herencia propuesto para color de fruto carece de parental para su comparacion.

La seleccion de individuos transgresivos para peso de fruto, grosor de pericarpio
y contenido de sélidos solubles se realizé sobre aquellas plantas que superaron el
limite de confianza superior, a fin de elevar los valores medios en las poblaciones que
se deriven de ellas. Para el indice de color se seleccionaron aquellos individuos
transgresivos que superaron tanto el limite de confianza superior como el inferior para

obtener nuevos genotipos con intensidades de color diferenciales.
6. RESULTADOS

De la poblacién segregante, se observaron 55 plantas de frutos rojos (A_B ), 15
de frutos marrones (aaB_), 21 de frutos amarillos (A_bb) y ocho plantas de frutos de
color verde (aabb) (Figura 6). Segun el valor obtenido de la prueba de chi-cuadrado

(Tabla 1), la proporcion de individuos de la generacién F2 pertenecientes a cada clase

fenotipica se ajusté a una proporcion 9:3:3:1 (X?gl=3=1,54; pa=0,05=7,81).

El andlisis de distribucién de frecuencias de las variables morfométricas y de

calidad mostré en general un ajuste satisfactorio a la distribucién normal. El andlisis de



variancia realizado para las variables consideradas (Tabla 2) mostré diferencias
altamente significativas (p<0,001) entre las plantas de la poblacion segregante de
tomate evaluadas, excepto para el parametro de forma obovoide y para la protrusién
distal del fruto.

Las estimaciones del grado de determinacion genética (GDG), o heredabilidad
en sentido amplio, para cada variable mostraron un rango de 0,03-0,44 (Tabla 2). El
indice de color y el parametro de color a* mostraron los mayores valores de GDG
(0,38 y 0,44 respectivamente). Por su parte, el parametro de color b*, la forma, y el
contenido de sdlidos solubles mostraron valores intermedios (0,22<GDG<0,31),
mientras que 11 variables tuvieron valores de GDG menores a 0,10.

El andlisis de correlaciones mostré que el peso del fruto se vinculé de manera
directa con las variables perimetro, area, alto, ancho y area del pericarpio, pero de
manera inversa con la forma y el grosor del pericarpio. Las variables descriptoras del
aspecto geométrico del fruto se correlacionaron positivamente entre si, y con las
dimensiones de la hendidura proximal y distal. El contenido de sélidos solubles mostré
correlaciones bajas con las variables morfométricas (Tabla 3a). Respecto al contenido
de pigmentos se observaron pocas correlaciones significativas, algunas de ellas entre
di-hidroxi-licopeno, licopeno, licoxantina, luteina, neurosporeno, prolicopeno, fitoflueno
y fitoeno. Por otro lado, se observaron correlaciones entre los pigmentos clorofilicos
clorofila b, clorofila-deriv.18, clorofila a, feofitina a, feofitina b y feofitina ¢ (Tabla 3b). La
Unica correlacion entre las variables morfométricas y el contenido de pigmentos se
observé para peso con clorofila a y clorofila-der.18. Los parametros de color CIEL*a*b*
y el indice de color mostraron asociaciones significativas con varios pigmentos del
fruto de tomate como trans-B-caroteno, di-hidroxi-licopeno, licopeno, licoxantina,

prolicopeno, fitoflueno y fitoeno (Tabla 3c y 3d).

El andlisis de factores se realiz6 a partir de los valores promedio de cada
variable cuantitativa evaluada sobre las entradas 4635 y 4637, la generacion F1y F2
de tomate (Tabla 4a y 4b). Se consideraron los 3 primeros factores de carga, ya que
con ellos se explicé el 60% de la variabilidad fenotipica. El primer componente aporto
un 28%, el segundo un 21% vy el tercero un 11%, el resto de los factores no mostraron
un aporte significativo a la distribucibn de los individuos en el espacio
multidimensional. Las variables peso, perimetro, é&rea, ancho, alto, forma,
cuadrangularidad proximal, cuadrangularidad distal, forma geométrica (elipsoidal,
circular, rectangular), alto del hombro, hendidura proximal, hendidura distal, area y
grosor del pericarpio presentaron valores de carga =|0,60| en la primer componente

principal. En la segunda componente las variables que mas aportaron fueron los



parametros L* y a* indice de color, y los pigmentos trans-p-caroteno, di-hidroxi-
licopeno, licopeno, licoxantina, prolicopeno, fitoflueno y fitoeno. Para la tercer
componente se obtuvieron factores de carga elevados para los pigmentos clorofila a,
clorofila b, feofitina a, feofitina b y feofitina c (Tabla 5).

El andlisis de componentes principales realizado sobre la poblacién completa, a
partir de los valores promedio de cada variable cuantitativa evaluada (Tabla 4a y 4b),
mostré que los individuos se distribuyeron en cuatro regiones principales (Figura 7). Se
encontré un primer grupo integrado por las plantas del progenitor 4635, préximo al
grupo 2 con segregantes de frutos de color amarillo y verde. Mientras que el grupo 3
incluyé a las plantas del progenitor 4637, y el grupo 4 a las plantas de la generacion
F1 y segregantes de frutos rojos y marrones. Ademas, pudieron identificarse dos

individuos que quedaron alejados de estas agrupaciones.

La relacién entre los individuos y su contenido en los diferentes pigmentos
detectados por el método de HPLC se obtuvo por el andlisis de Biplot (Figura 8). Se
observé cierta ortogonalidad en la distribucion del contenido de pigmentos clorofilicos
y carotenoides. El contenido de clorofila a y b, clorofila-deriv.18, feofitinas a, b y c,
luteina y un pigmento no identificado, explica la dispersion de los fenotipos de fruto
color marrén y verde (grupos |, Il y lll). Por su parte, el contenido de trans-B-caroteno,
neurosporeno, di-hidroxi-licopeno, trans-y-caroteno, licoxantina, licopeno, fitoflueno,
fitoeno y prolicopeno, explicaron el agrupamiento de los individuos de frutos rojos
(grupo V). Por otro lado, el pigmento di-cis-y-caroteno-1,2-ep6xido se asocié a frutos

de color amarillo (grupo V).

La integracion de la informacion generada se logré a través del andlisis
discriminante, en funcién de las cuatro clases fenotipicas observadas en la poblacion.
Los individuos se distribuyeron tanto por sus perfiles de pigmentos como por
caracteristicas morfométricas y de calidad (Figura 9). Ninguno de los individuos se
excluyd del modelo discriminante, el cual contemplé todos los caracteres

considerados.

Los individuos transgresivos en la generacion F2 con caracteristicas superiores
de calidad de fruto se identificaron en funcion de las variables peso de fruto, grosor del
pericarpio, contenido de solidos solubles y el indice de color, respecto a los
observados en ambos parentales y la generacién F1 (Figura 10,11,12 y 13). Asi, para
peso de fruto se seleccionaron los individuos F2-36 y F2-62 de frutos amarillos, y F2-
16, F2-112 y F2-53 de frutos rojos. Para el contenido de sélidos solubles se

seleccionaron las plantas F2-100 de frutos amarillos, y F2-86, F2-104 y F2-68 de frutos



rojos. Para grosor de pericarpio, los individuos destacados fueron F2-60, F2-61 y F2-
111 de frutos rojos. Para indice de color los genotipos destacados F2-8 y F2-90 de
frutos amarillos, F2-88 de frutos marrones, y F2-114, F2-14, F2-41, F2-50, F2-64, F2-
66, F2-73, F2-84, F2-87, F2-92 y F2-93 de frutos rojos.

