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RESUMEN

Las variedades tradicionales de tomate son apeeciaor los consumidores, que estan
dispuestos a pagar mayores precios por recupesabelr del tomate. Este interés ha
propiciado que los estudios referentes a estosrialate se hayan multiplicado durante
los dltimos afios, aunque normalmente se cifien aspeariedades, pocas poblaciones
por variedad, o a aspectos muy concretos de sastedsticas. El presente trabajo aborda
una caracterizacion de variedades tradicionaletedahte espafiol que permita reunir e
integrar los resultados de caracterizacion morforagmica, organoléptica, funcional y
molecular, en un intento de poner en valor est@ortantes recursos fitogenéticos.

Dentro de las poblaciones de las variedades tmawi®s evaluadas se han observado
niveles elevados de variacion en caracteristicaforagrondmicas y funcionales. Dicha
variacion puede deberse a factores micro-ambientaldiferencias genotipicas, puesto
que se trata de variedades poblacion. No obstéadediferencias observadas en los
niveles de variacion respecto a hibridasefmpleados como control, sugiere que las
diferencias genotipicas entre individuos no seildarimportantes como cabria pensar.

La variacion detectada entre poblaciones de la migmiedad es, en general, mayor en
todos los niveles (morfo-agronémico, organoléptitmcional y molecular). Aunque
parece existir una cierta tendencia en el per&ooléptico, funcional y morfolégico para
cada variedad, lo cierto es que los rangos decranale estos perfiles entre distintas
variedades se solapan. La seleccion diferencidizagla por cada agricultor dentro de
variedad podria ser una de las principales caws#s @levada variabilidad detectada. A
ésta se afiade los efectos de la mezcla de seyilaruzamientos espontaneos que se
han evidenciado en la evaluacién de los materigkesto por segregaciéon morfo-
agrondmica como por los niveles de heterocigositeservada en algunas poblaciones).
De esta forma, tras estos sucesos el agricultaraaia una elevada presion de seleccién
para recuperar las caracteristicas basicas extdmés variedad, pero la variacion se
mantendria, especialmente, en los caracteres astern

La elevada variabilidad entre las poblaciones de mmsma variedad presenta varios
problemas a la hora de abordar la promocion delbivay su conservaciom situ. Por

un lado, la existencia de tanta variacion comptjoa los consumidores asocien un
morfotipo muy definido con un elevado estandar diédad. Ademas, la falta de un

ideotipo claro y relativamente uniforme, dificukh registro de los materiales como

variedades de conservacion. Por otro lado, no ttafagoblaciones de una variedad
aglutinan una morfologia y estructura del frutocadela, representativa de la variedad y
gue ademas manifieste el mejor sabor posible. Rmres conveniente llevar a cabo

programas de depuracion varietal en los que sécematelecciones de las mejores
poblaciones que reunan las mejores caracteristiéas. otro lado, también seria

recomendable realizar selecciones dentro de pdini&ci los casos en los que la variacion
intra-poblacional sea excesiva. En ocasiones, yfodma complementaria, podria

contemplarse la introgresion de genes de resistendgrosis en variedades tradicionales,
como medida necesaria en aquellas zonas especialatattadas por determinadas
enfermedades.



De forma adicional, considerando el creciente @ggyor los alimentos saludables, la
deteccién de variedades o poblaciones dentro dedeal que destaquen por un elevado
valor funcional, puede contribuir a identificarwalor afiadido que permita valorizar estas
variedades tradicionales. En este contexto, sehewontrado poblaciones con niveles de
vitamina C préximos a los mostrados por cultivdfgsuble Rich”, de licopeno dentro
del rango de variacibn mostrado por cultivares Khigigment” y de p-caroteno
comparables a los mejores resultados obtenidosukivaces “high pigment”. Estos
materiales resultan potencialmente utiles como tesere variacion o pueden ser
directamente aprovechables para ser reintrodueided mercado con un valor afiadido
contrastado. Aunque se ha encontrado variaciongta@ntenido en polifenoles totales,
éstos han sido intermedios.

Finalmente, a la hora de realizar una adecuadadifidanion del ideotipo varietal, de
depurar una variedad descartando poblaciones,aleracprogramas de introgresion de
genes o simplemente para defender los mercadosaldac frente a fraudes que
pretendan aprovechar los diferenciales de precidaslevariedades tradicionales, es
necesario contar con herramientas de caracterizawdecular eficientes. En este trabajo
se ha seleccionado y comprobado la efectividadndecoleccion de marcadores SNP
para caracterizar variedades tradicionales de tonyatse han obtenido huellas
moleculares para las variedades: “Centenares”, rtébi@no”, “De la pera”, “De pera”,
“Flor de baladre”, “Gordo rojo”, “Moruno”, “Mucharel”, “Negre”, “Pimiento”,
“Valenciano” y “Tomaca gallega”.

La tipificacion varietal, la identificacion de uraler afiadido en las caracteristicas

organolépticas y funcionales de estos materialés,dgteccion de perfiles moleculares

que permitan autentificarlos, son elementos clavecgsarios para asegurar la proteccion
de estos recursos genéticos. Estas actividadesbeorin a consolidar los mercados de

calidad, satisfaciendo las demandas de los consuesidy ofreciendo una alternativa de

cultivo rentable a agricultores en sistemas minlistas.



ABSTRACT

Traditional varieties of tomato are appreciatedcbpsumers, who are willing to pay
higher prices to recover the real taste of tomatus interest has spurred multiple
researches regarding these materials during thgdass, but usually they are restricted
to few varieties, few populations per variety oeafic aspects of its features. This work
addresses a characterization of traditional vasetiom the East coast of Spain in order
to obtain and integrate results of morpho-agrongmoiganoleptic, functional and
molecular characterization, in an attempt to valrthese important plant genetic
resources.

High levels of variation in morpho-agronomic andhdtional characteristics were
observed within populations of the traditional eéigs evaluated. Such variation may be
due to micro-environmental factors or genotypidesténces, since they are population
varieties. However, the observed differences ingkels of variation of Fhybrids used
as a control, suggest that genotypic differencesngrindividuals would not be as
important as expected.

The variation detected among populations of theeseaniety is generally higher on all
levels (morpho-agronomic, organoleptic, functiomald molecular). Although there
seems to be a tendency in the organoleptic, fumatiand morphological profile for each
variety, the fact is that the ranges of variatibthese profiles overlap among varieties.
The differential selection made by each farmer witrarieties may be one of the major
causes of the detected high variability. The effeat seed mixing and spontaneous
crossing that have been evidenced in the evaluafitibese materials (considering both
morpho-agronomic segregation as well as the leMetdserved heterozygosity in some
populations) would also contribute to this variatid hus, after these events the farmer
would apply a high selection pressure to recoveretktternal basic characteristics of the
variety, but the variation would be maintained esgéy in the internal traits.

The high variability among populations of the saragety presents several problems to
address the promotion of their cultivation angitu conservation. On the one hand, the
existence of so much variation complicates asdoaidty the consumers of a defined
morphotype with a high quality standard. Furthermaine lack of a clear and relatively
uniform ideotype, complicates the registration bkde materials as conservation
varieties. On the other hand, not all populatioha gariety combine an adequate fruit
morphology and structure, representative of theetygrwith the best possible taste.
Therefore, it is convenient to perform varietal aigion programs to select the
populations with the best features. It would alscadvisable to make selections within
populations in cases where the intra-populatioratian is excessive. When appropriate,
and as supplementary strategy, it could be coreidére introgression of resistance to
virus genes in traditional varieties, as a necgssaasure in those areas particularly
affected by certain diseases.

Additionally, considering the growing interest iadithy foods, detection of varieties or
populations within a variety that excel for a higimctional value, may help to identify
an added value contributing to valorize these ti@uhl varieties. In this context,
populations with vitamin C levels close to thosewh by 'Double Rich cultivars,
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lycopene contents within the range of variationveiby "high pigment cultivars and3-
carotene levels comparable to the best obtainétigh pigment cultivars have been
found. These materials are potentially useful agcas of variation or may be directly
reinserted into the market with a proven added ezahlthough variation in the total
polyphenol content has been found, the levels gbddnave been intermediate.

Finally, in order to obtain an adequate identifimatof the varietal ideotype, to depurate
a variety discarding populations, to implement lgacksing programs or simply to
protect quality markets against frauds, that triatee advantage of the price premium of
traditional varieties, it is necessary to havecedfit tools for molecular characterization.
In this work, a collection of SNP markers has beelected and its effectiveness tested in
the characterization of traditional varieties ontio and the molecular fingerprints of
"Centenares", "Cuarenteno”, "De la pera", "De perélor de baladre”, "Gordo rojo",
"Morunao”, "Muchamiel”, "Negre", "Pimiento", "Valerano" and"Tomaca gallegahave
been obtained.

The varietal characterization, the identificatidran added value in the organoleptic and
functional characteristics of these materials dmidentification of molecular profiles
that enable their authentication are key elemeatessary to ensure the protection of
these genetic resources. These activities will teegonsolidate quality markets, meeting
the demands of consumers, and providing a proétaddternative for farmers in
smallholder farming systems.



RESUM

Les varietats tradicionals de tomaca son aprecipeleconsumidors, que estan disposats
a pagar preus més alts per recuperar el gusttdmkca. Aquest interés ha propiciat que,
durant els ultims anys, els estudis referents astqumaterials s’hagen multiplicat, encara
gue normalment es cenyeixen a poques varietatgjegopgoblacions per varietat, o
aspectes molt concrets de les seues caracteristifflepresent treball aborda una
caracteritzacio de varietats tradicionals del lfigvespanyol que permeta reunir i integrar
els resultats de caracteritzaci6 morfo-agrononoveganoleptica, funcional i molecular,
en un intent de posar en valor aquests importantses fitogenetics.

Dins de les poblacions de les varietats tradicoaasluades s'han observat nivells elevats
de variacio en caracteristiques morfo-agronomigfiexionals. Aquesta variacio pot ser
deguda a factors micro-ambientals o diferénciestjgiques, ja que es tracta de varietats
poblacid. No obstant aixo0, les diferencies obsezgaah els nivells de variacié respecte a
hibrids F empleats com a control, suggereix que les diféegngenotipiques entre
individus no serien tan importants com podria pessa

La variacio detectada entre poblacions de la mateaxietat €s molt més notable en tots
els nivells (morfo-agronomic, organoléptic, funabm molecular). Encara que sembla
existir una certa tendencia en el perfil organad¢gtincional i morfologic per a cada
varietat, la veritat €s que els rangs de variaeiquists perfils entre diferents varietats es
solapen. La seleccié diferencial realitzada peacgticultor dins de varietat podria ser
una de les principals causes de I'elevada vatiiletectada. A aquesta s'afegeix I'efecte
de la barreja de llavors i els encreuaments espengae s'han evidenciat en l'avaluacio
dels materials (tant per segregacié morfo-agronaro@n pels nivells d'heterozigositat
observada en algunes poblacions). Aixi, desprégue&is successos l'agricultor
realitzaria una elevada pressié de seleccid pecaperar les caracteristiques basiques
externes de la varietat, pero la variacié es mdn#n especialment, en els caracters
interns.

L'elevada variabilitat entre les poblacions d'unateixa varietat presenta diversos
problemes a I'hora d'abordar la promocio del sétiudlia seua conservacia situ. D'una
banda, I'existéncia de tanta variacié complicaaisieonsumidors associen un morfotipus
molt definit amb un elevat estandard de qualitatm@s, la falta d'un ideotip clar i
relativament uniforme, dificulta el registre delaterials com a varietats de conservacio.
D'altra banda, no totes les poblacions d'una \aragflutinen una morfologia i estructura
del fruit adequada, representativa de la varietpte, a meés, manifeste el millor sabor
possible. Per aixo, €s convenient dur a terme progs de depuracio varietal en que es
realitzen seleccions de les poblacions que reueistgs millors caracteristiques. D'altra
banda, també seria recomanable fer seleccionsdeiqmmblacié en els casos en que la
variacio intra-poblacional siga excessiva. De vegadde forma complementaria, podria
contemplar-se la introgressio de gens de resist@neirosi en varietats tradicionals com
a mesura necessaria en aquelles zones especiali®eates per determinades malalties.

De forma addicional, considerant el creixent irggrels aliments saludables, la detecci6

de varietats o poblacions dins de varietat queadest per un elevat valor funcional pot

contribuir a identificar un valor afegit que permetaloritzar aquestes varietats
Vv



tradicionals. En aquest context, s'han trobat modrig amb nivells de vitamina C
proxims als mostrats per cultivars "Double Richg, litope dins del rang de variacio
mostrat per cultivars "high pigment" i ¢ecarote comparables als millors resultats
obtinguts en cultivars "high pigment". Aquests mate resulten potencialment Gtils com
a fonts de variacié o poden ser directament apiaiéis per ser reintroduits al mercat amb
un valor afegit contrastat. Encara que s'ha tre@aacié per al contingut en polifenoles
totals, estos han estat intermedis.

Finalment, a I'hora de realitzar una adequada id&fidel ideotip varietal, de depurar una
varietat descartant poblacions, d'accelerar progsatintrogressioé de gens, o simplement
de defensar els mercats de qualitat davant fraegprpienguen aprofitar els diferencials
de preu de les varietats tradicionals, és necessamptar amb eines de caracteritzacio
molecular eficients. En aquest treball s'ha sebeati i comprovat l'efectivitat d'una
col-leccido de marcadors SNP per caracteritzar tesig¢radicionals de tomaca i s'han
obtingut empremtes moleculars per a les variet@tsntenares”, "Cuarenteno”, "De la
pera”, "De pera" , "Flor de baladre”, "Gordo rojaVjoruno”, "Muchamiel”, "Negre",
"Pimiento", "Valenciano" i "Tomaca gallega”.

La tipificacié varietal, la identificaci6 d'un valoafegit en les caracteristiques
organoleptiques i funcionals d'aquests materidksdieteccidé de perfils moleculars que
permeten la seua autentificacio, s6n elementsiclanessaris per assegurar la proteccio
d'estos recursos genetics. Aquestes activitatsriboman a consolidar mercats de
qualitat, satisfent les demandes dels consumidooerint una alternativa de cultiu
rendible a agricultors en sistemes minifundistes.
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1. INTRODUCCION



Introducciéon

1.1. ORIGEN, DOMESTICACION Y DIFUSION DEL TOMATE

1.1.1. El origen del tomate

El tomate, Solanum lycopersicunh., era una especie conocida y utilizada por los
mesoamericanos desde mucho antes de la llegadss dssparfioles a América. Venia

empleandose como cultivo secundario en pequefatobuen el objetivo de abastecer

las necesidades familiares, por lo que su impoda@condmica en aquella época no
podria considerarse del todo significativa (EsgsiAltazar y Nuez, 1995).

La palabratomatefue introducida en la lengua espafiola en el afg2 1&orominas,
1990), derivada de la palabrmatl’ procedente dehahuatl El nahuatles una lengua
uto-azteka que se hablaba mayoritariamente en Méximérica Central cuando los
espafioles llegaron al Nuevo Mundo. Para los natieasatl describia de forma general,
un fruto carnoso, mas o menos esférico, con presdeana gran cantidad de semillas y
carne jugosa (Williams, 1990; Montes y Aguirre, 29%e modo que cuando trataban de
referirse a un fruto concreto o a una especie dicpiar, utilizaban prefijos distintos.
Para denominar al tomate se afadia el prefijo foiifhando el vocablo xitomatl. Este
prefijo podria hacer referencia a las raices Xhiérba) o xipehua (pelar) y se ha llegado
a interpretar como una referencia al caliz queegbfruto detomatlmas apreciado, el
Physalis philadelphicdkam. figura 1), y del que careceria el tomate (Long, 1995). Este
sistema de prefijos tan particular ha llegado segemnconfusion entre los historiadores,
provocando la aparicion de discrepancias a la

hora de interpretar citas que contienen la pala
tomatl  Probablemente, podria haber
considerado que en muchos escritos se es
haciendo referencia al tomate cuando realme
los nativos estarian refiriéndose a cualquier ¢
especie del mismo grupo y no concretamentt
S. lycopersicumComo consecuencia, se habi
sobreestimado la importancia real del tomate
tiempos precolombinos.

Se han elaborado numerosos estudios cotr
proposito de determinar el ancestro silvestre
tomate y la mayoria de ellos concuerdan en ¢
muy probablemente, éste tenga su origen el
region andina noroccidentalfigura 2), en
concreto las zonas que actualmente ocu|
Peru, el sur de Colombia, Ecuador, Bolivia y
norte de Chile (Rick, 1973; Taylor, 1986). Est
investigaciones coinciden en asignar dic  Figura 1. Flor y fruto delPhysalis
origen basandose principalmente en la preser  Phiadelphica.

de una gran diversidad de especies silvestre: Fuente: https://gobotany.newenglandwild.org
zonas no antropizadas de esta zona

Sudameérica, que no se encuentran presentes en

gran medida en otras zonas del mundo.




Introducciéon

De entre todas las formas de tomates silvestreapsata que el ancestro mas probable
del tomate cultivado seria la antigua variedad mioctécerasiforme(figura 3), segun la
anterior clasificacion en el génetg/copersicon que crece actualmente de forma
espontanea en las regiones tropicales y subtregieahericanas (Nuet al, 1996).

—— S pimpinellifolium
——  Scheesmaniae |
5.galapagense
5.pennelli
S.habrochaites
— S.neonckii

— S.chmielewski
— S peruvianum |

S.comeliomuelleni ,

S.arcanum ,
S.huaylasense

— Schilense

Sin embargo, otras investigaciones
basadas en secuencias genéticas,
establecen como alternativa que la
antigua variedad cerasiformepodria
ser la resultante de continuas
hibridaciones entre poblaciones 8e
lycopersicum y Solanum
pimpinellifolium Jusl. Es decir, la
antiguavar. cerasiformesurgiria de
forma posterior a la domesticacion vy,
por tanto, no constituiria la especie

Figura 3. Fotografias deSolanum lycopersicum v. predecesora del tomate cultivado

cerasiforme(izquierda) y deSolanum pimpinellifolium ~ (Nesbitt y Tanksley, 2002), siendo el
(derecha). Cortesia de J.V. Valcarcel. S. pimpinellifolium (figura 3) el

candidato a ancestro con mas
probabilidades en este caso. En este sentido,rsddtamentado casos de hibridacion
espontanea ent®. pimpinellifoliumS. lycopersicuny la antigua variedaderasiforme
en areas donde confluyen dichas poblaciones. psthlaciones se encuentran muy
proximas y son interfértiles (Peraka al, 2005; Spooneet al, 2005), de modo que
pueden establecer flujo génico entre ellas.




Introducciéon

1.1.2. La domesticacion del tomate

En la actualidad, aun sigue existiendo bastante@egersia a la hora de asignar cuél fue
el centro de domesticacion del tomate. Aunque f@dece indicar que la domesticacion
ocurrié en territorio mexicano, se han postuladohti&n hipétesis relacionadas con la
domesticacién andina (De Candolle, 1883). Inclgsban propuesto algunas teorias que
sugieren una domesticacién independiente y pargbela parte de las culturas
precolombinas que habitaban en las zonas que abopmn México y Peru (Peralta y
Spooner, 2007).

Sin embargo, la teoria que apoyan la mayor parteindestigadores es que la

domesticacién tuvo que ocurrir en América centrglig, probablemente, fuera México

el enclave donde ocurriera tal evento (Esquinaszscy Nuez, 1995). Se conoce que el
tomate era un fruto totalmente integrado en laucallzteca en el siglo XVI y se dispone
de referencias histéricas que describen la presedei los tomates en mercados
mexicanos, e incluso se sabe que se utilizabanlpaiaboracion de platos tipicos en
algunas localidades. Por otra parte, la hipotedmcionada con la domesticacién en
territorio andino parece estar fundamentada eneatids arqueoldgicas, como son la
presencia de ceramios prehispanicos que muestrstnaitiones de frutos y plantas de
tomate hallados en yacimientos arqueoldgicos sisiat la zona del norte de Peru (De
Candolle, 1883; Luckwill, 1943). Aun asi, los argntos a favor de la domesticacion en
territorio mesoamericano son mucho mas consisteRtastanto, es muy probable que
México fuera el centro de domesticacion del tonyalReru se estableciera como centro
de diversidad de especies silvestres relacionadas/(y Joanne, 2007).

Aceptando que la domesticacion ocurrié en terotamexicano, el tomate silvestre tuvo
que difundirse desde su region de origen haciaréd legando a América Central, donde
de forma ocasional los pueblos mayas y otros psatdda region utilizarian los frutos
silvestres para su consumo. El tomate silvestréramaria distribuyéndose hacia el norte
hasta llegar a México, donde cesé su ruta. Se paferdear que el tomate no consiguié
difundirse mas al norte de México porque no seatisfile evidencias que confirmen que
los indios de América del Norte lo conocieran (HEsgsrAlcdzar y Nuez, 1995). No
existen referencias concretas acerca de cuando®lzudomesticacion del tomate, pero
los espafioles a su llegada al Nuevo Mundo (Sigly y&/se encontraron con un fruto
gue presentaba signos evidentes de domesticagiémal indica que llevaba cultivandose
con bastante anterioridad (Jenkins, 1948; Rick5199

Como resultado del proceso de domesticacion, fasaf® cultivadas resultantes muestran
importantes cambios morfoldgicos y fisiologicos cespecto a las especies silvestres de
las cuales derivan. Al conjunto de rasgos que d@ii@an las formas cultivadas de las
silvestres, constituyen el conocido cosiadrome de domesticacighlammer, 1984),
gue suele originar variaciones comunes en la maae de las especies domesticadas.
Por ejemplo: la tendencia hacia un habito de crecita mas compacto que facilite el
manejo del cultivo, cambios en la arquitecturaaglanta (ya que la seleccion de un
mayor indice de cosecha puede implicar la reduczidasaparicion de ramas laterales
(Pickersgill, 2007)), pérdida o reduccion en loxamsmos de defensa contra enemigos
naturales (Rosenthal y Welter, 1995), una mayocqmidad para adelantar y/o ampliar
el periodo de produccion, sincronizacion en la macion de frutos y semillas que
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permite cosechas uniformes, tendencia o pérdidaseamecanismos de dispersion de las
semillas (bien mediante la aparicion de modificae®en la zona de abscision de los
frutos o en la dehiscencia de los mismos), pérdilda latencia en las semillas para
asegurar una germinacion rapida y generalizadajetaia al gigantismo y a la
diversificacion morfoldgica de la parte comestifftearyet al, 2003), entre otros.

En el caso concreto del tomate, los cambios mdaaises sucedidos durante el proceso
de domesticacion fueron los relacionados con eleatondel tamafio del fruto, la
aparicion de morfologias distintas, el aumentaa®iafio de las semillas y la tendencia
a favorecer la autogamia.

1.1.2.1. Tamaiio del fruto

Dado que es el 6rgano utilizado por el hombrepged pensar que el tamafio del fruto
fuera para los agricultores una de las caractemstfundamentales a la hora de
seleccionar. Por tanto, se esperaria encontraraximm de variacion para este caracter
en cualquiera que fuere su centro de domesticaEidreste contexto, la teoria de la
domesticacién en territorio andino defendida por Pe
Candolle (1883) perderia fuerza frente a la tedeic

la domesticacion centroamericana, donde la canti
de formas cultivadas ya era destacable a la llec
de los esparfioles al Nuevo Mundo (Jenkins, 19
Rick, 1995).

