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RESUMEN

Durante las ultimas décadas, el sector del tomate en Espafa ha basado su estrategia en la
reduccion de costes, apoyado en la produccion de variedades hibridas modernas de gran
rendimiento, pero de escasa calidad. Esto, junto a otros factores, estda amenazando la viabilidad de
muchas explotaciones al no ser capaces de hacer frente a los costes de produccidn. Por ello, estan
surgiendo diferentes iniciativas que buscan recuperar el cultivo de tomate tradicional, el cual
alcanza mayores precios en el mercado y suele ser reconocido por su gran calidad. La
susceptibilidad de las variedades tradicionales de tomate a diferentes virus ha originado la puesta
en marcha de programas de mejora genética publicos, enfocados en introducir genes de resistencia
en estas variedades para mejorar las expectativas de los agricultores. Uno de los mas longevos es
el programa de mejora de tomate de la EPSO-UMH, en el que se ha desarrollado esta Tesis Doctoral.

Uno de los objetivos principales de la tesis fue realizar nuevas aportaciones a este programa
de mejora. De esta forma, se han registrado oficialmente dos lineas de tipo De la pera y dos de tipo
Cherry pera con genes de resistencia a diferentes virus, y caracteristicas agrondmicas y de calidad
aceptables. Se han disefiado marcadores moleculares basados en SNPs para el control de los genes
Ty-1y ty-5 mediante la técnica HRM. Ademas, se ha logrado incorporar la técnica HRM al programa
para la seleccién de los genes Tm-2a, Ty-1, Sw-5 y ty-5, convirtiéndose en nuestra técnica rutinaria
de analisis genético, con una eficiencia superior al uso de CAPS. Finalmente, se ha iniciado una
nueva fase del programa de mejora orientada a la complementacién de la resistencia a TYLCV en
lineas de mejora UMH mediante la introgresion del gen ty-5, habiéndose realizado los cruzamientos
entre los parentales y la seleccion de los tres primeros retrocruces, mediante el genotipado en HRM
y la evaluacién fenotipica de los individuos durante cada ciclo.

Por otro lado, consideramos que la investigacion debe poner el foco en el desarrollo de una
agricultura sostenible y resiliente, que sea capaz de absorber los impactos medioambientales
derivados de la necesidad de producir alimento para la creciente poblacién mundial. Como segundo
objetivo principal se planteé un estudio de tres afios para evaluar las caracteristicas agronémicas y
la calidad de distintas lineas de mejora e hibridos Muchamiel y De la pera UMH cultivados bajo
condiciones de bajos insumos y salinidad moderada. Los resultados mostraron una gran estabilidad
en el tipo De la pera cultivado en bajos insumos, asi como un ligero incremento del contenido de
azUcares vy la acidez del fruto en todas las lineas e hibridos, sin apenas impacto en el rendimiento.
Ademas, en este ensayo se evalud el efecto de los genes de resistencia sobre el rendimiento y la
calidad, concluyendo que la introgresién del gen Ty-1 afecta negativamente a varios de los

parametros analizados, tal y como ya se habia descrito en trabajos previos.




ABSTRACT

In the last decades, the tomato business in Spain has based its strategy in cost reduction
supported by the production of modern hybrid varieties with great yields, but poor quality. This,
together with other factors, is threatening the viability of many farms not being able to deal with
production costs. In that way, several enterprises are emerging to recover the culture of the
traditional tomatoes, which reach higher prices in the market and are usually recognized for its
good quality. The susceptibility to virus of the traditional tomatoes has originated the
implementation of public breeding programs for introducing resistance genes in these varieties to
improve the expectations of farmers. One of the longest is the tomato breeding program of the
EPSO-UMH, which represents the framework of current PhD Thesis.

One of the main objectives of the thesis was to perform new contributions to this breeding
program. Thus, two De la pera and two Cherry pera breeding lines with resistance genes to different
viruses and acceptable agronomic and quality characteristics were officially registered. Molecular
markers based on SNPs were design to select the Ty-1 and ty-5 genes through the HRM technique.
In addition, it was possible to incorporate the HRM technique to the program for genotyping the
Tm-2a, Ty-1, Sw-5 and ty-5 genes, becoming our routine genetic technique, with an efficiency
higher to CAPS. Finally, a new phase of the breeding program has been developed, which is oriented
to the complementation of the TYLCV resistance in UMH breeding lines through the introgression
of the ty-5 gene. Crosses between the elite lines were performed and the three first backcrosses
were obtained, doing use of genotyping by means of HRM technique and the phenotypic evaluation
of the individuals in every cycle.

On the other hand, we consider essential that research must focus in developing sustainable
and resilient agricultural systems, which are able to absorb the environmental impacts derived from
the necessity of food production for the growing world population. As second main objective a 3-
year study was proposed to evaluate the agronomic and quality characteristics of different
Muchamiel and De la pera breeding lines and hybrids grown in low inputs and moderate salinity
conditions. Results showed a great stability for De la pera plants grown in low inputs, as well as a
light increase in sugar and acidity content of the fruit in all the lines and hybrids, with hardly any
impact in yield. In addition, the effect of the resistance genes on yield and quality was evaluated,
concluding that Ty-1 introgression negatively affect to several analysed parameters, as it had

described in previous works.
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Introduccion

1.1. Importancia econdmica del tomate

El tomate pertenece a la familia de las Solandceas, siendo conocido como Solanum
lycopersicum L. (Peralta et al., 2005), tal y como Linneo lo denominé en 1753. Es una especie
originaria de la zona sudamericana que incluye Peru, Ecuador, Bolivia, Colombia y el norte de Chile,
en la cual habitan numerosas especies silvestres relacionadas. Seglin Blanca et al. (2015), el proceso
de domesticacion del tomate se desarrolld en Mesoamérica a partir de alguna especie semi-
domesticada procedente de Sudamérica antes de la llegada de los europeos. Tras el descubrimiento
de América, el tomate fue llevado a Europa y otras partes del mundo (Nathan & Scobell, 2012).
Italia y Espana fueron los primeros paises en introducirlo en su cultura gastronémica, mientras que
en el resto del mundo se incorporé mds tarde a la dieta.

La dispersion del tomate por todo el globo tuvo un éxito rotundo durante los siguientes siglos
y su creciente importancia lo ha convertido en el undécimo cultivo con mayor produccién a nivel
mundial en la actualidad. En los udltimos 20 afios, la superficie cultivada de tomate en el mundo se
ha incrementado en un 30% hasta situarse en 4,8 millones de hectdreas en 2018, mientras que la
produccién se ha duplicado alcanzando los 182 millones de toneladas (FAO, 2020). Este aumento
espectacular se debe fundamentalmente al desarrollo de la capacidad productora de China, que
acumula el 24,3% de la produccién mundial de media en el periodo 2014-2018, equivalente a 57
millones de toneladas. Le siguen India y Estados Unidos con un 8 y 5,7% respectivamente, mientras
que Espafia se sitla en octava posicién con un 2,1% y casi 5 millones de toneladas (FAO, 2020)

(Figura 1).
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Figura 1. Produccion media de tomate en el mundo durante los afios 2014-2018 (FAO, 2020).
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En Espafia, la mayor parte de superficie dedicada al cultivo de tomate se encuentra en las
provincias de la mitad sur. Badajoz es la provincia con mayor superficie con casi 20.000 hectareas,
seguida de Almeria (10.000 ha), Sevilla (5.000 ha) y Granada (4.000 ha). A nivel general, la superficie
de cultivo se ha mantenido practicamente estable durante la ultima década, con valores en torno
a 55-60 miles de hectdreas. La produccién se ha incrementado sensiblemente, sobre todo en los
ultimos cinco afios, alcanzando los 4,8 millones de toneladas en 2018. El rendimiento del cultivo
también ha mejorado en un 10% aproximadamente desde 2007. Por otro lado, el precio por
kilogramo percibido por el agricultor disminuyé en 2011, seguramente afectado por la crisis
econdmica, y se mantenido estable hasta 2018. Este afio, el agricultor vendid el kilogramo de
tomate un 20% mas barato que en 2007. Sin embargo, el valor total de la produccién se ha
recuperado debido al aumento del rendimiento, probablemente gracias al uso de variedades mas

productivas y la mejora del regadio y las técnicas de cultivo (Figura 2).

Superficie (miles de ha) 53,3 /\/\. 56,1
. . 48
Produccion (millones de t) " J\/\/A
Rendimiento (t/h %
endimiento (t/ha) 266
39,8
Precio medio percidibo por el agricultor
(€/100Kg) 316
Valor de la produccion (millones de €) 16 v\/\/\/\ 1,5

2007 2010 2013 2016 2018

Figura 2. Datos estadisticos en Espafia para tomate durante el periodo 2007-2018 (MAPA, s. f.)

Existen varias razones para explicar el estancamiento y reduccién del precio percibido por el
agricultor por el kilogramo de tomates. Por una parte, el sector del tomate en Espafia ha basado su
estrategia en la reduccion del precio de venta apoyado en la produccidn de grandes cantidades de
tomate hibrido moderno, de gran rendimiento y fruto de larga vida, pero de escasa calidad. De esta
forma, el desarrollo de acuerdos comerciales de la UE con paises del entorno para la importacién

de productos vegetales, reduce la posibilidad de competir en un mercado saturado de productos
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de bajo precio y calidad (Capobianco-Uriarte et al., 2017). Ademas, encontramos la dificultad que
tienen los productores para invertir en proyectos de innovacién y marketing que ayuden a generar
valor anadido (Pérez Mesa, 2009). Por ultimo, la gran atomizacién que prevalece en el campo
espanol no permite el impulso de fuerzas productivas que concentren esfuerzos frente a las grandes
distribuidoras y comercializadoras (Pérez Mesa, 2009). Todo ello imposibilita la mejora de los
precios en origen y hace peligrar la viabilidad de muchas pequefias y medianas explotaciones.

En la Comunidad Valenciana, el grueso de la superficie y la produccion de tomate se
encuentra repartido entre las provincias de Alicante y Castellén. Sin embargo, la estructura en la
forma de cultivo es muy diferente entre las dos, ya que en Alicante se produce mayoritariamente
en invernadero, mientras que el cultivo en Castellon es fundamentalmente al aire libre (Figura 3a).
El cultivo en invernadero suele asociarse a una agricultura intensiva, con mayores rendimientos y
beneficios debido a un manejo altamente tecnificado y a la exportacién del producto. Aunque
cabria pensar este tipo de agricultura estd aumentando en la Comunidad Valenciana, lo cierto es
que la tendencia en los ultimos afios es justo la contraria. Al observar los datos de superficie de
cultivo, vemos que en 2015 subié un 15% la superficie al aire libre, mientras que el cultivo protegido
ha ido paulatinamente perdiendo importancia desde 2006. De esta forma, la superficie de tomate
al aire libre en 2018 alcanzd las 724 ha mientras que la superficie de invernadero fue de 480,
invirtiéndose la estructura que existia en 2006-2007 (Figura 3b).

La produccién de tomate en la Comunidad Valenciana descendié de 110 a 76 miles de
toneladas en 10 afos. Las tres provincias han perdido en torno al 30% de su produccién con
respecto a los afos anteriores a la crisis econdmica de 2008. Incluso Alicante, que es la provincia
con mayor peso en el cultivo de tomate con mas de 72.000 toneladas producidas durante los afios
2006-2008 (el 65% de la produccién en la comunidad), ha ido perdiendo fuerza hasta situarse en
poco mds de 50.000 toneladas en 2018. Esta notable reduccién de la produccién se puede asociar
a la disminucién en la superficie dedicada al cultivo en invernadero, lo cual sugiere que la

produccién intensiva ya no es tan rentable para muchos productores (Figura 3c).
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Cultivo al aire libre (ha) [l Cultivo en invernadero (ha)

0
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Figura 3. Datos estadisticos correspondientes a la Comunidad Valenciana en tomate: (a) superficie segun el
sistema de cultivo durante 2006-2018, (b) superficie (ha) y produccion (miles de t) en 2018 segln el sistema
de cultivo y por provincias y (c) produccién (miles de t) durante 2006-2018 por provincias (MAPA, s. f.).
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1.2. Las variedades tradicionales de tomate
1.2.1. Labusqueda del sabor

Harlan (1975) definid variedad tradicional o landrace como una poblacién de un cultivo con
tres caracteristicas bdsicas: variabilidad de genotipos, una cierta integridad genética que ha
evolucionado a través del cultivo en un sistema agricola tradicional y la adaptacién a un ambiente
local especifico.

En una version mds popular, la guia Michelin propone cinco cualidades que permiten
identificar a una variedad tradicional de tomate (Alethea Tan, 2017): no solemos encontrarlas en
los supermercados, son estacionales, presentan multiples colores, tamafios y formas, son mas caras
y, salvo excepciones, suelen tener una vida corta.

Aungue estos tomates han existido desde hace siglos, el concepto de variedad tradicional es
bastante reciente, y suele utilizarse para diferenciar las variedades de ambito local desarrolladas
por el paso del tiempo y el instinto de los agricultores de las variedades hibridas modernas,
obtenidas desde la segunda mitad del siglo pasado mediante complejos programas de mejora
genética. En general, es cierto que las lineas de mejora transformaron la agricultura a nivel mundial,
ya que permitieron aumentar notablemente el rendimiento de las cosechas, hacer frente a plagas
y enfermedades, y facilitar el transporte y la exportacién. Sin embargo, la mejora genética se ha
olvidado de una caracteristica que ahora esta siendo reclamada con fuerza por el consumidor: el
sabor (Gao et al., 2019; Zhao et al., 2019). El mantra los tomates de ahora ya no saben a tomate
esta firmemente asentado en todos los niveles de la sociedad actual, promoviendo también
multitud de investigaciones en el ambito cientifico. Recientemente, los cientificos Tieman y Klee
(Klee & Tieman, 2018; D. Tieman et al., 2017) mencionaron que las variedades comerciales
modernas contienen significativamente menores niveles de importantes compuestos asociados al
sabor que las variedades tradicionales. Podemos comprobar facilmente que el nimero de articulos
cientificos dedicados al sabor y la calidad del tomate ha aumentado considerablemente durante la
ultima década, con Estados Unidos, China, Espafia e Italia a la cabeza (Figura 4). De esta forma, las
variedades tradicionales, cuyo cultivo habia disminuido, estdn resurgiendo con fuerza como
simbolo de tradicién y autenticidad, pero sobre todo como emblemas del sabor y la calidad

organoléptica del tomate.
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Figura 4. Niumero de publicaciones cientificas durante el periodo 1990-2019 incluyendo la frase ‘tomato
quality’ (verde), y las palabras ‘tomato’ AND ‘flavor’ AND ‘aroma’ (azul) en el titulo, abstract y/o palabras
clave (SCOPUS, marzo 2020).

Quizas sea Estados Unidos el pais con una mayor tradicidn en el cultivo y la comercializacién
de variedades tradicionales, y donde tienen un mayor estatus en la sociedad actual. Incluso el
término que utilizan para referirse a una variedad tradicional, heirloom (traducido como reliquia
familiar), es extraordinariamente descriptivo. Desde finales del siglo pasado, existen populares
familias de agricultores que se dedican exclusivamente a la produccidon de semillas de cientos de
variedades tradicionales de tomate (TomatoFest, Baker Creek Heirloom Seeds...), siendo
importantisima también la labor de la red de recuperacion de semillas Seed Savers Exchange. Ya en
el afio 2007, en el articulo The Heirloom Tomato as Cultural Object: Investigating Taste and Space,
la socidloga Jennifer A. Jordan (2007) exploraba las razones del aumento exponencial de la
popularidad de los heirlooms en los afios noventa, que pasaron de ser cultivados en los patios
traseros de las casas a aparecer en cocinas de restaurantes, en paginas de periddicos y revistas
populares, en las huertas de muchos pequefios agricultores e incluso en mercados especializados a
un precio de 7 ddlares por libra. El trabajo concluye que la oposicion de ciertos sectores al
monopolio de la agricultura intensiva, el esfuerzo de los seedsavers o conservadores de semillas 'y
el desarrollo de un sentido del gusto y el interés por la experiencia Unica de probar estos tomates
en las grandes urbes, abrieron la puerta de nuevo a muchos pequefios agricultores que intentaban

sobrevivir en un mercado fuertemente acaparado por las grandes productoras de hibridos
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modernos. Ahora, una pequefia finca familiar en el Chicago rural puede gozar de buena salud
econdmica abasteciendo a restaurantes y mercados especializados de un producto local y exclusivo,
tal y como expone la autora.

También ltalia, un pais que desarroll6 el cultivo de tomate de forma muy parecida a Espafia,
es reconocido mundialmente por su gran coleccion de tomates tradicionales de alta calidad (Figura
5). Por ejemplo, el famoso cocinero britdnico Jamie Oliver, habitual de los programas de cocina de
la BBC y experto en gastronomia italiana, ofrece en su web una guia descriptiva de populares
variedades tradicionales italianas de tomate en un articulo titulado A guide of Italian tomatoes. En
él se detalla las caracteristicas de la variedad San Marzano, con la que se elabora la famosa salsa de
la pizza napolitana con Denominacion de Origen Protegida (DOP), y se describen cualitativamente
variedades como la Principe Borghese, el grupo varietal del pomodorino Vesuviano o el conjunto
de tomates de tipo costoluto (Pete Wrapson, 2015). En el ambito cientifico, un gran nimero de
investigaciones recientes han estudiado las caracteristicas genéticas y fenotipicas de las variedades

tradicionales italianas (Baldina et al., 2016; Corrado et al., 2014).

9
AN MARZANq

PRODUCT OF ITALY . '

Figura 5. Algunas variedades tradicionales
italianas: San Marzano (a), Pomodorino
Vesubiano (b) y Costoluto Fiorentino (c).

Es posible que las variedades tradicionales espafiolas de tomate no sean tan conocidas como
las italianas. Sin embargo, la creciente preocupacion por la falta de sabor de los tomates que
comunmente podemos adquirir en el supermercado estd llevando a muchos consumidores a
explorar las posibilidades que ofrece el enorme ndmero de variedades locales que existen en
nuestro pais. Queda reflejado en la gran cantidad de articulos en periddicos y revistas recientes con
titulares altamente explicitos, como Las 10 variedades de tomate mds exquisitas (Caballero, s. f.),
con fotografias de gran calidad y descripciones de tomates como el Muchamiel o el Rosa de Altea,

El tomate vuelve a saber a tomate (de la Serna, 2019), ofreciendo incluso una relacién de pequerios
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productores y comercializadores de tomate tradicional o Ruta gastro: Tomates que (de verdad)
saben a tomate... (a qué restaurantes peregrinar para degustarlos? (Hernandez, 2017), donde
describe detalladamente las variedades Antigua de Tudela, Rosa de Barbastro, el Raf o el Ramallet,
y enumera una serie de restaurantes donde poder probarlos. La atraccidon por las variedades
tradicionales de tomate también ha llegado a la televisién, incluyendo infinidad de reportajes sobre
el tomate Raf. En uno de los programas de El Comidista TV (La Sexta), se entrevistd a un agricultor
de Granollers (Barcelona) que ha dedicado buena parte de su vida a recuperar y comercializar
variedades tradicionales de Catalufia a pequefia escala. El mismo defiende el tomate tradicional
como un mundo de sabores, y afirma que ‘el cultivo de variedades tradicionales siempre serd
minoritario, nunca sera una cosa masiva que puedas encontrar en las grandes superficies (...), pero
cada vez hay mads personas que piden tomates por nombres’ (El Comidista TV, 2017). Y son todavia
mas abundantes las referencias a investigaciones relacionadas con el aroma del tomate y la
localizacion de los genes del sabor (El Espafiol, 2019; Gémez, 2020; RTVE, 2017).

En el ambito cientifico, el estudio de los mecanismos que influyen en la calidad y el sabor del
tomate es un objetivo principal en equipos investigadores de primer nivel, los cuales se han
apoyado en las nuevas técnicas de secuenciacién masiva del ADN, el desarrollo de la tecnologia de
anadlisis metaboldmicos y los estudios de asociacion de genoma completo (Genome Wide
Association Study, GWAS). Se han realizado multitud de investigaciones durante los ultimos 20
afos, cuyo objetivo comun ha sido identificar los factores metabolémicos y genéticos mas
importantes que influyen en el sabor y el aroma del tomate (Tabla 1). En general, estos estudios
requieren de un gran esfuerzo porque necesitan material vegetal con una gran variabilidad genética
(Gascuel et al., 2017), por lo que muchos de ellos utilizaron extensas colecciones de variedades
tradicionales. Este es el caso del proyecto TRADITOM, impulsado recientemente por la Unidn
Europea, financiado a través del programa Horizonte 2020 con un total de 4,3 millones de euros y
coordinado por Antonio Granell y su equipo del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(IBMCP). El proyecto contaba ademas con la participacién de numerosas instituciones y empresas
europeas de diversa indole, entre ellas el grupo de Biodiversidad Agricola y Mejora Genética de
Variedades EPSO-UMH. TRADITOM tiene como objetivo fundamental proporcionar a los
productores una sélida base cientifica sobre las variedades tradicionales de tomate disponibles.
Para ello, se realizd la caracterizacion genotipica y fenotipica de mds de 1500 variedades de tomate
tradicional europeo, incluido el analisis de los metabolitos y compuestos asociados a la salud o al
sabor del fruto y la busqueda de genes y QTLs ligados al sabor. En la pagina web oficial del proyecto

se pueden consultar los resultados de las investigaciones, e incluso ofrecen una lista de recetas
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tipicas de cada pais con diferentes variedades tradicionales de tomate como ingredientes

principales (TRADITOM, s. f.).

Tabla 1. Investigaciones metaboldmicas y genéticas mas importantes relacionadas con el sabor y el aroma
del tomate y publicadas durante el periodo 2000-2020.

Desarrollo de métodos de determinacién de
volatiles en tomate

Andlisis de los perfiles aromaticos del fruto para la
comparacién de variedades, ensayos de manejo
del cultivo (injerto, fertilizacion, riego...), ensayos
postcosecha...

Identificacién y estudio de las enzimas de la ruta
metabdlica LOX en fruto y localizacion de genes
asociados

Identificacion de los metabolitos relacionados con
el aroma en el fruto y sus rutas de biosintesis

Identificacién de los metabolitos en fruto que
influyen en las preferencias de los consumidores

Identificacién de QTLs y genes relacionados con la
regulacion de las rutas de biosintesis de los
metabolitos relacionados con el aroma en fruto
(GWAS y transcriptomica)

Efectos de la introgresién de genes de especies
silvestres relacionadas en los perfiles aromaticos
de las variedades modernas

Chen y Sidisky 2011; Pardo-Garcia et al. 2013; Farneti
et al. 2013; Selli et al. 2014; Rambla et al. 2015;
Sawaddipanich y Chanthai 2016; Ghizzoni 2019; Li et
al. 2020; Rambla y Granell 2020

Ortiz-Serrano y Gil 2010; Aguilé-Aguayo et al. 2010;
Baldwin et al. 2011; Casals et al. 2011; Strano et al.
2011; Raffo et al. 2012; Krumbein y Schwarz 2013;
Renard et al. 2013; Figueira et al. 2014; Patana-Anake
y Barringer 2015; Du et al. 2015; Farneti et al. 2015;
Wang et al. 2015; Ponce-Valadez et al. 2016; Wang et
al. 2016a; Kreissl y Schieberle 2017; Wanget al. 2017;
Vela-Hinojosa et al. 2018; Wang et al. 2018a; Zhu et
al. 2018b; Lee et al. 2018; D’Angelo et al. 2018; Hu et
al. 2019; Lee et al. 2019; Paolo et al. 2019

Matsui et al. 2000; Chen et al. 2004; Shen et al. 2014;
Gao et al. 2019

Baldwin et al. 2000; Tandon et al. 2000; Li et al. 2003;
Simkin et al. 2004; Tikunov 2005; Tieman et al. 20063;
Baldwin et al. 2008; Klee 2010; Davila-Avifia et al.
2011; Bai et al. 2011; Mageroy et al. 2012; Granell y
Rambla 2013; Rambla et al. 2013; llg et al. 2014;
Wang et al. 2016¢; Li et al. 2019

Baldwin et al. 2008; Vogel et al. 2010; Klein et al.
2010; Cebolla-Cornejo et al. 2011a; Tieman et al.
2012; Piombino et al. 2013; Baldwin et al. 2015;
Tieman et al. 2017; Wang y Seymour 2017; Klee y
Tieman 2018; Cortina et al. 2018; Jeyaprakash et al.
2020

Tieman et al. 2006b; Cafoles et al. 2006; Zanor et al.
2009; Dominguez et al. 2010; Klee y Tieman 2013,
2018; Tikunov et al. 2013; Baldassarre et al. 2015;
Zhang et al. 2015; Liu et al. 2016; Rambla et al. 2017,
2016; Bauchet et al. 2017; Zou et al. 2018; Wu et al.
2018; Zhao et al. 2019; Gao et al. 2019; Jian et al.
2019

Zhu et al. 2018; Schouten et al. 2019
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1.2.2. Origen, pérdida y recuperacion de las variedades espaiolas

El primer contacto documentado de los espafioles con el tomate domesticado fue en la
ciudad mesoamericana de Tenochtitlan, tras su conquista por Hernan Cortés en 1521 (Lépez-
Terrada, 2014). En las Crdnicas de las Indias, se detallan las muchas formas y colores de los tomates
gue se vendian en los mercados de esta ciudad, que eran parte esencial de la dieta y la cultura de
sus habitantes. El tomate pasé pronto a formar parte de la cocina de los conquistadores, lo que
probablemente explique la rapidez con la que se incorpord a la gastronomia en Espafia, tan sélo
unos afios después de la llegada de Cortés a América. Aunque no existen referencias tempranas de
su uso culinario en nuestro pais, las primeras recetas italianas con tomate conocidas especifican
una forma de cocinarlo alla spagnuola, es decir, al estilo espafiol. El primer escrito en Espafia donde
aparece el tomate como alimento es en 1608, en las listas de la compra del Hospital de la Sangre
de Sevilla (Lopez-Terrada, 2014). En el siglo XVII, las referencias del uso de esta hortaliza son mas
abundantes, siendo incluso inmortalizada en 1646 por el pintor Esteban Murillo en su cuadro La

cocina de los Angeles (Figura 6), expuesto en el Museo Nacional del Louvre de Paris.

Figura 6. La cocina de los Angeles de Bartolomé Esteban Murillo (1646, Sevilla).

A finales del siglo XVII, el cultivo del tomate empieza a aparecer en tratados de agricultura,
en los que se hace referencia a la diversidad de clases que existen, y pasa a estar relativamente
extendido a principios del siglo XVIII (Lépez-Terrada, 2014). Esta rapida expansion conllevé un
cultivo localizado en muchas regiones al mismo tiempo, favoreciendo una seleccion genética sujeta
tanto a la intuicidn y al criterio de cada familia de agricultores como a las condiciones edaficas y
ambientales. Probablemente serian seleccionadas aquellas plantas de gran rusticidad y vigor, pero
también las que producian un fruto de buena calidad, al ser una hortaliza ligada desde el principio

con la gastronomia popular. De esta forma, el tomate importado de América evolucioné en una
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gran cantidad de diferentes ecotipos o landraces mas o menos definidos fenotipicamente y
adaptados a las condiciones locales de cada regidn (Cebolla-Cornejo et al., 2012).

Estos ecotipos son lo que se conocen actualmente como variedades tradicionales. Existen
multitud de grupos y clases diferentes, con distinta forma, color, tamafio y, en general, con una
gran calidad organoléptica. La transformacion subita que experimentd la agricultura en todo el
mundo a mediados del siglo pasado, unido a una serie de factores sociales y econédmicos, han
llevado a buena parte de ellas a la practica desaparicion. Tal y como explican Cebolla-Cornejo et al.
(2007), la progresiva pérdida del cultivo de variedades tradicionales en Valencia tiene su origen en

una sucesion de eventos, que pueden extrapolarse al resto de regiones y resumirse en:

i La sustitucién de estas variedades por variedades modernas e hibridos adaptados a
las técnicas de cultivo actuales de altos insumos, permitiendo obtener mucho mejor
rendimiento y hacer frente a los costes de produccion.

ii. La baja viabilidad de las pequeiias explotaciones donde se han cultivado
tradicionalmente, lo cual destruye a su vez cualquier posibilidad de relevo
generacional.

iii. La gran susceptibilidad de las variedades tradicionales a la incidencia de

enfermedades viricas importadas.

En definitiva, la mayoria de las zonas donde todavia se cultivan variedades tradicionales estan
compuestas por pequenos huertos de poca importancia agricola, y la produccion de tomate suele
estar destinada al autoconsumo o al mercado local. Si afiadimos la presencia de agricultores
fundamentalmente de avanzada edad y la incidencia de enfermedades, las posibilidades que tienen
estas variedades de sobrevivir son muy escasas (Ruiz De Galarreta et al., 2016).

