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Segun lo establecido en la norma de doctorado de la Universidad Miguel Hernandez
para la defensa de una tesis doctoral con mencién internacional es necesario:’Que
parte de la tesis doctoral, al menos el resumen y las conclusiones, se haya redactado
y sea presentado en una de las lenguas habituales para la comunicacion cientifica en
su campo de conocimiento, distinta a cualquier de las lenguas oficiales en Espafia.” En

este caso se ha escogido la lengua inglesa.

SUMARY

The UMH research group "Agricultural Biodiversity and Breeding Varieties"
started in 1998 at Escuela Politécnica Superior de Orihuela (EPSO), a breeding
program for the simultaneous introduction of three dominant genes that confer
resistance to three of the most relevant viruses in south-eastern Spain. These viruses
are Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) and Tomato
spotted wilt virus (TSWV). Procedures for the inclusion of two tomato breeding lines,
"Muchamiel" (UMH1200) and "De la Pera" (UMH1203), in the Spanish Protected and
Commercial Variety Register were initiated in 2011. Plant variety right titles for both
breeding lines with the three resistance genes were obtained in July 2013. Last year
procedures for inclusion of another ten breeding lines, with different genotypes, were
initiated, which are expected to be finalized during 2015 and 2016. We have obtained
other tomato breeding lines with all the homozygote combinations for the three
resistance genes, which can be considered quasi-isogenic lines of the traditional
varieties. We have used this set of breeding lines in order to analyze the effect of the
respective introgressions. Tomato seeds from both varieties were obtained during the
first year (2009/2010) in order to perform genetic evaluations. By selfing these breeding
lines, we obtained all the homozygote combinations for the three resistance genes. The
genotype of each line was confirmed using molecular markers linked to the resistant
genes, routinely used in the breeding program. During 4 years, agronomic and quality
parameters were studied in the set of lines corresponding to "Muchamiel" and "De la
pera" through eight essays carried out under different agricultural production and
different locations. In all experiments, some parameters were negatively affected by the
chromosome segment containing the Ty-1 gene. Data from all the experiments were
jointly analyzed using multivariate analysis methods. ToMV resistance gene effect was
significant for the 5 ‘De la Pera’ and ‘Muchamiel’ trials, except for number of fruits.
TSWYV gene effect was also significant, except for number of inflorescences per plant,
total yield and commercial yield. Finally, TYLCV resistance gene had an important and

significant effect, except for SSC, as previously reported in other studies carried out by
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our group. In all cases, using individual analysis, grouping by varietal type or analyzing
all the trials jointly, the fragment that contained the Ty-1 gene showed a greater effect.
We used near-infrared spectroscopy technology (NIRS) in order to estimate the more
important mineral contents of our breeding lines at the end of the breeding program.
Our results suggested that NIRS could also be used in the selection of lines during a
breeding program, an issue that we will try to address in our future breeding work.
However, the estimations of soluble solids (SSC) and acidity (TA) obtained using dry
samples of tomato may be useful only for screening purposes. More research must be
done on NIRS analysis using fresh samples and intact tomatoes, in order to improve
the estimation of SSC and TA.

The obtained breeding lines could be grown under ToMV, TYLCV and TSWV
virus infection conditions. It would be almost impossible to cultivate these traditional
varieties without these resistances. However, the negative effects of the introduced
genes observed in some agricultural conditions, such as slight decreases in yield and
some organoleptic characteristics, suggest that further breeding work is needed. In
addition, we are currently selecting new breeding lines from other varieties like “Cherry”
o “De la pera moruno” and we also are developing hybrids between breeding lines and

traditional cultivars from diverse origins.
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RESUMEN

El grupo de investigacion de la UMH “Biodiversidad Agricola y Mejora Genética
de Variedades® empez6 en 1998 en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela
(EPSO) un programa de mejora para la introduccion de genes de resistencia a tres de
las virosis mas importantes que afectan al cultivo del tomate en el sureste espafiol.
Estas virosis son el virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, TOMV), el virus
del rizado amarillo del tomate o de la cuchara (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) y
el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV). En 2011 se
iniciaron los tramites para la inscripcion en los Registros de Variedades Comerciales y
Protegidas de dos lineas de mejora de tomate de los tipos “Muchamiel” (UMH1200) y
“De la Pera” (UMH1203), ambas tienen genes de resistencia en homocigotas a los tres
virus comentados anteriormente. Los titulos de obtencion vegetal fueron concedidos
dos afios después, en julio de 2013. Durante los afios 2013 y 2014 se enviaron diez
lineas mas derivadas del programa de mejora, con distintos genotipos, las cuales se
prevé que seran inscritas en ambos registros durante 2015y 2016.

A partir de los materiales desarrollados con resistencia a las tres virosis, hemos
obtenido lineas de mejora que tienen todas las combinaciones posibles de los tres
genes de resistencia en homocigosis, las cuales pueden considerarse lineas cuasi-
isogénicas de las respectivas variedades tradicionales. Este conjunto de lineas ha
posibilitado el analisis detallado de los efectos de los respectivas introgresiones.
Durante el primer afio (2009/2010) se obtuvieron las semillas necesarias para disponer
de todos los genotipos necesarios para llevar a cabo el andlisis genético en las
variedades de tomate “De la Pera” y “Muchamiel”. Se consigui6é disponer de todos los
estados, homocigoto sensible y resistente, para cada uno de los genes de resistencia
introducidos, empleando para ello los marcadores moleculares para cada gen de
resistencia seleccionados en proyectos de investigacion anteriores. Se llevd a cabo
durante 4 afios la evaluacion agrondémica y de algunos parametros relacionados con la
calidad organoléptica del tomate en las lineas de “Muchamiel” y “De la pera”
realizando ocho ensayos bajo diferentes sistemas de produccién agraria y en distintas
localidades. En todos ellos se vio que la introduccion del segmento cromosdmico que
contiene la regién de los genes de resistencia a virosis, sobre todo el que contiene a
Ty-1, fue desfavorable para algunos caracteres agronémicos y de calidad. La
informacién procedente de todos los experimentos fue analizada conjuntamente
utilizando métodos de analisis multivariante. El efecto del gen de resistencia en ToMV
fue significativo para los 5 ensayos “De la pera” y “Muchamiel”’, excepto para el

numero de frutos. También tuvo efecto significativo para el gen TSWV, excepto para
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parametros como numero de inflorescencias por planta, produccion total y produccién
comercial. Para el gen de resistencia TYLCV se observd un efecto importante y muy
significativo, excepto para el contenido en sélidos solubles, como se ha observado
previamente en otros trabajos realizados por el grupo. En todos los casos, tanto en los
ensayos individuales como agrupando por tipo varietal o realizando los analisis en
conjunto, el fragmento introgresado que tuvo un mayor efecto fue el que contiene el
gen de resistencia Ty-1, que confiere resistencia a TYLCV.

Una vez obtenidas las lineas de mejora al final del ciclo del programa, para
estimar el contenido de los principales elementos minerales presentes en el fruto,
hemos utilizado la tecnologia de espectroscopia en el infrarrojo cercano (en inglés
NIRS). Nuestros resultados sugieren que la técnica NIRS también podria ser utilizada
en la seleccién de lineas durante un programa de mejora, un objetivo que se intentara
abordar en nuestro trabajo futuro de mejora. Sin embargo, la estimacion de los solidos
solubles y de la acidez, obtenida a partir de muestras secas de tomate, puede ser util
sé6lo para llevar a cabo un cribado o seleccién preliminar. Seria interesante continuar el
analisis NIRS usando muestras frescas y tomates intactos, con el fin de mejorar las
estimaciones.

Las nuevas lineas obtenidas pueden cultivarse en presencia del virus del
ToMV, TSWV y TYLCV, en condiciones en las que seria casi imposible cultivar las
variedades tradicionales originales. Sin embargo, los efectos negativos de los genes
introducidos y/o de la carga de ligamiento, que se observan en algunas condiciones de
cultivo implican que el programa de mejora debe seguir en marcha. Actualmente se
estan desarrollando ademas nuevas lineas de mejora de otros tipos varietales, como
“Cherry” o “De la pera moruno”, y también se estan desarrollando hibridos entre lineas

de mejora y variedades tradicionales de diverso origen.
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PROLOGO

Este documento se ha elaborado siguiendo la normativa de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche para la “Presentaciéon de Tesis Doctorales como un
conjunto de publicaciones”, y se ha dividido en las siguientes partes:
1.- Una Introduccidn, en la que se presenta el tema de la tesis y los antecedentes del
trabajo realizado.
2.- Un apartado de Objetivos.
3.- Un apartado de Publicaciones, que incluye los articulos publicados y el manuscrito
pendiente de aceptacion en el momento de depodsito de la tesis, recogiendo

unicamente los publicados o enviados a revistas recogidas en el SCI:

3.1.- Bajo revision
Efecto de la introduccién de resistencia genética a virosis
3.1.1.-Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Valero, M., Ruiz,

J.J. (enviado). Introgression of virus-resistance genes into traditional

tomato varieties (Solanum lycopersicum L.): effects on yield and quality.
Journal of the Science of Food and Agriculture.
3.2.-Publicados
Lineas del programa de mejora enviadas al reqistro
3.2.1.-Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M., Ruiz,
J.J. (2011). UMH 1200, a Breeding Line within the Muchamiel Tomato
Type Resistant to Three Viruses. Hortscience. 46(7),1054-1055.
3.2.2.-Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M., Ruiz,
J.J. (2012). UMH 1203, a Multiple Virus-resistant Fresh-market Tomato
Breeding Line for Open-field Conditions. Hortscience. 47(1):124—125.
3.2.3.-Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M., Ruiz,
J.J. (2014). UMH 1422 and UMH 1415: Two Fresh-market Tomato
Breeding Lines Resistant to Tomato Mosaic Virus and Tomato Spotted
Wilt Virus. Hortscience. 49(11):1-2.

Analisis de la variabilidad del material vegetal
3.2.4.-Garcia-Martinez, S., Nazario, L., Alonso, A., Agullé, E., Rubio, F., Moral,

R., Ruiz, J.J. (2011). Quality assessment of tomato landraces and virus-

resistant breeding lines: quick estimation by near-infrared reflectance
(NIRS). Journal of the Science of Food and Agriculture. 92(6),1178-
1185.
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3.3.-Titulos de obtencién vegetal

Reqistro de las variedades vegetales

3.3.1.-Variedad de tomate UMH1200. Numero titulo: 2618. Numero registro:
20114962

3.3.2.-Variedad de tomate UMH1203. Numero titulo: 2619. Numero registro:
20114963

4.- Un apartado de Material y Métodos. Aunque en las publicaciones se detalle el
material y métodos, ampliamos en este apartado para una mejor comprension de los
experimentos.

5.- Un apartado de Resultados y Discusion.

6.- Un apartado de Conclusiones.

7.- Finalmente un apartado de Bibliografia en el que se resefian todas las referencias

que aparecen citadas en el texto, aunque también lo estén en los articulos.

Durante el desarrollo de esta Tesis hemos colaborado con los grupos e
investigadores siguientes:
-Grupo de Investigacion Aplicada en Agroquimica y Medio Ambiente, especialmente a
Raul Moral, Luis Nazario y Enrique Agullé.
-Grupo Calidad y Seguridad Alimentaria, especialmente a Angel Antonio Carbonell.
-Grupo de Post-Recoleccion de Frutas y Hortalizas, especialmente a Maria Serrano,
Domingo Martinez, Daniel Valero, Pedro J. Zapata.
-Grupo de Economia, politica y Desarrollo Agroambiental y del Medio Rural,
especialmente a Margarita Brugarolas, Africa Poveda y Laura Martinez.
-Departamento de Produccion Vegetal y Microbiologia, especialmente a Miguel Juarez
-A Rosa Rao y Giandomenico Corrado, Facolta di Agraria dell’Universita degli Studi di
Napoli Federico Il. Biotecnologie Vegetali.
-Técnicos de laboratorio José Maria Sanchez, Carmen Ballester, José Joaquin Garcia

y Javier Vives.

Fernando Rubio Lopez Pagina 8 de 94



Prélogo e

T T

. UNIVERSITAS

=
%
g

La Mejora Genética Vegetal es una ciencia que engloba y necesita a un
elevado numero de campos del conocimiento, o disciplinas distintas, como la botanica,
genética, citologia, fisiologia vegetal, agronomia, edafologia, patologia vegetal,
entomologia, etc. Desde el punto de vista del mejorador es imposible que sea un
experto en todos y cada uno de estos campos, por lo que los programas de mejora
deben ser llevados a cabo por equipos multidisciplinares. La colaboracién con los
grupos citados anteriormente nos ha permitido estudiar una serie de parametros
funcionales (licopenos y carotenos,...), componentes volatiles, contenido en minerales
(macroelementos y microelementos), de calidad (azlcares y acidos), caracteres
agrondmicos (produccion, peso medio,...), expresion génica, patolodgicos, analisis
sensorial, valoracién o aceptacion por parte del consumidor que hubiera sido imposible
llevar a cabo sin dicha colaboracion.

Otra parte del trabajo realizado durante el transcurso de estos afos ha sido la
divulgacion, intentar dar a conocer nuestros resultados a un publico lo mas amplio
posible. En el caso de la Mejora en general, y de las variedades tradicionales en
particular, es importante que el proyecto que se esta realizando sea conocido,
especialmente en la zona de influencia de estas variedades. Por nuestra parte, este
objetivo se ha intentado asistiendo a un buen numero de congresos, tanto nacionales
como internacionales, de ciencias horticolas, agroalimentarias, y de mejora genética,
asi como enviando los resultados del trabajo realizado a revistas de divulgacion
nacionales e internacionales.

Para que este trabajo quede reflejado, aparecen a continuacion
cronolégicamente las referencias de los articulos de divulgacion y las comunicaciones

a congresos:

Scarano,D., Rubio, F., Ruiz, J.J., Rao, R., Corrado, G. (2014). Morphological and
genetic diversity among and within common bean(Phaseolus vulgaris L.)
landraces from the Campania region(Southern ltaly). Sciencia horticulturae: 180:
72-78.

Barrantes, W., Fernandez-del-Carmen, A., Lopez-Casado, G., Garcia-Martinez, S.,
Alonso, A., Rubio, F., Ruiz, J.J., Fernandez-Mufoz, R., Granell, A., Monforte, A.
(2014). A new genomic library of introgression lines from Solanum
pimpinellifolium. QualityFruit, 3 Anual Conference of the COST ACTION
FA1106, Greece.

Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso A., Corrado, G., Rao, R., Coppola, V., Ruiz,
J.J. (2013). Expresion cuantitativa de genes relacionados con la ruta biosintética
de carotenoides en lineas de mejora de tomate resistente a virosis. VIl Congreso
Ibérico de agroingenieria y ciencias horticolas.Poster Madrid.
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Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M. (2013). Lineas de
tomate “De la Pera" obtenidas en la Universidad Miguel Hernandez resistentes a
diversas virosis. VIl Congreso Ibérico de agroingenieria y ciencias
horticolas.Péster Madrid.

Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M. (2013). Nuevas
lineas de mejora de tomate Muchamiel resistentes a virus del programa de
mejora genética de la EPSO-UMH. VII Congreso Ibérico de agroingenieria y
ciencias horticolas.Poster Madrid.

Alonso A., Garcia-Martinez, S., Grau, A., Rubio, F., Carbonell, P., Chacén, B., Ruiz,
J.J. (2012). Interés agronémico de hibridos de tomate obtenidos cruzando lineas
resistentes de la UMH y variedades locales de distintos origenes. Horticultura
304:28-Interempresas.

Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Chacon, B., A. Grau, A., Valero, M., Ruiz,
J.J. (2012). Desarrollo de variedades resistentes de tomate 'De la Pera': Efecto
de la introduccién de genes de resistencia a ToMV, TSWV y TYLCV. Horticultura
302:58-Interempresas.

Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Chacén, B., Grau, A., Valero, M., Ruiz,
J.J. (2012). Introduccion de genes de resistencia a virosis en variedades de
tomate tradicional 'De la Pera' y sus efectos sobre caracteres agronémicos.. XIl|
Congreso Nacional de Ciencias Horticolas. Almeria. Acta de Horticultura 60:9.

Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Rubio, F., Valero, M., Ruiz, J.J. (2011).
Simultaneous introgression of three resistance genes into tomato landraces using
marker-assisted selection: results of a breeding program. Plant GEM Istanbul.
Absctract book.

Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Valero, M., Ruiz, J.J. (2010).
Introgressing resistance genes into traditional tomato varieties: effects on yield
and quality. Lisboa. Acta de Horticultura 935:29-33..

Durante la realizacién de la tesis he codirigido varios trabajos fin de carrera
siguiendo uno de los principales objetivos de mi proyecto el cual es: “Estudiar el efecto
de las regiones cromosdmicas que contienen los genes Sw-5 (confiere resistencia a
TSWYV), Ty-1 (confiere tolerancia a TYLCV) y Tm-2a (confiere resistencia a ToMV)
sobre caracteres agrondémicos y de calidad, en lineas de mejora de tomate en
diferentes localidades”, los cuales aparecen a continuacion:

Coves, C. (2010). Puesta a punto de marcadores moleculares ligados a genes
de resistencia a virosis y caracterizacion agrondmica en lineas de mejora de tomate

“De la Pera”. Trabajo final de carrera. Universidad Miguel Hernandez.
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Ruiz, F. (2011) Efecto de la introduccion de genes de resistencia genética a
virosis en lineas de mejora de tomate “De la Pera”. Trabajo Final de Carrera. UMH.

Chacén, B. (2011). Efecto de la introduccion de genes de resistencia genética a
virosis en lineas de mejora del tomate “De la Pera” cultivadas bajo malla. Trabajo Final
de Carrera. UMH.

Teruel, C. (2012). Efecto de la introduccién de genes de resistencia genética a
virosis en lineas de mejora de tomate “Muchamiel”, injertadas sobre el patron Beaufort
y cultivadas al aire libre. Trabajo Final de Carrera. Universidad Miguel Hernandez.

Jover, M. (2012). Efecto de la introduccién de genes de resistencia genética a
virosis en lineas de mejora de tomate “Muchamiel’, cultivadas al aire libre durante el
ciclo primavera-verano 2011. Trabajo Final de Carrera. Universidad Miguel Hernandez.

Almarcha, O. (2012). Efecto de la introduccion de genes de resistencia genética
a virosis en linea de mejora de tomate "Muchamiel" (S. lycopersicum) cultivadas en
invernadero. Trabajo Final de Carrera. Universidad Miguel Hernandez.

Rosa, A. (2013). Efecto de la introduccion de genes de resistencia genética a
virosis en lineas de mejora de tomate “De la Pera” cultivadas bajo malla. Trabajo Final
de Carrera. Universidad Miguel Hernandez.

Sanchez, E. (2013). Efecto sobre algunas propiedades funcionales de la
introduccion de genes de resistencia a virosis en lineas de mejora de tomate
“Muchamiel”. Solanum lycopersicum L. Trabajo Final de Carrera. Universidad Miguel
Hernandez.

Por otra parte, merece mencién mi Trabajo final del master de Agroecologia
desarrollo rural y agroturismo, cuyo objetivo fue realizar una evaluacién de calidad
sensorial (flavor, textura, apariencia y aroma), de dos lineas de tomate “Muchamiel’
mejorados y uno tradicional (como referencia), cultivadas todas ellas en condiciones
ecologicas. Para ello se realizd una serie de catas con consumidores no entrenados.
Rubio, F. (2011). Analisis sensorial de tomates Muchamiel en cultivo ecoldgico.
Trabajo Final de Master Agroecologia desarrollo rural y agroturismo. Universidad

Miguel Hernandez.
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1.- INTRODUCCION

El tomate pertenece a la familia de las Solanaceas, siendo conocido por
Solanum lycopersicum (Peralta et al., 2008) tal y como fue denominado originalmente
por Linneo en 1753. El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las verduras mas
consumidas por el hombre. Se puede consumir en fresco, como parte de ensaladas,
también como producto elaborado (pelado en conserva, troceado, triturado, en zumo,
desecado, en confitura). El tomate aparece como ingrediente en muy diversos platos y
alimentos precocinados.

Se trata de una especie originaria de la region andina, que comprende hoy dia
parte de Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y Pert (Sims, 1980). Recientemente,
Blanca et al. (2012) indican que hubo un proceso de pre domesticacion que ocurrié en
la region andina, que se completo en Mesoamérica antes de la llegada de los
espafoles.

Con el descubrimiento de América, el tomate fue llevado a Europa y otras
partes del mundo a inicios del siglo XVI (Peralta y Spooner 2005; Paran et al. 2007).
La aceptacion del tomate fue desigual: mientras que en Espafia e ltalia se utilizé en la
alimentacion desde el principio en los demas paises se utilizé s6lo como ornamental,
por sus flores amarillas y sus bayas. Esta situacién se mantuvo en muchos paises del
Norte de Europa hasta finales del siglo XVIII - principios del XIX. Esto pudo deberse a
que las solanaceas europeas eran ricas en alcaloides, sustancias que tenian efectos
somniferos, paralizantes y a veces mortales (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995).

El tomate tiene muchas caracteristicas que lo convierten en una planta modelo
particularmente interesante, como son sus frutos carnosos, raiz simpodial, hojas
compuestas, etc., que otras plantas como el arroz o Arabidopsis no tienen. Muchas de
estas caracteristicas son agronémicamente importantes y no pueden ser estudiadas

con ninguna otra planta modelo (Kimura y Sinha, 2008).