Probablemente, la evolucién del tamafio del fr
durante el proceso de domesticacion estuvi
esencialmente basada en la seleccién intui
realizada por los agricultores. Debido a que
tamafio del fruto es un atributo sencillo de evalt
la seleccion a favor de frutos de mayor tamafio
revestiria mucha dificultad. Y seguramente, |
mutaciones espontaneas relacionadas con
aumento del tamafio del fruto se habrian |
acumulando desde que se inicié su cultivo. A

Figura 4. Diferencia de tamafio
observada entre tomate de tipo

mientras que los tomates silvestres mantienen “gordo rojo” (arriba) y un
tamafio bastante homogéneo, los tomates cultive tomate de tipo “cherry” (abajo).
presentan una gran diversidad, existiendo frutos (Tamafio de cuadricula, 18m
tamafnos que varian desde los 15g, a mas de 500

(figura 4).

El estudio de la modificacion del tamafio del frudarante la domesticacion,
especialmente de su base genética, ha suscitagi@minterés entre los investigadores.
La mayor parte de ellos coincide en que estos aamhorfologicos estan regulados por
un numero reducido de genes, cuyos efectos soacaekts en la transicion desde los
frutos reducidos de accesiones silvestres, a frgtasdes de variedades y cultivares
modernos. Asi, se ha observado que solo 17 QTLs capaces de regular
aproximadamente el 80% de la diversidad morfolégkestente en el germoplasma
cultivado (Barrero y Tanksley, 2004; Tanksley, 20Bdeweret al, 2007).
5



Introducciéon

Uno de los QTL mas importante es el denomirfadibweight 2.2(fw2.2), que en algunos
estudios ha demostrado ser responsable de modipoaximadamente un 30% el tamafio
del fruto (Fraryet al, 2000; Nesbitt y Tanksley, 2001). Este locus dodifina proteina
gue suprime la division celular en los tejidos fileto, de manera que su inactivacion
provoca un engrosamiento evidente del fruto @tial, 2003). Por este motivo se cree
gue mutaciones efw2.2 pudieron constituir un primer evento clave haciabéencion
de frutos con mayor tamafio (Alpettal, 1995; Fraryet al, 2000; Conget al, 2008).

A pesar de ello, el mayor tamafo alcanzado poromilate durante el proceso de
domesticacién no puede ser explicado solamentla@mtuacion del locusv2.2u otros
genes relacionados con el ciclo celular. Por lo, gueque se trata de un QTL muy
importante, su presencia no es determinante y esgjda presencia de otros QTLs
relacionados en el fondo genético (Grandiébal, 1999a). De este modo, se han
detectado regiones con enorme importancia en aelmdéle de frutos con mayor tamario,
conocidas comdocule-number(lc) (cromosoma 2) yasciated(fas) (cromosoma 11).
Ambas se encuentran relacionadas con el aumentona®lero de carpelos (y
consecuentemente al numero de I6culos del fruse)gstima que fueron seleccionadas y
fijadas en las fases finales del proceso de docaesbn (Lippman y Tanksley, 2001;
Conget al, 2008). Sin embargo, fasciatedse le atribuye un mayor efecto sobre el
tamano, pudiendo llegar a producir un incrementalceledor de un 50% (Lippman y
Tanksley, 2001; Barrero y Tanksley, 2004; Caetgal, 2008), y también sobre la
morfologia del fruto, dando lugar a frutos mas aathos (Lippman y Tanksley, 2001;
Conget al, 2008; Rodrigueet al.,2011).

En definitiva, pese a que podria esperarse unda@n cuantitativa compleja del

tamafio del fruto, realmente son pocas las regionekicrados en el aumento del tamafio
del fruto, pero muestran efectos mayores. De estaaf se explicaria que este cambio
genético fuera fijado de forma relativamente sémdilirante la domesticacion del cultivo.

1.1.2.2. Morfologia del fruto

Mientras que los tomates silvestres se mantierlativamente invariables en cuanto a su
morfologia, presentando frutos pequefios y redomdedds variedades y cultivares
disponibles en la actualidad muestran una enormersidlad morfoldgica, pudiendo
observarse frutos redondeados, ovalados, apemoapanados 0 apuntados, entre otros
(figura 5). Este enorme abanico de morfologias se ha caolaslalicomo resultado de la
subjetividad con la que los agricultores han idec@onando sus poblaciones durante
generaciones. Algunos autores apoyan la hipétesigué probablemente, la seleccion
por frutos de mayor tamafio pudiera haber provocadcseleccion de alelos con efectos
pleiotrépicos que afectaran también a la formaméd (Tanksley, 2004). Sin embargo,
la gran mayoria coinciden en respaldar que el inergo del tamafio del fruto permitio
observar los efectos de genes implicados en laofgift que hasta entonces, habrian
permanecido enmascarados por el pequefio tamaristake (&randilloet al, 1999a;
Tanksley, 2004). De hecho, se ha encontrado umaddecorrelacion entre el tamafio del
fruto y la morfologia del mismo, tal que frutos meayor tamafio muestran formas mas
diversas que sus homologos de frutos pequefiosddalinaap y Tanskley, 2003). Asi
pues, lo mas probable es que los agricultorestiuszkeccionando mutaciones asociadas
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con frutos de mayor tamafio y con morfologias véegp que, gradualmente, éstas fueran
acumulandose y fijandose en las poblaciones (Glaradial, 1999a).

Durante las ultimas décadas se han
desarrollado estudios, especialmente
a partir de cruzamientos entre
accesiones silvestres y poblaciones
de tomate cultivado, con el objetivo
de determinar cual era la
complejidad de herencia para los
caracteres relacionados con la
morfologia del fruto. Aunque se
sabe que pueden ser algunos mas,
los QTLs mas involucrados en la
alteracion de la morfologia de los
Figura 5. Muestra de la diversidad fenotipica frutos son lodoci ovate suny fruit
existente en tomate. Cortesia de J. V. Valcarcel. shape chr 8.1(fs8.1) (Grandillo et

al.,, 1999a; Van der Knaap vy

Tanskley, 2003; Brewaest al,, 2007).

El genovatecausa la aparicion de formas ovaladas y aperadi&sith (Lindstrom, 1928,
1929). Kuet al.(1999) demostraron a partir de la construccion tesIgaraovate que
este gen individual era capaz de originar ambagotogias de fruto, lo cual certificaba
la hipdtesis de Lindstrom (1928, 1929) con respecta existencia de dos variantes
alélicas para este ge@vateya ha sido clonado y se ha observado que se cormésp
con una regioén reguladora de proteinas, cuya e¥presicede desde etapas tempranas
del desarrollo floral hasta dos semanas despuda datesis (Liuet al, 2002). La
mutacion asociada al cambio de fruto redondo ageldm o aperado conlleva la presencia
de un coddn de parada prematuro en el segundod®tden, cuya pérdida putativa de
funcion se asocia con estos cambios de morfolagiieet al, 2002).

Otrolocusinvolucrado en la elongacion del fruto es@h nombrado asi por la variedad
Sun 1642, en la que se identifico por primera Weamn(der Knaap y Tanksley, 2008un
provoca una elongacién uniforme del fruto, manteshiela simetria bilateral del mismo,
y nunca se encuentra asociado a constriccionesud#b o formas aperadas (Van der
Knaapet al, 2002). Ademas, los cambios en el fruto derivatiw$a actuacion dsun
empiezan a ocurrir tras la polinizacion, durantdesarrollo del fruto (Van der Knaap y
Tanksley, 2001).

El locusfs8.1se encuentra relacionado con la aparicion de hogifms cuadrangulares
en el fruto. Este tipo de forma se obtuvo comoltada de los proyectos de mejora que
se iniciaron en la década de 1960, destinados asegair frutos que pudieran ser
recolectados mecanicamente (Tanksley, 2004). Lsepota del locuts8.1provoca que
los carpelos se abomben y presenten una morfologia extendida, otorgandole
finalmente al fruto una apariencia mas cuadrang@aandillo y Tanksley1996). La
actuacion dés8.1se inicia en una etapa temprana del desarrollalflde modo que tras
la antesis, los carpelos ya han adoptado la mgilabombada y ligeramente alargada
que caracterizara al fruto maduro (&ual,, 2000).
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De nuevo, siguiendo el mismo razonamiento que elaracremento del tamafo de los
frutos, la aparicion de nuevas morfologias no priasé un control genético tan complejo
como cabria esperar.

1.1.2.3. Aumento del tamaio y del peso de las &mil

El peso y el tamafio de las semillas son caracteras
gue también se han visto modificados durante
proceso de domesticacion. Aunque la finalid
de las semillas no sea el consumo directo, las
los tomates cultivados son normalmente n
grandes que en los parientes silvestres, pudie
incluso duplicar su tamandidura 6). Este
cambio en el tamafo y el peso de las semil
probablemente sea la consecuencia de una ft
presion de seleccidon hacia una germinac
uniforme y un vigor adecuado de las plantul
(Doganlaret al, 2000).

S plmplnelllfollum ﬁ CHERRY I

Se han identificado algunos QTLs involucrad Figura 6. Diferencias de tamafio

en el peso de las semillas, pero parece ser qu  observadas entre las semillas 8e
seed weight(sw4.) es el que contribuye dt pimpinellifolium y tomate cultivado
forma mas significativa a este efecto (Dogan  (CNery Y valenciano).

et al, 2000). Cabe destacar que algunas de estas

regiones cromosoémicas se encuentran muy proxindagesosloci relacionados con el
peso del fruto y con el contenido en sélidos sasiifDoganlaet al, 2000; Tanksley,
2004). Ademas, se ha observado que existe ciesttogte correlacion entre ellos, que
suele ser positiva entre el peso de las semildggso de los frutos, y negativa entre el
peso de las semillas y el contenido en sélidosbteduGoldmaret al, 1995; Grandillo

y Tanksley, 1996). Aun asi, queda por aclarar sotaelacion positiva existente entre el
tamafio del fruto y el peso de la semilla podriaedsb a efectos de pleiotropia o de
ligamiento (Doganlaet al, 2000).

1.1.2.4. Tendencia a la autogamia

Durante el proceso de domesticacion del tomateaium una cierta modificacion del
sistema de reproduccion. Esta variacion se basaipaimente en la disminucion del
porcentaje de alogamia parcial, encontrada en do®rges silvestres, en favor de la
autogamia. La evolucion en el sistema reproduaalebe a un cambio en la morfologia
estigmatica (Riclet al, 1977, 1978, 1979), pasando de estigmas exetissn@bles en
accesiones silvestres, a estigmas insertos, pessamt la mayoria de los tomates
cultivados figura 7).
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Figura 7. Estigmas exertos presentesSrpimpinellifolium(izquierda) Estigmas
insertos observables en tomate cultivado (derecha).

La presencia de estigmas insertos en poblaciorigaclas favorece la autofecundacion

y, por tanto, asegura en mayor medida el cuajadmsidérutos. Probablemente esta
caracteristica se haya seleccionado de forma wtdjres decir, la seleccion de plantas
con un mejor cuajado de frutos (lo cual se traducana mayor produccion) implicaria,

a su vez, una seleccion a favor de plantas con m@ayeentaje de autogamia. No

obstante, hay que tener en cuenta que la exercidseccion del estigma sigue siendo
muy variable en el tomate cultivado y que se véuamfciada por las condiciones

ambientales.

1.1.3. La difusion del tomate

Esquinas Alcazar y Nuez (1995) hicieron una exceleevision sobre la difusion del
tomate. Esta especie llegé a Europa procedentdluksto Mundo (al igual que otras
muchas especies que también fueron introducidas ebalgoddn, la patata, el pimiento,
las judias y los cacahuetes) a principios del sk, probablemente en uno de los
primeros viajes de retorno de las expediciones odadas por Cristébal Colon
(Hancock, 2004). Sin embargo, la primera referepsw@ita data de mediados de siglo.
Aparece en larevision de los trabajos de Diosesrascrita por Pietro Andrea Matthiolus
en el aio 1544, donde el tomate se cita brevenmamtana ficha descriptiva de la
mandragoraNlandragora sp, género perteneciente a la familia de las sokasyg que
comprende especies venenosas proximas al tomateseepequefio péarrafo, el tomate
queda descrito como un fruto aplanado, segmentaderde que maduraba en color
amarillo dorado (aunque en ediciones postericaasbien describid otros frutos de color
rojo), y se detallaba el modo de consumirlo, denlama forma que se hacia con la
berenjena (Matthiolus, 1544). Por lo tanto, se puaskegurar que el tomate ya estaba
establecido en la cocina italiana en esa época.

Siendo evidente que la entrada en Espafia tuvoequmterior, el primer registro escrito
sobre la utilizacion del tomate en Espafia datd@@8. Aparece en una lista de compras
del Hospital de La Sangre de Sevilla (Hamilton, )91 cual confirma que el consumo
del tomate también era habitual por aquel entoerésrritorio espafiol. Incluso Tirso de
Molina (S. XVII) ya citaba las ensaladas de tomamesu obra EI amor médicd
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(Dondarini, 2010). Basandose en las primeras nefeas escritas comentadas

anteriormente, se puede asegurar que en el siglbeX¥omate ya formaba parte de la

dieta de la mayor parte de los paises del sur depBuSin embargo, no se dispone de
ningun escrito referente al propio cultivo del téenlaasta el siglo XVIIl, cuando éste ya

se encontraba totalmente extendido por la penii@ular, 1762-1784).

La aceptacién del tomate por parte de los paiskseatdro y norte de Europa fue
progresiva y mas lenta. Muy probablemente, el méndo del tomate en estas areas
estuviera limitado por las condiciones climaticaacho menos propicias para su cultivo
que en las regiones mediterrdneas. Por ello, rieexxtrafiar que en un principio, el
tomate se introdujera como una curiosidad botanerapezara a cultivarse simplemente
con fines ornamentales. Debido a que pertenecefarldia de las solanaceas, otros
autores proponen que el retraso en la aceptacldonrdate podria estar relacionado con
la desconfianza que suscitaba. Los agricultorealshrdde su posible valor alimenticio y
temian que pudiera tratarse de una planta pelignosgresentara cualidades venenosas
como otras de su familia, como la mandragora elladona (Laterrot y Philouze, 2003).

La difusion del tomate al continente africano femprana, especialmente gracias a los
comerciantes turcos que tenian establecidas rut@erciales a lo largo de todo el
Mediterraneo, donde también extendieron su cultive.hecho, Gregorio de los Rios
(1592) ya citaba al tomate como especie cultivadagpto en su libro “Agricultura de
Jardines”, y su presencia en Tunez también hatbdacsinstatada hacia finales del siglo
XVI (Kress, 1977, citado por Le Fldtet al, 1990). El tomate también lleg6é a otras
zonas del continente africano, como Angola y Mozgowprincipalmente, pero en este
caso por medio de los comerciantes de especiasgpedes (Tindall, 1977; Villareal,
1980), que realizaban paradas en dichos puert@nt#dusus largas travesias hacia el
continente asiatico en la denominada “ruta dedps@as”.

Pese a que diversos puertos del sur de la Indiatitdan importantes enclaves
comerciales para los mercaderes portugueses yacgps del siglo XVI, sorprende que
la introduccion del tomate no se consolidara haktglo XVIII (Esquinas-Alcazar y
Nuez, 1995). Asi, el tomate llegé al continentét&sd probablemente a cargo de los
espafioles en el siglo XVII, que lo llevaron a Hilgs aprovechando el flujo de
embarcaciones que se destinaban al comercio. Agl, iatado sobre plantas filipinas
realizado por Ignacio de Mercado a finales debsi/Il, ya se citan los usos medicinales
del tomate (Garcia-Paris, 1991). Debido al imparabimercio maritimo, el tomate no
tardo en llegar a paises como China y Japon, peasdptacion del cultivo fue tardia.
Buena muestra de ello es que, aunque hay constdaeaia presencia en el archipiélago
japonés hacia finales del siglo XVII, ain no sdicaba en el siglo XVIII (De Candolle,
1883). Se cree que China y Japon pudieron contrébsii posterior difusion por todo el
continente asiatico, aunque se postula que otiblpasta alternativa mediante la cual el
tomate podria haberse difundido por Asia estarfaddmentada en las relaciones
comerciales que existian entre Portugal y cierddsgs del continente asiatico.

Curiosamente, la difusion del tomate hacia eltmid Norteamericano fue muy escasa
en comparacion con otras especies horticolas. Isocazé@nable seria pensar que, al igual
que el tomate se difundio desde la zona andinahdékico, siguiera distribuyéndose

mas al norte, pero no se dispone de referenciagibes que confirmen que existiera una
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difusion clara desde México a los Estados Unidasdae probablemente ocurriera en
las zonas més surefias de Norteamérica). De modelgtemate llegd a territorio
norteamericano por medio de los colonos europeds led 1700 (Robertson y Labate,
2007). Buena muestra de ello es la diferencia teahpexistente entre los primeros
registros escritos relacionados con el cultivotdelate encontrados en la costa este y en
la costa oeste de los Estados Unidos. Thomas skefifeen sus “Notas sobre el estado de
Virginia” de 1782, ya hace referencia al cultivd tbenate (Rick, 1978). Mientras que el
registro mas antiguo conocido sobre el cultivotdeldate en la costa oeste data del 1850,
en San Diego, California (Esquinas-Alcazar y NU€95). Aun asi, el tomate no tuvo
importancia real en toda Norteamérica hasta finaésiglo XIX y principios del XX
(Rick, 1978).

Cabe destacar que, debido a que el tomate ya h#d@iazado un elevado grado de
domesticacion en México, las primeras colectasiygron materiales bastante diversos
en cuanto a tamano, forma y color de sus frutosk(Ri978). Sin embargo, no hay que
olvidar que los procesos de domesticacion impligaa seleccidn severa de materiales,
los cuales generalmente sufren alteraciones impegaespecialmente en el tamafio y
diversidad de las partes directamente aprovechgolesl hombre (Frary y Doganlar,
2003). Con lo cual, pese a que la variabilidad olodica de los materiales importados
fue destacada, los cuellos de botella genéticasaaius a los procesos de domesticacion
y seleccion (Rick y Fobes, 1975; Rick, 1987) ragigron de manera considerable la
variabilidad genética de esos materiales. Conséememte, es logico que la base
genética del tomate cultivado sea extraordinariaenestrecha, ya que la mayor parte de
los materiales cultivados en la actualidad deridarios relativamente pocos materiales
gue se trajeron en su dia del Nuevo Mundo.

En el proceso de difusién, segun el cultivo fugoeticiendose en distintas zonas,
comenzo6 un proceso evolutivo fruto de la accionwua de la seleccion artificial del

agricultor y de la seleccion natural, con la consate adaptacién a las condiciones
agroclimaticas locales. Como resultado se iria ig@w® progresivamente una gran
diversidad representada en lo que hoy en dia cormsxeomo variedades tradicionales.

1.2. LAS VARIEDADES TRADICIONALES

1.2.1. Origen y caracteristicas de las variedadé&sdicionales

Desde su introduccion en Europa, el tomate fue ueimhando en parte como
consecuencia de la seleccion realizada por loswdtpies. La estrategia de éstos consistia
en obtener una mezcla de semillas procedentes sfimto$ individuos (basandose
esencialmente en caracteres de interés, como i ltibcrecimiento de las plantas, el
tamafo de sus frutos, el color, la morfologiadacd de maduracién o el sabor de éstos,
entre otros), con el objetivo de utilizarla enigugente ciclo de cultivo. Este proceso de
seleccion primigenia 0 mejora genética intuitiva gealizaban los agricultores, recuerda
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a lo que actualmente se conoce con el nombre eéecg@h masal, y ha resultado un factor
clave en el origen de las variedades tradicionales.

Es evidente que a su vez, el tomate ha ido adapgérallas numerosas regiones en las
gue se ha llevado a cabo su cultivo. Con lo caalpbblaciones se han visto sometidas a
diferentes condiciones agroclimaticas (incluyeradaracteristicas fisico-quimicas del
suelo, las condiciones climaticas, las formas deejaa la variedad por parte del
agricultor y los factores bidticos con los que ésin) que han favorecido una evolucién
diferencial a través de la adaptacion a las comés ambientales. De este modo, la
seleccién de los agricultores daria lugar a lxifija de determinados caracteres en las
poblaciones de partida, que paulatinamente se madificando y diversificando,
originando materiales con caracteristicas difeedesi Esta caracteristica adaptativa es
clave en la definicibn de las variedades tradidemaAsi, Harlan describio estos
materiales comodquellos materiales con una cierta integridad ger@étreconocibles
morfolégicamente, y que difieren en su adaptacidipa de suelo, fecha de siembra y
maduracion, altura, valor nutritivo, uso y otrasgmiedade’(Frankel y Soulé, 1981).

Como resultado de la conjuncion entre la seleceidificial llevada a cabo por los
agricultores y el propio mecanismo de selecciénraase impulso la diversificacion del
cultivo, originando numerosas variedades tradidesa locales.

La forma en la que las variedades tradicionalessidmseleccionadas, ha condicionado
que se caractericen por mostrar una elevada Vistadhi Dicha heterogeneidad es la
responsable de la enorme plasticidad que muesisavariedades tradicionales frente a
las condiciones de estrés y se encuentra tantwed interpoblacional, como a nivel
intrapoblacional:

- Variabilidad interpoblacional La seleccién realizada por los agricultoresae h
llevado a cabo siempre de forma totalmente intigvsubjetiva y, por tanto,
diferencial. Asi, cada agricultor ha selecciondsemilla que constituiria la
generacion siguiente en base a criterios Unicetinths de los de cualquier otro
agricultor y ademas lo ha hecho en su parcela,ucas condiciones “micro-
ambientales” distintas. Paralelamente, los agocedt de la misma zona han
tenido que tener en cuenta las exigencias y expedalel mercado, incluyendo
distintas morfologias, tamafios o colores de lo®$;u su adaptacion a un uso
culinario concreto en funcion de la aceptacion perpuiPor todo ello, se podria
decir, dentro de cada variedad tradicional exsstiria poblacién distinta por cada
agricultor.

- Variabilidad intrapoblacional- Como ya se ha comentado, los agricultores
utilizaban una mezcla de semillas proveniente deseteccion de plantas distintas
de la poblacién anterior. Teniendo en cuenta queengercia una fuerte presion
de seleccion sobre ningun genotipo concreto, losguebtenia eran mezclas de
distintos genotipos con caracteristicas morfolGicamilares. Es decir, el
agricultor realmente estaba seleccionando a fawqathlaciones genéticamente
heterogéneas. Por ello, las variedades tradicisrsda en realidad variedades
poblacion. La principal virtud de las variedadeblpoién es que, como resultado
de su estructura genética heterogénea, son cagacesitribuir a la constituciéon
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de un sistema homeostético en presencia de atieescdel medio (como son las
plagas, enfermedades, variaciones climaticas bsusgaEstos sistemas, tipicos
de la agricultura tradicional, pueden respondarntéré condiciones cambiantes
manteniendo un minimo de produccion, ya sea a ninthpoblacional,
interpoblacional o intervarietal (Ceccarddli al, 1992; Guzman-Casads al,
2000; Cebolla-Cornejo, 2005). Esta situacion essfaua los sistemas de cultivo
intensivos, muy uniformes genéticamente y que digrede la modificacion del
ambiente para hacer frente a las situaciones tesestas que son susceptibles.