Al mismo tiempo, se identificaron individuos transgresivos superiores para dos
caracteristicas. Las plantas F2-112, F2-24 y F2-67 se destacaron por peso de fruto e
indice de color, F2-60 por el contenido de sélidos solubles y grosor del pericarpio, F2-
104, F2-68, F2-81 y F2-91 por sélidos solubles e indice de color, y F2-56 por grosor
del pericarpio e indice de color. Todos estos individuos fueron de frutos color rojo.
Finalmente, no se encontré un patron de asociacion de los 18 pigmentos detectados
por HPLC con el contenido de soélidos solubles ni con las variables que componen la

forma y el tamafio de los frutos.
7. DISCUSION

Los resultados encontrados indican la existencia de variabilidad genética en la
poblacion evaluada para las variables morfométricas y de calidad, los parametros de
color y el contenido de pigmentos. La descripcibn morfométrica y morfolégica de los
frutos permiti6 establecer diferencias y determinar asociaciones en diferentes
caracteres asociados a la forma, tamafio y aspectos de calidad. La utilizacion del
programa Tomato Analyzer permitié analizar objetivamente y de manera rapida las
caracteristicas de los frutos (Brewer et al., 2006, 2007), lo que resulta en informacion
con un alto grado de consistencia y repetitividad (Filho et al., 2010). Los valores de
GDG fueron en general altamente variables, desde valores bajos (GDG<0,22) e
intermedios (0,22<GDG=<0,31) a elevados (GDG>0,31), determinados por las
diferencias marcadas entre los genotipos utilizados como progenitores y por

variaciones de origen ambiental.

El resultado del analisis fenotipico apoya la hip6tesis de un sistema digénico con
efectos de dominancia que controla la expresion fenotipica del color del fruto. A través
de la prueba de chi-cuadrado se pudo verificar que las proporciones fenotipicas
observadas en la poblacion de estudio se ajustan a los valores esperados 9:3:3:1
segun los principios mendelianos de transmision independiente. El progenitor
femenino 4637 produce frutos marrones ya que porta el alelo “gf” en homocigosis
recesiva, y el alelo dominante “R”. El progenitor 4635 en cambio porta el alelo “r’ en
homocigosis recesiva y el alelo dominante “GF”. La generacion F1 tuvo frutos de color
rojo debido al efecto de complementacién. En la generacion F2 se encontraron cuatro

fenotipos (frutos de color rojo, marrén, amarillo y verde) donde el fenotipo de menor



frecuencia resulta novedoso ya que no aparece en los progenitores ni en la F1, y surge

por efecto epistatico de complementacion.

En comparacién con el trabajo de Calise y Asprelli (2011), en las generaciones
derivadas de un cruzamiento entre un material con frutos marrones y uno de frutos
anaranjados, los genes determinantes del color del fruto mostraron el mismo patrén de
segregacion. Sin embargo, en otro cruzamiento donde el progenitor de frutos amarillos
fue reemplazado por otro de frutos anaranjados presentd una segregacion
distorsionada. Una explicacion posible para estos resultados podria darse a través del
trabajo de Barry y Pandey (2009), que describen cinco diferentes mutantes dentro de
la secuencia del gen green flesh, y Kachanovsky et al. (2012) que describen un efecto

epistatico del gen tangerine sobre el gen yellow flesh.

Los trabajos acerca de la acciéon de mutantes simples para la produccion de los
diferentes pigmentos en el fruto de tomate son numerosos. Actualmente, existen mas
de 20 mutantes simples caracterizados en tomate que influyen en el tipo, cantidad y
distribucion de pigmentos en el fruto (Labate et al., 2007). Estos genes actlian sobre la
produccién de carotenoides y antocianinas, y sobre la degradacion de la clorofila en el
fruto durante la maduracién. Sin embargo, existen muy pocos reportes de resultados
de cruzamientos entre tomates cultivados que producen frutos amarillos, anaranjados
o marrones. Se han documentado interacciones epistaticas que alteran la ruta
biosintética de los carotenoides (Kachanovsky et al., 2012) restituyendo la produccién
de diferentes pigmentos. Boswell (1937) determiné la existencia de tres genes
involucrados en la determinacién de los pigmentos de los frutos de pulpa amarilla
palida y pulpa naranja, y la ausencia de color en la piel del fruto. Le Rosen et al. (1941)
demuestran que el color de la pulpa del fruto y el color de la piel no presentan
relaciones genéticas ni quimicas. Por otro lado, varios compuestos volatiles
importantes derivados del metabolismo de acidos grasos o degradacion de
carotenoides, pueden alterarse en mutantes como una consecuencia indirecta de la

inhibicion de la degradacion de clorofila (Goff y Klee, 2006; Barry et al., 2008).

En el brazo largo del cromosoma 8 de tomate se ha identificado al gen green
flesh (GF) el cual desencadena la degradacion de clorofila en el inicio de la
maduracion del fruto (Park et al., 2007; Barry et al., 2008; Egea et al., 2010). Este gen
codifica una proteina requerida para la degradacion de la clorofila, pero no contiene
dominios ni motivos estructurales que indiquen propiedades funcionales. Barry y
Pandey (2009) analizaron la secuencia de ADN de 26 variedades de frutos de color
marrén y observaron cuatro alelos que generan el retraso de la degradacion de

clorofila, acumulando simultdneamente pigmentos carotenoides. El origen de estos



alelos no es muy claro, aunque se sugiere que las variedades que portan estos alelos

se han originado en Rusia (Male, 1999).

Los datos de genoatipificacion indican que la mutacion del locus GF ha ocurrido al
menos cuatro veces en ocasiones separadas (Park et al., 2007; Barry et al., 2008). La
entrada 4637 utilizada en el presente estudio como progenitor femenino corresponde a
una seleccion local de la variedad ‘Black from Tula’ que es portadora del alelo gf®,
miembro de la familia de genes STAY GREEN (SGR), originado por una delecién de
2pb (Park et al., 2007; Barry et al., 2008). El efecto de esta mutacion sumada a la
acumulacién de pigmentos rojos produce el fenotipo de frutos marrones en esta

entrada y en la poblacién segregante.

Para la coloracion amarilla de los frutos de la entrada 4635 y de algunos
individuos de la generacién F2, los genes candidatos son yellow flesh (r) en el brazo
corto del cromosoma 3 (Rick y Butler, 1956; Fray y Grierson, 1993), apricot (at) en el
cromosoma 5 (Jenkins y Mckinney, 1955) y sherry (sh) en el cromosoma 10 (Zscheile
y Lesley, 1967). Si bien todos producen frutos amarillos, apricot y sherry producen
ademas manchas rojas en el fruto maduro. Por su parte, el mutante yellow flesh
produce polienos reducidos y concentraciones minimas de pigmentos carotenoides
(Labate et al., 2007). Se cree que el color amarillo resulta de bajas cantidades de
carotenoides amarillos, como la luteina, que se encuentran normalmente en los tejidos

verdes, y de flavonoides en la piel (Paran y van der Knaap, 2007; Vogel et al., 2010).

Entre todos los genes reportados para el color de fruto, los que mejor explican
los resultados de este trabajo son "green flesh” y “yellow flesh”. El gen gf (green flesh)
en estado recesivo interrumpe la via de degradacion de la clorofila durante la
maduracion del fruto (Kerr, 1956). El gen r (yellow flesh) en estado recesivo interrumpe
la ruta biosintética encargada de producir pigmentos carotenoides, principalmente
licopeno que confiere el color rojo caracteristicos de tomates cultivados, con la
concomicante reduccion de pigmentos carotenoides (Vogel et al.,, 2010). Asi, el
progenitor 4635 de frutos amarillos tendrd una constitucion genética rrfGFGF, el
progenitor femenino 4637 de frutos marrones por la combinacion del color rojo de los
licopenos con el verde de la clorofila serd RRgfgf, el hibrido de frutos rojos sera
RrGFdf, y el fenotipo de frutos verdes serd el homocigoto doble recesivo (rrgfgf) donde

tanto la produccion de carotenos y la degradacion de la clorofila se interrumpen.

Las dimensiones del fruto son reguladas en varias etapas a lo largo del
desarrollo de la planta, antes y después de la antesis. Estos niveles involucran al

tamafio de los meristemas, el nimero de primordios y el nimero de células del



primordio carpelar (Szymkowiak y Sussex, 1992; Clark et al.,, 1993; Suzaki et al.,
2004), la proliferacién y la ampliacion celular (Dinneny et al., 2005; Ostergaard, 2009;
Gillaspy et al., 1993; Xiao et al., 2009; van der Knaap et al., 2014).

