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Desarrollo de una coleccion de lineas de introgresion de Solanum incanum
en el fondo genético de S. melongena y deteccion de QTLs implicados en
caracteres de interés

G. Mangino!, P. Gramazio, S. Vilanoval, E. Garcia-Fortea!, J. Prohens' y M. Plazas®
! Instituto de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana, Universitat
Politécnica de Valéncia, Camino de Vera 14, 46022 Valencia

2 Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas-Universitat Politécnica de Valéncia, Camino de Vera 14, 46022 Valencia
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Resumen

Solanum incanum es una especie silvestre altamente tolerante a la sequia
considerada como parte del germoplasma secundario de la berenjena comun (S.
melongena). Con anterioridad a este trabajo, a través de un esquema de retrocruces
con seleccion asistida por marcadores, se desarrolldo una coleccion de materiales de
introgresion avanzados y un conjunto de 25 lineas de introgresion fijadas (ILs) en el
cual se utilizo S. incanum como parental donante. A partir de estos materiales se
desarrollaron otras 20 ILs fijadas, totalizando 45 ILs, en las cuales esta representado
el 71,1% del genoma de S. incanum. Los materiales de introgresion obtenidos
representan unos recursos extremamente utiles para la diseccion genética de
caracteres de interés. Por esta razén, recientemente, se evalué un subconjunto de 16
ILs en dos ambientes distintos, donde se fenotiparon utilizando 20 descriptores
morfolégicos de planta, flor y fruto para detectar QTLs vinculados a estos caracteres.
De esta forma, se identificaron 9 QTLs, distribuidos en 6 grupos de ligamiento,
correspondientes principalmente a caracteres indicativos de tamaifio de planta y flor.
Esta informacion sera de utilidad para la conservacion y utilizacion de estos recursos
genéticos en programas de mejora.

INTRODUCCION

Las colecciones de materiales de introgresion avanzados representan una excelente
estrategia de reproduccion para incorporar la variacion natural de interés en los programas
de mejoramiento modernos. Las lineas de introgresion (ILs) se generan por
retrocruzamiento, a partir de un cruce F1 entre un genotipo donante seleccionado,
generalmente germoplasma exoético o silvestre, y un fondo genético comun, generalmente
un cultivar de élite. La seleccion asistida por marcadores de lineas con introgresiones
receptor-donante y antecedentes genéticos recurrentes se realiza en cada generacion.
Ademas de la introduccién de una nueva variabilidad en los cultivos, las ILs han
demostrado una mayor eficacia en la estimacion de QTLs respecto a otras poblaciones
segregantes, como F2 o lineas dobles haploides (Yin et al., 2016).

En el caso de la berenjena comun (S. melongena), la primera coleccion de lineas de
introgresion se desarrolld por nuestro grupo y consiste en 25 ILs fijadas que cubren el
61,7% del genoma del parental donante, S. incanum (Gramazio et al., 2017). S. incanum es
una especie silvestre que crece naturalmente en las zonas desérticas y presenta una
considerable tolerancia a la sequia (Knapp et al., 2013). Debido a las caracteristicas de esta
especie silvestre, el analisis de los materiales de introgresion producidos serd extremamente
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interesante para obtener informacion util para la mejora de la berenjena. Ademas, el
desarrollo de ILs puede ser util no solo para diseccionar la base genética de los caracteres
de interés, sino también para desarrollar variedades de berenjena con nuevos caracteres,
incluidos caracteres complejos como la resistencia a la sequia, introgresados a partir de S.
incanum.

En este trabajo, describimos el progreso en la obtencion y seleccion de la coleccion
de material introgresado y su uso en la identificacion de QTLs relacionados a caracteres de
interés.

MATERIALES Y METODOS

Los parentales utilizados consistieron en una accesion de S. melongena (AN-S-26)
y una accesion silvestre de S. incanum (MM557). AN-S-26 es una variedad tradicional
andaluza sin espinas con frutos morados, grandes y de forma obovoide. MM557,
recolectada en Israel, presenta frutos verdes, pequefios y de forma subovoide y espinas en
el tallo, hojas y caliz.

Para la obtencion de nuevas lineas de introgresion, plantas seleccionadas de
retrocruces avanzados (Gramazio et al., 2017) se polinizaron a mano en un invernadero
libre de polinizadores y los cruces se realizaron entre el parental recurrente AN-S-26 y las
plantas seleccionadas por presentar los fragmentos objetivo. Una vez conseguida una planta
con el fragmento objetivo en heterocigosis se procedio a su autofecundacion para la fijacion
del fragmento introgresado. Los descendientes se seleccionaron utilizando diferentes
marcadores moleculares (COSII, SSR, SNP) para las regiones gendmicas objetivo.

