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Resumen — El objetivo de este trabajo fue evaluar marcadores moleculares y caracteres cuantitativos en un
cruzamiento dialélico completo sin reciprocos, entre cinco lineas recombinantes de tomate y sus hibridos.
Se obtuvieron perfiles de AFLP ("amplified fragment length polymorphism") y de polipéptidos del pericarpio en
cuatro estados de madurez del fruto de 15 genotipos. Se evaluaron, entre otros: peso, acidez titulable, pH, vida
poscosecha y firmeza. Se calculd el porcentaje de polimorfismo para los marcadores moleculares y el porcentaje
de variabilidad genética para los caracteres cuantitativos en el grupo de lineas recombinantes, el de hibridos y el
conjunto de genotipos. Se realizaron analisis de agrupamiento con cada nivel de variacion genética. Para AFLP,
el porcentaje de polimorfismo vario entre 34 y 54% vy, para los perfiles polipeptidicos, entre 40 y 78%. Mayor
polimorfismo fue observado en el grupo de hibridos. La variabilidad genética fue de 100% para acidez y 34% para
firmeza, con los mayores valores en los parentales. La similitud genética vari6 entre los genotipos segtin el nivel
de variacion genética; pero la consistencia en el agrupamiento de algunas lineas recombinantes y sus hibridos fue
conservada, lo que evidenci6 asociaciones entre los datos moleculares y fenotipicos.

Términos para indexacion: Lycopersicon, biotecnologia, calidad del fruto, mejoramiento genético vegetal,
recursos fitogenéticos.

Molecular genetics of quantitative traits in tomato diallel crosses

Abstracts — The purpose of this research was to evaluate molecular markers and some quantitative fruit traits,
in a complete diallel cross without reciprocals, among five tomato recombinant inbred lines and their hybrids.
Amplified fragment length polymorphism (AFLP) and pericarp polypeptide profiles were obtained in four
stages of fruit maturity of 15 genotypes. Among other traits, fruit weight, titratable acidity, pH, shelf life,
and firmness were evaluated. The percentages of polymorphism for molecular markers and for the genetic
variability for quantitative characters were calculated in the recombinant lines, hybrids and total genotypes.
Cluster analyses were done for each level of genetic variation. The percentage of polymorphism varied between
34 and 54% for AFLP, and between 40 and 78% for polypeptide profiles. Higher polymorphism was observed
in the group of hybrids. The genetic variability was 100% for titratable acidity and 34% for firmness, and the
highest values were found in the parents. The genetic similarity varied among genotypes according to the level
of genetic variation; however, the clustering consistency of some recombinant lines and their hybrids was
conserved, which evidenced associations among molecular and phenotypic data.

Index terms: Lycopersicon, biotechnology, fruit quality, plant breeding, plant genetic resources.

Introduccion vida poscosecha de los frutos. Zorzoli et al. (2000)
comenzaron una seleccion antagoénica-divergente,
conducida segun el método genealdgico, en relacion

al peso y a la vida poscosecha de los frutos, en una

El tomate cultivado (Lycopersicon esculentum
Mill., 2n = 2x = 24) es una especie autdbgama en que

la calidad de los frutos juega un rol muy importante.
El género Lycopersicon incluye aproximadamente
18 especies, las cuales muestran un alto grado de
homosecuencialidad en sus cromosomas (Peralta et al.,
2008). Pratta et al. (1996) y Zorzoli et al. (1998) han
demostrado que las especies silvestres constituyen
una fuente de variabilidad genética para prolongar la

generacion F, proveniente de un cruzamiento entre
una cultivar estandar de tomate y la accesion LA 722
de Lycopersicon pimpinellifolium (L.) Mill. Como
resultado de seis ciclos de seleccion, se generaron 17
lineas recombinantes (RILs), divergentes en los valores
de peso y vida poscosecha de los frutos (Rodriguez
et al., 2006a, 2006b).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.46, n.5, p.509-516, maio 2011



510 G.R. Pratta et al.

Pratta (2004) utilizé marcadores moleculares de
ADN de tipo AFLP ("amplified fragment length
polymorphism") para caracterizar a los progenitores
Caimanta y LA722, la generacion F; y las 17 RILs,
y logré la identificacion de marcadores moleculares
asociados al peso, la forma, el contenido en sélidos
solubles, la acidez, el color, la dureza y la vida
poscosecha de los frutos. La mayor cantidad de
asociaciones (detectadas por analisis de inico punto)
con fragmentos polimorficos correspondio al peso y a
la vida en estanteria, caracteres usados como criterios
de seleccion.