Para evitar esta pérdida de biodiversidad y la erosién genética, los bancos de germoplasma
espanoles han estado durante anos recogiendo y caracterizando las diferentes variedades
tradicionales de tomate que aun es posible encontrar. En el Centro de Recursos Fitogenéticos (CRF),
perteneciente al Instituto Nacional de Investigacién Agraria (INIA), hay clasificadas casi 3.000
entradas de variedades tradicionales de tomate procedentes de todas las provincias espanolas. Son
particularmente importantes las colecciones procedentes de la provincia de Barcelona, que alcanza
las 249 accesiones, asi como las de Huesca, Valencia, Murcia o Alicante, que superan las 120 (Figura

7) (CRF del INIA, 2019).
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Figura 7. NUmero de accesiones de tomate tradicional en Espafia, por provincias (CRF del INIA 2019).

Como buena parte de la cuenca mediterrdnea, la Comunidad Valenciana es una zona de
tradicidn agricola, con sistemas de regadio y cultivo perfeccionados a lo largo de la historia por las
diferentes culturas que han ocupado este lugar. No es de extraifar que la tradicional huerta
Valenciana haya sido nombrada en 2019 como Sistema Importante del Patrimonio Agricola Mundial
(SIPAM) por la FAO (FAO, 2019), y tampoco que sea una las zonas con mayor diversidad en
variedades de tomate tradicional. En el banco de germoplasma del INIA encontramos hasta 372
entradas de variedades tradicionales de tomate en la Comunidad Valenciana: 145 en Valencia, 126
en Alicante y 101 en Castellon, la mayoria de ellas recogidas y caracterizadas por el Instituto
Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV). Muchas
proceden de pequefios huertos de autoconsumo, y algunas incluso podrian haberse perdido por
completo en la actualidad debido al desuso (Cebolla-Cornejo et al., 2012). Sin embargo, hay otras
variedades que son mas conocidas y cultivadas. Una forma de comprobar su importancia es
contabilizar el nimero de entradas en el inventario, asi como el nimero de poblaciones distintas
en las que se ha recogido. Por provincias, observamos que en Valencia es el tomate valenciano la
variedad mas importante, ya que cuenta con 30 registros procedentes de 20 poblaciones distintas.
En Alicante, el grupo varietal Muchamiel registra 24 entradas de diferentes poblaciones como

Mutxamel, que tiene la mitad de ellas, San Joan d’Alacant, Novelda e incluso Orihuela. Por ultimo,
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el tomate De penjar o De colgar es el mas registrado en la provincia de Castelldn, con 28 entradas
de 16 poblaciones.

La realidad es que estas tres variedades, junto a otras como el De la pera de la Vega Baja del
Segura, forman parte de la cultura y la gastronomia que tradicionalmente ha identificado a la
Comunidad Valenciana. Se caracterizan por ser ampliamente conocidas entre la poblacién, y se han
ganado el respeto de los consumidores gracias a su excepcional calidad organoléptica. Y es cierto
gue la tendencia actual es apostar por variedades que ofrezcan un sabor y calidad diferenciados,
ya que hay gran cantidad de consumidores reclamando una alternativa de calidad a los hibridos
modernos, considerados muchas veces como tomates sin sabor. De hecho, hay grupos de
consumidores dispuestos a pagar bastante mas por estos productos que por los que encuentran en
el supermercado habitual (Cebolla-Cornejo et al., 2012; Martinez-Carrasco et al., 2014; J. Ruiz &
Garcia-Martinez, 2009). Ademads, existen sectores de la poblacién que reclaman una agricultura
sostenible con el medioambiente, con interés en productos locales y/o tradicionales (Martinez-
Carrasco et al., 2014). La produccién de tomate tradicional puede reunir todas estas condiciones,
ofreciendo una alternativa viable para pequefios y medianos agricultores (Dinis et al., 2011).

El cultivo de variedades locales en la Comunidad Valenciana estd recuperdndose poco a poco
por medio de asociaciones de productores que, aunando tradicién y sostenibilidad, estan
ofreciendo al consumidor un producto de calidad diferenciada. Por ejemplo, el tomate valenciano
es comercializado directamente a través de la cooperativa de El Perell6 con su logotipo, mientras
el De Penjar esta amparado bajo la marca de calidad CV, la cual también esta siendo solicitada para
el tomate Muchamiel. Otras variedades, como el tomate De la pera de la Vega Baja del Segura, son
vendidos por los propios agricultores en los mercados locales.

Un buen ejemplo de recuperacion del tomate tradicional lo encontramos en El Perelld,
Valencia. En el afio 1992, la Cooperativa Valenciana Unié Protectora d’El Perell6 comenzé a
recuperar la tomaca valenciana, nombre por el cual se conoce al grupo varietal del tomate
valenciano, compuesto fundamentalmente por los tipos Masclet y Chato. En el periodo 2006-2017,
la produccion de “el caviar rojo de la huerta mediterrdnea”, como ellos mismos han bautizado a
este tomate, aumentd de 50 a mas de 730 toneladas (Soler et al., 2017). Ademas, la cooperativa
establece unas normas basicas para asegurar un cultivo sostenible, asi como el control de la sanidad
y la trazabilidad del producto, ofreciendo al consumidor una calidad certificada y garantizando a los
agricultores un precio minimo de venta (Tomates del Perelld s.f.) (Figura 8).

En la provincia de Castelldn, se fundd en el afio 2007 la Asociacion de Productores y
Comercializadores de la Tomata de Penjar de Alcala de Xivert, que producen y comercializan el

tomate de colgar tipico de la comarca del Baix Maestrat bajo el amparo la Marca de Calidad CV,
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certificada por la Comunidad Valenciana. Los agricultores asociados mantienen un cultivo
tradicional de encafiado al aire libre, con el uso de riego por goteo, la preferencia por los abonos
de origen animal, el uso reducido de pesticidas y el respeto por la rotacién de cultivos.
Tradicionalmente, el tomate recolectado es sometido a una cuidosa seleccidn segun su calidad, y
después es cosido por el pezén formando los poms o racimos. Aunque la mayor parte de la
produccién se comercializa a granel y sin coser, existe la posibilidad de comprar este producto

gourmet en cajas de madera por 12 euros por kilogramo (Tomate de Penjar s.f.) (Figura 8).

1 TOMATE
s VALENCIANO /
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T

Figura 8. Tomate Valenciano de la cooperativa de El Perell6 comercializado en cajas (izda.), y racimos
individuales de tomate De Penjar comercializados en lotes de cuatro cajitas en la tienda online de la
Asociacion de Productores y Comercializadores de la Tomata de Penjar d'Alcala de Xivert (dcha.).

En 2009 la UMH firmé un convenio de colaboracion con ASAJA, la principal organizacién de
agricultores en Alicante y el Ayuntamiento de Muchamiel, orientado a la recuperacién del cultivo
del tomate Muchamiel. Fruto de estos esfuerzos, en 2019 nace la Asociacién de Productores y
Comercializadores de Tomate Muchamiel en la localidad de Mutxamel (Alicante), con la “vocacion
de representar, defender y promocionar la produccién y comercializacién del tomate Muchamiel.
Entre sus primeros objetivos esta la realizacion de las gestiones oportunas para la creacion de la
marca de calidad CV” (Ayuntamiento de Mutxamel, s. f.), cuya concesidn se preveé antes de 2021.

Las variedades tradicionales también estan resurgiendo en otras regiones (Figura 9), como
es el caso del tomate Rosa de Altea, comercializado por agricultores de la comarca de la Marina
Baixa (Alicante) y que llega incluso a mercados de abastos de Madrid, Barcelona o Bilbao como un
producto gourmet (Diario La Marina Plaza 2014). En otras regiones espafiolas, como el Valle de
Guadalhorce de Mdlaga, esta regresando al campo la variedad Huevo de Toro (Peldez, 2016) y, en
la zona del Alto Aragdn, el tomate tradicional Rosa de Barbastro sigue aumentando su produccién
(Pano, 2019). El tomate Moruno o tomate Reliquia de la huerta de Carabafia estd recobrando

importancia en la provincia de Madrid (Revista Sobremesa 2019), y el tomate de Los Palacios y
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Villafranca, conocido como bombdn colorao, se comercializa a través de una Indicacion Geografica
Protegida (IGP) (Tomate de los Palacios 2020). Y no sdélo estan renaciendo a nivel local, ya que
algunas empresas de semillas y de disefio de variedades (Vilmorin, Ramiro Arnedo...) también estdn
pujando con fuerza en la batalla por el sabor y la calidad del tomate con nuevas variedades de

caracteristicas tradicionales, comercializadas en todo el estado.

Tomate de
Los Palacios

Figura 9. Variedades tradicionales comercializadas con una etiqueta distintiva. En el sentido de las horas del
reloj, el tomate Rosa de Altea, el Rosa de Barbastro, el tomate de Los Palacios y el Huevo de Toro de
Guadalhorce.

El propdsito principal de estas iniciativas es la supervivencia del pequefio agricultor mediante
la proteccidn, el cultivo y la comercializacién de un tomate diferenciado. Por supuesto, la creacién
de marcas de calidad o denominaciones de origen son fundamentales para establecer la imagen de
un tomate de calidad diferenciada, con una serie de caracteristicas distintivas que van a permitir
elevar su popularidad e incentivar su consumo. Ya existen muchos productos agroalimentarios
locales que son comercializados de esta forma en la Comunidad Valenciana, y también en otras
regiones con ejemplos muy conocidos como la berenjena de Almagro o los Calcots de Valls, que
ademas son dos variedades tradicionales recuperadas (Figura 10). También el cultivo en sistemas

agroecoldgicos o sostenibles con el medioambiente esta ganando fuerza entre los productores de
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variedades locales, ya que va afiade valor al producto y contribuye a mejorar el precio en origen

(Ruiz De Galarreta et al., 2016).

BEMOMINACION BL ORIGER

NISPEROS

Granada Mollar
de Elche

VInos
alicante

Callosa d'Ex Sarmii

» |GP 72X

\
T : g o
Citricos Valencianos -0k~

MONTARA ALICANTE

FORMATGERS
lod E P
c : = x =
Clochina ¢ :
vy >
<\’AL[NCIANA_‘

?.\_(_hCHoﬁ
™ ’
Peuxk DE LLOTJA

Y a Bal I 5'
de?Segun!u e
O¥A DE LA HUERTA 4 = Comunitat Valenciana —

Figura 10. Denominaciones de Origen (a), Indicaciones Geograficas Protegidas (b), marcas de calidad CV (c),
marcas Colectivas y de Garantia (d) de productos agroalimentarios de la Comunidad Valenciana, e IGPs de la
berenjena de Almagro y el Cagot de Valls (e).

Otro objetivo de la recuperacion de variedades locales debe ser la lucha contra la pérdida de
biodiversidad agricola y la erosidn genética. La uniformidad genética en los cultivos debido a la
reduccion del niumero de variedades utilizadas en la agricultura intensiva moderna tiene
consecuencias fatales para la sociedad ante los cambios repentinos (Fowler & Mooney, 1990).
Frente a la amenaza que supone el cambio climatico, urge la necesidad de proteger la produccidn
de alimentos mediante una diversidad genética suficiente que permita la adaptacién a ambientes
y condiciones altamente cambiantes. Por lo tanto, el cultivo de variedades tradicionales puede
ofrecer una alternativa al avance de la agricultura intensiva de monocultivo, reduciendo de esta

forma la erosién genética y creando sistemas agrarios mas sostenibles (Guerrero Lara et al., 2019).
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Las instituciones publicas también estan realizando un esfuerzo por dar a conocer las
variedades tradicionales y ponerlas en valor, siendo conscientes de la oportunidad que existe de
conservar una agricultura rentable para el pequefio agricultor y sostenible para el medioambiente.
En el caso de la Comunidad Valenciana, es de reciente creacion el Catdlogo valenciano de
variedades tradicionales de interés agrario (Figura 11) (Consell Agrari Municipal de Valencia, 2018),
en el que no sdlo se pretende promover y dar a conocer variedades tradicionales de tomate, sino
también otros cultivos histéricos de la region como el pimiento, las bajocas, la calabaza o el meldn.
También esta el Catdlogo de tomates tradicionales de la Comunidad de Madrid (Lazaro et al., 2014)
elaborado por el IMIDRA, o el Catdlogo de especies conservadas en el centro de investigacion La
Orden-Valdesequera (Gonzélez et al., 2012) creado por el CICYTEX e impulsado por el gobierno de

Extremadura.
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Figura 11. Portada del Catalogo valenciano de variedades tradicionales de interés agrario y ficha descriptiva
del tomate Muchamiel que aparece en él (Consell Agrari Municipal de Valencia, 2018).

Por ultimo, el mundo cientifico también estd investigando y aportando datos relevantes para
poner en valor diversos aspectos de las variedades tradicionales de tomate. La referencia a nivel
europeo la encontramos en el proyecto TRADITOM, contribuyendo con gran cantidad de
investigaciones utilizando variedades de tomate espafiolas, italianas o griegas. En Espafia, durante
la ultima década se han realizado numerosos estudios en los que se han evaluado los parametros
agro-morfoldgicos y productivos de las variedades espafiolas (Cebolla-Cornejo et al., 2013; Cortés-
Olmos, Valcarcel, et al., 2015; M. R. Figas et al., 2015; Garcia-Ledn et al., 2018; Gragera-Facundo
et al., 2011; Massaretto et al., 2018), las caracteristicas nutricionales y de calidad organoléptica del
fruto (Alonso et al., 2009; Carbonell-Barrachina et al., 2006; Casals et al., 2018; Cebolla-Cornejo
et al., 2011, 2008; Cortés-Olmos et al., 2011, 2014), asi como el estudio genético y poblacional de
las mismas (Cebolla-Cornejo et al., 2013; Cortés-Olmos, Vilanova, et al., 2015; Garcia-Martinez

etal., 2013), etc..

23



Introduccion

1.2.3. Lagran amenaza y la mejora genética como solucién

Algunos de los problemas que presentan a priori las variedades tradicionales, como el bajo
rendimiento, pueden ser paliados al obtener un tomate muy apreciado por su calidad en los
mercados especializados. Sin embargo, su susceptibilidad a ciertas virosis limita el cultivo en
muchas zonas productoras. Al contrario que los hibridos modernos, las variedades tradicionales no
presentan resistencias o tolerancias genéticas a virus, los cuales suelen transmitirse muy
rapidamente y ser muy dafiinos, ocasionando graves pérdidas econdmicas a los agricultores
(Cebolla-Cornejo et al., 2012; Picd et al., 2002; J. Ruiz & Garcia-Martinez, 2009).

Los virus mas importantes que afectan al tomate en Espafia 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) (Picé et al., 2002) (Tabla 2). Fueron detectados por primera vez hace algunas décadas
en nuestro pais, y han ocasionado graves pérdidas desde entonces en cultivos que carecen de
resistencia genética en toda el area mediterrdnea. Sin duda, este es el mayor problema al que
deben hacer frente los agricultores y una de las principales causas por las que muchos de ellos

renuncian cultivar las variedades tradicionales (Cebolla-Cornejo et al., 2012).

Tabla 2. Transmisién, daflos y primera deteccidn en Espafia de ToMV, TYLCV y TSWV

Transmision Dafios que afectan a la produccion Deteccion en Espafia
ToMV  Mecéanicamente y por Reducciéon del tamafio de la planta y del 1977
semilla numero de frutos, caida de flores. (Jorda & Alfaro, 1977)
TYLCV ~ Bemisia Tabaci Caida severa de flores en plantas jovenes, 1992
reduccion del nimero de frutos en adultas (Picé et al., 1996)
TSWV Frankliniella occidentalis Necrosis y muerte de ramilletes florales, 1987
sintomas severos en frutos (Roselld et al., 1996)

Existen otros virus que también afectan al tomate, como el virus del mosaico del pepino
(PepMV), detectado en el afio 2000 en Espaia (Jorda et al., 2001), o el virus que provoca el Cribado
o Torrado del tomate (ToTV), que aparecié en 2001 (Jorda et al., 2003). Ninguno de los dos es
actualmente un problema serio para el cultivo de tomate, ya que hay disponible vacunacién para

PepMV (https://www.abiopep.com/), y la incidencia del Torrao es muy baja como para ser

considerada peligrosa. Sin embargo, el recién llegado virus rugoso del tomate (Tomato rugose fruit
virus, ToBRFV), que fue detectado en diciembre de 2019 por primera vez en Espafia en un
invernadero de Almeria (EPPO RS 2019/238), si es considerado una gran amenaza. Este tobamovirus
aparecio en Israel en 2015, dispersandose rapidamente por numerosos paises y originando grandes

pérdidas productivas al no existir resistencias genéticas conocidas (Oladokun et al., 2019). La
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amenaza es tal, que la Organizacién Europea y Mediterrdnea de Proteccion de Plantas (EPPO) la ha
anadido a la lista de alertas de plagas y enfermedades potencialmente peligrosas, y la Comision de
la Unidén Europea ha establecido medidas para prevenir su diseminacion por el todo el territorio
europeo. Es probable que llegue a afectar a miles de hectdreas de tomate debido a su alta
transmisibilidad, por lo que sera una nueva amenaza que habra que combatir en el futuro.

La seleccidn intuitiva de genotipos durante la domesticacién del tomate supuso una
irremediable pérdida de diversidad genética en el tomate cultivado con respecto a las especies
silvestres relativas, debido a sucesivos eventos de cuellos de botella (Blanca et al., 2015). Gao et al.
(2019) explicaron que los genes relacionados con respuestas defensivas de la planta a patégenos
sufrieron una seleccion desfavorable, por lo que las variedades cultivadas tradicionales no suelen
presentar los alelos de resistencia o tolerancia a patédgenos que si poseen sus parientes silvestres.
Muchos de estos genes se han descrito y localizado en el genoma durante los ultimos 50 afios, y se
han introgresado en el tomate cultivado mediante programas de mejora genética tradicionales
(Causse et al., 2016). Algunos de los mas utilizados son los que confieren resistencia o tolerancia a
ToMV, TYLCV y TSWV, procedentes de las especies relativas S. peruvianum y S. chilense, entre otras

(Tabla 3).

Tabla 3. Genes de resistencia a ToMV, TYLCV y TSWV mds estudiados y utilizados en mejora de tomate.

Virus Gen de resistencia Procedencia Cromosoma Referencia

ToMV Tm-2 S. peruvianum 9 Young & Tanksley, 1989
Tm-2a S. peruvianum 9 Zhang et al., 2002

TYLCV Ty-1, Ty-3 S. chilense 6 Verlaan et al., 2013
Ty-2 S. habrochiates 11 Yang et al., 2014
Ty-4 S. chilense 4 Jietal., 2009
ty-5 S. peruvianum* 4 Y. Wang et al., 2018
Ty-6 S. chilense 10 Gill et al., 2019

TSWV Sw-5 S. peruvianum 9 de Oliveira et al., 2018
Sw-7 S. chilense 12 Padmanabhan et al., 2019

*Segln Anbinder et al. (2009), aunque no hay consenso sobre su origen (Yan et al., 2018)

Aungue el genoma de las especies silvestres de tomate comenzd a ser utilizado hace casi cien
afos para introducir genes de resistencia en el tomate cultivado (Rick, 1986), es a partir de 1970
cuando se intensifica su uso en los programas de mejora modernos. Muchos de estos genes son
todavia imprescindibles en el desarrollo de nuevas variedades resistentes. Por ejemplo, el reciente
estudio de Schouten et al. (2019) reveld que la proporcion de variedades de tomate modernas con

el gen Tm-2a aumento de un 58% en 1970 a un 93% en la década de 2010. Muchos otros genes
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también se estan introduciendo desde entonces, como los pertenecientes a la familia Cf
(procedentes de S. pimpinellifolium), que confieren resistencia a la cladosporiosis (Cladosporium
fulvum), o el gen Mi-1 de S. peruvianum, que proporciona resistencia al nematodo Meloidogyne
incégnita. La lista de genes exodticos fijados en S. lycopersicum mediante programas de
retrocruzamientos es muy larga, contribuyendo incluso a incrementar la diversidad genética de

muchas variedades e hibridos actuales (Figura 12) (T. Lin et al., 2014; Schouten et al., 2019).
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Figura 12. Diversidad genética en los 12 cromosomas de variedades comerciales de tomate desde la década
de 1950 hasta la de 2010. El color azul indica baja variabilidad genética para el respectivo fragmento de
cromosoma (Mpb), mientras el color rojo indica una alta diversidad genética (Schouten et al., 2019).

Por tanto, la introduccidon de genes de resistencia en variedades tradicionales de tomate
mediante mejora genética ofrece una solucién viable a la incidencia de virus. En Espafia,
probablemente el ejemplo mas evidente es el programa que el grupo de Biodiversidad y Mejora

Genética de la UMH comenzé a desarrollar en 1998, cuyo objetivo es introducir genes de resistencia
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a ToMV, TYLCV y TSWV en los tomates Muchamiel y De la pera, dos variedades tradicionales
alicantinas. Tras afios de retrocruzamientos y fijacion de los genes, se han obtenido diversas lineas
con resistencias que mantienen gran parte del genoma y el fenotipo tradicional (Garcia-Martinez
et al., 2011, 2012, 2014, 2015, 2016, 2020a, 2020b). Por otro lado, los grupos de mejora genética y
biodiversidad de la UPV, el COMAV vy la Fundacié Miquel Agusti (FMA) estan trabajando en la
introduccion del alelo Tm-2a en la Tomaca Valenciana d’El Perellé (M. R. Figas et al., 2017) y en
varios tipos de tomate De Penjar (M. Figas et al., 2018), asi como en la introduccién de resistencias
a ToMV vy a Fusarium oxysporum f. sp en variedades de tomate del Vall d’Albaida (Valencia) y
Catalufia como el Rosa Apuntat, el tomate Del Pebre o el Pera Girona (Termes Coll, 2019).
Ademas, la busqueda e introduccién de resistencias a diferentes patégenos es habitual en
gran variedad de variedades locales de manzano, peral, patata, avellano, albaricoque o judia, con

la participacion de diversos centros de investigacion publicos (Ruiz De Galarreta et al., 2016).

1.2.4. Lavariabilidad genética en las lecciones de tomate

Las variedades tradicionales presentan fenotipos muy diversos en relacién al color y forma
del fruto, el rendimiento o la composicién aromdtica, aunque a nivel genético esas diferencias son
escasas y pueden reducirse a un puiado de genes (Schouten etal., 2019). Como ya hemos
expuesto, estos cultivares poseen una variabilidad genética muy limitada en comparacién con sus
ancestros silvestres, debido al efecto de los sucesivos cuellos de botella acontecidos durante el
proceso de domesticacidn y migracion del tomate (Blanca et al., 2015) (Figura 13). Sin embargo, es
importante conocer la variabilidad genética que contienen para que la seleccién del material
vegetal de partida en un programa de mejora sea precisa y robusta.

El tomate es considerado una especie modelo debido a su crecimiento de ciclo corto, genoma
de pequefno tamaio y disponibilidad publica de extensa informacidon gendmica. Asi, las técnicas
moleculares han evolucionado extraordinariamente durante los Ultimos treinta afios en esta
especie. Los marcadores moleculares mas utilizados para estudiar la variabilidad de variedades
tradicionales y especies silvestres de tomate han sido los microsatélites o SSRs (Alvarez et al., 2001;
Bredemeijer et al., 2002; Garcia-Martinez et al., 2006; He et al., 2003; Kiani & Siahchehreh, 2018;
Y.P.Linetal., 2019; Mazzucato et al., 2010; Mercati et al., 2015; Zhou et al., 2015), aunque también
existen numerosos estudios que han desarrollado inter-microsatélites o ISSRs (Aguilera et al., 2011;
Kiani & Siahchehreh, 2018), RFLPs (Tanksley et al., 1992), AFLPs (Garcia-Martinez et al., 2006),
RAPDs (Carelli et al., 2006), sondas (GATA), (Andreakis et al., 2004; Garcia-Martinez et al., 2013) y
SCARs (Gonias et al., 2019).
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Figura 13. Pérdida de diversidad genética en el tomate cultivado respecto a sus parientes silvestres debido a
los cuellos de botella originados por los procesos de domesticacién y migracién.

En la actualidad, el desarrollo y abaratamiento del genotipado de ultima generacion (Next
Generation Sequencing, NGS) ha revolucionado esta clase de estudios, ya que ha permitido el uso
casi ilimitado de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) y polimorfismos de insercion-deleccién
(InDels). Por ejemplo, Cortés-Olmos, Vilanova, et al., (2015) utilizaron 32 SNPs para diferenciar una
coleccion de 63 accesiones de tomate tradicional valenciano, Wang et al. (2019) realizé un estudio
comparativo de 191 variedades usando 120 SNPs y 109 InDels, y Jin et al. (2019) fueron capaces de
distinguir 324 accesiones mediante 56 InDels.

El grupo Biodiversidad Agricola y Mejora Genética de la UMH tiene una gran experiencia en
la identificacidon y el estudio de la variabilidad genética en variedades tradicionales de tomate,
utilizando varios tipos de marcadores. Un resumen aparece en el articulo de revisiéon de Carbonell

et al. (2018), que forma parte de esta Tesis Doctoral.
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1.3. Programa de mejora de variedades tradicionales de tomate EPSO-UMH

En la Iniciativa de colaboracidn mundial para el fortalecimiento de la capacidad de
fitomejoramiento (GIPB), la FAO manifiesta la importancia de la mejora genética en agricultura:

“La intensificacion sostenible de la producciéon agricola mediante una utilizacidn

mejor de la diversidad genética a través de estrategias de mejora genética es uno de

los mejores enfoques para responder al desafio del aumento de la produccidon y

asegurar el uso sostenible de los recursos fitogenéticos para la alimentacién y la

agricultura (RFAA). El fitomejoramiento es una ciencia reconocida, que puede

ensanchar la base genética y la capacidad de adaptacion de los sistemas agricolas

aunando las técnicas de seleccién con tecnologias modernas. Exige un compromiso de

largo plazo y recursos nacionales, regionales e internacionales, esenciales para la

obtencién de cultivares mejorados mas productivos, de mejor calidad y con mayor
capacidad de adaptacion a la evolucién de las condiciones ambientales” (FAQ, s. f.).

La mejora genética permite modificar genéticamente las plantas para el beneficio de la
humanidad. Se estima que es responsable de un 50% del aumento de la productividad agricola en
los ultimos 100 afios (FAO, s. f.). Es una técnica que contribuye a mejorar la seguridad alimentaria,
y tiene mutiples beneficios sociales y econdmicos relacionados con el desarrollo rural y la lucha
contra la pobreza. Es fundamental para la construccidon de una agricultura sostenible y resiliente
mediante el disefio de lineas vegetales adaptadas a ambientes cambiantes, resistentes
enfermedades o con una mayor eficiencia en el uso del agua y los nutrientes.

El tomate ha sido objeto de estudios genéticos desde principios del siglo XX, ya que es una
especie que se adapta bien a los estudios mendelianos (Gilbert, 1912). Durante la primera parte del
siglo, los investigadores contribuyeron a comprender las particularidades del genoma del tomate,
se avanzé en el conocimiento de la heredabilidad de caracteres como el pedicelo jointless (Butler,
1936) o el peso del fruto (Fogle & Currence, 1950) y se descubrieron los primeros genes (Barton
et al., 1955). Mas tarde, se profundizd en el estudio de las especies silvestres de tomate y los cruces
interespecificos en el género Lycopersicum (Hogenboom, 1972; Szteyn, 1962; Wann & Johnson,
1963). En las décadas de 1970 y 1980 hubo un crecimiento exponencial en el nimero de programas
de introduccién de resistencias a patégenos a partir de los genomas silvestres, asi como la
obtencién de lineas con tamafios y pesos de fruto mayores (Schouten et al., 2019). A continuacién,
se incrementd el uso de las introgresiones procedentes de S. pimpinellifolium para la obtencién de
tomates de pequeiio tamafio y aumenté la variabilidad en los diferentes componentes que influyen
en la calidad del tomate y los colores del fruto (Schouten et al., 2019). Durante los ultimos diez
afos, el desarrollo de la secuenciacion masiva del ADN y de otras técnicas de analisis ha permitido
ahondar en aspectos como la localizacion de genes asociados a los compuestos volatiles mas

importantes para el aroma del tomate.
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La sustitucion de variedades tradicionales por lineas de mejora ha contribuido a generar una
gran erosion genética en practicamente todas las especies cultivadas (Ruiz De Galarreta et al,,
2016). Sin embargo, la mejora genética también es una técnica capaz de revertir esta situacion e
incluso de incrementar la diversidad en el acervo genético del tomate cultivado. De hecho, Blanca
et al. (2015) y Schouten et al. (2019) demostraron que la variabilidad genética en los tomates
actuales es muy superior a las de las viejas variedades comerciales europeas de mediados del siglo
XX, debido a la introgresion de genes de resistencia procedentes de especies silvestres relacionadas
durante los ultimos cincuenta anos. Por otro lado, sabemos que las variedades tradicionales, junto
a las especies silvestres emparentadas con el tomate, son recursos que aportan gran variabilidad
genética relacionada con la adaptacion a ambientes desfavorables y con caracteristicas como la
calidad, el tamafio, el color o los compuestos nutricionales del fruto (Casafias et al., 2017; Cebolla-
Cornejo etal., 2013; Gascuel etal.,, 2017). Por tanto, los programas de mejora de material
tradicional enfocados a la introduccién de genes silvestres de interés son adecuados para obtener
lineas que aporten diversidad genética y ofrezcan alternativas sostenibles.