1.1.- Importancia econémica del tomate

El tomate es una de las hortalizas mas ampliamente difundidas en todo el
mundo y de mayor valor econdémico (Cuartero, 2001). Su demanda aumenta
continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. A ello contribuye el hecho
de que se trata de un producto destinado a ser consumido en fresco o bien procesado
de multiples maneras (Costa y Heuvelink, 2005). El incremento anual de la produccion
en los ultimos afios se debe principalmente al aumento en el rendimiento y en menor
proporcion al aumento de la superficie cultivada. De hecho, en nuestro pais la

produccion de tomate representd la mayor produccion con 4 millones de toneladas y
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una superficie de 48 mil hectareas, entre todos los cultivos de hortalizas durante el
afo 2012 (MARM, 2015).

En Espafa, la superficie de cultivo de tomate es mayoritariamente de regadio,
con una superficie aproximada de sesenta y cuatro mil hectareas, siendo ademas el
cultivo al aire libre predominante sobre el cultivo protegido. Si analizamos la
produccién por comunidades auténomas, destacan fundamentalmente Extremadura y
Andalucia con casi dos millones y un millén setecientas mil toneladas durante 2011,
respectivamente. En tercer lugar se sitla la Regidon de Murcia con casi cuatrocientas
mil toneladas de produccién. La Comunidad Valenciana se encuentra en el octavo
puesto, con una participacion de tan sélo el 1,7% de la produccion total nacional (INE,
2015).

A nivel mundial, Espafia se sitia como el octavo pais productor de tomate con
4 millones de toneladas, el tercer pais en cuanto a volumen exportado con 964.054
toneladas, tanto tomate fresco como en conserva, y como el décimo pais importador
de tomate con 144.608 toneladas, segun datos de 2012 (FAOSTAT, 2015).

1.2.- Variedades tradicionales de tomate

Desde su introducciom los agricultores han ido desarrollando ecotipos
adaptados a condiciones locales y seleccionando variedades. No es, por tanto, de
extrafar que después de siglos de seleccidon dispongamos de un impresionante
patrimonio formado por variedades tradicionales o locales de muchos cultivos, en su
mayor parte caracterizadas por su excelente calidad. Estas variedades son pues el
resultado del trabajo de seleccion y mejora realizado por los agricultores (Garcia-
Martinez, 1998; Guzman et al., 2000; Cebolla, 2005) y se hallan inmersas en el
proceso coevolutivo, que les otorga un caracter dinamico y diverso (Gonzalez y
Guzman, 2006). De esta manera, el criterio tenido en cuenta para la seleccion,
respondia fundamentalmente a la rusticidad del cultivo, asi como a otro tipo de
aspectos, relacionados mas bien con la calidad del fruto. Con los afios se ha
constituido de esta forma una serie de grupos varietales bien adaptados a cada
ambiente y con productos muy apreciados en los mercados locales a los que se
destinaban.

Algunas de las variedades tradicionales destacables en el sureste espariol son
“Muchamiel” de Alicante, el “Tres cascos de Elche”, el “De la Pera” en la Vega Baja del

Segura, “El Valenciano”, los “tomates morunos”, o el “Flor de Baladre” en Murcia.
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1.2.1.- Origen, tipos y problematica

En funcion de las caracteristicas morfolégicas de los frutos (fundamentalmente
forma, tamafio y color), las variedades tradicionales se pueden clasificar en distintos
tipos o grupos varietales, mas o menos homogéneos. En la figura 1 aparecen los
frutos de algunas de estas variedades tradicionales. El tipo varietal “De la Pera” esta
formado por un conjunto de variedades cuyos frutos se caracterizan por tener cierta
forma aperada. Se cultivan principalmente en el sur de la provincia de Alicante y en las
poblaciones vecinas de Murcia. Estos frutos tenian un doble uso; los primeros frutos
recolectados se destinaban a consumo en fresco, mientras que los ultimos se
empleaban en conserva. La variedad “Muchamiel” toma el nombre de la misma
localidad alicantina. Esta formado por un conjunto de variedades que tienen el fruto
aplastado, mas o menos rizado y de mayor tamafio que el anterior tipo. Se cultivan en
el norte de Alicante, Valencia y también Murcia. Su principal uso es para consumo en
fresco sobre todo en ensaladas. El “Tres cascos” de Elche, se caracteriza por la forma
aperada de sus frutos con tres l6bulos o “cascos” fuertemente marcados, cultivado en
la zona del campo de Elche. Su tamafio es un poco mayor que el “De la pera”, y al
igual que estos también tiene un doble uso, consumo en fresco y conserva. El tipo
varietal “Valenciano” se identifica por la forma acorazonada de sus frutos y su principal
uso es para consumo en fresco en ensaladas. En las sierras del sureste espanol se
dan un conjunto de variedades, algunas similares en morfologia a “Muchamiel”, pero
que en su maduracién presentan un color rojo mas oscuro muy cercano al morado.
Por esta coloracién caracteristica reciben el nombre de tomates “morunos”. Por ultimo,
la variedad “Flor de Baladre” proviene de Murcia, y se caracteriza por tener una forma
y tamafio de sus frutos parecida al “Muchamiel”’, siendo éstos un poco mas
acostillados o rizados (Nuez y Ruiz, 1999).

Existen muchisimas variedades tradicionales mas en Espafia, pudiéndose
afirmar que, practicamente en cualquier zona donde el tomate haya sido cultivado
desde hace bastante tiempo, se han seleccionado variedades locales, siendo la
adaptacion a las condiciones agroclimaticas especificas y la calidad organoléptica los

principales criterios de seleccion.
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Figura 1: Frutos de las variedades tradicionales Muchamiel (a), De la pera (b), morunos (c) y

Valenciano (d).

Todas las variedades tradicionales de tomate tienen en comun sus
excepcionales caracteristicas organolépticas, que las hacen muy apreciadas por parte
de los consumidores locales. La preferencia de los consumidores espafoles por una
mayor calidad, por productos reconocidos localmente y su rechazo hacia los costes
medioambientales derivados de la distancia entre los centros de produccion y los de
consumo (“food miles”), podrian hacer que el mercado local fuera adecuado para estas
variedades. Ademas un alto porcentaje de consumidores pagaria mas por una
variedad de tomate local (“Muchamiel” o “De la Pera”), segun Brugarolas et al. 2009.
Sin embargo, son sensibles a todas y cada una de las virosis que afectan al tomate, lo
que hace practicamente imposible su cultivo, favoreciendo un progresivo abandono de
su cultivo y sustitucion por otras variedades modernas, en su mayoria hibridos F1
(Nuez et al., 1998). De esta forma se va produciendo la sustituciéon de las variedades
tradicionales por las mejoradas. Actualmente, ya hemos perdido una parte
considerable de este patrimonio agricola.

Este abandono supone una pérdida irreversible de diversidad genética, ya que,

ademas de las claras diferencias apreciables a simple vista, como forma, tamafio o
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color, se ha comprobado que también existen para caracteres de calidad tanto entre
los distintos tipos varietales como dentro de cada uno de ellos (Ruiz et al., 2005a,b;
Ruiz et al., 2006). Este hecho implica una grave pérdida, pues la diversidad significa
seguridad frente a enfermedades, plagas y condiciones climaticas inesperadas
(Cooper et al., 1992). El efecto negativo de la sustitucion de los cultivos y variedades
tradicionales por cultivares mejorados fue mucho menos evidente a primera vista, pero
supuso una pérdida extraordinaria de diversidad genética (Frankel y Hawkes, 1975).

El tomate hospeda mas de 200 especies de un gran abanico de plagas vy
patdgenos que generan significativas pérdidas econdmicas, pero la naturaleza también
nos ha provisto de una gran variedad de resistencias, disponible en las especies
silvestres (Bai y Lindhout, 2007).

Para utilizar una mayor proporciéon de la diversidad genética disponible una
posible alternativa es volver a distribuir semillas de variedades tradicionales (y
especies silvestres relacionadas) a los agricultores, asi como incorporarlas a
programas de mejora. Estos programas producirian variedades tradicionales
mejoradas, que deberian ser ensayadas en distintas condiciones para comprobar su
adaptacion a los sistemas de cultivo, como paso previo hacia un sistema de mejora
integrado. En definitiva se trata de acciones con la finalidad de permitir una mayor
posibilidad de eleccién de variedades para los agricultores (Cooper et al., 1994).

Por razones econdmicas, la mejora de estas variedades con un limitado
mercado queda fuera de los programas de las empresas productoras de semillas, por
lo que debe ser abordada preferentemente por organismos publicos (Nuez y Ruiz,
1999).

1.2.2.- Necesidad de introducir resistencias genéticas

La sensibilidad a todos los patégenos que afectan al tomate es la principal
causa del abandono de las variedades tradicionales. Por lo tanto, su recuperacion
pasa por la introduccién de resistencia genética a dichos patdgenos.

A partir de los afios 30 empezaron a utilizarse distintas especies silvestres en
los programas de mejora (Rick, 1986), especialmente con el objetivo de introgresar
determinados genes de resistencia en variedades cultivadas. Su importancia es tal,
que el tomate es la especie cultivada que ha sufrido mas introgresiones de genes de
resistencia procedentes de otras especies emparentadas (Hajjar y Hodgkin, 2007). De
entre ellos cabe destacar los siguientes, presentes en la mayor parte de los cultivares
comerciales actuales: Tm-1 y Tm-2 (resistencia a ToMV), Sw-5 (resistencia a TSWV),
Frl (resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici) y Mi y Mi-3 (resistencia

a diferentes especies de Meloidogyne), procedentes de S. peruvianum; | e [-2
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(resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici razas 0 y 1), Ve (resistencia a
Verticillium dahliae), Cf-2, Cf-5, Cf-6 y Cf-9 (resistencia a diferentes razas de de
Cladosporium fulvum), Sm (resistencia a Stemphyllium sp.) y Pto (resistencia a
Pseudomonas syringiae pv. tomato), procedentes de S. pimpinellifolium; [-3
(resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 2) procedente de S. pennellii,
Ty-1 'y Ty-3 (resistencia a TYLCV) procedente de S. chilense; y Ty-2 (resistencia a
TYLCV) procedente de S. habrochaites (Robertson y Labate, 2007).

En la siguiente tabla se presenta un resumen de las principales especies
silvestres de tomate, como recursos genéticos, con las caracteristicas de genes de

interés que han sido o podrian ser consideradas en programas de mejora del cultivo.

Tabla 1. Caracteristicas agronémicas de interés de las especies silvestre de tomate.
(Tomado de Prohens et al., 2008).

Especies Caracteristicas de interés

S. lycopersicum var. cerasiforme L. Tolerancia a humedad, resistencia a

hongos y enfermedades del suelo

S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg and Tolerancia a salinidad, “jointless genes” y

S. galapagense S. Darwin & Peralta espesor del pericarpio

S. chmielewskii (C.M. Rick, Kesicki, Alto contenido de azucares
Fobes & M. Holle) D.M. Spooner,
G.J. Anderson & R.K. Jansen

S. neorickii D.M. Spooner, Resistencia a bacterias

G.J. Anderson & R.K. Jansen

S. pennellii Correll Resistencia a sequia

S. habrochaites S. Knapp Tolerancia a frio y heladas, resistencia a

& D. M. Spooner insectos y enfermedades

S. chilense (Dunal) Reiche Resistencia a sequia y enfermedades

Complejo peruvianum: S. peruvianum Resistencia a virus, hongos y bacterias
(L.), S. arcanum (Peralta),

S. corneliomuelleri (J.F. Macbr.),

S. huaylasense (Peralta & S. Knaap

En esta tabla 1 se puede observar que la especie silvestre S. habrochaites S.
Knapp & D. M. Spooner (anteriormente Lycopersicon hirsutum D.), se ha utilizado
como fuente de resistencia a enfermedades en tomate cultivado, como el hongo
Phytophthora infestans, tizén tardio (Brouwer and St.Clair, 2004), y la bacteria

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Francis et al., 2001).
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En 1998 empezd un programa de mejora para la introduccion de genes de
resistencia a las tres virosis mas importantes que afectan al cultivo del tomate en el
sureste espafol. Estas virosis son el virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic
virus, ToMV), el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV) y el
virus del rizado amarillo del tomate o de la cuchara (Tomato yellow leaf curl virus,
TYLCV).

La mayoria de las resistencias de las que se dispone son monogénicas, o de
tipo vertical, por lo que se corre el riesgo de que sean superadas. Sin embargo, su
introduccion es mas facil, cosa que no ocurre con la resistencia poligénica u horizontal,
la cual es mas estable, pero de mas dificil introduccion. Por éstas y otras razones,
como la agresiva dinamica de lanzamiento de nuevas variedades por parte de las
casas de semillas, la mejora genética para plagas y enfermedades se ha centrado en
la resistencia monogénica o vertical (Nuez et al., 2004).

En los ultimos afios podemos encontrar muchos ejemplos de utilizacién de
marcadores moleculares en programas de mejora contra plagas y enfermedades en
tomate, como los de Masuelli et al. (2000), Robert et al. (2001), Langella et al. (2004),
Skupinova et al. (2004), Garland et al. (2005) y Gardner et al. (2012). También hay
ejemplos en lenosas (Lecouls et al., 2004), asi como para otros caracteres como
contenido en aceites (Tanhuanpdd and Vilkki, 1999), azucares (Yousef and Juvik,
2001) o caracteres organolépticos (Joseph et al., 2004). Esto demuestra la utilidad de
los marcadores en los programas de mejora. Las casas de semillas también emplean
marcadores moleculares en sus programas de mejora, pero por razones obvias

muchos de estos marcadores no suelen ser de dominio publico.

1.2.3.- Estudio de la variabilidad en las variedades tradicionales

A simple vista se pueden apreciar diferencias entre las distintas variedades
de tomate, tanto tradicionales como comerciales, para distintos caracteres (figuras 1y
2). Estas diferencias facilmente observables se pueden agrupar en caracteres
agrondémicos (rendimiento, cuajado en condiciones adversas, resistencia a distintas
factores bibticos o abidticos) y morfolégicos (forma, tamafo y color de distintas partes
de la planta). Actualmente hay un programa de analisis de imagen, de uso libre, para
el estudio morfologico y morfométrico del fruto de tomate como es el “Tomatoanalyzer”
con el cual se han realizado trabajos, por ejemplo: Gonzalo y van der Knaap, 2008;
Gonzalo et al., 2009; Mazzucato et al., 2010; Rodriguez et al., 2011; u otras especies

como papaya (Blas et al., 2012) o berenjena (Plazas et al,. 2013).
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Figura 2: Diversidad de frutos de tomate.

Existe otro tipo de diferencias que so6lo se pueden detectar mediante métodos
analiticos. El contenido en distintos compuestos (azucares, acidez, microelementos,
componentes volatiles responsables del aroma y propiedades funcionales), pertenecen
a este segundo tipo de diferencias, mas sutiles que las primeras, y que
frecuentemente necesitan la puesta a punto de una metodologia especifica para poder
ser estudiadas. Estas diferencias, por ejemplo en la composicion del fruto, son tan
importantes como las primeras. Asi, se estudi6 en tomate el contenido de
macroelementos y microelementos mediante espectroscopia en el infrarrojo cercano
(NIRS), cuyos resultados se recogen en el articulo publicado en la revista Journal of

the Science of Food and Agriculture (Garcia-Martinez et al., 2011)

Con los avances producidos en los ultimos afios en las técnicas de biologia
molecular, se ha hecho posible ademas detectar parte de las diferencias a nivel de
secuencia del ADN. Debido a que estudiar los genes sigue siendo dificil, se suelen
emplear marcadores moleculares para estimar y estudiar esta variabilidad genética.
Con el tiempo se han ido realizando muchos estudios de variabilidad genética e
identificaciéon varietal en tomate usando marcadores moleculares. Entre los primeros
estudios en tomate y en especies silvestres relacionadas, destacan los trabajos de
Smulders et al. (1997), Alvarez et al. (2001), Park et al. (2004), Tam et al. (2005) y
Frary et al. (2005).
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Los marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) reflejan
polimorfismos que afectan a un Unico nucle6tido de una secuencia de ADN. Son
marcadores bialélicos, codominantes, altamente reproducibles, son los mas
abundantes y se encuentran distribuidos aleatoriamente por el genoma de cualquier
especie. Actualmente, hay una gran cantidad de técnicas de genotipado de SNPs que
permiten analizar miles de muestras en forma rapida y eficiente (Ragoussis, 2009). En
los ultimos afios, ha habido enormes avances en las técnicas de genotipado,
incluyendo micromatrices que permiten estudiar millones de SNPs. Ademas, los costes
de genotipado han bajado considerablemente haciéndolos cada dia mas asequibles.
Las plataformas mas populares permiten analizar desde 10 SNPs a mas de 1 millén de
ellos, en una sola reaccién, y por tanto, economizan al maximo tiempo y coste. Dentro
de las plataformas para genotipado de alto rendimiento, destacan por su mayor
utilizacion en tomate la de Affymetrix GeneChip (Sim et al., 2009) y la de lllumina-
Infinium BeadArray (Sim et al., 2012; Corrado et al., 2013).

Otros ejemplos en otras especies, que estudian y comparan tanto la
caracterizacion morfolégica como molecular, se puede observar en el trabajo de
variedades tradicionales de judia de la Campania (ltalia), realizado por Scarano,
Rubio et al. (2014).

Actualmente, se esta estudiando la expresién génica mediante PCR
cuantitativa en tiempo real, usando de molde c-ARN (acido ribonucleico
complementario), para caracterizar las rutas biosintéticas de algunos componentes
interesantes en los tomates como carotenoides, licopenos, etc, como por ejemplo los
trabajos de Stigliani et al. (2011) o Rubio et al. (2013).

1.3.- Programa de mejora

Como se ha comentado anteriormente, por razones econémicas, la mejora de
las variedades tradicionales con un limitado mercado queda fuera de los programas de
las empresas productoras de semillas, por lo que debe ser abordada preferentemente
por organismos publicos (Nuez y Ruiz, 1999).

Todo programa de mejora genética esta basado en la busqueda de genes de
interés tanto agronémico como de calidad para su posterior introduccién en una
variedad, con el objetivo de conferir a la misma unos caracteres determinados. La
seleccion asistida por marcadores moleculares de los materiales que incorporan este
tipo de genes, es actualmente la metodologia mas adecuada. De esta forma se
acelera el proceso de seleccion y por tanto se reduce considerablemente la duracion

de un programa de mejora.
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También se ha comentado anteriormente, miembros del actual grupo de
investigacion de la UMH “Biodiversidad Agricola y Mejora Genética de Variedades”,
comenzaron en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela (EPSO) un programa de
mejora para la introduccién de genes de resistencia a las tres virosis mas importantes
que afectan al cultivo del tomate en el sureste espafiol. Estas virosis son el virus del
mosaico del tomate (ToMV), el virus del bronceado del tomate (TSWV) y el virus del
rizado amarillo del tomate o de la cuchara (TYLCV). Existen otras virosis, como el
mosaico del pepino dulce (PepMV) o el “Torrao”, que tienen incidencia sobre el
tomate, pero no se disponia de fuentes efectivas e resistencia en aquel momento, por

lo que no se plante6 su introduccion.

Las etapas que comprende el programa son las siguientes:
v Caracterizacién agronémica de variedades tradicionales.
v Realizacién de cruzamientos.
v Realizacién de retrocruzamientos.
v" Fijacion de los genes de resistencia.
v Seleccion de las mejores lineas.

v Inscripciébn en los registros de variedades comerciales vy

protegidas

Se han empleando marcadores moleculares para la seleccion precoz de los
individuos portadores de todos los genes de interés. En las distintas generaciones de
retrocruzamiento se han empleado de forma complementaria la seleccion genotipica,
mediante marcadores, y la seleccion fenotipica. Esta seleccién fenotipica se realiza
para seleccionar, entre las plantas portadoras de los genes de interés (segun los
marcadores empleados) aquellas que no manifiesten sintomas de las virosis y que
tengan mejores caracteristicas de cuajado, tamafo de fruto, uniformidad, produccion,
etc. Ambas técnicas, la seleccion fenotipica y genotipica, no son excluyentes,
habiéndose confirmado que el resultado 6ptimo se obtiene empleando una
combinacién de las dos técnicas (Capel et al., 2000; Martin, 2002; Garcia-Garcia, P.,
2004).

Fernando Rubio Lopez Pagina 21 de 94



= UNIVERSITAS

Introduccion T s

ignel Herndnd, B ey |

En la figura 3 aparece el esquema con las etapas del programa de mejora en

curso, asi como el momento de realizacion.

1998
Caracterizacion de variedades tradicionales
] 2000
Realizacion de cruzamientos 2003
1
l 2003
Realizacion de retrocruzamientos
| 2009
. T
Derivacion de lineas e . ;
f Fijacion de los genes de resistencia
‘.k |
Fijacion genes resistencia J;
]
4, Ensayos en distintas condiciones
Ensayos en distintas condiciones
Envio al registro de variedades;
Resistencia a ToMV, TSWVy TYLCV 2011
Resistencia a ToMV, TSWV 2013
T T T T T T T T T T T T T T T T T e e AN R e N R /" Actualidad”™ |

Figura 3: Esquema con las etapas del programa de mejora.