La acumulacion de pigmentos carotenoides y el
ablandamiento del fruto permiten distinguir diversos
estados en la madurez: verde maduro, rompiente,
pintdn, rosa, rojo claro y rojo maduro. A lo largo de
este proceso se producen cambios en la expresion
de proteinas, por lo que los perfiles polipeptidicos
del fruto en distintos estados de madurez también
constituyen marcadores moleculares para identificar
genotipos. Rodriguez et al. (2008) caracterizaron la
generacion segregante derivada de un cruzamiento
entre una cultivar homocigota para el gen mutante
de la madurez (nor — non ripening) y una accesion
de L. esculentum var. cerasiforme (Dunal) A. Garay,
por los perfiles polipeptidicos del pericarpio, en tres
estados de madurez. A partir de estos experimentos,
se detectaron polipéptidos asociados a la duracion de
los diferentes estados de madurez, el peso y la vida
poscosecha de los frutos.

El disefio de cruzamientos dialélicos es uno de los
modelos genético-estadisticos mas conocidos y uno de
los que ofrece mayor informacion sobre la genética de
los caracteres cuantitativos (Griffing, 1956). Se basa,
por un lado, en la comparacion entre un grupo de
parentales y todas las combinaciones hibridas entre
ellos, para determinar los valores de cruzamiento de los
progenitores — conocidos como valores reproductivos,
de mejora o "breeding values", estimados a través de
modelos tipo I, de efectos fijos. Los modelos tipo I,
de efectos aleatorios, permiten, por otro lado, conocer
el tipo y la magnitud de la variacion genética. A través
del anélisis dialélico, se puede también obtener una
aproximaciéon a la genética molecular subyacente a
caracteres cuantitativos. Rebai & Goffinet (1993, 2000)
extendieron el uso del disefio de cruzamientos dialélicos
y presentaron un modelo general basado en regresion
para el mapeo de QTL (quantitative trait loci, o loci
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de caracteres cuantitativos). La presencia/ausencia de
fragmentos polimorficos en parentales o hibridos, con
valores discrepantes de aptitud combinatoria general
(ACG) o especifica (ACE) para un determinado
caracter cuantitativo, indica asociaciones genéticas
entre el marcador y el atributo fenotipico bajo analisis,
lo que posibilita la deteccion de QTLs (Xie et al., 1998;
Xu, 1998; Jourjon et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar, por
marcadores moleculares y atributos cuantitativos de
calidad del fruto de tomate, los genotipos de un disefio
de cruzamientos dialélicos completo sin reciprocos,
para estimar el tipo y la magnitud de la variacion
genética presente y detectar posibles asociaciones
entre ambos conjuntos de datos.

Materiales y Métodos

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio
de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales y Biologia
Molecular, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Rosario, ubicado en Zavalla,
Provincia de Santa Fe, Argentina, (33°01'S, 60°88'W).
El material genético fue compuesto por cinco de las
lineas recombinantes obtenidas por Rodriguez et al.
(2006a), que fueron los parentales del dialélico:
RIL1, RILS, RIL9, RIL15 y RIL18. Se obtuvieron los
hibridos entre ellas, siguiendo un disefio de cruzamiento
dialélico completo sin reciprocos (Modelo I, Método 2).
Quince plantas por genotipo fueron transplantadas para
invernadero, en un disefio completamente aleatorizado;
los resultados del andlisis dialélico clasico de estos
materiales fue reportado por Marchionni Basté et al.
(2010).