Por otra parte, durante el proceso de seleccidnfeyedciacion de las variedades
tradicionales, no es de extrafiar que se prestpegiasatencion a aquellas variantes que
mejores caracteristicas organolépticas mostraranb{@ell-Barrachinaet al, 2006).
Aunque no estéa claro cémo los agricultores inclogerl sabor entre sus parametros de
seleccidn, lo que si es cierto es que las variedaddicionales, ademas de su adaptacion
a las condiciones agroclimaticas, suelen destaabién por su elevada calidad
organoléptica.

Durante centenares de afios de evolucion, las pobésc tradicionales fueron
modificAndose y diversificAndose de manera difgednoriginando numerosas
variedades tradicionales. Sin embargo, esta gremsidad generada se ha ido perdiendo
progresivamente durante los dos ultimos siglos.

1.2.2. Erosion genética

A mediados del siglo XIX empezaron a surgir lagngrnas empresas productoras de
semillas y con ellas, nacieron los programas d@mejenética formales. Su finalidad
era tratar de mejorar los procesos de selecciditiirst que realizaban los agricultores
para hacerlos de manera mas rapida, adecuadaigneficAprovechando la enorme
diversidad en poblaciones tradicionales disporabl@o material de partida, empezaron
a generar nuevas variedades mejoradas que supegsabentodo en cuanto a produccion
se refiere, a las cultivadas con anterioridad.déktepto de novedad y el hecho de que se
tratara de variedades mas productivas animé a @dgagricultores, que viendo que
podrian resultarles mas rentables, se decidiergnsttuir parcial o totalmente sus
selecciones.

La sustitucion de las variedades tradicionalessgueenian cultivando hasta el momento
por materiales mejorados, conllevé una pérdidarpsiga de diversidad conocida con el
nombre de “erosién genética’, que se precipité mheral siglo XX. La aceleracién del
proceso de erosion genética ha ido aparejadasavéoees de la mejora genética. De esta
forma, cuanto mas productivas eran las nuevasdaatés comerciales, mayor era la
probabilidad de que el agricultor abandonara sapigs materiales. En este sentido, el
redescubrimiento de las leyes de Mendel (1900)ppate de tres botanicos ilustres, el
holandés Hugo de Vries, el inglés Karl Erich Cosrgmel austriaco Eric Von Tschermak,
supuso un avance tremendo en el campo de la mggorética vegetal. El hecho de
comprender las bases genéticas de la herenciaitidedesarrollar programas de mejora
sensiblemente mas sofisticados y eficaces que @modual desarrollo de variedades
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mucho mas productivas, incrementandose como coaseieu las sustituciones de
variedades tradicionales.

George Harrison Shull, reconocido genetista norésaano (1874-1954), consiguid
desarrollar los primeros hibridos de maiz a pdeilineas puras en la primera década del
siglo XX, siendo el pionero en describir el fenoimee la heterosis en maiz (1908). Pocos
afos después, H.G. Wallace detectd la posibilidagd gfrecian los hibridos para
instaurarse a nivel comercial, ya que las poblasomibridas eran totalmente
incompatibles con el sistema que seguian los dgnies de guardar las semillas y
sembrarlas al afio siguiente. De modo que haciaaims 1930, ya se trabajaba
intensamente para producir semillas hibridas Fhl@lette y Titard, 1933; Ashby,
1937). El éxito de la comercializacion de los hlbs de maiz y el aumento espectacular
de ingresos que eso supuso para las casas deasehiitb que rapidamente el interés por
desarrollar variedades hibridas se extendieraas @species. Asi, solo unos afios mas
tarde, en 1946, salia al mercado el primer hibcwoercial de tomate: &ingle Cross
(Dorst, 1946).

La capacidad de recobrar la inversion en progradesnejora que ofrecieron las

variedades hibridas sin duda espoleo el éxito siprlogramas de mejora y por tanto la
tasa de sustitucion de los materiales tradicionads$, muchos de los agricultores

empezaron a abandonar sus cultivos tradicionalelavar de las nuevas variedades
hibridas, mucho mas vigorosas y productivas. Cauéd, las selecciones que realizaban
sobre sus poblaciones y la posibilidad de que ¢mtdgeran continuar evolucionando,

también desaparecieron junto con ellas.

Asi, podria afirmarse que ha sido la propia meg@aética la principal causante de la
pérdida de diversidad ocurrida en las variedadmdiciobnales. A este fenémeno se le
conoce con el nombre de “paradoja del mejoradogsty fundamentado en que, tras la
salida al mercado de nuevas variedades comerc@bamejor comportamiento en campo
y mayor produccién y aceptacién por parte de lossemidores, los agricultores
abandonan las variedades que habian cultivado Bastamento y las sustituyen por
estos materiales novedosos que les resultan nediesantes y rentables. Las variedades
tradicionales, por tanto, van cayendo en desusgandle mantenerse en campo, lo cual
provoca la pérdida paulatina de esa fuente deoci@niandispensable para emprender
nuevos programas de mejora (Hawkeal, 2000).

La aparicion de nuevas empresas dedicadas a laqmiod de semillas horticolas fue
aumentando significativamente, tanto en Estadogd$ncomo en Europa. Tanto es asi
que a mitad del siglo XX las casas de semillasrotatian el mercado, y la mayor parte
de los agricultores preferian cultivar sus prodsi@oas variedades tradicionales que
habian cultivado durante tantos afios. Como conseyalurante las décadas de los 60
y 70 se produjo una gran revolucion en los sistamheasuministro de semillas gracias al
éexito de los nuevos materiales mejorados y que ceanpanid del inicio de la
concentracion de los sistemas de produccion ddlasrdando lugar a grandes empresas
(Fernandez-Cornejo, 2004). Esta situacion contdbaya progresiva homogeneizacion
de los materiales cultivados, que en cultivos cetmoaiz o el café, daria lugar a pérdidas
agricolas muy importantes y a la acufiacion delit@rfvulnerabilidad genética”, que
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refiere al riesgo que supone la uniformidad gea&abre la produccion agricola a nivel
mundial (NAS, 1972).

En la década de los 80, la globalizacion de losatkrs conllevo también la globalizacion
de plagas y enfermedades de los cultivos. Las demtiess comerciales venian
evolucionando e incorporando genes de resistepoieddentes fundamentalmente de
especies relacionadas) frente a estos agentesasidiesde los afios 40 (Hajjar y Hodgkin,
2007). Sin embargo, las variedades tradicionalensentraban adaptadas a los estreses
bidticos concretos del area geogréfica donde hatitkncultivadas, pero no mostraban
tolerancia o resistencia frente a los nuevos patigyentroducidos. Consecuentemente,
las variedades tradicionales se mostraban mucho smséaeptibles que los nuevos
cultivares comerciales. De ahi que gran parte dealgricultores que aln seguian
manteniendo sus poblaciones, por el hecho de dinmseeren cultivos de riesgo,
terminaran sustituyéndolas por variedades mas maser

Debido al tremendo éxito de los cultivares comégsidas casas de semillas competian
y aun siguen compitiendo por generar productos dus@s que satisfagan las
necesidades de los agricultores y, a su vez, sdaistemanda cambiante de los
consumidores. De este modo, anualmente saltan aladee nuevas variedades que
superan, mejoran o difieren en las cualidades geseptan las anteriores, lo cual obliga
a los agricultores a adquirir estos nuevos maemigbara poder seguir siendo
competitivos.

En la actualidad, la enorme competencia existentee éas empresas productoras de
semillas ha beneficiado el desarrollo de las gramagtinacionales en detrimento de las
pequefias casas de semillas, que se han visto asoada desaparicion o, en su defecto,
a la absorcién de sus negocios por parte de laweps, que las utilizan como redes de
comercializacion (Howard, 2009). Esta situaciontteado como consecuencia una

monopolizacién del mercado, que ha comportado en@obeneizacion extrema de los

materiales disponibles para el agricultor. Condalcla base genética de los materiales
cultivados se ha visto reducida sustancialment@eatando la vulnerabilidad de éstos

frente a plagas y enfermedades. Asi pues, la stistit de poblaciones tradicionales

(capaces de actuar como un sistema homeostatinte fee condiciones ambientales

cambiantes) por materiales genéticamente homogdireaapaces de tamponar estas
variaciones), ha generado cierta preocupacion,cedpente para aquellos sistemas
agricolas de baja capacidad de uso de insumosyguieraa combatir situaciones de

estrés biotico o abidtico.

En este contexto, no es extrafio que en el prinfiemhe sobre el Estado de los Recursos
Fitogenéticos (FAO, 1996) se estableciera comaifeipal causa de erosion genética, la
sustitucion de variedades tradicionalBgufa 8). En la literatura se pueden encontrar
numerosos ejemplos de cédmo la sustitucion de \adlesl tradicionales por nuevas
variedades mejoradas ha contribuido a la desagaritg las primeras:

- En Grecia, en 1930 el 80% de la produccion dgotestaba basado
envariedades tradicionales, descendiendo este majeepor debajo del 10%
enl1970 (Hawkest al, 2000).
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- En Filipinas, hasta hace relativamente poco peenexistian miles
devariedades de arroz, mientras que hoy en diada8ovariedades, fruto de
larevolucion verde, suponen el 98% del area cultiv@awkest al, 2000).

- En China, de las casi 10.000 variedades de teigouso en 1949
s6loquedaban en campo cerca de 1.000 en 1970 (£999).

- En Estados Unidos, de las variedades descrpas@pios de siglo hoy
endia se han perdido el 86% de manzano, 95% de9t®, de maiz, 94%
deguisante y 81% de tomate (FAO, 1996).

- En la Republica de Corea, el 74% de las varieslde 14 cultivos en uso
en1985 habian sido reemplazadas en 1993 (FAO, 1996)

Cambiode cultivos Contlictos civiles

Cambios agricolas Sustitucién de variedades locales

_—

Introduccion de plagas, etc. l

—

Legislacion ——

—
~
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Efectos medioambientales

\ T~

Urbanizacion
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Figura 8. Principales causas de erosion genética citadassenformes nacionales del primer Informe
sobre el Estado de los Recursos fitogenéticos (FR06).

En el segundo informe sobre el Estado de los Resufgogenéticos (FAO, 2010) se

constatd que las causas de erosion genética didsata el informe de 1996 seguian
estando vigentes. Aunque los procesos de erositétiga parecen continuar, afectando
por orden de importancia a cereales, hortalizagalés, frutos secos y leguminosas,
también es cierto que la situacion a escala glaogiiere un analisis complejo, ya que en
algunos casos la pérdida de diversidad se ha mlanilos ultimos 15 afios. No obstante,
el informe confirma la vigencia del problema denearhbilidad genética que genera la
uniformizacion de los cultivos. El caso mas graseepe ser el ataque provocado por la
raza Ug99 de la roya de trigguccinia graminis f. sp. tritici.

En el caso concreto del tomate, las empresas pardsade semillas se han establecido
como objetivo generar productos dirigidos hacia slegmentos distintos de mercado,
como son: las variedades de tomate para uso imugttas variedades de tomate
destinadas al consumo en fresco. Cada una deliestas de trabajo se corresponde con
ideotipos de fruto distinto. Asi, en los tomatesimidustria se pretende aumentar el
rendimiento disminuyendo al maximo los costes dmlpecion y adaptar las nuevas
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variedades a la mecanizacion del cultivo y deatra¢nto postcosecha. A su vez, mejorar
el contenido en sélidos solubles del fruto, la essdad y la intensidad del color rojo,
también se establecen como objetivos fundameni@kesdilloet al, 1999b; Dumaret

al., 2005). Por otra parte, la mejora pretendida jmsréomates destinados al consumo en
fresco se ha centrado basicamente en el rendimiantiabilidad postcosecha, la firmeza
del fruto y otros aspectos relacionados con la ohagfa del fruto (Foolad, 2007). La
persecucion de ideotipos distintos ha provocadodivergencia a nivel genético entre
estos dos grupos de tomate (Rodrigetesd, 2011). Sin embargo, la variabilidad genética
existente dentro de cada grupo es reducida, mptivel cual la sustitucién de variedades
tradicionales por cultivares comerciales, ha idavatiendo al tomate en un cultivo
potencialmente vulnerable.

Es cierto que la desaparicién de una determinadadeal tradicional no implica la

pérdida irremediable de determinados genes, pela ariedad tradicional constituye
una combinacién de genes Unica, fruto de sigloaddgtacion y seleccién. Con lo que
una vez perdida, dificiimente se puede recuperatian un programa de mejora
genética (Cebolla Cornejo, 2005).

Aquellas especies y variedades que se han vistoswaactadas por el proceso de erosion
genética, son las que cuentan con una valoracpeties por parte de los consumidores.

De hecho, su demanda ha permitido mantener unta ofénima de estos materiales, que

suelen encontrarse asociados a mercados localesgados de calidad. Sin duda, la

supervivencia de estos materiales en el campasstéada a la continuidad de la estrecha
relacion establecida entre las variedades traditeésny los mercados de calidad.

1.2.3. Las variedades tradicionales y el mercad@dalidad

Aunque la mayor parte de los agricultores decidistsstituir sus variedades tradicionales
para adaptarse al modelo productivo existente l(gues la productividad juega un rol
principal), lo cierto es que desde los afios noveaiaicid un posicionamiento de grupos
de consumidores que se alejaban de los sistenaasivids de produccion en busca de
sistemas alternativos que valorasen la calidadslprbductos. Asi, poco a poco se fueron
expandiendo nichos de mercado asociados a prodietoaslidad generados en sistemas
de cultivo tradicionales (Gilg y Battershill, 1998)

Existen algunos factores intimamente relacionadoseste cambio observado sobre la
preferencia de compra de los consumidores:

a) En primer lugar, la globalizacion de los mercacianlleva una enorme competitividad
entre productores, los cuales se han visto oblgaddisminuir sensiblemente el precio
de sus productos horticolas para continuar siendwpetitivos. Tal ha sido la reduccion
en los margenes de beneficio y en la rentabilidadus parcelas, que la situacién ha
desembocado en multitud de abandonos de explogiagrarias o sustitucion de
variedades tradicionales por otras mas productiespecialmente en el caso de
agricultores con pequefios campos de cultivo). §itacion finalmente ha derivado en
una homogeneizacion drastica de los cultivos yedaides y consecuentemente, de los
productos ofertados a los consumidores.
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b) Los cultivares comerciales normalmente se auitivajo practicas agricolas intensivas.
Estos sistemas de manejo incluyen el empleo deuptaosl fitosanitarios y fertilizantes
para proteger a los cultivos de posibles plagadgrmedades, acelerar el crecimiento de
las plantas, o incrementar los niveles de produc&in embargo, el creciente colectivo
ecologista se ha hecho eco de los riesgos relatdsnzon el medioambiente y la salud
gue suponen estos tipos de explotaciones agrat@msiganet al, 2002), y cada vez
exigen con mayor insistencia una gestion sosteniblios ecosistemas (Matsenal,
1997; Tilmanet al, 2002), un respeto por la biodiversidad (Kleij®sytherland, 2003;
Henleet al, 2008) y su conservacion, y una reduccion o niizatiéon de productos
quimicos (que en ultima instancia pueden quedafiosna de residuos en los frutos
comercializados). Por contrapartida, los produetmsdgicos estan ganando adeptos. El
hecho de que se cultiven en parcelas mas reducalasanejo del cultivo sea tradicional,
hace que los consumidores los consideren mas lestufademas, el cultivo ecologico
evita la utilizacion de fitosanitarios de sintesisn lo cual los productos obtenidos no
arrastran trazas de éstos y, l6gicamente, resakba@spetuoso con el medioambiente que
las explotaciones intensivas.

c) A todo ello se suma que los productos ofertar
derivados de explotaciones agrarias de alta irdadsno
terminan de satisfacer las necesidades de los mithstes.
Es muy frecuente que las variedades comercialekadygs
sean extremadamente productivas y muestren untasj
muy homogéneo. Sin embargo, suelen mostrar undadal
interna que no termina de satisfacer la demandésle
consumidores. En este contexto, productos hortci
destacados por su calidad organoléptica o etiqoetpdr
su reconocido sistema de produccion y origen (ctamo
denominaciones de origen o las indicaciones geicgsif
estan siendo muy valorados por los consumidores.

Figura 9. Las variedades

- ; tradicionales, apreciadas
hecho, estos productos alcanzan un precio masdel®@  e¢n mercados de calidad,

los mercados destinados a productos de calidadedmatda pueden alcanzar precios
vez acuden mas consumidores cansados de adquidsf elevados de venta en el

insipidos procedentes de explotaciones agricolassivas.  mercado.

1.2.3.1. El mercado de calidad

En general, la mayor parte de las variedades tosdites no pueden competir, en cuanto
a produccion se refiere, con los cultivares moded®tomate. Los nuevos cultivares han
sido pertinentemente seleccionados buscando unarmeyductividad (aumentando el
indice de cosecha) y ademas, es muy comun quenglisfmner de baterias de genes de
resistencia que minimizan los dafos que puederopan\ciertos estreses en la planta.
Por tanto, muestran un umbral de produccion mayoraypérdida de produccion menor
que el de las variedades tradicionales, lo cutibsieice en un mayor margen de beneficio
para el agricultor.

Sin embargo, debido al modo en el que se han dado los programas de mejora, los
cultivares comerciales de tomate han terminadonamodd una calidad sensorial que no
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ha llegado a cumplir las expectativas de los cordnmes. Es mas, las criticas suelen ser
comunes en distintos paises, como EEUU (Kae¢r al, 1977), Australia
(Ratanachinakormt al, 1997), en los Paises Bajos (Janse y Schols, }@%sancia
(Decoene, 1995). De hecho, se ha observado queolmsumidores frecuentemente
asocian las variedades actuales con variedadesageeen de sabor (Brulehal, 1991).
Este desacuerdo con respecto a los productos adertpor los supermercados esta
obligando a modificar la tendencia previa que $almrecia al sector comercial, y las
empresas estan empezando a atender las peticietes abnsumidores.

Aunque la calidad intrinseca de los alimentos seade los caracteres mas valorados, las
nuevas exigencias de los consumidores tambiénymclaspectos como el impacto del
sistema de produccion empleado sobre el medioatebi@gricultura ecolbgica y/o
integrada frente a la agricultura actual de altansidad), y el origen de los productos
(apreciando en mayor medida los procedentes detexpmnes locales). Asi, adjetivos
como “de proximidad”, “fresco”, “ecologico”, “nutivo”, “tradicional” o “sabor de
antes” son etiquetas que aportan un valor afaditis goroductos agricolas, y los
consumidores los asocian con una calidad supeRiozif et al., 2004; Yiridoeet al.,
2005). En este contexto, la recuperacion de vatesifradicionales, reconocidas por su
destacada calidad, se establece como una altexratios productos derivados de la
agricultura convencional.

Pero realmente, ¢qué se entiende por calidad deraducto agricola? La calidad
realmente es un concepto multidimensional, sulgetivmutable en el tiempo, que
basicamente se relaciona con la capacidad deasstidhs demandas y las expectativas
de los diferentes usuarios y consumidores (Shevifé@9). Esto significa que la calidad
de un producto no es universal, y que la valoragife puede hacerse del mismo puede
ser completamente diferente. De hecho, los digtiatobutos de calidad valorados a lo
largo de la cadena agroalimentaria ejemplificarfegtmmente cuan subjetiva es la
“calidad” en funcién de cémo se valore un determdnproducto. Asi, aunque existen
atributos generalmente valorados (como el preaioida Gtil del producto y ciertas
caracteristicas relacionadas con la seguridad afaria), los agricultores destacan el
rendimiento, la facilidad de manejo y resistencigplagas y enfermedades; los
transformadores se basan mas en aspectos comaniagéoeidad del producto, los
requerimientos tecnoldgicos necesarios y los isdigetransformacion conseguidos; los
agentes de la cadena comercial valoran esenci@mientapariencia visual, la
homogeneidad del producto y el comportamiento pgsitha de la variedad; y los
consumidores atienden a la apariencia externarddupto, su calidad organoléptica y
funcional, el frescor, su origen, el sistema delpcoion empleado, y otros aspectos como
su uso tradicional.

Es evidente que la valoracion que hacen los comkuss sobre la calidad de los
productos horticolas es mucho mas compleja de avata que depende de niveles de
satisfaccion, dificilmente cuantificables (Shewfel®99). Por ello, algunos autores
proponen definir la “calidad” como el conjunto deracteristicas medibles y
cuantificables de un producto y, denominar “aceajiin” a la percepcion y respuesta
de los consumidores frente a esas caracteristdasoft, 1999; Shewfelt, 1999). A su
vez, esta aceptabilidad esta extremadamente |leykdealidad organoléptica y funcional
de los productos.
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La calidad organoléptica engloba todas aquellaactenisticas del fruto que pueden ser
percibidas por los sentidos. Concretamente en ®rfeet sensaciones visuales (como el
color y la morfologia), olfativas (destacando esgawente el tipico olor a tomate),
gustativas (el nivel de dulzor y acidez) y tact{lemmo la firmeza, textura y la estructura),
definirian la calidad organoléptica global de susos. Aunque ya se ha comentado que
las variedades comerciales destacan por su aspattono (especialmente en la
uniformidad morfolégica y en el color de sus frytdas variedades tradicionales son
materiales reconocidos y apreciados por su elewatidad interna, generalmente
superior en los restantes aspectos a la mostradsupaompetidores comerciales. Por
ello, aunque suelen mostrar una calidad visualriorfea los materiales comerciales
(mayor variacion morfolégica, presencia de agrietad hombros verdes,...), sus
peculiares caracteristicas morfologicas han temainalacionandose con una elevada
calidad organoléptica.

La calidad funcional o valor nutritivo, es un copime relacionado con los diversos
beneficios que pueden aportan al organismo detadusicompuestos presentes en los
alimentos. La sociedad actual se preocupa cadenaszpor su salud y su estado fisico,
lo que se ha traducido en un creciente interéslgmmproductos alimenticios cuyo
consumo resulte saludable, o se encuentre relatooan la prevencion de diversas
dolencias o enfermedades (Granab al, 2010). Esta tendencia no ha pasado
desapercibida en la industria alimentaria (Sun-Watgse, 2011), que se ha volcado en
la obtencion de “alimentos funcionales” con objde satisfacer las demandas de los
consumidores. Asi, hoy en dia pueden encontraréesesupermercados productos que
incluyen un mayor contenido en acidos grasos onfgasteroles, probidticos o
antioxidantes, que suelen alcanzar precios de sepiriores basandose en su destacada
calidad funcional. En tomate, el valor nutritivgpdade fundamentalmente del contenido
en vitaminas, carotenoides y flavonoles, cuya meiaeha despertado el interés de los
consumidores. Sin embargo, la pérdida de saboctddi en la mayor parte de las
variedades comercializadas (aun con el alicientsedlemateriales con mayor calidad
funcional) no convence a los consumidores, queesigratando de reencontrarse con el
verdadero sabor tradicional.

En esta realidad en la que confluye calidad ordggntigia y funcional, se enmarca la
importancia de las variedades tradicionales. As$eacillo entender cémo las variedades
tradicionales han seguido manteniéndose en cultieopando un nicho comercial
encaminado a satisfacer las necesidades de cligméeprefieren adquirir productos de
mayor calidad, aunque por ello tengan que pagarayor precio (Grassellt al.,2000).