Bajo este punto de vista, el programa de mejora genética de variedades tradicionales de
tomate de la EPSO-UMH nace en 1998 con el objetivo de introducir resistencias genéticas a virus
en las variedades tradicionales Muchamiel y De la pera. Es un programa de mejora clasico basado
en la técnica de retrocruzamiento o backccrossing (BC), la seleccién temprana de genotipos
mediante marcadores moleculares y la seleccién fenotipica de los mejores retrocruces. El uso del
retrocruzamiento, propuesto por Harlan y Pope (1922) por primera vez en plantas, permite
transferir caracteres de interés de una fuente de resistencia o parental donante en el fondo
genético de una linea élite o parental recurrente. Tras cada ciclo de retrocruzamiento, se obtienen
individuos con una mayor proporcién de genoma de parental recurrente, alcanzando finalmente
lineas homocigotas para el gen introgresado mediante la autofecundacidn del ultimo retrocruce
(Figura 14). Tedricamente, son necesarias cuatro generaciones de retrocruces para recuperar el
98% del genoma recurrente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta proporcion es variable
entre los individuos de cada retrocruce debido a la recombinacién durante la meiosis. Ademas,
pueden existir regiones donde la recombinacién sea menos frecuente, especialmente en
fragmentos precedentes de especies silvestres relacionadas con el tomate, dificultando la
recuperacién del genoma recurrente. Por tanto, el nimero ciclos puede variar dependiendo de la

cantidad de individuos que podamos cultivar y de la subjetividad del criterio del mejorador.
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El programa de mejora de la EPSO-UMH ha evolucionado notablemente durante sus 22 afios
de vida. Al comienzo del mismo, se caracterizaron accesiones Muchamiel y De la pera, obtenidas
en varias prospecciones. Una vez seleccionadas las lineas élite, se cruzaron con el parental donante
de los genes Tm-2a, Ty-1 y Sw-5, obteniéndose la generacidn F;. A partir de aqui se generaron las
distintas generaciones de retrocruces (BC;, BC,...), seleccionando en semillero las plantas con los
genotipos de resistencia esperados y en campo aquellas con el fenotipo mas parecido a los
parentales recurrentes. Fueron necesarios numerosos ciclos de retrocruzamiento (de cuatro a cinco
afios) y un ciclo de autofecundacién para obtener lineas con el suficiente parecido a la linea élite.
Durante los ultimos 10 afios, se han realizado multitud de ensayos con las lineas obtenidas, desde
evaluaciones agrondmicas y de calidad a estudios profundos de la interaccidon Genotipo x Ambiente
(GXE). También se han cruzado algunas lineas de mejora Muchamiel y De la pera con otras
variedades tradicionales para la obtencion de hibridos con resistencias en heterocigosis y gran
calidad de fruto. Se han registrado varios de estos hibridos Muchamiel y también numerosas lineas
de tipo Muchamiel, De la pera y Cherry. Por ultimo, en 2017 comenzé un programa paralelo para
complementar la resistencia a TYLCV mediante la introduccién del gen recesivo ty-5 en algunas

lineas de mejora UMH (Figura 15).
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Figura 15. Programa de mejora genética de tomate tradicional EPSO-UMH.
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1.3.1. Caracterizacion y seleccion de las variedades tradicionales

La caracterizacién de las variedades tradicionales de tomate Muchamiel y De la pera se
extendio durante los tres primeros afios del programa de mejora de la EPSO-UMH. Fue una etapa
critica y de larga duracidn, pues era sumamente importante conocer profundamente el material de
partida. Las accesiones se evaluaron en diferentes ensayos en los que se estudiaron caracteristicas
como el rendimiento, peso de fruto, cuajado, nimero de frutos, incidencia de enfermedades y otros
parametros basados en descriptores de tomate (IPGRI, 1996), los cuales permiten homogeneizar la
informacién con independencia del evaluador. Ademas, se midieron en laboratorio algunos
caracteres relacionados con la calidad del fruto, como el contenido en sélidos solubles o la acidez.
Algunas de las caracterizaciones se recogen en los Trabajos Fin de Carrera Caracterizacion de
variedades tradicionales de tomate tipo “De la pera” (Garcia-Martinez, 1998) y Caracterizacion de
variedades tradicionales de tomate tipo “Muchamiel” (Alonso, 1998). A partir estos datos se
seleccionaron las accesiones Muchamiel 18 (M18) y De la pera 21 (P21) como parentales
recurrentes principales de cada tipo varietal para el programa de mejora.

Las caracteristicas relacionadas con el fruto fueron los datos de mayor relevancia para el
programa de mejora. En las descripciones recogidas, se especifica que los cultivares de tipo
Muchamiel producen frutos de textura tierna y sabor suave, tamafio mediano-grande (de 180 a 300
g), relativamente chatos y acostillados y usualmente con hombro verde durante los primeros
estadios de la maduracion. Los frutos del tipo De la pera varian desde la forma ovalada-alargada a
una forma bombilla bien definida con hombros verde oscuro y sin acostillado, peso entre 75y 125

g, textura firme y pulpa jugosa de gran sabor (Ruiz et al., 2006) (Figura 16).

Figura 16. Variedades Muchamiel (izda.) y De la pera (dcha.).
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1.3.2. Cruzamientos y retrocruzamientos

El programa de mejora UMH se disefid para la introduccién simultanea de diferentes genes
de resistencia a virus en las variedades Muchamiel y De la pera seleccionadas. Para ello, se eligié el
hibrido comercial F; Anastasia (Seminis Vegetable Seeds) como fuente de resistencia, un tomate
redondo de gran vigor y produccién, muy cultivado en la década de 1990. Este hibrido contiene el
gen Tm-2a en homocigosis otorgando resistencia a ToMV, y los genes Ty-1 y Sw-5 en heterocigosis
proporcionando tolerancia a TYLCV y resistencia a TSWV, respectivamente.

El cruzamiento entre las lineas élite seleccionadas y la fuente de resistencia se realizd de
forma manual en invernadero. El porcentaje de frutos cuajados con produccién de semillas oscilé
entre el 10y el 40% (Garcia-Martinez, 2006), depedendiendo de la posicidn de la flor en el ramillete,
temperatura, iluminacion o humedad.

La seleccidon genotipica de retrocruces es otro punto critico del programa. Hasta la aparicién
de los marcadores moleculares en los programas de mejora modernos, se observaba la respuesta
fenotipica de las plantas a la inoculacién del virus y se seleccionaban aquellas que no manifestaban
sintomas. Sin embargo, esto da lugar a la aparicidn frecuente de escapes, es decir, plantas sin
resistencias que no se han infectado. Al no presentar sintomas, pasan al siguiente ciclo de
retrocruces poniendo el riesgo todo el proceso de mejora. Para evitar esta situacioén, en el programa
de mejora UMH se comenzé a utilizar marcadores moleculares ligados a los genes de resistencia,
los cuales permiten diferenciar genéticamente las plantulas retrocruzadas en el laboratorio.

Tras la seleccion genética mediante marcadores, se evaluaron fenotipicamente una serie de
caracteres agromorfoldgicos y de calidad entre la poblacidon segregante de retrocruces, con el
objetivo de elegir aquellas plantas con caracteristicas deseables y el mayor parecido posible a los
parentales recurrentes. Los pardmetros evaluados mas importantes fueron el vigor de la planta, el
cuajado, el numero de frutos y de flores y, especialmente, el tamafio, la forma y contenido en
azlcares y acidez y otras caracteristicas relacionadas con el fruto. La presién de selecciéon de
retrocruces fue alta, y sélo las mejoras plantas (entre una y tres) siguieron en el programa.

Fueron necesarios de 5 a 9 ciclos de retrocruzamiento para obtener lineas con suficiente
parecido a los parentales tradicionales. Considerando la distancia genética entre los parentales, la
naturaleza hibrida de Anastasia y la influencia de eventos aleatorios de recombinacién, es natural
qgue fuese inevitable realizar un mayor nimero de ciclos de retrocruzamiento que los cuatro

tedricos propuestos en condiciones ideales (Vogel, 2009).
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1.3.3. Seleccion asistida por marcadores (SAM)

Una de las principales ventajas de que el tomate sea una planta modelo es la disponibilidad
de gran cantidad de informacidn genética publicada. Por ejemplo, en los uUltimos 10 afos se han
ensamblado y anotado seis genomas completos de tomate, el ultimo de ellos (SL4.0) secuenciado
de novo con tecnologias como PacBio y publicado en 2019 (Solgenomics, 2019). Todos estos
esfuerzos facilitan el acceso a infinidad de polimorfismos que permiten el disefio de marcadores
moleculares, los cuales son muy preciados en los programas de mejora genética modernos.

Un marcador molecular es una secuencia de ADN asociada a un determinado gen con una
posicién conocida en el genoma. La forma mas habitual de utilizar un marcador molecular en
mejora es la seleccién de un gen de interés o un QTL (quantitative trait loci) tras cada cruzamiento
y retrocruzamiento. Es lo que se conoce como seleccion asistida por marcadores o SAM (Foolad &
Panthee, 2012), la cual permite reproducir los resultados en cualquier situacidn, sin depender de
los efectos del ambiente. Ademas, ofrece la posibilidad de conocer el genotipo de nuestras
plantulas de forma precoz en semillero, pudiendo seleccionar y transplantar al invernadero sdlo
aquellas que nos interesan, ahorrando espacio y tiempo.

Uno de los marcadores moleculares mds populares en la seleccién de retrocruces son los
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence). Se basa en fragmentos cortos de ADN
amplificados mediante PCR y digeridos posteriormente con enzimas de restriccion, produciendo
patrones de bandas en geles de agarosa que permiten la diferenciacion entre individuos
homocigotos y heterocigotos (Pavan et al., 2014). Los CAPS son capaces de capturar la variacion
genética proporcionada por diferentes tipos de polimorfismos, como SSRs, SNPs o InDels (Kim et al.,
2020; Pavan et al., 2014), caracterizados por tener herencia co-dominante, alta reproducibilidad y
gran abundancia en el genoma (Nadeem et al., 2018). Este tipo de marcadores se ha utilizado
ampliamente en programas de mejora de tomate enfocados en la introduccion de resistencias a
virus (Kim et al., 2020; Kumar et al., 2014; Panthee et al., 2013).

Durante el programa de mejora de la EPSO-UMH se utilizaron marcadores CAPS ligados a
cada uno gen de los genes de resistencia introducidos (Tabla 4; Figura 17). En el caso del gen Tm-
2a, se disefiaron marcadores usando las secuencias alélicas Tm-2a (AF536201) y tm-2 (AF536199),
disponibles en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI)
(Lanfermeijer et al., 2003). Para el control del gen Ty-1 se utilizé el marcador ApsF-2, disefiado
especificamente para el programa a partir del loci de isoenzimas Aps (Rick, 1974). El marcador Sw-
5 asociado al gen Sw-5 se generd a partir de los primeros mapeados del locus Sw-5 (Folkertsma

et al., 1999). El disefio y la puesta a punto de estos marcadores formaron parte de la Tesis Doctoral
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de Garcia-Martinez (2006). Una sintesis al respecto aparece uno de los articulo pertenecientes a

tesis aqui desarrollada (Carbonell et al. 2018).

Tabla 4. Caracteristicas de los marcadores CAPS utilizados en el programa de mejora UMH.

Locus Secuencia primers (5’-3’) Amplicén PCR (pb) Enzima restriccidén

To-3 Tm-2a F - AGGTTGTTGCACCGATTGAT 527 BsuRl
R - AAGCCGTTCCGATAAACTGA

Mx-To Tm-2a F - TGACTGCAGGCATGTTAAGG 718 Tagl
R - TCCACAAATATTCCCCTCCA

ApsF-2  Ty-1/Ty-3 F - TGATAGGGTTTCGGATGAGG 1010 Tagl
R - CGTTCCATTCTCAACCCATT

Sw-5 Sw-5 F - AAGCCGAATTATCTGTCAAC 213 Trul
R -GTTCCTGACCATTACAAAAGTAC

To-3 Mx-To

N—— _-“ s

[ .
321 S B e e - 460 N e

204 AR . 7258

PCR RR RR Rs Rs ss ss PCR RR RR Rs Rs ss ss

Sw-5

PCR RR RR Rs Rs ss ss

Figura 17. Geles de agarosa con los patrones de bandas (en pares de bases, pb) asociados a cada genotipo
para los marcadores CAPS utilizados en el programa de mejora EPSO-UMH. El marcador de peso molecular
empleado es el 100 pb de Fermentas. Genotipos: homocigoto resistente (RR), homocigoto sensible (ss) y
heterocigoto resistente (Rs).
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A pesar de su eficacia, el uso de marcadores CAPS conlleva protocolos de larga duracion,
siendo una técnica inadecuada cuando hay que genotipar gran cantidad de muestras rapidamente.
Por ello, en las etapas recientes del programa de mejora EPSO-UMH se ha comenzado a utilizar una
técnica mas eficiente. Como parte del trabajo de esta tesis, se han puesto a punto marcadores
moleculares basados en polimorfismos SNPs ligados a los genes de resistencia Ty-1 y ty-5, y se ha
trabajado en su implementacion en el programa junto a otros marcadores disefiados previamente
(Alonso et al., 2015). Mediante estos marcadores y la técnica de analisis de fusion de alta resolucion
o HRM (High Resolution Melting), hemos desarrollado nuevos procedimientos en laboratorio que
permiten el procesado de un gran conjunto de muestras en muy poco tiempo.

La técnica HRM es un analisis post-PCR relativamente nuevo, capaz de identificar variaciones
en las secuencias de acidos nucleicos. Esta basado en la visualizacidn de las temperaturas de fusién
de cadenas de ADN con pequefias diferencias en el contenido de GC (guanina-citosina), lo cual es
adecuado para variaciones polimérficas de tipo SNP o InDel (Reed et al., 2007). Es necesario el uso
de un colorante fluorescente intercalante en el ADN de doble cadena (usualmente SYBR green) y
un instrumento de PCR en tiempo real con control preciso de rampa de temperatura y capacidad
de monitorizar cada fotograma del proceso de fusidon o melting. Ademas, es necesario un software
especifico para procesar y analizar los resultados. Existen varios desarrolladores que ofrecen
material, instrumental y software especifico para HRM, como Termo-Fisher o Bio-Rad. En nuestro
caso, utilizamos el intrumento Lightcycler® 480 de Roche y el software asociado, asi como los

reactivos proporcionados por esta marca (Figura 18).
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Figura 18. Instrumento Lightcycler® 480 (a), reactivos (b) y
software de analisis (c) de Roche utilizados en el laboratorio
N~—r del grupo de mejora EPSO-UMH.
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El andlisis HMR es una técnica con multiples ventajas respecto a otros métodos de
genotipado, siendo muy precisa y mas barata y rapida (Reed et al., 2007). Por ello, es ampliamente
utilizada en una gran variedad de dmbitos y estudios, siendo especialmente popular en medicina y
biologia molecular para el rdpido reconocimiento de mutaciones relacionadas con diversas
enfermedades y el diagndstico de patologias (Anbinselvam et al., 2020; Lu et al., 2020; Martinez-
Saucedo et al., 2020), el genotipado de especies y cepas de microorganismos peligrosos (M. Hu
et al., 2020), en estudios de la estructura poblacional (Castagnola et al., 2019; Ginart et al., 2019) o
incluso en medicina animal (Okutani et al., 2019). Sin embargo, también esta aumentando su uso
en agricultura (Figura 19), tanto para el disefio de marcadores moleculares asociados a genes de
interés y su aplicacién en mejora genética (Cho et al., 2015; Ganopoulos et al., 2016; H. J. Lee et al.,
2015; Rai et al., 2015; B. C. Zhang et al., 2017) como para determinar la estructura poblacional en
diferentes especies cultivadas (MacKay et al., 2008; Solomon et al., 2019; B. Wu et al., 2014) o llevar
a cabo mapeados genéticos de un determinado locus (Herrera et al., 2018; C. H. Wang et al., 2016).
En definitiva, es un técnica que esta revolucionando el analisis de la variacion genética por su

sencillez y extensa aplicabilidad.

Medicina 1.732

Bioguimica, Genética y Biologia Molecular BB
Ciencias Bioldgicas y Agricultura [ap5ETA R Sl

Inmunologia y Microbiologia 383

Quimica

Farmacologia, Toxicologia y Farmacia

Figura 19. Nimero de publicaciones segun el drea de investigacion, incluyendo las frase ‘High Resolution
Melting analysis’ en el titulo, abstract y/o palabras clave del buscador de SCOPUS (SCOPUS, abril 2020).

En 2015, el grupo de mejora EPSO-UMH llevé a cabo una serie de ensayos en laboratorio para
comprobar la eficacia de la técnica HRM en la selecciéon de los genes Tm-2a, Ty-1 y Sw-5, utilizando
lineas de tomate obtenidas en el programa de mejora de tomate tradicional (Alonso et al., 2015).
Se disefiaron cebadores con el programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) para amplificar
pequefias secuencias de ADN de locus asociados a cada uno de los genes, escogiendo marcadores
moleculares de tipo SNP en los tres casos. Se tuvo en cuenta las recomendaciones necesarias para
optimizar los resultados, como que el tamafio del amplicén fuera menor a 150 pb y la temperatura
de anillamiento de los cebadores en torno a 602C. Se comprobaron ocho cebadores para Tm-2a,
dos para Ty-1y tres para Sw-5 en una coleccién de mas de 300 plantas pertenecientes a 40 familias

distintas de tomate incluyendo lineas de mejora UMH, hibridos comerciales y variedades
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tradicionales. De esta forma, se eligié una pareja de cebadores para cada gen, teniendo en cuenta
la calidad de la amplificacién en PCR vy la precisidn para distinguir los genotipos tras el melting.

Durante esta Tesis Doctoral, se disefid y se puso a punto un nuevo marcador ligado al gen Ty-
1 para resolver ciertos problemas asociados a los marcadores disefiados anteriormente, y también
se puso a punto un marcador para el control del gen ty-5, el cual es fundamental en el programa de
introduccion de este gen en las lineas UMH. Estos dos marcadores, junto a los disefiados por Alonso
et al. (2015) para la seleccion de los genes Tm-2a y Sw-5, han sido implementados en HRM para el
genotipado de individuos antes de su trasplante a invernadero o campo, convirtiéndose en una de
las técnicas de rutina en el laboratorio durante los ultimos cuatro afios (Tabla 5).

El uso de marcadores moleculares en programas de mejora no se restringe Unicamente a la
seleccién de uno o varios genes de interés durante los retrocruzamientos, sino que también es
posible utilizarlos para acelerar la recuperacién del genoma recurrente (Hospital, 2005; Vogel,
2009). La tecnologia Infinium array 7720 SNP (lllumina) desarrollado por el Solanaceae Coordinate
Agricultural Project (SolCAP) (Hamilton & Robin Buell, 2012; Sim et al., 2012) nos proporciona la
posibilidad de genotipar nuestros parentales y conocer la variacién genética existente entre ellos

(mas datos en http://solcap.msu.edu). Esta informacion es extremadamente Util para poder

estimar la tasa de recuperacion de genoma élite en las plantas retrocruzadas, permitiendo escoger
aquellas con el mayor porcentaje sin necesidad de esperar a fenotipar la planta adulta. En teoria, si
han ocurrido eventos aleatorios de recombinacidn positiva en algunas de las plantas retrocruzadas,
es posible recuperar genoma élite incluso mas rdpido que en condiciones ideales de herencia
mendeliana, pudiendo ahorrar de dos a cuatro ciclos de retrocruzamiento (Howell et al., 2014;
Vishwakarma et al., 2016). Esta técnica, que también es conocida como retrocruzamiento asistido
por marcadores (marker-assisted backcrossing, MABC), ya ha sido utilizada para mejorar la
eficiencia de programas de mejora en tomate (Kim et al., 2019), cebada (Howell et al., 2014), trigo
(Randhawa et al., 2009; Vishwakarma et al., 2016) o cacahuete (Shasidhar et al., 2020).

El grupo de mejora de la UMH, en colaboracidn con los grupos del Dr. Antonio Granell y del
Dr. Antonio Monforte, ambos del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP),
centro mixto de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) y el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), genotipd una coleccién de variedades tradicionales de tomate y
algunas lineas de mejora con el chip SolCAP, cuyos resultados se estan procesando actualmente.
Ademas, fruto de la participacion del grupo de mejora UMH en el proyecto europeo TRADITOM
(coordinado por el Dr. Antonio Granell), comenzé un programa de mejora de tomate canario en
2017 financiado por Cultivos y Tecnologia Agraria de Tenerife S.A. (CULTESA), utilizando MABC. A

partir del chip SolCAP se seleccionaron 30 marcadores SNP, que se utilizan para genotipar las
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plantas retrocruzadas mediante la Plataforma Sequenom de la Universidad de Valencia,

permitiendo la rdpida recuperacion del genoma recurrente con resultados prometedores

Tabla 5. Marcadores de HRM disefiados para el programa de mejora UMH.

Ta: Tamafio del amplicén en la PCR; Tm: temperatura de melting media de los cebadores

Resistenci Locus Marcad Cebadores (5'->3) Ta Tm
esistencia arcaaor epadores ->
(ID NCBI) (pb) (2C)
ToMV Tm-2 T1 CCGCGCATGATGTATTTGGT 116 59,5
(AF536199) AGCTTAGGATTAGAACCGAAGAACT
T2 TTCAGTGATCCGAGTGAGCAAA 103 59
GGAATGCTTCAGAGTTCAAGGC
T3 TTTCAGTGATCCGAGTGAGCAA 110 59
TTGGAGGGAATGCTTCAGAGTT
T4 ACAGAGATCATCGGTTTGGATG 100 59
CGGGCATGCCAACTATGGAA
T5 TCATCGGTTTGGATGATGACT 92 58
GGGCATGCCAACTATGGAAAC
T6 GCCAATGCTTCACCTGACTTG 93 60
CATGCCTGCAGTCACCACTA
T7 AGTTGGGCCAATGCTTCACC 95 60,5
CCTGCAGTCACCACTATGGC
T8 GGAACATGACTTGCTTACGCT 92 59
GGTCTCTAGACGTGTGAGCTT
YLV Ty-1/Ty-3 c1 TGATGTTGACGAAACTTTGCTT 147 58
(NC_015443) TGGCGTTACCCAACAAGACA
c2 TTGATGTTGACGAAACTTTGCT 147 58
GGCGTTACCCAACAAGACAG
c3* GAATTGGAGATTCTGGACCTG 175 58,5
TTGTCTGATAAGCTGCATTAGTGT
ca4* GCTATCATACGATCAGAGCATCA 101 59
GCATCAGAAACTTCATTTGATTG
c5* ACTTTTATGACAAGGCCAGCTT 100 59
TCAAGGGTAGGTACAAGTGTAGGA
TSWV Sw-5 B1 CAGAGTCAACCTGGTCAACGA 118 59
(AA824939) ACCATTCTTGTAAAACTTAAGGGGA
B2 GTCAACCTGGTCAACGATGG 114 58
ACCATTCTTGTAAAACTTAAGGGG
B3 CGATGGTACCGATGGATCGAA 137 58
TCAATAAACAGTATGACCAGCAAAA
pelota ty-5* TTGTTCCTGATGGTTCTGGT
ALY (KC447287) TTTCTTCATCTGGGGTTTCA 112 53

*Marcadores disefiados y/o puestos a punto durante esta Tesis.

En sombreado, marcadores utilizados en el programa de mejora durante esta Tesis.

40



Introduccion

1.3.4. Registro de lineas e hibridos UMH

Desde el aifio 2011, el grupo de Biodiversidad y Mejora Genética de la UMH ha enviado varias
lineas de mejora e hibridos UMH de tipos Muchamiel, De la pera, Cherry y De la pera morunos a la

Oficina Espafiola de Variedades Vegetales (https://www.mapa.gob.es/), logrando el registro y el

titulo de obtencion varietal de casi todos ellos (Tabla 6).

Las lineas UMH 1200 (Muchamiel) y UMH 1203 (De la pera), con los genes de resistencia a
ToMV, TYLCV y TSWV en homocigosis, se registraron en el afio 2013. En general, ambas presentan
caracteristicas similares a los parentales tradicionales, aunque mostraron una reduccién de la
produccién alrededor del 30-50% en ensayos realizados al aire libre (Garcia-Martinez et al., 2011,
2012). En este sentido, Alonso et al. (2008) observaron efectos negativos relacionados con el gen
Ty-1 en homocigosis en caracteres productivos y de calidad del fruto, lo cual se confirmé
posteriormente en un trabajo con lineas isogénicas Muchamiel y De la pera (Rubio et al. 2016).
Estas conclusiones motivaron la obtencidn de lineas sin resistencia a TYLCV para evitar la pérdida
de productividad y calidad asociada a la introgresién del Ty-1.

De todas las lineas obtenidas en el programa sin el gen Ty-1, se ha registrado una de tipo
Muchamiel (UMH 1139), cuatro De la pera (UMH 1422, UMH 1415, UMH 1353 y UMH 1354) y dos
de tipo Cherry (UMH 1401 y UMH 1402). Con ligeras diferencias morfoldgicas y de productividad,
todas ellas son similares a los parentales tradicionales, especialmente en la calidad organoléptica
del fruto (Garcia-Martinez et al., 2014, 2015, 2016).

En 2019 se registraron dos interesantes lineas homocigdticas para los tres genes de
resistencia. Por un lado, la linea UMH 1209 procede de una planta seleccionada en la sexta
generacion de retrocruzamiento del programa de mejora del tomate De la pera, cuyo fruto mostré
espontaneamente un color achocolatado al madurar. Tras cuatro ciclos de autofecundacién sin
observar segregacién para el color, se envio a registro la descrita como De la pera moruno. En este
proceso también se obtuvo la linea UMH 1155, otra linea De la pera moruno pero sin resistencia a
TYLCV (Garcia-Martinez et al.,, 2020a). Por otro lado, también se registrd la linea UMH 1400,
procedente de una accesion de tomate cherry tradicional con fruto de cierta forma aperada (Garcia-
Martinez et al., 2020b).

Por ultimo, se han registrado tres hibridos de tipo Muchamiel con los tres genes de
resistencia en heterocigosis. UMH 1101xIF, que es un cruce entre la linea Muchamiel triple
resistente UMH 1101 y la variedad americana Indische Fleisch (IF), se caracteriza por tener frutos
de color rojo achocolatado, piel fina y buenos niveles de azlcares y acidez. El hibrido UMH
1200xBFT, registrado recientemente, comparte la mayoria de estas caracteristicas, ya que se trata

de un cruce entre UMH 1200 y la variedad rusa Black from Tula, con color de fruto achocolatado al
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madurar y sabor muy dulce. En cambio, el hibrido UMH 1200xCG es un cruce entre UMH 1200 y
una accesion del tipo varietal italiano Costoluto Genovese, carcaterizandose por un acostillado muy
acentuado. Todos ellos consiguen buenas producciones y una gran calidad de fruto, superando a
otras importantes variedades comerciales en ensayos y catas comparativas realizadas por la
Fundacidn Cajamar de la Comunidad Valenciana en el centro experimental de Paiporta (sin datos
publicados). Sin embargo, estos hibridos no poseen muchas de las caracteristicas del tomate
Muchamiel al estar cruzados con otro tipo de variedades. Asi, se obtuvieron nuevos hibridos para
responder a las necesidades de los productores de tomate tradicional, cruzando lineas Muchamiel
y De la pera triple resistentes con accesiones tradicionales de ambos tipos varietales.

Las lineas UMH 1353, UMH 1354, UMH 1400 y UMH 1401 fueron evaluadas
agronodmicamente y organolépticamente durante el periodo 2011-2015, en ensayos repetidos
anualmente. Durante esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el analisis de los datos obtenidos y se
ha participado en la redaccidn de dos articulos que ya han sido publicados, en los cuales se detalla
el origeny las caracteristicas de cada una de las lineas, incluyendo las comparaciones con el parental

recurrente correspondiente y con otras lineas UMH de caracteristicas parecidas.