Este programa de mejora es un largo proceso en el que es muy importante
seleccionar de forma adecuada para no perder las caracteristicas de las variedades
tradicionales. Algunas lineas con resistencia genética derivadas de este programa,
podrian ser muy adecuadas para la produccién en cultivo ecolégico, donde esta muy
limitado el uso de productos fitosanitarios, su uso favorece un elevado nivel de
biodiversidad y la preservacion de los recursos naturales  (reglamento CE
n°834/2007). Ademas se promueve una doble funcién social, por una parte la
produccién en agricultura ecologica que gestiona bienes publicos que contribuyen a la
proteccion del medio ambiente y el desarrollo rural, y por otra parte este tipo de
agricultura es un método sostenible de producir productos autdctonos, con cierto valor
de calidad organoléptica, que responde a la demanda de consumidores concienciados

con el medio natural, como se recoge en Rubio (2011).
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1.3.1.- Caracterizacion agronémica de las variedades tradicionales

La caracterizacion y conservacion de las variedades locales es uno de los
objetivos principales en su preservacion y utilizacion (Ercolano et al., 2008). Estos
cultivares tradicionales presentan en general una excelente calidad organoléptica y
atesoran una amplia variabilidad genética (Adalid et al., 2008), que los conforma como
una interesante fuente de variabilidad para la mejora de la calidad interna de los
cultivares modernos (Valcarcel, 2009; Saha et al., 2009).

Teniendo en cuenta el gran esfuerzo y la duracién de un programa de mejora
se entiende la importancia critica de la etapa de caracterizacion, pues hay que
asegurarse bien de cdmo es el material de partida. Para los datos de caracterizacion
se dispone de “descriptores” para homogeneizar la informacion (IPGRI, 1996).

En el caso del programa de mejora desarrollado por nuestro grupo de
investigacion, la caracterizacion tuvo lugar durante varios afios (del 1998 al 2000). Se
evaluaron distintas accesiones en diferentes ambientes y durante varias campanas.
Las primeras caracterizaciones llevadas a cabo se recogen en los Trabajos de fin de
carrera de Ingeniero Técnico Agricola de Garcia-Martinez, S. (1998), Caracterizacion
de variedades tradicionales de tomate tipo "De la pera” y Alonso, A. (1998)

Caracterizacion de variedades tradicionales de tomate tipo "Muchamiel".

1.3.2.- Realizacién de cruzamientos

Tan importante como la caracterizacion de las variedades tradicionales a
mejorar es la eleccidon de la variedad que sera la fuente de los genes de resistencia en
nuestro programa de mejora. En este caso recurrimos al hibrido comercial F1
Anastasia (S. lycopersicum L.) de Seminis Vegetable Seeds, que contiene los genes:
Tm-2a que le proporciona resistencia al virus del mosaico (ToMV), Sw-5 que confiere
resistencia al virus del bronceado (TSWV) y finalmenteTy-1 que le otorga tolerancia al
virus de la cuchara (TYLCV) (Pérez de Castro et al., 2007). Estas fuentes de
resistencia provienen, de las especies silvestres de tomate Solanum peruvianum L.
para ToMV y TSWV y de la planta Solanum chilense D. para virus de la cuchara
(TYLCV), respectivamente. (Robertson y Labate 2007, Prohens et al. 2008).

Los cruces intraespecificos se realizaron de forma manual y el porcentaje de
frutos cuajados que producen semillas dependié de distintos factores (la posiciéon de la
flor en el ramillete, las condiciones de temperatura, iluminacion, humedad, etc.). En
nuestras condiciones este porcentaje de frutos cuajados oscilé entre el 10 y el 40%
(Garcia-Martinez, 2006).
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1.3.3.- Realizacion de retrocruces

Después de realizar los cruces tendremos que cruzar de nuevo por la variedad
tradicional (retrocruzar) para recuperar al maximo posible sus caracteristicas
manteniendo de forma simultanea la resistencia/tolerancia del hibrido.

Para poder conocer en cada generacioén los individuos portadores de los genes
de resistencia/tolerancia con los que continuar los retrocruces hemos empleado
marcadores moleculares ligados a ellos. La obtencién de la informacién sobre la
presencia o no de cada uno de los genes que deseamos mantener, tradicionalmente
se conseguia observando la respuesta fenotipica de las plantas ante la inoculacién del
virus. La seleccién fenotipica presenta multitud de inconvenientes, por ejemplo que la
sintomatologia no siempre es clara (debido principalmente al efecto del ambiente), que
se pueden producir escapes en la inoculacion del virus, que obliga a manejar de forma
adecuada poblaciones del insecto vector, etc. El empleo de marcadores moleculares
ligados a los genes de resistencia evita muchos de estos inconvenientes, pero la
seleccion fenotipica sigue siendo necesaria. En cada generacidon se hace un
seguimiento individualizado de las plantas para, aunque el marcador las indique como
resistentes/tolerantes, eliminar aquellas que manifiesten sintomas de alguna de las
virosis. Sin embargo, no es posible para todas las virosis llevar a cabo la seleccion
fenotipica en todos los ciclos de cultivo. Simultaneamente, tiene lugar una seleccién en
base a caracteres deseables, tanto agronédmicos como de forma de los frutos (aspecto
muy caracteristico de los tipos varietales que centran nuestro programa de mejora) y

sobretodo organolépticos.

1.3.4.- Seleccidn asistida por marcadores

La existencia de marcadores moleculares ligados a los genes de interés
permite realizar una seleccion genotipica (porque se basa en una diferencia en la
secuencia de ADN) e indirecta (porque se selecciona el marcador, no el gen). Al
tratarse de una seleccién genotipica se dejan de lado los efectos que el ambiente, el
manejo de los vectores y la posibilidad de escapes puedan tener. Ademas, estos
marcadores permiten una seleccion precoz, en semillero, de los individuos
resistentes/tolerantes con lo que se trasplantan Unicamente los individuos de interés
con las consiguientes ventajas de ahorro de espacio y tiempo. Se facilita asi el trabajo
con un elevado numero de plantas, necesario para obtener suficientes individuos con
los tres genes de resistencia/tolerancia que pretendemos incorporar a nuestras lineas,

tras la evaluacion con los marcadores.
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Sin embargo, el uso de marcadores presenta también una serie de
inconvenientes como son su coste, personal especializado, la dificultad en su puesta a
punto y la posibilidad de errores por recombinacién. Las ventajas superan con creces
estos aspectos negativos, por lo que el uso de marcadores en mejora es muy extenso.
Cuando comenzd el programa de mejora se emplearon marcadores previamente
descritos por otros autores y los resultados de cosegregacion obtenidos con los tres
marcadores utilizados fueron muy buenos. Sin embargo, dos de ellos no se
comportaban como codominantes con nuestro material vegetal, por lo que se decidio
desarrollar nuevos marcadores (Garcia-Martinez, 2006). El empleo de marcadores no
debe suponer el abandono de la evaluaciéon de los sintomas en las plantas, pues
podrian tener lugar fenbmenos de recombinacion entre el marcador y el gen o bien

podrian producirse errores en el proceso de genotipado.

1.3.5.- Inscripcion en los registros de variedades comerciales y protegidas

En 2011 se solicitd la inscripcion en los Registros de Variedades Comerciales y
Protegidas de las primeras lineas de mejora con resistencia a virosis derivadas del
Programa de mejora de la EPSO.

La linea de mejora UMH1200 (figura 4) es homocigota para los genes Tm-2,
Sw-5y Ty-1, que confieren resistencia al virus del mosaico del tomate (ToMV), al virus
del bronceado del tomate (TSWV) y al virus del rizado amarillo del tomate o de la
cuchara (TYLCV), respectivamente. Esta linea, del tipo “Muchamiel”’, se obtuvo por
autofecundacion de un triple heterocigoto, tras cinco retrocruces. La linea de mejora es
similar a la accesion (M18) de la variedad tradicional de la que deriva, con la
excepcion del hombro del fruto, que es menos intenso. En el ensayo realizado en
invernadero, no se encontraron diferencias significativas entre la linea de mejora UMH
1200 y la variedad tradicional M18. Sin embargo, en el ensayo realizado al aire libre, la
linea de mejora sufri6 un acusado descenso de produccion, de mas del 50% respecto
a la accesion tradicional. Estos resultados estan publicados en la revista HortScience
(Garcia-Martinez et al. 2011).

La linea de mejora UMH1203 (figura 4), del tipo varietal “De la pera”, cuenta
con las mismas resistencias que la anterior, y también se obtuvo tras cinco retrocruces
por autofecundacion de un triple heterocigoto. La linea de mejora tiene un tamano,
forma y caracteristicas organolépticas similares a la accesién (P21) de la variedad
tradicional, de la que deriva. La produccion de la linea de mejora fue similar a la de la
variedad tradicional en los ensayos al aire libre realizados. Sin embargo, en los

ensayos realizados bajo invernadero se obtuvo un descenso de produccién que oscila
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entre el 30 y el 50%. Estos resultados se recogen en un articulo publicado en la revista
HortScience (Garcia-Martinez et al. 2012).

Figura 4: Frutos de las lineas UMH1200 (izquierda) y UMH1203 (derecha).

Como alternativa para superar el descenso de producciéon obtenido en las
lineas con resistencia en homocigosis a las tres virosis, se desarrollaron lineas con
diferentes combinaciones de resistencias. Todas ellas tienen en comin que no
contienen el gen Ty-1, que confiere resistencia a TYLCV, que es el que parecia tener
un mayor efecto negativo, en ensayos preliminares (Alonso et al., 2008).

A finales de 2013 se solicitd la inscripcion en los Registros de Variedades
Comerciales y Protegidas de lineas de mejora “De la pera” y “Muchamiel” con

resistencia a ToMV y TSWV, o s6lo a ToMV, y ninguna con resistencia a TYLCV.

i

/ _..:. i 3

Figura 5: Frutos de las lineas UMH1415 (izquierda) y UMH1422 (derecha).
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Para el tipo” De la pera” se desarrollaron las lineas UMH1415, con resistencia a
ToMV y TSWV, y también la UMH1422, resistente Unicamente a ToMV, ambas tras
nueve retrocruces (figura 5). Los frutos de estas lineas tienen también un tamafo
medio, entre 70 y 90 gramos, forma aperada y hombro verde bastante intenso,
ademas su calidad organoléptica es similar a la de la variedad tradicional. La
produccién obtenida por estas lineas, comparada con la variedad tradicional, varia en
funcion de las condiciones. Al aire libre no se encontraron diferencias, bajo
invernadero produjeron mas que la variedad tradicional, mientras que bajo malla la
linea UMH1415 obtuvo una produccion ligeramente inferior (Garcia-Martinez et al.,
2014).

Para el tipo “Muchamiel” se desarrollaron las lineas UMH1093, UMH1127 y
UMH1139, todas ellas con resistencia a ToMV y TSWV, y con 5 retrocruces (figura 6).
La produccién obtenida por estas lineas es igual o superior a la de la variedad
tradicional, tanto al aire libre como en invernadero, salvo en algun ensayo, en el que
se observo una ligera reduccion (Garcia-Martinez et al., en preparacion).

Se espera que a finales de 2015 finalice el proceso y se inscriban las lineas de
mejora sin resistencia a TYLCV en los Registros de Variedades Comerciales y
Protegidas.

Figura 6: Frutos de las lineas UMH1093 (izquierda arriba) y UMH1127 (derecha arriba) y
UMH11309.
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1.3.6.- Proximos envios
Otras obtenciones derivadas del Programa de mejora de la EPSO para las que
se podra empezar en breve el proceso de inscripcion en los Registros de Variedades
Comerciales y Protegidas son las siguientes:
e UMH972, linea de mejora “Muchamiel” Unicamente con resistencia a ToMV y
muy productiva.
e UMH1353 y UMH1354 linea de mejora “De la pera” con resistencia a ToMV y
TSWV y una gran productividad.
e UMH1400 linea “Cherry” con forma aperada con resistencia a ToMV, TSWV y
TYLCV.
e UMH1401 linea “De la pera” con resistencia a virosis del tipo ToMV y TSWV.
e UMH1209 linea “De la pera moruna” porque al madurar tienen un color rojo
oscuro chocolatado con resistencia a ToMV, TSWV y TYLCV.
e UMH1155 linea “De la pera moruna” porque también al madurar tienen un color
rojo oscuro chocolatado, con resistencia a ToMV y TSWV.
e Hibridos entre lineas de mejora “Muchamiel” con resistencia y variedades
tradicionales de diverso origen, con los genes de resistencia en heterocigosis a

los 3 virus.

1.4.- Efecto de la introduccion de genes de especies silvestres relacionadas

Las fuentes de resistencia suelen encontrarse en especies relacionadas en
tomate u otros cultivos. Frecuentemente la introduccion de genes de especies
silvestres merma la produccion y la calidad organoléptica de las especies cultivadas,

debido al efecto negativo de aquéllas en los cruces interespecificos.

1.4.1.- Ejemplos en tomate

Hay varios trabajos donde se ha comprobado el efecto negativo de la
introduccion de genes procedentes de especies silvestres relacionadas con el tomate
cultivado. Tanksley et al. (1998) observaron leves reducciones en produccion y calidad
asociadas a la introduccion de resistencia a ToMV en tomate. Por otro lado, la especie
silvestre S. hirsutum, que confiere resistencia a Phytophthora infestans, contenia
alelos perjudiciales en caracteres importantes para la horticultura segun Brouwer and
St.Clair (2004). En dos estudios de lineas de tomate segregantes al gen Ty-7 (el cual
confiere resistencia a TYLCV), Alonso et al. (2008) encontraron que la region del
cromosoma 6 que contiene el gen, es desfavorable para los caracteres agronémicos y

de calidad. Mas recientemente, en otro estudio se demostré que no hay recombinacion
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genética, probablemente debido a la inversién del segmento que contiene al gen Ty-1
Verlaan et al. (2011). En el trabajo realizado por Garcia-Martinez et al. (2012) se
encontré una reduccién en la produccion de tomate del 33%, en el peso medio de los
frutos un 17% y para la acidez un 10%, comparando homocigoto resistente con
homocigoto sensible, mientras que no se encontraron diferencias significativas para
sélidos solubles. En uno de los articulos que forman parte de esta tesis (Rubio, F.,
Garcia-Martinez, S., Alonso A., Grau A., Valero M., Ruiz J.J. Introgression of virus-
resistance genes into traditional tomato varieties (Solanum lycopersicum L.): effects on
yield and quality. Journal of the Science of Food and Agriculture, enviado), se ha
estudiado el efecto de la introduccién simultanea de los genes de resistencia a ToMV,

TSWV y TYLCV, siendo este ultimo el que ha tenido un mayor efecto negativo.

1.4.2.- Ejemplos en otros cultivos

También hay publicaciones donde se describe el efecto negativo de la
introduccion de genes de resistencia de especies silvestres en otros cultivos, debido a
la introgresion de genes no deseados o carga de ligamiento, como se estudio en el
trigo y cebada (Brown, 2002). Por otro lado, Lewis et al. (2007) observaron una
disminucion en produccion y calidad en plantas de tabaco con el gen “N” (que proviene
de Nicotiana glutinosa L.), el cual confiere resistencia a “TMV”, sugeriendo la
existencia de carga de ligamiento. En cultivos lefiosos como el manzano (Malus
domestica Bork) las plantulas homocigotas resistentes a la sarna o rofia (producida por

el hongo Venturia inaequalis) presentaron menor vigor (Gao and van de Weg, 2005).
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2.-OBJETIVOS

Esta tesis se ha realizado dentro del programa de mejora de variedades
tradicionales de tomate que se esta realizando en la Escuela Politécnica Superior de
Orihuela de la Universidad Miguel Hernandez. En esta tesis se plantearon conseguir

los siguientes objetivos:

e Evaluacion del efecto de la introduccién de los genes de resistencia a ToMV,
TSWV y TYLCV sobre algunos parametros agronomicos y de calidad en
tomate. Para ello se estudiaran, en distintas campafas y condiciones de
cultivo, dos colecciones de lineas que contienen todas las combinaciones
posibles de los tres genes de resistencia a virosis introducidos en homocigosis,

una del tipo “De la pera” y otra del “Muchamiel”.

e Continuar con el desarrollo de nuevas lineas de mejora con resistencia a virus
(dentro del Programa de Mejora), y su posterior inscripcidon en los Registros de

Variedades Comerciales y Protegidas.

e Puesta a punto de la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) para
estimar distintos parametros de frutos de tomate. Esta técnica puede suponer

un ahorro de trabajo importante, lo que podria facilitar la tarea de seleccion.
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3.1.- Bajo revision
Efecto de la introduccién de resistencia genética a virosis
3.1.1.-Rubio, F., Garcia-Martinez, S., Alonso, A., Grau, A., Valero, M., Ruiz,

J.J. (enviado). Introgression of virus-resistance genes into traditional

tomato varieties (Solanum lycopersicum L.): effects on yield and quality.

Journal of the Science of Food and Agriculture.
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Joumnal of the Science of Food and Agriculture

ABSTRACT
BACKGROUND:

Several tomato landraces are very popular in south-eastern Spain for their organcleptic
fruit quality, but these cultivars are nghly suscepfible to several vimises. Cur breeding
program has recently developed breeding lines with imfrogressed genes for vims
resistance. In order to evaluate possible effects on yield and frut quality of these
Introgressed genes for resistance, breeding lines cormresponding to ‘D la Pera’ and
‘Muchamiel” landraces were grown in replicated assays wnder commercial production
conditions in five different locations and tnal conditions.

RESULTS:

The effect of the mirogressed ToMV resistance gene was significant for all “De la Pera®
and “Mucharmel” trials, except for the parameter nomber of fruts per plant. TSWWV gene
effects were also significant, except for the mumber of inflorescences per plant, total and
commercial yield. Finally, TYLCV resistance gene had an important effect, except for
S5C, as 1t was observed in previous studies camed out by our group.

CONCLUSIONS:

Advanced breeding lnes camying ToMV and TSWV resistance genes in homozygous
conditions can be developed withowt important losses in agronomic and quality
characteristics. However, the Tj-I gene used for TYLCW resistance should be used
only m heterozygous conditions.

EEY WORDS: Solanum [ycopersicum, De la Pera’, Muchammel”, Inkage drag.
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Joumal of the Science of Food and Agriculture

INTRODUCTION

Muchamiel, “De la Pera’, “Valenciano® or “Flor de Baladre’ are tradifional
tomato cultivar types, which are very popular in south eastern Spain for themr
organoleptic frmt quality. They are still being coltivated by local fanmers in smoall
orchards. Frequently immored outside their production area, these tomatoes are highly
esteemed by local people due to their excellent quality. In local markets, traditional
cultivars sell for three to six times the price of the hybnd varieties." However, these
landraces are severely emdangered with the nsk of extinction, because of ther high
susceptbility to several waruses, such as those caused by the ToMV, TSWV and
TYLCV * Although the presence of the viruses in tomato fields greatly fluctuates from
one year to another, their meidence strongly decrease the benefits obtamed by farmers,
and even make non-viable in many areas the cultivation of landraces. The abandonment
of these tradifional cultivars would lead to an imeversible loss of genetic diversity.
Commercial hybnd vaneties with genetic resistances to the vimuses have been
developed, but these resistance gemes have not been mtrogressed imto local vaneties,
since they represent only a small seed-market share.

In 1998 we started a breeding program for the simultaneons introduction of three
dommant genes (Im-2a, Sw-3, and Tp-I) that confer resistance to the three most
relevant virnses m south-eastern Spain (ToMV, TSWV and TYLCV, respectively) into
Muchamiel” and ‘e la Pera” traditional cultivars usmg marker assisted backerossing,
The genes Tm-2aand Sw-3 come from the wild tomato Solanum peruvianum L., and Ty-
I oniginated m the Solmmum chilense (Dhmal) Reiche accession TAT1969. another wild
tomato specie. As a prelimmary resnlt of the breeding program, we have obtamed
promising pre-breeding materials. which have to be fimther adapted to the specific
agroclmatic conditions of different localities " Breedmg line Muchammel UMH 12007,
homozygous for the three resistance genes. was the first release produced by this
breedng program. This homozygous breeding line compared with the ongmal landrace
suffer from yield penalties. which are vanable depending on the growing conditions.
There have been published reports mdicating the negative effect of resistance gene
introductions, due to the introgressed genes and/or to the linkage drag.* Tanksley et al®
observed slight reductions in yield and fnut quality n processing tomatoes with ToMV
resistance. Lewis et al® reported yleld and quality reduction m tobacco plants
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1
2
a containing the N gene (coming from the wild Nicofiana glutinosa L), that confers
; resistance to TMV, suggesting the role of linkage drag. 5. hirsufum segments containmg
? deleterions alleles in intervals adjacent to those containing the late blight resistance
8 were found at horticulturally important traits by Brouwer and St Clair”
?ﬂ Studying two tomato breeding lines segregating for Ty-I gene, Alonso ef al®
:; found that the infrogression of the Ty-J gene was wnfavorable for several productive and
13 quality characters. In an open field experiment with ‘De la Pera’ near isogenic lines
:; (NILs), homozygous for one, two or the three introgressed genes, Fubio ef al® found
:g that the introgression of Tm-2a, Sw-5 and Ty-1 genes affected agronomic and quality
18 traits, probably due to other genes mtroduced along with the resistance genes dunng
I backerossing (linkage drag). Multiple chromosome region infroduction tend to mask
i; and difficult the effect estimation in agronomic and quality traits. NILs are idenfical for
23 the enfire genome except for the single introgressed region, and they could allow us a
i; more efficient estimation of the effects of introgressed regions, both mdividually or/and
ig jointly " The development of a NIL population needs a demanding task effort and long
25 time, but it allows us better precise effect estimation, including interactions.'!
ig The main objective of this assay was to determine and quantify the possible
i; effects of ToMV, TSWV and TYLCV resistance introgressions (determined by Tm-2a,
33 Sw-3 and Ty-1 genes, respectively) on yield or quality of fresh market tomatoes. In
4

attempting to address this question, we have developed two sets of near 1sogenic lines
(NILs) m ‘De la Pera® and “Muchamiel’” tradiional cultivar genetic backgrounds.
containing all the homozygous combinations for the three resistance genes. These NILs
were grown n replicated fmals in five locafions i south eastern Spam and were
evahated for yield and some quality traits.
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1

2

3 MATERTATS AND METHODS

4

] Flant material

g

7 NILs sets, both for “De la Pera” and “Muchamiel” cultivars were developed from selfing
: two triple heterozygous plants from the UMH tomato breeding program (Figure 1).
10 These plants were selected from populations developed through eight and eleven
11

12 backerosses, respectively. The NIL populations consisted of two sets of eight lines
E containing all the homozygous combmations for the three resistance genes (Tm-Za, Sw-
15 5 and Ty-I) from a donor parent, in the genetic background of traditional cultrvars. The
16

17 genotypes are listed in Table 1, with four genotypes duplicated for “De la Pera’ and six
s for “Muchamiel’. The genotype of each line was confirmed using three CAPS markers
20 (To-3, Aps-F2 and CT22() lmked to the resistance genes, routinely used m the breeding
21 .