A este tipo de mercado se le conoce con el nonmdbraatcado de calidad. Por tanto, si
bien las variedades tradicionales no ofrecen umlimgento como las variedades
modernas, compensan su menor produccion con unrmes@o del producto.

Actualmente se dispone de muy poca informacioncacee la calidad funcional de las

variedades tradicionales. Pero es evidente queléacdn de materiales dentro de los
distintos tipos varietales conocidos que destaguerpresentar elevados contenidos en
compuestos funcionales, asi como la certificac®mi valor afladido en los productos,
podria revalorizar y fortalecer aiun mas su prestgn los mercados destinados a
productos de calidad.
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1.3. ATRIBUTOS RELACIONADOS CON LA CALIDAD

1.3.1. La calidad organoléptica en el tomate

La calidad organoléptica es un atributo que remsdfgecialmente complejo a la hora de
evaluar, debido a que se trata de un caracterndiegdo por multitud de compuestos
volatiles y no volatiles, variable en funcién dglot de manejo del cultivo y muy
dependiente de la relacion existente entre el gemgtel ambiente (Petro-Turza, 1987).
Ademas, el concepto de calidad es subjetivo, puo tearia espacial y temporalmente,
de forma que para un mismo producto se puedenahdigstintos grados de aceptacion
en funcién del tipo de mercado y consumidor. Poa parte, numerosos compuestos
involucrados en la calidad final del fruto se emttan interconectados.

Debido a que resulta realmente complicado estattéoeo ha de abordarse la evaluacion
de la calidad en los productos horticolas, sezatilidos tipos de aproximaciones que
proporcionan informacién complementaria:

- Métodos de evaluacion directa Los analisis sensoriales realizados por

paneles de catadores representarian el sistenmélisay evaluacion directa.
El analisis sensorial ofrece la informacion masigeey fidedigna sobre la
percepcion del sabor de los materiales que se eatarando. Sin embargo,
tiene muchos inconvenientes. Requieren personadreatdo y especializado,
ademas de resultar muy laboriosos y econdmicamamnecostosos. Se afiade
que la rapida saturacién de los panelistas liraitagran medida, el nUmero de
muestras analizable por sesion. El mayor problesesth metodologia estriba
en que suelen obtenerse valoraciones dispareslentcatadores, debido a la
subjetividad a la hora de establecer las puntuasi¢@ausset al, 2001).

- Métodos de evaluacién indirectaLos métodos de evaluacion indirectos se
basan en el analisis y cuantificacion de aquelimspriestos que se sabe que
se encuentran relacionados con la aceptaciondenbds productos horticolas
por parte de los consumidores. Presentan princgrdgkndos ventajas con
respecto al sistema de evaluacion directa: (1) REmmminimizar la
variabilidad que se obtendria en un panel de cegadp (2) aumentar la
capacidad de procesar muestras, siendo muy supaEmiaeste caso. Sin
embargo, empleando estos sistemas de evaluacidmeale tenerse en cuenta
la percepcion global de la calidad que se obtieadiante las evaluaciones
realizadas por un panel de cata.

Hasta hace pocos afos, fueron los atributos reladas con la calidad externa de los
frutos de tomate los que mas atencion recibieron gerte de mejoradores y
comercializadores, ya que las estrategias inictdaesenta remarcaban que el consumidor
“compra a través de sus 0jos”. De ahi que en laomaarte de los casos, las cualidades
externas obtenidas en las distintas variedades rc@ies hayan llegado a ser
excepcionales. Sin embargo, aunque no deje deesty que la primera adquisicion del
producto queda determinada por su aparienciadiidad de compra depende de la
calidad interna del producto. En este sentidop@iios como la textura y la estructura de
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los frutos, el sabor y su aroma, son los que fieabe pueden consolidar su aceptacion
por parte de los consumidores.

1.3.1.1. Texturay estructura

La textura definiria las propiedades que presemtsuperficie externa de un fruto, asi
como las sensaciones tactiles que causa al sojgtatlpropio masticado del producto.
Las caracteristicas relacionadas con la firmezagenhcia (englobadas en el &mbito de la
apariencia externa), y la harinosidad, fibrosidgdgosidad (mas involucradas con la
calidad interna) formarian parte de la texturafagb. Es un atributo fundamental en la
calidad del fruto, e influye considerablemente kenivel de aceptabilidad del producto
por parte de los consumidores (Verkekal, 1998). Sin embargo, es el sabor (y de forma
secundaria la textura) el que se estima fundamenti@ aceptacién de los consumidores
(Causseet al, 2003). Por otra parte, la estructura vendriardeteda por caracteristicas
como el grosor del pericarpio y del corazén debofrasi como por el numero de l6culos
y tamafo de los mismos, que afectan directamerige @nsistencia y también al
masticado del fruto. Con lo cual, textura y estritectson dos atributos que se encuentran
intimamente relacionados.

En este aspecto, las variedades
tradicionales suelen mostrar mayor
grosor del pericarpio y del corazén del
fruto (figura 10), lo cual se traduce en
unas proporciones placenta/ pericarpio
y placenta / corazon mas bajas que las
observadas en las variedades
- comerciales. Por ello, en las variedades
Figura 10. (A) Corte transversal de una variedadtradicionales se percibe mas pulpa en

tradicional. (B) Corte transversal de una variedady poca. resultando mucho mas
m_ejorad_a de tomate de tipo “canari@bsérvese la agradables de consumir.
diferencia en la estructura de los frutos.

La evaluacion de los caracteres
relacionados con la textura es compleja. Se regumaterial de laboratorio sofisticado y
econdémicamente costoso para su estimacion, comej@miplo equipos de ensayos de
materiales dotados de células Kramer. Aunque gibutis complicados de relacionar
con medidas fisicas concretas o de composiciéfiute| existen estudios que establecen
correlaciones parciales entre la firmeza detecelacatas y resultados de firmeza
obtenidos con penetrometros (Caussal, 2002); igualmente se ha observado que la
harinosidad se encuentra relacionada con ciertadsmgdros de textura del pericarpio
(Verkekeet al, 1998).

Las variedades tradicionales ya destacan por suctst, generalmente mucho mas
carnosa, y es sabido que aspectos texturales canfibmeza son inferiores a las
variedades comerciales que integran caracteristeasarga vida relacionadas con
alteraciones en el proceso de maduracién. Por,tanteste trabajo se ha decidido centrar
todos los esfuerzos en la evaluacion de otros aspde la calidad mas importantes para
el valor comercial del fruto: el sabor y el valon€ional.
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1.3.1.2. Sabor: la percepcioén a través del gusto

El sabor es una sensacién compleja basada endepg&n de gustos y aromas de una
gran cantidad de compuestos que forman parte dietenminado alimento (Shewfelt,
1993). En tomate, la parte del sabor determinadaepausto esta principalmente
determinada por los niveles de azlcares, acidésmas Yy las relaciones existentes entre
ellos, de manera que al aumentar los niveles ds,émtmenta también la intensidad del
sabor (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995). Por otréepas compuestos volatiles, cuya
importancia ha sido destacada por numerosos aydutteryet al, 1987; Langloist

al., 1996; Baldwinet al, 1998; Brausst al, 1998; Krumbein y Auerswald, 1998),
determinaran la percepcion del aroma que tambiéry@en el sabor.

Los azUcares mayoritarios en tomates maduros sdinu¢dosa y la glucosa, que
constituyen hasta un 65% del contenido en sélidlubkes (CSS), lo que representa entre
un 1% y un 4,5% del peso fresco del fruto (Stewtrad., 1977). El contenido global en
azucares suele estar positivamente correlaciona@lcpeso en seco y con el CSS del
fruto, como consecuencia, un aumento en el CSS squelocar un aumento en la
intensidad del sabor (Jones y Scott, 1984). Aun lasidulzura parece estar mas
influenciada por el contenido en fructosa y nodgmdr el de glucosa (Steveatal.,
1977), debido a que la fructosa tiene un mayor pedalcorante que la glucosa. La
sacarosa, con una importancia secundaria en lamdegeion del dulzor en tomate, no
suele encontrarse por encima del 0,1% del pesoofrers fruto maduro (Thakwt al,
1996).

Los acidos organicos mas relacionados con el saoel acido citrico y el acido malico,
que representan entre el 0,3 y el 1% del pesodmsiccomate y mas del 10% en materia
seca (Davies, 1964; De Brughal, 1971; Mahakuet al, 1979). A pesar de que el 4cido
malico provoca mayor sensacion de acidez (Malwetdal, 1995) , parece ser que la
percepcion de la acidez se debe principalmente@nleentracién de acido citrico, ya que
presenta contenidos 10 veces superiores a losldmrmea frutos maduros (Stevesisal.,
1977). Por otra parte, no solo el contenido indigldde estos dos &cidos es importante
en la determinacion de la acidez del fruto, lagaiehes existentes entre ambos también
lo son. Asi, se ha observado que los consumidaedeen frutos que muestren ratios
citrato/malato elevados, lo cual podria deberssabbr agrio que adquieren los frutos
cuando el acido malico aparece en grandes conciemtes (Davies, 1964). Por otra parte,
la concentracion de acidos puede variar la volatdd de compuestos relacionados con
el aroma, afectando a la percepcion del mismodRelt al, 2002).

Cabe destacar que el sabor no solo depende delnodmttotal de ciertos azlcares o
acidos en el fruto. El balance entre los distimim$cares y acidos organicos (Maluredo
al., 1995; Ke y Boersig, 1996; Buchat al, 1999a, 1999b), asi como la interaccion
existente entre éstos y la concentracion de ciediwgpuestos aromaticos, juegan un papel
fundamental en este aspecto (Buttetyal, 1971; Dirincket al, 1976; Kavanagh y
McGlasson, 1983; Buttergt al, 1988; Thakuret al, 1996; Baldwinet al, 1998;
Krumbein y Auerswald, 1998). Mas alla de los acidwncionados, el acido glutamico
podria jugar también un papel importante en el sdebtomate. Asi, Bucheét al
(1999a) observaron que la intensidad del sabormsenéraba correlacionada con el
aumento de los niveles de azucares y la disminutgbrcontenido en acido glutamico,
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aspecto que corroboraron afios mas tarde Fattah(2002) relacionando este ratio con
el sabor afrutado final de los frutos. En este extot resulta paraddjico que el glutamato,
gue en muchas ocasiones se utiliza como potencid@abor de los alimentos, afecte
negativamente al sabor del tomate y deba encoatearsoncentraciones reducidas.

Por otra parte, aunque se ha observado que en suabos los consumidores destacan
los tomates tipo cherry, cuyos frutos presentarierntios mas elevados en azucares y
acidos que otras variedades (Jones, 1986; Baldwal, 1998), como aquellos que
muestran mejor sabor (Hobson y Bedford, 1989)ptaterencias con respecto al sabor
del tomate pueden variar por cuestiones cultur@es.lo cual, si bien a nivel general se
considera una buena opcion incrementar el contendazicares manteniendo un nivel
intermedio de acidez (Tande al.,2003), los programas de mejora deben adecuarse a
las preferencias de los consumidores para lossgaldesarrolla el producto concreto.

A pesar de tratarse de un caracter cuantitativhftd estudio debido a la gran influencia
ambiental, el control genético de la acumulaciorazigcares y acidos ha recibido gran
atencion a lo largo de las ultimas décadas. Lasdexs mas convencionales sobre la
herencia de caracteres relacionados con el sabisades por Stevens (1986) han ido
siendo complementados por estudios basados eral@isme QTLs encaminados a la
identificacidon de marcadores relacionados con esteecteristicas (Leviat al, 2000;
Fulton et al, 2002; Yateset al, 2004) que en algun caso han desembocado en la
identificacion de variaciones de apenas un amidoague representan diferencias
notables en el sabor del tomate (Fridnedaral, 2000). Entre las fuentes de variacion
estudiadas, una parte importante de la atencidraarecibido las especies silvestres
relacionadas con el tomate.

En las dltimas décadas, la utilizacién de germopéesilvestre parecié convertirse en una
alternativa muy interesante para mejorar el codteni modificar las proporciones de
ciertos compuestos del fruto. Sin embargo, no ttafakéneas obtenidas a partir de cruces
con dichos materiales han llegado a comercializatebido especialmente a que la
calidad organoléptica de las variedades obtenigele serse deteriorada por el arrastre
de fondo genético silvestre no deseado (Ru&.,2006). En relacion a ello, la aparicion
de aromas indeseables detectada por Taemak (2002) en ILs generadas a partir de
hibridos entre tomate cultivadoSy pennelliejemplificaria una de las dificultades a las
gue se enfrentan los mejoradores durante los pag/ele introgresion de genes desde
especies silvestres. No obstante, se han detetitgtesantes variantes genéticas en
accesiones silvestres involucradas en la variadgbrcontenido de ciertos compuestos o
de sus relaciones en el fruto, de las cuales dastac

- La mutaciorsucr(Sucrose accumulatpridentificada ersolanum chmielewskii
((C.M. Rick, Kesicki, Fobes y M. Holle) D.M. Spoan&.J. Anderson y R.K.
Jansen), provoca la acumulacion de sacarosa es femt lugar de glucosa y
fructosa (Stommel y Haynes, 1993; Chetetadl, 1995).

- Un alelo de la enzima ADP-glucosa-fosforilasa ide@do en Solanum
hirsutum ((Vahl) Dunal). La enzima codificada por este aleloestra una
actividad mas eficiente que la enzima detectadeaeiedades cultivadas. La
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presencia de este alelo silvestre provoca un ireméoren el contenido total de
azucares en el fruto (Schaffral, 2000).

- El locusFgr (fructosa glucosa ratip quemodula el ratio fructosa-glucosa en
los frutos maduros dé&. hirsutum favoreciendo el acumulo de fructosa
(Schafferet al, 1999; Leviret al, 2000).

- El genLin5, quecodifica para una invertasa apoplastica encargadaatiular
la actividad del QTL que regula la compartimentaaé los azucares (hexosas).
Este alelo d&olanum pennellifCorrell) provoca una mayor concentracion de
azucares que su ortologo 8nlycopersicuniFridmanet al, 2000).

El QTL Brix2-9-5 fue identificado ers. pennelliipor Fridmanet al. (2004) y
mapeado dentro del gen LIN5, que codifica para inmartasa de la pared
celular (Fridmaret al, 2000). Estos investigadores observaron Bjuwe2-9-5
mejoraba el contenido en grados brix (relacionadadamente con el contenido
de glucosa y fructosa) hasta un 25%, aunque suoeflpendia del fondo
genético de la variedad y las condiciones ambiesitaldemas, este aumento
de la concentracion de azucar por unidad de aredewtaba a la produccion
total, lo cual resulta clave en variedades destisadindustria.

Resulta curioso que las variedades tradicionalésrdate hayan sido relativamente poco
estudiadas a este respecto, teniendo en cuent@araageptacidon que encuentran en
mercados de calidad gracias a sus caracteristicgmalépticas. En este sentido, la
caracterizacion y obtencién de perfiles de caligada las variedades tradicionales
conocidas, proporcionaria una informacién espe@atmutil para los mejoradores, que
podrian optimizar el uso de estos materiales autrate infrautilizados.

1.3.1.3. Sabor: la percepcién a través del aroma

Se han identificado mas de 400 compuestos volatilexionados con el aroma del
tomate, pero solo 30 de ellos muestran concentrasisuperiores una parte por billén
(revisado por Petro-Turza, 1987). Buttery (1998)di$ los limites de deteccion olfativa
de varios de ellos, concluyendo que 16 volatileseseuentran en concentraciones
superiores al limite correspondiente, destacandoctmmpuestos cis-3-hexenal, cis-3-
hexenol, hexanal, 1-penten-3-one, 3-methylbutdraals-2-hexenal, 6-methyl-5-hepten-
2-one, methyl salicylate, 2-isobutylthiazol@yonone. El aroma en tomate es por tanto
mucho mas complicado del que muestran otras futastalizas, que presentan uno o
dos compuestos predominantes que determinan emggdicla su aroma, como seria el
caso de la bananaM(isa acuminataColla), donde destaca la acumulaciéon de 3-
methylbutyl acetate (Berger, 1991).

Los volatiles relacionados con el aroma en tomatevan del metabolismo de lipidos,

aminoacidos, carotenoides y terpenoides. En gerai@dd uno de estos compuestos suele

aumentar su concentracion durante el proceso dera@dn del fruto, pudiendo estar

regulados directamente por el etileno o indirectgma través del efecto del etileno sobre

la acumulacion de carotenoides (Baldwinal, 1991). Asi, los mutanteg y nor que

retrasan la maduracion, en algunos casos se lanomdo con una menor acumulacion
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de volatiles (McGlassoet al, 1987). Su uso puede tener efectos negativos sbbabor.
De hecho, el mutanten, que ha sido especialmente importante en el ddeade
variedades larga vida en heterocigosis, da luganivales inferiores de volatiles
importante en el estado rojo maduro (Baldetiral, 2000).

Desde el punto de vista de la mejora del sabotamesate se ha recomendado realizar
selecciones positivas hacia un aumento en la ctracg&m de compuestos relacionados
con notas florales, como la 6-metil-5-hepten-2-ptaB-ionona; frutales, como el cis-3-
hexenal y la geranilacetona; y frescas como el saeanol y la 1-penten-3-ona. Asi
como una seleccién negativa respecto a compuestasanados con notas a rancio,
como el hexanal, trans-2-hexenal y 3-metilbutapatigentes, como el 2-isobutiltiazol,
y alcohdlicas, como el 2-feniletanol (Tandetral, 2000).

Como ya se ha comentado, ademas del estimulofdtd,@lgunos compuestos volatiles
relacionados con el aroma del tomate pueden cairtréb la percepcion del dulzor
(Baldwin et al, 1998), de ahi que el aroma y el gusto se en@aretdin intimamente
relacionados. Tanto es asi, que los cultivaresdg lvida, por el hecho de presentar un
bajo contenido en compuestos volatiles (Baldeinal, 1991), suelen ser los peor
valorados por resultar menos sabrosos (Jones,.1986)

Con el objetivo de mejorar el perfil aroméatico de Vvariedades cultivadas de tomate,
también se han desarrollado numerosos estudiogstieaeion de germoplasma silvestre.
De hecho, ciertos materiales silvestres (como selsa&rvado en el caso de alguna
accesion deS. peruvianum podrian proporcionar aromas concretos que reglta
interesante introgresar para mejorar el aromactedte cultivado (Kamadt al, 2001).
Sin embargo, los materiales silvestres (en espdasalaccesiones d8&. pennellj
generalmente producen frutos cuyos aromas no aesafiradables para el ser humano
(Tadmoret al, 2002), complicando extraordinariamente los tradaje mejora en esta
direccion. De esta situacion deriva el crecienterés por evaluar y caracterizar las
variedades tradicionales ya que, al no presentapaestos aromaticos desagradables, su
potencial promete ser muy interesante.

Pese a la importancia de este atributo, el arorna earacter muy complejo y costoso de
evaluar. Las técnicas analiticas necesarias pdegtdey cuantificar los compuestos
involucrados en el aroma son lentas y muy varialdesial limita la cantidad de muestras
gue se pueden abordar en un estudio. Por esta tag@ompuestos relacionados con el
aroma no van a ser evaluados en este trabajo.

1.3.2. La calidad nutricional y funcional

Aunque no se caracteriza por presentar un valoitimatespecialmente elevado (ya que
se trata de un fruto esencialmente acuoso), eimaude tomate consumido a nivel
mundial, con un promedio de 20,5 kg por persondoy g 30,6 kg por persona y afio en
la mayor parte de los paises europeos (FAOSTATY)20@ce que se establezca como
uno de los productos horticolas que desempefiaumegdh mas significativa en la dieta
humana (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995). Ademéastegliente reconocimiento de las
propiedades antioxidantes de las vitaminas y losteaos ha estimulado el interés en
este campo de la mejora, y mas aun sabiendo qste axia elevada variabilidad en
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tomate con respecto a sus contenidos (Haesalh 2004), sugiriendo un mas que posible
éxito en la obtencion de nuevas variedades con neajidad nutritiva y funcional.

1.3.2.1. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos fundamentales panagwer el correcto funcionamiento
fisiologico del organismo, y aunque los requerirtosrvitaminicos diarios no son muy
elevados, deben proporcionarse de forma adecuadbamte la dieta. El aporte
vitaminico que ofrece el tomate se basa fundanmaetdak en la vitamina C, la pro-
vitamina A op-caroteno y la vitamina E, y aunque soélo contieiveles intermedios,
contribuye de forma importante a la ingesta diddaestos compuestos (Senti y Rizek,
1975; United States Department of Agricultura, 20@® hecho, Garcia-Closas al.
(2004) observaron que el tomate ocupaba el seguigdo como fuente de vitamina C
(12,0%) y pro-vitamina A (14,6%), y el tercero cofnente de vitamina E (6,0%) en la
dieta de los espafioles.

1.3.2.1.1. La Vitamina C

El acido ascorbico (o vitamina C) presenta uno®laes/ en el fruto muy variables,
fluctuando en funcion del cultivar, de las condigs ambientales, de los tratamientos
postcosecha y de la madurez del fruto (Abusdtital, 2000; Raffoet al, 2002; George
et al, 2004), estableciéndose el maximo de concentrgagin antes de que el fruto
llegue a rojo maduro, y disminuyendo a partir deeces (Malewski y Markakis, 1971).
Aun asi, los niveles promedio detectados en tondgssnados al consumo en fresco
generalmente oscilan alrededor de los 200 mig(&puld, 1992).

Posee un potente poder antioxidante y su funciés enaocida es la antiescorbutica
(Magiorkiniset al, 2011). Ademas, la vitamina C puede jugar unlpaipee en el retraso
de ciertas enfermedades degenerativas, como emfade® cardiovasculares (Marchioli
et al, 2001; Libby y Aikawa, 2002), cataratas (Tessieal, 1998; Van der Pols, 1999;
Valero et al, 2002), o incluso ciertos tipos de cancer (Bygr&uerrero, 1995;
Ramaswamy y Krishnamoorthy, 1996; O’'Toole y Lomph®96; Weblet al, 1997; You

et al, 2000; Jamisont al, 2001). La participacién en la sintesis de calag@hillipset

al., 1997; Libby y Aikawa, 2002) y en la sintesisegthdacion de hormonas esteroideas
(Harmeyer, 2002) son otras de sus funciones. Hstaina también puede aumentar la
biodisponibilidad del hierro (Nasolodat al, 1996), prevenir las mutaciones espontaneas
del ADN inducidas por estrés oxidativo (Lutsemtal, 2002; Collins, 2004) y modular
la expresion génica, particularmente durante larelifciacion celular (Duarte y Lunec,
2005).

En este contexto, se entiende el interés que ausiener variedades con un elevado
contenido en vitamina C, como es el caso del arltdwuble richdesarrollado a partir de
hibridos interespecificos generados a partir decesruentre la especie silvestre
S.peruvianuny S.lycopersicumcuyos frutos duplican el contenido habitual damina

C, oscilando entre los 318 mgk¢wWatadaet al, 1976) y los 500 mg kfj(Stevens y
Rick, 1986). Lamentablemente, las variedadesdimable richmuestran deficiencias a
nivel agronémico, principalmente la baja produccd@bida al menor tamafo de los

27



Introducciéon

frutos, lo que ha limitado su uso comercial (SteweiRRick, 1986). Por otra parte, se ha
comprobado que los cultivares portadores de losg@gh pigmentque se comentan
mas adelante, también ofrecen niveles elevadositdmina C, aunque de nuevo los
efectos deletéreos de estas mutaciones mermanrrda fmnsiderable la produccion
(Stommel., 2007).