Para la obtencion de los perfiles de AFLP, la
extraccion de ADN genomico se realizd con un
kit comercial a partir de hojas jovenes, que fueron
recolectadas en la cosecha 2007/2008 y conservadas a
-80°C. Se realizaron tres extracciones independientes
por genotipo (parentales e hibridos), para determinar
la repetibilidad de los resultados. La cantidad y calidad
del ADN extraido se evaludé en geles de agarosa al
1%, por comparacion con un estindar de ADN del
bacteriofago lambda. Se digirieron 1,5 pg del ADN
genomico con 10 unidades de EcoRI y 10 unidades
de Msel en 40 pL de solucion, y las muestras fueron
incubadas a 37°C durante dos horas. Los fragmentos
resultantes de la digestion se ligaron a los adaptadores



Genética molecular de caracteres cuantitativos 511

especificos de doble cadena GACTGCGTACCAATTC
(adaptador EcoRI0, concentracion final 0,025 umol L)
y GATGAGTCCTGAGTAA (adaptador MselO,
concentracion final 0,025 pmol L), por incubacion
a 37°C durante dos horas, con tres unidades de
ligasa T4 en un volumen final de 10 pL. La solucion
de preamplificacion se prepar6 con 1 uL del
ADN digerido/ligado, mas 75 ng de cada cebador
(EcoRI + 1: EcoRIOA y Msel + 1: Msel0C), 1 uL de
dNTPsy0,2 pL de Tag-polimerasa, en un volumen final
de 25 pL. Las condiciones de preamplificacion fueron
de 30 ciclos acada 30 s 2 94°C, 1 min a 56°C y 1 min a
72°C por ciclo. Los fragmentos preamplificados fueron
diluidos 1:10 (v:v).

La solucion de amplificacion se prepard con 3 pL
de la dilucion de ADN preamplificado, mas 75 ng de
cada cebador selectivo (EcoRI + 3 y Msel + 3), 1 uL de
dNTPs y 0,2 pL de Tag-polimerasa, en un volumen final
de 25 pL. Las secuencias de los cebadores utilizados en
la amplificacion, seleccionadas segun los resultados de
Pratta (2004), fueron: combinacién 1 (CCS1, Msel31 +
EcoRI44): Msel0OCAC + EcoRIOATC; combinacion 2
(CCS2, Msel33 + EcoR140): MselOCAT + EcoRIOAGC;
combinacion 3 (CCS3, Msel33 + EcoR146): Msel0CAT +
EcoRIOATT; combinacion 4 (CCS4, Msel34 + EcoRI40):
Msel0CTA + EcoRIOAGC; y combinacion 5 (CCSS,
(Msel34 + EcoRI146): MselOCTA) + EcoRIOATT.

Las condiciones de amplificacion fueron, en este
caso, de tipo "touch down", y comenzaron con un ciclo
de 30 s a 94°C, 30 s a 65°C y 1 min a 72°C. En los
10 ciclos sucesivos, la temperatura de annealing fue
disminuida 1°C por ciclo, hasta llegar a 56°C. A partir
de entonces, se repitieron 23 ciclos de 30 s a 94°C, 1 mina
56°Cy 1 mina72°C. En todas las reacciones, se emplearon
los buffers comerciales de cada enzima. Los fragmentos
amplificados se separaron en geles de poliacrilamida al
6%, en condiciones desnaturalizantes (7,5 mol L! urea
y 1 X TBE). En cada corrida, se agregaron marcadores
comerciales de peso molecular (CienMarker,
Biodynamics SRL, Buenos Aires, Argentina). Para el
revelado, se utilizo la técnica no radioactiva de nitrato
de plata.

Para la obtencion de los perfiles de polipéptidos, en
todos los genotipos, se cosecharon frutos en los estados
de madurez verde maduro (VM), pinton (P), rojo maduro
alcanzado en planta (RMP) y rojo maduro alcanzado
en estanteria (RME). Los frutos fueron conservados a
-80°C, y la extraccion de proteinas se realizo siguiendo