Tabla 6. Lineas e hibridos UMH enviados y registrados en la Oficina Espafiola de Variedades Vegetales.
M:Muchamiel; P: De la pera; Pm: De la pera moruno; C: Cherry; HM: hibrido Muchamiel

Genotipos: homocigoto resistente (RR), homocigoto sensible (ss) y heterocigoto resistente (Rs)

Resistencias Titulo de obtencidn varieral
Tipo ToMV TYLCV TSWV Envio Registro Ne Referencia

UMH 1200 M RR RR RR 2011 2013 2618 Garcia-Martinez et al. (2011b)
UMH 1203 P RR RR RR 2011 2013 2619 Garcia-Martinez et al. (2012)
UMH 1422 P RR ss ss 2013 2017 2768 Garcia-Martinez et al. (2014)
UMH 1139 M RR ss RR 2013 2017 2769 Garcia-Martinez et al. (2015a)
UMH 1415 P RR ss RR 2013 2017 2770 Garcia-Martinez et al. (2014)
UMH 1101xIF HM Rs Rs Rs 2014 2017 2786
UMH 1353 P RR ss RR 2014 2017 2787 Garcia-Martinez et al. (2016b)
UMH 1354 P RR ss RR 2014 2017 2788 Garcia-Martinez et al. (2016b)
UMH 1209 Pm RR RR RR 2015 2019 2886 Garcia-Martinez et al. (2020a)
UMH 1400 C RR RR RR 2015 2019 2887 Garcia-Martinez et al. (2020b)
UMH 1401 C RR ss RR 2015 2019 2888 Garcia-Martinez et al. (2020b)
UMH 1402 C RR ss RR 2015 2019 2889 -
UMH 1200xBFT HM Rs Rs Rs 2017 2020 2928
UMH 1200xCG HM Rs Rs Rs 2017 2020 2929

En sombreado, lineas cuyo andlisis agrondmico y de calidad dio lugar a dos articulos durante esta Tesis Doctoral.
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1.3.5. Presente y futuro en el programa: introgresion del gen ty-5

En el afo 2017, el grupo de Biodiversidad y Mejora Genética de la UMH decidid
complementar la resistencia a TYLCV en algunas lineas de mejora obtenidas anteriormente. Aunque
el gen Ty-1 concede una tolerancia fuerte a TYLCV, sabemos que este virus es capaz de romper las
resistencias genéticas (Garcia-Cano et al., 2008; Granier et al., 2019; Scott, 2006) debido a su alta
tasa de mutacién (Mejia etal., 2005). Existen distintas estrategias que se pueden adoptar para
evitar esta situacién y conseguir una mayor y mejor proteccion frente a este virus. Una de las mas
robustas es la combinacion o piramidacién de dos o mds genes de tolerancia a TYLCV en la misma
linea de mejora (Elbaz et al., 2016; Hutton et al., 2015; Prasanna et al., 2015; Vidavski et al., 2008).

Hasta la fecha, se han descubierto seis genes que confieren tolerancia a TYLCV en tomate:
Ty-1/Ty-3, Ty-2, Ty-4, ty-5 y Ty-6. Los genes alélicos Ty-1/Ty-3 y el gen Ty-2 son los mas utilizados
actualmente en los programas mejora genética de todo el mundo (Yan etal., 2018), ya que
proporcian un alto grado de tolerancia a la enfermedad y tienen caracter dominante. El gen Ty-4
confiere un bajo nivel de resistencia, por lo que no es muy usado, y Ty-6 ha sido descubierto
recientemente (Yan et al., 2018). En el caso del gen ty-5, su caracter recesivo restringe su utilizacién
en programas de mejora genética (Lapidot et al., 2015), sobre todo a la hora de obtener hibridos,
al ser necesario que ambos parentales contengan el alelo en homocigosis. Sin embargo, algunos
estudios han observado un alto grado de resistencia a TYLCV precisamente cuando ty-5 se presenta
en homocigosis, siendo incluso mas robusta cuando se combina con otros genes como Ty-2 (Elbaz
et al., 2016). En este caso, se convierte en una opcidn excelente para la obtencién de lineas puras,
como es el caso de gran parte del programa de mejora de tomate UMH.

La complementacién de la resistencia a TYLCV llevada a cabo por el Biodiversidad y Mejora
Genética de la UMH se basé en la introduccién del gen ty-5 en diversas lineas de mejora UMH
mediante un plan de cruzamientos y retrocruzamientos. Se escogieron dos lineas de mejora
Muchamiel y cuatro De la pera con diferentes combinaciones de genes de resistencia y las mejores

caracteristicas productivas, morfoldgicas y de calidad de fruto posibles.

El gen ty-5

El alelo recesivo ty-5 fue descubierto en el antiguo cultivar Tyking (Royal Sluis, Holanda),
siendo identificado en el cromosoma 4 como locus ty-5 (Anbinder et al., 2009; Hutton et al., 2012).
Aunqgue Anbinder et al. (2009) sugirid que el origen de ty-5 estaba asociado a un complejo de
accesiones de S. peruvianum, Lapidot et al. (2015) encontrd una transversion T por G en el primer
exon del gen pelota entre diferentes accesiones de tomate cultivado, proponiendo este gen como

responsable de la resistencia dentro del locus ty-5.
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Wang et al. (2018c) llevaron a cabo el mapeo fino de la regién del ty-5 en el cromosoma 4.
En un fragmento de 970 kbp, evaluaron el genotipo de 940 SNPs y 184 InDels anotados al comparar
genéticamente plantas con fenotipos resistente y sensible a TYLCV. El gen ty-5 se localizé en un
intervalo gendmico de 14,5 Kpb determinado por dos de estos SNPs, correspondientes a las
posiciones fisicas 3.116.418 y 3.130.934 pb del cromosoma 4. Este gen se corresponde con el gen
pelota, el cual es un factor de vigilancia de RNA mensajero relacionado con la disociacidon de
ribosomas, aunque no hay evidencia real de que proporcione resistencia a TYLCV. Dentro de pelota
se localizaron dos SNPs en el promotor y uno en el primer exén entre los alelos resistente (ty-5) y
sensible (Ty-5) (Figura 20), y se observd que la expresidon de ambos no varia entre plantas infectadas
y plantas libres del virus. Por tanto, los autores de este estudio sugieren que el alelo sensible Ty-5
podria ser importante para la reproduccion del virus en la célula, y que el SNP localizado en la regién
exodnica de pelota represente una mutacidn que impida que esto ocurra.

EISNP del exdn, asociado a la transversion T por G, permitié el disefio del marcador molecular

de HRM asociado al ty-5 que se utiliza en nuestro programa de mejora (Tabla 5).

'3,118K 315K |3.120K 3121 K 3:122K 3123K 3124 K 3125K 13:126

Genes, NCBI Solanum ch,opersicum Annotation Release 103, 2018-08-08

<« PELOTA «
RNA-seq exon coverage, aggregate (filtered), NCBI Solanum chopemcum AnnotaUOn Release 103 - log 2 scaled

N U e HMW\

RNA-seq intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI Solanum lycopersicum Annotation Release 103 - log 2 scaled
|- -_l- AN BN N D O I|

SNP del exdn ‘
3,125,501

SNPs del promotor
3,125,924 y 3,125,925

Figura 20. Gen pelota en el cromosoma 4 del tomate (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/101251671). Se
indica la posicion fisica (pb) de los tres SNPs identificados por Wang et al. (2018c) entre los alelos Ty-5 y ty-5.

Desarrollo del programa de introgresion del gen ty-5

Los cruzamientos entre las lineas UMH y la fuente de resistencia TX 468-RG (cedida por Rafael
Ferndndez-Mufoz, Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterrdnea ‘La Mayora’ de
Malaga, CSIC) se realizaron en el ciclo de otofio de 2017. La generacién F; se retrocruzd en
primavera de 2018 para obtener las plantas del BC;, que se genotiparon y trasplantaron en otofio
de ese mismo afio. Las plantas adultas se seleccionaron fenotipicamente y se extrayeron las semillas

BC.. El proceso de seleccion genotipica y fenotipica se repitio en los ciclos de primavera y otofio de
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2019, obteniendo los BCs y BC,4, respectivamente. Durante el ciclo de primavera-verano de 2020, se

ha obtenido el retrocruce 5 (Figura 21).

En otofo de 2020, se seleccionaran plantas BCs de las lineas UMH 1200 y UMH 1406 con los

genes de resistencia en heterocigosis. Se autofecundaran para obtener todas las combinaciones de

genes de resistencia en homocigosis y estudiar el efecto de su introduccién en caracteres

agrondémicos y de calidad.
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Figura 21. Esquema del programa de introduccidn del gen ty-5 en las lineas de mejora UMH. En color amarillo
aprecen las fases realizadas por completo durante el periodo de esta tesis. El alelo resistente ty-5 es recesivo,
por lo que SS se refiere al genotipo homocigoto sensible, rr al homocigoto resistente y Sr al heterocigoto

sensible.
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1.4. Las lineas de mejora UMH y la agricultura de resiliencia

La produccién agricola ha mejorado sustancialmente el acceso a alimento a un gran nimero
de personas durante las Ultimas décadas. Sin embargo, este desarrollo ha originado también
impactos sociales y medioambientales como la escasez de agua, la degradacion del suelo o la
pérdida de biodiversidad, amenazando la viabilidad de la agricultura en muchas regiones del
mundo. De hecho, muchos éxodos rurales actuales en el planeta estan relacionados con la pérdida
de fertilidad del suelo y el creciente nimero de desastres ambientales derivados del cambio
climatico. Asegurar el acceso de calidad a la agricultura por parte de las comunidades mds
vulnerables debe ser un objetivo basico para la lucha contra la pobreza (ONU, 2018).

En la agricultura moderna se utilizan variedades mejoradas con alta dependencia a sistemas
de altos insumos (Ceccarelli, 1996). Sin embargo, reducir el aporte de fertilizantes debe ser
prioritario en el futuro, al mismo tiempo que se asegura la produccidn a nivel mundial. Y esto sélo
es posible a través de la seleccion de variedades locales adaptadas a sistemas de bajos insumos y
programas de mejora enfocados a la obtencidon de lineas con genotipos favorables en estos
ambientes (Gallais & Coque, 2005; Vance, 2001). Las variedades tradicionales son un excelente
punto de partida para estos programas, ya que muchas de ellas fueron seleccionadas por los
agricultores en ambientes de bajos insumos y condiciones de estrés.

El cultivo en zonas no éptimas, como son aquellas con suelos salinizados o suministro de agua
de riego salina, también debe ser contemplado. Las regiones aridas y semidridas con agricultura de
regadio de la zona mediterrdnea estdn altamente expuestas al fendmeno de salinizacidon debido a
las altas tasas de evapotranspiracion, el bajo nivel de precipitaciones, la sobreexplotacién y la
intrusién marina (Munns, 2005; Pulido-Bosch et al., 2018). De esta forma, es fundamental conocer
profundamente cémo debe ser el manejo del cultivo en estas zonas y estudiar qué variedades
presentan tolerancia, no sélo para evitar los efectos negativos de la salinidad, sino también para
desarrollar herramientas que mejoren la calidad del fruto. De hecho, se sabe que es posible
aumentar el contenido en azlcares y acidez en variedades de tomate con alto grado de tolerancia
a la salinidad cuando son cultivadas en ambientes salinos (Iglesias et al., 2015; Magan et al., 2008).

Durante esta Tesis Doctoral, se estudié la repuesta de seis lineas de mejora y dos hibridos
Muchamiel y De la pera a la reduccidn drastica de fertilizacién y al riego con agua moderadamente
salina. Se realizaron tres ensayos repetidos durante los ciclos de primavera de 2016, 2017 y 2018
en la finca de la EPSO-UMH, con el objetivo de evaluar el rendimiento y la calidad del fruto de las
lineas e hibridos procedentes de variedades adaptadas a las condiciones del sureste peninsular. Los
resultados de este estudio se muestran y se analizan en uno de los articulos que forman parte de

la tesis (Carbonell et al., 2020).
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1.5. Efecto de la introduccion de genes de especies silvestres relacionadas

En una serie de ensayos realizados con lineas de introgresion (Near Isogenic Lines, NILs) de
tomate Muchamiel y De la pera con diferentes combinaciones de resistencia a ToMV, TYLCV y
TSWV, (Rubio et al., 2016) encontraron descensos de hasta el 50% en produccién en aquellas que
contenian el gen Ty-1, asi como una reduccién en el contenido de acidez, afectando directamente
a la calidad del fruto.

La introduccion de genes procedentes de especies relativas silvestres es una practica muy
extendida desde la década de 1970. Sin embargo, no se conocen en profundidad los efectos de
pleiotropia de estos genes sobre otras caracteristicas fenotipicas, y tampoco qué influencia tiene el
linkage drag o efecto de arrastre de ligamiento, el cual es debido a la falta de recombinacion
genética en las zonas cercanas al gen de interés. Dependiendo de diversos factores, como la
posicidon del gen en el cromosoma o la presencia de inversiones cromosémicas, la introgresion de
un gen de interés suele conllevar la introduccion simultidnea de genes asociados muy dificiles de
eliminar mediante el retrocruzamiento. Por ejemplo, la introgresion del gen Ty-1 en tomate lleva
asociado un fragmento de 36 Mb de la especie silvestre S. chilense, lo que supone alrededor del
75% del cromosoma 6 (Hutton & Scott, 2017). La longitud de esta introgresién ha permanecido casi
invariable debido a la supresion de recombinacidon originada por dos reordenamientos
cromosomicos cuando Ty-1 fue introgresado en el tomate cultivado a partir de S. chilense LA1969
(Verlaanet al., 2011). El fragmento ligado al gen Tm-2a es incluso mayor, permaneciendo invariable
desde la década de 1970 en un altisimo porcentaje de las variedades de tomate modernas
(Schouten et al., 2019). La introgresién de esta resistencia conlleva la introduccion de 53 Mb
procedentes de S. peruvianum, un 70% de la longitud del cromosoma 9 (Schouten et al., 2019; G.
Zhu et al., 2018).

Algunos autores han evaluado la influencia de la introgresién de genes silvestres en
caracteristicas de interés en tomate (Brouwer & St. Clair, 2004; Tanksley et al., 1998) o tabaco
(Lewis et al., 2007), concluyendo que los genes asociados al gen de interés son responsables de
alteraciones fenotipicas en algunos casos. Sin embargo, la dimensidn real de este fendmeno en
tomate es practicamente desconocida. Desde esta perspectiva, dentro del ensayo con lineas de
mejora e hibridos UMH en condiciones de bajos insumos y salinidad realizado para esta Tesis
Doctoral, se han evaluado de los efectos de la introduccidn de los genes Tm-2a, Ty-1 y Sw-5 sobre

parametros agrondmicos y de calidad del fruto.
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Objetivos

El propdsito principal de esta Tesis Doctoral fue desarrollar diferentes aspectos del programa
de mejora de tomate del grupo de Biodiversidad y Mejora Genética de la UMH. Para ello, se

plantearon dos objetivos principales diseccionados en varios subobjetivos cada uno:

l. Contribucion al programa de mejora genética de tomate EPSO-UMH.

a. Obtencion de nuevas lineas de tomate.

b. Disefioy puesta a punto de nuevos marcadores moleculares para HRM.

c. Implementacién de la técnica HRM en el programa de mejora.

d. Complementacién de la resistencia a TYLCV mediante la introgresién del

gen ty-5 en lineas de mejora UMH.

1. Estudio del comportamiento de lineas de mejora e hibridos UMH con resistencias

a virus en condiciones de agricultura de resiliencia.

a. Evaluacion de caracteres productivos y de calidad de lineas e hibridos UMH
de tipo Muchamiel y De la pera en condiciones de cultivo de bajos insumos

y riego con salinidad moderada.

b. Evaluacion del efecto de la introgresion de genes de resistencia
procedentes de especies silvestres de tomate en diversos parametros

agrondémicos y de calidad.

50



3 MATERIALES Y METODOS

V







Materiales y métodos

Contribucion al programa de mejora genética de tomate EPSO-UMH

Ensayos previos al registro de lineas de mejora

Antes del registro de las lineas UMH obtenidas en el programa de mejora, se llevaron a cabo
una serie de ensayos para evaluar sus caracteristicas agrondmicas y de calidad y realizar la
comparativa con el parental tradicional correspondiente.

En el caso de las lineas UMH 1353 y UMH 1354, se realizaron cuatro ensayos en el ciclo de
primavera-verano del los afios 2011-2014. El primero de ellos fue al aire libre y el resto bajo el
invernadero de malla de la finca EPSO-UMH. En el caso de las lineas UMH 1400 y UMH 1401, se
llevaron a cabo tres ensayos en la primavera de los afios 2013, 2014 y 2015 bajo el invernadero de
malla. En cada ensayo, se establecieron dos repeticiones de 6-7 plantas para cada una de las lineas,
con crecimiento vertical a un tallo y densidad de 2,5 plantas/m?. La fertilizacién fue la convencional
para tomate en la zona.

Se evalud el rendimiento comercial, el peso medio del fruto, el nimero de frutos por planta
y el contenido de acidez (%) y sélidos solubles totales del fruto (2Brix). Se realizaron ANOVAS para
cada uno de los parametros evaluados en cada afio de ensayo por separado, comparando las lineas
UMH 1400 y UMH 1401 con el parental cherry tradicional, y las lineas UMH 1353 y UMH 1354 con

la accesion De la pera P21 y otras lineas de mejora UMH De la pera.

Diseiio de marcadores moleculares para HRM

Durante la tesis, se disenid un marcador asociado al gen Ty-1 y se puso a punto el marcador
del gen ty-5 facilitado por el Dr. Rafael Ferndndez-Muioz (Instituto de Hortofruticultura Subtropical
y Mediterranea ‘La Mayora’ de Malaga, CSIC), adecuados ambos para la técnica HRM.

El disefio del nuevo marcador de Ty-1 se basé en la seleccién de polimorfismos de tipo SNP
procedentes del array SolCAP (Sim et al., 2012), ubicados en la region de los genes Solyc06g051170,
Solyc06g051180 y Solyc06g051190 del genoma SL2.50 ITAG2.4 (Sol Genomics Network, SGN;

http://solgenomics.net/), los cuales codifican conjuntamente el gen Ty-1 (Verlaan et al., 2013). Se

escogieron los SNPs solcap_sl_snp_100298, solcap_sl snp 44625 vy solcap_sl_snp_ 44650,
correspondientes con tres loci polimdrficos entre variedades tradicionales Muchamiel y De la pera
sin resistencias genéticas y lineas de mejora UMH con el gen Ty-1 (datos no publicados). A partir de
ellos, se disefiaron diferentes cebadores mediante el programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000)
y se seleccionaron los mas adecuados para HRM en base al tamafo del amplicon de PCR, la

temperatura de melting y el grado de complementariedad.
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Puesta a punto de marcadores moleculares para HRM

Para comenzar la puesta a punto de los nuevos marcadores de Ty-1, se utilizaron las
concentraciones de los reactivos y las condiciones de PCR y melting de los marcadores disefiados
anteriormente por Alonso et al. (2015). Como material vegetal, se escogieron plantas
homocigédticas resistentes (conteniendo Ty-1 en homocigosis) y sensibles a TYLCV para evaluar qué
marcador distinguia con mas claridad estos genotipos.

En la puesta a punto del gen ty-5 se utilizd la linea de mejora TX 468-RG como control
homocigoto resistente, la cual fue facilitada por el Dr. Ferndandez-Mufioz. También se emplearon
lineas de mejora UMH sin ty-5 como control homocigoto sensible, e hibridos entre estas y TX 468-
RG como individuos heterocigotos. Se realizaron pruebas con diferentes concentraciones de MgCl,
y cebadores, asi como a diferentes temperaturas de anillamiento de los cebadores, nimero de

ciclos de PCRy duracién de cada etapa de la PCR.

Analisis HRM

Para la extraccion de ADN, se comenzé utilizando el metodo recomendado del CTAB (Murray
& Thompson, 1980). Poco después se reemplazo por el método del SDS (Dellaporta et al., 1983), ya
gue es mas sencillo y no requiere trabajar en campana de extraccion de gases. En todos los analisis
posteriores se resuspendid el precipitado de ADN en 50 ul de agua estéril, realizdndose a
continuacién una dilucién 1/10 para reducir la concentracion inicial de 150-300 ng/ul a 15-30 ng/ul,
gue es lo recomendable para HRM. En todas las pruebas se utilizaron dos controles homocigotos
resistentes, dos heterocigotos y dos homocigotos sensibles asociados a cada uno de los
marcadores.

Para realizar la PCR y la etapa de melting se utilizé el intrumento Lightcycler® 480 de Roche
Yy su software asociado, asi como las placas de 96 pocillos y los reactivos proporcionados por esta
marca. El volumen total de reaccién fue de 10 pl, la cual se compone por 9,5 ul de mezcla y 0,5 pl
de ADN de cada una de las muestras. El Master mix 5x de Roche incluye la AptaTaq Fast DNA
Polimerasa, dNTPs, el colorante intercalante del ADN y el tampdn de mezcla.

La mezcla de reaccidn para los marcadores T4 y B3 se compone de un volumen de 5 pl de
Master mix 5x, 1,2 pl de MgCl, 25 nM (concentracion final de 3 mM), 0,2 ul de cada cebador
(concentracidn final de 0,2 mM) y 2,9 pl de agua del kit de Roche. Las condiciones de PCR y melting
fueron las mismas para ambos marcadores, con un primer paso de desnaturalizacion del ADN
seguido de 45 ciclos de PCR y un posterior aumento gradual de temperatura o etapa de melting

(Figura 22). El ciclo umbral (C;) a partir del cual se produce el crecimiento exponencial de la curva
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de PCR es inferior a 30 en los dos marcadores. Para la visualizacidn de los resultados se utilizé el

software asociado al Lightcycler® 480.

PCR Melting
95 °C ! 95°C ! 95°C 95 °C
10:00 L0015 01:00

| 72 °C

e TEE

i 00:15 i

! < ! 01:00 01:00

X 45

Figura 22. Protocolo de HRM utilizado para los marcadores T4 y B3.

Etapas del programa de introduccidn del gen ty-5

Todos los ciclos de cruzamiento y retrocruzamientos se llevaron a cabo en el invernadero de
policarbonato del grupo de Biodiversidad Agricola y Mejora Genética, ubicado en la finca de la
EPSO-UMH de Orihuela, Espafia (38°4'N, 0°58'W y 25m sobre el nivel del mar). Se realizaron dos
ciclos por aifo, uno en primavera-verano y otro en otofio-invierno, empezando en el ciclo de otofno-
invierno de 2017. Cada ciclo comprende las etapas de siembra, seleccion genotipica, trasplante,
polinizacién, seleccion fenotipica y recoleccion de frutos (Tabla 7). Las semillas se sembraron en un
semillero comercial situado en Albatera (Alicante) y se trasplantaron al invernadero al cabo de 40-
50 dias, tras realizar la seleccidn genotipica con HRM. El cultivo de las plantas fue hidropdnico en
sacos de perlita, creciendo en vertical a un tallo principal. Se realizé fertirrigacion convencional para
tomate, con una conductividad eléctrica (CE) del agua alrededor de 2 dS/m. La polinizacién fue
manual, con el marcado de frutos polinizados mediante la eliminacidn de sépalos. Tras la evaluacion

de los retrocruces, se recolectaban los frutos de las plantas seleccionadas para extraer la semilla.

Tabla 7. Calendario aproximado y etapas en cada ciclo de cultivo.

Ciclo de primavera Cilo de otofio

Etapas F M A My J JI A S 0] N D

Siembra

Genotipado

Trasplante

Polinizacién

Fenotipado

Recoleccién
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Material vegetal del programa de introduccion del gen ty-5

Como parentales recurrentes se escogieron las lineas de mejora Muchamiel UMH 1200, con
resistencia a ToMV, TYLCV y TSWV, y UMH 1139, con resistencia a ToMV y TSWV. También se
eligieron cuatro lineas De la pera: UMH 1203 y UMH 1406, con resistencia a ToMV, TYLCV y TSWV,
UMH 1354, con resistencia a ToMV y TSWV, y UMH 1422, resistente Unicamente a TSWV (Figura
23). La linea UMH 1139 es mas productiva y posee mayor nivel de acidez en fruto que UMH 1200
(Garcia-Martinez et al., 2011, 2015). Las lineas De la pera UMH 1354 y UMH 1422 presentan
caracteristicas productivas y de calidad de fruto muy superiores a UMH 1203 (Garcia-Martinez
et al., 2016), mientras que la linea UMH 1406 se caracteriza por producir un gran nimero de frutos
de tamano reducido, con un peso medio menor a 70 g.

Como fuente de resistencia conteniendo el gen ty-5 en homocigosis se utilizé la linea TX 468-
RG (Figura 23), obtenida a partir del hibrido comercial Tyking (Royal Sluis, Paises Bajos). Las semillas
fueron proporcionadas por el Dr. Fernandez-Mufiioz, perteneciente al grupo de mejora genética de

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea ‘La Mayora’ de Mdlaga.

Seleccion fenotipica de retrocruces en el programa de introduccion del gen ty-5

La seleccion fenotipica de las plantas adultas se efectud a partir de las evaluaciones realizadas
por tres o cuatro componentes del grupo de mejora, divididos en dos grupos. Se evaluaron todos
los retrocruces plantados en el invernadero durante cada ciclo mediante la puntuacién de diversas
caracteristicas relacionadas con la planta y, especialmente, con el fruto (Tabla 8). Las escalas de
puntuacion escogidas en cada ciclo fueron determinadas por consenso entre los distintos
evaluadores, estableciendo valores maximos y minimos asociados a los extremos presentes entre
todas las plantas del invernadero. Tras la evaluacidon de cada caracteristica, se realizaba una
valoracion global de la planta puntuando 1, 2 o 3, lo cual fue fundamental para la seleccion de las
mejores plantas dentro de cada familia.

Tabla 8. Plantilla de evaluacién utilizada en el fenotipado de retrocruces, con escala de puntuacién para
cada caracteristica. El rizado del fruto se evalud en los Muchamiel, y la forma bombilla en los De la pera.

Hojas Planta Incidencia de virus
Amarillas Secas Necrosis Color Vigor
0-1-2-3-4 0-1 0-1 1-2-3 1-2-3 1-2-3
Fruto
Cuajado Hombro  Formaideal Rizado / forma Cl.ca.trlz Tamafio Peseta
bombilla pistilar
1-2-3 0-1-2-3 1-2-3-4-5 1-2-3-4-5 1-2-3 1-2-3 0-1-2-3
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1200 7m-2a, Ty-1 Sw-5 B W wlt T B « UMH 1139 Tm-23, Sw-

L]

TX 468-RG fy-5

Figura 23. Lineas de mejora UMH vy linea TX 468-RG (planta y frutos) utilizadas como parentales en el
programa de introduccion del gen ty-5. Se especifican en la imagen los genes de resistencia en homocigosis
que contiene cada una: Tm-2a (ToMV), Ty-1 (TYLCV), Sw-5 (TWSV) y ty-5 (TYLCV).
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Ensayos de campo

Los ensayos se llevaron a cabo durante la primavera de los afios 2016, 2017 y 2018 en la finca
experimental de la EPSO-UMH. El cultivo de las plantas fue en suelo, protegidas por un invernadero
de malla. En cada condicidn, se establecieron dos repeticiones de 6-7 plantas cada una para cada

linea e hibrido, con crecimiento vertical a un tallo y densidad de 2,5 plantas/m?.

Material vegetal

Se utilizaron tres lineas Muchamiel y tres De la pera con diferentes combinaciones de los
genes de resistencia Tm-2a, Ty-1 y Sw-5 en homocigosis, y un hibrido de cada tipo varietal con los
mismos tres genes en heterogicosis, obtenidos en el programa de mejora EPSO-UMH. Los hibridos
proceden del cruce de una linea Muchamiel (UMH 1101) y la variedad tradicional americana
Indische Fleisch (IF) por un lado, y el cruce de una linea De la pera (UMH 1203) y la accesidn
tradicional De la pera P21 por otro. Ambos hibridos se escogieron por su gran rendimiento y calidad
en ensayos preliminares. Los cultivares tradiciones Muchamiel y De la pera no fueron incluidos en

el ensayo debido a su gran susceptibilidad a ToMV, el cual es habitual en esta zona.