Hay que tener en cuenta que, en el caso de lainda@) los contenidos encontrados en
tomate suelen ser muy inestables debido a la fumpendencia de las condiciones
ambientales (Hamnet al, 1945; Hansort al, 2004) y la respuesta de la planta frente
al estrés (Davegt al, 2000; loannidet al, 2009).

1.3.2.1.2. La Vitamina E

Popularmente conocidos como vitaminas E, los toolde son potentes antioxidantes
liposolubles sintetizados solamente por organisiuiesintéticos, por lo que su
adquisicion ha de realizarse mediante la dietae Bgipo de compuestos desempefian
funciones fundamentales en planta, entre las quackn, la inhibicion de la
peroxidacion lipidica y la proteccion del fotosmtell del dafio oxidativo (Falk y Munné-
Bosch 2010; Takahashi y Badger 2011; Loilal, 2012).

Existen cuatro formas naturales de tocofeupB( y, 8) que difieren en la posicion y el
namero de grupos metilo en el anillo cromanol (MésBosch y Alegre 2002), y aunque
todos ellos son potentes antioxidantes in vitra; ébcoferol es el que presenta la mayor
actividad en humanos y animales (Traber y Sies6)1¥n humanos, se ha observado
que estos compuestos pueden tener importancibadade reducir el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, mejorar el sistemmanitario, o incluso modular
algunos procesos degenerativos asociados con@kemaiento (Amiret al, 1999). Sin
embargo, su contenido en tomate fluctua desdgdas 2 mg kg en peso fresco (Davies
y Hobson, 1981), niveles inferiores al observadootas vitaminas mas importantes
como la vitamina C. Por ello, la vitamina E no leaido mucha repercusion en el
desarrollo de nuevas variedades en tomate y namsdldvado a cabo programas de
mejora, al menos relevantes, destinados a incramsmtcontenido.

1.3.2.2. Carotenoides

A pesar de que el tomate presenta una baja coacemtrde pigmentos, alrededor de 200
mg kg1 de peso fresco (Davies and Hobson, 1981), ést@pdetan un gran valor
nutricional. Uno de los principales grupos de pigtas, de coloraciones rojas, naranjas
y amarillas, que se pueden encontrar en estegartdos carotenoides. Los carotenoides
son pigmentos organicos que se encuentran de fowrma@ral en plantas y otros
organismos fotosintéticos, donde desempefian ugéfuwnital en los centros de reaccion
enzimaticos, participando en la transferencia dergéa y protegiendo de la auto-
oxidacion. Para los organismos no fotosintéticos,darotenoides se han vinculado, al
igual que la vitamina C, principalmente a mecansattioxidantes.

El contenido total de carotenoides en tomate sasalgar entre 70 y 190 mg Rgen peso
fresco (Gross, 1991), aunque varia en funcion aléivar y, mas especialmente, de las
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condiciones de cultivo y recolecta. Asi, los frupseducidos en invernadero (ya sea en
verano o invierno) muestran un contenido signifu@ahente menor de carotenoides que
los frutos producidos al exterior durante los mekegerano. Incluso si la recoleccion se
lleva a cabo en estadios tempranos y los frutorasuran en cadmaras, sus contenidos
son mucho menores que los frutos dejados madurplaeta (Gould, 1992). En otros
casos el contenido en carotenos puede verse nambfjpor la presencia de determinados
genes en el fondo genético, como por ejemplo elugiorm ripening(u). Muchas
variedades modernas de tomate incluyen este gendajlugar a frutos verde claro en
estadio inmaduro que maduran con mayor uniformifiadzer et al, 1990). Las
variedades tradicionales no presentan esta mutacidmiestran los tipicos hombros
verdes en sus frutos, caracterizados por conter@eemayor cantidad de cloroplastos. La
presencia de estos hombros verdes aumenta la dassnfética, lo cual se traduce
finalmente en una mayor tendencia a acumular cattaibs y carotenoides en los frutos
maduros. A pesar de que la mutaai@ontribuy6 a desarrollar en su momento variedades
de aspecto exterior mas uniforme, su presenciadieg finalmente la calidad sensorial
de los frutos (Powelt al, 2012).

El 90-95% de los carotenoides presentes en el eomadluro son carotenos, de los cuales
el licopeno es el mas abundante en los tomateslderojo, llegando a representar mas
del 90% de los carotenoides totales (Gross, 19%t9s pigmentos como picaroteno,

el 5-caroteno, ef-caroteno y el neurosporeno, se encuentran en ggooncentraciones.
En un tomate rojo tipico también se encuentran giéag cantidades de precursores no
coloreados como el fitoeno y el fitoflueno.

Licopeno y p-caroteno (o pro-vitamina A) son los carotenoides enayor valor
funcional, y desempefian un papel fundamental ezrstig procesos metabdlicos (Rao y
Rao, 2007). Tanto es asi, que han sido numerosdsalmajos publicados en la década de
los 90 que han conseguido detectar una relaci@nsawentre el contenido de carotenoides
ingeridos mediante la dieta y la incidencia de matgucanceres especificos (Van Poppel
y Goldbohm, 1995; Ziegleat al, 1996; Beckman y Ames, 1998), o la disminuciorelen
riesgo de padecer enfermedades cardiovascularganiTa La Vechia, 1999; Patrick,
2000). No obstante, la Food and Drug Administratfb®A) de los Estados Unidos
concluyd que las evidencias que apoyaban la relamidre el consumo de tomate y la
menor incidencia de cancer, no eran lo suficientéeneoncluyentes (Kavanaughal,
2007). Es en realidad un reto dificil de consegliiestablecer la relacion entre un
componente simple de una dieta compleja y el dadkarde una enfermedad
condicionada por multitud de factores. En estadentstudios publicados tras el analisis
de la FDA vuelven a relacionar a derivados de eamtles con la prevencion de
determinados tipos de cancer y procesos inflanea¢kignonegt al, 2009; Sharonet

al., 2012).

El B-caroteno (o pro-vitamina A), es el aporte mas irigmte de pro-vitamina A para el
ser humano. La vitamina A es un nutriente esenmalla importante actividad que
desarrolla en la retina (Tee, 1992; Omenal, 1994). La avitaminosis producida por el
déficit de esta vitamina provoca una de las enfdades nutricionales mas serias en nifios
de paises subdesarrollados, la xeroftalmia (Somb®&7; World Health Organization,
2005), aungue los casos mas severos pueden deserehaeguera o muerte prematura
(Mayne, 1996). Algunos estudios cientificos han tnao® que su consumo tiene
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influencia positiva sobre la salud, aumentandditaeacia del sistema inmunologico y
pudiendo reducir las probabilidades de padecerrmeeftades de corazéon (ya que
funciona como un antioxidante liposoluble) y ciert@nceres (Ziegler, 1989; Doll, 1990;
Block et al, 1992; Oment al, 1994). Ademas, el papel que juegarBetaroteno y la
vitamina A en el crecimiento, la reproduccién, lartalidad y la morbilidad de
enfermedades infecciosas, también ha sido revisalanterioridad (Tee, 1992; Ross,
1998).

El B-caroteno constituye de un 2 a un 15% del contaotaébde carotenos, y su contenido
oscila de 2,8 mg kf(Khachiket al, 1992) a 7 mg kg (Offord, 1998). Su biosintesis no
es tan sensible a los cambios de temperatura e licopeno, cuya acumulacion se
ve inhibida a temperaturas menores de 12°C y mayle&5°C (Hamauzet al, 1998),
por lo que su potencial genético y estabilidad és frable en las cuantificaciones que
para el caso del licopeno (Rosedidal, 2011).

El licopeno por su parte, representa un 30% del t¢ carotenoides presentes en el
plasma sanguineo (Stahl y Sies, 1996). Es el pigmpredominante en el fruto,
comprendiendo hasta un 83% del contenido totalecidn de las condiciones de cultivo,
pudiendo sus precursores incoloros (fitoeno ylfierio) llegar al 15-30% (Abushitt

al., 1997). En el caso concreto del tomate, el codtehabitual de licopeno varia en un
rango de 43,6 a 181,2 mgk@n peso fresco, segun distintos autores (Tomes; 19
Thompsoret al, 1965; Meredith y Purcell, 1966; Davies y Hobsb®81; Hart y Scott,
1995), siendo el pericarpio (cuyos niveles de @uapen esta zona pueden ser hasta 5
veces mas elevados que los detectados en tejidodades) el tejido que mayor
concentracion de carotenoides muestra (Gross, 1991)

Como se ha comentado anteriormente, el licopenbiémnepresenta un interés creciente
por su potencial como compuesto antioxidante (Lageaal, 2005). De hecho, han sido
numerosos los investigadores que han conseguidctdetuna relacion directa entre el
consumo de frutas y hortalizas ricas en licopenia, reducciéon del riesgo de padecer
canceres y ciertas enfermedades vasculares (Clit®®8; Dorgaret al, 1998; Bertram

y Vine, 2005; Tanget al, 2005; Storyet al, 2010). Ademas, el licopeno no solo tiene
funciones antioxidantes, sino que participa endeunicacion intercelular y en la
modulacién del sistema inmune y hormonal (Ktl, 2006; Shao y Hathcock, 2006).

Por otra parte, investigaciones realizadas sobreaigcion del color en tomate han
demostrado que éstas se encuentran intimamentdorgldas con la aparicion de
mutantes con distintos contenidos en carotenoiles. asi, existen otras mutaciones
capaces de modificar el color de los frutos siarir@nir en el acimulo de carotenoides,
como green flesh(gf) y Anthocyanin fruit(Aft). En los mutantegf, la degradacion
habitual de la clorofila durante la maduracion fleto se encuentra inhibida (Smith,
1950; Kerr, 1956), por lo que los frutos adquievera tonalidad marrén debido a la
acumulacion sincronica de dichas clorofilas juntesacarotenoides (Paran y Van der
Knaap, 2007). Por otra parte, la mutacion dominaftterovoca la formacion de frutos
morados debido a una acumulacién elevada de pigmemtocianinicos (Jones al,
2003).

Los carotenoides determinan en gran medida la acitom del fruto, y por ello, los
proyectos encaminados a encontrar plantas comtdistintensidades y coloraciones del
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fruto provocaron de forma colateral la apariciomgantes para variacion en contenidos
y proporciones de ciertos pigmentos (entre ellos,darotenoides). Muchos de estos
mutantes han sido caracterizados y cartografiadesgenoma del tomate. Parte de ellos
representan mutaciones que afectan a enzimas divia ruta de sintesis de los

carotenoides mientras que otros afectan a aspetagegulacion de dicha ruta (Cebolla-
Cornejoet al, 2013).

1.3.2.2.1. Mutaciones gue alteran el color y madifi la fraccidén de carotenoides

a) El aleloBeta (B) que se caracteriz6 por primera vez en la progémien cruce entre
S.lycopersicunx S.habrochaitegLincoln et al, 1943; Kohleret al, 1947), incrementa
el nivel deB-caroteno a expensas del de licopeno. Los anélisisculares revelan quBe
codifica para una licopeng-iclasa que se encarga de convertir el licoperfaeroteno
(Ronenet al, 2000). La presencia dB provoca en los mutantes una coloracion
anaranjada de los frutos. Este alelo se utiliz@ misarrollar variedades de tomate
destinadas al consumo en fresco como la Caro-Rechd3 y Quackenbush, 1958) y
Caro-Rich (Tigchelaar y Tomes, 1974), cuyo conterdg p-caroteno era 10 veces
superior al de las variedades de tomate rojo.

b) Las mutacioneeg (old gold y odf (old gold crimsoiy son dos alelos d@etaque
provocan la acumulacién de licopeno a expensag-dalroteno. Su presencia puede
suponer incrementos de hasta el 30% en el conteeidicopeno y una disminucion del
40% en la acumulacion giecaroteno (Vogeét al, 2010).

c) El Beta modifier(mas) es otro gen relacionado con Béta ya que modifica su
expresion. En los mutantes con genotpB m@ mas, el 90% del contenido en
carotenoides aparece en form@dmroteno y la coloracion del fruto es naranja.rivfies
que en los mutanteBB ma"™ mas*, el 50% de los carotenoides se presentan ¢®mo
caroteno y la acumulacion de licopeno ocurre halgta menos del 50%, apareciendo
frutos rojo-anaranjados (Zhang y Stommel, 2000).

d) El alelodelta (Del) se detectdé en accesiones silvestreS gennelliiy provoca un
aumento en la acumulacion diearoteno a expensas del licopeno (Rogieal, 1999).
En este caso, al igual que con el alBetg los frutos adquieren una coloracién
anaranjada.

f) Los tomates portadores de la mutadiémgerine(t), contienen bajos contenidos ftle
caroteno y licopeno, y elevados valores{dmrotenos y polienos (Zechmeisadral,
1941). Sus frutos presentan un sorprendente caoanja y han tenido bastante
aceptacion en el mercado, siendo el cultivar “Goldribilee” uno de los mas
comercializados (Peircat al, 1992; Gardner, 1993; Isaacssiral, 2002).

1.3.2.2.2. Mutaciones gue alteran el contenido alale carotenoides

a) La presencia de los gengsl y hp2 (high pigmenf)monogénicos recesivos y no
alélicos, supone un aumento total del contenidocagatenoides del fruto sin que esto
provoque alteraciones significativas en el porgentde los demas constituyentes
(Cooksonet al, 2003). Estos mutantes son fotosensibles y sectdetgporque las
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plantulas muestran hipocotilos cortos y una acuonbiteelevada de antocianos, asi como
una pigmentacion mayor en frutos y hojas (Mochizukamimura, 1984). En este grupo
de genes se incluye tambiérmpB que provoca una mayor biosintesis y acumulacéon d
carotenoides debido a que incrementa la divisidloslplastidos (Galpaet al, 2008).

b) Intense pigmentip) es un gen dominante que se originé en una pdinaggregante
deS. chmielewskily fue retrocruzado para introducirseSrycopersicuniRick, 1974).
Provoca unos resultados similares a los que sewvarspara los gend®, generando un
aumento en el contenido total de carotenoides fntel pero esta mutacién no afecta al
mismo tipo de fitocromo (Mochizuki y Kamimura, 198%n algunos estudios, se ha
detectado un aumento de hasta el 60% en el conteleiccarotenoides en accesiones
portadoras del gelip (Lavi et al, 2009)

c) Otro mutante que muestra fotosensibilidad edaek green(dg), aparecido en una
poblacion comercial del cultivar “Munatant” (Konsld973), que estudios recientes lo
muestran como alelo del gbp2(Levinet al, 2003). La incorporacién de estos dos alelos
aumenta el contenido total de carotenoides ent@Ous0%. El contenido d&caroteno
detectado en mutanteg es aproximadamente un 50% mayor que el encontradtuse
genotiposhp y un 250% mayor que el contenido encontrado ervariadad de tomate
no mutante. Ademas, la presencia de ambos gegesHip) aumenta la firmeza y los
niveles de acido ascorbico del fruto (Jaetedl, 1984).

d) La coloracion amarilla del tomate viene deteadmpor la presencia del loogedlow
flesh(R). Los genotipos recesivay portan una mutacion en el gen de la fitoeno santa
1 (PSY1) que provoca la formacion de una proteinactda incapaz de transformar el
geranilgeranil difosfato en fitoeno (Fray y Griens@993).

e) Las células epidérmicas del fruto contienengpaimente flavonoides amarillentos
(Lagunaet al, 1999). Los frutos de tomate rosados se origimamawsencia de estos
pigmentos en el tejido, provocada por la presedeldocusyellow, y (Ballesteret al,
2010). Cuando la mutacignse combina con lg se originan tomates de color amarillo
palido o blanquecinos con carne amarilla (Rick Y&u1956).

f) El genCnr (colorless non ripeningaparecié de manera espontanea en una variedad
comercial (Thompsoet al, 1999). Su presencia provoca una baja tasa bétisiatde
carotenoides vy, los frutos en estado maduro, ptasem pericarpio blanquecino y una
consistencia anormal (Thompsehal, 1999).

1.3.2.2.3. Mutaciones mas utilizadas a nivel comérc

De entre los genes descritos anteriormente, harhgitl y hp2Ip, odf, By mas los que
han dado lugar a resultados mas esperanzadores grogramas de mejora encaminados
a incrementar el contenido global en carotenoidemodificar la fraccion de los mismos.

Por encima de todos ellos destacan los gépesapaces de duplicar o triplicar el
contenido total de carotenoides (Rick, 1976; Paingkeal, 1978) sin que esto afecte
significativamente a su fraccion habitual. Aden&sfecto sinérgico producido por la
accion de los gendg y ogf, produce frutos con contenidos de licopeno 3 ecks mas

altos que los detectados en variedades estandaniftti, 2007). Sin embargo, se ha
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observado que la presencia conjunta de estos garedgondo genético provoca efectos
pleiotrépicos indeseables como problemas en laiganidn y desarrollo de las plantulas,
tallos quebradizos, defoliacion prematura y bajadpccion, que légicamente han
limitado su éxito comercial. En relacion a ests, moutantedp, cuyos efectos sobre la
acumulacion de carotenoides es similar a la proldueor los gendsp, muestran efectos
deletéreos menores en la germinaciéon y el vigdasi@lantas, por lo que sigue siendo
compleja su inclusién en el circuito comercial. dsstefectos indeseables podrian
reducirse, o incluso llegar a eliminarse, meditatdilizacion de promotores especificos
de tejido que activaran dichos genes Unicamentel éruto, pero se prevé que la
introduccién en el mercado y posterior aceptaciénlas variedades transgénicas
resultantes seria tremendamente complicada.

Cabe destacar que a partir de mutanotéya se han conseguido desarrollar multitud de
cultivares comerciales que presentan incrementdsad&a el 30% en el contenido de

licopeno (Vogekt al, 2010), los cuales si que han disfrutado de uaia gceptacion en

el mercado (pese a su bajo contenidoferaroteno) especialmente por la intensa
pigmentacion roja que adquieren sus frutos.

La introgresion conjunta de los geri@y mas también ha originado buenos resultados.
De hecho han dado lugar a dos de los cultivareeroates de tomate para consumo en
fresco mas importantes, Caro-Red y Caro-Rich, teniaados por presentar frutos de
coloracién naranja con contenidos @taroteno superiores a 50 mg*k¢{romes y
Quackenbush, 1958; Tigchelaar y Tomes, 1974). Bibaego, el hecho de presentar
frutos anaranjados ha supuesto un lastre para swercmlizacion, ya que los
consumidores prefieren variedades de tomate rojo.

Aungque se conocen muchas de las mutaciones redazEiencon la acumulacion y
alteracion de la fraccién de carotenoides en lowdr realmente se dispone de poca
informacion relacionada con el contenido de estospriestos en las variedades
tradicionales. Su cuantificacidon podria permitir deteccion de materiales muy
interesantes, tanto para ser aprovechados direstamer seidentificando su valor
afadido, como para emplearlos en el desarrolladeas cultivares mejorados. Ademas,
el establecimiento objetivo de los perfiles funeil@s de ciertos materiales tradicionales,
podria catapultar la consolidacion de éstos en ecado destinado a productos de
calidad.

1.3.2.3. Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos organicos en cuyaesta moleculares existe al menos
un grupo fenol y un anillo aroméatico unido a, camiaimo, un grupo funcional hidroxilo.
Muchos se clasifican como metabolitos secundaridesgmpeiian funciones bioldgicas
en las plantas muy diversas (defensa ante herlsivoqmatogenos, soporte mecanico,
atraccion de polinizadores o de dispersores d&l,faroteccion frente a radiaciones UV,
agentes alelopaticos,...).

En tomate se han identificado mas de 4000 compaiéstolicos (King y Young, 1999),
de los cuales los flavonoides, los acidos fend]itmss tocoferoles y los polifenoles son
los principales en la dieta. Existen estudios qgae tteemostrado que los compuestos
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fendlicos también presentan cualidades antioxidaniacluso superiores a las
desarrolladas por las vitaminas A y C (Vinstnal, 1998). Por ello, el consumo de
alimentos ricos en fenoles también se cree queaibopé a reducir patologias graves
como carcinogénesis y esclerosis (Anatsal, 1993; Sawat al, 1999). En este grupo
de sustancias destacan los flavonoides y los atetddicos.

1.3.2.3.1. Flavonoides

Los flavonoides son el mayor grupo de fenoles prteseen las plantas. Su presencia y
composicidn se ha estudiado considerablementejg/agprtan pigmentacién a multitud

de productos horticolas. Comprenden un extensamgitapmetabolitos secundarios que
incluyen antocianidinas, flavonoles, flavanolesvdéinas, isoflavonas, catequinas y
flavononas (Harborne, 1994; Harborne y Williams)@0

Aproximadamente un 98% de los flavonoides detestaslv el fruto del tomate se
encuentran en la piel (Stewattal, 2000) y su contenido varia entre 1.3 y 203ug/g en
peso fresco. Se ha observado que la concentragitevdnoides en variedades con frutos
de mayor tamafio suele ser menor que la obtenideaedades con frutos de menor
calibre, siendo la obtenida en tomates cherry lgomeetectada (Crozieat al, 1997;
Stewardet al, 2000). Entre los compuestos que suelen destadanete se encuentran
la naringenin chalcona, responsable de la colonaanarilla de la piel de tomate, cuya
acumulacion se encuentra regulada por el Yehow (Moco et al, 2006). Otros
flavonoides destacados en tomate se englobanlasti@mas conjugadas de quercetina
y Kaempferol (Moceet al,, 2006).

Como constituyentes alimenticios, se estima quesstutdables tanto por su capacidad
antioxidante, como por su actividad secuestradaaratlicales libres (Shahidi y
Wanasundara, 1992; Pietta, 2000). Esta actividadxaaante se ha relacionado con la
reduccion del riesgo de padecer enfermedades vastiolares, cancer y demencia
(Commengest al, 2000; Hooper y Cassidy, 2006; Lotito y Frei, 200&paset al,
2008). De entre todos los efectos beneficiososdadh la reduccién del riesgo a padecer
enfermedades cardiovasculares, ya que el restecl®®beneficiosos, salvo el referente
a la prevencion de céancer de pulmon, no acaba figrse de forma clara (Arts y
Hollman, 2005). El efecto hipocolesterolémico devdinonas podria estar detrds de la
prevencion de enfermedades cardiovasculares (Cabaf, 2010). Ademas, algunos
estudios realizadom vitro muestran que los flavonoides actian como industdee
algunos sistemas enzimaticos protectores (Nij\etldt, 2001), reduciendo la viscosidad
de la sangre y disminuyendo consecuentemente lzalplibdad de padecer trombos
(Rice-Evanset al, 1997). Su presencia también reduce las inflamasigrovocadas
como respuesta a reacciones alérgicas (Cook y Saj®@6; Jachak, 2001), antivirales,
antituberculosas y antimalaricas (Harborne y Wiika 2000).