el protocolo de Rodriguez et al. (2008). Para determinar
la repetibilidad de los resultados, se evaluaron dos
muestras independientes por genotipo y por estado de
madurez. El pericarpio se homogeneiz6 en N, liquido
con mortero, en presencia de 1,5 mL de buffer de
extraccion (100 mmol L' Tris/HCI pH 8,0, 1 mmol L!
EDTA, 1 mmol L' PMSF, 2% de B-mercaptoetanol) y
6 mL de fenol saturado con Tris buffer 100 mmol L™
(pH 8,0). Se centrifug6 a 4.200 rpm durante 10 min a
4°C, se removio la fase fendlica, se extrajo nuevamente
con un volumen de buffer de extraccion, y se mezclo
con cuatro volumenes de acetato de amonio en
metanol (0,1 mol L'). Las muestras se incubaron a
-20°C durante la noche. Los polipéptidos se precipitaron
por centrifugacion a 4.200 rpm durante 15 min a 4°C.
El pellet se lavé dos veces con acetato de amonio en
metanol (0,1 mol L) y una vez con acetona al 80%, y se
resuspendio en buffer de siembra (25 mmol L Tris pH
6,8, 1% SDS, 10 % glicerol, 5% de B-mercaptoetanol
y 0,002% de bromofenol blue). Los polipéptidos se
separaron con un gel de poliacrilamida al 10% en
condiciones desnaturalizantes, sembrando 30 pg en
cada calle, cuantificados por la técnica de Bradford. La
electroforesis se realizd a potencia constante (35 mA)
y, para la tincion, se empleo la técnica de Coomasie
Brillant Blue.

Para la caracterizacion fenotipica, se cosechd un
numero minimo de diez tomates por planta de las cinco
RILs y los 10 hibridos, para evaluar los siguientes
caracteres cuantitativos: diametro (D), en cm; altura
(A), en cm; forma (Fo), cociente altura/diametro; peso
(P), g; vida poscosecha (VP), medida por el nimero de
dias transcurridos de la cosecha al estado pinton, y el
primer sintoma de deterioro de los frutos almacenados
a 2543°C, segiin Schuelter et al. (2002); color (a/b),
cociente entre absorbencia a longitud de onda de
540 nm y absorbencia a longitud de onda de 675 nm,
medidas con un cromometro estindar CR400, (Konica
Minolta, Tokyo, Japon); firmeza (F), determinada
con un tester de presion de fruto 12.5 N tipo Durofel
DFT 100 (Agro-Technologie, Forges Les FEaux,
Francia), con una punta de 0,10 cm? en una escala de
0-100; contenido en solidos solubles (SS), en °Brix,
determinado con un refractometro de mano PCEO10
(PCE Instruments Ibérica S.L., Tobarra, Espafia), en
el jugo homogeneizado de tejido del pericarpio; pH ; y
acidez titulable (AT), en gramos de acido citrico 100g™
de jugo homogeneizado.
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Los analisis estadisticos, tanto para los perfiles de
AFLP como para los de polipéptidos, consistieron en
analizar la presencia o ausencia de bandas repetibles y
en cuantificar el nimero total de bandas y el porcentaje
de bandas polimorficas entre los diferentes genotipos,
por combinacion de cebador selectivo y por estado de
madurez, respectivamente. Cada tipo de marcador se
analizé en el grupo de parentales y en el de hibridos
en forma independiente, y luego se compararon ambos
grupos, relevando en el de hibridos el nimero de bandas
con comportamiento denovo: bandas ausentes en ambos
progenitores pero detectadas en el hibrido respectivo,
o bien, bandas presentes en ambos progenitores pero
no detectadas en el hibrido respectivo. Luego se
calcularon las distancias de Jaccard entre todos los
genotipos con los datos de marcadores de AFLP y de
perfiles polipeptidicos por separado, y se aplico un
analisis de cluster jerarquico para su agrupamiento a
cada conjunto de datos moleculares.

Para los caracteres cuantitativos, los genotipos se
compararon por ANOVA a un criterio de clasificacion.
A partir de los cuadrados medios, se estimo la variancia
genética y se calculd el porcentaje de variabilidad
genética sobre el total de variabilidad fenotipica en el
grupo de RILs, en el de hibridos y en total (Kearsey &
Pooni, 1996). El conjunto de genotipos se agrupo luego
segun la media de los caracteres cuantitativos, con los
que se calculd la distancia euclidiana entre ellos.