Numerosos estudios genéticos en cruzamientos entre tomates silvestres y
tomates cultivados de varios tamafos y formas, establecieron que la forma y el tamafio
del fruto de tomate son heredados cuantitativamente (Powers, 1941; Fogle y Currence,
1950; Ibarbia y Lambeth, 1969; Labate et al., 2007; Grandillo et al., 1999a; Tanksley,
2004). Ademaés, varios autores han demostrado que genes cualitativos, ya sea con o
sin efectos sobre la forma, a menudo también ejercen efectos sobre el tamafio o estan
ligados a los genes que afectan el tamafio y la forma (Lindstrom, 1928; MacArthur,
1934, 1935; Yeager, 1937; MacArthur y Butler, 1938; Grandillo et al., 1999a). También
se conoce la base molecular de las mutaciones que dieron origen a los alelos
derivados, inversiones, duplicaciones, asi como polimorfismos de nucleétido Unico en

promotores y regiones codificantes (van der Knaap, 2013; van der Knaap et al., 2014).

Los valores obtenidos para los descriptores de la forma y el tamafio de los frutos
indicaron una tendencia hacia frutos de menor peso (Grandillo y Tanksley, 1996;
Zorzoli et al., 1998), y de formas redonda y achatada. Asi, en los hibridos se pudo
observar que los frutos presentaron reduccién en el peso y el tamafio. Grandillo et al.
(1999a) proponen que los alelos de los frutos pequefios son parcialmente dominantes
sobre los alelos de los frutos grandes. La dominancia parcial de frutos pequefios sobre
grandes se demostr6 en estudios previos por métodos cuantitativos clasicos
(MacArthur y Butler 1938; Khalf-Allah y Mousa, 1972; Banerjee y Kalloo, 1989;
Grandillo et al., 1999a). Las progenies generadas por el cruzamiento entre frutos
pequefios y grandes casi siempre segregan de una manera continua con respecto al
tamafio y la forma del fruto, lo que indica que durante el proceso de domesticacion se
han dado mutaciones en un nimero de diferentes loci genéticos (MacArthur y Butler,
1938; Benerjee y Kalloo, 1989; Grandillo et al., 1999a).

Resultados similares respecto a la disminucién del peso y tamafio de los frutos
en hibridos obtenidos por cruzamientos con especies silvestres fueron descriptos por
otros autores (Weller et al., 1988; Zorzoli et al., 1998; Lippman y Tanksley, 2001,
Rodriguez, 2007). Weller et al. (1988) proponen la existencia de poligenes con efectos
dominantes en los taxones silvestres que ocasionarian la reduccion observada en el
tamafio de los frutos provenientes de sus hibridos. Otros autores demostraron que
existen efectos geométricamente aditivos cuando se cruzan genotipos con frutos de
tamafo pequefio y genotipos con frutos de tamafio grande (MacArthur y Butler, 1938;
Hiorth, 1985; Frary et al., 2000; Rodriguez et al., 2011).



Trabajos de genetistas clasicos proponen entre cinco y 20 genes involucrados
en la herencia del tamario y peso del fruto de tomate (Powers, 1941; Fogle y Currence,
1950; Ibarbia y Lambeth, 1969; Labate et al., 2007). Alpert y Tanksley (1996)
identificaron el gen de efecto cuantitativo fw2.2, un QTL mayor para el peso de los
frutos, ubicado en el cromosoma 2 de tomate que esta presente en las especies
silvestres y que ha tenido una sustitucion alélica durante la domesticacion del tomate
cultivado. Este gen modula el tamafio del fruto a través del numero de células
carpelares antes de la antesis, sugiriendo que este alelo puede ser un regulador
negativo en la division celular que se ha perdido en el proceso de domesticacion del
tomate (Frary et al., 2000; Nesbitt y Tanksley, 2001; Cong et al., 2002; Liu y Tanksley,
2003; Tanksley, 2004).

Al mismo tiempo, no hay una separacion completa y clara entre los loci que
controlan el tamafio y la forma del fruto de tomate. Dos loci, fas (fasciated) en el
cromosoma 11 (Huang y van der Knaap, 2011) y Ic (locule number) en el cromosoma 2
(Barrero et al., 2006; Mufios et al., 2011), causan cambios en el tamafio del fruto
(Mufios et al., 2011; Rodriguez et al., 2011) a través de los cambios en el nimero de
carpelos en la flor (Barrero y Tanksley, 2004), sugiriendo que ambos genes actian
juntos por la co-regulacién de una via central que controla el niamero léculos (van der
Knaap et al.,, 2014). Todos los tomates de fruto muy grandes multiloculares para
consumo en fresco portan uno o ambos de estos genes (Lippman y Tanksley, 2001;
Tanksley, 2004). Por otro lado, hay 3 loci mayores que modulan la forma y explican el
71% de la variacion observada para atributos especificos de forma de fruto, con
minimos efectos en tamafio del fruto. Estos son ovate (cromosoma 2), sun
(cromosoma 7), y fs8.1 (cromosoma 8) (van der Knaap y Tanksley, 2001; Tanksley,
2004; Rodriguez et al., 2011, van der Knaap et al., 2004, 2014; Xiao et al., 2008,
2009; Jiang et al., 2009, 2012; Ku et al., 1999; Liu et al., 2002; Hackbusch et al., 2005;
Wu et al., 2011).

Con respecto a las variables de aspecto de fruto, hendidura proximal y altura del
hombro se encontraron heredabilidades bajas, mientras que Brewer et al. (2006, 2007)
encontraron diferencias marcadas en la forma proximal del fruto pero también
dependiendo del cruzamiento. Ademd&s, en el presente trabajo se obtuvo una
heredabilidad baja para grosor de pericarpio, a diferencia de lo reportado por Asprelli
(2011).

El contenido de sdlidos solubles (°Brix) presentdé una heredabilidad baja. Esto
confirmaria lo hallado en trabajos previos (Saliba Colombani et al., 2001; Brewer et al.,

2006, 2007; Calise y Asprelli, 2011). La tendencia hacia una disminucion en los niveles



de sdlidos solubles podria estar relacionada con un aumento en el tamafio del fruto y
viceversa (Causse et al., 2003), y por la interaccion del ambiente sobre los diferentes
compuestos organicos (azucares y acidos orgénicos) responsables del sabor
(Rodriguez, 2007; Rodriguez Rodriguez et al., 2008; Cebolla Cornejo et al., 2011).

Con respecto a las variables asociadas con el color se encontraron
heredabilidades intermedias y altas, en correspondencia con un cruzamiento entre
variedades altamente contrastantes. Esto concuerda con lo observado por Brewer et
al. (2007), Saliba Colombani et al. (2001) y Calise y Asprelli (2011). Ademas, resulté
gue las observaciones visuales fueron significativamente concordantes con los datos

de los parametros CIEL*a*b* de cuantificacion del color.

El cambio de color es uno de los eventos mas drasticos que ocurre en los frutos
carnosos y sirve como sefial a los animales para la dispersién de semillas. El fruto de
tomate acumula carotenoides, antocianinas y flavonoides (Seymour et al., 1993). La
degradaciéon de la clorofila es uno de los eventos clave que acompafan la
reprogramacion del metabolismo celular al comienzo de la maduracién del fruto,
aungue otros eventos no necesariamente interdependientes durante la maduracion

son poco conocidos (Barry et al., 2008, Barry y Pandey, 2009).

La cantidad y tipo de pigmento varia a nivel celular dependiendo de la fase de
desarrollo del tejido u 6rgano que forma parte y/o en respuestas a sefiales
ambientales. La degradacién de la clorofila se da a causa de la senescencia natural,
inducida al comienzo de la maduracion del fruto y en respuesta a infeccion de agentes
patégenos. Muchos de los pasos que contribuyen a la degradacion de la clordfila,
incluyendo la identidad de intermediarios y las enzimas que catalizan sus conversiones
han sido identificadas durante la década pasada (Armstead et al., 2006, 2007; Ren et
al., 2007; Sato et al., 2007; Barry y Pandey, 2009).