Respecto a los avances de la mejora genética @esalrollo de variedades con alto
contenido en flavonoides, el mayor éxito se hadimsa el uso d8olanum pennellpara
recuperar la ruta metabdlica de flavonoides emtaecde tomate a través de la seleccion
de germoplasma que exprese la chalcona isomerasdectejido, 1o que ha dado lugar a
plantas con mayores contenidos de quercetina digidic (Willitset al, 2005).
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1.3.2.3.2. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos que destacan por su impodasmn los acidos hidroxibenzoicos,
gue incluyen a los metabolitos secundarios congcidomo fenilpropanoides, e
hidroxicinamicos, que en los tejidos del fruto sueksterificarse para formar acido
quinico, acido tartarico y glucosa.

En algunas especies de solanaceas, como el tor@abesenjena, predominan los ésteres
del &cido cafeico, destacando entre ellos el adimogénico o acido 5-O-cafeoilquinico
(Molgaard y Ravn, 1988). Este compuesto, juntorasoésteres del &cido cafeico, se
encuentra entre los compuestos mas potentes medace con el secuestro de radicales
libres (Sawaet al, 1999; Nakataret al, 2000). En el caso del tomate, los &cidos fenslico
mas importantes en funcion de su concentracionngramns en condiciones de cultivo
espafiolas han sido el acido clorogénico y el cafsieguidos a distancia por el acido p-
cumarico y el ferdlico (Martinez-Valveras al, 2002). En este estudio se observé que
la mayor correlacion con la capacidad antioxidagtgre los acidos fendlicos se
encontraba respecto a los acidos ferulico y cafeico

1.4. LAS VARIEDADES TRADICIONALES EN EL
CONTEXTO DE LA AGRICULTURA ACTUAL

En un mercado altamente competitivo y de elevattor e@onémico como el del tomate,
las variedades tradicionales han podido conservaisai gracias a su posicionamiento
en mercados de calidad. Esta situacion deriva ipdaimente de la pérdida de calidad
observada en el mercado generalista, en partealaléd caracteristicas de las variedades
mejoradas actuales, pero también a otros aspecidsqtivos. Es importante revisar este
contexto para establecer cual es la posicion dedasdades tradicionales con respecto
a los materiales mejorados y la calidad organalapti

Por otra parte, dado que la subsistencia en mesadel@alidad de estos materiales se
basa en la asociacion de calidad organolépticaasgbcto externo de las variedades
tradicionales, resultara necesario saber si reaéntedas las poblaciones de una variedad
tradicional seran capaces de satisfacer las expestale los consumidores. Y ademas,
también sera necesario combatir de alguna manefeawle que cometen algunos
productores, que tratan de aprovechar el diferedeigrecio de los mercados de calidad
“falsificando” variedades tradicionales.

A continuacion se revisan estos aspectos con etiebjde comprender cuél es el papel
que juegan las variedades tradicionales en el xtmnégrondmico y cultural actual.

1.4.1. La pérdida de calidad de las variedades conc@les

El empobrecimiento de la calidad organoléptical emegcado generalista es un fenémeno

complejo que se encuentra relacionado con factgemetipicos y ambientales, ademas

de verse influenciado por las practicas agricdias.tomate, los principales factores
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involucrados en la pérdida de calidad sensorialodemateriales modernos son los
siguientes: el aumento de la produccion en las asieariedades, el cultivo fuera de
estacion, el cultivo intensivo, la recoleccién patma de frutos, el desarrollo de
caracteristicas de “larga vida” y la introgresi@ifdndo genético silvestre.

1.4.1.1. El aumento de la produccién en las nuesasdades

La mayor parte de los programas de mejora desadosl durante el siglo XX se
establecieron con el objetivo de aumentar la pradac Sin embargo, en muy pocos
casos se atendia paralelamente a la calidad inderes nuevas variedades obtenidas,
muy probablemente debido a la complejidad y difamilque supone evaluar estos
caracteres. Como consecuencia, durante los procksagleccion se iban perdiendo
caracteristicas favorables de las variedades dielgague se evidenciaba en una peor
calidad interna (a nivel general) en los materiedssiltantes.

Adicionalmente, se ha demostrado que el propio atonge produccion acarrea cierta
pérdida de calidad interna en los frutos, por elonfeecho de incrementar el nimero de
frutos que actian como sumideros (Beetimal, 2000; Beckles, 2012). Esto es debido al
denominado “efecto dilucion” (Davis, 2009). Asi, ba observado que un mayor
rendimiento se encuentra negativamente relaciooaael contenido en sélidos solubles
(Balibreaet al, 2006) y finalmente con el peso en fresco y setdrdto (Gautieret al,
2001; Bertin, 2005; Baldedt al, 2006), afectando a la calidad organoléptica filgalos
frutos (Tandoret al, 2003; Lecomtet al, 2004). Frente a este problema, el aclareo de
flores se ha propuesto como un sistema para inatamé concentracion final de
fotoasimilados en los frutos (Gautier al, 2001). No obstante, en este contexto sigue
siendo mas logico el uso de variedades con meriengial productivo pero con mejores
caracteristicas organolépticas, como las variedagégionales.

1.4.1.2. El cultivo fuera de estacion

Al igual que ocurre en numerosos cultivos hortispke cultivo del tomate fuera de
temporada provoca que se generen disfunciones @arta que merman la calidad de
sus frutos (Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995), yalgseondiciones ambientales no son
las idoneas para su desarrollo. Aunque se ha tratadadaptar algunas variedades a
diversas condiciones de cultivo, las bajas tempeast la iluminacion insuficiente y el
cambio en el fotoperiodo provocan que las plantasgmten una menor tasa fotosintética.
En dltima instancia, esto se traduce en una menatidad de solidos solubles
acumulados en el fruto y, por tanto, una peor adlidrganoléptica. Las variedades
tradicionales se siguen cultivando preferentemahggre libre (Cebolla-Cornejet al,
2007), por lo que no suelen presentar este tigwwatdemas asociados al cultivo forzado.

1.4.1.3. El cultivo intensivo

El cultivo intensivo, con uso abundante de insuomso abonos y agua, juega un papel
determinante en la calidad final de los frutos peraayor parte de los cultivos horticolas.
La aceleracion del crecimiento normal de las pkptavoca un crecimiento precipitado
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de los frutos, los cuales pasan a disponer de umomieempo para acumular solidos
solubles. Ademas, numerosos estudios realizados didbrentes especies cultivadas han
mostrado que el exceso de riego puede conllevarreshaccion en la hidrélisis de
carbohidratos y en la translocacion de compuestgnaos de las hojas hacia el fruto,
resultando en una acumulacién de almidon y azucmiebles en las hojas (Kameli y
Losel, 1996; Foyleet al, 1998; Thomas y James, 1999). Finalmente, estmpeaouna
menor acumulacion de solidos solubles en el fritz¢let al, 1993). Por otra parte, el
exceso de abonos nitrogenados provoca que el edlifml de los frutos se alcance
simplemente por acumulo de agua, quedando lososofidlubles mucho mas diluidos
(Locascicet al.,1984). Las variedades tradicionales, seleccionadastemas de cultivo
tradicionales, estan adaptadas a un bajo uso dmass(especialmente de abonado), por
lo que en general se evita este problema.

1.4.1.4. Recolecciéon prematura de los frutos

Una de las principales actuaciones que deriva arpardida acusada de sabor del fruto,
es la cosecha excesivamente temprana de los miSadsg demostrado que la calidad
del fruto aumenta con el tiempo que éste se enmuasbciado a la mata (Kadsral.,
1977), ya que durante las ultimas etapas de la raeidn es cuando ocurre el mayor
acumulo de solidos solubles en el fruto. Debida@ &n muchos campos de cultivo se
recolectan los frutos verdes para tratar de aumahtaaximo la viabilidad postcosecha,
éstos no consiguen acumular todos los compues®siefoerian. Por este motivo, los
frutos llegan al consumidor mucho mas insipidosgjse hubieran mantenido el tiempo
necesario en planta. Contrariamente, si los freg@gosecharan en estado Optimo de
madurez, no tendrian suficiente vida comercial cgram permitir su manipulacion,
embalaje y transporte hasta los grandes almacgeasr@imente distantes de las areas
de produccion). Con lo cual, debe llegarse a urptomiso entre ambas situaciones. Las
variedades tradicionales también sufren este prablg/a que al contar con una vida
postcosecha relativamente corta suelen cosechaestaglo verde maduro o en rotura de
color.

1.4.1.5. El desarrollo de caracteristicas de dasiga”

De la problemética de encontrar un punto de recir®ptimo para obtener una buena
calidad interna en los frutos sin que afecte acsuportamiento postcosecha, surgio la
necesidad de crear nuevas variedades de tomafgegentaran una mejor adaptacion a
la cadena comercial. Muchas casas de semillasl@stion como su principal objetivo
la generacion de variedades con una viabilidaccpestha adecuada. Fue de este modo
como se obtuvieron las denominadas “variedades lardga”, que incluirian a los
cultivares comerciales que presentan genes quéaafec|la maduracion del fruto,
ralentizando, minimizando, o evitandola. Los ganas importantes responsables de este
caracter se encuentran relacionados con la siptestepcion del etileno. Por ejemplo:
rin “ripening inhibitor” , nor “non ripening” y alc “alcobaca”. La expresion “larga vida”
también puede aludir a distintos cultivares conadgsi caracterizados por una mayor
dureza en sus frutos (mucho mas resistentes abo@rcaunque no transporten ninguno
de los genes anteriores (Esquinas-Alcazar y Nig95)1
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El sabor de los frutos que muestran caracteristiedarga vida suelen resultar mucho
menos agradables para los consumidores, que recaldasipidez (Hobson, 1980; Jones,
1986; Causset al, 2003). Esto se debe principalmente al comportamianormal
respecto a la degradacion de la clorofila, la sistde carotenos y demas procesos
asociados durante el proceso de maduracion deutos {Sink Jret al, 1974). Los frutos
de larga vida presentan una menor concentraci@@rares (Hobson, 1980; Causse
al., 2003),p-caroteno(Hobson, 1980; Kuzyomenskii, 2007), licopeno (Calssal,
2003) y numerosos compuestos volatiles importagtesl perfil aromatico del tomate
(Kopeliovitch et al, 1982; McGlassoet al, 1987; Causset al, 2003; Kovacst al,
2009), por lo que finalmente se caracterizan pastraoun aroma y un sabor mas pobres
(Garget al, 2008).

1.4.1.6. La introgresion de fondo genético silkest

A partir de los aflos 30 empezaron a utilizarseindést especies silvestres en los
programas de mejora (Rick, 1986), especialmente @omwbjetivo de introgresar
determinados genes de resistencia en variedadesdak. Su importancia es tal, que el
tomate es la especie cultivada que ha sufrido ntésgresiones de genes de resistencia
procedentes de otras especies emparentadas (yHdpalgkin, 2007). De entre ellos cabe
destacar los siguientes, presentes en la mayerg&atos cultivares comerciales actualies:
Tm-1 y Tm-2 (resistencia a TMV), Sw-5 (resisteneialSWV), Frl (resistencia a
Fusarium oxysporunh. sp. radicis lycopersigi y Mi y Mi-3 (resistencia a diferentes
especies de Meloidogyne), procedenteS deeruvianuml e I-2 (resistencia Busarium
oxysporunt. sp.lycopersicirazas 0 y 1), Ve (resistenciavarticillium dahliag, Cf-2,
Cf-5, Cf-6 y Cf-9 (resistencia a diferentes razas di Cladosporium fulvumn Sm
(resistencia &temphylliunsp.) y Pto (resistenciaRseudomonas syringigey. tomatqg,
procedentes des. pimpinellifolium 1-3 (resistencia aFusarium oxysporunt. sp.
lycopersici raza 2) procedente d&. pennelli Ty-1 y Ty-3 (resistencia a TYLCV)
procedente d&. chilensgy Ty-2 (resistencia a TYLCV) procedente 8iehabrochaites
(Robertson y Labate, 2007).

En muchas ocasiones, las deficiencias de calidsere#das tras un programa de mejora
basado en la introgresién de material silvestrdeben a restricciones de tipo financiero
y temporal. La necesidad de lanzar al mercadodasas variedades obtenidas, limita el
namero de ciclos de retrocruzamiento realizadogidi®ndo consecuentemente la
recuperacion del genotipo parental. Esto signifigee parte del material silvestre
introgresado no se elimina convenientemente defidogenético y puede terminar
interfiriendo en la calidad sensorial de las vaadsasb resultantes.

Otras veces son los propios genes introgresadagumsondicionan la calidad final de
los frutos, como en el caso del démiform ripening(u). Este gen determina la intensidad
y el patron de distribucion de la clorofila en &sifinmaduros (Kemp y Nonnecke, 1960;
Tanksley y Hewitt, 1988; Kinzeat al, 1990). El alelo dominantg provoca la aparicion
de hombros verdes, mientras que origina frutos de color verde uniforme (Powel
al., 2012). Desde hace 70 afios, los mejoradores &taaddrde seleccionar variedades de
tomate con frutos inmaduros de coloracion verdensui uniforme, caracteristica que
favorece la maduracion incluso en la zona del péali@utler, 1952). Sin embargo, pese
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a queu favorece los procesos de recolecta y posterior raadn de los frutos, provoca
un evidente efecto negativo en la calidad finalodemismos (Tanksley y Hewitt, 1988;
Kinzeret al, 1990), debido a que los frutos maduros presamatesarrollo suboptimo

de cloroplastos que consecuentemente afecta ailetes de azucares (y también
licopeno), comprometiendo su calidad sensorial @hloat al, 2012).

1.4.2. La problematica asociada a los mercados dalidad

1.4.2.1. La calidad generalizada en las variedadd&ionales

Simplemente por el hecho de tratarse de variedaadigionales, a estos materiales se
les presupone una calidad organoléptica y funciatrdhseca. Sin embargo, esto no tiene
por qué ser siempre asi. En primer lugar, estakdates han sido cultivadas vy

seleccionadas de manera totalmente subjetiva p& g los agricultores, obteniéndose
poblaciones con estructuras y caracteristicas shgerAdemas, pueden haber ocurrido
mezclas de semillas y/o hibridaciones espontan@astros tipos de materiales, incluso
comerciales, y el agricultor no ser consciente ltbe ® pudiera ser que hubieran sido

cultivadas en ambientes inadecuados que impidaranlegaran a mostrar su verdadero
valor genético.

Esta realidad demuestra que puede existir una enainersidad en cuanto a las
caracteristicas de calidad interna de los matsriabalicionales. Con lo cual, parece
evidente que resultaria interesante detectar gbhlgones destacan realmente por su
calidad interna y cuales muestran una homogeneidestabilidad en la misma. Asi,
podria otorgarseles un valor afiadido tangible especto a los materiales comerciales.
En el caso del tomate, la mayor parte de estudéosadacterizacion realizados en
variedades tradicionales se han centrado en ceHsdici@s morfoagronémicas o de
diversidad genética (Mazzucatbal, 2010; Terzopoulos y Bebeli, 2010), mientras que
pocos estudios se han centrado en la evaluacida diversidad existente dentro de
variedad y dentro de poblacién respecto a la @dlmrganoléptica. Estos estudios son
fundamentales, puesto que permitirian conocer lauatgra de las variedades
tradicionales en esta dimension, una informaciém ayudaria a consolidar el valor de
estos materiales en mercados de calidad.

Por otra parte, la mayor parte de las evaluacideds calidad nutritiva y funcional en
tomate cultivado se han desarrollado sobre matsrmdmerciales mejorados (Grandillo
et al, 1999b; Dumaret al, 2005) o especies silvestres relacionadas (Steyérisk,
1986; Labatest al, 2007; Grandilleet al, 2008). No obstante, poco se conoce sobre el
comportamiento de las variedades tradicionale®eots@m la acumulacion de compuestos
tan importantes desde este punto de vista comitalaina C o los carotenoides licopeno
y beta caroteno. La evaluacién de estas caraatagst la identificacion de entradas con
contenidos elevados en estos compuestos, perndititéa a las variedades tradicionales
de tomate de un valor afiadido que consolidara dgangu posicion en mercados de
calidad, ya que estas caracteristicas empiezanr avaderadas seriamente en la
comercializacion del tomate.
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1.4.2.2. La identificacidon varietal y los marcadoneoleculares

Como ya se ha comentado, los consumidores idatifias variedades tradicionales a
partir de sus rasgos morfolégicos, asociando dichodotipos a una elevada calidad
interna y aceptando pagar un mayor precio por €Basalset al, 2012). Sin embargo,
la aparicién de nuevos cultivares comerciales emaateristicas externas similares, esta
alterando significativamente la relacion existeatdre “morfotipos tradicionales” y
“elevada calidad” interna. Un claro ejemplo de skoobserva para el tomate tipo RAF,
variedad que deriva de los primeros materialegesistencia &usarium(F. oxysporum
lycopersic) lanzados al mercado. El tomate RAF se trata devaniedad obsoleta y no
de una verdadera variedad tradicional, aun asill&yo continuado y las selecciones que
ha sufrido por parte de los agricultores, la hanvedido en una variedad con
caracteristicas muy similares a las de una tratiticSu morfologia es muy especial y
caracteristica, ya que se trata de un tomate deforegular, ovalado y achatado por sus
extremos, con un profundo asurcado que termind eaengro del fruto. Su reconocido
aspecto externo se asocia con una magnifica cabdgaholéptica, por lo que esta
variedad ha alcanzado muchisima popularidad. Sleego, también ha sido el motivo
principal de la aparicibn de numerosas imitaciooemerciales. Asi pues, las casas
comerciales han tratado de introducir nuevas vades en el mercado con morfologias
similares a los tomates de tipo RAF aprovechandwesdtigio que éstos han adquirido
entre los consumidores. Teniendo en cuenta queuegos cultivares suelen presentar
una peor calidad interna, la presencia de frutase®or calidad que puedan confundirse
con los tomates de tipo RAF podria provocar sualeszacion.

No obstante, la situacion del tomate de tipo RAFesaislada, ya que se trata de un
evento bastante recurrente. En los ultimos afidsiddea los reducidos margenes de
beneficio asociados con los productos agricolay, p@ductores que introducen
materiales comerciales (morfol6gicamente similareéversas variedades tradicionales,
pero sensiblemente mas productivos) a modo dedaatés tradicionales, con el objetivo
de aprovechar los precios que éstas Ultimas alnagizdos mercados de calidad. Esta
situacion conlleva un serio problema, ya que loscauns de calidad se sustentan de la
relacion existente entre los productos tradiciohglesu mayor calidad interna. Si los
cultivares comerciales vendidos fraudulentamentaoctradicionales no presentan la
calidad organoléptica esperada, los consumidorexdagu insatisfechos y valoran
negativamente los productos, perjudicando el nordbrias variedades tradicionales y
dificultando la consolidacion de los mercados dilad.

En este contexto, la necesidad de encontrar hesréasi que permitan la identificacion
fiable de las variedades tradicionales frente @ tijpio de materiales para asi proteger su
reputacion y su nicho de mercado, parece eviddrwdeutilizacion de marcadores
moleculares podria establecerse como la solucitos groblemas de fraudes en los
mercados de calidad observados en la actualidacleEs que la definicion de variedad
propuesta en las actas de la UPV y recogida dayas de comercializacion y proteccion
de las obtenciones varietales (Ley 30/2006 y L&9@2, respectivamente) no incluye el
uso del genotipado molecular como sistema de fiEation varietal. Sin embargo, el
uso de este tipo de herramientas permitiria ideatifinicialmente los casos de fraude
para, a partir de ahi, sustentar las reclamacienestros aspectos fenotipicos. Esto es
necesario dada la facilidad con la que se pueddasirl aspecto externo de una variedad
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tradicional. Por ejemplo, en el caso de la variedadicional “Valenciano” el uso de
auxinas puede provocar el apuntamiento de unadaatieomercial simulando el aspecto
externo de la variedad tradicional.

Han sido muchos y diferentes los tipos de marcadoneleculares que se han
desarrollado y utilizado en tomate para realizatisis de diversidad y de identificacion
varietal. Entre ellos destacan los RFLPs (restrcfragment length polymorphisms)
(Miller y Tanksley, 1990), los RAPDs (random amiglif polymorphic DNASs) (Williams

y St. Clair, 1993; Villancet al, 1998; Archaket al, 2002; Carelliet al, 2006) y los
AFLPs (amplified fragment length polymorphisms)rPeat al, 2004), que conformaron
la primera generacién de marcadores molecularestefarmente, y debido a ciertas
limitaciones como la complejidad de sus técnicas,Hajos niveles de polimorfismo
detectados (Miller y Tanksley, 1990; Williams y Stair, 1993; Fraryet al, 2005), en
algunos casos su haturaleza dominante y su faltepdesentacion en todos los lugares
del genoma, fueron sustituyéndose por marcadone® dos SSRs (simple sequence
repeats), ISSRs (inter-simple sequence repeats) NPsS (single nucleotide
polymorphisms), que son los mas utilizados hoyiarpdra este tipo de evaluaciones.

Aunque los marcadores de tipo SSRs e ISSRs sdaradtis con bastante frecuencia en
ensayos de variabilidad genética e identificaci@énetal en tomate (Garcia-Martinet

al., 2006; Terzopoulos y Bebeli, 2008; &tial, 2008; Mazzucatet al, 2008, 2010), el
hecho de trabajar con variedades tradicionales opcretamente, con variedades
tradicionales ligadas a un area geografica espacifeduce de manera considerable la
variabilidad genética esperada entre las accesmmesluar. Por ello, la utilizacion de
marcadores de tipo SNPs, muy polimérficos y amptiai® distribuidos por todo el
genoma, parece ser la opcién mas adecuada patmewateriales genéticamente tan
relacionados.

En dltima instancia, el establecimiento de perfitasleculares, o la deteccion de
marcadores especificos de tipo varietal, permitildarealizacion de evaluaciones fiables
sobre los materiales comercializados, detectandblizacion fraudulenta de variedades
comerciales en los mercados de calidad.

1.4.3. Mejora genética

Por otra parte, las variedades tradicionales dogsth un germoplasma con un potencial
gue dista de haber sido completamente aproveclesia &l momento. De hecho, se cree
que pueden llegar a convertirse en un recurso sopdible para establecer nuevos
programas de mejora encaminados a cubrir las mleckss de la agricultura actual,
especialmente la recuperacion de la calidad intennias cultivares actuales de tomate.
Ademas, las variedades tradicionales conformandaté de variacion mas importante
disponible dentro de la propia especie cultivadaabi el interés creciente que existe en
la actualidad por caracterizar estos materialesgb&ecer sus perfiles de calidad.

Aunque ya se han empleado especies silvestresognapras destinados a mejorar la
calidad organoléptica del tomate, cabe destacarsquiea prestado poca atencion al
posible uso de las variedades tradicionales encestexto. Sin embargo, la utilizacion
de las variedades tradicionales resulta mucho er&sls, especialmente por su mayor
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proximidad genética con los cultivares modernoss hibridos se obtienen con gran

facilidad y la viabilidad de los mismos es mucho/araque en el caso de los cruces con
materiales silvestres. Ademas, con la utilizaciérpdblaciones tradicionales se evita el
arrastre de fondo genético indeseable (cuyas coeseias en los hibridos obtenidos son
impredecibles), lo cual es totalmente irremediableando se trabaja con accesiones
silvestres.