29 program in course '

23

24

25 Field experiments

28

a7 ‘D la Pera’ and “Wuchamie]l” Imes were grown m different locations (Alicante, Spam)
i’g and crop systems from 200@ to 2012 (Table ). Abbreviations for each trial are: P1, P2
i‘_:ll and P3 for “De la Pera’ experiments, and M1 and M2 for “Mochamiel” experiments.

az Seeds were germinated in greenhouses and transplanted to the field at the appropnate
i time in each location at standard plant demsities (Table 2). Field expenments consisted

of 2 to 4 replications per NIL, with 6 to £ plants each Ungrafted plants were grown
vertically with single stem except for M1 tmal which were grafted m Beaufort
rootstock (De Puiter) and grown with two stems. A total of eight traits were evaluated
for each Spamish location. At the bemnming of the growing season, muld ToMV
symptoms were defected In some susceptible plants m some crop cycles. However,
symptoms were decreasing over time and were not detected during harvesting. TSWWV
and TYLCV mfected plants were not foumd in any cycle.

Evaluated traits

Mumber of mflorescences per plant, measured as the mummber of inflorescences with at
least one open flower the day before harvest Mumber of mflorescences with fouts per
plant, measured as the mumber of inflorescences with at least one wvisible frut the day
before harvest. Number of fruits per plant, measured as the total fimts harvested per
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plant Frut weight, expressed in grams. Commercial yield fruits were mdividually
harvested at commercial npening state, weekly, expressed i g/plant. Only those
weighting more than 50 grams were considered commercial fruits. Total yield
considered as the weight of all the frmts harvest per plant. expressed m g/fplant. Soluble
solids content (S5C) was measured at 8-12 commercial npeming fruts per plot and
genotype, at harvest After the fruits had been juiced 55C were estimated with an
Afago PR-100 dimtal refractometer. per duplicate expressing the results as “Bnox.
Titratable acidity (TA) was measured by pHmatic 23 CRISON with 0. 1mol -1 NaOH
to pH 2.1, in the same samples used for S5C measurements. Diata were expressad as

percentage of citric acid.

Stanistical analysis

In each tmal all traits were amalyzed using nmltifactor ANOVA, comparing the
genotype ER. (resistanf) with the genotype ss (susceptible), for each of the three
mfroduced resistance genes (TolMV, TSWV and TYTL.CV). To perform a jointly analysis
of the 3 trials, nommalization was accomplished by subtracting from each value the trait-
location mean and then dividing by the standard deviation® Probability values for
contrasts between genotypes were calculated using Newman-Keuls test. Percentage of
change in trait means between the BE. and 55 genotypes for each trait were calculated by
subfracting the ss mean from the BE. mean and dividing by the ss mean and then
multiplying by 100.°
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EESULTS AND DISCTISSION

Figure 1 shows the percentage of change for the parameters in each tmal For TeMWV
resistant gene (Figure 1A) significant differences were foumd in several parameters for
at least one assay. Different significant effects were found between Dde la Pera’ and
‘Wuchamiel” trals for the mumber of mflorescences with frut per plant, ER. genotypes
showing higher mmber than ss for the b1 and M? trials, while no differences were
detected for P1 and P3 tmals. For fruit weight, the ss genotype showed higher values
than BE. also for M1 and M2 tmals, while for P1 and P2 the values were higher for the
EE. genotypes. Finally, the titratable acidity was higher in RE. genotypes than in ss
genotypes for M1 and M2, while in P2 and P3 it was not significant. The values of the
effect of this gene ranged from 31 4% for total production m P1 tnal to -13 4% for fnut
weight n the M2 tnal S5C parameter showed significant differences. being higher in
the susceptible genotypes. except for P3 and M2 tmals m which no sigmificant
differences were found.

For the TSWV resistant gene (Figure 1B) significant differences were also found for
many parameters in at least one of the mals. Again different significant effects were
found betwesn “De la Pera’ and “Muchamiel” tnals for mmber of fruts, commercial
yield and total yield In all cases the ER. genotypes showed higher values than the ss
genotypes for ‘Muchamiel” trials. However, the effect in “De la Pera® tmals was the
opposite. TSW gen effect measured as percentage of change ranged from 22 3% for
fruit umber to -14.1% for TA.

In the case of TYLCV resistant gene (Figure 1C) significant differences were found for
many parameters, except for S5C m P1 and M2 mals. Owmly for S5C different
sigmficant effects were found between De la Pera’ and Muchamiel’ tmals. ER
genotypes showed higher values than ss genofypes in M1 and M2 assays. while n P2
and P3 trials the ss genotype scored higher values. For the other characters, and even for
all individual tests, the values of ss genotype were higher than those of the ER
genotypes. The percentage change ranged from 8.6% to -35.1% for SS5C and total
production, both the M1 cycle. For total and commercial yield parameters sigmificant
differences were found in percentages of change, being around -50% at all levels. both
mn “De la Pera’ and in “Muchamiel trials, which clearly indicated the important negative
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1
2
3 effect that produced the mtrogression of the fragment contaming the resistance gene Ty-
4
5 I
]
7 Anabysis of the De la Para’ trials
8
?u Table 3 shows the results of the ANOVA m “De la Pera’ mals (P1. P2 and P3),
n for the three infrogressed resistance genes, and their percentages of change.
12
E In the stody of ToMV resistance gene, different significant effects between R
:g and ss genotypes were found in 5 out of the 8 studied characters (number of fruits, finit
17 weight commercial production, total production and 55C). In the rest of smdied
:g parameters, the differences were no significant. For the characters with significant
iﬁ' differences, values of the resistant plants were higher than those of the susceptible ones,
22 except for S5C. The characters that showed a greater effect were commercial yield total
23
24 yield and fruit weight per plant with 18.6%, 17.7% and 11.7%, respectively. These
iﬁ results could be attnibuted to the slight incidence of ToMV virus affecting plants in the
27 begmning of the growing cycle, as previously discussed in matenals and methods. The
i’g presence of ToMV in some susceptible plants could be responsible for the slight
g’ﬁ' decreases obtained compared with the resistant plants, which were not infected. In the
3z assays reported by Tanksley et al,’ which measured the effact of the infroduction of the
33
a4 Tm-Za allele in a processed tomato line, the BR. genotypes showed lower values for pH

than the ss genotypes, while ss genotype showed greater values in total production and
S5C x production in red. The decreased scores occurred in the BE. genotypes could be
caused by the segment of chromosome harbonng the Tm-Ja gene, which possibly
contains one of more tightly linked deletenous recessive genes whose negative effects
would be revealed only in the homozygous state, according to Tanksley et al. *

When studying the effect of TSWWV resistance gene, different significant effects
between ER and ss genotypes were only found in 3 of 8 parameters studied (fotal
production. S5C and titratable acidity). For the rest of studied parameters, the
differences were not significant. Resistant homozygous genotypes showed higher values
than susceptible homozygous, except for S5C. These results suggest that the presence of
the fragment contaming the allele Sw-3 only produced a slight decrease in these
parameters, since the effect ranged from -2.7% to -4.7%, significantly lower than the
values obtained for the effect due to ToMV and TYLCV resistant genes.
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Finally, for the TYLCV resistance gene significant differences between the R
and ss genotypes were found for all studied characters, except for the S5C which
showed no sigmficant differences. For the majenty of the characters with sizmificant
differences. values of the percentages of change were always negative, indicating that
the ss genotype had greater values than the RE. genotypes, ranging from -6.27% for the
mumber of mflorescences with frmts per plant to -51.63 % for commercial yield
Therefore, the chromosome region containing the Ty-l gene clearly showed a
deleterions effect greater than remions contaiming the Tm-2a and Sw-J genes.

In a previous field expeniment conducted under open air conditions, the ER
homozygote for Ty-l showed also important decreases for several traits. Alonso et al
(2008) found a 31% reduction for yeld. a 20% reduction for frut weight and 20%
reduction for TA. Again no significant effect was found for SSC. These results indicate
that the infrogression of T3-1 gene adversely affects agronomic and quality traits,
probably due also to other genes miroduced alomg with the resistant gene and not
removed during backerossing (linkage drag). Verlaan ef al ™* reported the suppression of
recombination in the 5. chilense region containing Ty-] gene, due to the occurmrence of
two chromosemal mversions between 5. chilense LA1969 (the donor species of the Ty-1
locus) and 5. bvcopersicum.

Analysis of the Muchamiel” frials

Table 4 shows the results of the ANOVA in “Muchamiel” trials (M1 and M2),
for the three mtrogressed virus resistance genes, and their percentages of change.

Sigmificant effects between FE. and ss genotypes for TolMV resistance gene were
found m 5 of § studied characters, number of inflorescences, number of mflorescences
with frmit per plant mumber of fruts, fut weight, and TA Except for the parameter
fruit weight PR genotypes showed higher values than ss genotypes. The gene effect
ranged from 5.2% for number of mflorescences to 19.3% for mmnber of fnts. The
characters that showed a greater effect were mumber of frut TA and frot weight with
19.3%, 12.4% and 14.8%, respectively. As previously stated, the presence of TolMV n
some susceptible plants could be responsible for the decreases obtained m the
susceptble genotypes.
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1
2
3 When dealing with TSWWV resistance. different sigmificant effects between BE
; and ss genofypes were found in all parameters studied FE. genotypes showed always
? greater value than the ss genotypes. except for mmnber of fnuts, SSC and TA. The range
8 of vanation for the percentages of change i this case ranged from -2 8% for S5C to
?ﬂ 21.1% for mmber of fints. While m the “Muchamiel” assays sigmficant differences
1; between RE and 5 genofypes were found for all parameters, in “De la Pera’ trals
13 (Table 4) differences were only found for total yield 5SC and TA For the majonty of
. the characters evaluated in the “Muchamiel’ trials, the values of the resistant
12 homozygotes were greater than those of the susceptible homozygotes, except for fruit
18 weight The opposite occurred for parameters evaluated in “De la Pera® trials. However,
;E results for ‘Wuchamiel” and “De la Pera® tmals coincided regarding quality parameters,
i; since susceptible homozygotes showed greater values than resistant homozygotes. This
23 fact suggested that the presence of the fragment that contaiming the Sw-J allele slightly
3; decreased the values for these parameters.
25
27 Finally, for TYLCV resistance gene, significant differences between the BE. and
28
29 s5 genotypes were found for all studied characters. The change percentages were always
gﬁ' negative, mdicatimg that the ss genotypes showed greater values than the EF. genotypes,
az ranging from -627% for the mmber of inflorescences with fruts per plant to -31.63 %
33
24 for commercial production. Similar results were observed in “De la Pera’ tmals (Table
2 3).
35
a7
ag In a previcus expenment conducted under greenhouse, with a “Muchamue]’
ﬂ breeding line segregating for Ty-1 allele, the BR. homozygote for Ty-1 showed reduction
:; percentages for several important traits. Garcia-Martinez ef al * found a 33% reduction

for the yield, 17% reduction for fruit weight and 10% reduction for TA, comparing RE.
genotypes with ss genotypes, while no significant effect were found for SSC. Again
these results indicate that the introgression of Ty-1 gene adversely affected agronomic
and quality traits, probably due to other genes also introduced along with the resistant
gene and not removed during backcrossing (linkage drag). 1%

BRI REORn2BabasbEd

10
JSFA@wiley com

Fernando Rubio Lopez Pagina 42 de 94



= UNIVERSITAS

sy

iguel Hi

Publicaciones

Page 11 of 21

== = R TS R

BRRYRRRAR B caNaSRdNLoBRYEREBHYE

Joumal of the Science of Food and Agriculture

Joint anabvsis of the Muchamiel " and the De la Pera’ frials

Table 5 shows the results of the ANOVA of "De la Pera” and “Muchamiel” trials
(P1. P2, P3. M1 and M2). When analyzing the effects of ToMV resistant zene, different
sigmficant effects between RE and ss genotypes were found for all studied characters,
except for fut weight The characters, which showed a greater effect for resistant
genotypes were conmmercial yield total yield and mmmber of fiuit per plant with 11.7%,
10.9% and 3.1%, respectively.

For TSWV resistance, different sigmificant effects between ER and ss genotypes
were foumd in 5 out of 8 studied parameters (mumber of mflorescences with frmts,
mumber of frnts, fnt weight, 55C and titratable acidity), resistant genotypes showing
higher values than susceptible genotypes. The opposite situation was found for the rest
of parameters, suggesting a slight effected of the frapment contaiming the allele Sw-3.
since the parameters varied from 3.2% to -7.1%, sigmificantly lower values than those
obtamed for ToMV and TYLCV resistance genes. Furthermore, no sigmificant
differences were found m total and commercial yield

Finally, for TYLCV resistance, sigmficant differences between the FR and ss
genotypes were found for all studied characters, except for 55C which was not
sigmificant In the case of characters with significant differences, the effects of the gene
infrogression were always negative, indicating that the ss genotypes showed greater
values than the RE. genotypes. The presence of the fragment contaiming the allele Ty-1
clearly had a detnmental effect since the percentage of change for the parameters
evahiated ranged from -6.1% for number of mflorescences to -51.2 % for commercial
production, significantly greater values than those obtamed for TolV and TYLCV
resistance genes.

CONCLUSIONS

Consistently across all the analysis performed, the chromosome fragment that
had a greater effect was that confaiming the Ty-I gene, which confemred resistance to
TYLCV. This gene mtrogression affected negatively all studied parameters, except for
S5C, and their effect was parficularly important for total and commereial yields, which
was decreased by 50%. This reduction in agneultural yield would only be acceptable
when cultivating imder high levels of virus infection. The effects of the other infroduced
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1
2
3 fragment (Tm-2a and Sw-3) were mmor and showed to be more vanable, increasing or
; decreasing depending on the trial and the studied parameter. To owr knowledge, no
g other study has been reported quantifymng the effect of the introgression of genetic
8 resistance to TSWV and TYLCV in ftomato cultivars. This information could be very
?ﬂ usefl for tomato breeders. Advanced breeding lines camymg ToMV and TSWV
:; resistance genes in homozygous conditions can be developed without mmportant losses
13 in agronomic and quality characteristics. However, the Ty-1 gene used for TYLCW
o resistance should be used only in developing cultivars for highly virus-infected aveas:
:g otherwise it should be nsed in heterozygous conditions.
18
19
20
21
22
23
24
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ig ACENOWLEDGEMENTS
g The authors thank JM. Sanchez and C. Ballester for assisting in analysis. A Grau for
gﬁ' crop practices, and Fabicla Ruiz, Boga Chacon Candela Teruel Maria Jover and
a2 Antonio Fosa for collaborating i these studies. This work was partially supperted by

the Spamish MICINN through projects AGI2003-03944, AGI2008-03822 and
AGL2011-26957.

BERUBRRORN 2886002 888YERED

12
JSFA@wiley_com

Fernando Rubio Lopez Pagina 44 de 94



= UNIVERSITAS

sy

iguel Hi

Publicaciones

FPage 13 of 21

L =0 == = R T S

ER R R R AR R R R A

Jourmal of the Science of Food and Agriculture

EEFERENCES

1 Fanz JT and Garcia-Martinez 5. Tomato vaneties Muchamiel” and “De la Pera” from
the southeast of Spain: Genetic improvement to promote on-farm conseTvation,
m European landrace: on-farm conservation management and use. Bisdiversity
Technical Bulletin n®135, ed. by Vetelainen M, Negri TV and Mated N. Rome, pp.
I71-176 (2009).

2 Picd B, Hemraiz J, Ruiz JJ and Nuez F, Widening the genetic basis of vims resistance
n tomate. Seci Hortic 94(1-2), 73-89 (2002).

3 Garcia-Martinez. 5. Gran, A Alonso, A, Fubio. F, Valero, M. and Fuiz JJ, UMH
1200, a breeding line within the Muchamiel tomato type, resistant to three
vimses_ HortScience 46(7):1054-1055 (2011).

4 Brown JEM, Yield penalties of disease resistance i crops. Cwrr Opin Plant Biol
5:339-344 (2002).

5 Tanksley 5D, Bemnachi D, BeckBunn T, Emmatty D). Eshed ¥, Inai 5, Lopez J.
Petiard V. Sayama H. Uhlig J and Zamur D. Yield and quality evaluations on a
pair of processing tomato lmes nearly 1sogenic for the Tm?a gene for resistance
to the tobacco mosaic vims. Euphytica 99, 77-83 (1008).

6 Lewis BS, Linger LR, Wolff M.F and Wemsman EA= The negative mfuience of N-
mediated TMV resistance on yield in tobacco: linkage drag versus pleiotropy.
Theor Appl Genet 115, 169-178 (2007).

7 Browwer DJ and 5t Clar DA, Fine mapping of three quanfitative trait loci for late
blight resistance in tomato using near isogenmic lines (NILs) and sub-NILs.
Theor. Appl Genet. 103: 628638 (2004).

8 Alonso A, Garcia-Martinez 5, Ammoyo A, Garcia-Gusano M, Grau A, Gimenez-Fos
M. Romano ME. Valero M and Fuiz JI. Efecto de la introduccion de resistencia
a TYLCV (gen Ty-1) en caracteres productives y de calidad en tomate. Actas de
Horticultura 51:173-174 (2008).

9 Bubio F, Garcia-Martinez S, Alonse A, Grau A, Valero M , Buiz JJ, Introgressing
Tesistance genes into traditional tomato varieties: effects on vield and quality. 28
* International Horticultural Congress. Lishoa 2010

13
JSFA@wiley_ com

Fernando Rubio Lépez

Pagina 45 de 94



= UNIVERSITAS

iguel Hi

sy

Publicaciones

00 = DN A R —

20

R g G R Tl ol i R

Joumnal of the Science of Food and Agriculture

10 Eshed ¥ and Zamwur D, An infrogression line population of Lycopersicon pennellii m
the cultivated tomato enables the identification and fine mapping of yield-
associated QTL. Genetics 141, 1147-1162 (1995).

11 Keurentjes JIB, Bentsink L, Alonso-Blanco C, Hanhart CJ, Blankestijn-DeVries H,
Effgen 5. Vreugdenhil D, and Koomneef M, Development of a Near-Isogenic
Lme Population of Arabidopsis thaliana and Comparison of Mappmg Power
With a Recombinant Inbred Line Population. Genetics 175: 831-903 (2007).

12 Veraan MG, Szinay D, Hutton 5F, de Jong H. Komelmk B, Visser GF, Scott TW,
Bai Y. Chromosomal rearrangements between tomate and Solamum chilense
hamper mapping and breeding of the TYLCV resistance gene T3-1 . Plant J
10931103 (2011).

13 Garcia-Martinez 5, Gimeénez M. Alonso A Gran A, Valero M, Parra I, Aguilar A
Gamayo, JOD and Bwz JJ, The infrogression of genetic resistance to TYLCWV
mnto traditional tomato vaneties cansed similar yield reductions imder different
growing conditions. Acia Horticulturaes 935 149-152 2012).

14 Garcia-Martinez, 5, Gran A, Alenso A, Rubio F, Valero M and Fauz JT, UMH 1203,
a mmltiple virns-resistant fresh-market tomato breeding line for open-field
conditions. HortScience 47(1):1-2 (2012).

15 Garcia-Martinez 5, Grau A, Alonso A, Fubio F, Valero M and Ruiz JT, UMH 1422
and UMH 1413: Two De la pera Tomato Type Breeding Lines Eesistant to
Wiruses with Reduced Linkage drag HortScience 49 (11):1463-1466 (2014).

16 Garcia-Martinez 5. Grau A, Alenso A, Fubio F, Valero M and Rwz JJ, UMH 1093,
UMH 1127 and UMH 1139: Three Muchamie]l Tomato Type Breeding Lines
Fesistant to ToMV and TSWV, with Reduced Linkage drag HortScience (in
press).