La concentraciébn de carotenoides aumenta entre 10 y 15 veces durante la
maduracion del fruto (Fraser et al., 1994). La acumulaciéon de licopeno comienza
cuando el tomate supera el estado “verde maduro” y alcanza el estado “pintén” (Fraser
et al., 1994, Giuliano et al., 1993; Pecker et al., 1992). En el estadio “pintdon” comienza
a acumularse licopeno y su contenido aumenta 500 veces en el fruto maduro. En el
fruto de color rojo el licopeno es el mayor constituyente, y en menor cantidad se
encuentran f3-caroteno, luteina y trazas de otros pigmentos como &-caroteno (Ronen et
al., 1997; Giuliano et al., 1993). La sintesis de licopeno y otros pigmentos carotenoides
esta regulada por mas de 150 QTLs, la mitad de ellos incrementa el contenido de

carotenos mientras que la otra mitad los disminuye (Labate et al., 2007).



En el presente trabajo se encontré que las plantas con frutos marrones y rojos
mostraron un alto contenido en licopeno, trans-B-caroteno, trans-y-caroteno,
prolicopeno, di-hidroxi-licopeno y di-cis-y-caroteno-1,2-epdxido. De los pigmentos
mencionados, se ha reportado que el licopeno posee una actividad antioxidante
superior a la luteina y B-caroteno (Miller et al., 1996; Lin y Chen, 2003), que se asocia
con una baja incidencia de ciertas formas de cancer humano (Miller et al., 2002). Por
su parte, se encontr6 que muy pocos pigmentos detectados por HPLC estuvieron
relacionados al color amarillo de los frutos. Sino que las concentraciones de pigmentos
asociados al color rojo de los frutos fueron sensiblemente bajas.

Se observl que, los pigmentos clorofila a y b, feofitina a, b, y c, y luteina se
asociaron a los frutos maduros de color verde de la generacién F2. Estos pigmentos
también fueron identificados en los frutos marrones, lo que confirmaria los resultados
hallados por Barry et al. (2008) sobre el bloqueo de la degradacién de la clorofila en el
mutante gf. Por otro lado, no se han encontrado estudios cientificos acerca de alguna

propiedad nutracéutica asociada a pigmentos clorofilicos y sus derivados.

En la poblacién de tomate evaluada no se encontraron correlaciones importantes
entre las componentes de tamafio (peso, alto, diametro, grosor de pericarpio) y de
calidad (sdlidos solubles, color, contenido de pigmentos). A nivel genético, Thomas et
al. (1994), Bishop et al. (1996), Chen et al. (1999) y Grandillo et al. (1999b)
encontraron varios loci para la composicidon quimica del fruto que parecen no tener
incidencia sobre el tamafo del fruto, a pesar de localizarse en la misma region del
genoma. Saliba Colombani et al. (2000) y Fulton et al. (1997) encontraron una fuerte
correlacion positiva entre los parametros de color (L* y b*) y tamafio del fruto. Por otro
lado, Tanksley et al. (1996) y Bernacchi et al. (1998) reportaron una correlacion

opuesta entre estas variables.

Las correlaciones significativas entre los caracteres morfométricos concuerdan
con las encontradas en trabajos previos (Saliba Colombani et al., 2000; Rodriguez,
2007; Asprelli, 2011). Esto afirma la tendencia de que los frutos mas grandes poseen
un hombro profundo, una mayor hendidura, aumento en el nimero de léculos y forma
aplanada o redonda. Por el contrario, los frutos medianos y pequefos fueron en
general redondos sin hombro ni hendidura, y menor cantidad de I6culos. Este patron
resultd similar a los encontrados en otros trabajos discutidos previamente,
considerando diferentes poblaciones y ambientes, y diferentes caracteres vegetativos,
productivos y de calidad. Sin embargo, solidos solubles y grosor de pericarpio se
comportaron de manera independiente, ya que no se relacionaron con ninguna

variable. En el trabajo de Saliba Colombani et al. (2001) encontraron que la variable



sélidos solubles se correlaciond negativamente con los parametros de color, mientras
que Tanksley et al. (1996) y Fulton et al. (1997) encontraron una fuerte correlacion

positiva entre estas variables.

Los coeficientes de correlacion entre los atributos del fruto indican que muchas
caracteristicas estuvieron altamente correlacionadas, formandose tres grupos. El
primero con las variables morfométricas que componen el tamafio y la forma del fruto,
el segundo grupo con los parametros que describen cuantitativamente el color, y en el
tercero las variables grosor de pericarpio y solidos solubles. Sin embargo, la falta de
correlacion entre las variables morfométricas con las de color encontrada en esta
poblacion permitiria la seleccion de ambos caracteres de manera simultanea e

independiente (Asprelli, 2011).

Si en un programa de mejoramiento genético se desea seleccionar mas de un
caracter simultaneamente o se intentara seleccionar indirectamente un caracter, es
necesario conocer si existe ligamiento o pleiotropia entre ellos. Estos efectos pueden
reflejarse en una respuesta correlacionada, al igual que si se desea seleccionar un
caracter de manera individual intentando minimizar asociaciones desfavorables. La
correlacion indicara ademdas la maxima ganancia genética por generacion, lograda
para un caracter en funcion de sus asociaciones con los demas caracteres. La
selecciéon direccional para un solo caracter puede dar una respuesta exitosa
(Comstock, 1996). Sin embargo, los planes selectivos para mas de un caracter pueden

también resultar en nuevos materiales genéticos ventajosos.

Al clasificar los atributos de calidad de los frutos de tomate, suele hacerse una
primera distincion entre atributos externos e internos en funcion del momento y
facilidad con que cada uno de ellos puede ser valorado. La eleccion del fruto por parte
de los consumidores se realiza primero por las caracteristicas de calidad externa
(aspecto, color, uniformidad, ausencia de manchas, etc.) que son perceptibles por la
vista o el tacto. En segundo lugar, por las cualidades organolépticas como el sabor,
aroma Yy textura. Segun Rodriguez Rodriguez et al. (2008), los principales
componentes del sabor del fruto de tomate son los azlcares y acidos orgénicos, y los
compuestos volatiles en el caso del aroma, de forma tal que interactian

proporcionando su sabor caracteristico.

Vogel et al. (2010) observaron que los frutos amarillos, deficientes en pigmentos
carotenoides, mostraron grandes reducciones en compuestos volatiles y fueron
clasificados por un sabor y aceptabilidad pobre por parte de los consumidores, ya que

la dulzura de estos frutos se vio disminuida con respecto a los frutos que acumularon



licopeno y carotenos. Sin embargo, en este estudio se identificaron frutos amarillos
con valores superiores al promedio para la concentracion de solidos solubles, los
cuales representarian fenotipos transgresivos para este caracter. Estos segregantes
transgresivos presentan un gran potencial genético para desarrollar frutos con un

contenido de azUcares aceptable por el consumidor.

Aunque el sabor es un rasgo complejo, se ha demostrado que una mejora
significativa en el sabor de tomate podria lograrse mediante el aumento de contenido
de azucares y &cidos en frutos de tomate por manipulacion genética (Jones y Scott,
1983). Numerosos estudios han identificado loci de caracteres cuantitativos (QTL) en
tomate a partir de especies silvestres que influyeron en el contenido de solidos
solubles. Muchos de estos QTL tenian un impacto positivo en el contenido de sélidos,
pero influyeron negativamente en el rendimiento y el tamafio del fruto (Eshed y Zamir,
1994b; Tanksley et al., 1996; Chen et al., 1999; Yates et al., 2004).