Condiciones de cultivo

Las lineas y los hibridos crecieron en condiciones de cultivo de tipo convencional, salinoy de
bajos insumos, en los mismos sectores del suelo cada afo. El agua de riego utilizada en los sistemas
convencional y salino fue tomada del rio Segura, con una conductividad eléctrica (CE) en torno a
0,6 dS/m. En estas dos condiciones, la fertilizacién fue la cominmente utilizada en esta zona para
tomate, caracterizada por un estercolado antes del trasplante y el suministro de fertilizantes
inorganicos mediante fertirrigacién durante el cultivo. Ademds, en el sector salino se afiadié NaCl,
al riego de forma progresiva, comenzando con un aporte minimo a los 30-40 dias del cultivo hasta
alcanzar alrededor de 6 dS/m de CE en el agua de riego durante las Ultimas 6-7 semanas de cultivo.
En bajos insumos no fue aplicado ningun tipo de abonado y se regd con agua potable para asegurar

la ausencia de residuos fertilizantes procedentes del rio.
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Medicion de la conductividad eléctrica

En cada condicidn de cultivo, se midid la CE del agua de riego en dos puntos diferentes y
también en el suelo a 15 y 30 cm de profundidad, por medio de dos sondas en cada nivel. La CE del
agua de riego se midid diariamente durante 11 semanas (desde mayo hasta el final de julio),

mientras la CE de las sondas se mididé 2-3 veces cada una de estas semanas.

Recogida de datos

El rendimiento fue expresado como el peso de todos los frutos recogidos por planta
(Kg/planta). También se registrd el nimero de frutos totales y el peso medio del fruto por planta.
La incidencia de podredumbre apical (blossom-end rot, BER) o peseta en las lineas De la pera fue
calculada como el numero de frutos afectados por planta, y el porcentaje de peseta como la ratio
entre el numero de frutos afectados y el nimero total de frutos por planta. La recoleccién se
extendio desde el final del mes de junio hasta finales de julio.

Para el analisis de la calidad organoléptica, se seleccionaron tres muestras por repeticién y
linea, con 3-4 frutos cada una. Los frutos se recolectaron en el estado de maduracion comercial
propio de este tipo de tomates (Figura 24). A partir del triturado de las muestras se midio la cantidad

de sdlidos solubles totales (en 2Brix) y el contenido en acidez expresado en % de acido citrico.

Muchamiel De la pera

Figura 24. Frutos Muchamiel y De la pera en estado de maduracion comercial o ‘pintén’. Fotografias en
diferente perspectiva de los mismos frutos.
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Andlisis estadistico

Las plantas afectadas por TYLCV o desdrdenes fisioldgicos con importantes pérdidas de vigor
y rendimiento fueron excluidas del estudio.

Se realizd un andlisis ANOVA con un disefio Split-plot con los afios como bloque (factor
aleatorio), las condiciones de cultivo como parcela (fijo) y las lineas como subparcela (fijo) para cada
parametro evaluado, separando por tipo de tomate. Se calcularon los gréficos de interaccion y los
intervalos LSD al 95% entre las lineas y las condiciones de cultivo. Los ANOVAS y los intervalos LSD
se determinaron mediante el procedimiento general de modelos lineales de Statgraphics Centurion
XVIlv. 17.2.00.

Se calcularon las correlaciones de Pearson y la significancia estadistica entre todos los
parametros evaluados con las medias de cada linea para cada parametro, afoy condicion. También
se calcularon las correlaciones entre los parametros y las diferentes CEs con las medias de cada

condicién para cada afno.
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‘De la pera’ is a tomato landrace that is very popular in a limited area in southeastern Spain.
The fruits from this landrace are juicy and have a firm texture, a strong flavor, and a high proportion
of seeds and mucilage. The fruit weight ranges between 75 and 125 g, and fruits are elongated-oval
to bell-like in shape, with dark green shoulders and no ribs. Like all tomato landraces, De la pera
cultivars are highly susceptible to several viruses, such as Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato
spotted wilt virus (TSWV), and Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Picé et al., 2002). A breeding
program for introgression of resistance to ToMV, TSWV, and TYLCV into several tomato landraces
has been carried out over the last 15 years at the Miguel Hernandez University (Spain). The breeding
line UMH 1203, homozygous for Tm-2°, Ty-1, and Sw-5 genes, was the first obtained within the ‘De
la pera’ tomato type (Garcia-Martinez et al., 2012). This breeding line has enabled farmers to obtain
acceptable harvests despite intense virus incidence conditions. Nevertheless, important decreases
in yield have been reported for this breeding line, ranging between 40% and 50% at low virus
incidence conditions (Garcia-Martinez et al., 2012). These results are likely due to introgressed
genes and/or linkage drag from the wild tomato species from which the resistance genes originally
come, as has been previously reported in processing tomatoes (Tanksley et al., 1998) and in tobacco
(Lewis et al., 2007). Previous work indicates that the introgression of TYLCV resistance has been
responsible for most of the decrease in yield obtained in fresh tomatoes (Rubio et al., 2012). For
this reason, breeding lines UMH 1422 (with only ToMV resistance) and UMH 1415 (with ToMV and
TSWV resistance) were developed (Garcia-Martinez et al., 2014). These lines have shown better
marketable yields than UMH 1203 and yields similar to those of the traditional De la pera cultivar
21 (P21). Furthermore, the new breeding lines UMH 1353 and UMH 1354 are available for cropping
in the spring-summer crop cycle, when the level of TYLCV incidence is lower. These new breeding
lines UMH 1353 and UMH 1354, with genetic resistance to ToMV and TSWV, have shown higher
marketable yields than the previously developed breeding lines UMH 1422 and UMH 1415 (around
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35% greater in open field trial and ranging between 15% and 20% greater in mesh-covered net

house trials) (Table 1).

Table 1. Yield traits, titratable acidity (TA), and soluble solids content (SSC) of the two new breeding lines.
The previously released breeding lines UMH 1415, UMH 1422, and UMH 1203 and De la pera cultivar P21
are included as reference. All the accessions were grown in the spring-summer crop cycle during the last 4

years, under the typical growing conditions of the region.?

Marketable yield Avg fruitwt  Fruit no. per TA (g/100 g)* SSC (2Brix)*

(kg/plant)’ () plant¥
Open field, 2011
UMH 1353 4.89% ¢ 90.5b 53.8c 0.57c 4.59
UMH 1354 421c 80.9 ab 53.2¢ 0.49b 4.46
UMH 1415 3.29b 75.7 a 43.2b 0.43b 4.31
UMH 1203 241a 76.9a 32.1a 0.44b 4.52
P21 454 c 1142 c 40.8 b 0.34a 4.47
Mesh-covered net house, 2012
UMH 1353 5.12¢c 86.6 b 519c 0.71b 5.20
UMH 1354 4.57c 77.6 ab 50.2 ¢ 0.69b 5.28
UMH 1422 3.94b 80.5 ab 436b 0.57 ab 5.22
UMH 1415 3.79 943 ¢ 36.6b 0.55 ab 5.00
UMH 1203 2.38a 725a 29.5a 0.43a 5.17
P21 3.56b 82.5ab 38.2b 0.48 a 5.23
Mesh-covered net house, 2013
UMH 1353 573¢c 74.2b 77.6b 0.40b 4.57 a
UMH 1354 437b 63.5ab 71.7b 0.49c 4.58 a
UMH 1422 3.97b 60.5 ab 66.3b 0.31a 4.74 ab
UMH 1415 4.09b 60.6 ab 68.9b 0.36ab 492b
UMH 1203 2.59a 549a 46.5 a 0.36ab 4.62a
P21 3.03a 713b 423 a 0.35a 4.71 ab
Mesh-covered net house, 2014
UMH 1353 4.77 bc 75.1b 64.2b 042c 5.69 abc
UMH 1354 4.99c 76.6 b 65.2b 0.36b 548 a
UMH 1422 4.12b 639a 64.4b 0.33b 5.59 ab
UMH 1415 432b 66.8 ab 64.7b 0.35b 5.80 bc
UMH 1203 249a 72.1ab 35.1a 0.29a 6.33d
P21 2.55a 65.5 40.5a 0.33b 593c

Plants were grown vertically with a single stem, with black plastic mulch to reduce the incidence of
weeds,with 2.7 plants/m2 in open field and 2.5 plants/m2 in mesh-covered net house.

YMean of 6-8 plants per plot for two replicates.

*Mean of 10 fruits in the same stage of ripening (with >50% of the surface showing red color) per plot for
two replicates.

“Mean values in a column followed by a different letter are significantly different according to the
Newman-Keuls’s multiple range test (P < 0.05).
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Origin

The breeding lines UMH 1353 and UMH 1354 were obtained by crossing a De la pera cultivar
(accession P21, previously selected for fruit morphological characteristics, uniformity, and high
yields) with the commercial cultivar Anastasia F; (Seminis Vegetable Seeds, Saint Louis, MO).
Anastasia F; was used as the donor parent of the Tm-2° and Sw-5 genes (Pérez de Castro et al.,,
2007), conferring resistance to ToMV and TSWV, respectively. Six generations of backcrossing were
performed to the De la pera cultivar using marker-assisted selection for the virus-resistance genes
(Table 2). Several trials were carried out under different infection conditions (mechanical
inoculation for ToMV and natural infection for TSWV) to check for the presence of resistance alleles
in the first backcross (BC) generations and to assess the effectiveness of the molecular markers. In
addition, high selection pressure for desirable ‘De la pera’ characteristics (bell shape, green
shoulder, low sensitivity to blossom-end rot) and good agronomic behavior (proper fruit set,
sufficient uniformity among fruits and vyields) was applied during the backcrossing process.
Progenies for each BC generation were screened with molecular markers for Tm-2° and Sw-5 genes.
All plants containing the set of the two resistance genes (usually between five and 10 plants) were
transplanted and then crossed with the recurrent parent. Only the best plants (between two and
four) were selected for further backcrossing. After the selfing of two BCs double heterozygous
plants, followed by two generations of selfing and selection, the pure-breeding UMH 1353 and UMH
1354 lines, homozygous for Tm-2° and Sw-5 (Table 3), were selected using molecular markers.

These lines were then multiplied by self-pollination in a greenhouse under controlled conditions.

Table 2. Primer sequence, PCR conditions, and restriction enzyme using the molecular markers linked to
Tm-2a and Sw-5 genes.

PCR conditions

. Cycles Annealing temp Restriction
Gene Primer sequence
(no.) (eC) enzyme
Tm-2° AGGTTGTTGCACCGATTGAT 35 55 BsuRl
AAGCCGTTCCGATAAACTGA
Sw-5 AAGCCGAATTATCTGTCAAC 35 50 Trul

GTTCCTGACCATTACAAAAGTAC

PCR = polymerase chain reaction.
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Description and Performance

UMH 1353 and UMH 1354 have indeterminate growth with intermediate foliage density and
medium-sized fruits (70-90 g) with bell shape and green shoulders (Fig. 1). Both lines are
homozygous for the Tm-2° and Sw-5 resistance genes (Table 3). Between 2011 and 2014, we
cultivated UMH 1353 and UMH 1354 breeding lines together with three previously developed
breeding lines and the cultivar P21 in different conditions (open field and in mesh-covered net
houses) in the spring-summer crop cycle, the most widely used cycle in the traditional area of
cultivation for the ‘De la pera’ tomato. In terms of desirable agronomic traits, UMH 1353 and UMH
1354 surpassed UMH 1203 breeding line that contained resistance to ToMV, TYLCV, and TSWV. The
increase in marketable yield was especially significant for the UMH 1353 and UMH 1354 lines, which
obtained nearly double the marketable yields of the UMH 1203 line (Table 1). The marketable yields
of the UMH 1353 and UMH 1354 breeding lines surpassed the yields of the previously developed
breeding lines in three of the four studied cycles. The marketable yields of these new lines ranged
between 4.21 kg/plant and 5.73 kg/plant, which are high for a tomato landrace. In terms of the
number of fruits produced, the increases among the new breeding lines with respect to the
previously developed lines were similar to increases in marketable yield (around 50%). With respect
to the average fruit weight, however, differences between the lines were less pronounced, with the
new lines showing increases of around 15% to 20% with respect to the other lines studied.
Furthermore, UMH 1353 and UMH 1354 obtained titratable acidity values similar to or higher than
the other breeding lines. In terms of soluble solids content, significant differences were only found
in two of the four studied cycles, with the UMH 1353 and UMH 1354 breeding lines showing similar
or lower values with respect to the previously released breeding lines and the traditional cultivar.

The small differences between UMH 1353 and UMH 1354 breeding lines can be seen in Table 1.

Table 3. Genotype for each resistance gene (RR: resistant homozygous, ss: susceptible homozygous) for
the two new breeding lines. The UMH 1415, UMH 1422, and UMH 1203 breeding lines and De la pera
cultivar P21 are included as reference.

Genotype
Breeding Line / Cultivar Tm-2a Ty-1 Sw-5
UMH 1353 RR sS RR
UMH 1354 RR sS RR
UMH 1422 RR ss ssS
UMH 1415 RR sS RR
UMH 1203 RR RR RR
P21 ssS ss ssS
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Fig. 1. Plants with fruits in different ripening stages of the breeding lines UMH 1353 and UMH 1354,
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Use

UMH 1353 and UMH 1354 have genetic resistance to ToMV and TSWV, viruses that often
infect tomato landrace crops in southeastern Spain, especially in open field conditions (Cebolla-
Cornejo et al., 2007). This study found that 67% and 18% of the farms or smallholdings analyzed
near the city of Valencia were infected with ToMV and TSWV, respectively. The two new breeding
lines UMH 1353 and UMH 1354 are available for cropping in the spring-summer production cycle,
which is the most important cycle in the traditional area of cultivation for the ‘De la pera’ tomato.
This is when the level of TYLCV incidence is less intense due to the low population levels of the
whitefly vector Bemisia tabaci (Genn.). Cultivation of these breeding lines is also feasible in the
summer-autumn cycle (when the level of TYLCV incidence is higher), either in greenhouses or mesh-
covered net houses with an enclosure in good condition, making it possible to effectively control
the vector. As described above, these two new breeding lines have shown higher marketable yields
than the previously developed breeding lines. As with previous releases produced by this breeding
program, UMH 1353 and UMH 1354 are under study to be marketed by private companies. These
breeding lines may be used to develop F; hybrids by crossing them with other ‘De la pera’ landraces
to increase vyield by using genetic resistance to ToMV and TSWV in a heterozygous state.
Furthermore, these new lines can also be used in breeding programs to facilitate the introgression

of these resistance genes into other landraces.

Availability

Small trial seed samples of all the breeding lines are available for research purposes (please

contact authors).
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Cherry tomato (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) is a commercial type including
cultivars with several growth habits (determinate, semi determinate, and indeterminate), with long
clusters and fruits weighting between 10 and 30 g. In the last years, cherry tomato has shown an
increasing market share. Like all tomato landraces, cherry cultivars are susceptible to several
viruses, such as Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato yellow
curl virus (TYLCV) (Cebolla-Cornejo et al., 2007), PepMV (Gémez al., 2012), ToTV (Verbeek et al.,
2007), or ToLCNDV (Juarez et al., 2019). A breeding program for introgressing of resistance to
ToMV, TSWV, and TYLCV into several tomato landraces has been carried out over the last 20 years
at Miguel Hernandez University (Spain) (Carbonell et al.,, 2018). The breeding line UMH1400
(homozygous for Tm-2a, Ty-1, and Sw-5 genes) and UMH1401 (homozygous for Tm-2a and Sw-5
genes) are the first releases obtained within the cherry tomato type in the EPSO-UMH tomato
breeding program. These breeding lines enable farmers to obtain acceptable harvests despite
intense virus incidence conditions. Nevertheless, important decreases in yield have been reported
for the breeding line UMH1400 (with TYLCV resistance), ranging between 35% and 48%. Previous
work indicates that the introgression of TYLCV resistance has been responsible for most of the
decrease in yield obtained in fresh tomatoes (Rubio et al., 2012). For this reason, breeding line
UMH1401 (without TYLCV resistance) was developed. This line has shown better marketable yield

than traditional cherry cultivar and similar titratable acidity (TA) and soluble solid content (SSC).

Additional index words. Solanum lycopersicum, TOMV, TSWV, TYLCV, Tm-2a gene, Sw-5 gene, Ty-
1 gene.
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Origin

The breeding lines UMH1400 and UMH1401 were obtained by crossing a cherry cultivar
[accession cherry pera, previously selected for fruit morphological characteristics, uniformity, and
high quality (Ruiz and Garcia-Martinez, 2009)] with the commercial cultivar Anastasia F1 (Seminis
Vegetable Seeds, Saint Louis, MO). ‘Anastasia F1’ was used as the donor parent of the Tm- 2a, Sw-
5, and Ty-1 genes (Pérez de Castro et al., 2007), conferring resistance to ToMV, TSWV, and TYLCV,
respectively. Twelve generations of backcrossing were performed to the cultivar cherry pera using
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) markers for assisted selection for the virus
resistance genes (Garcia-Martinez et al., 2016). Several trials were carried out under different
infection conditions (mechanical inoculation for ToMV and natural infection for TSWV) to check for
the presence of resistance alleles in the first backcross (BC) generations and to assess the
effectiveness of the molecular markers. Progenies for each backcross generation were screened
with molecular markers for Tm-2a, Sw-5, and Ty- 1 genes, described in Garcia-Martinez et al. (2016).
In each BC progenie, only plants containing the three resistance genes (usually between 5 and 10
plants) were transplanted and then crossed with the recurrent parent cherry pera. Only the best
plants per progenie (usually between two and four) were selected for further backcrossing. This
selection was based on desirable cherry characteristics (fruit shape and size, low sensitivity to
blossom-end rot), good agronomic behaviour (proper fruit set, sufficient uniformity among fruits
and yields), and high quality (soluble solid content and titratable acidity). After the selfing of one
BC12 triple heterozygous plant, followed by two generations of selfing and selection, the pure-
breeding line UMH1400 (homozygous for Tm-2a, Sw-5, and Ty- 1) and UMH1401 (homozygous for
Tm-2a and Sw-5) (Table 1) were selected using molecular markers. These lines were then multiplied

by self-pollination in a greenhouse under controlled conditions.

Table 1. Genotype for each resistance gene [resistant homozygous (RR) and susceptible homozygous(ss)]
for the two new breeding lines. Cultivar cherry perais included as reference.

Genotype
Breeding Line / Cultivar Tm-2a Ty-1 Sw-5
UMH1400 RR RR RR
UMH1401 RR ss RR
Cherry pera ss ss ss
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Description and Performance

UMH1400 and UMH1401 breeding lines have an indeterminate growth habit with
intermediate foliage density and small-sized fruits (8—16 g) in a bell shape. UMH1400 is homozygous
for the Tm-2a, Sw-5, and Ty-1 resistance genes, while UMH1401 is homozygous for the Tm-2a and
Sw-5 resistance genes only (Table 1). Between 2013 and 2015 we cultivated UMH1400 and
UMH1401 breeding lines together with the cultivar cherry pera in a mesh-covered net house in the
spring—summer crop cycle, the most widely used cycle in the traditional area of cultivation for
tomato in south-eastern Spain. UMH1400 shows significant decreases with respect to cultivar
cherry perain marketable yield (ranging between 35% and 48%), aver- age fruit weight (except year
2013) (about 15%), and fruit number per plant (ranging between 18% and 40%), as well as in
titratable acidity (TA) (ranging between 17% and 35%) and soluble solid content (SSC) (about 15%)
(Table 2). These decreases are due to the introgressed genes themselves and/or to the linkage drag
associated with the Ty-1 gene, which confers resistance to TYLCV (Rubio et al., 2016). The negative
effect of resistance gene introduction from wild relatives has been previously described in tomatoes
for industrial use (Tanksley et al., 1998) and for fresh consumption (Brouwer and St. Clair, 2004)
and in tobacco (Lewis et al., 2007). UMH1401 shows a significant increment with respect to the
cultivar cherry pera in marketable yield (ranging between 15% and 35%) and average fruit weight
(ranging between 18% and 39%). No significant differences have been found for the average fruit
weight, TA and SSC. In previous works, breeding lines without TYLCV resistance had higher TA and
SSC (ranging between 5% and 15%) than recurrent parentals in some crop cycles, both ‘Muchamiel’
(Garcia-Martinez et al., 2015) and ‘De la pera’ types (Garcia-Martinez et al., 2016). Comparing the
breeding lines, UMH1400 shows significant decreases with respect to UMH1401 in marketable yield
(ranging between 48% and 65%), average fruit weight (ranging between 15% and 33%), fruit
number per plant (ranging between 35% and 63%), TA (ranging between 19% and 26%) and SSC
(ranging between 10% and 17%) (Table 2). As previously mentioned, these decreases are due to the

TYLCV resistance introgression.

Use

UMH1400 and UMH1401 breeding lines have genetic resistance to ToMV and TSWV, which
often infect tomato landrace crops in south-eastern Spain, especially in open field conditions
(Cebolla-Cornejo et al., 2007). The two new breeding lines are available for cropping in the spring—
summer production cycle, which is the most important cycle in the traditional area of cultivation
for the tomato in south-eastern Spain, when the level of TYLCV incidence is less intense due to the

low population levels of the whitefly vector Bemisia tabaci (Genn.). Cultivation of these breeding
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lines is also feasible in the summer—autumn cycle (when the level of TYLCV incidence is higher),
either in greenhouses or mesh-covered net houses with an enclosure in good condition, making it
possible to effectively control the vector. The UMH1400 breeding line, with TYLCV resistance, is
available also for open-air cropping, where the viruses’ incidence is especially intense, allowing
farmers to obtain an acceptable yield. These breeding lines may be used to develop F1 hybrids by
crossing them with other cherry landraces to increase yield by using genetic resistance to ToMV,

TSWV, and TYLCV in a heterozygous state.

Table 2. Yield traits, titratable acidity (TA), and soluble solids content (SSC) of the two new breeding lines.
Cultivar cherry pera is included as reference. All the accessions were grown in the spring—summer crop
cycle during 3 years, under the typical growing conditions of the region.”

Marketable yield Avg fruit Fruit number per  TA (g/100 SSC (2Brix)Y
(kg/plant)’ wt (g)* plant® g)
2013
UMH1400 2.22%a 58.2 38.4a 0.32a 4.7 a
UMH1401 3.14b 67.2 50.0b 0.40b 52b
Cherry pera - - - - -
2014
UMH1400 2.67a 53.4a 49.8 a 0.44a 55b
UMH1401 447 c 61.4b 73.1b 0.60 b 5.6b
Cherry pera 3.51b 64.9b 53.7a 0.63b 5.3a
2015
UMH1400 2.75a 58.7 a 50.1a 0.39 52b
UMH1401 4.83 b 72.7b 66.4 b 0.36 55c¢
Cherry pera 413a 76.9b 56.2 a 0.36 43a

ZMean of six to eight plants per plot for two replicates. The experiments were completely randomized designs.
YMean of 10 fruits in the same stage of ripening (with >50% of the surface showing red color) per plot for two replicates.

*Mean values in a column followed by a different letter are significantly different according to the Newman—Keuls’s
multiple range test (P < 0.05).

WPlants were grown vertically with a single stem, with black plastic mulch to reduce the incidence of weeds, with 2.5
plants/m2 in a mesh-covered net house.

Availability

Small trial seed samples of the breeding lines are available for research purposes (please

contact authors).
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Abstract: In 1998, the plant breeding team at the School of Engineering of Orihuela (EPSO), part of the
Miguel Hernandez University (UMH) in Elche, commenced a tomato breeding program. Marker-assisted
selection and backcrossing were used to simultaneously introduce three genes (Tm-2a, Ty-1 and Sw-5)
that confer resistance to relevant viruses, such as tomato mosaic virus (ToMV), tomato yellow curl virus
(TYLCV), and tomato spotted wilt virus (TSWV), to traditional varieties of local tomatoes, specifically the
“Muchamiel” and the “De la pera” types. After each backcross, cleaved amplified polymorphic sequence
(CAPS) molecular markers were used to select the plants with the resistance genes of interest. A
previously described marker was used for TSWV, and new markers were designed for ToMV, and TYLCV
using available sequences in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database. In
parallel to the breeding program, several molecular markers—Sequence Related Amplified
Polymorphism (SRAP), Simple Sequence Repeats (SSRs), Amplified Fragment Length Polymorphisms
(AFLPs), Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), and (GATA)4 probes—were used to study genetic
variability, and to identify a collection of Spanish and Italian traditional tomato varieties. The results
showed a limited genetic variability among cultivated tomato varieties. The breeding lines Muchamiel
UMH 1200, and De la pera 1203 (both with homozygous resistance to the three viruses) were the first
new varieties that were obtained. They were included in the Register of Protected Plant Varieties in
2013. Lines without a resistance to TYLCV were also developed and protected in 2017. We have begun
to use SNP massive genotyping for studies of genetic association, and for selecting plants with the Ty-1
gene with less linkage drag. Molecular markers have been extremely useful in identifying the different

steps of the tomato breeding program at EPSO-UMH.

Keywords: Muchamiel; De la pera; ToMV; TYLCV; TSWV
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1. Introduction

Over the years, traditional agriculture has produced an enormous range of local plant
varieties that have been adapted to specific environmental conditions and for local uses and
preferences. With no knowledge of genetics or statistics, farmers have created new varieties by
saving the seeds from the best plants for the following year. These plants have been selected for
their organoleptic qualities (including flavor, aroma and texture), their adaptation to the local
environment (resistance to frost and drought, proper fruit set, etc.), and their suitability for
different local uses (such as fresh consumption, canning, and drying). In southeastern Spain, there
are a number of local tomato varieties, including the “Muchamiel” from Alicante, the “Tres cascos”
from Elche, the “De la pera” from the Vega Baja del Segura region of Alicante, the “Valenciano”
from Valencia, the “Flor de Baladre” from Murcia, and the “Morunos” from different regions. The
Muchamiel and the De la pera, which have traditionally been cultivated in the province of Alicante,
are particularly esteemed for their exceptional organoleptic quality. In local markets, they can be
sold at a price that is six times higher than that of hybrid varieties [1].

Intensive farming, however, requires varieties that are consistently and highly productive in
different systems and cycles, that are exceptionally uniform in size, shape and color, and that show
a certain level of resistance to the different infestations, diseases and disorders that can affect the
crop. Traditional varieties tend to fall short in at least one of these categories.

In fact, many traditional tomato varieties in southeastern Spain are endangered because of
their high susceptibility to the three main viruses affecting tomatoes in the area: tomato mosaic
virus (ToMV), tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), and tomato spotted wilt virus (TSWV) [2].
Because of these viruses, in addition to other factors, traditional tomatoes are less attractive to
farmers than modern hybrids, which are resistant to these viruses and are also far more productive.
Yet, giving up on the traditional varieties could result in an irreversible loss of vital genetic variability
[3]. For economic reasons, improving upon varieties with a limited market share is not a priority for

seed companies and therefore should be undertaken by public institutions [4].

2. Genetic variability studies in tomato

Morphological traits (such as the shape, size, and color of the different parts of the plant),
and agronomical traits (such as yield, the ability to set in adverse conditions, and resistance to
different biotic and abiotic stresses) are often very useful to distinguish traditional and commercial
tomato varieties, even by visual inspection. However, there are other traits that can only be
detected by using analytical methods. This is the case for the levels of different key components

(such as sugars, acidity, or microelements), and the volatile compounds responsible for aroma. To
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study these traits, which are subtler than the more obvious differences, it is often necessary to use
a specific methodology. Despite the fact that these subtle differences (such as fruit composition)
are more difficult to see, they are, nevertheless, equally as important as the more obvious
differences. We already know that cultivated tomatoes have a narrow genetic base [5].

This narrow genetic base is probably due to the bottleneck effect that occurred during
tomato domestication [5]. Based on estimates made with DNA markers, the relative species of wild
tomatoes are much more variable than their cultivated counterpart at the whole genome level. It
is estimated that the genomes of tomato cultivars contain <5% of the genetic variation of their wild
counterparts [5]. In other words, cultivated tomatoes vary tremendously in their fruit size, shape,
color, firmness, soluble solids, volatile aroma content, and acidity, but have little genetic variation
elsewhere in their genome [6,7]. In one study, notable differences in parameters, such as flavor,
texture and micronutrient content, between the traditional Muchamiel and De la pera varieties,
and a modern F; hybrid, were found [8]. Four years later, different aromatic profiles in Muchamiel

accessions, De la pera accessions, and a F; hybrid, were also found [9].

3. Molecular markers in variability studies

Despite these previous findings and observations, it had not been possible to distinguish the
phenotypic variation among the characterized accessions at the genetic level. For this reason, in
parallel to the breeding program, our group began to study variability using different molecular
markers, which would make it possible to distinguish between the different traditional varieties and
to coherently organize them according to genotype. Our group believed this would be an
informative and exceptionally powerful approach in the breeding program. Tomato was one of the
first crops in which molecular markers were used to study genetic variability. In the genetic
variability studies of tomato, a number of DNA markers, such as SSR [10,11] and AFLP [12], were
successfully used. SSR [13,14] and (GATA)4 probes [15,16] were also successfully used for variety
identification.