14
JSFA@wiley com

Page 14 of 21

Fernando Rubio Lépez

Pagina 46 de 94



6 op Lt euibed zado1 olgny opueusa-

g
ir
wosrAsmBv4sr o
i
r
5
118 bt
¥
0¥
GE
g€
LE
9e
5S¢
Apparpradeas snofizowoy pgrdosns M
in ol ooy puomivad snodAaos sy pisIvad weaw 58 pae vy vadddowad paaie agn syl o s aioy saprw papapur das (QEP ROTIAfaE PRRTESE Janpy  Spequeds sl ZE
paparaus,, S0 pardap aan spuned Bupial modan we yirs seeneden a8 passecony Sumyny wexeg w papmpaw aan swoneaan 3 ieaalie agf o wewdepaaap g so auayos Bugasag ) aaniyg LE
0e
Ge
_ ..E-n%ﬁniunuﬂﬂm.am_ W
slhiyag r- a9z
ﬁ@ =t 52
36 MM 55 "M 55 M 'S5 MM o
BR £ ST A0 S5 'SE € L M U MY =
(¥4
ﬁ E¥H oz
s o0 [ wommdod Bugateutes | ot
g MR, Sausl IR ATAL PUR ﬁ@ Buleg i
ANIEL" AE L 20y, sulipous e Sy T T . Bl
“ure g Bu| S
HMMH5c S Gup Ll poslop '{ Deissonyy, _.___.__ 4 + *# H / ® H ¥l
|1 D pue [Rmed 2| 90, 204 Weid 92ig RAPUYRL)| 14 LAL/gREgME 7 UL R W) £l
2k
Lk
0k
G
g
L
]
5
¥
£
z
I
LT Jo 5| alfiegy auny naya By pue poo4 jo 8oue|ag B JO [ELINOT

sauoioel|gnd

SYLISHIAINA :



6 op 8t euibed zado1 olgny opueusa-

worhsmBvisr

18

“(RNA NP YUPWA AN GO0 = B0 meaaaTie Aneeaniuiing o
g Ag Suepdoprm wayr pre woew snoldowey 55 Ay Suiprg pue snoBdoouoy 55 Brpavapgns seolAbowel 3y 24 Raanle seeu sreag C By aBopeodad paaynae s

l g o
Wl IS Py __..._5.._. [T R i e ) IACLLINY = (T ]
T B Ed T Bd vl Fiotd 34 B4 Wl _._i Bd T4 T T B £d T Bl el B Ed Id B Wi Rl td T4 Ta T B Bd B W Ewd nd Bd
1y

- HT5

¥ ous0s-
28
e .
. o - B
. aTE Wik L TIE
RS iz rar-
PR &
ﬁ.u« - . - ra
ror- st e
s - 2 r _v_"
- T £5- oh- -
=h | -
s
-l | ! |

= ADTAL 3D

ERANANEGRRASRHASAERRRATTYIIREES

- 4 * LE 0 [ iz
- o - e TV i - - s =
Bem_|Befae | mlln =l = o Ema

| B | —u- ;
e on L gk

6 qn .__ur
sBL L L BEL Gl
v T AMSL 8
5 _".w £33 W——H
y . BB
ol Cm - LT £l
L' * &0 K-
- — l | | — | | — 1 T 2k
-?n __..1 - . E'E .. -.m..... -“ “....._u...n 33
TR o ra - % = g oL
& ST N 0T | &
g
. c— T FRT gr a....m T .__|
¥ AMWOL Y g
w8 o dog a1 e poyussadan o sy dinusciad poEa[ED EU 6D K] SEL PIPIE B0 s aaionm [(4 ALY O Pue (AMSL) 8 TAWNOL) W] sowmeimsas s ag) o e i aandig w
£
4
L

auny noy By pue poo 4 Jo 83U8|35 81 JO [EUINOP LZ o 9| abey

sauoioel|gnd




UNIVERSITAS

Miguel Hernand Publicaciones
Joumal of the Science of Food and Agriculture Page 17 of 21
1
2
3 Table 1: Set of the Near Isopenic Lines (NILs) used in this assay, with the genotype for each vims
4 resistance gene (FR. resistant homorygous and ss, susceptible homozygous)
g "Muchamieal Cemotype "De la pera’ Genotype
7 Lime Tm-Ja Tyt Sw-5 Line Tm-la T-I S §
8 30 iz ER EE. 1385 RE. RE ER
o 1000 FR FR ER 1339 FR. ER ER
10 776 ER ER 5 565 2424 ER 5§
11 837 RE RE = 63l RE. RE 111
12 916 ER 55 5 1422 RR 55 55
13 972 ER 3 5 1415 RR 55 ER
14 242 RE 55 ER 1458 £ RR 5
1002 jd:4 5 ER 1378 S RE RR
15 020 = RE w 1413 = RE. RR.
18 800 5= BE ER. 1487 = = RE
17 879 s = ER 1278 55 s 55
18 80 5 5 ER 1440 5 = 55
18 850 55 55 5
20 993 55 55 55
21
22
3
24
25
26
27
28
pes
30
3
32
33
34
35
35
37
38
]
40
41
42
43
=4
45
45
a7
48
40
50
51
52
53
g4
55
56
57
58
50
60 17
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UMH 1200, a Breeding Line within
the Muchamiel Tomato Type

Resistant to Three Viruses

Santiago Garcia-Martinez, Adrian Grau, Aranzazu Alonsa,

Fernando Rubio, Manuel Valers, and Juan J. Ruiz'

Departrent of Applied Biology, Universidad Miguel Herndndez, Escuela
Politécnica Superior de Orvikuela, Carvetera de Beniel km. 3.2, 03312,

Orilwiela, Spain

Additional index words. ToMV, TSWV and TYLCV, Tm-2a, Sw-3 and Ty-1

Muchamiel iz a tomato landrace that is
very popularin sputheastern Spain as a result
ofits arganoleptic fruit quality. Fruits of the
Muchamiel cultivars have a melting tex ture
and mild flavor, are large in size (18D g to
300 g), fattened, and strongly ribbed. How-
ever, this landmce is severely endangened and
at risk of extinction a8 a result of its high
susceptibility to several vinses such as those
cansed by the Tomato mosaie vires (ToMV),
Tomato spottad wilt virws (TSWV), and Tomato
yvellow curd virs (TYLCV) {Pico et al, 2002).
To introgress genetic resistances to ToMV,
TSWV, and TYLCV into the Muchamiel Land-
race, a hreedng program has been camed out
over the last 10 years at Miguel Herndndez
University | Spain). Breading line UMH 1200
is the first release produced by this breeding
program, UMH 1200 has medium-sied fruits
{1530t 190 g)and organoleptic chamacteristics
similar to those of the ariginal landrace. This
homozygows breeding line suffers from a yield
penalty compared with the original landrace,
which iz vanahle depending on the growing
condtions, butits tolerance resisance i ToMV,
TSWYV, and TYLCV has been demonsrated
in several field and greenhowse trials.

Origin

Breeding lime UMH 1 200 was obtained by
crossing 3 Muchamiel line (accession MI1E,
previously selected for high yield and unifor-
mity) with fhe commercial cultivar Anastaga
F1 (Seminis Vegetable Seeds) followed by five
generations of hackemssing o the Muchamiel
cultivar. Anasgaga was usad asthe donor parent
ofthe Tm-24 Sw-5, and Tj-7 genes {Pérez de
Castro et al., 2005), conferning resistance to
ToMV, TSWV, and TYLCV, respectively.
‘Anastasia’ is a popular tomato cultivar in
Spain with indeterminate and vigorous plant
growth as well as good foliage cover. Marker-
assisted selection was usad ineach generation

Received lor publication 25 Feb, 2011, Accepled
for pubhication 1 June 2011,

This work wes parbally supporied by the Spnizh
MICINN thrugh prqgects A L2002-03329,
AGL2005-54946, and ACLAME-{3822,
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o select the plants that camed the three
resistance genes. In addition, a high selection
pressumne for Muchamiel characteristics was
applied during each backeross generation.
After five additional generations of selfing
and selection, the pure-breeding line, UMH
1206, homozygows for the three introgressed
vins mesistance genes, was selocted from a
angle BCF . family whose seedwas multiplied
by selfpollnation, UMH 1200 resistances to
ToMV and TEWV have been additionally
verified by mechanical inoculation assays,
and tolerance to TYLCV has been demon-
strated in several assays performed in natu-
rally infested fields.

Description

UMH 1200 is homozygous for the Te-27,
S5, and Ty-1 genes. As isthe case with the
cultivar M1E, the breeding line has indeter-
minate growth with intermediate foliage den-
gity, ripe fruit do not separate casily from
pedicels during harvest, and they sometimes
have yellow shoulders. However, the green
shoulders of UMH 1200 fruits ane frequently
less intense than those ofthe original landrace
fruits, In trials carried out in 2010, no signif-
icant differences in yield were found betwoen
the breading line and cultivar MIE in the

greenhouse | Table 1), Howewver, there was a
very important yield decrease in UMH 1200
inthe open field crops. Similar resul ts were
obtained for te number of fruits per plant
and the average fruit weight. These results as
well as additional, as-yet unpublished data
indicate that the introgression of the resis-
tance genes affects trmits of importance for
fresh tomatoes. Whether the observed effects
are the nesult of one, two, or three of the
introgressed resistance genes, or the result of
gencs asociated through linkage drag, is an
important question that we are studying, al-
thowgh e yieldproblems are mainly as a result
of the introgression of the T/ gene (Rubio
etal., 2010 Negative effocts associated with
the introgression of reastance genes have been
reported previously in omato | Tanksley et al,
1998) as well as in other crops (Brown, 2002;
Lewis et al, 2007). However, the companison
of the sensory profiles and volatile compaosi-
tion of the breeding line to the original
landrace during cold swrage indicated that
organoleptic fruit quality had boen recoverad
throwgh the kackemssing program . Maoneover,
fruits of the breeding line demonstrated better
postharvest behavior with higher firmness
achieving better scomes in odor and aroma at
the end of the siorage period (Alonso o al.,
20107, Because no specific seloction for beter
postharvest behavior was performed during
hackcmasing, this result could very well be the
effect of the introduction of the genetic re-
sistance to the viruses. Data we obtained
reinforee the idea that genetic improvement
for dissase resistance in the Muchamiel land-
race can be achieved without reducing the
sensory quality and amma complexity of the
fruits | Alonso et al., 2009).

Use

Breeding line UMH 1200 has genetic
toleranceresistance to the three maost impor-
tant viruses in tomato i sputheastern Spain.
The incidence of these viruses greatly roduces
the profits obtained by famers and even makes
the cultivation of landmaces nonviable in many

Table 1. Yield traits, Giratable acklity (TA), and soluble solics comceniration (55C) of the bresding line
LIMH 1200, the Muchammel landrsce (socession M18). and Boludo Fy, grown in the open feld (2009
and A1) 2l greemhouse (2000), m the sprmg-summer aop acla,

Marke shle Frual
yiekl A fnot number TA s8C
(kg planty whigr et prlant® /100 gy "By
Tipen el 2000
LMH 12K} 2054 145 a 14.7a 153 a d46a
Acoeiaon M 1K 3ldb 20b 1412 54 a d43a
Baluda Fy 425¢ 1i1 & Al b (16l b 54b
Open fiekd 2000
LUMH 12K} 215a 190 & 1L7a 037a 49b
Acoessan M 18 475 b 27k 20Tk 033a 42a
Berlusla F, 482hb 168 a 243 b 07k TAde
Cireenhousea 20010
LMH 1206} 353 141 b 213a 030a 39a
Accession M 18 440 182 ¢ 24.5a 34 b 3ka
Barludo F, 454 12 a Si2b LT A6 b

Weam of six plants per plod for two replicaies
ez of dx fruils per plol Dor two replicaies.

“Weam values in & column followed by a dif ferent lelter are g ficanily different 2ccording to Duncan's

muhiple rnge test (F < L5).
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aneas, espocially inthe open fizld. Despite the
yield decrease associated with the introgressed
resistances, the breading line is available for
cropping in open fields, where the viruses
incidence isespecially intense, allowing famers
to obtain an acceptable harvest. This hreeding
line may aleo be wsed in breeding programs
to facilitate the introgression of the resistance
genes into other landmcees, We are also de-
veloping Fy hybrids by crossing UMH 1200
with ather selected Muchamiel lines to in-
crease yield by using the genetic resistance in
a heterozy gous state,

Availahility
Small trial seed samples of the UMH 1200

breeding line ane available for research pur-
poses (contact the authors),

HortSomxce Vo 46(7) Jury 2011
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‘D¢ la Pera’ & a omato landrace that is
very popular in a limited area in southeastern
Spain a a result of its organoleptic fruit
quality, [t cultivation is restricted to a small
area in the Segura River region in Alicante,
Fruits have a juicy and firm texture, a high
propaortion of seeds and mucilage, and ane
strongly flavored. Fruits weigh between 75
and 125 g, varying from elongated-oval to
bell shape with dark green shoulders and
without ribs., However, like most tomato
landraces, De la Pera cultivars ane highly
susceptible o several vinses such as Tomaro
maosaic virus (ToMV), Tomato spotted wilt
virus (TSWV), and Tomato vellow curl viFus
(TYLCV) (Ruiz et al., 2005). A breeding
program for the intmgression of resistance
to ToMV, TSWV, and TYLCV into several
tomato landraces has been carnied out over
the last 10 years at Migeel Hemander Uni-
vemsity (Spain). Breeding line UMH 1203 iz
the second nelease from this breeding program
(Garc-Martinezet al., 201 1. UMH 1203 has
medium-sized fruits {70 to 100 g) and organ-
oleptic characteristics similar to those of
the landrace, Under greenhouse cropping, this
ooy gows breeding line suffers from ayield
penalty, but its performance in open-field
conditions issimilar to the onginal landrace.

Origin

Breeding line UMH 1203 has been de-
veloped following the same breeding scheme
as that wsed for the development of UMH
1200 {Garcia-Martinez et al., 2011). UMH
1203 has been obtained by crossing a 'Dela
Pera” line (accession P21, previously selected
for fruit momphological characteristics, high
yield, and uniformity ) with the commercial
Fcultivar Anastasia | Seminis Vegetable Seeds,
Saint Lowis, MO) followed by six generations
of backerossing to the ‘D la Pera” line.
Anastazia was used as the donor parent of

Recaved lor publcaton 14 Ot 2011 Accepled
e pubbicatxn 10 Nov. 20011

This work was partially supponiad by the Span-
15h MICINN thrugh progects AGL2002-(5329,
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the Tm-22 Sw-5, and Ty-J genes (Perez de
Castro et al, 2007), conferning resistance to
ToMV, TSWV, and TYLCV, respectively.
At the time the breeding program began,
‘Anastasia” was a popular tomato cultivar in
Spain, suitable both for greenhouse and
apen-field production. Marker-assisted se-
lection was used in each generation to select
the plants that camied the three mesistance
genes (Garcia-Martinez et al, 2003). In
addition, a high selection pressure for *De
la Pera’ charactenstics (bell shape, green
shoulder, tolerance to blossom end rot) and
good agronomic behavior was applied dur-
ing each backcross generation, After five
additional generations of selfing and selec-
tion, the pure-breeding UMH 1203, homo-
zygous for the three intmogressed virus
msistance genes, was selected from a single
BCF; family whose seed was multiplied by

self-pollination, TTMH 1203 resistances have
been demonstrated in several field and groen-
house trials, In addition, TobV and TSWV
resistances were verified by mechanical in-
oculation assays, and tolerance to TYLOV
has been demonstrated in several naturally
infiested fields.

Description and Performance

UMH 1203 has indetermminate growth with
intermediate foliage density. The green shoul-
ders of UMH 1203 fruits (Fig. 1) are fre-
quently less intense than those of the oniginal
landrace fruits. Ripe fruits sepamate easily
from pedicels during harvest, as is the case
with the line P21. In trials camied out in
2009, 2010, and 2011, no significant differ-
ences in yield were found between UMH
1203 and P21 in the open-ficld crops (Table 1).
However, UMH 1203 showed a very impaor-
tant yield decrease in the two greenhouse
trials. Average fruit weight of UMH 1203
was similar to that of the traditional cultivar
and no signi ficant differences were found for
the titratable acidity between the breeding
line and the original line, except in the 2011
open-field trial. In two of the trials, signif-
icant differences were detected for soluble
solids content, but differences were not con-
sisient, bocause in the 2009 open-field trial,
the line P21 meached slightly higher values
than TMH 1203, but the opposite result was
shown in the 20010 tral. The results of the
organoleptic test presented in Table 2 also
suggest a high level of similarity between
the two lines for sensory aspects of fruit
quality. Significant differences between the

Fig. 1. Fruits of UMH 1203,

HomtScmxce Vo, 47(1) Janary 2012

Fernando Rubio Lépez

Pagina 58 de 94



. UNIVERSITAS

=
3
=

Publicaciones

Table 1. Yield rais, tirstable acidity (TA), and soluble slids concentration (S50) of the breeding line
LUMH 12{5, the “De s Pera” landrace (aooe sion P21 ), and Baludo Fy, grown m 20089, 2000, and 2011
in the apen field @nd in 2000 and 200 1 under greenhouse in the spring io urmer aop cycle.

Marketsble vield Avglfuil  Frol number
{kg/plani)* wi {g)* e plami® TA (2100 g S50 ("Brix ¥

Ohpen Teeld 2AHH

UMH 12(6 1854 Kla 219a h51a 493a

Accesson P21 195a ERa 224a h51a 518h

Bolwla F 292b b ELIL] (6l b 4.T4a
Crpen feld 2010

UMH 12{6 271 a 9la 3hba 30a 449

Accesson P21 265a ETa 3l6a k32a 4.10a

Baolulo F, 448 b 136 b 3i%a 54 b 5.1
Uimeenhouse A1

UMH 12(6 226a THa 292a 30a 405a

Agoession P21 372k 16 b 354 30a Ih%a

Balulo F, 484c 1 b Sh2e [LEE ] 457h
Chpen field 2011

UMH 12(6 1T6ha H9a ila A5 b 453a

Acosision P21 Jlda KTa 423 h3da 447 a

Baolula F, 530 b 137 b 484 b h75¢ 452a
Cimeenhouse 2411

UMH 12(6 lAla Tla 16lla hd3a 523 b

Acoeison P21 279k Tla 4Tk 48 a 517k

Bolwla F 5.12¢ 45 b 507 ¢ .74 b 4,61 a

*hean of dx plents per phot for bwo replicates.
Thean of six frds per plod for itwo rephicates.

“Mean values m 2 colunn followed by a different letler are agmificantly diTerent scconbng to the

Damcam s multiple range e (F < 0005).

Tahle 2. Comparstive smsory analyss of UMH 1208 and sccesion P21 grown in the open fieldin 2011 m

the spring ko summer crop cycle.”

Esternal apypearance Flavaor Texiure Crvera |l acoeplabality
Lane Mezn” Mean Mean Mezn
UMH 1203 IE+012 12+003 34+ 010 12+ 011
Accesson P21 32+ LM 3.4+ 02X 35+ 13 33+ LK
S lcamoe * & B &

"For sensory analysis, frois wens washed and cul into wedges.
"Each value © the mean (+ 38) of the soores ol 33 unirxined e on a 1 (very had) o 5 (very goud) scale.
w4, *Mon-d g ficant or significant = F = 005 scconding Lo the 1 ied.

breeding line UMH 1203 and line P21 were
detected for external appearance, but not for
flavor, tewture, and owerall acceptability.
UMH 1203 showed higher values for exter-
nal appearance than P21, but the oniginal
line received slightly higher scores for flavor,

HortScExce Vo, 47(1) Jamuary 2012

texture, and overall acceptability. The main
goal of the breeding program was to obtain
a breeding line with virus mesistance that
maintains the fruit momphological and organ-
oleptic characteristics of the ‘De la Pera”
landrace.

Use

Breeding line UMH 1203 has genetic
tol erance/resistance to ToM'V, TSWV, and
TYLCV, the three mast important vinses in
tomato in sowtheastern Spain. The incidence
of these viruses in tomato landmces greatly
reduces the profits obtained by farmers, and
even makes their cultivation nonviahle in many
areas, especially in open-field conditions. The
hreeding line is available for open-air cropping
where the vinses” incidence & especially in-
ense, allowing famers to obtain an acceptable
harvest. This breeding line may alko hewsed in
breeding programs to facilitate te introgres-
zion of the redstance genes intoother landraces
or heiloom tomatoes,

Availability

Small trial seed samples ofthe UMH 1203
breeding line are available for rescarch pur-
poses (contact the authors).
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UMH 1422 and UMH 1415: Two Fresh-
market Tomato Breeding Lines
Resistant to Tomato Mosaic Virus and
Tomato Spotted Wilt Virus

Santiago Garcia-Martinez, Adridn Graw Aranzazn Alonso,
Fernando Rubio, Manuel Valero, and Juan J. Ruiz!
Depariment of Applied Biology, Universidad Miguel Herndndez, Escuela

Politecnfoa Superior de Cibela,
Chrihuela, Spain

arrelera de Berfel, km. 3.2, 03312,

Additenal index words. ToMY, TSWV, Tm-24, Sw-3

The incidence of several viral disesses
such as those cawsed by Tomare masaie v
(ToMV) and Tomae georred will s
(TSWY) makes wmaw landrace cultivation
practically nonvizble in many areas of south-
eagem Spain, espacially in open-field condi-
tions {Ruiz et al, XW5). ‘De la Pera” and
‘Muchamiel” are two tomain landraces that
are very appreciated as a mesult of their
organoleptic fruit guality. The Miguel Her-
ndmder University breeding program for the
inrogression of vire mesistance into Spanish
landraces has already resulied in te melease
of two broading lnes, UMH 1200 and L'MH
1203, beoth hesmzy gosus For Tm-24, Tl and
Sued penes (Gamcla-Mantinez et al., 2011,
2012}, These breading lines allow fammers o
obizin acceptable harvest under intense virus
infection conditions. However, when com-
pared with the original landraces under bow
virus incidence conditions, impontant yield
decreases were obtained for these beeding
lines, ranging between 30% and T5% de-
crease for UMH 1200 and between 40% and
S0 for UMH 1203 (Gareis-Martinez et al.,
2011, 2017, These resulis are the result of
the introgresed genes and'or & te linkage
drag, as previously meported in processing
tomaioes (Tanksley et al, 1998) and in fresh
tomvats (Rubio et al, 2012), alhough the
yield problems are mainly the result of the
inrogression of the Ty=t gene for Tk
yelow curl vires (TYLCVY) messtance. Fos
this eazon, we have developed the breeding
lines UMH 1422 and UMH 1415 without
TYLCWV resistance. The two lines ame usaful
for tomato cropping in the spring 1o aummer
gowing cycle, when the incidence of the
viruses caused by TYLCY iz les inense
Both lines have medium-sized fruts (70 o
O g) with a bell shape and green shoulders

Recaved for publication 28 Aog. 2014, Adepied
for publication 5 Oat. 2014

This work was partally sugported by the Spamish
MIONN  through  projects AGL20050 3344,
AGLD0R-03822, and AGLA11-26357.