Mas alla de su posible utilizacion como fuentevaeacion, los perfiles de calidad de
las variedades tradicionales también pueden sedeadgs como referenciales en
programas de mejora, lo cual permite definir de em@rmas objetiva cuéles son los
objetivos a alcanzar.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Durante las Ultimas décadas diversos factores badicdonado que el consumidor
perciba una pérdida de sabor en el tomate. Estacsin ha potenciado la
comercializacién de variedades tradicionales encaaes de calidad, en los que el
consumidor esta dispuesto a pagar un mayor prega@gmpense la menor produccion
de estos materiales, a cambio de recuperar elderaaabor del tomate.

En este contexto, y siguiendo el interés del coidomy los intentos por potenciar la
conservacion de estos materiales se han sucedidbassen toda Europa que evallan las
caracteristicas de las variedades tradicionalesegaa nivel morfo-agronémico, de
calidad o molecular. Sin embargo muchas vecesshgli®s se centran en la evaluaciéon
de alguna caracteristica aislada en pocas variedecten pocas poblaciones por variedad

También siguiendo el éxito de las variedades tragdes, se dan casos de fraude, en los
que algunos agricultores tratan de aprovechar glomprecio de venta vendiendo
variedades comerciales mejoradas como si fuerditivaales.

Con el objetivo de promover la conservacidnsitu en campo de las variedades
tradicionales del levante espafol, es necesari@ceonlas caracteristicas de estos
materiales, evaluando las diferencias entre vadieslay entre poblaciones dentro de
variedad. Por otra parte, es necesario identificavalor afiadido que permita valorizar
estos materiales, consolidando su presencia eméwssados de calidad. Para ello es
necesario conocer tanto su calidad organolépticaocfuncional, para identificar las
poblaciones que destaquen por estos atributosinténge serd necesario disponer de
herramientas que permitan discriminar entre massrieadicionales y comerciales, y que
en Ultima instancia eviten fraudes en el mercadm €sta meta en mente, lo objetivos
planteados en esta tesis han sido los siguientes:

- Caracterizacion morfo-agrondmica de variedadadidionales del levante
espafiol.

- Evaluacion de la calidad organoléptica de vadeddradicionales del levante
espafiol, a través de la cuantificacién de compsa&stacionados con el sabor.

- Evaluacion de la calidad funcional de variedailadicionales del levante
espafiol, considerando los contenidos en vitamina c&ptenoides Yy
polifenoles.

- Caracterizacion molecular mediante marcadores SMP variedades
tradicionales del levante espafiol.

Como resultado se han elaborado tres articulosinddes a publicaciones
internacionales:

- Characterization of eastern Spanish traditionatieties of tomato.

- The role of traditional varieties of tomato asuswes of functional compounds.
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- SNP markers applied to the characterization ofr$gh tomato (Solanum
lycopersicum) landraces.

De los cuales el segundo ya ha sido publicadolRargte se incluyen en esta tesis los
resultados preliminares de la evaluacion de laladlbrganoléptica a través de las actas
correspondientes a dos congresos, uno nacionab ynbérnacional:

- Andlisis de la calidad organoléptica en variedadeadicionales y obsoletas de
tomate

- Identification organoleptic and functional qualiprofiles in Spanish traditional
varieties of tomato

El segundo de los congresos se incluye con eliebjdé poder extrapolar los resultados
observados en las variedades del levante espaial @leccidén de variedades de distinta
procedencia nacional.

Se ha optado por presentar los resultados a modaptulos, correspondientes a los
textos de cada una de las publicaciones. Con etiobjde integrar todos los resultados
realizando un analisis integral de las caractedstiy potencial de las variedades
tradicionales, se incluye una discusion generadittsil evitar redundancias siguiendo
este esquema, pero una revision final integraderaipe aglutinar toda la informacion
generada en el desarrollo de la tesis, ofreciendmtoque holistico del que carecen cada
una de las partes.
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Abstract

The variation present in traditional varieties aitto Solanum lycopersicurn.) is not
only interesting as a resource for the developroénew breeding programs, but also as
alternative materials targeted to high-price quaiiarkets that value their exceptional
organoleptic quality. Nevertheless, little is knowegarding the structure of these
materials. In this study, a collection of 166 p@tigns of traditional varieties of tomato
from the East coast of Spain has been thoroughdyacterized, 137 of them during two
years. The characterization revealed a considerawlation, partially due to possible
seed mixing and spontaneous cross-pollinationedtrs that after such events farmers
would have applied strong selection on a small remal traits, but still a high level of
intra varietal variability would have been maint&dn This situation raises several
problems in the use of tomato traditional varietiésst of all, their maintenance in quality
markets requires a clear recognition by the consumleich is incompatible with the
level of morphological variation detected. Secondhe registry of these materials as
conservation varieties is also incompatible with #ictual levels of variation. Therefore,
a varietal depuration is required in order to prtamo situ conservation of these
resources. Finally, the high levels of variatiorthe intra-varietal scale may justify the
collection and maintenance of more populationshaf same variety as the risk of
conserving duplicates would not be so high.

Additional keywords:

Genetic resources, breeding, geneb&atanum lycopersicum

Resumen

Caracterizacion de variedades tradicionales de tont@ del levante espafiol

La variacion presente en las variedades tradicésrag tomateSplaum lycopersicuii.)
no solo es interesante como un recurso para etrddsale programas de mejora, sino
también como un recurso alternativo destinado acawles de calidad con precios de
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venta elevados en los que se valora su exceleldad@rganoléptica. A pesar de ello,
se sigue sabiendo poco acerca de la estructurstae raateriales. En este estudio se ha
caracterizado una coleccion de 166 poblacionesdedades tradicionales de tomate de
la costa este espafiola, 137 de ellas durante dss bé caracterizacion ha puesto de
manifiesto una considerable variacién posiblemelgieida, en parte, a la mezcla de
semillas y cruces espontaneos. Parece que tras estatos, los agricultores habrian
efectuado una fuerte presion de seleccion en ureraireducido de caracteres, pero aun
asi, cierto grado de variacion intra-varietal skerfeamantenido. Esta situacion conlleva
varios problemas en el uso de las variedades ibadies de tomate. El primero es que
su mantenimiento en mercados de calidad requiectaum reconocimiento por parte del
consumidor, que resulta incompatible con tantaae&in morfoldgica. En segundo lugar,
el registro de estos materiales como variedadesmgervacion es también incompatible
con los niveles actuales de variacion. Por tarstoeeesario llevar a cabo una depuracion
varietal con el objetivo de promover la conservagicsitu de estos recursos. Finalmente
el elevado grado de variacion en el nivel intraetat podria justificar la colecta y
conservacion de mas poblaciones de la misma varig@daque el riesgo de conservar
duplicados no seria tan elevado.

Palabras clave adicionales:

Recursos genéticos, mejora genética, banco de,dgolasum lycopersicum

Introduction

Tomato Solanum lycopersicum) was domesticated in Meso-America, probablyhia t
area of Puebla and Veracruz in Mexico (Jenkins8194 was taken by Spaniards to
Europe, probably during the first half of"16entury, though unlike other crops such as
pepper, there is no written proof of this migratibrediterranean countries, such as Spain
or Italy, were the first to accept the cultivatiohthis crop, probably because it offered
ideal conditions for its cultivation, while it toaonsiderably more time to be accepted in
the rest of Europe.

The first written description of tomato in Euroggpaared in the mid 16th century, when
the Italian physician Matthioli reported the congiion of tomato in Italy; “fried with
salt and pepper” (1544-1554). Certainly, the ctogudd have previously arrived to Spain,
but the first report of the crop in this countrypapred years later, in 1608, in a shopping
list for the “Hospital de la Sangre” in Seville (faton, 1976). Thus, it would probably
had become a common vegetable by then. As a catfom Tirso de Molina (1635)
made a reference to tomato salads in his playl it amor medico”.

It seems obvious then, that a considerable tomaé&rgity might have been generated in
Spain, being this country the first step out of ¢tkatre of domestication and one of the
first to accept it in the diet. In fact, Spain ensidered as a secondary centre of diversity
for tomato. Among the different traditional agritubl areas in Spain, the East coast and
particularly Comunidad Valenciana has played areénble in the production of
vegetables, including tomato. Few ancient repdrterato cultivation are registered in
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this area, though it is known that in the 18th agntthe tomato was considered a basic
ingredient in the diet and it was grown all theryeaund in Valencia (Gomez de Ortega,
1784).

During centuries of cultivation a great diversityasvgenerated driven by the natural
selection, aided with the artificial selection merhed by farmers. As a consequence,
numerous ecotypes were generated for differenétrasi representing a wide diversity of
colors, shapes and sizes. This diversity is disted in different levels. In the basic one,
the selection performed by traditional farmersimsilgar to a mass selection process and
tends to conform varieties as populations madeymixtures of different genotypes
with common external features. On a second scaleh &armer performed a different
selection and thus, in each variety (defined byatermorphological attributes) there
might be as many different populations as farmetsvating them. Finally, different
varieties were generated after all these yearsltfation.

But all this diversity rapidly declined during tB€" century linked to the industrialization

of agriculture and the advance of plant breedirggams. During the 30s, the related
wild species started to be used in order to ingsgdisease resistance genes (Rick and
Chetelat, 1995) and in the 40s the first tomataidghwvere commercialized (Dorst, 1946)
and a higher return to breeders boosted investnamdsconsequently the success of
modern varieties. Consequently, the process oétarsubstitution gained speed during
the second half of the century.

Thanks to the efforts made during the last decatese of this diversity has been
collected and conserved in germplasm banks. Thei§p&lational Inventory contains
2.634 accessions of tomato conserved in differpanh institutions, and among them
14.5% were collected in Comunidad Valenciana (saunitp://www.inia.e$.

Although several efforts have been made to chaiaetend organize these materials,
very little is still known on the origin of thesamneties or how these traditional varieties
are structured. Regarding the first question, \ete information is available. Older
agronomical books do not describe the cultivatedttias but make reference to the name
or to some shape variants. Even at the beginnititged?® century, the national statistical
reports refers only the types “red”, “big and earghipping), “common”, “ribbed”,
“small” and “pear shaped” (Junta Consultiva Agromgan 1914). Furthermore, several
local names make only reference to the area oécdin (e.g. the name of the town or
county) or to its use (e.g. salad tomato). It exdifiore very difficult to determine if the
accessions, or populations, collected belong taditional variety or an obsolete variety
or if all the accessions with the same local naeleriy effectively to the same variety.

In this context, the main objective of the preseatk was to characterize a considerable
large set of populations belonging to traditioredisties typical of the East coast of Spain
in order to further study how they are structurigus information would be of great value
in the promotion of the on-farm conservation ostHiversity as well as to provide new
information for the management of germplasm banks.
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Materials and methods

Plant material

A total of 166 populations of traditional varietiestomato Solanum lycopersicoh.)
were characterized during the year 20@®le 1). Most of them, 152, were provided by
the germplasm bank of the Instituto Universitar® @Qonservacion y Mejora de la
Agrodiversidad Valenciana (COMAV) and 14 were pd®d by the Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA). Four populasonf representative traditional
varieties were purchased in local nurseries asralsntAs commercial references, four
F1 hybrids kindly provided by Rijk Zwaan IbericaAS.were included in the study
representing different fruit sizes. “Razymo RZ'g(fre code R) has round, red, medium-
sized fruits, “Gransol RZ” (figure code G) slighflattened, large-sized fruits”, “Piccota
RZ” (figure code P) round, small-sized fruits anildriscal RZ” (figure code M)
flattened, medium to large-sized fruits.

Several of the populations showed intense segmyatid were not further characterized.
Considering these results, a set of 137 populatidrsopulations obtained from local

nurseries as controls and the 4 reference hybrats finally characterized in a second
assay during the year 201algle 1).

Table 1. Origin of the populations characterized and desiom of the traditional varieties evaluated
(numbers within the parentheses indicate the coded ufor the representation in the figures:
variety.accession; W.A.: Without previous clear agdion in passport data; segregants in the 2009
campaign are marked with *; populations re-adscrifvem a different variety are indicated as ex-ferm
variety code; VC: Valencia; AL: Alicante; CS: CdkieLN: Local nursery)

Variety Fruit description/populations (code, town, province)

Description: Large sized flattened and ribbed yellow tomatoes with a high locule number (even more than 20). These
Amarillo (1) tomatoes are typical of inland areas.

Populations: CDP01733* (Casas Altas,VC) (1.1), CDP06618 (Casas Altas,VC) (1.2).
Description: Very small sized round fruits with intense red coloration.

Populations: CDP08734 (Rincon de Ademuz,V/C) (2.1).

Centenares (2)

Description: Intermediate sized flattened ribbed fruits with green persistent shoulders. Early production.

Cuarenteno (3) Populations: CDP07243 (Chelva,VC) (3.1), CDP07457 (Aldaya,VC) (3.2), CDP09667 (Torrente,VC) (3.3), CDP04955
(Rojales,AL) (3.4), CDP07499 (Sueca,VC) (3.5), CDP08237 (Massamagrell,VC) (3.6), CDP07843 (VC) (3.7), CDP01864
(ex W.A.) (Anna,VC) (3.8).

Description: Small sized round or oblong fruits with two or three locules. Transparent or yellow skin and thick pericarp.
With delayed ripening (alg), they are harvested and conserved hanging in fresh and aerated places.

De colgar (4) Populations: CDP05385 (Torrebaja,VC) (4.1), CDP08528 (Sarratella,CS) (4.2), CDP05079 (Liria,VC) (4.3), CDP06914*
(Naquera,VC) (4.4), CDP01507 (Benicarlo,CS) (4.5), CDP01040 (ex W.A.) (Camporrobles,VC) (4.6), CDP04259* (ex W.A.)
(Xativa,VC) (4.7), CDP03190 (La PLana,CS) (4.8), CDP02554* (Montroi,VC) (4.9), CDP01972 (Xabia,AL) (4.10),
CDP01025 (Viveros Cucala,LN) (4.11).

Description: Mid-sized pear shaped fruits with two or three locules. Thick pericarp and hollowness are common.

De la pera (5) Populations: CDP02614 (Chelva,VC) (5.1), CDP00210* (ex 6) (Novelda,AL) (5.2), CDP00906 (La Aparecida,AL) (5.3),
CDP07874 (Orihuela,AL) (5.4).

Description: Small sized round or oblong fruits. Usually used for cooking.

De pera (6) Populations: CDP04299 (Hostalet de Benasal,CS) (6.1), CDP01280 (Ademuz,V/C) (6.2), CDP00929 (ex W.A.) (Poble
Nou,V/C) (6.3), CDP0B418 (ex W.A.) (Valencia,VC) (6.4).

73



Caracterizaciéon morfoagronémica

Table 1 (Cont.). Origin of the populations characterized and de$ionpof the traditional varieties
evaluated (numbers within the parentheses indittetecode used for the representation in the figures
variety.accession; W.A.: Without previous clear agdion in passport data; segregants in the 2009
campaign are marked with *; populations re-adscrifrem a different variety are indicated as ex-ferm
variety code; VC: Valencia; AL: Alicante; CS: CdkieLN: Local nursery)

Variety Fruit description/populations (code, town, province)

Description: Mid-sized red tomatoes with round shape and angular section. Usually slightly ribbed, with 2 or 3 locules.

Elchero (7)
Populations: CDP07339 (Muchamiel,AL) (7.1).

Description: Large sized slightly flattened ribbed fruits with pink colour.
Flor de baladre (8)
Populations: CDP04235" (Elche,AL) (8.1), CDP07166™ (Valencia,VC) (8.2).

Description: Very large sized flattened and ribbed fruits. Typical of inland areas.

Gordo rojo (9) Populations: CDP05229 (ex “Marmande’) (Viver,CS) (9.1), CDP02826* (ex W.A.) (Millares,VC) (9.2), CDP08786 (ex 17)
(Arafiuel CS) (9.3), CDP06270 (ex W.A.) (Carcaixent,VC) (9.4), CDP0B009 (ex W.A.) (Valencia,VC) (9.5).

Description: Large sized flattened and strongly ribbed fruits. With numerous locules, big peduncular scar and corky area
and thick pericarp. Persistent green shoulders, orange-red ripe colour. It is a late variety.

Populations: CDP05658 (Novelda,AL) (10.1), CDP04133 (La Aparecida,AL) (10.2), CDP00155* (Elche,AL) (10.3),
CDPO07582 (San Juan,AL) (10.4), CDP08091 (Campello,AL) (10.5), CDP01469 (San Juan,AL) (10.6), CDP08014 (San

Muchamiel (10)  JuanAL) (10.7), CDP01988 (Muchamiel AL) (10.8), CDP09344 (Muchamiel AL) (10.9), CDP02195 (Muchamiel,AL)
(10.10), CDP08780 (Muchamiel,AL) (10.11), CDP08427 (Muchamiel,AL) (10.12), CDP07052 (Muchamiel,AL) (10.13),
CDP08797 (Muchamiel,AL) (10.14), CDP04512 (Muchamiel,AL) (10.15), CDP05422 (Muchamiel,AL) (10.16), CDP00604
(Muchamiel AL) (10.17), CDP03096 (Orihuela,AL) (10.18), CDP08048* (San Juan,AL) (10.19), CDP01971 (San Juan AL)
(10.20), CDP05938 (Alboraya,VC) (10.21), CDPO1138 (San JuanAL) (10.22), CDP01746 (Orihuela,AL) (10.23),
CDP08999 (San Juan,AL) (10.24), CDP08761 (Catarroja,VC) (10.25), CDP09432 (Lliria,VC) (10.26).

Description: Large sized flattened fruits with dark purple coloration.

Negro (11)
Populations: CDP02095 (ex W.A.) (Torrent,VC) (11.1).

Description: Mid-sized elongated fruits (similar to "Italian" peppers) with intense red colour and green persistent shoulders,
two to four locules and moderate radial cracking. Used for cooking.

Pimiento (12) Populations: CDP0B083* (Venta del Moro,VC) (12.1), CDP04079 (Jérica,CS) (12.2), CDP06446 (Fontanares,VC) (12.3),
CDP05734 (Vilahermosa del Rio,CS) (12.4), CDP01712 (Abborache,VC) (12.5), CDP09096 (YatovaVC) (12.6),
CDP04056 (Catarroja,V/C) (12.7), CDP07194 (Moncada,VC) (12.8), CDP08320 (ex 3) (Massamagrel,VC) (12.9).

Description: Derived from one of the first varieties with Fusarium oxysporum lycopersici resistence. Is an obsolete variety,
Raf (13) not a real traditional variety. Intensely ribbed flat fruits with marked green shoulders.

Populations: CDP00068 (Alicante, AL) (13.1).

Description: Mid to large sized round red fruits.

Redondo rojo (14)
Populations: CDP07064* (ex 3) (Sueca,VC) (14.1), CDP04562 (ex W.A.) (Carcaixent,VC) (14.2).

Description: Very large sized flat fruits with variable levels of ribbing. Transparent skin and pink colour. Typical of inland
areas.

Populations: CDP02968* (Albocacer,CS) (15.1), CDP08690 (Fontanares,VC) (15.2), CDP05702* (Castillo de
Rosa (15) Villamalefa,CS) (15.3), CDP04903 (Onda,CS) (15.4), CDP00764* (Aras del Alpuente,VC) (15.5), CDP01302* (Rincon de
Ademuz,VC) (15.6), CDP09459* (Yatova,VC) (15.7), CDP04904 (Alboraya,VC) (15.8), CDP05992* (Requena,VC) (15.9),
CDP05438* (ex W.A.) (Cofrentes,VC) (15.10), CDP07166 (ex 8) (VC) (15.11), CDP07661 (Todolella,CS) (15.12),
CDP03526 (Sellent,VC) (15.13), CDP04303 (ex W.A.) (Valencia,VC) (15.14), CDP04008 (ex W.A.) (Valencia,VC) (15.15).

Description: Large sized round red fruits with angular section.

Tres cantos (16)
Populations: CDP06491 (ex W.A.) (Carcaixent,VC) (16.1)
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Table 1 (Cont.). Origin of the populations characterized and de$ionpof the traditional varieties
evaluated (numbers within the parentheses indittetecode used for the representation in the figures
variety.accession; W.A.: Without previous clear aggion in passport data; segregants in the 2009
campaign are marked with *; populations re-adscrifrem a different variety are indicated as ex-ferm
variety code; VC: Valencia; AL: Alicante; CS: CdkieLN: Local nursery)

Variety Fruit description/populations (code, town, province)

Description: Mid to large sized heart shaped fruits. Two subtypes can be found: "Masclet" (conventional "Valenciano"
type) with smaller size and pronounced pointed shape and "Blanca" with a larger size and more flattened shape and paler
colour in immature fruits. Both with green shoulders, variable green vertical stripes, orange-red ripe colour and numerous
locules.

Populations: CDP07303 (Valencia,VC) (17.1), CDP01509 (Sieta Aguas,VC) (17.2), CDP04333* (Picassent,VC) (17.3),
CDP01090 (Segorbe,CS) (17.4), CDP00616 (Liria,VC) (17.5), CDP02722* (Segorbe,CS) (17.6), CDP07845* (Casas
Altas,VC) (17.7), CDP05254 (Alboraya,VC) (17.8), CDP06161 (Villena,AL) (17.9), CDP05260 (Turis,VC) (17.10),
CDP07291 (Valencia,vVC) (17.11), CDP08276* (Sueca,VC) (17.12), CDP01343 (Foios,VC) (17.13), CDP00927
) (Cullera,VC) (17.14), CDP04640 (Vinalesa,VC) (17.15), CDP00623 (Moncada,VC) (17.16), CDP04486 (L'Alcudia de
Valenciano (17) Crespins,VC) (17.17), CDP06747 (Paterna,VC) (17.18), CDP04829 (Pobla de Vallbona,VC) (17.19), CDP09978 (VC)
(17.20), CDP08151 (VC) (17.21), CDP02310 (ex W.A.) (Morella,CS) (17.22), CDP00450 (ex W.A.) (Poble Nou,VC) (17.23),
CDP01313 (Sueca,VC) (17.24), CDP07489 (Segorbe,CS) (17.25), CDP00960 (Villargordo del Cabriel,VC) (17.26),
CDP04423 (Museros,VC) (17.27), CDP04372* (Siete Aguas,VC) (17.28), CDP07223 (Macastre,VC) (17.29), CDP02109
(VC) (17.30), CDP05333 (Almenara,CS) (17.31), CDP05691 (Vinaroz,CS) (17.32), CDP00142 (Valencia,VC) (17.33),
CDP05729 (El Pereio,VC) (17.34), CDP01649 (Picassent,VC) (17.35), CDP01949 (Valencia,VC) (17.36), CDP08595* (ex
W.A.) (Meliana,VC) (17.37), CDP02589* (ex W.A.) (Muro d'Alcoi,AL) (17.38), CDP04915 (ex W.A.) (Carcaixent,VC)
(17.39), CDP02182 (Viveros Taxes,LN) (17.40), CDP04052 (Viveros Cucala,LN) (17.41), CDP06753 (Viveros Peris,LN)
(17.42), CDP01197 (ex W.A.) (Valencia,VC) (17.43), CDP01646 (ex W.A.) (Valencia,VC) (17.44), CDP05266 (ex W.A.)
(Valencia,VC) (17.45), CDP03596 (ex W.A.) (Valencia,VC) (17.46), CDP07231 (ex W.A.) (Valencia,VC) (17.47).

Valenciano rosa Description: Mid-sized heart shaped tomatoes similar to “Valenciano” but with pinkish colour.

(18) Populations: CDP04138* (ex 17) (Valencia,VC) (18.1).