Dado que cadaunade las caracterizaciones realizadas
(marcador de AFLP, marcador de polipéptidos y

caracteres cuantitativos) refleja un nivel de variacion
genética diferente, se llevo a cabo también el
agrupamiento de los parentales e hibridos, segun el total
de los datos moleculares y fenotipicos, por el calculo
de las distancias de Gower entre los genotipos (Gower,
1971). Entodos los casos, se empled el método UPGMA
("unweighted pair groupmethod witharithmeticmean"),
también llamado promedio (o "average linkage"), para
la construccion de los dendrogramas. Finalmente, se
analizo el comportamiento de las bandas moleculares
polimorficas en parentales e hibridos, en relacion
a los valores de ACG y ACE de todos los caracteres
cuantitativos, para detectar asociaciones entre ambos
conjuntos de datos que sugeririan la presencia de QTLs
para los atributos fenotipicos analizados, marcados por
los fragmentos de ADN y los polipéptidos.

Resultados y Discusion

En el Cuadro 1, se presentan los resultados de la
caracterizacion molecular. En el caso de los marcadores
de AFLP, el polimorfismo para los genotipos del
cruzamiento dialélico de RILs e hibridos vario en 21%
entre las combinaciones que presentaron los valores
extremos. Al considerar el total de las combinaciones
de cebadores, el polimorfismo, semejante en los
grupos de RILs y de hibridos, fue 5,1 y 3,8% superior
para el conjunto de todas las combinaciones Yy
genotipos respecto a estos valores. Para los perfiles
de polipéptidos, el porcentaje de polimorfismo vari6

Cuadro 1. Caracterizaciéon molecular de los padres (RILs) e hibridos involucrados en el disefio de cruzamientos dialélicos de tomate.

Caracteristica Perfiles de AFLP® Perfiles de polipéptidos totales del pericarpio

CCS1 CCS2 CCS3 CCs4 CCS5 Total VM P RMP RME Total
RILs

Bandas totales 106 77 118 92 130 523 18 17 15 17 67

Bandas polimorficas 44 32 40 45 51 212 11 7 6 9 33

Porcentaje de polimorfismo 41,5 41,6 33,9 48,9 39,2 40,5 61,1 41,2 40,0 52,9 49,3

Hibridos

Bandas totales 105 79 118 98 129 529 18 19 18 17 72

Bandas de novo 3 5 3 13 8 32 3 3 7 3 16

Bandas polimorficas 38 34 42 53 54 221 14 10 8 7 39

Porcentaje de polimorfismo 36,2 43,0 35,6 54,1 41,9 41,8 77,8 52,6 44 4 41,2 54,2

RILs + Hibridos

Bandas totales 107 79 119 98 130 533 18 19 18 18 73

Bandas polimorficas 48 37 43 56 59 243 14 10 11 10 45

Porcentaje de polimorfismo 449 46,8 36,1 57,1 454 45,6 77,8 52,6 61,1 55,6 61,6

(MCombinaciones de cebadores selectivos (CCS): 1, Msel31 + EcoRI44; 2, Msel33 + EcoRI40; 3: Msel33 + EcoRI46; 4, Msel34 + EcoRI40; 5, Msel34 +
EcoRI46. VM, frutos en el estado verde maduro; P, frutos en el estado pinton; RMP, frutos en el estado rojo maduro alcanzado en planta; RME, frutos en

el estado rojo maduro alcanzado en estanteria.
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25,2% segun el estado de madurez. No se encontr6 una
asociacion entre estado de madurez y polimorfismo en
perfiles polipeptidicos, aunque, como se destaca mas
abajo, el mayor polimorfismo haya correspondido
al estado verde maduro. Considerandose todos los
estados, el grupo de RILs presentd un porcentaje de
bandas polimoérficas menor que el de hibridos. El
porcentaje de polimorfismo general fue de 12,3y 7,4%
superior a esos valores, respectivamente. Respecto
a las bandas con comportamiento de novo, si bien
el nimero absoluto fue mayor para los marcadores
de ADN, el porcentaje fue mayor para los perfiles
polipeptidicos (21,9% para los polipéptidos versus
6,0% para AFLP).

Los valores medios, errores estandares y los
porcentajes de variabilidad genética (PVG) de los
caracteres cuantitativos de calidad de fruto se presentan
en el Cuadro 2. Los valores de PVG variaron entre
34% para firmeza y 100% para acidez en el conjunto
de genotipos, y fueron, con excepcion de la firmeza,
mayores en el grupo de RILs que en el de hibridos.