En el presente trabajo, se utilizaron diferentes técnicas de andlisis multivariado
con el fin de analizar un mismo fenémeno a través de diferentes aspectos continuos y
discretos, que al combinarlos permitieron obtener una descripcion lo mas cercana
posible al patrén natural de diversidad fenotipica presente en las diferentes
dimensiones consideradas. La asignacioén de un objeto a un grupo no es irrevocable,
pero si se usan diferentes métodos pueden revelarse caracteristicas sobre los
diferentes aspectos de la estructura de los datos (Walker, 1974). Si la aplicacion de
diferentes métodos lleva a conclusiones similares sobre cierta propiedad de los datos,
la probabilidad de que exista tal propiedad se ve incrementada. Si diferentes
algoritmos producen la misma divisién en los datos se acepta la idea de que tales
divisiones son reales (Orloci, 1978). Diferentes autores analizaron a través de andlisis
multivariados diferentes cruzamientos y colecciones de tomates utilizando una o mas
de las variables que se utilizaron en este trabajo, para captar la mayor variabilidad
posible dentro y entre las poblaciones evaluadas (Brewer, 2006, 2007; Gonzalo et al.,
2009).

Para abordar de manera integral el tamafio, la forma, el aspecto y calidad de los
frutos de tomate procedentes de plantas de diferentes genotipos, se aplicaron
diferentes técnicas multivariadas. La estadistica multivariada exploratoria ha sido
empleada en muchas é&reas de la ciencia aplicada para clasificar y establecer
relaciones de similitud entre unidades de las cuales se han medido una gran cantidad
de variables (Johnson y Whichern, 1998; Hairet al., 1998). Asi, el andlisis de
componentes principales permiti6 determinar cuales fueron los caracteres que

presentaron mayor variabilidad, y agrupar genotipos segun los rasgos morfométricos y


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072002000300004&script=sci_arttext&tlng=es/#johnson
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072002000300004&script=sci_arttext&tlng=es/#hair

la composicion de pigmentos. De este modo, las plantas con los frutos mas claros
correspondieron a coloraciones verdes y amarillas. Cuando el indice de forma
disminuye la forma de los frutos tiende a ser achatada, con méas hombro, hendidura
profunda y un pericarpio mas grueso. Al contrario, los frutos con indice de forma
cercano a 1, tienden a ser esféricos, sin hombro ni hendidura, y con pericarpio méas

delgado.

El analisis de factores de la informacién obtenida del andlisis de componentes
principales (Tabla 5) sugiri6 que el patrébn se asemeja en gran parte al encontrado a
través del andlisis de correlaciones (Tabla 3a, b, c y d). Esto es de esperar, ya que en
el analisis factorial se generan componentes no correlacionadas que son combinacion
lineal de las variables originales (Pearson, 1901; Hotelling, 1933; Rao, 1964; Dunn y
Everitt, 2004). Como se menciond anteriormente, en el analisis de componentes
principales, las primeras tres componentes explicaron el 60% de la variabilidad
fenotipica, por lo que el resto de la variabilidad se distribuye en los demas factores. La
primera componente explico el 28% de la variabilidad asociada con las variables que
describen la forma y el tamafio del fruto. El segundo componente explicé un 21% de la
variabilidad, y se asocié con descriptores del color y algunos pigmentos carotenoides.
El tercer componente explicd el 11% de la variabilidad presente y se asoci6

positivamente con el contenido de pigmentos clorofilicos (Tabla 5).

El analisis de componentes principales realizado sobre la poblacion completa de
tomates, a partir de los valores promedio de cada variable cuantitativa evaluada,
mostré que los individuos se distribuyeron en cuatro grupos principales (Figura 7). En
la regién superior, se encontro al grupo 1 integrado por las plantas del progenitor 4635,
y al grupo 2 integrado por individuos segregantes de frutos de color amarillo y verde,
los que resultaron dificiles de distinguir. Mientras que en la region inferior se encontrd
al grupo 3, integrado por plantas del progenitor 4637 y al grupo 4 compuesto por
plantas de la generacion F1 y segregantes de frutos rojos y marrones, formando una
nube uniforme. Ademas, pudieron identificarse dos individuos que quedaron alejados

de estas agrupaciones.

La relacion entre los individuos y el contenido de 18 diferentes pigmentos
detectados por el método de HPLC se obtuvo por el analisis de Biplot (Figura 8) que
mostré al menos dos sistemas de distribucién del contenido de pigmentos clorofilicos y
carotenoides. El contenido de clorofilas a y b, clorofila.derivl8, feofitinas a, b y c,
luteina y un pigmento no identificado explica la dispersion de los fenotipos de fruto
marrén y verde en los grupos I, 1l y Ill. Por su parte, el contenido de trans-B-caroteno,

neurosporeno, di-hidroxi-licopeno, trans-y-caroteno, licoxantina, licopeno, fitoflueno,



fitoeno y prolicopeno condicionan el agrupamiento de los individuos de frutos rojos en
el grupo V, aunque de forma inversa con el di-cis-y-caroteno-1,2-epoxido asociado a
frutos de color amarillo (grupo V).

El andlisis discriminante revel6 cuatro grupos correspondientes a las clases
fenotipicas establecidas por el color de los frutos, y se pudo observar nuevamente el
patrén de asociacion entre las variables, confirmandose los resultados obtenidos de
los otros andlisis (Figura 9). Asi, el empleo de estas técnicas permitié identificar
individuos que combinan caracteristicas distintivas de interés para los programas de
mejoramiento. Esto es relevante ya que se podrian seleccionar frutos con
caracteristicas deseables respecto al tamafio y la forma, y que a su vez posean altos

contenidos de vitaminas y antioxidantes.

Como se ha discutido, en esta poblacién podemos ver que las variables que
describen el color del fruto, las variables morfométricas y las caracteristicas asociadas
a la calidad del fruto se comportan de manera independiente unas de otras. Esto
permite seleccionar individuos en cada clase fenotipica de color para cualquier
caracteristica sin alterar ninguna de las variables de otro grupo. Con el analisis de
individuos transgresivos dentro de los cuatro fenotipos de la generaciébn F2 se
seleccionaron aquellos que superaban el intervalo de confianza de 95% para las
variables peso, sélidos solubles, grosor de pericarpio e indice de color (Figura
10,11,12 y 13).

Ningun individuo superé en tamafio al progenitor femenino 4637 que presentd
los frutos mas grandes. Sin embargo, dentro de la clase fenotipica de frutos rojos se
encontraron individuos con un tamafio de fruto mayor que el del hibrido. Es sabido que
al cruzar individuos de frutos pequefios con frutos grandes se tiende a la reduccion
del tamafio en las generaciones subsiguientes. Por su parte, los individuos
transgresivos identificados para el grosor del pericarpio representan una oportunidad
para mejorar la calidad del fruto, ya que un aumento en el grosor del pericarpio
aumenta la vida poscosecha, la resistencia al transporte y la manipulacion. Al mismo
tiempo, los individuos transgresivos de frutos color rojo ofrecen la oportunidad de
mejorar el color en base al aumento del contenido de licopenos y mejorar las

propiedades nutracéuticas.
8. CONCLUSIONES

Las generaciones segregantes tempranas del cruzamiento entre materiales de
tomate contrastantes para el color, la forma y el tamafio del fruto expusieron una

amplia variabilidad genética.



La complejidad de la determinaciéon de los fenotipos de tomate analizados
sugiere que la poblacion evaluada contiene diferentes combinaciones de alelos para
genes de efectos mayores y menores, cuyas expresiones se vieron afectadas en

diferente medida por el ambiente.

También se observaron relaciones reciprocas entre las variables que determinan
un caracter como la forma o el tamafio, mds que con las componentes de otro
caracter. Esto se deberia a procesos fisiologicos relacionados que al mismo tiempo
podrian estar aislados de otras vias de regulacion.

El conocimiento de los factores determinantes de la diversidad fenotipica para
caracteristicas del fruto de tomate de las nuevas combinaciones genéticas obtenidas
permitieron identificar individuos de cualidades sobresalientes. Asi, se pone a
disposicién nuevos materiales para continuar con los programas de mejoramiento

llevados a cabo por la EEA La Consulta INTA y por la FCA-UNCuyo.
9. CONSIDERACIONES FINALES

Ademas de revalorizar el germoplasma de tomate disponible en colecciones
dindmicas, los resultados obtenidos aportan conocimientos basicos y novedosos que
fomentan el desarrollo de trabajos futuros para dilucidar los mecanismos fisiolégicos
determinantes de aspectos agrondmicos, comerciales y nutricionales. La identificacion
del tipo y contenido de pigmentos en los frutos de tomate de generaciones avanzadas,
junto con la mediciéon de la capacidad antioxidante de los mismos, permitira abrir
nuevas perspectivas para definir los mecanismos de regulacién y expresién génica

implicados en la sintesis de pigmentos.