Our group has performed a range of variability studies, mostly using accessions from closely
related traditional European tomato varieties. In these studies, we have been able to confirm the
efficacy of certain molecular markers in differentiating between varieties, and in grouping similar
varieties together. The results of the different marker analysis studies that we have carried out are

detailed below, and are summarized in Table 1.
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Table 1. Markers used in the genetic variability studies.

Marker Number Numberof % of Polymorphic  Usability
Bands Bands

SRAP 26 384 60 Distinguish between cultivar types, wild
relatives and 14 of 16 traditional cultivars
studied

SSR 10+9 77 98 Distinguish between cultivar types, wild
relatives and 23 of 34 traditional cultivars
studied

AFLP 7 470 40 Distinguish between cultivar types, wild
relatives and 24 of 31 traditional cultivars
studied

(GATA)4 N.A. 30 100 Distinguish between cultivar types, Spanish

traditional cultivars and 4 of 10 Italian
traditional cultivars studied

SNP 41 N.A. 76 Distinguish traditional cultivars from
modern cultivars, hybrids and wild relatives

N.A.: Not applicable.

3.1. Sequence Related Amplified Polymorphism (SRAP)

The SRAP technique is based on an amplified polymerase chain reaction (PCR), and it is
designed to detect polymorphisms in the DNA sequence [17].

In 2005, we carried out a variability study using SRAP and single sequence repeat (SSR)
markers in traditional Spanish varieties, including the Muchamiel, the De la pera, the Moruno,
commercial hybrids, and wild tomato species [18]. A total of 26 not specific for tomato primers
were used. These primers made it possible to identify polymorphisms between the main varieties,
and to distinguish between cultivar types and the wild relatives under study (De la pera, Muchamiel,
Moruno, hybrids, S. pimpinellifolium, S. chilense and S. peruvianum). It was even possible to
differentiate between the different accessions within each group. Although the SRAP markers are
dominant and not very polymorphic, they have significant coverage throughout the genome and
produce a more in-depth variability study than the SSRs used in the same analysis. SRAP, for
example, made it possible to distinguish between the Mexican variety of Zapotec tomato and the

Spanish varieties, which SSRs were unable to do.

84



Publicaciones

3.2. Simple Sequence Repeat (SSR)

SSR markers, or microsatellites, are short tandem repeats in DNA sequences, mostly between
two and four base pairs (bp) [19]. These markers are highly polymorphic because the repeated
sequences vary significantly between the different genotypes.

In the study mentioned above [18], our group used 10 previously selected microsatellites for
tomato. With only three SSRs, we were able to differentiate between the three main types of
cultivated tomatoes under study (Muchamiel, De la pera and Moruno). Nevertheless, despite using
10 SSRs, we were unable to differentiate between the different cultivars within each varietal type,
which could be done using SRAP. SSR markers are highly polymorphic, but they are concentrated in
very specific loci within the genome, and they have very little genomic coverage. As a result, we
were unable to find polymorphisms between highly similar accessions.

In a second study, we used up to 19 microsatellites selected for tomato, but we were unable
to distinguish between all of the cultivars evaluated, even though there were clear phenotypical
differences. Nevertheless, only four SSRs were necessary to differentiate between the three main
varietal groups (Muchamiel, De la pera, and Moruno) [20].

The results of both studies demonstrate the minimal genetic variability among cultivated

tomato varieties.

3.3. Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs)

AFLPs are molecular markers used to detect polymorphisms in the DNA sequence. After the
restriction enzyme digestion of DNA, certain fragments are selected for amplification [21].

In a variability study conducted by our group [20], the obtained results were compared using
19 microsatellites and seven combinations of AFLP markers. The AFLPs made it possible to
distinguish between the main varietal groups, although out of the 43 accessions studied, there were
seven that could not be identified with certainty, and they were all traditional Spanish varieties.
Using the SSR analysis, 11 accessions could not be differentiated, and, once again, they were all
Spanish varieties. Curiously, the seven accessions that could not be identified using AFPLs were
different from the 11 in the SSR analysis. This means that all of the cultivars used in the study could
be identified using a combination of both markers.

Once again, the results showed the limited genetic variability among cultivated tomato

varieties.

85



Publicaciones

3.4. (GATA)4 probes

Labelled (GATA)4 probes are molecular markers based on the hybridization of a short
sequence (16 nucleotides, with the GATA motif repeated four times), which hybridizes when it finds
a complementary sequence [22]. The (GATA)4 technique was developed in 1995, and it has been
used to successfully distinguish between varietal types, and also between different accessions
[15,16,23].

In 2013, researchers at UMH and the Universita degli Studi di Napoli Federico Il (Naples, Italy)
performed a variability study of traditional Spanish and Italian varieties, including accessions from
the Muchamiel, and the De la pera type tomatoes, and the Italian varieties San Marzano, and
Sorrento [24]. The (GATA)4 probes could clearly detect differences between all of the Spanish
accessions studied, but not the Italian accessions. Furthermore, the researchers found
polymorphisms between different plants within a single accession in 14 of the 26 accessions studied
(in a previous study, SSRs were only able to detect polymorphisms in two out of the 16 accessions
studied). This level of polymorphism is not unusual, given that small-scale farmers have not
traditionally considered crop uniformity as an essential factor in their selection process.

The results of this study confirmed that (GATA)4 probes are a powerful tool for studying
variability between closely related tomato accessions. The markers are able to distinguish between

plants at a much deeper level than SSRs, SRAPs, and AFLPs.

3.5. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

A SNP is a variation in a single nucleotide in the DNA sequence [25]. SNPs are the most
abundant polymorphisms in the genome, making them highly useful in both genetic variability and
phylogenetic studies.

Our group studied 41 SNPs, obtained from expressed sequence tags (ESTs), in several
different tomato varieties, including traditional varieties (mostly Spanish), commercial hybrids, and
wild tomato varieties [26]. These markers were selected because they were readily detected on
standard agarose or polyacrylamide gels, which was the equipment available in our laboratory at
that time. This study found that it was not possible to differentiate between all of the traditional
cultivars, although the researchers were able to distinguish between wild accessions and hybrid
varieties.

The level of polymorphism found in this SNP study was therefore lower than the levels found
in previous studies on the Muchamiel, De la pera, and Moruno varieties using SSRs, AFLPs, and
SRAPs. This was perhaps due to the fact that the SNPs were obtained from ESTs, which are coding

regions of DNA that show fewer mutations than non-coding regions and where it is typical to find
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more variability. Perhaps it would have been more interesting to study SNPs that are outside

functional genes, which are highly polymorphic regions [27].

4. Traditional tomato variety breeding program

In 1998, the plant breeding team at the School of Engineering of Orihuela (EPSO), part of the
Miguel Hernandez University (UMH) in Elche, commenced a breeding program using marker-
assisted backcrossing in order to simultaneously introduce genes that confer resistance to the three
most relevant viruses found in traditional local tomato varieties, specifically in the Muchamiel and
the De la pera types. We have used the genes Tm-2a, and Sw-5, which come from the wild tomato
Solanum peruvianum L. [28,29] to confer resistance to ToMV, and TSWW, respectively, and the
gene Ty-1, which confers resistance to TYLCV and originated in another wild tomato series, the
Solanum chilense (Dunal) Reiche accession LA1969 [30].

We have performed the following steps in our program: agronomic characterization of the
traditional varieties and of the sources of resistance; performance of crossings; performance of
backcrossings; fixation of the resistance genes; selection of the best lines; and application for
registration in the Spanish Register of Protected Plant Varieties.

As mentioned above, the first step in the breeding program was to characterize and select
the most suitable plant material. Since the program aims to help preserve the genetic variability of
certain traditional tomato varieties in southeastern Spain, it was essential to fully understand the

plant material before proceeding.

5. Molecular markers in resistance gene introgression

The first step in our breeding program was to characterize different accessions of interest in
order to select those that met the minimum quality standards. Based on these characterizations,
we selected M18 Muchamiel accession, and P21 De la pera accession to be used as traditional
parentals in the program. The next step was to manually cross these accessions with the F; hybrid
Anastasia (Seminis Vegetable Seeds), which is a source of resistance that contains the genes Tm-
2a, Sw-5, and Ty-1.

The descendants obtained from the traditional varieties were repeatedly backcrossed with
the initial parents in order to recover as much of the genome as possible. After each backcross,
cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) molecular markers were used to select the plants
with the resistance genes of interest. To do this, it was necessary to use specific markers that would

efficiently recognize the presence or absence of these genes.
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CAPS markers are short DNA fragments amplified by PCR and later digested by restriction
enzymes, which produces a pattern of bands that makes it possible to distinguish between
homozygous and heterozygous individuals. The CAPS markers used thus far in the breeding
program are detailed below.

High selection pressure for desirable traditional cultivar characteristics (such as shape, and
organoleptic quality) and good agronomic behaviour (proper fruit set, sufficient uniformity among
fruits, and yields) was applied during the backcrossing process. Only the best plants (between one

and three per progeny) were selected for further backcrossing.

5.1. CAPS linked to the Sw-5 gene

The CAPS markers we used to select individuals resistant to TSWV have been successful thus

far in the breeding program [31].

5.2. CAPS linked to the Ty-1 gene

The ApsF-2 marker was developed specifically for this breeding program from the isoenzyme
marker Aps [32]. In earlier studies and in this breeding program, ApsF-2 has proven to be a suitable

marker for confirming TYLCV tolerance.

5.3. CAPS linked to the Tm-2a gene

Initially, we tried to use two previously described CAPS markers [33,34]. After determining
that these markers did not work correctly with our material, we designed new CAPS markers, using
the allele sequences Tm-2a (AF536201) and tm-2 (AF536199), which were entered into the National

Center for Biotechnology Information (NCBI) database [35].

5.4. Other examples of tomato breeding programs with MAS (Marker-Assisted Selection)

Tomato was among the first crop species for which genetic markers were suggested as
indirect selection criteria for breeding purposes and for which molecular markers and maps were
developed [36,37]. Private companies do not disclose the markers that they use. However, there
seems to be a considerable use of markers for various purposes, including testing hybrid purity,
screening breeding populations for disease resistance, and marker assisted backcross breeding [38].
The use of MAS in tomato breeding in public research institutions is well documented. The breeding

programs that use MAS and send their results to the Register, are summarized in Table 2.
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Table 2. Public research institutions with tomato breeding programs, coordinators and objectives.

Breeding Program Coordinators Traits
University of Florida J.W. Scott and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
S.F. Hutton Verticillium dahliae, Stemphyllium solani,
TSWV, TYLCV
University of North Carolina R.G. Gardner Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,

Verticillium dahliae, Alternaria solani, TSWV

United States Department of J.R. Stommel Beta carotene content
Agriculture
Ohio State University M. Francis Xanthomonas euvesicatoria

6. Lines obtained in the EPSO-UMH breeding program

When we consider that the characteristics of the traditional variety have been recovered
(after five to eight backcross generations, depending on the line) and the pure-breeding lines have
been obtained, selecting the plants that show homozygous resistance due to introgressed genes is
necessary. These plants were selected using the three CAPS markers and the progenies were
obtained by self-pollination during the last backcross generation.

In 2013, the EPSO-UMH breeding program obtained its first plant variety certificates for the
lines UMH 1200 (a Muchamiel-type tomato), and UMH 1203 (De la pera), which both show
homozygous resistance to the three viruses of interest (Table 3). The morphological characteristics
and quality of these lines are similar to those found in the traditional varieties from which they are
derived. Nevertheless, homozygous resistance to TYLCV considerably reduces production (up to
40%), particularly in TYLCV-free conditions, which are possible in greenhouse cultivation [39,40].
This decrease in production is due to the introgressed genes themselves and/or to the linkage drag
associated with the resistance genes, particularly the Ty-1 gene. This problem has been previously
described in tomatoes for industrial use [41], in tobacco [42], and in tomatoes for fresh
consumption [43].

In an attempt to avoid these problems, we have developed lines that are not resistant to
TYLCV. Within the Muchamiel type, we have developed the lines UMH 1093, UMH 1127, and UMH
1139, which all have homozygous resistance to ToMV, and TSWV. UMH 1139 obtained a plant
variety certificate in 2017. Within the De la pera type, we have developed the line UMH 1422 (with
homozygous resistance to ToMV), and the lines UMH 1415, UMH 1353, and UMH 1354 (which all
have homozygous resistance to ToMV and TSWV). All of these De la pera lines obtained plant variety
certificates in 2017. The morphological characteristics and quality of these lines are similar to those

found in the traditional varieties they are derived from, and there is no drop in production like that
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which occurs in UMH 1200, and in UMH 1203. These lines are therefore of great interest for
cultivation purposes in TYLCV-free conditions, which can be achieved in a greenhouse with
sufficient control measures, particularly in the spring season, when TYLCV occurs less frequently

[44-46].

Table 3. Breeding lines registered in the Register of Protected Plant Varieties, with their genotypes for the
three virus resistance genes. RR: resistant homozygote, Rs: resistant heterozygote, ss: sensitive
homozygote.

Resistance
Varietal Type Line ToMV-TYLCV-TSWV Sent to Registry Title Obtained
Muchamiel UMH 1200 RR-RR-RR 2011 2013
Muchamiel UMH 1139 RR-ss-RR 2013 2017
Muchamiel UMH 1101xIF Rs-Rs-Rs 2014 2017
De la pera UMH 1203 RR-RR-RR 2011 2013
De la pera UMH 1422 RR-ss-ss 2013 2017
De la pera UMH 1415 RR-ss-RR 2013 2017
De la pera UMH 1353 RR-ss-RR 2013 2017
De la pera UMH 1354 RR-ss-RR 2013 2017

All of these improved lines possess homozygous resistance genes, and therefore, they can be
cultivated by farmers year after year using a rigorous selection process.

In order to grow tomatoes outdoors in an environment with a high incidence rate of TYLCV,
it was decided to develop hybrids with a heterozygous resistance to the three main viruses.
Previous studies have shown that introducing resistance to TYLCV heterozygously has a reduced
negative effect on yield and other traits [47]. The hybrid UMH 1101xIF, a Muchamiel-type tomato,
was the first hybrid obtained in our breeding program, and more hybrids (from both Muchamiel

and De la pera types) are currently being developed and will be ready to be presented in two years.

7. Massive genotyping

In the last few years, the genetics team at UMH has performed numerous massive
sequencing analyses using the lllumina platform. These analyses have made it possible to sequence
a large number of traditional tomato varieties and accessions. In the most notable of these
analyses, we use the 8K SolCap Illumina Infinium SNP chip, described as a part of the Solanaceae

Coordinated Agricultural Project (SolCAP: http://solcap.msu.edu/) [48]. This chip is made up of

8784 SNPs distributed across 12 chromosomes, and it has been used for different purposes, both
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in the study of genetic variability (genetic association) and in the breeding program (reduction of

linkage drag).

7.1. Genetic association

As part of a collaboration with the University of Naples Federico Il (Prof Rosa Rao), massive
sequencing was performed on 42 traditional Spanish and Italian tomato varieties, and on three
accessions of Solanum lycopersicum var. cerasiforme, and Solanum pimpinellifolium. The analyzed
group of traditional varieties includes Muchamiel, De la pera, Valenciano, Morunos, Raf, Flor de
Baladre, San Marzano, Sorrento, Costoluto, and Vesuvio. The genotypes obtained with the 8K
SolCap chip will be used for future genetic association studies, taking advantage of the phenotyping
performed in the group in order to study the variability among the traditional cultivars in greater

depth.

7.2. Obtaining plants with the Ty-1 gene with less linkage drag

Despite the breeding program’s success, homozygous alleles for resistance, especially for the
Ty-1 gene, have been found to negatively affect both production levels and other parameters of
agronomic quality [43]. This work does not clarify whether the negative effects on production and
quality are directly due to the Ty-1 gene, or whether they are caused by genes associated with the
resistance gene. We do know that in the introgression of genes from wild species, large segments
of chromosomes surrounding the resistant gene remain in the resulting line, even after many
backcrosses [49]. In fact, it has been reported that two chromosomal inversions in S. chilense
LA1969 (the Ty-1 gene donor) give rise to a recombination suppression in the region of chromosome
six, where the Ty-1 gene is found in cultivated tomatoes [50].

Studying plants with a distinct number of backcrosses confirms these results. Despite
backcrossing up to 10 times, a large fragment of chromosome six, in which the gene Ty-1 is found,
does not recombine. By selecting plants with TYLCV resistance, this fragment barely changes as it
passes from generation to generation. Furthermore, unpublished results recently obtained by the
UMH team, in collaboration with groups from the Institute of Plant Molecular and Cellular Biology
(IBMCP) in Valencia, also show the negative effect of introgression on volatile compounds and other
metabolites. All together, these results seem to indicate that it is the presence of DNA fragments
associated with the Ty-1 gene that is responsible for changes to the aromatic characteristics of the
UMH tomato varieties. It is not clear whether this effect can be attributed to the Ty-1 gene itself,
or to other genes around it. Plants where the resistance gene is present but linkage drag was

reduced by recombination may help in understanding this aspect.
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8. Future work

In the future, the main goal of the UMH breeding program is to introduce a resistance
without altering the quality and productivity of the new lines of traditional tomato varieties. The
ty-5 gene, for example, from the commercial hybrid Tyking, has shown good behavior against
various mono- and bipartite begomoviruses, including TYLCV [51,52]. Using massive genotyping,
next-generation sequencing (NGS) technologies, and bioinformatics, our group is currently
collaborating with other groups from the Institute of Plant Molecular and Cellular Biology (IBMCP)
in the search for descendants of UMH breeding program plants that self-fertilize and have been
able to recombine in the zones adjacent to the Ty-1 gene. This approach will allow us to obtain
plants with different configurations in chromosome six and later study the phenotypic
characteristics of these plants in the field. This process will be extremely useful in identifying the

genes responsible for the most important productivity and quality parameters in tomato.
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Abstract: Six Muchamiel and De la pera breeding lines with different combinations of genes that
confer resistance to ToMV, TYLCV and TSWV, and two heterozygous hybrids, were evaluated under
low input and saline conditions during 2016, 2017 and 2018. The results revealed that low inputs
reduced the yield and fruit quality in both tomato cultivars and increased the incidence of blossom-
end rot in De la pera. However, De la pera tomatoes grown under this condition tended to maintain
a higher vyield and fruit quality than Muchamiel, which suggests a better adaptation to these
minimum requirements. Both De la pera and Muchamiel hybrids produced very low yields in low
input conditions, although they showed the best performance in conventional and saline
conditions. Generally, the moderate electrical conductivity used in the saline system (irrigation
water of around 6 dS/m) improved the quality of all the tomato plants, especially the total soluble
solids content, but caused yield reductions of around 10-15% in almost all the lines and hybrids.
Finally, the results pointed to the better behaviour of the breeding lines without the Ty-1 gene,
while both hybrids showed higher yields than triple homozygous lines under conventional and

saline systems.

Keywords: Traditional tomato cultivars, Muchamiel, De la pera, Tm-2a, Ty-1, Sw-5.
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1. Introduction

De la pera and Muchamiel are traditional tomato types that are highly esteemed in
southeastern (SE) Spain. The main use of both varieties is the fresh market, due to their excellent
organoleptic quality. Fruits of the Muchamiel cultivars have a melting texture and mild flavor, are
large in size (180 g to 300 g), flattened, and strongly ribbed. Fruits of De la pera varying from
elongated-oval to bell shape with dark green shoulders and without ribs, weigh between 75 and
125 g, have a juicy and firm texture and are strongly flavored (Ruiz et al., 2005). Muchamiel is very
popular in all the SE Spain (Valencia, Alicante, Murcia and Almeria), while De la pera cultivation is
restricted to a small area in the Segura River region in Alicante. They are very popular in local
markets, where their price may reach three to six times that of the commercial hybrid varieties
(Ruiz and Garcia-Martinez, 2009). However, these landraces are severely endangered because of
their susceptibility to several viruses such as those caused by ToMV, TYLCV and TSWV (Picé et al.,
2002), whose incidence strongly decreases the benefits obtained by farmers. With the aim of
improving this situation and avoiding the loss of genetic diversity, the plant breeding group from
EPSO-UMH started a breeding program in 1998 for the simultaneous introduction of three
dominant genes (Tm-2a, Ty-1 and Sw-5) that confer dominant resistance to three viruses (ToMV,
TYLCV and TSWV, respectively) into the traditional De la pera and Muchamiel cultivars. This process
was carried out using marker-assisted backcrossing, giving several breeding lines with different
combinations of resistant genes.

Recently, Rubio et al. (2016) studied the behaviour of a set of Near Isogenic Lines (NILs) (De
la pera and Muchamiel types) developed during the UMH breeding program with different
resistance homozygous genotypes for the three viruses mentioned above. Their results clearly
showed that Ty-1 gene in homozygosis, or the linked genes from the donor parental, the wild
relative Solanum chilense Dunal, negatively affected most of the parameters studied, especially
yield, which fell by 40% to 50%. The occurrence of negative effects produced by introgression of
resistance genes is not an unknown event. Previously, Tanksley et al. (1998) observed slight
reductions in yield and fruit quality in processing tomatoes with ToMV resistance, while Lewis et al.
(2007) reported reduced yield and quality in tobacco plants containing the N gene (coming from
the wild Nicotiana glutinosa L.), which confers resistance to TMV, suggesting the role of linkage
drag. In another study, segments containing deleterious alleles from Solanum hirsutum in intervals
adjacent to alleles containing late blight resistance in tomato were found at horticulturally
important QTLs (Brouwer and St. Clair, 2004). As regards the Ty-1 gene, Verlaan et al. (2011)
reported the suppression of recombination in the S. chilense region containing this gene due to the

occurrence of two chromosomal inversions between S. chilense LA1969 and S. lycopersicum L..
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Therefore, in the introgression of Ty-1 gene in De la pera and Muchamiel tomatoes the linked genes
could not be removed during backcrossing (linkage drag). A strategy to avoid the negative effects
of those genes in tomato is to use the virus-resistance genes introgressed in heterozygous state
(Tanksley et al., 1998). In that way, several hybrids have been developed from the breeding UMH
lines, which are heterozygous to the three resistance genes.

The breeding lines and hybrids obtained in the UMH breeding program have been evaluated
in several assays in recent years, including on-farm trials in collaboration with local growers and
tests in different crop systems (open field, greenhouse, hydroponic...). All of them were carried out
under conventional environments characterized by high fertilization levels and regular irrigation.
However, it is well known that building and defining sustainable and resilient agricultural systems
will be essential in the future to be able to absorb the environmental impacts generated by the
need to guarantee food production and supply for an ever increasing population. For example,
obtaining high yields under systems using reduced irrigation and fertilization rates and managing
salinity to produce quality fruits in salinized regions could have a positive impact on the
environment and economy without compromising food production.

Modern agriculture is fundamentally based on varieties bred for high performance in systems
characterized by the use of large amounts of fertilizer, irrigation water and pesticides. However,
lines and hybrids that are highly dependent on such environments are not usually capable of
performing well in low input situations (Ceccarelli, 1996; Murphy et al., 2005). The great increase
expected in the world’s population and the reduction in the availability of resources are the main
issues that agriculture must deal with to ensure efficient food production. In that context, reducing
the use of fertilizers and water and while ensuring the yields and the quality of the food produced
by agriculture is only possible through the selection of local varieties highly adapted to low input
conditions and breeding programs focused on obtaining new lines with advantageous genotypes
for these environments. The ability of plants to interact with the soil microorganisms to increase
the efficiency of nitrogen absorption or the activity of certain enzymes which improve nutrient
utilization are some examples of traits that could be valuable in breeding programs for low input
agriculture (Vance, 2001; Gallais and Coque, 2005). In tomato, genes that control the ability to build
mycorrhizal root symbiosis have already been identified (Larkan et al., 2007). Therefore, improving
our knowledge of agricultural diversity is essential in order to find plant materials with interesting
genetic traits. Traditional varieties are usually excellent starting materials for breeding programs,
since farmers have selected several of these landraces or heirlooms because their great behaviour
under low input systems and stress conditions. In addition, modern genetic techniques such as

marker assisted selection (MAS) or genomic selection (GS) are highly useful for identifying target
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genes and QTLs, saving time and money in breeding programs (Heffner et al., 2009; Tester and
Langridge, 2010).

Salinity is an environmental element that limits crop yields and reduces quality. Arid and
semiarid regions with intensive and irrigated agriculture are highly exposed to this phenomenon
due to the high evapotranspiration rates and the low rainfall. In these zones, the salt accumulates
in the upper layers of the soil, where the roots of the plants develop (Munns, 2005). The
Mediterranean area in general and SE Spain in particular are zones where itis common to find crops
in salinized soils and/or irrigated with saline waters from overexploited aquifers (Paranychianakis
and Chartzoulakis, 2005; Pulido-Bosch et al., 2018). In these zones, managing the salinity both in
the soil and water is extremely important, since moderate levels are enough to reduce the yield in
several crops. However, in salt-tolerant species, like tomato, moderate salinization can be
transformed into an useful tool to enhance quality (Rouphael et al., 2018). For example, in the
province of Almeria (SE Spain), Iglesias et al. (2015) observed that increasing electrical conductivity
is an efficient alternative for improving the taste index of Raf tomatoes (a traditional marmande
‘flavour’ variety original from Almeria, Spain) grown under non-optimal greenhouse conditions, and
Magan et al. (2008) concluded that irrigation with saline water in soil-less culture enhances the
total soluble solids (TSS) and tritatable acidity (TA) content in two commercial F1 hybrids. However,
despite the beneficial effects of using salinity in tomato, most authors have also observed losses in
yield at certain levels of salinity due to reductions in fruit number and fruit weight, and because of
the incidence of blossom-end rot (BER).

The main objective of the current study is to evaluate the behaviour in yield and quality of
some breeding lines and hybrids with virus-resistance from the UMH breeding program grown in
low input conditions and moderate salinity system. The second purpose is to compare the different
resistance genotypes in order to check how the introgression of resistances affects the yield and

fruit quality of these tomato.

2. Materials and methods

2.1. Field experiments

The essays were carried out at the EPSO-UMH experimental farm located in Alicante, SE Spain
(3824’N, 0958’W and 25 m a.s.l.). The climate is arid to semiarid Mediterranean (average annual
rainfall of 250 mm). The seeds were germinated in greenhouse and transplanted to the field at the
appropriate time (Table 1). The plants were grown in a mesh greenhouse during the spring crop

cycle (from April to August) of three consecutive years: 2016, 2017 and 2018. In every crop
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condition, blocks of two replicates and 6-7 plants per plot were set for each line (12-14 plants per
line and condition), and their place in the field remained the same all three years. The plants grew
vertically with one stem and a density of 2.5 plants/m? The saline treatments were applied around

30-40 days after transplanting until the end of harvesting, which was in July (Table 1).

Table 1. Dates of transplanting, salinization and harvest.

Year Transplanting Saline start treatment Harvest
2016 April 15 May 16 July5-29
2017 March 28 May 8 June 26 —July 26
2018 March 27 May 7 July2-30

2.2. Plant materials

A total of six different breeding lines and two hybrids obtained by the EPSO-UMH Plant
Breeding group were evaluated in three similar replications. Out of this material, three breeding
lines (UMH 1200, UMH 1139 and UMH 972) were obtained from the traditional Muchamiel cultivar
and one hybrid (UMH 1101 x IF) was the cross between a Muchamiel breeding line (UMH 1101) and
Indische Fleisch (IF), an American heirloom with flattened and brown fruits, green shoulders, good
flavours and plentiful yield. The other three lines are breeding lines obtained from the traditional
De la pera cultivar (UMH 1203, UMH 1354 and UMH 1422) and the second hybrid (UMH 1203 x 21)
is a cross between UMH 1203 and a De la pera landrace (P21). Each breeding line in every tomato
type carried a different combination of resistance genes introgressed during the breeding program
(Table 2). These dominant genes are Tm-2a, Ty-1 and Sw-5, which confer resistance to ToMV, TYLCV
and TSWV respectively. The best Muchamiel and De la pera hybrids available at the beginning of
the work (2016) were used. They obtained the highest scores in yield and quality in the trials
previously carried out. Both hybrids have heterozygous resistance to the three viruses.

Six backcrosses were performed in the development of lines UMH 1200, UMH 1101 and UMH
1203, and 10 in the others. Progenies for each backcross generation were screened with molecular
markers linked to the virus resistance genes. High selection pressure for agronomic traits was
applied during the backcrossing process. Previous unpublished work indicates that the linkage drag
is similar for all the breeding lines used: 35 MB of S. chilense associated with the Ty-1 gene on
chromosome 6 and 50 MB of S. peruvianum associated with the Tm-2a gene on chromosome 9 and
a little fragment from S. peruvianum associated with the Sw-5 gene on chromosome 9.