Los resultados del analisis de cluster jerarquico, con
cadanivel de variacion genética analizado y con el total
de los datos, se presentan en la Figura 1. Se observa
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que los genotipos fueron distintos segun el nivel de
variacion genética empleado como criterio para el
agrupamiento. Sin embargo, el grupo formado por
algunas RILs (15 y 18) y la mayoria de sus hibridos fue
constante en los tres dendrogramas correspondientes a
cada nivel de variacion analizada. Ademas, y a modo
de ejemplo de asociacion entre datos moleculares y
caracteres fenotipicos, la RIL 15 se destaco por sus
valores negativos de ACG y ACE para VP; dos de sus
hibridos (1x15 y 15x9) tuvieron valores positivos de
ACE y los otros dos (15x8 y 18x15), valores negativos
(Marchionni Basté et al., 2010). En concordancia, la
RIL15 present6 una banda polipeptidica de 45 kDa en
el estado VM, que estuvo presente en los hibridos 15x8
y 18x15, pero ausente en 1x15 y 15x9.

En este experimento, se detectd la existencia de
variabilidad en diferentes niveles del flujo de la
informacion genética: ADN, polipéptidos y atributos
fenotipicos, en un grupo de RILs y sus hibridos
obtenidos segun un disefio dialélico. Sin embargo, la
variabilidad encontrada con los marcadores de AFLP,
los perfiles polipeptidicos y los caracteres cuantitativos
relacionados a la calidad de frutos fue distinta en
calidad y magnitud.

Cuadro 2. Valor medio+error estandar y porcentaje de variabilidad genética (PVGy, parental; PVGy, hibridos; y PVGr, total
de genotipos) de caracteres cuantitativos de calidad de fruto, en cruzamientos dialélicos de tomate.

Genotipo Caracteres cuantitativos")
Diametro  Altura Forma Peso Vida poscosecha Color Firmeza Solidos solubles pH Acidez
(cm) (cm) (2) (dias) (°Brix) titulable
Parental
RIL1 3,55+0,06 2,85+0,09 0,81+0,02 21,66+1,35  24,79+1,18 1,04+0,15  54,17£7,06  5,54+0,25 4,96+0,05  0,32+0,02
RILS 1,58+0,06 1,42+0,04 0,90+0,01  2,34+0,21 17,98+0,62 1,14+0,11  54,55+4,68  9,30+0,66 4,51+£0,09  0,65+0,02
RIL9 1,83+0,06 1,63+0,04 0,89+0,01 3,81+0,32 18,70+0,43 1,3740,05  53,39+3,38  7,04+0,18 4,35+0,05  0,79+0,04
RIL15 2,84+0,09 2,22+0,07 0,79+0,02  11,59+1,04 14,41+1,49 1,12+0,16  54,32+4,52  7,91+0,34 4,61+£0,11  0,44+0,03
RIL18 2,83+0,06 2,77+0,07 0,97+0,02 13,72+0,72  21,11£1,20 1,15+0,10  52,47+4,51  7,69+0,26 4,7240,07  0,37+0,03
PVGp (%) 91 92 73 92 55 84 0 91 83 100
Hibrido