'To whom megwint requests should be addressed;

e-mail juanj. ruizEumh e
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{Fig. 1. Organoleptic characteristics of the
fruits are similar to those of the original
bindrace. UMH 1422 iz homazygous only
for the Tm-2 resigance gene, whereas UIMH
1415 is homozygous for the Tie-2 and Sw-5
mesistance genes, These breeding lines ob-
tined yields similar to the original landrace
in several trials,

Orrigin

Breading lines UMH 1422 and UMH
1415 were obtained by ¢rossing 2 De laPea’
cultivar {accession P21, previously selected
for fruit morphological characiernistics, high
viekl, snd uniformity) with the commencial
cultivar Anastasia Fy (Seminis Vegetable
Seeds, St Louwis, MO) used as the donor
parent of the Tim-2, Sw-f, and Tl genes
(Pémez de Castro et al., 2007), confeming

resitance i ToMV, TSWVY, and TYLCV,
mespectively. Using marker- assisted selection
for the three wvirus mesistance genes, nine
backeross generations to the De la Pema
cultivar were performed, Several trials under
different infection conditions {mechanical
insculation for ToMY and natwal infection
for TYLCY and TSWY) were camied out 1o
comntrol the presence of the resigance alleles
in the backenss generations and the effec-
tiveness of the moleculsr markers. In addi-
tion, a high selection pressure for ‘Te la Pera’
characteristics (bell shape, meen shoulder,
lowe sensitivity 1o blosspm-end rot) and good
agronomic behavior were applied during all
backeross generations After the selfing of
a single triple heteroeygous plant from a
BC,Fy family followed by two additional
generations of selfing and selection, the pume
breading lines UMH 1422, homozygous only
for Tim-20 and UMH 14135, homozygous only
for Tie-2 and Swe-5, wemne seloced using
malecular markers and multiplied by self-
pollination in 2 greenhouse under controlled
conditions

Dhescription and Performance

UMH 1422 iz homoeygous for T2
(T resiztance gene), whereas UUMH
1415 is homoeygous for Tee-2 and a5
(Tt and TSWY resistance genes, respoc-
tively). The lines have indeeminate growth
with inemediate foliage density. Froam 2000
o 2011 we cultivated UMH 1422, UMH
1415, and the recurrent cultivar P21 under
different conditions (open feld, greenhouse,
and mesh-coverad net howse) in the spring to
summer crop cyele, the most widely uwsed
growing cyele in the traditional ares of ‘De ka
Pera" tomato cultivation. UMH 1422 showed

Fg. 1. Fruits of LYMH 1415.
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Table 1. Yield toits, Strateble acidity (T A), and soluble solids concentration (35C) of the breeding lines TMH 1422, IIMH 1415, and 'Tie b Per” kendrace
{zocession F21) grown in the open field, greenhouse, and mesh-covessd na house in the spring i summer crop oycle.

Marketahle yield (kg/plant® Avg fruit v (g Fruit mumber per plant* TA (/100 gf* S8C ("Brix)y

Open field 2009

TLTTH 1422 2601 R1R 31.7ab 055 a 425a

TIH 1415 267 T3 H.h 0.5 a 402 a

Agcession P21 223 ThE X9 063 b 5E8lh
(reenhouse 2010

TLITH 1422 265¢ BETh 3 0. 56 ah 4992

INAH 1415 232hb BL7Th ne 0.5%a 484 a

Aocession P21 202a ThZa IRE 060 b 530 h
Mesh-covered net house 2011

TLITH 1422 285h T42h 354 .55 ah 500 a

INAH 1415 251a 680 a T | 0.5%a 512 ab

Aoccession P21 308h T19.7c 38.7 0.5 b 525h

Mean af 10 plants per plot for o neplicates.
"Mexn of 10 fruits per plot for two neplicates.

“Mezn values in 2 column followed by a different letter ane significantly di ffarent apconding 0 Duncan's multple nge test (P < 0.05).

Tahle 2. Semsary amalysis for the breeding lmes T 1422 and T 1415 and 'De kb Pera' landrce
{zocession F21) grown in the mesh-covened net house in 2011 in the spring i summer crop cycle®

Lime cubivar External sppearance” Flavor Texture Overall acceptahility
Il 1422 ETHW 11 26 3
1M 1415 23a 25 25 24
Accession P21 24 24 23 24

For sensory anehysis, finnits were washed and cutinin wedges. The tests were conducied aoording to the

ranking method (Gould, 1983 )

"Fach value is the man of the sares of 42 unrained osers on a | (had) ta 3 (good) scale.
“Fach value in 2 column folkowed by 2 different letter are significandy di fferent socording o Dhmean's

maltip T ge £ (P <005,

similar or better agronomic characienstics
tham the erignal culiivar P21 {Table 1. UMH
1415 yielded similarly or lower than T/MH
1422, whereas the differences with the culti-
var P21 depended on the trial. A significant
decrease in both titratable acidity and solu-
ble solid content of fruit was found for the
breeding lines companed with the lndrace,
in the three trials, being less marked in the
trial perfommed under the mesh-covered net
house in 2011 (Table 1), However, tomato
tasting panels composed of untrained tsters
fiound no significant differences batween the
breeding lines and P21 line for flavor,
testure, and overall acceptability, although
the panelk detected differences for extermnal
appearance (Table 2), UMH 1422 received
higher scomes for external appearance than
UMH 1415 and P21, whereas UUMH 14135
and P21 showed no significant differences
for this trait, Resulis of sensory analysis
indicated similar organoleptic values of the
breeding lines and the traditional cultivar,
sugpesting that the inrogressed resistance
genes have not reduced significantly fruit
organaleic quality.

1466

Use

UMH 1422 has genetic resistance i
ToMV, whereas UMH 1415 has genetic re-
sstmnce v ToMY and TSWY, viruses that
wually affect tomaio bndrase cultivation in
sputheasem Spain, especially in open-field
conditions. These breeding lines could be
weful for tometo cultivaton in the spring o
smmer growing ¢ycle, when the incidence of
the diseases caused by TYLCV is kess iniense,
asa mesult of the low population levels of the
whitefly vector Bemisie rabaei (Gemn. ). The
redwoed linkage drag in these lines is not onby
evident from the consumer asceptahility sim-
ilar i that of the recument landrace, but ako
from the no decresse in yeld. As previmus
releases produced by our breading program,
UMH 1422 and UMH 1415 are being licensed
0 a privake company o develop Fy hybrids by
crossing them with other landraces and breed-
ing lines to use the genetic resistance in
a heterozygous state, In addition, UMH 1422
and UMH 1415 have been ncorporaied ini
brooding progams to Facilitate the intrognes-
sion of the resigance penes intn several other
wanato Spanish landraces.

Avallabiliy

Small trial seed samplesof the UMH 1422
and UMH 1415 breeding lines ane available
for reseane b puiposes (contct the suthors).
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Quality assessment of tomato landraces
and virus-resistant breeding lines: quick
estimation by near infrared reflectance
spectroscopy

Santiago Garcia-Martinez, Luis N Gilvez-Sola,” Arantxa Alonso,?
Enrique Agullé,” Fernando Rubio,® Juan J Ruiz** and Raul Moral®

Abstract

BACKGROUMND: Several tomate landraces are wvery popular in south-eastern Spain for their organoleptic fruit quality, but
these cultivars are highly susceptible to several viruses. A breeding programme is being carried out for the introduction of
virus resistances into these landraces. In the last steps of our breeding programme a high number of breeding lines must be
evaluated for agronomic and organoleptic quality parameters. Near infrared reflectance spectroscopy [NIRS) technology shows
considerable promise and is ideally suited to the requirements of breeders.

RESULTS: Significant differences between a sot of 35 tomato breeding lines, seven landraces and one commercial hybrid were
observed for quality and mineral content parameters, suggesting that there are considerable levels of genetic diversity between
the cultivar groups studied. Using NIRS on dry samples of tomato constitutes a feasible technigue to estimate the content of
several minerals (C, N, P, K, Ca, Na, Mn, Mg and Cu) according to the coefficient of determination for calibration (A2 > 0.90).
MIRS estimations of soluble solids content and titratable acidity obtained were considered useful only for general screening
purposes.

CONCLUSIONS: NIRS technology may be a useful tool in the selection of lines coming out of tomato breeding programs, allowing
a quick estimation of mineral content. However, the estimation of soluble solids content and titratable acidity by NIRS must be
improved.

€ 2011 Society of Chemical Industry

Keywords: tomate quality; traditional cultivars; organoleptic quality: NIRS
. __________________________________________________________________________________________________________________________|

INTRODUCTION are severely endangered and at risk of extinction since they are
In the last few years, there have been a growing number of scien-  highly susceptible to several viruses.® A breeding programme was
tific publications related to functional-attribute measurement in -~ camied out for the introduction of three dominant genes (Tm-
tomato, but literature dealing with the evaluation of tomato fruit 2%, 5w-5 and Ty-1, derived from wild tomato relatives) that confer
micronutrient content is rather scarce.) -* As a result, recent breed-  resistancetothe three most relevant viruses insouth-sastern Spain
ing programmes in tomato have been focusing on organoleptic  (ToMV, TSWV and TYLOV, respectively} into traditional ‘Muchamiel,
and nutrient quality. In addition, it is known that inadeguate con- "D la Pera’, Pera Morunos' and 'Cherry' cultivars."” Asa preliminary
sumption of essential nutrients (at least 49 nutrients for human  result of the breeding programme, we have obtained promising
metabolic needs) may result in adverse metabolic disturbances  breeding lines, which have to be further adapted to the spedfic
that may lead to sickness, poor health or impaired development  2gro-climatic conditions of different localities.”

in children.®® Several epidemiclogical studies have indicated the

beneficial effects of tomato consumption in the prevention of
- Sl : |
several major chronic diseases, such as certain types of cancer and

cardiovascular diseases.” As tomatoes can be consumed both raw * Cormespondence to- Juan / Rz, Departamenta 5"’:""3“’ Aplicoda, Untversidad
orafter processing, they can provide a significant proportion of to- S ety Cixveteryide Seotel Jrc 5.2 0012 il Aot pute

E-mail juan) rutr@umb. es
tal antioxidants in the diet, including ascorbic acid, e-tocopherals, ey

carotenes a|:||:| a wide variety of phenolic compounds ) 2 DepartamentoBiologia Aplicad, Uintversidad #tiguel Hernandez Cameterade
‘Muchamizl’, Te la Pera’, 'Morunos’, "‘Cherry’, Valencianos' and Benis] km 3.2, 03312-Orthuels, Allcants, Spain

‘Flor de Baladre' are very popular tomato landraces in south-

eastern Spain for their organoleptic fruit quality, and are still b peportamento Agrogquimica p Medic Ambients, Universidnd  Miguel

cutivated by local farmers in small fields. However, these landraces Hernandez, Carretera de Bered, km 3.2, 033 12-Orihuely, Aliconte, Spain

. ______________________________________________________________________________________________|
1 5ci Food Agric 2012;92: 1178- 1185 WWW.S0C.0rg [C) 2011 Society of Chemical Industry
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In the last steps of our breeding programme, a large number
of breeding lines had to be evaluated for agronomic [virus
resistance, average fruitweight and yield) and organoleptic quality
parameters. Organoleptic qualityinvolves fruit taste, aroma, colowr
and texture.'? Breeding for organcleptic quality has been severely
restricted by the lack of efficient criteria and by the polygenic
nature of the traits. One of the current precccupations of tomata
breeders is to associate high fruit firmness, long shelf life. good
flavour and the existence of muliple disease resistance genes
within the same variety. The measurement of guality parameters
using traditional analytical methods is time-consuming, costly,
destructive and requires the use of chemical reagents that
become hazardous wastes that need special management. The
development of rapid, simple, low-cost, non-contaminating and
non-invasive quality-analysis technigues should be regarded as
crucial fortomato breeders. Nearinfrared reflectance spectroscopy
[MIRS) technology shows considerable promise for the non-
destructive analysis of food products, and is ideally suited to
the requirements of breeders: it requires little or no sample
preparaticn, measurements take less than 1 min for all the studied
parameters, without any cost associated to chemicals or technical
gases, being a technigue that reduces to zero the analytical
wastes associated to chemical analysis, exhausted reagents and
gas emissions; it is both flexible and wersatile, and it can be used
in the last steps of the programmes. 3™ Several studies have
leoked into the potential of NIRS technolegy for assessing internal
quality parameters in tomatoes,'5-19 although to date there have
been no studies of traditional Spanish cultivars. Most ressarch has
centred on soluble solids content (S5C) or acidity (pH), but [fttle
work has been done on titratable acidity and especially mineral
conterit, which is also a key elemant in tomato selection.’® To our
knowledge, no other study wsing NIRS to estimate tomato fruit
mineral content has been published. This study is focused on the
assessment of the quality and mineral content of tomato landraces
andvirus-resistant breeding lines. Inaddition, the feasibility of NIRS
to evaluate these parameters in tomato fruits was established.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and crop conditions

A set of 35 tomato (Solanum lycopersicum L) breeding lines,
seven landraces and one commercial hybrid (Boludo F; hybrid
from Seminis Iberica Seeds) were studied (Table 1). Breeding lines
derived from our breeding programme have ToMV, TYLCV and
TSWV genetic resistance genes in genetic backgrounds of the
‘Muchamiel, ‘De |z Pera’, "Pera morenas’ and 'Cherry’ cultivar
types, all of which are very popular tomato landraces in the
south-east of Spain. The breeding lines have been obtained by
back-crossing, varying the number of back-crosses between six
and sight, depending on the type of landrace. A field trial was
carried out from April to August 2009, in a field at the Experimental
Farm located on the campus of Miguel Hernandez University in
Crihuela, Alicants (Spain). A randomised block design with three
replicates and seven to ten plants per plot was usad. The plants
were grown vertically with one stem, with a density of 2.7 plants
m—2. All plants {20- 30 plants per ling) received the same irrigation
and quantity of fertiliser (350 M, 130 Pz0s, 500 K20 kg ha ") using
a drip fertigation system.

Quality and mineral parameters
At commercial harvesting state {=50% of the surface showing red
colour), 30 representative fruits of each line were harvested by

Table 1. Cultivars and lines studied
Cultivar type Giroup Cultivar and line names
Muchamiel Landraces Muchd, Much 18 and Muchz9
Breeding lines  AlG20, ALkG21, Allsss, AL9ET,
Alla7s, Alls7z, Alloan,
Alnoaz, AU10E3 and AUNo9d
D la pera Landraces Para7, Pera19 and Perazl
Breeding lines  AlG38, All640, AllE0, A9,
Algro, Alle7, Alle7z,
Alla73, Alls7a, Alless,
Allges, ALlo43, Alhos2,
Alloss, A0S and AL0GE
Pera moruno Breeding lines  AU627, AU987 and AUSSE
Chemy Landrace Cherry
Breeding lines  ALNOSE, ALNOTS, ALNOTS,
Alho77, AU1080 and AlJ10as
Commercial hybrid (1 Boludo Fy

hand. For the fruit quality parameters 55C and titratable acidity
(TA} two opposite slices from each fruit were homogenised,
and the filtered juice was used for determinations. 55C was
estimated using a digital refractometer (Atago Co. Ltd, Tokyo,
Japan), and the results were expressed in"Brix. TA was measurad
by potentiometric titration with 0.1 mal L~ MaOH up to pH 8.1
using 1mL of juice, and expressed as the percentage of citric
acid in the juice or g 100 g~ For fruit mineral content, the rest of
each fruit sample was dried at 105 °C, ground and stored prior to
analysis. Total organic carbon and total nitrogen were determined
by dry combustion at 950 “C using a Leco TruSpec C—MN Elemental
Analyzer (Leco Corp., 5t Joseph, ML, USA) according to Mavarro
et al*® and Paredes et al *" After HNOa /HCIOy digestion, phospho-
rus content was assessed colorimatrically as molybdovanadate
phosphoric acid™ and K, Ca, Mo, Ma, FE, Cu, Mn and Zn contents
were determined by optical emission-inductively coupled plasma
{0E-ICP) spectroscopy. All analytical determinations were done
in quadruplicate. Since bath the differences between landraces of
the same type and the differences between the breeding lines of
the same type were small, the data from guality parameters and
mineral content were subjected to a one-way analysis of variance,
grouping the landraces and breeding lines by cultivar typa. The
Duncan test was used for mean separation.

Analysis by near infrared spectroscopy

Dry ground fruit samples were used for MIRS analysis. Water has
an absorption band in the near infrared region at 7500-5400
and 5400-4900 cm". 5o, the water content of the sample can
modify the obtained absorbance spectra, over-estimating the real
absorbance value and affecting the final accuracy of the obtained
prediction model. NIRS analyses were performed using a Fourier
transform (FT)-NIR spectrometer (MPA, Bruker Optik GmbH, Et-
tlingen, Germany} with wavenumbers in the range of 12000 to
3800 cm " {B30- 2600 nm) with steps of 8 cm . Each sample was
scanned three times using Opus software (version 6, (T Bruker Op-
tik}), recording absorbance as logi1/R), where R is reflectance, and
averaging the three spectra. Figure 1 shows the NIRS spectra of dry
ground tomato fruit samples. Calibration was carried out using a
partial least squares regression model and the validation step was
carried out using the full cross-validation method, following the
leave-one-out procedure. This method was usad toensure the pre-
dictive ahility and to aveid any over-fitting of the data.*? All the pre-

J 5ci Food Agric 2012 92: 1178-1185
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Figure 1. Typical logi1 /) spectra for dry ground tomato fruit samples [wave numiber (crm"1] in abscissa and absorbance in ordinate.

diction residuals were combined to compute the validation resid-
ual variance and root mean square error of cross-validation (RM-
SECWV). To ensure a good comelation between the spectral data and
the concentration values, different spectra pre-treatments were
tested, such as vector normalisation, which normalises a spectrum
by an initial calculation of the average intensity value, which was
subsequently subtracted from the spectrum. Next, the sum of the
squared intensities was calculated and the spectrum was divided
by the square root of this sum; min- max normalisation, in which a
linear offset was first subtracted, and then the y-maximum was set
toa value of 2 by muktiplication by a constant. Multiplicative scatter
correction, similar to vector normalisation, was used by performing
a linear transformation of each spectrum to best match the mean
spectrum of the whole set; first derivative, which calculates the first
derivative of the spectrum. This method emphasises steepedgesas
apeak. It is used to emphasise pronounced, but small features over
a broad background. Spectral noise was enhanced, and straight
line subtraction was also used, fitting a straight line tothe spectrum
and subtracting it. This accounts for a tilt in the recorded spectrum.

To evaluate the estimation, several statistical parameters were
performed: B2, the coefficient of determination for calibration;
the root mean square error of estimation (RMSEE); the ratio of
prediction to deviation (RPD), calculated as the standard deviation
divided by the standard error of prediction; the number of factors,
F; the coefficient of determination for validation, r?; the root mean
square error of cross validation, RMSECY: and bias, the difference
between the real mean value and the estimated mean value for
the validation set samples. Malley etal® suggested a guideline
for describing the peformance of calibrations for environmental
samples as follows: for excellent calibrations £ = 0.95, RPD = &
for successful calibrations, R? = 0.9-0.95, RPD 3-4; moderately
successful, A7 = 0.8-0.9, RPD 2.25-3; and moderately useful,
F* = 0.7-0.8, RPD 1.75-2.25. Some calibrations with A2 < 0.7
may be useful for screening purposes. This guideline was used to
evaluate the calibrations in the present waork.