Muchamiel and De la pera traditional cultivars have not been included in the essay due to

the incidence of ToMV. In our conditions, the presence of ToMV is usual, with infection levels
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varying depending on the year. Traditional varieties could be affected, and this fact may alter the

results.

Table 2. Resistance genotypes to ToMV (Tm-2a), TSWV (Sw-5) and TYLCV (Ty-1) of the breeding lines and
hybrids: RR (resistant homozygous resistant), rr (susceptible homozygous) and Rr (heterozygous).

De la pera Muchamiel Tm-2a Sw-5 Ty-1
UMH 1203 UMH 1200 RR RR RR
UMH 1354 UMH 1139 RR RR rr
UMH 1422 UMH 972 RR rr rr
UMH 1203 x 21 UMH 1101 x IF Rr Rr Rr

2.3. Crop conditions and culture

Lines and hybrids were grown under three different crop conditions: conventional, saline and
low input. These conditions were performed in the same soil sectors every year. The irrigation water
for conventional and saline conditions was taken from the Segura River (EC around 0.6 dS/m). For
low input conditions tap water was used to ensure the absence of fertilization. Crop water
requirements were calculated using the Pan evaporation method (Doorenboos and Pruitt, 1977).
Irrigation periods and scheduling were similar for all three conditions. Fertilization in the
conventional condition was that commonly used in this area for tomato crops: an application of
commercial sheep manure was incorporated before transplanting, at a rate of 2.5 kg/m2, and
inorganic fertilizers were provided in the irrigation water during the culture (Table 3). The manure
used was pelletized (to improve its distribution) and had a total organic matter richness (over dry
weight) of 65%. Fertilization in the saline condition was similar to the conventional, but NaCl was
diluted in a water tank and added to the irrigation water to generate the salinity conditions.
Salinization was progressive, reaching the highest value (around 6 dS/m in the irrigation solution)
during the last 6-7 weeks of culture, just before of the harvest period (Fig. 1). Neither manure nor
inorganic fertilizers were applied to plants in low input system. In this sector, only tap water was
supplied to the plants, since the EC of the water commonly taken from the Segura river can vary,
which would make difficult the subsequent analysis. Finally, no techniques to improve the

pollination have been used in the trials.
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Table 3. Fertilization data in conventional and saline systems.

Phase Duration Fertilizer units Overall fertilization formula
1 Transplant - Appearance of IN-2P,05-1K,0-1Ca0O 375 N —-225 P,05-550 K,0
third truss —190 Ca0
2 Ending phase 1- Colour IN-1P,05-1K,0-1Ca0
turn of first fruits
3 Ending phase 2 - End of 1N-0.3P,05-2K,0-1Ca0
culture

No presence of ToMV and TSWV was detected in any year by ELISA test performed in a
sample of plants. However, TYLCV was detected in a small number of plants (about 5%) that did not

contain the Ty-1 gene. These plants were removed from the trial immediately.

2.4. EC measures

The electrical conductivity (EC) was measured in the irrigation water (provided by drippers),
and 15 cm and 30 cm below the irrigated surface of the soil. In each condition, irrigation water was
measured in two different points, and two probes were used for each depth to measure EC in the
soil moisture. Irrigation water EC was measured daily from May to the end of July, a total of 11
weeks every year, while the EC in the soil was measured 2-3 times per week. The collected data

were plotted for each year using the averaged values per week for each measure type and condition

(Fig. 1).
2.5. Data collection

Yield was measured as the weight of all the fruits harvested per plant (kg/plant), and the number
of fruits as the total fruits harvested per plant. The fruit weight was calculated as the average of the
weight of all the harvested fruits per plant, expressed in grams. The incidence of BER was measured
(only in De la pera lines) as the number of fruits per plant affected, and the %BER as the ratio of
fruits with BER and the total number of fruits per plant. Fruits were harvested once a week during
the last 4-5 weeks of culture (end of June and whole of July. For the quality analysis, three
replications per plot and line were selected with 3-4 fruits each, with approximately 50-60% of the
surface red in colour, which is considered the regular commercial ripening state of these kinds of
tomatoes. After the fruits had been juiced, the TSS was estimated with an Atago PR-100 digital
refractometer, in duplicate, and the results were expressed in 2Brix. TA was also measured in
duplicate in the same samples, using a CRISON pHmatic 23 with 0.01 mol/L NaOH and expressed as

% citric acid.
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2.6. Statistical analysis

Plants affected by TYLCV or physical disorders with noticeable low vigour and/or yield were
excluded from the analysis. The variable number of fruits was square-root transformed before the
analysis, performing the Anderson-Darling test to check the hypothesis of normality. Muchamiel
and De la pera types tomatoes were analysed separately for yield parameters (yield, fruit number
and fruit weight) and quality parameters (TA and TSS) by ANOVA, using a split-plot design with years
as blocks (random factor), the crop conditions as whole-plot factor (fixed) and the lines as subplot
factor (fixed). Interaction plots and 95% LSD intervals between lines and conditions were built for
each parameter evaluated (results for number of fruits were back-transformed). ANOVAs and LSD
intervals were performed using the General Linear Models (GLM) procedures of Statgraphics
Centurion XVIl v. 17.2.00 introducing the mentioned split-plot model, and the interaction plots were
built with the aid of ‘ggplot2’ package (Wickham, 2016) v. 3.0.0 in R.

Two heatmaps with the Pearson correlations and the p-values between all the parameters
were built with the package ‘stats’ (Team R Core, 2017) v. 3.4.2 in R for De la pera and Muchamiel
types. Correlations among parameters were assessed with the averages of each line for each
parameter, year and condition. Correlations between parameters and ECs were performed with the

averages of each condition, for each year.

3. RESULTS

3.1. Global parameters

3.1.1. ANOVAs for yield and quality parameters

Table 4 shows the results of the split-plot ANOVA with the year as block random factor. The
analysis revealed no significant differences among years except for yield in Muchamiel. In contrast,
significant differences were found for the crop conditions in all the parameters except in fruit
weight, and among the lines in every trait except in yield in Muchamiel.

In the current study, the ‘Genotype x Environment’ (‘G x E’) interaction is represented by the ‘Line
x Condition’ (‘L x C’) interaction from the analysis of variance. In yield parameters, the interaction
‘L x C’ was significant in yield and fruit number, pointing to a dissimilar behaviour of the lines or/and
hybrids between the conditions, especially in the case of Muchamiel tomatoes. In contrast, the
behaviour of the lines and hybrids were similar for fruit weight between the crop systems. In
quality, there was a great stability in lines behaviour, since significant differences in the ‘L x C’

interaction only were found for TSS in De la pera.
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Table 4. The p-values from split-plot ANOVAs for yield parameters and fruit quality regarding De la pera (P) and
Muchamiel (M) tomato types. The model was performed with Year (Y) as block random factor, Condition (C) as whole-
plot factor and Line (L) as subplot factor. Significance levels: *(p< 0.05), **(p< 0.01) and ***(p<0.001).

Yield parameters Fruit quality
Yield Fruit number Fruit weight TA TSS
P M P M P M P M P M
Year (Y) 0.822 0.018 0.272 0.162 0.786 0.327 0.184 0.418 0.251 0.213
*
Condition 0.043 0.001 0.017 0.001 0.941 0.813 0.007 0.006 0.041 0.014
(C) * % * *% *% *% * *
Line (I_) 0 0.112 0 0 0 0 0 0 0.029 0
EE L EE T * %k k. EE %k ok 3%k ¥ 3%k %k * %k k.
LxC 0.018 0.009 0.011 0.003 0.668 0.43 0.396 0.187 0.046  0.105
* *% * * % *

3.1.2. Correlations between parameters and ECs

Results show that TA and TSS were significantly correlated in both De la pera (Fig. 2A) and
Muchamiel (Fig. 2B) tomatoes (r = 0.42 and r = 0.80, respectively), while yield was strongly
correlated with fruit number in both types (r = 0.93 and r = 0.86) and with fruit weight only in De la
pera (r =0.63). In Muchamiel, fruit weight was negatively correlated with fruit number (r = -0.54).
In De la pera, negative correlations of -0.38 and -0.61 were found between BER and TSS and BER
and TA, respectively.

On the other hand, the results showed a total correlation between the three EC measures
(Fig. 2). High positive correlations were reported between the ECs and TA and TSS, in both De la
pera and Muchamiel types, but there was no correlation between EC and yield parameters, except
in fruit number in Muchamiel. Finally, significant negative correlations (r = -0.71 to r =-0.79) were

found between ECs and BER in De la pera.
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Fig. 2. Correlations were performed with the averages of each line for each parameter, by year and condition,
and with the averages of each electrical conductivity measure by each condition and year. Correlations were
built for both De la pera (A) and Muchamiel (B) types separately.
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3.2. Effects of conditions

The interaction plots extracted from ‘L x C' ANOVA interactions, with 95% LSD intervals, were
used to compare the effects of low inputs and salinity on the lines and hybrids compared with

conventional condition.

3.2.1. Yield parameters

3.2.1.1. Low inputs

Compared to conventional system, there were yield reductions of around 20% in De la pera
breeding lines UMH 1354 and UMH 1422 grown under low input conditions; however, they were
not significant except for UMH 1203 x 21, which showed a reduction of close to 50% (Fig. 3A).
Reduced yields of over 30% on average were observed in Muchamiel breeding lines and in 65% in
hybrid UMH 1200 x IF.

There were no differences in fruit weight between the three conditions (Fig. 3C), while fruit
numbers were much more reduced in Muchamiel than in De la pera, as observed for yield (Fig. 3B).
In fruit number, the De la pera UMH 1203 showed similar values in both low input and conventional
conditions, while UMH 1354 and UMH 1422 presented non-significant reductions of 15-20%. In
Muchamiel, the reductions were larger in UMH 1200 and UMH 1139, which showed a significant
35% drop in fruit numbers compared with conventionally grown plants. However, UMH 972 did not
show noticeable differences between low input and conventional conditions. As regards the
hybrids, there were substantial reductions of 50% and 65% in UMH 1203 x 21 and UMH 1101 x IF,

respectively.

3.2.1.2. Salinity

Under saline conditions, reductions in total yield were reported in both tomato types
averaged over the three years, although none of the reductions was statistically significant (Fig. 3A).
For De la pera type, reductions of over 15% were found in breeding lines UMH 1203 and UMH 1354,
and of more than 30% in UMH 1422. The hybrid UMH 1203 x 21 showed a reduction of 8%. In
Muchamiel, yields fell by 7% to 15%, except in UMH 972, which showed an anomalous increase in
yield in low input compared with conventional conditions.

Averaged over the three years, reductions in fruit number of around 20% were recorded in
De la pera tomatoes grown under salinity (non-significant), as occurred with yield. In Muchamiel,
differences were not substantial except in UMH 1101 x IF, which showed a reduction of close to

20% in the number of fruits in saline conditions compared with conventional cultivation (Fig. 3B).
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Fig. 3. Interactions ‘Line x Condition’ and 95% LSD intervals for yield (A), fruit number (B), fruit weight (C)
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3.2.2. BER

Blossom-end rot was reported only in De la pera type grown under low input condition (Fig.
4). There was no BER incidence in conventional or saline conditions for this type and none at all in

Muchamiel type.

15
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M 2017
M 2018
r 107
[11]
o
=
5_
.- J I

1 I 1 )
UMH 1203 UMH 1203x21 UMH 1354  UMH 1422

Fig 4. BER incidence by year in De la pera tomato type grown under low inputs condition. BER (%) was
calculated as the BER-fruit number in respect of the total number fruit per plant.

3.2.3. Fruit quality

3.2.3.1. Low inputs

The growth of the lines and hybrids in low input conditions dramatically reduced the TA in
the fruit in all of them, while the effect on TSS was milder, although still noticeable, especially in
Muchamiel type. The reduction in TA was higher than 20% on average in De la pera, and over 33%
in Muchamiel. UMH 1101 x IF was the most affected line, which showed a decrease of 40% on
average for the three years (Fig. 5A). The effects on sugars were the most noticeable in Muchamiel
with reductions over 18% on average, except for UMH 972. The decreases in De la pera were
significant only in UMH 1203 and UMH 1203 x 21, which is around 10% lower than the same lines

under conventional conditions (Fig. 5B).

3.2.3.2. Salinity

The effects of salinity on TA were not very strong, except for De la pera lines UMH 1203 and

UMH 1422, which showed increased values of 22% and 13%, respectively, compared with the same
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lines grown in conventional conditions (Fig. 5A). The effects on sugars were higher than on acids,

with increases close to 8% and 11% on average in De la pera and Muchamiel, respectively. These

increases were significant only in some of the breeding lines: UMH 1203 and UMH 1422 in De la

pera and UMH 1139 and UMH 972 in Muchamiel (Fig. 5B).
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Fig. 5. Interactions ‘Lines x Condition” and 95% LSD intervals for TA (A) and TSS (B).
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Effects of genotypes
3.2.4. Yield parameters

Differences between homozygous lines were noticeable only within De la pera type, while
both De la pera and Muchamiel hybrids showed the highest yields (Fig. 3A). There was a reduction
of close to 50% on average in UMH 1203 (RR RR RR) compared with UMH 1354 (RR RR rr), although
the reduction was around 20% with respect to UMH 1422 (RR rr rr) (non-significant). The hybrid
UMH 1203 x 21 showed yields similar to UMH 1354 (except in low inputs), and the hybrid UMH
1200 x IF presented the highest yield in the conventional system, and the lowest in the low input
system.

Compared with UMH 1354 (RR RR rr), UMH 1203 showed reductions of over 30% and 20% in
fruit number and fruit weight, respectively, and close to 20% in fruit weight compared with UMH
1422 (RRrr rr), with no differences in fruit number in this case (Fig. 3B). No reductions in yield were
found in Muchamiel UMH 1200 (RR RR RR) compared with with the breeding lines without Ty-1

gene, but fruit numbers were significantly higher and, conversely, fruit weight was lower (Fig. 3C).

3.25. BER

Fig. 4 shows the BER incidence in De la pera tomatoes grown under low input conditions as
a percentage of BER-fruit with respect to the total fruit number. Breeding line UMH 1203 was
affected by BER all three years (17%, 10% and 8%, respectively), while the hybrid UMH 1203 x 21
showed BER in 2017 (16%) and 2018 (13%). BER incidence in UMH 1354 was very low (around 2%

the three years) and practically absent in UMH 1422,

3.2.6. Fruit quality

Analysis of variance identified no significance in the interactions ‘L x C’ for TA in both tomato
types and TSS in Muchamiel, which means that the behaviour of the lines and hybrids was relatively
similar among conditions. For TA in De la pera, UMH 1203 (RR RR RR) and UMH 1203 x 21 (Rr Rr Rr)
showed reductions of around 20% on average compared with lines without the Ty-1 gene. In
Muchamiel, differences between triple resistant homozygous (UMH 1200) and lines without Ty-1
(UMH 1139 and UMH 972) were similar to those observed in De la pera (although non-significant),
but the hybrid UMH 1101 x IF showed the highest values in conventional and saline conditions (Fig.
5A). However, a different pattern existed for TSS. There was little difference among genotypes in
De la pera, whereas the largest differences in Muchamiel were between hybrid UMH 1101 x IF and

line UMH 1139, the former showing the highest values (Fig. 5B).

115



Publicaciones

4. DISCUSION

4.1. Correlations

As found in this current research, positive correlations between TSS and TA were previously
obtained in studies of tomato landraces and breeding lines (Ruiz et al., 2006; Garcia-Martinez et al.,
2012). In De la pera, both fruit number and fruit weight were positively correlated with total yield,
suggesting that the lines with greater yields showed higher number of fruits and fruit weight. By
contrast, the high yields in Muchamiel were due exclusively to fruit number, while lines with a
higher number of fruits per plant showed low fruit weights, since tomato weight will be smaller
because fruits will compete for space as well as for nutrients. Those results agree with Kumar et al.
(2013) and Meena and Bahadur (2015).

Positive correlations between ECs and the traits evaluated indicate high values in plants
grown in conventional and saline systems, while negative correlations point to the greater effects
of low inputs. The results clearly point to better fruit quality (TA and TSS) with increasing EC,
although not necessarily higher yields, especially in De la pera. This suggests great stability of yield
in this variety in the culture systems used. On the other hand, BER incidence in low inputs explains
the negative correlation between EC and this disorder. Finally, given the high correlations among
the different ECs, it would justify the use of only one of these ways to measure the EC in future

research.

4.2. Effects of conditions

4.2.1. Yield parameters

The effects of low inputs on the yield parameters revealed that: (1) De la pera breeding lines
showed better behaviour than those of Muchamiel, (2) both De la pera and Muchamiel hybrids
suffered large yield reductions with low inputs compared to conventional and saline conditions,

and (3) decreases in yield were related with fruit number.

(1) Non-significant differences in yield between low input and conventionally grown De la
pera breeding lines suggest the presence of an efficient mechanism of nutrient
assimilation in this variety, probably the result of an on-farm development in low input
agriculture over the years. Several authors have indicated that such types of traditional
cultivar are known to have high capacity to tolerate local biotic and abiotic stresses while
maintaining good yield stability, being able to achieve moderate yields under local

stressed conditions compared to modern cultivars, which usually show lower vyields in
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these environments (Ceccarelli, 1996; Zeven, 1998). This is the reason why modern
varieties that have been successfully adopted to low input environment have generally
been developed using local germplasm (Yapi et al., 2000). Contrary to De la pera, the
Muchamiel breeding lines showed low yields in low-input systems compared to the yields
obtained in conventional systems. Muchamiel is a landrace more popular in SE Spain than
De la pera, which has traditionally been destined to marginal or subsistence agricultural
situations. This suggests that the evolution of Muchamiel cultivars may be linked to high
input systems and modern agricultural techniques and were selected by farmers in these
environments. In this sense, it has been reported that genotypes selected for high
performance in high input conditions are unable to maintain the same yields under low
input or stress conditions due to the lack of natural genetic variation, since the genetic
traits advantageous in low input systems are often overlooked (Ceccarelli, 1994; Foulkes

et al., 1998; Murphy et al., 2005).

(2) The hybrids seemed to show the effects of heterosis in conventional and saline systems,
where they provided the highest yields. However, their behaviour was worse than that of
the breeding lines when fertilizers were not supplied. This differential response suggests
that the mechanisms that defines the vigour of these two hybrids are linked to a
moderate-high level of fertilizer demand. Nevertheless, further studies will be necessary

to clarify it.

(3) Although there are few studies about the effects of low inputs on yield parameters using
breeding tomato lines, our conclusions agree with Warner et al. (2004) and Segura et al.
(2009). The first authors described substantial reductions in fruit numbers and no
reduction in fruit weight in systems with half of the recommend rate of fertilization in soils
in Almeria, and the second authors, in a 4-year study of fertilization in soil with N rates
ranging from O to 250 kg/ha, reported significant greater yields, number of fruits and

number of trusses with increasing N levels, but no alterations in fruit weight.

As regards the saline system, several researchers have described reductions in tomato yield
at similar levels of irrigation water EC as used in this study. Cuartero and Ferndndez-Mufioz (1998)
concluded that yield reductions of up to 10% may occur when irrigating with 5-6 dS/m water, while
Maggio et al. (2004) found decreases of 10% using 8.5 dS/m irrigation water in 10-year salinized
soils. Recently, Zhai et al. (2015) described reductions of around 20% in a 3-year study with 5.5
dS/m saline water. Similar results were reported in pepino (Solanum muricatum Ait.), a salt-tolerant

species related with tomato, which also showed losses in yield of 15-20% at 8.5 dS/m (Ruiz and
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Nuez, 1997), as well as in some melon cultivars grown under salinity (4-6 dS/m water) in SE Spain
(Garcia-Martinez et al., 2018). Our results agree with these authors, since losses of around 10-15%
in average in yield were found in almost all the lines and hybrids grown at our salinity levels.
Although such differences in yield between saline and conventional systems were not statistically
significant, they should be studied in future research, since a commercial tomato crop becomes
unprofitable when yield reductions are higher than 10-15% (Cuartero and Fernandez-Muioz, 1998)
and any increased economic value of the fruit due to improved quality is not sufficient to balance
this.

According to the literature, decreases in yield under saline irrigation are due to reduced fruit
weight rather than fruit number (Eltez et al., 2002; Maggio et al., 2004), especially at low levels of
EC levels of the water used. At high EC values (>12 dS/m) the decline in yield is due to both
reductions in fruit weigh and in fruit number (Van leperen, 1996; Dorai et al., 2001). In this sense,
Cuartero and Fernandez-Mufioz (1998) concluded that the characteristics which explained the
reductions in fruit number (number of trusses/plant, number of flowers/truss and fruit set index)
only seemed to be related with high levels of salinity (13-15 dS/m), although the effects vary
according to the cultivar. However, we reported noticeable reductions in fruit number (especially
in De la pera), in agreement with Magdan et al. (2008), who observed decreases in number of
marketable fruits at 6-8 dS/m in the drainage solution. In our study, the reductions were not
statistically significant compared to conventionally obtained data, so that further essays will be
required to clarify how moderate and high salinity affects fruit number in our lines, and the reasons

why the fruit weight remains invariable under moderate salinity.

4.2.2. BER

In tomato fruit, blossom-end rot is a physiological disorder positively correlated with fruit
Na+ concentration and Na‘/Ca®* ratio, as well as with Ca** deficiency, which leads to plasma
membrane damage, cell plasmolysis, and water-soaked tissue at the distal region of the fruit (Ho
and White, 2005; Tonetto de Freitas et al., 2011; Chen et al.,, 2017). We found moderate BER
incidence only in some De la pera breeding lines grown under low input conditions, probably due
to the inefficient nutrition of the plants, while Muchamiel tomatoes seems to be little sensitive to
this disorder. Our results are consistent with those of Cuartero and Fernandez-Mufoz (1998) and
Rached et al. (2018), who affirmed that the incidence of BER in tomato is closely linked to the variety
and cultivar.

It has been demonstrated that salinity increases BER incidence in fruit (Cuartero and

Fernandez-Mufioz, 1998; Zhai et al., 2015). The presence of unusual amounts of Na*in soil due to
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the NaCl supply can alter the ion activity ratios, reducing the availability of Ca®* in the fruit and
promoting the occurrence of BER (Dorai et al., 2001). However, this disorder can be avoided with
the use of saline-tolerant cultivars (Dorai et al., 2001; Rached et al., 2018). The absence of BER in
our salinized plants suggests the existence of a relative tolerance to salinity in the De la pera and

Muchamiel breeding lines and hybrids used.

4.2.3. Fruit quality

In tomato, TA and TSS seem to be mainly correlated with K fertilization according to Colpan
et al. (2013), while N seems to have any effect on these traits (Warner et al., 2004; Li et al., 2017).
Neither Segura et al. (2009) nor Wang and Xing (2017) found differences in TSS and TA between the
recommended rate and half the recommended rate of NPK fertilization (cv. Pitenza and cv. Jinpeng
10, respectively). However, our results agree with Abdelhady et al. (2017), who observed a
significant reduction in TA and TSS at low rates of NPK fertilization. We found that low input
conditions clearly reduced the quality of tomato fruit, particularly in Muchamiel. As observed for
the yield parameters, it seems that De la pera is not as sensitive to low inputs as Muchamiel. These
results lend weight to the idea that De la pera is better adapted to low amounts of fertilizer, while
Muchamiel seems prefer moderate-high inputs.

Salinity increased the TA in De la pera, and the TSS in both types, especially in Muchamiel.
However, the irrigation EC level used in this study may not have been sufficient to strongly enhance
the fruit quality of these two tomato types, since, generally, the increases observed in TA and TSS
were not as great as those reported in studies with similar EC water (Maggio et al., 2004; Magan et
al., 2008; Zhai et al., 2015). It is known that the effects of salinity on quality depend on several
factors, including the cultivar type and the culture system (Cuartero and Fernandez-Mufioz, 1998;
Reina-Sanchez et al., 2005). In that sense, Iglesias et al. (2015) concluded that increasing the EC of
water to 4.5 dS/m did not lead to any significant improvement in TSS in some Marmande type
varieties grown in the soil of Almeria (Raf, Delizia, Conquista), apparently due to the relatively high
salt tolerance of these varieties. Similar results were found in other species. In pepino, a salt-
tolerant specie related to tomato, moderate-high levels of salinity (8 dS/m in water) were necessary
to noticeably increase the TSS content (Ruiz and Nuez, 1997), while 4-6 dS/m increased the TSS by
around 10% in non-grafted melon cultivars that are frequently cultivated in saline soils (Garcia-
Martinez et al., 2018). Our results suggest that De la pera and Muchamiel types may have developed
a certain degree of tolerance to salinity through years of agriculture in saline soils and irrigated with
waters from the salinized aquifers of SE Spain. It seems that higher EC levels will be required to

increase substantially the quality of the fruits of these lines and hybrids. Increasing salinity to
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improve fruit quality can be considered a useful strategy for increasing the value of tomatoes on
the market with no additional costs and to promote agriculture in marginal and salinized regions,

as long as any losses in yield do not compromise production (Rouphael et al., 2018).

4.3. Effects by genotypes

In agreement with Alonso et al. (2008) and Rubio et al. (2016), the presence of Ty-1 gene in
homozygosis seemed to affect the yield parameters and TA in UMH 1203 (RR RR RR) compared with
De la pera breeding lines without Ty-1. In addition, the incidence of BER could be related with the
presence of Ty-1 gene in De la pera tomatoes, since only UMH 1203 and UMH 1203 x 21 (Rr Rr Rr)
showed any noticeable sign of this disorder. As in the above studies, there were no effects on TSS
among the resistant genotypes. In Muchamiel, differences between UMH 1200 (RR RR RR) and
breeding lines without the Ty-1 gene were very clear in terms of TA, but not in yield. Reductions in
fruit weight were noticeable in UMH 1203, which, conversely, presented higher fruit numbers.
These breeding lines were not obtained from exactly the same Muchamiel cultivars, so they could
include slight genetic differences that could be masking the negative effects of Ty-1 gene on yield.

Despite the close relationship between their parental genomes, Hybrid UMH 1203 x 21
showed higher values than UMH 1203 for yield in both conventional and saline systems. In the case
of UMH 1101 x IF, the presence of the genome of Indische Fleisch (IF), an exotic heirloom, did not
permit us to isolate and evaluate the effects of Ty-1 in heterozygosis with respect to UMH 1200.
However, the high TA and TSS values of this hybrid may be due precisely to the presence of the IF
genome, since this landrace was selected as parental because of the good taste and the overall
organoleptic quality of the fruit.

In general, the results indicated that the introduction in homozygosis of the Ty-1 gene
adversely affected some agronomic and quality traits, probably because of the negative effect of
linked genes introduced along with the resistant gene that were not removed during backcrossing
due to linkage drag (Verlaan et al., 2011). Our results agree with those of other authors, who
observed negative effects related with resistance genes and/or linkage drag in homozygosis in
tomato (Tanksley et al., 1998; Brouwer and St. Clair, 2004) and tobacco (Lewis et al., 2007). In
addition, the results for hybrid UMH 1203 x 21 would confirm the validity of the use of virus-
resistance genes introgressed in heterozygous state (F1 hybrids) to avoid their negative effects

observed in homozygous lines (Tanksley et al., 1998).
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Resultados y discusion

Contribucion al programa de mejora genética de tomate EPSO-UMH

a. Obtencidn de nuevas lineas de mejora UMH

Lineas UMH 1353 y UMH 1354

Proceden del cruce entre la accesion De la pera P21 y el hibrido Anastasia F;. Tras seis
retrocruzamientos asistidos por marcadores moleculares, seguido de la autofecundacion de dos
individuos BCs y dos ciclos mds de autofecundacion, se seleccionaron finalmente estas dos lineas
homocigéticas para los genes Tm-2a y Sw-5, los cuales confieren resistencia a ToMV y TSWV,
respectivamente.

En las evaluaciones agrondmicas y de calidad, ambas lineas mostraron escasas diferencias
entre ellas. Sin embargo, sus caracteristicas productivas fueron muy superiores a la linea triple
homocigota UMH 1203, asi como a otras lineas UMH De la pera obtenidas anteriormente. El
contenido de acidez del fruto fue similar o incluso superior a otras lineas De la pera, y el nivel en
sélidos solubles totales fue variable segln el afio del ensayo.

Tanto UMH 1354 como UMH 1354 se encuentran ya registradas y disponibles, siendo
especialmente recomendables para un cultivo en zonas de gran exposicion a ToMV y TSWV durante
el ciclo de primavera-verano. Para el ciclo de otoho-invierno se aconseja su uso en cultivo

protegido, ya que es la época de mayor incidencia de TYLCV.