TABLAS

Tabla 1. Resultados de la prueba de X2 para la frecuencia de plantas con los
diferentes fenotipos de color del fruto en la generacién F2 (X2 g=0,05 gi=3 < 7,8147).

Fenotipo Féggg?gggs Observado | Esperado | Observado-Esperado X2
Rojo 9:16 55 55,7 -0,69 0,0085
Marrén 3:16 15 18,6 -3,56 0,6837
Amarillo 3:16 21 18,6 2,44 0,3201
Verde 1:16 8 6,2 1,81 0,5309
General 99 1,5432




Tabla 2. Resumen del analisis de varianza para las 25 variables cuantitativas
analizadas sobre los frutos de tomate de la poblacién F2 evaluada. (CMg: cuadrado
medio genotipos; CMe: cuadrado medio del error; F: valor de la prueba F; *: p < 0,001;
ns: no significativo; GDG: grado de determinacion genética, GDGenor: error del grado
de determinacion genética).

Variables CMg CMe F GDG GDGeError

Peso 1525,02 50,63 30,14* 0,31 0,042
Sélidos solubles 3,28 0,23 14,02* 0,15 0,039
Perimetro 25,23 1,09 23,09* 0,24 0,041
Area 69,19 2,48 27,93* 0,28 0,042
Ancho 3,08 0,12 24,72* 0,26 0,041
Alto 0,86 0,04 23,91* 0,22 0,041
Forma 0,04 0,0029 14,11* 0,14 0,039
Cuadrangularidad proximal 0,0034 0,0008 4,33* 0,04 0,036
Cuadrangularidad distal 0,0026 0,0016 1,66* 0,02 0,035
Triangularidad 0,02 0,01 1,50* 0,02 0,035
Elipsoidal 0,0006 0,0001 5,64* 0,06 0,037
Circular 0,01 0,0004 12,46* 0,24 0,041
Rectangular 0,0011 0,0003 3,19* 0,03 0,036
Obovoide 0,0005 0,0005 1,03 - -

Ovoide 0,0021 0,0013 1,67* 0,02 0,035
Hombro 0,0018 0,0002 7,60* 0,08 0,037
Hendidura proximal 0,01 0,0014 5,44* 0,07 0,037
Hendidura distal 0,0008 0,0002 4,13* 0,04 0,036
Protrusion distal 0,0019 0,0017 1,14 - -

Area pericarpio 0 0 2,99* 0,03 0,036
Grosor pericarpio 0,0001 0 8,11* 0,08 0,037
L* 258,33 8,87 29,14* 0,3 0,042
a* 1126,97 26,16 43,08* 0,44 0,043
b* 110,97 9,27 11,97* 0,12 0,038
Color 0,01 0,0003 34,90* 0,38 0,043




Tabla 3.a. Correlaciones entre las variables cuantitativas de los frutos en la poblacion de tomates analizada.
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Peso 047 068 069 071 054 -070 055 056 -001 068 069 063 -010 -001 066 061 052 023 054 -070 -010 021 -0,33 025
Sélidos solubles 055 -053 -056 -050 047 -045 -022 -022 -048 -048 -039 008 -020 -047 -048 -024 -018 -046 051 -0,0 0,00 -0,05 -0,01
Perimetro 099 099 09 -073 061 050 010 072 072 064 -010 013 069 068 052 030 081 -078 -006 022 -009 025
Area 098 094 -072 060 052 008 071 071 063 -010 012 069 066 053 029 077 -076 -005 022 -010 0,24
Ancho 091 -08 065 054 011 078 079 068 -010 014 075 073 055 031 079 -08 -003 019 -009 0,21
Alto 049 044 038 006 048 047 046 -009 013 048 049 036 025 08 -056 -012 026 -009 0729
Forma -0,75 -0,57 -017 -094 -099 -077 009 -014 -09 -08 -060 -030 -051 093 -013 -001 005 -0,02
Cuadrang.proximal 032 056 08 075 077 -026 056 077 076 044 027 042 -075 014 000 -001 0,01
Cuadrang.distal -0,59 051 055 0,74 021 -0,39 040 0,32 0,47 0,04 047 -051 -0,12 023 -0,12 0724
Triangularidad 027 019 001 -037 079 034 041 -001 021 -002 -023 023 -020 009 -0,20
Elipsoidal 097 076 -008 021 093 09 064 031 049 -094 012 005 -002 0,086
Circular 075 -009 015 091 08 060 031 049 -093 013 002 -004 0,03
Rectangular 007 013 069 064 054 015 052 -074 001 013 -004 0,13
Obovoide 0,59 -0,07 -0,10 -0,10 -0,12 -0,01 0,02 -0,16 0,13 001 0,112
Ovoide 027 033 002 019 006 -016 025 -0,22 010 -0,22
Hombro 097 057 028 046 -091 014 003 -004 0,04
Hendidura proximal 0554 028 047 -087 012 003 -004 0,04
Hendidura distal 0,25 0,40 -066 0,05 0,04 -007 0,05
Protrusién distal 0,14 -0,28 0,05 -006 -005 -0,05
Area pericarpio 058 -019 024 -019 0,28
Grosor pericarpio -0,12 -0,05 0,01 -0,06
L* -0,78 068 -0,80
a* -0,54 0,99
b* -0,58




Tabla 3.b. Correlaciones entre los contenidos de 18 pigmentos detectados por HPLC en pericarpio de los frutos de los individuos de la
poblacion de tomates analizada.
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Trans-B-caroteno | 0,52 -031 019 060 081 074 036 045 059 080 066 -001 023 015 016 -006 -0,04
Trans-y-caroteno 018 065 023 035 028 023 028 018 040 032 016 016 016 029 -0,09 -001
Di-cis-y-caroteno-1,2-ep6xido -0,14 -025 -031 -033 -015 -015 -0,15 -041 -041 -028 -013 -0,19 -021 -0,26 -0,25
Desconocido 015 015 0411 011 016 006 015 011 031 002 013 033 008 0,14
Di-hidroxi-licopeno 082 08 024 061 084 068 062 005 032 024 029 -005 0,02
Licopeno 091 o018 053 079 08 074 -010 031 019 010 -0,18 -0,14
Licoxantina 026 065 078 081 074 -003 041 029 019 -017 -012
Luteina 050 020 006 -008 041 045 044 044 026 031
Neurosporeno 056 050 042 004 034 023 022 -015 -0,04
Prolicopeno 067 056 -023 005 -006 -003 -022 -018
Fitoflueno 096 -0,14 007 -002 000 -013 -0,14
Fitoeno -0,15 005 -004 000 -014 -0,15
Clorofila b 046 067 077 083 086
Clorofila-der.18 0,93 0,62 0,12 0,24
Clorofila a 067 033 044
Feofitina a 0,51 0,69
Feofitina b 0,90




Tabla 3.c. Correlaciones entre las variables cuantitativas y el contenido de pigmentos detectados por HPLC en pericarpio de los frutos de los
individuos de la poblacion de tomates analizada.
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-0,23 -0,16 -020 -0,37 -023 -0,24 -006 -0,02 -0,19 -028 -0,26 -0,13 -0,14 -0,14

Perimetro | 0,10 -0,07 -022 -0,04 0,27 0,26 0,25 0,25 0,13 0,22 0,16 0,15 0,18 0,30 0,28 0,15 0,07 0,08

Area | 007 -008 -020 -005 0727 0,25 0,24 0,23 0,10 0,22 0,14 0,13 0,17 0,29 0,26 0,14 0,06 0,07