RESULTS AND DISCUSSION
Variations in the studied parameters
Some recent studies describe the mineral content of tomato
fruit,'=* but there are no studies reporting the effect of genetic

Tabkle 2. Concentration range, mean value and standard deviation
for the different quality parameters and mineral content studied

Parameter Ramge Mean 50
SSC ("Brix) 406-5.69 480 03s
TAfg 100 g~ ") 036-0.78 054 0.10
Cig kg™ 410-465 437 n
Hig kg-1} 202-438 281 49
Pig ko™ 254-661 439 042
Kig k") 1.1-874 364 157
Calg kg ") 098-6.23 138 108
Maig kg-") 053-335 1.70 058
Maig kg™") 028-1.63 093 037
Feimg kg~"} 72-1006 335 18.1
Culmg kg™ 13-177 706 3
Mnimg kg 13-209 94 42
Inimg kg ") 17.4-65.1 385 L]

introgressions for virus resistance on the mineral content of tomato
fruit. Table 2 shows the concentration range, mean value and
standard deviation for the different parameters studied. Wide
variationwas observedin all the evaluated attributes, probably dus
to the wide genetic basis of the tested tomato genotypes. For all
the paramaters, the obtzined range was consistent with previous
reports.” ~* Howewver, for S5C and TA, the main components
responsible for tomate flavour, Guillén et al® reported the highest
values for commercial 'Cherry’ and Raf' (a traditional cultivar from
Vega de Almeria, Spain). Potassium content in tomato fruit ranged
between 11.07 and 87.35 g kg—". Tomato fruits are considered a
rich source of KL%

The ANOVA showed significant differences among cultivar
types (P = 0.001) for all the studied parameters, both quality
parameters and mineral content (Table 3), suggesting that
there are considerable levels of genstic diversity between the
cultivar groups studied. The range of values obtzined for the
studied parameters was consistent with previous data reported
for traditional cultivars and lines derived from our breeding
programme23373E a5 well as with other results reported for
different traditional and commercial cultivars.™™  Impartant
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= differences were found for 55C among all cultivar types. 'Cherry’
c _'51 24 _;.r- ool -i ' landrace, ‘Cherry’ breeding lines and *Boludo’ hybrid showed the
- Pleisrsrgss " highest contant (5.7 *Brix, 5.2 "Brix and 5.2 "Brix, respectively). The
= lowest 55C contents were found in ‘Muchamiel' landraces and
N ‘Muchamiel' breeding lines (4.4 *Brix). Similar differences betwesn
T cultivars and values have been previously reported.’ 5 Titratable
= L Bh hily acidity varied from 0,44 to 0.75 g 100 g . ‘Chemy’ breeding lines
E == T and the *Cherry’ landrace showed the highest values, as in other
studies with different cultivar types.®® For C concentration, there
- were moderate differences among cultivar types, with values
2 —_— 153 3‘ . ranging between 424 and 444 g kg ", The group of 'De |a Pera’
- Plewedrngn=- - cultivars ('Pera’ and ‘Pera morung’ breeding lines and landraces)
= -0 had the lowest C content. ‘De la Pera” and breeding *Para Moreno’
showed the lowest P content, and breeding "Cherry’ and breeding
T ‘Muchamiel the highest, although overall the differences were not
bz _:I'n & 145 'E- v & i very significant. For K concentration, there were huge differences
g mEYdgendid among cultivar types, with values ranging between 245 and
58.4 gkg . 'Muchamiel’ breeding lines and landraces showed the
v = " lowest content, and De la Pera’ breeding lines the highest.
= L T ' Duncan's multiple-range tests detected significant differences
g Tz |mhd—F=sngtk . : 1
= ol -~caoc =~ between cultivar groups for Ca content, ranging from 1.74 g kg
3 for ‘Muchamiel’ breeding lines to 3.55 for ‘Muchamiel’ landraces.
= = ‘.ﬁ Differences between landraces and breeding lines were also
i Iz é 2 by ﬁ s 'é 2 iz found for ‘De la Pera” and *Cherry’ groups. “Muchamizl’ breeding
= 5 Dl =N 3 lines showed the lowest Mg content, with 1.28 g kg, whereas
3 E é Boludo' hybrid showed the highest content, with 229g kg™,
E g = s hadd 5 For Na content, landrace and 'Cherry’ breeding lines showed the
3 =3z ﬁ bl ] 3 E - E i s lowest value, and ‘Muchamiel’ landraces the highest. Ruiz et al.?
= = R R ¥ also reported the highest Na content for ‘Muchamiel' landraces.
K] E Important differences in Fe concentration were found, ranging
g 1y w o o P = from 258 mg kg for 'Muchamiel' breeding lines to 552 for
_ﬁ' = 3 E g % o E b E =8 £ ‘Cherry’ breeding lines. Values reported by other authors ranged
'i =2 mmemEEE 3 from 6.1 to 17.7mg kg~ for Indian landraces® and from 9.1
E} Z to 77.5mgkg~" for Spanish landraces® For Cu concentration,
?-r ;';-. b bLR s £ ‘Muchamiel’ breeding lines and landraces showed the lowest con-
i -l é g tent, with 5.5 and 6.3 mg kg ", respectively. This result was also
’E o I i obsarved for 55C and K, and these three parameters were highly
E correlated (Table 4). ‘Cherry’ breeding lines, with 14.2mg kg,
E ol P g a8y, B showed the highestvalue. Mncontentvaried between 6.2 mg kg !
2 =2 g pr; = s, AeYs L £ for "Muchamizl’ breeding lines and 14.2 mg kg~ for ‘De |a Pera’
= = o B ) breeding lines. This range of values is consistent with that
E _ E obtained by Ruiz etal,? studying Spanish landraces, but dearly
-l U Lleeg "§ b g . %‘ different to that reported by 5aha et al.* studying Indian landraces
5 i Se==F s {1.08-1.97 myg kg~"). This result suggests that there are consider-
£ = £ able differences among these landraces for Mn content. Duncan’s
s — E multiple-range tests detected significant differences between
E ETS' a % -"E 4 T RER; % lcaulril.ralrgrc-uprsfc:r Zn content, ra1ngiml_:j from 3?..9Img kg~ for'De
] F2 9989 3xh5% £ Pera’ landraces to 52.5 mg kg~ for ‘Muchamiel’ landraces.
= - x In spite of the six to eight back-crosses performed in the
._i - E breeding programme, significant differences were found for some
E Az |lzsdabrmnrn; |2 parameters between the landrace group and their corresponding
3 i g breeding lines with genetic resistances. However, we can not
Z = confirm that these differences were due to the introgression of the
] F - !:-] I: three resistant genes, sincethe possible effect of the introgressions
E = E E-. - = would be different depending on the lndrace group. For
E ﬂ _1_3 E E?ﬂ E E % example, ‘"Muchamiel' breeding lines showed lower Ca content
ERERNER 3 w than ‘Muchamiel’ landraces, but the opposite effect was true for
3 i :‘; 55223 %% ‘Dela Pera’ groups, with a Ca content higher in the breeding lines.
- Tz i I i f' £ Since the differences between breeding lines of the same
[ % Z 3 = f EEE zl2 type were also important for most parameters (data not shown),
2 % 222xr é 5 '5':1. z|: mineral content measurements could be useful to assist in the
selection of a particular breeding line at the end of the breeding

|
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Table4. Comelation coeficents of quality parameters and mineral content

Parameter TA c M P K Ca Mg MNa Fe Cu Min In

55C 0270 0049 —0106 —0124 0445** 0249 o446 ony o568*** 0502 0472 0334

TA - 0491 _p238 0053 —-0319* —0.139 -0219 —0A91*%  pO8s5 Q.0BD —0.168 0.038

C - - —-0046 0207 —0559**  —poee —-0356" —030s' —D0I06 —0429"* —0326* 0039

N - - - O N D50B*=  pSIF p3agt p3z3t 0155 03894 Q5174

P - - - - 0145 o487 p33a' —oom 0350 0.155 0247 0.450"*

K - - - - - 05470 DBE D525 D700 080G OE3T*  D4276

Ca - - - - - - o77s' ose4™* o5z pass'™ 0639 oo™

Mg - - - - - B - 0662%  pFITME  g7Fee QBRSO pogte

Ma - - - - - - - - D215 0258 o0s527**  os1gtt

Fa - - - - - B - - - 074244 g7 g5t

Cu - - - - - - - - - - oF7a passte

Mn - - - - - - - - - - - 0.58g%

& w482 Gonificant at P .- 0.05, 0.01 and 0.001, respactively.

Table 5. NIAS calibration and validation results for parameters analysed

Calibration Walidation

Parameter B RMSEE  RPD r AMSECY  RPD Bias Factors  Spectrumregionjcm ') Pre-trestment

Cig kg 1} D966 137 544 0914 348 342 —0.103 18 7502 -4247 FD + MSC
7502 -80598

Mig kg™ 0951 112 453 094 1.19 411 —0.0016 B 5450- 4508 FO + VN
119967498

Pig kg™ 0982 013 761 0841 035 151  —0.0062 15 54504558 -
119967498

Kig kg™ h 0as 3.69 A48 D.BES 574 173 —0.0151 mn 5450-4558 VN

Caig kg-"} 0958 023 485 (8BS 035 197 —0.0028 12 750245598 MSC
119967498

Mgig kg~ "} 0943 .15 419 084 033 151 0.0023 n B102-5446 55

Maig ko' 0952 009 450 0768 018 108 —0.0008 13 11 9965446 N -max

Faimg kg U] 0A32 7.B2 244 o041 13E 13 0.0755 12 119964598 M&C
115967498

Cu tmg kg7 094 0.99 408  0.B7 139 178 0.0379 ] 6102-5774 | ——
119967498

Mniimag kg—") 0973 072 614 0904 129 324 0.0092 12 B102-5446 [ ——
97477458

Inimg kg 1 DB8E 361 3 DEE] 562 L7 —0.0522 17 S450-4508 -
115967496

SSC (B} 0E16 028 161 0456 0332 136 —0.007 B 4602 -4247 -

TAigioo g D483 0.08 135 0435 008 133 0.0016 4 11996 -4247 FO + 515

R, coefficent of determination for calibration; RMSEE, root mean square emor of estimation; RPD, calculated as the standard deviation divided by the

standard error of prediction.

r, coefficient of determination for validation; RMSECV, root mean square emor of cross validation; Bias, the difference betweean the mean real value

and the mean estimated value for the validation set samples.

Pre-traatment: VM, vector normalisation; M5C, multiplicative scatter comrection; FO), first derivative; 515, straight line subtraction; Nop, _ sz Mim-max

normalisation.

cycle. Similarity with the orginal landraces could be used as
criteria of selection, but other criteria could be adopted; for
example, lines might be selected for their high or low content in
a particular mineral, depending on its nutrient significance.

Correlations between quality parameters and mineral content
Table 4 shows the correlations involving the studied parameters.
Generzally, tomato quality is measured by colour (related to

lycopene content) and soluble solids content and acidity (35C and
TA, respectively). We also found a positive correlation between
55C and TA {r = 0.27; P < 0.05). 55C was positively correlated
with K, Mg, Fe, Cu and Mn. Comelations found for TA were
lower; only one positive correlation was detected with C and two
negative correlations with K and Ma. Carbon was the only mineral
for which all the significant correlations found were negative (K,
Mg. Ma, Cu and Mn). Nitrogen was positively correlated with all

wileyonlinelibrary.com/jsfa
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Figuere 2. NIRS calibration plots between predicted values and measwred values for P, Mg, Fe, 55C and TA

the minerals, except with C and Cu, where the correlation was
not signihcant, whereas P was positively correlated with N, Ca, Mg
and Zn. Potassium was positively correlated with all the minerals,
except with P, much like Mn. Similarly, G and Zn were positively
correlated with zll the minerals, sxcept with C Magnesium is the
only mineral correlated with all the others. The highest value of R
was reached between Mg and M. Na, Fe and Mn were correlated
with eight of the 11 analysed minerals. Ruiz etal* also reported
positive cormelations between SSCand TA {r = 0.43, P < 0.001), as
well as for Cu, Mn and Zn. For these three minerals, thess authors
found basically the same comelation values (r = 0.75 between Cu
and Mrn; r = 0.45 between Cu and Zn; r = (.62 betwean Mn and
In) as in this work, studying only hybrids and landraces. However,
correlation values obtained in this study between quality parame-
tersand minerals (55C-Fe; 550 -Cu; SSC-Zn; TA-P TA- K TA-Cu;
TA-Zn), as well as for several other minerals (P-K; K-Na; Fe-Cu;
Fe—Mn; Fe—Zn), do not agree with those found by Ruiz et ol ?

Estimation of quality parameters and mineral content by near
infrared spectroscopy

Typical logi1/R) spectra for dry ground tomato fruits, captured
by the FT-MIR spectrometer, together with the most refevant
absorption bands, are shown in Fig. 1. Pre-treatment of speciral
data is wery important in order to fully or partially eliminate the
systematic errcr that can be caused by various factors. Table 5
shows the pre-treatment methods. First derivative, multiplicative
scatter correction and Straight line subtraction were the most

used, in three parameters each. In three parameters (C, N and
TA), two combined pre-treatments were usad, whereas for P, Zn
and 55C no pre-treatment was used. For the calibrations, a lower
RMSEE and a higher # are considered better and more accurate.®?
Morsover, lower RMSECV and higher r and RPD values indicate
the validation precision of the calibration model. In addition,
the spectral range considerad in the calibrations for parameters
varied from 11996 cm~" to 4247 cm™", but the spectral range can
change depending on the pre-treatment used in each parameter.
For eight parameters, two spectrum regions were used, whereas
far five only one spectrum region was used.

Calibrations for C, N, P and Mn were the best obtained (Table 5)
because of the high coefficient of determination (higher than
0.95) and low error in the calibration process, so the accuracy
obtained for these parameters was reliable. For K. Ca and Ma, with
coeffidents of determination equal to or higher than 085, it is
niecessary to improve the results of the cross-validation process,
because the RMSECY was not low. As a result, it is necessary to
miodify the samples of the calibration set either for a more narrow
concentration range or with lower standard deviation of this
element. For Mg and Cu, the calibrations were good. The values
ofthe RMSECV for each parameter were acceptable, especially for
Mg, with error levels similar to those of classical laboratory analysis.
Calibrations for Zn and Fe were moderately good. The R? of 0.888
for Zn and 0.832 for Fe, and the RMSECY for each parameter in the
cross-validation process was not too low, but acceptable for mon-
itoring purposes. Results for Zn could be improved by madifying
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the calibration set in the same way that was suggested for K, Ca
and Na. An example of the calibration plots between measured
and pradicted values for several parameters are shown in Fig. 2

Calibration results for 55C and TA were not successful because
ofthe low determination coefhicient (U616 and 0.483, respectively)
and high estimation error [1.61 and 139, respectively), in line with
the validation, with i values of 0.456 and 0.435, respectively. This
result is due to the fact that 55C and TA were measured in the
fAltered fruit, but MIRS was performed in the ground dry fruit. Other
studies of 55C prediction in tomatoes using MIRS technology report
disparate findings, with r? values ranging from 0.49 to 0.67.15-19
Flores et al,® measuring intact tomato fruits, found & values of
0.77 for 55C and 0.67 for TA, using a new-generation instrument
which can be adapted for on-site analysis. This type of instrument
may be very useful, allowing the study of large quantities of fruits
in short pericds of time, as this activity is very frequent even up
to the last stages of breeding programs. Sugars and total acid
content are key components of Aavour,® but even for sugar and
acids, additional information is still required regarding the optimal
ranges and ratios required for good flavour.™ Some studies point
to total sugar and acid content as critical to fresh tomato Ravour,
whereas others emphasise the importance of a balance of soluble
solids and titratable addity. One study suggests that consumer
acceptability increases with increasing sugar concentration but
that there is an optimal level of acidity. ™

According to the guideline mentioned in Materials and
Methods,* the MIRS calibrations obtained for C. M, P, ¥, Ca,
Ma and Mn were excellent, for Mg and Cu they were successful,
and for Zn and Fe they were moderately successful. However,
MIRS calibrations for 55C and TA may be useful enly for screening

pUrpOses.

CONCLUSIONS

Significant variations were observed in quality parameters and
mineral content, suggesting that there are considerable levels of
gensetic diversity between the cultivar types studied. The results
showed that using NIRS on dry samples of tomato constitutes a
feasible technigue to estimate C, N, P, K, Ca, Na, Mn, Mg and Cu
contents, using partial l=ast squares regression, with a cosfhdent
of determinaticn for calibration values (%) higher than 0.90. We
hawve used MIRS technology in order to estimate mineral content
of our breeding fines at the end of the breeding cycle. Our results
suggest that NIRS could also be used in the selection of lines
during a breeding programme, an issue that we will try to address
in our future breeding werk. Estimation of 55C and TA obtained
using dry samples of tomato may be useful only for screening
purposes. More research must be done on MIRS analysis using dry
samples, fresh samples and intact tomatoes, in order to improve
the estimation of 55C and TA.
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3.3.-Titulos de obtencion vegetal

Registro de las variedades vegetales

3.3.1.-Variedad de tomate UMH 1200. Numero titulo: 2618. NUumero registro:
20114962
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MINISTERIO DE AGRICULTURA, ALIMENTACION Y MEDIO AMBIENTE

DIRECCION GENERAL DE PRODUCCIONES Y MERCADOS AGRARIOS

SUBDIRECCION GENERAL DE MEDIOS DE PRODUCCION AGRICOLAS Y
OFICINA ESPANOLA DE VARIEDADES VEGETALES

TITULO DE OBTENCION VEGETAL

El Sr. Ministro de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, de conformidad con lo
dispuesto en la Ley 3/2000 de 7 de enero, de Régimen Juridico de la Proteccién de las Obtenciones
Vegetales, a propuesta de la Comisién de Proteccién de Obtenciones Vegetales, ¥ una vez
comprobados que se cumplen todos los requisitos legalmente establecidos se informa gue, ha decidido
conceder, desde el dia 7 de julio de 2013 hasta el dia 31 de diciembre de 2038, el siguiente Titulo de

Obtencion Vegetal:
A UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ
N de Titulo : 2618
Especie : TOMATE
Variedad : UMH 1200
N 20114962

Madrid 15 de julio de 2013.

NBirSD. GRAL. MEDIOS PROD. AGRICOLAS Y
PANOLA DE VARIEDADES \7::ETALES
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Registro de las variedades vegetales

3.3.2.-Variedad de tomate UMH 1203. Numero titulo: 2619. Numero registro:
20114963
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DIRECCION GENERAL DE PRODUCCIONES Y MERCADOS AGRARIOS

SUBDIRECCION GENERAL DE MEDIOS DE PRODUCCION AGRICOLAS Y
OFICINA ESPANOLA DE VARIEDADES VEGETALES

TITULO DE OBTENCION VEGETAL

El Sr. Ministro de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, de conformidad con lo
dispuesto en la Ley 3/2000 de 7 de enero, de Ragimen Juridico de la Proteccién de las Obtenciones
Vegetales, a propuesta de la Comision de Proteccion de Obtenciones Vegetales, y una wvez
comprobados que se cumplen todos los reguisitos legalmente establecidos se informa que, ha decidido

conceder, desde el dia 7 de julio de 2013 hasta el dia 31 de diciembre de 2038, el siguiente Titulo de
Obtencion Vegetal:

A: UMIVERSIDAD MIGUEL HERMAMDEZ
N ® de Titulo : 2619

Especle : TOMATE

Variedad : UMH 1203

N® 20114963

Madrid 15 de julio de 2013.
)L GRAL. MEDIOS PROD. AGRICOLAS Y
IESPANOLA DE VARIEDADES vE}ETm.ES.
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4.- MATERIALES Y METODOS

Efecto de la introduccidn de resistencia genética a virosis

Para conseguir las lineas de tomate “De la Pera” y “Muchamiel” que contengan
todas las combinaciones de los genes de resistencia en homocigosis introducidos
(Tm-2a, Ty-1 y Sw-5), se autofecundaron dos plantas heterocigotas para los tres
genes de resistencia derivadas del programa de mejora en marcha. Para seleccionar
las plantas con todos los genotipos deseados se usaron marcadores CAPS (To-3,
Aps-F2 y CT220), ligados a los genes de resistencia, usados de forma rutinaria en el
programa de mejora (Ruiz y Garcia-Martinez, 2009). Se tardé 2 afios en conseguir
cantidad suficiente de semilla de todos los genotipos para realizar los ensayos
previstos. Todas las lineas se evaluaron en diferentes campafias durante los afios
2009 a 2013, en distintos sistemas de cultivo y localidades. Los ensayos dispusieron
de varias repeticiones, de entre 6 a 15 plantas cultivadas verticalmente a un solo
brazo, excepto en un ensayo, que fue injertado sobre el patron comercial Beaufort y
conducido a 2 brazos, en condiciones de produccion intensiva segun las practicas
culturales de la zona. Se estudiaron diferentes parametros tanto agronémicos como de
calidad. Para estudiar el efecto de las tres resistencias introducidas se realizé un
analisis de la varianza multifactorial con 3 factores (cada uno de los genes de
resistencia introducidos) y dos niveles cada uno (homocigoto resistente y homocigoto
sensible). Para estudiar todos los ensayos se realizé una estandarizacion restando a
cada valor el valor medio de cada ensayo y dividiéndolo por la desviaciéon estandar de
cada ensayo. De estos estudios fueron excluidos tres ensayos de ocho por una posible

alteracion de los resultados/ o falta de representatibilidad:

Lineas del programa de mejora enviadas al registro

Como ya se ha descrito en el apartado 1.3 (Programa de mejora) de la
introduccion, en 1998, se empezd en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela
(EPSO) un programa de mejora para la introducciéon de genes de resistencia a las tres
virosis mas importantes que afectan al cultivo del tomate en el sureste espafiol. Estas
virosis son el virus del mosaico del tomate (ToMV), el virus del bronceado del tomate
(TSWV) y el virus del rizado amarillo del tomate o de la cuchara (TYLCV). El método
elegido para la introduccién simultanea para las tres resistencias fue un
retorcruzamiento, usando marcadores moleculares para realizar la seleccién precoz en

semillero y trasplantar los individuos que tienen los tres genes. Todo el proceso se
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realizdé en un invernadero, para tener un mayor control del proceso. Se obtenian dos
ciclos de retrocruzamiento al afio. En 2011 se iniciaron los tramites para la inscripcion
en los Registros de Variedades Comerciales y Protegidas de dos lineas de mejora de
tomate de los tipos “Muchamiel” (UMH1200) y “De la Pera” (UMH1203), cuyos titulos
de obtencion vegetal fueron emitidos por la Oficina Espafiola de Variedades

Vegetales.