(1x8) 2,21+0,05 1,90+0,03 0,88+0,01 5,80+0,23  26,51+1,24 1,18+0,06  47,15+4,68  8,26+0,24 4,50+0,07  0,59+0,05
(1x9) 2,17+0,03 2,02+0,02 0,94+0,02  5,81+0,02  24,60+1,27 1,19+0,07  55,71+6,88  7,09+0,21 4,65+0,11  0,39+0,05
(1x15) 2,40+0,07 2,09+0,07 0,89+0,01 7,31+0,05  21,93+1,40 1,25£0,09  45,53+7,40  5,49+0,44 4,49+0,09  0,42+0,06
(18x1) 2,59+0,11 2,59+0,09 1,02+0,02 10,62+0,99  23,08+1,80 1,1540,12  54,85+7,72  6,48+0,34 4,54+0,08  0,44+0,07
(9x8) 1,80+0,04 1,67+0,07 0,93+0,02  3,36+0,26 18,7740,93 1,2740,08  48,89+6,27  8,09+0,87 4,4240,08  0,55+0,08
(15x8) 1,84+0,04 1,64+0,04 0,89+0,01 3,50+0,22 15,47+0,75 1,39+0,07  52,39+5,12  6,89+0,36 4,62+0,11  0,55+0,04
(18x8) 2,57+0,05 2,47+0,06 0,97+0,02 10,42+0,66  20,58+1,06 1,23£0,11  44,87+7,07  7,31£0,27 4,74+0,10  0,33+0,02
(15x9) 2,36+0,04 2,11+0,03  0,91+0,01 7,37+0,32  21,42+0,84 1,2440,12  43,31+8,33  7,20+0,22 4,50+£0,09  0,55+0,04
(18x9) 1,96+0,05 1,89+0,05 0,98+0,01 4,62+0,31  20,67+0,98 1,26+0,10  49,00+7,13  7,23+1,52 4,6240,08  0,40+0,07
(18x15)  2,63+0,08 2,41+0,09 0,92+0,03 10,64+0,95 14,68+0,88 1,1940,17  43,86+8,44  7,35+0,53 4,65+0,18  0,46+0,03
PVGy (%) 72 71 42 73 54 35 34 62 43 70
PVG; (%) 91 84 63 82 55 46 34 71 83 100

(WCaracteres cuantitativos: forma, cociente altura/diametro; color, cociente entre absorbencia a longitud de onda de 540 nm/absorbencia a 675 nm; firmeza,
escala de 0-100; acidez titulable, gramos de acido citricol00g™" de jugo homogeneizado.
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En el nivel molecular, los perfiles polipeptidicos
presentaron la mayor variabilidad entre genotipos,
que alcanzd un maximo de 77,8% en el estado verde
maduro. Este alto valor de polimorfismo se asocié con
la presencia de un numero mayor de bandas de novo.
El mayor porcentaje de polimorfismo y de bandas de
novo, para polipéptidos del pericarpio en el estado
verde maduro, también fue encontrado por Rodriguez
et al. (2008), lo que sugiere una mayor conservacion
entre genotipos de los productos de la expresion génica
en estados mas avanzados de la madurez, debido,
posiblemente, a funciones fisioldgicas especificas para
el desarrollo del fruto. Por este motivo, el polimorfismo
paralosperfiles polipeptidicos en los estados pinton, rojo
maduro en planta y rojo maduro en estanteria es menor
que en el estado verde maduro, en el cual se observa
la mayor variabilidad entre los genotipos. Ademas,
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los comportamientos de novo en polipéptidos podrian
deberse a reorganizaciones cromosomicas, que se dan
frecuentemente en cruzamientos interespecificos, como
el que origino las RILs empleadas en este trabajo, y que
ayudan a superar el estrés genémico que se produce
al combinarse dos entidades genéticas evolutivamente
alejadas, o bien a interacciones intra e interloci entre
los genomas de los progenitores (Rieseberg, 2001).
Las diferentes combinaciones de cebadores
selectivos que se usaron para generar los AFLP
mostraron un importante grado de variabilidad entre
ellas, y fue mayor el porcentaje de polimorfismo en
los perfiles obtenidos por CCS4 (48,9% para las RILs
y 54,1% para los hibridos). Esta variabilidad dentro y
entre diversas combinaciones fue también demostrada
por Pratta (2004). Tal como es lo esperado para este
tipo de marcadores de ADN que se comportan como
dominantes, no fueron encontradas grandes diferencias
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Figura 1. Andlisis de agrupamiento de los genotipos de tomate (RILs, representadas por L, e hibridos, s6lo por numeros),
involucrados en el disefio de cruzamientos dialélicos con cada nivel de variacion genética analizado y con el total de los datos.
Agrupamientos: A, por AFLP, con cinco combinaciones de cebadores selectivos; B, por perfiles polipeptidicos, en cuatro
estados de madurez; C, caracteres cuantitativos de calidad del fruto; D, por el total de los datos. A y B, distancia de Jaccard
1-S; C, distancia euclidiana; D, distancia de Gower 1-S.
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en la variabilidad de los grupos de RILs e hibridos.
El menor porcentaje de bandas de novo, detectadas
por AFLP respecto a polipéptidos, indicaria que la
estructura gendmica se conserva en los cruces entre
RILs. Por lo tanto, las bandas de novo, observadas
en los perfiles proteicos, deberian tener su origen
principalmente en interacciones intra e interloci que
suceden en los hibridos y afectan la expresion génica,
tal como propuesto por Rodriguez et al. (2008).