Ancho | 0,06 -009 -021 -006 0,26 0,24 0,23 0,27 0,13 0,20 0,12 0,12 0,20 0,33 0,31 0,16 0,08 0,09

Alto | 0,18 -003 -0,22 0,01 0,27 0,29 0,25 0,20 0,07 0,25 0,21 0,19 0,16 0,19 0,18 0,13 0,09 0,10

Forma | 0,13 0,17 0,13 0,16 -015 -0,11 -0,13 -0,28 -0,16 -0,06 0,03 0,02 -019 -043 -039 -0,13 -0,06 -0,07

Cuadrangularidad proximal | -0,11 -0,13 -0,13 -0,10 0,03 0,06 0,07 0,15 0,00 -0,01 -0,03 -002 017 0,36 0,35 0,06 0,03 -0,01
Cuadrangularidad distal | 0,10 0,01 -0,12  -0,13 0,31 0,26 0,26 0,25 0,21 0,23 0,15 0,16 0,07 0,31 0,24 0,14 -0,07 0,03
Triangularidad | -0,18 -0,11 -0,01 0,03 -0,23 -017 -017 -0,08 -017 -0,19 -0,14 -0,14 0,08 0,02 0,07 -008 011 -0,01

Elipsoidal | -0,10 -0,13 -0,15 -0,12 0,13 0,11 0,14 0,27 0,16 0,05 0,00 0,01 0,13 0,41 0,35 0,08 -0,01  -0,01

Circular | -0,12 -0,16 -0,13 -0,15 0,14 0,10 0,13 0,29 0,16 0,06 -0,03  -0,02 0,17 0,43 0,38 0,13 0,05 0,05

Rectangular | 0,00 -006 -0,19 -0,12 0,18 0,18 0,17 0,23 0,13 0,10 0,08 0,09 0,16 0,41 0,36 0,15 0,02 0,04




Tabla 3.d. Correlaciones entre las variables cuantitativas y el contenido de pigmentos detectados por HPLC en pericarpio de los frutos de los
individuos de la poblacion de tomates analizada.
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0,10 0,01 0,02
Hendidura proximal | -0,07 -0,11 -0,18 -0,08 0,12 0,14 0,14 0,24 0,13 0,05 0,02 0,03 0,17 0,42 0,38 0,12 0,05 0,05
Hendidura distal | -0,15 -0,08 -0,12 -0,06 004 -002 0,01 0,18 0,12 -0,06 -0,09 -0,09 0,15 0,30 0,26 0,04 -0,02 -0,02
Protrusién distal | -001 -0,09 -013 -008 005 -002 0,02 0,09 -005 -0,06 -0,04 -0,05 0,13 0,14 0,17 0,04 0,15 0,10
Area pericarpio | 0,18 0,02 -0,26 -0,02 0,28 0,26 0,23 0,32 0,18 0,24 0,19 0,18 0,29 0,27 0,27 0,30 0,19 0,30
Grosor pericarpio | 0,09 0,11 0,15 0,11 -0,11 -012 -0,11 -026 -0,16 -0,05 0,01 0,01 -0,16 -0,41 -037 -0,10 0,00 -0,05
L*| -0,72 -048 0,37 -03% -058 -069 -066 -014 -034 -048 -071 -065 -0,16 -0,16 -0,16 -0,34 -0,07 -0,14

a*| 0,78 041 -031 0,12 0,63 0,83 0,78 0,06 0,41 0,63 0,84 0,79 -028 013 -001 -0,03 -0,36 -0,32

b* | -048 -0,25 0,16 -015 -044 -048 -051 -009 -017 -0,26 -040 -035 -026 -041 -040 -039 -0,14 -0,19

Color | 0,78 0,40 -0,31 0,13 0,64 0,82 0,79 0,08 0,41 0,63 0,82 0,77 -0,24 0,18 0,04 0,02 -0,34  -0,29




Tabla 4.a. Valores promedio y desvio estandar correspondientes a 21 variables
cuantitativas, medidas sobre los frutos de tomates en las generaciones parental, F1 y
F2 (R: rojo; M: marrén; A: amarillo; V: verde).

Variables Buligtlas
4637 4635 F1 F2R F2 M F2 A F2 v
Peso 197,7429.8 | 1054027 | 49,0+81 |32,6+109 | 31,9+142 | 341+21,3 | 335+125
Solidos solubles | 53+033 | 81+027 | 60+043 | 67+081 | 68+062 | 64+081 | 63%0,76
Perimetro 173+15 | 69+13 | 146+33 | 133+24 | 132+19 | 136+28 | 136+17
Area 176419 | 32+14 | 143+54 | 11,6+41 | 115431 | 110+45 | 11,9+27
Ancho 56+033 | 21+041 | 444099 | 41+084 | 40+067 | 424098 | 42+060
Alto 38022 | 1,8+034 | 38+083 | 34+047 | 34+037 | 34+042 | 34034
Forma 0,59+0,04 | 0,86+0,02 | 087+004 | 081+0,09 | 0824007 | 077+0,12 | 078+0,00
C“a‘gﬁ)’;?;';”dad 0,79+0,03 | 0,72+0,02 | 0,72+0,02 | 0,74+0,03 | 0,73+0,03 | 0,74+0,03 | 0,75+0,02
C“adrz?ggl'a”dad 0,68+0,03 | 0,61+0,02 |064+0,01]063+003| 063+0,02 | 063+0,02 | 0,62+0,02
Triangularidad 1,2+009 | 1,2+004 | 1,1+004 | 1,2+006 | 1,2£0,07 | 1,2+006 | 1,2+0,04
Elipsoidal 0,06+0,01 | 002400 | 002+00 [003+0,01| 0034001 | 003+002 | 0,03+0,01
Circular 0,15+0,01 | 0,04+0,01 | 004001 | 006+0,03 | 0,06+002 | 008+005 | 0,07+0,03
Rectangular 0574002 | 0524002 | 0534002 | 0544002 | 0,54+001 | 054+002 | 0,54+0,01
Obovoide 00+00 | 00+001 |001+001|001+001 | 001001 oé?gggi 0,0+0,0
Ovoide 0,12+0,03 | 0,13+0,02 | 012+002 [ 014+0,02 | 0,12+0,02 | 0,15+002 | 0,12+0,02
Hombro 0,08+0,02 | 0,02+0,004 | 0,02+0,01 [ 0,03+0,02 | 0,02+0,01 | 0,04+003 | 0,03+0,01
Hendidura proximal | 0,12 +0,05 | 0,03+0,01 | 0,03+0,02 | 0,06+0,04 | 0,05+0,03 | 0,07+0,07 | 0,06+0,03
Hendidura distal | 0,03 + 0,03 06?8311' 06(,)803; 0,01 £0,022 06?8531 Oé?gfsi 0,01 +0,01
Protrusion distal | 0,03 + 0,02 06?8341 0,01+0,01 | 0,01+0,02 | 0,01£0,03 | 0,01+0,01 | 0,02+0,02
Area pericarpio | 0,56 +,002 | 0,55 + 0,001 %"%%f %’%%;—' 0,56 + 0,002 | 0,56 + 0,001 | 0,56 + 0,001
Grosor pericarpio %”%‘(‘);—' 0,25 + 0,001 %"%%f %’%‘(‘):’ 0,25+0,003 | 0,24 +0,01 ob?gg;




Tabla 4.b. Valores promedio y su desvio estdndar correspondientes a 22 variables
relacionadas al contenido de pigmentos y a los parametros de color, medidas sobre los
frutos de tomates en las generaciones parental, F1 y F2 (R: rojo; M: marrén; A: amarillo;