Analisis de la variabilidad del material vegetal

Se estudiaron 35 lineas de mejora y 7 variedades tradicionales de los tipos
“Muchamiel”’, “De la Pera”, “Cherry” y “De la pera moruno”, junto a un hibrido
comercial. Se analizaron el contenido mineral (C, N, P, K, Ca, Na, Mn, Mg, Fe, Zny
Cu) mediante espectrofotometria U-UV y espectrocopia de emision atdmica de
plasma, de acuerdo con los trabajos de Navarro et al. (1991) y Paredes et al. (1996).
Previamente se realizo una mineralizaciéon de las muestras mediante una digestion
nitrico-perclérica, segun Abrisqueta y Romero (1969). Los analisis NIRS se hicieron
usando un espectrofotometro FT-NIR (MPA, Bruker Optik GmbH, Alemania) en el
rango de nimero de onda de 12000 a 3800 cm™ (830-2600 nm) con un paso de 8 cm™.
Cada muestra fue escaneada tres veces usando el software Opus (version 6.0, Bruker
Optik), determinado la absorbancia como log (1/R), donde R es la reflectancia. Con los
tres espectros de cada muestra se obtuvo un espectro promedio para cada una de
ellas, para un total de 42 muestras de tomate, que se analizaron por triplicado
mediante técnicas estandarizadas. Para ello se utilizaron muestras deshidratadas a
1052C, molidas y obtenidas a partir de 30 frutos recolectados en el estado de madurez

comercial con al menos el 50% de la superficie de color rojo.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la introduccidn de resistencia genética a virosis

La evaluacién en distintas campafias y condiciones de cultivo de las dos
colecciones de lineas que contienen todas las combinaciones posibles de los tres
genes de resistencia a virosis introducidos en homocigosis, una del tipo “De la pera” y
otra del “Muchamiel”’, ha permitido estudiar el efecto de la introduccién de dichas
resistencias sobre algunos parametros agronémicos y de calidad en tomate.

Analizando conjuntamente los tipos “De la pera” y “Muchamiel”, para el gen de
resistencia a ToMV se han encontrado diferencias significativas entre los genotipos
homocigotos resistentes y sensibles (RR y ss) en todos los caracteres estudiados,
excepto para el peso medio del fruto. Los caracteres donde se observaron mayores
diferencias entre los dos genotipos, a favor del RR, fueron la produccién comercial, la
produccién total y el numero de frutos recolectados por planta, con unos valores del
11,7%, 10,9% y 8,1%, respectivamente. La presencia de ToMV en algunas plantas
sensibles pudo ser el responsable del descenso obtenido respecto a las plantas
resistentes, que no fueron infectadas.

Para el gen de resistencia a TSWV se encontraron diferencias significativas en
cinco de los ocho parametros estudiados: numero de inflorescencias con frutos,
numero de frutos recolectados, peso medio del fruto, contenido de sélidos solubles y
acidez. En los dos primeros parametros el genotipo RR superd al ss, mientras que en
los tres restantes ocurrié lo contrario, fue el genotipo ss el que obtuvo mayor valor. El
efecto de este gen de resistencia obtenido oscil6 entre el 3,2% y el -7,1%.

En todos los casos (usando los analisis individuales o agrupando por tipo
varietal o analizando los ensayos conjuntamente) el fragmento que tuvo un mayor
efecto fue el que confiere resistencia a TYLCV (mediante el gen Ty-7). Este fragmento
afectdé negativamente a todos los parametros estudiados, excepto para solidos
solubles, y sus efectos fueron particularmente importantes en produccion total y
comercial alrededor del -50%. Esta reduccién en producciéon agricola deberia ser
aceptable con altos niveles de esta infeccidon. Los otros fragmentos introducidos (Tm-
2a y Sw-5) fueron menores y mas aceptables, variando en funcion del ensayo vy el
parametro estudiado.

Lineas del programa de mejora enviadas al registro

La linea de mejora UMH1200 es homocigota para los genes Tm-2°, Sw-5y
Ty-1, que confieren resistencia al virus del mosaico del tomate (ToMV), al virus del
bronceado del tomate (TSWV) y al virus del rizado amarillo del tomate o de la cuchara
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(TYLCV), respectivamente. Estos virus se encuentran entre los mas importantes que
afectan al cultivo del tomate en el sureste de Espafia. Esta linea, del tipo “Muchamiel”,
se obtuvo por autofecundacion de un triple heterocigoto, tras cinco retrocruces. Es una
linea de crecimiento indeterminado, con densidad de hojas intermedia, y sus frutos
maduros (de tamafio medio, con un peso comprendido entre 150 y 190 g) no se
separan con facilidad del pedunculo durante la recolecciéon. La linea de mejora es
similar a la accesion (M18) de la variedad tradicional de la que deriva, con la
excepcion del hombro del fruto, que es menos intenso. En el ensayo realizado en
invernadero, no se encontraron diferencias significativas entre la linea de mejora
UMH1200 y la accesion (M18) de la variedad tradicional para la produccion comercial,
el peso medio de los frutos, el numero de frutos recolectados por planta y el contenido
de solidos solubles. Para la acidez si que se obtuvo un ligero descenso. Sin embargo,
en los ensayos realizados al aire libre, la linea de mejora sufrié un acusado descenso
de produccion, de mas del 50% respecto a la accesion tradicional, y del peso medio
del fruto, entre el 16 y el 34 %. En este caso no se encontraron diferencias para la
acidez.

La linea de mejora UMH1203, del tipo varietal “De la pera”, cuenta con las
mismas resistencias que la anterior, y también se obtuvo tras cinco retrocruces por
autofecundacion de un triple heterocigoto. Es una linea de crecimiento indeterminado,
con densidad de hojas intermedia, y sus frutos maduros (con un peso comprendido
entre 70 y 90 g) y si se separan con facilidad del pedunculo durante la recoleccion. Los
frutos de la linea de mejora tienen un tamafio, forma (variando entre ovalada-alargada
y piriforme) y caracteristicas organolépticas similares a los de la accesion (P21) de la
variedad tradicional, de la que deriva, aunque la intensidad del hombro verde
frecuentemente es menor. La produccion de la linea de mejora es similar a la de
variedad tradicional en los ensayos realizados al aire libre. Sin embargo, en los
ensayos realizados bajo invernadero se obtuvo un descenso de produccién que oscild
entre el 30 y el 50%. El peso medio de los frutos de la linea de mejora sélo fue distinto
al de la variedad tradicional en uno de los cinco ensayos realizados, el de invernadero
en 2010. Por lo que se refiere a la composicion, solo en el ensayo realizado al aire
libre en 2011 la acidez de la linea de mejora fue distinta a la variedad tradicional a
favor de la primera (0,45 g/100g frente a 0,34 g/100g), mientras que para el contenido
de sélidos solubles en tres ensayos no se encontraron diferencias. En los dos ensayos
en los que se encontraron, en 2009 la variedad tradicional super¢ a la linea de mejora,
mientras que en 2010 ocurrié lo contrario. La introduccién de la resistencia genética no
ha tenido un gran efecto en las caracteristicas organolépticas, ya que se detectaron
diferencias significativas entre la linea de mejora UMH1203 y accesiéon (P21) para el

aspecto externo, pero no para el sabor, la textura y la aceptabilidad general.
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La incidencia de éstos virus reduce en gran medida los beneficios obtenidos
por los agricultores e incluso hace que el cultivo de las variedades locales sean
inviables en muchas zonas, especialmente al aire libre. A pesar de la reducciéon de la
produccién asociada con la introgresion de genes de resistencia, las lineas de mejora
pueden ser adecuadas para su cultivo al aire libre, en donde la incidencia de virus es
especialmente intensa, lo que permite a los agricultores obtener una cosecha
aceptable. Estas lineas de mejora se pueden utilizar en programas para facilitar la
introgresion de los genes de resistencia en otras variedades locales. También se
pueden desarrollar hibridos F4 cruzando con otras lineas “Muchamiel” y “De la Pera”,
para aumentar la produccion mediante el uso de los genes de resistencia genética en
un estado heterocigoético. En julio de 2013 se consiguieron los titulos de obtencion
vegetal de las lineas de mejora de tomate UMH1200 y UMH1203.

Como alternativa para superar el descenso de produccion obtenido en las
lineas con resistencia en homocigosis a las tres virosis, se desarrollaron lineas con
diferentes combinaciones de los genes de resistencia. Todas ellas tienen en comun
que no contienen el gen Ty-1, que confiere resistencia a TYLCV, que es el que parecia
tener un mayor efecto negativo en los ensayos preliminares (Alonso et al., 2008). En
los ultimos afos, la incidencia de TYLCV en el ciclo de primavera-verano en el levante
espafol ha sido menor, especialmente en cultivos protegidos bajo invernadero de
plastico o malla, por lo que el cultivo de lineas sin resistencia a este virus puede ser
viable. A finales de 2013 se solicitd la inscripcidn en los Registros de Variedades
Comerciales y Protegidas de lineas de mejora “De la pera” y “Muchamiel” con
resistencia a ToMV y/o TSWV. Para el tipo “De la pera” se desarrollaron las lineas
UMH1415, con resistencia a ToMV y TSWV, y la UMH1422, resistente unicamente a
ToMV, ambas tras nueve retrocruces. Como en los casos anteriores, ambas lineas
tienen crecimiento indeterminado y una densidad de hojas intermedia. Los frutos de
estas lineas tienen también un tamafio medio, entre 70 y 90 gramos, forma aperada,
hombro verde bastante intenso, y se separan con facilidad del pedunculo durante la
recolecciéon. Ademads, su calidad organoléptica es similar a la de la variedad
tradicional, como lo corrobora el hecho de que no se encontraran diferencias para el
sabor, la textura y la aceptacion global evaluados mediante analisis sensorial. La
producciéon obtenida por estas lineas, comparada con la variedad tradicional, varia en
funcion de las condiciones. Al aire libre no se encontraron diferencias, bajo
invernadero produjeron mas que la variedad tradicional, mientras que bajo malla la
linea UMH1415 obtuvo una produccién ligeramente inferior. La linea UMH1422 mostré
mejores resultados en pardametros agronémicos que la variedad original P21. Sin
embargo, la linea UMH 1415 mostré una produccion similar o menor respecto la linea
UMH1422, mientras que las diferencias con la tradicional P21 dependia del ensayo.
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Analisis de la variabilidad del material vegetal

Se ha utilizado la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) para estimar el
contenido mineral de 35 lineas de mejora y 7 variedades tradicionales de los tipos
“Muchamiel”’, “De la Pera”, “Cherry” y “De la pera moruno”, junto a un hibrido
comercial, en las ultimas etapas del programa de mejora. Se observaron variaciones
significativas en los parametros de calidad (contenido de soélidos solubles y acidez) y
contenido mineral (C, N, P, K, Ca, Na, Mn, Mg, Fe, Zn y Cu), lo que sugiere que hay
niveles considerables de diversidad genética entre los tipos de cultivo estudiados. Los
resultados mostraron que el uso de la técnica NIRS en muestras secas de tomate
constituye una técnica viable para estimar el contenido de C, N, P, K, Ca, Na, Mn, Mg
y Cu, ya que el coeficiente de determinaciéon de los valores de calibracion (R?)
obtenido, utilizando la regresién de minimos cuadrados parciales, fue superior a 0,90.
Podemos destacar que los valores obtenidos para C, N, P, Ca, Na y Mn son
superiores a 0,95. Nuestros resultados sugirieron que la técnica NIRS también podria
ser utilizada en la seleccion de lineas durante un programa de mejora, un objetivo que
se intentara abordar en el futuro. La estimacién de la cantidad de sélidos solubles y la
acidez obtenida a partir de muestras secas de tomate puede ser util sélo para cribado
o seleccién preliminar, ya que los coeficientes de determinacién de los valores de
calibracién (Rz) obtenidos han sido de 0,616 y 0,483, respectivamente. Seria
interesante poner a punto el andlisis NIRS usando muestras frescas y frutos intactos
para la estimacion de la cantidad de sélidos solubles y acidez. Si se consigue estimar
con buena precision (coeficientes de determinacién altos) dichos parametros en frutos
intactos, se evitaria el procesado de las muestras en laboratorio. Este hecho seria muy
interesante, pues reduciria la carga de trabajo en el periodo de recoleccién de los
frutos, que es una de las épocas mas criticas del ciclo de cultivo, debido a su elevada

carga de trabajo.
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6.-CONCLUSIONES

Segun lo establecido en la norma de doctorado de la Universidad Miguel Hernandez
para la defensa de una tesis doctoral con menciéon internacional es necesario:’Que
parte de la tesis doctoral, al menos el resumen y las conclusiones, se haya redactado
y sea presentado en una de las lenguas habituales para la comunicacién cientifica en
su campo de conocimiento, distinta a cualquier de las lenguas oficiales en Espafia.” En

este caso se ha escogido la lengua inglesa.

CONCLUSIONS

Effect of the introgression virus resistance genes

In all cases, whether using individual analysis, grouping by varietal type or
analyzing all the trials jointly, the fragment that had a greater effect was that containing
the Ty-1 gene, which conferred resistance to TYLCV. This fragment affected negatively
all studied parameters, except for SSC, and its effects were particularly important in
total and commercial yields (around -50%). This reduction in agricultural yield would
only be acceptable with high levels of virus infection. The effect of the others
introduced fragments (Tm-2a and Sw-5) were lower and more variable, increasing or
decreasing according to the trial and the studied parameters. These results may be

due to the introgressed genes themselves or associated genes via linkage drag.

Plant variety right titles for the breeding lines

UMH1200 is homozygous for the Tm-2a, Sw-5, and Ty-1 genes conferring
resistance to Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), and
Tomato yellow curl virus (TYLCV), respectively. The breeding line was similar to
cultivar M18. However, the green shoulders of UMH1200 fruits were frequently less
intense than those of the original landrace fruits. In trials carried out in greenhouse no
significant differences in yield were found between the breeding line and cultivar M18.
However, there was a substantial drop in yield (around 50%) in UMH1200 in the open

field crops.

“De la pera” breeding line UMH1203 has been developed following the same
breeding scheme as that used for UMH1200. Breeding line had fruit morphological
characteristics, yield and uniformity similar to cultivar P21. No significant differences in
yield were found between UMH1203 and P21 in the open-field crop trials. However,

UMH 1203 showed a very important yield decrease in greenhouse trials, ranging
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Conclusiones

between 30 and 50 %. Introgression of resistance genes had not severely affected
organoleptic parameters. Significant differences between the breeding line UMH1203
and line P21 were detected for external appearance, but not for flavor, texture, and

overall acceptability.

Plant variety right titles for both breeding lines with the three resistance genes
were obtained in July 2013. We are also developing F1 hybrids by crossing UMH1200
and UMH1203 with other selected “Muchamiel” and “De la Pera” lines to increase yield

by using the genetic resistance in a heterozygous state.

As an alternative to overcome the yield decreases observed in the breeding
lines with the three resistance genes in homozygous state, breeding lines without Ty-1
gene (which confers resistance to TYLCV and had the greater negative effect in
previous essays) were developed. Procedures for inclusion in Plant variety right titles
for “De la pera” and “Muchamiel” breeding lines with ToMV and/or TSWV resistance
genes were initiated in 2013. The “De la pera” breeding line UMH1415 was developed
with resistant genes to ToMV and TSWV, while breeding line UMH1422 was only
resistant to ToMV, after nine backcrossing generations. Both lines had bell shape,
medium-sized fruits (70 to 90 g), with green shoulders and similar organoleptic
characteristics to those of the original landrace. The yields obtained by the breeding
lines were similar to the original landrace in several trials. Results of sensory analysis

indicated similar organoleptic values of the breeding lines and the traditional cultivar.

Variability analysis of plant material

We have used NIRS technology in order to estimate mineral content of our
breeding lines at the end of the breeding cycle. Significant variations were observed in
quality parameters and mineral content. The results showed that using NIRS on dry
samples of tomato constitutes a feasible technique to estimate C, N, P, K, Ca, Na, Mn,
Mg and Cu contents, using partial least squares regression, with a coefficient of
determination for calibration values (R2) higher than 0,90. Estimation of SSC and TA
obtained using dry samples of tomato may be useful only for screening purposes. More
research must be done on NIRS analysis using dry samples, fresh samples and intact
tomatoes, in order to improve the estimation of SSC and TA, before using this

technology in the breeding program selection.
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Efecto de la introduccion de resistencia genética a virosis

En todos los casos usando analisis individuales o agrupando por tipo varietal o
analizando los ensayos conjuntamente, el fragmento que tuvo un mayor efecto fue el
que contenia el gen Ty-1, el cual confiere resistencia a TYLCV. Este fragmento afecto
negativamente a todos los parametros estudiados, excepto para solidos solubles, y
sus efectos fueron particularmente importantes en produccién total y comercial
alrededor del -50%. Esta reduccién en produccién agricola deberia ser aceptable con
altos niveles de esta infeccién. Los otros fragmentos introducidos (Tm-2a y Sw-5)
fueron menores y mas aceptables, respecto al ensayo y el parametro estudiado. Estos
resultados pueden ser debidos a los genes introducidos o a la carga de ligamiento
asociado a los genes.

Lineas del programa de mejora enviadas al registro

La linea de mejora UMH1200 es homocigota para los genes Tm-2°, Sw-5y
Ty-1, que confieren resistencia al virus del mosaico del tomate (ToMV), al virus del
bronceado del tomate (TSWV) y al virus del rizado amarillo del tomate o de la cuchara
(TYLCV), respectivamente. La linea de mejora es similar a la accesion (M18) de la
variedad tradicional de la que deriva, con la excepciéon del hombro del fruto, que es
menos intenso. En el ensayo realizado en invernadero, no se encontraron diferencias
significativas entre la linea de mejora UMH1200 y la accesion (M18) de la variedad
tradicional. Sin embargo, en el ensayo realizado al aire libre, la linea de mejora sufrio
un acusado descenso de produccion, de mas del 50% respecto a la accesion
tradicional. Esta linea tiene tolerancia/resistencia genética a los tres virus mas
importantes del tomate en el sureste de Espafia.

La linea de mejora UMH1203, del tipo varietal “De la pera”, cuenta con las
mismas resistencias que la anterior, y fue obtenida siguiendo el mismo esquema. La
linea de mejora tiene un tamafio, forma y caracteristicas organolépticas similares a la
accesion (P21) de la variedad tradicional, de la que deriva. La produccién de la linea
de mejora es similar a la de variedad tradicional en los ensayos al aire realizados. Sin
embargo, en los ensayos realizados bajo invernadero se obtuvo un descenso de
produccién que oscild entre el 30 y el 50%. La introduccion de la resistencia genética
no ha tenido un gran efecto en las caracteristicas organolépticas, ya que se detectaron
diferencias significativas entre la linea de mejora UMH1203 y accesiéon (P21) para el
aspecto externo, pero no para el sabor, la textura y la aceptabilidad general.
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En julio de 2013 se consiguieron los titulos de obtencion vegetal de las lineas
de mejora de tomate UMH1200 y UMH1203. También se pueden desarrollar hibridos
F1 cruzando UMH1200 y UMH1203 con otras lineas “Muchamiel” y “De la Pera”,
respectivamente, para aumentar la produccién mediante el uso de los genes de
resistencia genética en un estado heterocigotico.

Como alternativa para superar el descenso de produccion obtenido en las
lineas con resistencia en homocigosis a las tres virosis, se desarrollaron lineas con
diferentes combinaciones de resistencias. Todas ellas tienen en comun que no
contienen el gen Ty-1, que confiere resistencia a TYLCV, que es el que parecia tener
un mayor efecto negativo en los ensayos preliminares. A finales de 2013 se solicito la
inscripcion en los Registros de Variedades Comerciales y Protegidas de lineas de
mejora “De la pera” y “Muchamiel” con resistencia a ToMV y/o TSWV. Para el tipo “De
la pera” se desarrollaron las lineas UMH1415, con resistencia a ToMV y TSWV, y la
UMH1422, resistente unicamente a ToMV, ambas tras nueve retrocruces. Los frutos
de estas lineas tienen también un tamafo medio, entre 70 y 90 gramos, forma aperada
y hombro verde bastante intenso, ademas su calidad organoléptica es similar a la de la
variedad tradicional. La produccién obtenida por estas lineas, comparada con la
variedad tradicional, varia en funcién de las condiciones. Los resultados del analisis
sensorial indicaron unas valoraciones similares entre las lineas de mejora y la variedad

tradicional.

Analisis de la variabilidad del material vegetal

Se ha utilizado la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) para estimar el
contenido mineral de nuestras lineas de mejora al final del ciclo del programa de
mejora. No se observaron variaciones significativas en los parametros de calidad y
contenido mineral. Los resultados mostraron que el uso de NIRS en muestras secas
de tomate constituye una técnica viable para estimar el contenido de C, N, P, K, Ca,
Na, Mn, Mg y Cu, ya que el coeficiente de determinacién de los valores de calibraciéon
(R?) obtenido, utilizando la regresién de minimos cuadrados parciales, fue superior a
0,90. Nuestros resultados sugirieron que la técnica NIRS también podria ser utilizada
en la seleccién de lineas durante un programa de mejora, un objetivo que se intentara
abordar en el futuro. La estimacion de la cantidad de soélidos solubles y la acidez
obtenida a partir de muestras secas de tomate puede ser util sélo para cribado o
seleccion preliminar. Seria interesante continuar el analisis NIRS usando muestras
frescas y frutos intactos, con el fin de mejorar la estimacién de la cantidad de soélidos
solubles y acidez, antes de utilizar esta técnica en la seleccion dentro del programa de

mejora.
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