Los diferentes valores de PVG para los caracteres
estudiados indican la presencia de una mayor
variabilidad fenotipica debida a variaciones genéticas
entre las RILs, mientras que los hibridos presentaron una
mayor similitud entre si. Esto podria ser, posiblemente,
debido a que en las F;s se reestablecen combinaciones
similares de alelos al estado heterocigoto, puesto que
en cada RIL se han dispersado los alelos presentes
en los parentales de la cultivar Caimanta y LA722.
De hecho, los hibridos entre RILs son muy similares a
la F; (cv. Caimanta x LA722).

Observandose los diferentes clusters jerarquicos
de la Figura 1, se desprende que el agrupamiento
con los perfiles de AFLP se presentdé como el mas
representativo de la variabilidad en comparacién con
el agrupamiento obtenido para el conjunto de los
datos. Sin embargo, esto podria deberse a que es el
nivel de variacion genética que mas variables aportod
al conjunto de datos, por la gran cantidad de bandas
generadas por esta técnica molecular. En términos
generales, los analisis de agrupamiento, segun los
diferentes niveles de variacion genética, reflejaron la
diferencia en la calidad y magnitud de variabilidad
detectada por cada conjunto de datos. Sin embargo,
existiria una asociacion entre los perfiles de AFLP, los
polipeptidicos y los caracteres cuantitativos en este
grupo de genotipos, como queda demostrado por la
constancia en el agrupamiento de algunas RILs y sus
hibridos y la correspondencia entre el polimorfismo
para los marcadores moleculares y los valores de
ACG y ACE para algunos caracteres. En este sentido,
la similaridad encontrada en los agrupamientos de la
linea 15 y sus hibridos, en todos los clusters realizados,
indica una congruencia entre los valores que presentan
estos genotipos para las caracteristicas dicotomicas
presencia/ausencia de fragmentos AFLP y polipéptidos
y las caracteristicas cuantitativas de atributos del
fruto (Gower, 1971). Estas congruencias representan
asociaciones entre los conjuntos de datos, lo que indica

que los polimorfismos moleculares se corresponden
con la wvariabilidad fenotipica, convirtiéndose en
posibles marcadores de QTLs para los caracteres
cuantitativos bajo estudio. Al respecto y a modo
de ejemplo de lo propuesto, Rodriguez et al.
(2008) informaron que un polipéptido de 47 kDa,
expresado en el estado pinton, estuvo asociado a
la vida poscosecha de los frutos en la generacion F,
de un cruzamiento entre una cultivar homocigota
para el mutante de madurez nor y una accesion de
L. esculentum var. cerasiforme. La masa molecular de
ese polipéptido es muy similar a la del detectado en
el estado verde maduro en este experimento (45 kDa),
cuyo polimorfismo se corresponde con las ACG y ACE
para la vida poscosecha de la RIL 15 y sus hibridos. En
consecuencia, la estrategia de abordar el estudio de la
genética molecular de caracteres cuantitativos, a través
de un disefio de cruzamientos dialélicos, se convierte
en una aproximacién valida para detectar posibles
QTLs de interés agrondmico, que deberan validarse
posteriormente en generaciones segregantes de los
hibridos evaluados.

Conclusiones

1. La caracterizacion de genotipos que conforman
un disefio de cruzamientos dialélicos completo sin
reciprocos, por marcadores moleculares y atributos
fenotipicos, permite avanzar en el conocimiento de
la genética molecular de caracteres cuantitativos
relacionados a la calidad de los frutos de tomate.

2. Hay diferencias en la calidad y magnitud de cada
nivel de variacion genética.

3. Existen asociaciones entre el polimorfismo en el
nivel molecular y los valores de aptitud combinatoria
general y especifica de los caracteres cuantitativos.
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