V: verde).
Entradas
Variables
4637 4635 F1 F2R F2 M F2 A F2V
L* 531+25 | 634+18 | 534+37 | 535+41 | 51,7+48 | 679+27 | 61,9+34
a* 188+28 | -82+067 | 226456 | 198+68 | 49+68 | -96+12 | -17.5+17
b 31,7+1,6 | 408+1,0 |364+400|404+407| 389+37 | 474+39 | 436+53
Color 0,07 £ 0,01 '%%ZO? 0,07£0,02 | 0,06 + 0,02 | 0,02+ 0,02 '%%20421 -00’,00%841
Trans--caroteno 147+18 | 1805 | 170+17 | 129+32 | 115420 | 2408 | 32:084
Trans-y-caroteno 15+0,35 | 045+£0,24 | 1,6+0,16 | 1,44+£047| 2323 0,13 £ 0,20 0,0+£0,0
Di'CiS'\ggg;?éf)”O'l'z' 0000 | 0234003 |035+0,07|0,02+006|002+0,05| 0,220,723 06?81531
Desconocido 028+0,19| 00:00 |059+0,190,38+019|096+110| 005+012 | 049+0,83
Di-hidroxi-licopeno 33:24 | 00400 | 21+11 [ 1,3+097 | 1,1+083 | 0,01+005 | 0,03+0,08
Licopeno 11121"?1i 0,29 + 0,34 l%*’%i 68,9+285 | 41,4+17,9| 038+0,37 | 0,17 +0,28
Licoxantina 43+11 | 0024005 | 25+1,02 | 205+0,94 | 1,17+0,72 Oé?ggli 0,0+0,0
Luteina 11,2+084 | 43+082 | 59+1,1 | 68+20 [801+098| 67+15 | 72+15
Neurosporeno 1,3+044 | 022+0,12 | 0,26+0,07 | 0,67+0,50 | 0,63+0,29 | 0,40+ 0,20 | 0,01+ 0,03
Prolicopeno 1,02+072| 00+00 | 1.6+064 |084+056|047+034| 035+022 06?8551
Fitoflueno 81+12 | 00400 | 87+19 | 95429 | 66+30 | 012+053 | 0000
Fitoeno 158+38 | 061+0,11 | 12,9427 | 19,0+7,8 | 124+57 | 091+0,80 | 0,38+0,10
Clorofila b 1,2£0,18 | 00+00 | 00+00 |008+016|113+0,12| 002+008 | 1,4+0,32
Clorofila-der.18 28092 | 00:00 | 0000 [001+005|032+023| 00+00 | 003007
Clorofila a 83+25 | 0,05+014 |008+0,16|0,14+023| 1,8+0,89 | 004+010 | 22+16
Feofitina a 33+071 | 00200 | 00+00 [007+039| 25+09 | 00+00 | 075047
Feofitina b 45+14 | 0524041 |032+023|0,75+081| 105+54 | 0384030 | 145+50
Feofitina ¢ 050+0,15| 00+00 | 00+00 |001+006]| 077045 | 0,0£00 | 093+0,20




Tabla 5. Valores de carga de las variables cuantitativas y del contenido de pigmentos
en frutos de tomate en los tres primeros factores extraidos del andlisis de componentes
principales realizado sobre la poblacién evaluada.

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Peso 0,77 0,22 0,30
Solidos solubles -0,50 -0,04 -0,14
Perimetro 0,83 0,18 0,10
Area 0,82 0,16 0,09

Ancho 0,87 0,14 0,11

Alto 0,62 0,23 0,13

Forma -0,95 0,04 -0,04
Cuadrangularidad proximal 0,81 -0,03 0,01
Cuadrangularidad distal 0,60 0,15 0,02
Triangularidad 0,19 -0,15 -0,01
Elipsoidal 0,95 -0,01 -0,02
Circular 0,94 -0,04 0,03
Rectangular 0,83 0,06 0,04
Obovoide -0,08 0,08 -0,07
Ovoide 0,19 -0,18 -0,02
Hombro 0,92 -0,02 0,02
Hendidura proximal 0,88 0,01 0,04
Hendidura distal 0,70 -0,07 0,02
Protrusion distal 0,31 -0,04 0,11
Area pericarpio 0,60 0,22 0,29
Grosor pericarpio -0,95 0,02 -0,02
L* 0,11 -0,83 -0,27

a* 0,09 0,93 -0,19

b* -0,06 -0,57 -0,35

Color 0,11 0,93 -0,15
Trans-B-caroteno -0,09 0,86 0,12
Trans-y-caroteno -0,14 0,51 0,24
Di-cis-y-caroteno-1,2-epoxido -0,15 -0,39 -0,31
Desconocido -0,16 0,27 0,35
Di-hidroxi- licopeno 0,14 0,77 0,11
Licopeno 0,13 0,91 -0,02
Licoxantina 0,15 0,89 0,03
Luteina 0,24 0,14 0,46
Neurosporeno 0,11 0,54 0,07
Prolicopeno 0,05 0,73 -0,17
Fitoflueno -0,01 0,92 -0,08
Fitoeno 0,01 0,85 -0,11
Clorofila b 0,14 -0,10 0,95
Clorofila-der.18 0,47 0,21 0,49
Clorofila a 0,41 0,11 0,67
Feofitina a 0,10 0,13 0,85
Feofitina b -0,04 -0,20 0,81
Feofitina c -0,01 -0,16 0,89
Aporte proporcional 28% 21% 11%




FIGURAS

Figura 1. Planta de tomate cultivado. Detalle del habito de crecimiento herbaceo
simpodial, hojas compuestas, inflorescencias y racimo con frutos maduros e inmaduros.
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Figura 2. Diversidad fenotipica en poblaciones F2 derivadas de cruzamientos de
tomates contrastantes para tamafio, formay color de fruto.
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Figura 3. Iméagenes de los frutos del progenitor femenino (entrada 4637) (a) y
masculino (entrada 4635) (b), utilizados en este estudio.
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El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
con tres Plancs o ejes

Plano - Eje
Luminosidad
(L%

+a Plano
’ Rojo - Verde

(a%)

Plano
Amarillo - Azul

Figura 4. Representacion espacial de las coordenadas cartesianas del espacio de color
CIEL*a*b*. El eje vertical z coincide con la coordenada L* que define luminosidad, y en
el plano bidimensional xy aparecen los parametros a* y b* que definen cromaticidad.
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Figura 5. Perfiles de HPLC de pigmentos clorofilicos (A) y carotenoides (B y C)
utilizados como referencia. Sobre las abscisas se observan los tiempos de retencion
para cada grupo de moléculas en una columna cromatogréfica de fase reversa (C18).
Sobre las ordenadas se grafican las intensidades relativas de cada grupo de moléculas.

46



Figura 6. Imagenes de la parte interna de frutos del progenitor femenino 4637,
del progenitor masculino 4635, el hibrido F1 y la distribucién fenotipica de la
poblacion F2.
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Figura 7. Dispersién de los genotipos correspondientes al progenitor femenino 4637, al
progenitor masculino 4635, el hibrido F1 y la poblacion F2 en las dos primeras
componentes principales obtenida del andlisis factorial de 25 variables cuantitativas.
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Figura 8. Biplot de pigmentos carotenoides y clorofilicos detectados en los frutos de tomate correspondiente al progenitor femenino 4637, al
progenitor masculino 4635, el hibrido F1 y la poblacién F2.
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Figura 9. Diagrama de dispersién de los dos primeros ejes candnicos obtenidos del
analisis discriminante para los frutos de tomate de la generacion F2 obtenido a partir de
18 pigmentos y las 25 variables cuantitativas analizadas.
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Figura 10. Distribucion de los valores del peso de los frutos de tomate correspondiente
al progenitor femenino 4637, al progenitor masculino 4635, el hibrido F1 y la poblacion
F2.



o Fomedio Eor estandar Fa.80
0252 T Minimo-hexime < Ecrermo —n
0,248 |
E
e
= 0,244 t
E
w
R=
2 - ——
o 0.260 |
=
o
w
=
£ 0,238 | i
0,232 |
—_—
—_ _<)_
0,228
4637 F1 4635 F2marron F2rojo F2 amarllo F2 verde

Figura 11. Distribucién de los valores del grosor del pericarpio de los frutos de tomate
correspondiente al progenitor femenino 4637, al progenitor masculino 4635, el hibrido
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Figura 12. Distribucién de los valores de sélidos solubles (°Brix) de los frutos de tomate
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F1 vy la poblacién F2.
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