Para la identificacion de QTLs, se selecciond un subconjunto de 16 ILs de la
coleccion final (Figura 1). De cada IL se cultivaron 5 plantas en dos ambientes distintos
(aire libre e invernadero) y se utilizaron 20 descriptores morfoldgicos de planta, flor y fruto,
la mayoria de las cuales fueron desarrollados por EGGNET (Mufioz-Falcon et al., 2009).
Para cada réplica se obtuvo un valor medio y se realizaron analisis de varianza. El valor
medio de cada linea se comparo a los del parental S. melongena usando el test de Dunnett
(p<0.05). Se consider6é que se habia detectado un QTL cuando las ILs individuales eran
significativamente distintas (p<0.05) de S. melongena en ambos los ambientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la coleccion de materiales de introgresion avanzados y de las ILs
desarrolladas previamente, se realizaron dos ciclos de retrocruzamiento y/o
autofecundacion y una selecciéon por marcadores moleculares, con 5-6 marcadores por
grupo de ligamiento. En cada ciclo se ensay6 un niumero de plantas entre 250 y 300 con el
fin de seleccionar las plantas con los genotipos mas interesantes. Generalmente la cantidad
de semillas obtenida de material desarrollado resultd variable, aunque la tasa de éxito de
los cruces ha sido alta y sin relevantes problemas de fertilidad. Actualmente disponemos
de plantas de la generacion BC5S3, BC5S4, BC6S1, BC6S2 que se genotiparan con la
técnica SPET (Single Primer Enrichment Technology) para evaluar con una mayor
precision la fijacion en homocigosis de los fragmentos introgresados de S. incanum. Entre
las nuevas lineas de introgresion, se obtuvieron 20 nuevas, lo cual supone un total de 45,
las cuales cubren el 71,7% del genoma de S. incanum.

La combinacion de datos fenotipicos y genotipicos permitio la deteccion de 9 QTLs,
distribuidos en 6 grupos de ligamiento (Tabla 1). Se encontraron valores significativos para
QTLs correspondientes principalmente a caracteres indicativos de tamafo de planta y flor.
En total, tres lineas (SMI 2.4, SMI 3.1 y SMI 8.1) presentaron QTLs para valores
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superiores a S. melongena para la altura y anchura media de planta, asi como para la
longitud del estigma. SMI 2.4 mostrd valores elevados de peso medio del fruto con
respecto a la berenjena cultivada. Por otra parte, los valores para la longitud de pedicelo y
pedinculo resultaron significativamente inferiores a S. melongena en 4 casos (SMI 1.3,
SMI 4.1, SMI_8.1 y SMI 12.6).

Los resultados muestran que el material de introgresion desarrollado representa un
recurso util para la identificacion de QTLs relacionados a caracteres de interés. Esta
informacion serda de utilidad para la conservacion y utilizacién de estas herramientas
genéticas en programa de mejora.
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Tabla 1. QTLs identificados en las 16 ILs seleccionadas a partir de la coleccion final.

Variacion Variacion
con respecto a con respecto a
S. melongena S. melongena

Posicion
Caracter QTL Linea Cromosoma fisica

(Mb) (aire libre) (invernadero)

Altura planta (cm) alpl SMI 8.1 8 3-109 14.14 16.46
Anchura planta anpl  SMI 24 2 75-81 6.53 3.49
(cm) -

anp2  SMI 3.1 3 7-86 4.36 3.57
(Lcifllsgltud esugma o1 SMI 81 8 3-109 0.52 0.43
Longitud pedicelo 401 gy 4. 4 4-105 2.74 -2.49
(cm) -

Ipdc2  SMI 8.1 8 3-109 -3.16 -2.28

Ipdc3 SMI 12.6 12 3-96 -2.94 -3.02
Longitud lpdul  SMI 1.3 1 27-36 -1.01 20.71
pedanculo (cm) -
Peso medio (g) pml  SMI 2.4 2 75-81 -28.9 -46.3
:: :_i ; I CHR_1 CHR_2 CHR_3 CHR_4 CHR_S CHR_6 CHR_7 CHR_3 CHR_S CHR_10 CHR_11 CHR_12
2:::::: . _.
.SMI:E:: 1
SMI_4.1 I
ey E————
SMI7.1 I
g S
SMI_8.1 ]
a0t -
5MI:12:6 ]

[0 5. melongena M 5. incanum
Figura 1. Representacion grafica de los genotipos de las ILs seleccionadas para la
identificacion de QTLs. Las filas indican los codigos de las ILs y las columnas indican
los nimeros de cromosomas. Las introgresiones homocigotas del parental donante se
representan en rojo, el fondo genético del parental receptor se representa en azul.
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