Lineas UMH 1400 y UMH 1401

Proceden del cruce entre un cultivar cherry pera tradicional y el hibrido Anastasia F;. Fueron
necesarios 12 ciclos de retrocruzamiento asistido por marcadores y evaluacién del fenotipo, asi
como el autocruzamiento del BC;,, para obtener las lineas cherry pera UMH 1400, homocigética
para los genes Tm-2a, Ty-1 y Sw-5, y UMH 1401, homocigética para Tm-2a y Sw-5 (Figura 25).

En las evaluaciones agrondmicas y de calidad que se realizaron de 2013 a 2015, la linea UMH
1400 mostré reducciones significativas en algunos caracteres productivos con respecto al parental
cherry pera, asi como también en el contenido de acidez del fruto. Es muy posible que se deba a la
presencia de la introgresidon Ty-1 en homocigosis, tal y como también ha sido descrito en otras
lineas Muchamiel y De la pera conteniendo este gen de tolerancia a TYLCV. Por el contrario, la linea
UMH 1401, que no tiene Ty-1, mostré notables incrementos del rendimiento y el peso del fruto, sin

diferencias en la calidad del fruto con respecto al parental.
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Ambas lineas se encuentran ya registradas y disponibles. La linea UMH 1401 se recomienda
para el ciclo de primavera-verano en zonas con alta presencia de ToMV y TSWV, como lo es el

sureste espafiol. La linea UMH 1400 podria proporcionar un rendimiento aceptable para el

agricultor en cultivo al aire libre en zonas de alta incidencia de TYLCV.

Figura 25. Lineas Cherry pera UMH 1400 (izquierda) y UMH 1401 (derecha).

Titulos de obtencion varietal

El registro de las lineas UMH 1353 y UMH 1354 en la Oficina Espafiola de Variedades
Vegetales se materializé en septiembre del afio 2017 en calidad de variedades protegidas, con
numeros de registro 20145183 y 20145184, y nimeros de titulo 2787 y 2788, respectivamente
(Figura 26).

El registro de las lineas de tipo cherry pera UMH 1400 y UMH 1401 tuvo lugar en febrero de
2019 también en calidad de variedades protegidas, con nimero de registro 20155245 y 20155246,
y numeros de titulo 2887 y 2888, respectivamente (Figura 26). En este caso, soy co-obtentor de

ambas lineas.
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b. Disefio y puesta a punto de nuevos marcadores moleculares para HRM

Disefio y puesta a punto de un marcador asociado al gen Ty-1

El gen Ty-1 se encuentra entre las posiciones 34.358.732 y 34.390.591 pb en el cromosoma

6 del genoma SL2.50 ITAG2.4 (http://solgenomics.net/). De los SNPs disponibles entre lineas con

Ty-1y lineas sin resistencia, se escogieron el solcap_sl_snp 100298, ubicado en la zona anterior al
gen, y los SNPs solcap_sl_snp_ 44625 y solcap_sl_snp_44650 (Sim et al., 2012), que se encuentran
en la zona posterior (Figura 27). Aunque los polimorfismos no se encuentren dentro del gen, su
gran cercania a él nos permite suponer una buena asociacién. Los SNPs solcap_sl_snp 100298 y
solcap_sl_snp_44625 representan unainversién T por G, mientras que solcap_sl_snp 44650 es una

inversion A por G.

Solyc06g051190

Solyc06g051170 |
|

Solyc06g051180

34.133.984 | | | 34.732.308

L |
Ty-1
c3 C4 C5
solcap_sl_snp_100298 solcap_sl_snp_44625 solcap_sl_snp_44650

Figura 27. Posicidn fisica del gen Ty-1y de los SNPs escogidos para el disefio de marcadores moleculares en
el cromosoma 6 del genoma SL2.50 ITAG2.4 (http://solgenomics.net/).

Se disefaron cebadores a partir de la secuencia de flanqueo de cada SNP mediante el
software Primer3. Los criterios fueron: tamafio de cebador de 20-25 pb, amplicén de PCR entre 100
y 200 pb, temperatura de melting alrededor de 60 2C y bajo grado tanto de complementariedad
entre los dos cebadores como de autocomplementariedad. De esta forma, se escogié una pareja

de cebadores para cada polimorfismo, nombrandolos C3, C4 y C5 (Figura 27) (Tabla 9).

Tabla 9. Cebadores escogidos para cada marcador de Ty-1.

Tc: Tamafio del cebador; Tm: temperatura de melting; C: complementariedad entre los cebadores; AC:
autocomplementariedad del cebador; Ta: Tamaino del amplicén en la PCR

Marcador Cebadores (5'->3') Tc (pb) Tm (2C) C AC Ta (pb)

c3 GAATTGGAGATTCTGGACCTG 21 58,6 5 3 175
TTGTCTGATAAGCTGCATTAGTGT 24 58,2 5 2

ca GCTATCATACGATCAGAGCATCA 23 59,4 6 1 101
GCATCAGAAACTTCATTTGATTG 23 58,8 4 2
ACTTTTATGACAAGGCCAGCTT 22 59,3 4 2

G TCAAGGGTAGGTACAAGTGTAGGA 24 59,1 6 0 100
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A continuacidn, se evalué el comportamiento de cada marcador en varios analisis HRM. La
puesta a punto se basé en aplicar los voliumenes de reactivos y las condiciones de PCR y melting
descritos previamente para los cebadores T4 (gen Tm-2a) y B3 (gen Sw-5), ya que los cebadores
disenados para Ty-1 amplifican un fragmento menor de 200 pb, y su temperatura de melting es
cercana a 60 2C, siendo condiciones similares a las de T4 y B3.

En una primera prueba, los marcadores C3 y C4 fueron capaces de distinguir perfectamente
los genotipos homocigotos resistentes y sensibles para Ty-1, mientras que el marcador C5 no fue
tan preciso (Figura 28). En una segunda prueba, en la que se afadieron individuos heterocigotos a
la poblacion control, el marcador C4 demostrd ser el mas eficaz y preciso. De esta forma, el
marcador C4 fue el elegido para ser implementado en el programa de mejora UMH. Ademas, la
gran ventaja de C4 es su excelente comportamiento bajo las condiciones de PCR (con un C; menor
de 30) y melting de los marcadores T4 y B3, lo que permite agrupar los tres en un mismo analisis
HRM vy ahorrar mucho tiempo cuando hay que seleccionar los tres genes de resistencia en una

misma poblacién.
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Figura 28. Curvas de melting de los marcadores C3,
C4 y C5 para los genotipos homocigotos resistente

o
E

im! €3 p (RR) y sensible (ss) asociados al gen Ty-1. Cada

!M: iss? curva corresponde a un individuo, y cada color
- Error indica un genotipo distinto. En C5, se observa un
: S error de genotipado en uno de los individuos (curva
e ; ; ———| roja).

e |

Puesta a punto del marcador asociado al gen ty-5

Este proceso conllevd una serie de dificultades técnicas, ya que la diferencia entre las
temperaturas de fusidn de las curvas de los genotipos homocigoto resistente y sensible es muy

pequefia (en torno a 0,35 2C) y, en ocasiones, era muy dificil distinguirlas. Se realizaron numerosas

132



Resultados y discusion

pruebas, que permitieron ajustar los factores de mayor relevancia para el correcto genotipado de
las plantas, tal y como veremos a continuacion.

La concentracidon de MgCl, en la mezcla es clave para obtener una buena amplificacién, ya
qgue afecta directamente a la especificidad de los cebadores en la cadena de ADN. Por ello, se
realizaron diversos experimentos comparando tres concentraciones distintas: 3, 3,5 y 4 nM. En
todas las pruebas, la concentracion de 3,5 nM proporciond los mejores resultados.

Seguidamente, se estudiaron diferentes concentraciones de los cebadores, otro factor de
gran importancia que incide en la eficiencia de la amplificacidon del ADN. Se realizaron analisis con
tres concentraciones distintas (0,1, 0,15 y 0,2 uM). En la Figura 29 se observa claramente que la

concentracién de 0,2 uM es la que separa los tres genotipos con mayor precision.
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Figura 29. Prueba con diferentes concentraciones de los cebadores (0,1, 0,15 y 0,2 uM) para el marcador
asociado al gen ty-5. Se utilizaron las mismas muestras homocigotas resistentes (rr) y sensibles (SS) y
heterocigotas sensibles (Sr) para los tres analisis.

También se experimentd con la duracién de las etapas de anillamiento de los cebadores y
extension del ADN. Mientras que para los marcadores T4, C4 y B3 fue suficiente una duracién de
15 segundos en ambas etapas, se comprobd que aumentar el tiempo de anillamientoa 20 sy la
extension del ADN a 25 s mejoraba la calidad de la amplificacion en el caso del marcador ty-5.

Otro factor clave para la optimizacion del proceso fue el numero de ciclos de PCR. Para los
marcadores T4, C4 y B3 fueron suficientes 45 ciclos, pero para ty-5 se necesitd aumentar el nimero

de ciclos a 55 para conseguir una mejor separacién de los genotipos homocigotos (Figura 30).
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Mormalized and Temp-Shifted Difference Plot and p-Shifted Dith Plet
4455 - 20497
22486 Iy =T
20455 45 / \ Sr 2457
18,486 . - 357
s
g 108 ciclos 18497
£ 14455 5 15397
7 e ;1149?
?wm \ g .
456 \
; 2 AAST
i A LS S H \ =
, 5957
4455 ) LY
3457
248 =
0455 . - 0957
' ~ 1
irr? &
725 7 735 4 745 7 75 7
Temperahars [°C)

Figura 30. Resultados de dos andlisis de genotipado del gen ty-5, utilizando las mismas plantas homocigotas
resistentes y sensibles y heterocigotas. A la izquierda, prueba realizada con 45 ciclos de PCR; a la derecha,
misma prueba con 55 ciclos. rr: homocigoto resistente; SS: homocigoto sensible; Sr: heterocigoto sensible.

Tras las pruebas, se ajustaron las concentraciones del resto de reactivos en la mezcla de
reaccion. Por tanto, esta mezcla se compone de 5 ul de Master mix, 1,4 ul de MgCl, 25 nM
(concentracién final de 3,5 mM), 0,2 ul por cebador (concentracion final de 0,2 mM), 2, ul de agua
y 0,5 pul de ADN, por lo que el volumen final es de 10 pl.

En cuanto al protocolo de HRM, se ajustaron los tiempos de las etapas de PCR y el nUmero
de ciclos se establecié en 55, como ya hemos visto. Se probaron diferentes temperaturas de
anillamiento, pero finalmente se optd por la tedrica (53 2C), ya que ofrecia los mejores resultados.
Este protocolo se utiliza para controlar la presencia del gen ty-5 durante el programa de mejora,

mostrando una altisima fiabilidad en el genotipado de retrocruces (Figura 31).

PCR Melting

95 °C | 95°C i 95 °C 95 °C
10:00 | 0015 ! 01:00

; 72°C | 72°C

i 00:25 | 02:00

! 53 °C i

! 00:20 !

| < i 01:00 01:00

X 55

Figura 31. Protocolo de HRM para el marcador asociado al gen ty-5, disefiado especificamente para el
instrumento LigthCycler 480® de Roche y los reactivos de esta marca comercial.
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c. Implementacion de la técnica HRM en el programa de mejora

Uno de los inconvenientes que presenta la técnica HRM frente al uso de CAPS es su mayor
coste debido al alto precio del Lightcycler® 480 y de los reactivos asociados. Por ello, uno de los
objetivos en los andlisis preliminares fue el de reducir el volumen final de reaccién, que estaba
estandarizado para 20 pl. Se realizaron pruebas a 10, 15 y 20 pl de volumen de reaccion,
concluyendo que no existen grandes diferencias entre los tres. Por tanto, se optd por realizar todos
los anadlisis a 10 pl de mezcla final, lo que supone una reduccion del 50% del voliumen de reactivos.

La implementacién de la técnica HRM fue posible tras la puesta a punto de todos los
marcadores moleculares asociados a los genes de resistencia. La primera vez que se utilizé a gran
escala fue para el genotipado de las plantas pertenecientes al primer retrocruzamiento (BC,) del
programa de introduccién del gen ty-5. En la Figura 32 quedan plasmadas las curvas de fusion o
melting de los genotipos homocigotos resistentes y sensibles y heterocigotos para cada uno de los
marcadores moleculares utilizados para el control de los genes Tm-2a, Ty-1, Sw-5y ty-5.

Esta técnica posee varias ventajas con respecto al tradicional uso de CAPS en el programa de
mejora. La mas evidente de todas es la rapidez en el genotipado de las plantas, lo cual es
sumamente importante cuando se analiza un gran nimero de individuos, ya que sélo se dispone de
unas dos semanas desde la toma de muestras en semillero hasta que la plantula estd preparada
para trasplantar a invernadero. En ese corto espacio de tiempo, se debe realizar la extraccion del
ADN vy el genotipado de cada individuo para poder realizar la seleccidn. En este sentido, la duracién
del genotipado mediante HRM es casi 3 veces menor que con CAPS (Tabla 10), lo cual permite
analizar un gran nimero de plantas y llevar a cabo una mejor gestién del limitado tiempo
disponible. Esto se traduce en un genotipado de gran calidad, evitando errores y maximizando la

eficiencia del proceso.

Tabla 10. Duracién maxima aproximada de cada una de las fases del genotipado mediante CAPS y HRM
en el laboratorio del grupo de mejora EPSO-UMH, considerando el andlisis de 98 muestras (una placa).

CAPS HRM
Fases Duracion (min) Fases Duracion (min)
Preparacién de la PCR 60 Preparacién 60
PCR 90 PCR 90
Electroforesis PCR 60 Melting 30
Preparacién de la digestidon 60
Digestion 150
Electroforesis digestion 60
TOTAL 480 180
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d. Complementacion de la resistencia a TYLCV mediante la introgresion del gen ty-5 en lineas

de mejora UMH.

Durante el periodo 2017-2019, se ha llevado a cabo el cruzamiento de los parentales seguido
de cuatro ciclos de retrocruzamientos, y en primavera del afio 2020 se han plantado los individuos
BC,4 genotipados. En el segundo ciclo de retrocruzamiento, las plantas del BC; de la linea UMH 1203
mostraron un fenotipo incorrecto, seguramente debido a un fallo en la polinizacién o en la
recoleccidn del fruto polinizado. Por tanto, se decidié apartar esta linea del programa.

El nimero de plantas genotipadas en cada ciclo de retrocruce estuvo en funcién del nimero
de plantas seleccionadas fenotipicamente durante el ciclo anterior (Tabla 11). En general, se
procuraba obtener unas 10 plantas de cada retrocruce seleccionado. Por ejemplo, en el caso de la
linea UMH 1200 se seleccionaron cuatro plantas del BC; para ser retrocruzadas por segunda vez. La
progenie de cada planta retrocruzada segregaba para el gen ty-5 en individuos heterocigotos (50%
Sr) y homocigotos sensibles (50% SS), mientras los demas genes de resistencia quedaban fijados en
homocigosis. De esta forma, fue necesario genotipar 20 plantas de cada retrocruce para discriminar
unas 10 heterocigotas para el gen ty-5. Como habia cuatro retrocruces seleccionados, se
genotiparon 80 plantas en total, es decir, 20 por cada uno de ellos. Considerando el programa en
su conjunto, en cada ciclo se han genotipado de 400 a 600 plantas. Excepcionalmente, el
genotipado fue mucho mds intenso tras el retrocruce de la generacion F;, ya que la segregacion de
los genes de resistencia fue mayor en este caso.

La presion de seleccidn fenotipica sobre los retrocruces también fue muy intensa en cada
ciclo, tal y como puede apreciarse en la Tabla 11. En general, se seleccionaron fenotipicamente

entre 2-7 plantas de cada retrocruce durante los tres primeros ciclos.

Tabla 11. Para cada ciclo BC,, n2 de plantulas genotipadas en semillero (Gen), n2 de plantas seleccionadas
genotipicamente y trasplantadas (Tras) y n2 de plantas adultas seleccionadas segun el fenotipo (Sel), para
cada una de las lineas del programa de mejora.

BC, BC; BC; BC,
Gen Tras Sel Gen Tras Sel Gen Tras Sel Gen  Tras

UMH 1200 60 9 4 60 18 2 35 16 6 60 20
UMH 1139 40 4 3 45 15 3 60 31 5 75 25
UMH 1203 60 5 3 50 0 0 - - - - -
UMH 1406 60 5 3 55 13 4 80 33 6 90 30
UMH 1354 40 5 3 60 24 5 95 27 7 105 35
UMH 1422 50 12 4 75 19 3 60 27 7 105 35
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Estudio del comportamiento de lineas de mejora e hibridos UMH con resistencias a virus en

condiciones de agricultura de resiliencia

a. Evaluacion de caracteres productivos y de calidad de lineas e hibridos UMH de tipo

Muchamiel y De la pera en condiciones de cultivo de bajos insumos y riego salino.

ANOVAs

Los resultados de los tres afios correspondientes a cada uno de los ensayos se analizaron
conjuntamente mediante un modelo ANOVA en split-plot, permitiéndonos evaluar el efecto
Genotipo x Ambiente de forma profunda. El ANOVA revelé que no hubo diferencias significativas
entre los afios, excepto para el rendimiento en Muchamiel. Opuestamente, se encontraron grandes
diferencias entre las condiciones de cultivo y también entre las diferentes lineas e hibridos para casi
todos los pardmetros. El comportamiento de los cultivares fue variable en rendimiento y nimero

de frutos entre condiciones, y mds estable en el peso del fruto y pardmetros de calidad.

Correlaciones

Se observé una altisima correlacién entre la medicion de la CE de la solucidn de riego y de la
solucion del suelo a 15 y 30 cm de profundidad, lo que sugiere que seria posible llevar a cabo una
simplificacion de la técnica de medicidn sin perder informacion valiosa. Por otro lado, la correlacion
fue positiva entre la conductividad y los pardmetros de calidad, indicando que los frutos producidos

en condiciones de salinidad tuvieron valores significativamente mas altos de acidez y 2Brix.

Efectos de las condiciones de cultivo

A continuacién, se analizan los efectos debidos al sistema de cultivo empleado sobre los
parametros productivos, la incidencia de podredumbre apical y los caracteres relacionados con la
calidad del fruto. Para facilitar el analisis, los resultados obtenidos en las condiciones de bajos

insumos y salinidad se comparan con los resultados derivados del sistema de cultivo convencional.

Pardmetros productivos

En la condicion de bajos insumos, se observaron tres hechos destacables:

i. Elrendimiento se redujo en todos los cultivares respecto a la condiciéon convencional. Sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas en las lineas De la pera, las cuales
mostraron un comportamiento sorprendentemente bueno en ausencia total de
fertilizacion. Esto sugiere la presencia de un mecanismo de asimilacién de nutrientes muy

eficiente en esta variedad. Es probable que sea el resultado de muchos afios de cultivo y
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seleccion en sistemas ligados al autoconsumo vy la agricultura marginal, en los que es
habitual el aporte escaso de insumos. Muchos autores han indicado que este tipo de
variedades tradicionales presentan un comportamiento relativamente estable en
condiciones no éptimas, siendo capaces de proporcionar rendimientos moderados en
condiciones locales de estrés. En cambio, la variedad Muchamiel parece estar ligada a
ambientes de medio o alto aporte de nutrientes, por ello su bajo rendimiento en bajos
insumos. La variedad Muchamiel ha tenido tradicionalmente un cultivo vy
comercializacion mucho mas amplio de la De la pera, por lo que es posible que se

desarrollara en ambientes de mayor fertilizacién, para favorecer la produccién.

ii. El bajo rendimiento de los hibridos en bajos insumos puede deberse a su propia
naturaleza. Quizas, la expresion del vigor hibrido esté relacionado con un sistema de alta

fertilizacion, aunque seran necesarios mas estudios para averiguarlo.

iii. La pérdida de rendimiento estuvo relacionada con la reduccién en el nimero de frutos
por planta en todos los casos, mientras el peso medio del fruto permanecié invariable
entre las tres condiciones de cultivo. Estos resultados coinciden con otros estudios de

fertilizacion realizados en tomate.

En condiciones salinas, se produjeron reducciones en el rendimiento (10-15% de media) en

los dos tipos de tomate, lo cual coincide con los resultados obtenidos por otros autores, e incluso
son menores comparados con algunos de ellos. A pesar de que estas reducciones no fueron
estadisticamente significativas, es necesario valorar si el aumento de la calidad del fruto inducido
por la salinidad compensaria una menor produccién. Por otro lado, aunque la mayor parte de la
literatura indica que la pérdida de produccién en ambientes de salinidad moderada se debe mas a

la reduccion del peso que al numero de frutos, nosotros obtuvimos resultados opuestos.

Incidencia de podredumbre apical (peseta)

La incidencia de peseta se observd Unicamente en las lineas De la pera cultivadas en
condiciones de bajos insumos. Este desorden fisiolégico ya habia sido descrito anteriormente como
dependiente de la variedad y el cultivar.

Al contrario de lo que cabria esperar, no se observaron signos de podredumbre apical en
ningun cultivar en condiciones de salinidad. Esto sugiere la existencia de cierta tolerancia genética
a la salinidad en nuestras lineas e hibridos, probablemente debido a su cultivo tradicionalmente en

zonas con presencia de suelos y acuiferos salinizados.
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Calidad del fruto

El cultivo en bajos insumos afecté negativamente a la calidad del fruto, especialmente en los
tomates de tipo Muchamiel. El pardmetro mas afectado fue el contenido en acidez, con reducciones
alrededor del 30-40% en los cultivares Muchamiel. En cambio, la disminucidn en el contenido en
solidos solubles no fue tan acentuada. De nuevo, los resultados sugieren una mejor adaptacion de
la variedad De la pera a la reduccién de insumos.

La salinidad incremento el contenido en acidez y sélidos solubles en ambos tipos de tomate,
aunque no llegé a los niveles descritos en otros estudios en condiciones de salinidad parecidas.
Como destacdbamos anteriormente, es posible que ambas variedades hayan desarrollado
tolerancia genética a la salinidad durante su cultivo en suelos y acuiferos salinizados, presentes
habitualmente en el sureste espafiol. Por tanto, parece razonable que un aumento notable de los
parametros de calidad en estas variedades requiera del uso de mayores valores de CE en el agua

de riego.

b. Evaluacion del efecto de laintrogresion de genes de resistencia procedentes de especies

silvestres de tomate en diversos parametros agrondmicos y de calidad.

En primer lugar, es necesario sefialar que las lineas utilizadas no son NILs, por lo que las
ligeras diferencias genéticas entre ellas podrian enmascarar el efecto de las introgresiones en los
parametros estudiados. A pesar de esto, parece claro que la presencia del gen Ty-1 en homocigosis
afecté negativamente a los pardmetros productivos y el contenido de acidez del fruto, e incluso
podria ser responsable de la aparicion de podredumbre apical en las lineas De la pera en bajos
insumos. Todo ello estd en consonancia con los estudios previos del grupo de mejora EPSO-UMH,
aunque las diferencias entre los genotipos en la presente publicacién no son tan acentuadas. Tal y
como apuntaban los autores de esos estudios, los efectos negativos probablemente estén
relacionados con la presencia de genes silvestres ligados al gen de resistencia, los cuales no han
podido ser eliminados mediante la técnica de retrocruzamiento durante el programa de mejora.

En general, también se observé un mejor comportamiento en los parametros productivos de
los hibridos respecto a las lineas homocigotas para Ty-1, en las condiciones convencional y salina.
Algunos autores han propuesto el uso de este gen en heterocigosis para evitar los efectos negativos
en homocigosis, lo cual podria explicar el mejor rendimiento de los hibridos en nuestro ensayo. Esto
es especialmente claro en el caso del hibrido De la pera UMH 1203 x 21, el cual procede del cruce
entre la linea UMH 1203 y la variedad tradicional De la pera P21, ambos muy parecidos a nivel

genético excepto por los genes de resistencia presentes en la linea de mejora.
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Conclusiones

I.  Contribucion al programa de mejora genética de tomate EPSO-UMH

El registro de las nuevas lineas de mejora UMH De la pera y Cherry pera con resistencia a
virus cumple con el propésito final del programa de mejora UMH, ofreciendo a los agricultores
opciones de cultivo de variedades tradicionales para zonas de incidencia de virus.

El disefo y puesta a punto de los marcadores para la seleccién de los genes Ty-1 (C4) y ty-5
(ty-5), y suimplementacién en HRM junto a los marcadores de Tm-2a (T4) y Sw-5 (B3), ha permitido
mejorar sustancialmente el funcionamiento del programa de mejora UMH. Mediante unos
protocolos sencillos y claros, podemos determinar con precisién el genotipo de resistencia a ToMV,
TYLCV y TSWV en un gran ndmero de plantas y en un corto espacio de tiempo. Ademas, se han
creado mecanismos Utiles para el desarrollo futuro de nuevos marcadores de HRM asociados a
genes de resistencia o de otro tipo a partir de SNPs.

El programa de introducciéon del gen ty-5 en lineas de mejora UMH se encuentra en su etapa
final con la obtencidn de la generacién BCs. A falta de los uUltimos pasos, hemos conseguido la
fijacion de los genes de resistencia mediante los nuevos protocolos de HRM, y la recuperacion de
genoma recurrente es evidente en todas las lineas gracias al fenotipado realizado durante cada

ciclo de retrocruzamiento.

Il. Estudio del comportamiento de lineas de mejora e hibridos UMH con resistencias a virus en

condiciones de agricultura de resiliencia

En condicidon de bajos insumos, todas las lineas e hibridos mostraron reducciones en el
rendimiento, el numero de frutos y la calidad. Sin embargo, el comportamiento de los tomates de
tipo De la pera fue mas estable que los cultivares de tipo Muchamiel. Es posible que el tipo varietal
De la pera presente ventajas genéticas de adaptacion a bajos niveles de fertilizaciéon, lo cual
repercute directamente tanto en el agricultor como en el medioambiente.

En condicidn salina, se observé un aumento de la acidez y el contenido en sélidos solubles
en practicamente todos los cultivares, junto con ligeras reducciones en el rendimiento y el nimero
de frutos. Sin embargo, parece necesaria la implementacion de un mayor incremento de la
conductividad en el agua de riego para conseguir una calidad superior, la cual sea capaz de
aumentar significativamente el valor de estos tomates en el mercado.

La presencia del gen Ty-1 en homocigosis se relacioné con reducciones en los niveles
productivos y el contenido en acidez en todas las condiciones. Por otro lado, el mejor
comportamiento agronémico del hibrido UMH 1203 x 21 con respecto al parental UMH 1203 valida

el uso del gen Ty-1 en heterocigosis para evitar sus efectos negativos en homocigosis.
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Perspectivas de futuro

A continuacion, se describen diferentes lineas de investigacion y ensayos especificos que
deben ser abordados para obtener informacién valiosa sobre el comportamiento a nivel genético,

agrondémico y de calidad del fruto de las lineas de mejora de tomate Muchamiel y De la pera:

* Continuacién del programa de introduccion del ty-5 mediante el retrocruzamiento del BCs, o
bien mediante la autofecundacién del mismo si el parecido fenotipico con las lineas originales
es el esperado. Posteriormente, se llevara a cabo la evaluacion agrondmica y de calidad de cada

linea pura obtenida.

* Tras la autofecundacién de individuos BCs en el programa de introgresion del gen ty-5 y la
obtencidn de lineas homocigotas con distintas combinaciones para los genes Ty-1 y ty-5, se

llevara a cabo la evaluacién de:
i.  El efecto de la introduccidn del gen ty-5 en caracteres agrondmicos y de calidad.

ii. Laresistencia de estas lineas a la incidencia de TYLCV.

* Genotipado de las lineas élite del programa mediante el array SolCAP 8K para la seleccion de
baterias de SNPs uniformemente distribuidos por el genoma, que permitan la seleccidn rapida

de retrocruces acelerando el proceso de mejora en el futuro.

* Para seguir profundizando en el comportamiento de las lineas de mejora UMH en una

agricultura de resiliencia, se plantea:

i.  Evaluacién agrondmica y de calidad del fruto en condicién de bajos insumos, con la

aplicacion de distintas tasas de fertilizacion.

ii.  Evaluacidon del rendimiento y la calidad en condiciones de salinidad moderada-alta,

con conductividad eléctrica del agua de riego superior a 6 dS/m.

iii. Busqueda de los mecanismos genéticos que inciden sobre los caracteres

productivos y de calidad en condiciones de bajos insumos y salinidad.

* Es necesario seguir investigando los efectos de la introduccién de genes de resistencia
procedentes de especies silvestres de tomate en los caracteres productivos y de calidad de las
lineas UMH. Para ello, se va a estudiar los datos de genotipado obtenidos a partir del chip 8K
SolCAP y el resultado del andlisis de los perfiles aromaticos del fruto en un ensayo realizado por
el grupo de mejora con lineas de introgresidn uchamiel y De la pera, las cuales presentan

distintas combinaciones de genes de resistencia
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