Crop Conduction and Experimental Design

The seedbeds were sown in April and were transgdiaimt May in 2009 and 2010. The
crop was cultivated in a 5800?rfield located in Carcaixent (+39° 6” 37.13", -08"2
45.05", Valencia, Spain), surrounded by orangestr@dere were no other vegetable
crops grown in the proximities. The field was pomsly cleaned and fertilized with
36000 kg of sheep manure and 200 kg of potassilphaie.

A randomized complete block design was used with blocks, and 20 plants per
population and block. A spacing of 1.2 m x 0.4 ni (@ants rf) was applied. The crop
was managed using the traditional practices foratonaultivation in the area, including
staking, pruning, and drip fertirrigation. To casitiuta absolutgpopulation, traps were
used and pesticide treatments were performed weleidgnding on insect counts.

Morphoagronomic characterization

A group of 41 tomato descriptors (marked I-) framternational Plant Genetic Resources
Institute’s guidelines (IPGRI, 1997) complementeithwadded descriptors selected
considering previous experience with the crop (redrld-) were used to study the

morpho-agronomical variation. The set of descrptoncluded one quantitative

agronomical descriptor, five qualitative agronorhiakescriptors, 11 quantitative

morphological descriptors and 24 qualitative motpgizal descriptors.
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Qualitative descriptors were classified in scatesf1 to 7, generally 1 corresponding to
extremely low intensity and 7 to extremely highemity. The only quantitative
agronomical descriptor was I-fruit weight (g). Qtatlve agronomical descriptors
included were: A-fruit conservation (conventionat), I-plant growth type, A-plant
vigour (1-7), I-radial cracking and I-concentricacking. Quantitative morphological
descriptors and their units of evaluation were:eiternal ripe fruit color (Hunter a/b
ratio), I- number of locules, I-fruit width (mm) dn-fruit height (mm), A-fruit width/fruit
height ratio, A-core width (mm), A-core height (mm)-core width/fruit width ratio, I-
pericarp thickness (mm), A-pericarp thickness/frwidth ratio and A-approximate
density (g mr¥). Although the external color of ripe fruits wasakiated qualitatively, a
quantitative estimation using Hunter coordinatef (aate) with a Minolta CR-300
colorimeter was also obtained (average of ten sgmtative fruits and three
determinations for each fruit).

Qualitative morphological descriptors used werkuit cross-sectional shape, I-external
ripe fruit color, I-skin color of ripe fruit, I-irnsity of fruit ribbing, I-fruit shape, I-leaf
type, I-stem pubescence, I-leaves attitude, |-f@ialensity, I-inflorescence type, A-
presence of vegetative shoots in the inflorescedwer fasciation, I-style position,
I-external color of immature fruits, presence oéam shoulders in A-mature and I-
immature fruits, l-intensity of greenback, I-frishoulder shape, A-presence of green
stripes in immature fruits, A-presence of greeipstin mature fruits, I-presence/absence
of jointless pedicel, I-fruit blossom end shapeijdith of pedicel scar and I-shape of pistil
scar.

Plant, flower and inflorescence characters wereluated in each plant. Fruit

characterization was performed using a pool ofeasstl 20 fruits representing fruit

variability of each block. The fruits were harvesi the mature-red stage, from the
second to the third truss.

Statistical Analysis

A subset of 145 populations evaluated during bathry were selected to study the
structure and variability among varieties. Thisiagon was analysed statistically using
principal component analysis (PCA), which was penied with the software S-PLUS v.

8.01 for windows (Insightful Corp., 2002). The nuenlof principal components to be

included in the analysis of the results was deteechifollowing the criterion described

by Krzanowski (2000). A first PCA was performedluting all the variables. From this

starting point, different PCA were obtained remagvieach time a different variable.

Following this procedure, a final second PCA witha®iables was obtained considering
these criteria: maximum explanation of variancehia first two principal components

and a distribution similar to that found in the quete PCA.

Phenotypic variation was calculated using differeogfficients of variation. In each

campaign three coefficients of variation at diffdéreevels were calculated. Results were

finally expressed as the mean coefficient for lmaimpaigns. Coefficient of variation of

the whole collection (CCV) for a trait was calcelaias the coefficient of variation among

the mean values for the trait considering all theypations characterized. Intra-accession

coefficient of variation (IACV) for a trait was @allated as the coefficient of variation of
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the values obtained among the plants of a singlesston. Mean IACV considering all
the populations and maximum and minimum IACV weedcualated. Intra-varietal
(IVCV) coefficient of variation for a trait was @llated as the coefficient of variation of
the means of the n populations of each variety.nveeefficient of variation considering
all the varieties and maximum and minimum IVCV wesdculated. For each variety
IACV and IVCV were calculated as the mean coeffiti®r all the traits.

Results

Out of the 166 populations characterized during year 2009 (excluding the four
varieties purchased in local nurseries), 136 cpoeded to the expected variety, 23
populations did not have a specific local namemdpudollection but showed the typical
attributes of a certain variety and 7 of them dod correspond to the expected variety
and were re-classified. Regarding segregatiomh@fithole set of 166 populations, 120
did not segregate and represented common feakn@s.the remaining 46 populations,
a 27.7% segregated, showing different fruit morpgms. From these 46 populations, 13
corresponded to populations that had been previouskiplied (mainly by collaborators
of the COMAV genebank). Eight out of these 13 papahs showed a continuous
gradient of variation, and were probably originated spontaneous crossings during
multiplication. The other five showed a clearlyfdientiated sub-population structure
and were probably originated as a consequenceeaf s@xing. Other 33 populations
corresponded to original seed directly obtainedhfthe farmer. Of these cases, a 39.4%
of the populations showed a continuous gradientvariation and were probably
originated after spontaneous crosses, 45.5% of pibjgulations showed a clear
differentiated sub-population structure with seVdrtierences between populations and
15.1% showed a clear differentiated sub-populasitbacture only differing in a single
trait (mainly fruit color pink or red). In those ss in which sub-populations could be
distinguished, the sub-populations were collectgzhgtely generating new populations.
These segregants were cultivated during 2010 ierai confirm if the variation was
generated by seed mixing (and the sub-populationldvonaintained its traits) or
spontaneous crossings (and the sub-population wealftegate again, unless the
differences were due to a single gene and the tedlgmopulation had the recessive
phenotype. For example in the case of “Rosa” anard@ rojo” populations, the main
difference between the subpopulations correspotawadiifferent skin color (transparent
or yellow) and thus an external ripe color (pinked).

Some of the varieties with a generic local nameewascribed to a known variety
considering the site of collection and morphologyset of 137 populations that did not
segregate during 2009 or that included selectegbsphlations of segregant populations,
the four populations purchased from local nurseaiss the four reference hybrids were
also characterized during the year 2010. Consigethie amount of traits used in the
characterization, a principal component analysis pexformed to analyse the structure
of variation. The first two components, explainan87.8% of the total observed variation,
were selected following the criterion described Kyzanowski (2000). The first
component (PC1) accounted for 26.1% of this vammgtbeing positively correlated with
pericarp thickness/fruit width ratio and fruit skeagnd negatively correlated with fruit
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width among other variablefigure 1). The second component (PC2) explained 11.7%
of the total variation, being positively correlatedh pericarp thickness, fruit width/fruit
height ratio, style position, intensity of fruibhing and negatively correlated with fruit
blossom end shape and fruit height among otheabias.

A high morpho-agronomical variability was detectédth at inter-varietal and intra-
varietal levels fijgure 2). This high degree of variation was evident in tlagieties
“Cuarenteno”, “Gordo Rojo”, “Rosa” and “Muchamiebiut was especially important in
“De Colgar” and “Valenciano”, which showed the wstl@reas of distribution in the
PCA. Nevertheless, most of the populations belapgmeach variety tended to show
some level of grouping in the PCA for most varigtidn extreme example of grouping
could be found in the variety “Pimiento”. The pogiudns of this variety were highly
grouped and plotted separately from the rest ofifadions. The reason for this separation
was the unusual elongated pepper shape, low nushhmules, relatively thick pericarp,
small core and high hollowness of the variety, abtaristics related to its utilization for
the preparation of cooked sauces.
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Principal Component 1 (26.1%)

Figure 1. Loadings obtained for the first two principal cooments obtained in a principal component
analysis using all the descriptors evaluated anel mieans obtained during two campaigns of
characterization (FW: fruit weight, FC: fruit comgation, G: plant growth type, V: plant vigour, R@dial
cracking, CC: concentric cracking, C: external rfpet colour, a/b: Hunter a/b ratio, LOC: numbeér o
locules, W: fruit width, H: fruit height, W/H: fruiwidth/fruit height ratio, CW: core width, CH: aoheight,
CW/W: core width/fruit width ratio, P: pericarp thiness, P/W: pericarp thickness/fruit width rafip,
approximate density, CSS: fruit cross-sectionapshdRF: internal ripe fruit colour, SC: skin cotoof
ripe fruit, RIB: intensity of fruit ribbing, S: fitishape, LT: leaf type, SP: stem pubescence, kavés
attitude, FD: foliage density, I: inflorescenceeylVS: presence of vegetative shoots in the irdlcgace,
FF: flower fasciation, ST: style position, IF: extal colour of immature fruits, GS: presence ofegre
shoulders, GB: intensity of greenback, SS: fruitidtler shape, GSI: presence of green stripes iraitoma
fruits, GSM: presence of green stripes in matwigdy JP: presence/absence of jointless pedicelfraB
blossom end shape, WPS: width of pedicel scar &%t Shape of pistil scar).
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Principal Component 1 {(26.1%)

Figure 2. Plot of the first two principal components obtairie a Principal Component Analysis using all
the descriptors evaluated and the means obtain@ugdwo years of characterization (in parenthebes
percentage of variation explained by each compdneédddes indicate variety (1. “Amarillo”; 2:
“Centenares”; 3: “Cuarenteno”; 4: “De colgar”; D€ la pera”; 6: “De pera”; 7: “Elchero”; 8: “Flored
baladre”; 9: “Gordo rojo”; 10: “Muchamiel”; 11: “Ngo”; 12: “Pimiento”; 13: “Raf”; 14: “Redondo rojo”
15: “Rosa”; 16: “Tres cantos”; 17: “Valenciano”; :1&alenciano rosa”) and population.

Apart from this extreme case the rest of the pdmuia formed a continuous distribution
in the PCA, with some degree of overlap betweenatieas of distribution of different
varieties. In fact, more differences could be foumdeveral cases between populations
of the same variety than among populations of diffevarieties. In the case of “Gordo-
Rojo” and “Rosa” the populations were mixed in g@ne area of the PCA, sharing
similar characteristics but with different color thfe peel (yellow vs. transparent) and
external color (red vs. pinkish).

In the case of the variety “De colgar” the populas evaluated tended to show high PC1
(most of the populations had small sizes) and PAl2eg, but three populations escaped
from the main group. Accession CDP06914 (figure ecad4) was grouped with
“Cuarenteno” tomatoes due to its slightly flattersddhpe, its bigger fruit size and its
higher fruit weight, core width and locule numbaccession CDP01972 (figure code
4.10) showed flattened fruit shape, bigger fraeshigher fruit weight and higher degree
of ribbing. With these characteristics this acamssplotted relatively close to
“Muchamiel” tomatoes. Accession CDP02554 (figurded.9) showed a more elongated
shape than the rest and was plotted close to pigndeof the variety “De pera”.

The two varieties with higher number of populatioealuated “Muchamiel” and
“Valenciano” showed a central area of distributiwith several populations grouped
closely and other populations in the proximitigstie case of “Valenciano” the area of
distribution was wider. It should be consideredt timthis variety farmers tend to
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recognize to subtypes, being both heart-shaped. stbgroup “Masclet” is usually
characterized by medium sized fruits with a mornated shape, while “Blanca” typically
shows less pointed and bigger sized fruits. Need#is, both subgroups could not be
distinguished in this PCA nor in a separate PCAsmmring only this variety (data not
shown), as the distribution of both of them waseulix

The rest of the varieties, were mainly placed witiie area delimited by the distribution
of the varieties “Muchamiel” and “Valenciano” in R@nd “Pera” and “Rosa” in PC1.
This was the case of the variety “Cuarenteno”, lzsotete variety rather than a traditional
variety with some resemblance with “Muchamiel” buth a lower intensity of ribbing
and a less flattened shape.

A second PCA analysis was performed, reducing timaber of variables to nine,
representing traits easily identifiable by farmerbke first two components explained
70.9% of the total variation observed. The firshponent (PC1) accounted for 51.3% of
this variation and was positively correlated with \ariables except ripe fruit color
(Hunter a/b) and fruit heightigure 3). The second component (PC2) explained the other
19.6%, and it was positively correlated with friagight, ripe fruit color, and in a lower
degree with fruit weight and core width/fruit widtiatio. The PC2 was negatively
correlated with fruit width/fruit height ratio artble intensity of ribbing.

Figure 3. Loadings obtained for the
first two principal components
obtained in a principal component
analysis using a reduced set of
alb descriptors evaluated and the means
obtained during two campaigns of
LOGy characterization. (H: fruit height, a/b:
Hunter a/b ratio, RIB: ribbing, W/H
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Principal Component 1 (51.3%)

In this second PCA the results were similar to ¢hoktained with all the variables. In
general, populations of the same variety tendée folotted closely, though some overlap
in the areas of distribution of different varietiesuld be observed and intra-varietal
variation seemed to be similar or even higher timher-varietal variationfigure 4).
Again the areas of distribution of “Gordo-Rojo” atidosa” completely overlapped.
Finally, the area of distribution of “Cuarentenwhich in the complete PCA was placed
between “Valenciano” and “Muchamiel”’, this time apaped overlapped with
“Muchamiel”.
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Figure 4.Plot of the first two principal components obtalrie the principal component analysis performed
using a reduced set of descriptors evaluated aed ntkans obtained during two campaigns of
characterization (in parentheses the percentagariattion explained by each component). Codes atdic
variety (1: “Amarillo”; 2: “Centenares”; 3: “Cuartamo”; 4: “De colgar”; 5: “De la pera”; 6: “De péral:
“Elchero”; 8: “Flor de baladre”; 9: “Gordo rojo”;at “Muchamiel”; 11: “Negro”; 12: “Pimiento”; 13:
“Raf”; 14: “Redondo rojo”; 15: “Rosa”; 16: “Tres pws”; 17: “Valenciano”; 18: “Valenciano rosa”) and
population.

In the collection, the lowest levels of variati€®V) were obtained for vegetative traits:
foliage density, leaf type, leaf position plant @tb type, plant vigour and stem
pubescence, as well as for relatively uniform fitaits: external and internal ripe fruit
color, jointless pedicel and pericarp thickndable 2).

In general, the variation found within populatidb8CV) was similar or lower than the
one observed within a variety (IVCV). IACV was lomtban 0.2 in 28 traits, while IVCV
was lower than 0.2 in 18 traits. Vegetative trat®wed low values of variation at the
three levels (CCV, IACV and IVCV). Other traitstivilow levels of variation included
external color of ripe fruits (visual classificatip internal fruit color (visual
classification), pericarp thickness, skin colorrigle fruit and core width to fruit width
ratio ¢able 2).

In the case of “Valenciano”, used as a model fsauvarietal variation, the traits showing
the lowest levels of variation (IACV and IVCV) agancluded vegetative traits and fruit
color parameters estimated visuallghe 3). On the other hand, the traits with higher
level of variation included the presence of gretipes fruit cracking and the presence
of vegetative shoots in the inflorescence, botiwiand between populations. Although
fruit conservation was completely stable within plagpions, it was very variable between
populations. Fruit width and height showed a lowiatson compared to fruit weight,
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number of locules and to fruit width to height catPericarp thickness was also quite
stable.

Considering all the varieties analysed, the valitgisound within the accessions (IACV)
was lower than the variability found among the nseaf the accessions (IVCV)
belonging to the varietytgble 4). The IACV obtained for traditional varieties wams
general higher than the obtained in the hybrid it Nevertheless similar values were
obtained in the varieties “De la pera”, “Flor dddae” and “Valenciano rosa”. The
highest values of IVCV were obtained in “Rosa”, t®aciano”, “Gordo rojo”, “De
colgar” and “Cuarenteno”.

Table 2. Variability found in the traits characterized, limting coefficient of variation of the whole
collection (CCV), mean intra-accession coefficieftvariation (IACV) and intra-varietal coefficiemf
variation (IVCV). Values obtained as the mean dogfhts for two years (2009 and 2010).

ccv! IACV? IVCV?
Trait Mean Mean Min Max Mean Min Max
Approximate density 0,23+0,16 0,21+0,11 0,00 0,57 0,12+0,07 0,01 0,75
Concentric cracking 1,1240,24 0,72+0,59 0,00 3,08 1,16+0,22 0,00 2,52
Core height 0,32+0,00 0,27+0,02 0,00 0,54 0,23+0,08 0,01 0,49
Core width 0,43+0,11 0,30+0,04 0,00 0,59 0,27+0,03 0,07 0,86
Core width/fruit width ratio 0,22+0,02 0,18+0,06 0,00 0,68 0,14+0,06 0,01 0,27
External color of immature fruits 0,38+0,14 0,15+0,07 0,00 0,77 0,25+0,08 0,00 0,64
External ripe fruit color 0,15+0,02 0,05+0,02 0,00 0,26 0,07+0,03 0,00 0,17
Flower fasciation 0,59+0,34 0,17+0,04 0,00 1,90 0,50+0,39 0,00 1,79
Foliage density 0,09+0,01 0,02+0,01 0,00 0,13 0,08+0,02 0,00 0,33
Fruit blossom end shape 0,31+0,01 0,11+0,02 0,00 0,49 0,23+0,01 0,00 0,47
External ripe fruit color 0,29+0,03 0,27+0,04 0,00 1,97 0,200,07 0,05 0,71
Fruit conservation 4,09+0,00 0,00+0,00 0,00 0,00 0,27+0,00 0,00 3,87
Fruit cross-sectional shape 0,45+0,07 0,04+0,04 0,00 0,26 0,33+0,03 0,00 0,58
Fruit height 0,24+0,01 0,10+0,00 0,00 0,27 0,13+0,05 0,01 0,35
Fruit shape 0,67+0,01 0,14+0,06 0,00 0,73 0,36+0,13 0,00 0,75
Fruit shoulder shape 0,26+0,00 0,100,05 0,00 0,35 0,19+0,04 0,00 0,40
Fruit weight 0,40+0,02 0,24+0,02 0,00 0,39 0,29+0,09 0,04 0,51
Fruit width 0,20+0,01 0,10+0,00 0,00 0,25 0,12+0,05 0,00 0,25
Fruit width/fruit height ratio 0,40+0,14 0,23+0,12 0,00 0,59 0,22+0,02 0,01 0,86
Inflorescence type 0,29+0,05 0,17+0,04 0,00 0,55 0,24+0,08 0,00 0,47
Intensity of fruit ribbing 0,53+0,08 0,16+0,09 0,00 0,60 0,35+0,05 0,00 0,85
Internal ripe fruit color 0,13+0,01 0,01£0,01 0,00 0,10 0,08+0,03 0,00 0,22
Leaf type 0,04+0,00 0,000,00 0,00 0,01 0,02+0,01 0,00 0,18
Leaves attitude 0,16+0,00 0,02+0,01 0,00 0,17 0,15+0,02 0,00 0,24
Number of locules 0,42+0,02 0,24+0,02 0,00 0,52 0,26+0,09 0,01 0,73
Pericarp thickness 0,13+0,04 0,18+0,02 0,00 0,36 0,100,02 0,00 0,21
Pericarp thickness/fruit width ratio 0,20+0,08 0,15+0,04 0,00 0,38 0,13+0,08 0,01 0,41
Plant growth type 0,14+0,00 0,01+0,00 0,00 0,14 0,08+0,02 0,00 0,40
Plant vigour 0,10+0,00 0,04+0,00 0,00 0,35 0,07+0,00 0,00 0,26
Presence of geen stripes in immature fruits 1,03+0,17 0,70+0,35 0,00 2,45 0,94+0,19 0,00 2,83
Presence of green shoulders in immature fruits 0,31+0,01 0,11£0,03 0,00 0,44 0,26+0,04 0,00 0,76
Presence of green shoulders in mature fruits 0,30+0,01 0,15+0,07 0,00 0,94 0,33+0,01 0,00 1,15
Presence of green stripes in mature fruits 1,91+0,99 0,34+0,04 0,00 1,61 1,04+0,23 0,00 3,87
Presence of vegetative shoots in the inflorescence  1,78+0,01 0,61+0,05 0,00 4,58 1,36+0,02 0,00 3,00
Presence/absence of jointless pedicel 0,11%0,01 0,00+0,00 0,00 0,09 0,06+0,04 0,00 1,15
Radial cracking 0,62+0,11 0,60+0,54 0,00 4,47 0,67+0,20 0,19 1,41
Shape of pistil scar 0,35+0,04 0,22+0,04 0,00 0,73 0,33+0,12 0,03 0,76
Skin color of ripe fruit 0,21+0,01 0,01+0,01 0,00 0,17 0,09+0,05 0,00 0,38
Stem pubescence 0,15+0,06 0,04+0,00 0,00 0,24 0,12+0,06 0,00 0,35
Style position 0,46+0,02 0,09+0,01 0,00 0,47 0,34+0,03 0,00 0,48
Width of pedicel scar 0,27+0,03 0,07+0,04 0,00 0,39 0,18+0,06 0,00 0,47

ICoefficient of variation of the whole collectionG€): coefficient of variation among the mean valfogs
the trait considering all the populations charadred.

2Intra-accession coefficient of variation (IACV):efticient of variation of the values obtained amdng
plants of a single accession.

SIntra-varietal coefficient of variation (IVCV): céfecient of variation of the means of the n popigias of
each variety.
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Table 3.Variability found in the variety “Valenciano” fahe traits characterized, including intra-accession
coefficient of variation (IACV) and intra-varietabefficient of variation (IVCV). Values obtained &
mean coefficients (2009 and 2010).

IACV! IVCV2
Trait Mean Min Max Mean Min Max
Approximate density 0,22+0,08 0,14 0,31 0,13+0,03 0,09 0,16
Concentric cracking 0,760,76 0,00 1,53 0,83£0,20 0,63 1,03
Core height 0,29+0,04 0,25 0,34 0,23+0,07 0,16 0,30
Core width 0,30+0,03 0,27 0,33 0,25+0,05 0,20 0,30
Core width/fruit width ratio 0,18+0,07 0,12 0,25 0,13+0,04 0,09 0,18
External color of immature fruits 0,15+0,01 0,14 0,16 0,35+0,13 0,22 0,48
External ripe fruit color 0,03+0,00 0,03 0,03 0,08+0,04 0,05 0,12
Flower fasciation 0,21+0,08 0,12 0,29 0,39+0,21 0,19 0,60
Foliage density 0,00+0,00 0,00 0,01 0,07+0,01 0,06 0,08
Fruit blossom end shape 0,09+0,05 0,03 0,14 0,19+0,03 0,16 0,22
External ripe fruit color (Hunter a/b ratio) 0,22+0,01 0,20 0,23 0,200,10 0,10 0,30
Fruit conservation 0,00+0,00 0,00 0,00 3,87+0,00 3,87 3,87
Fruit cross-sectional shape 0,06+0,06 0,00 0,13 0,25+0,10 0,14 0,35
Fruit height 0,11£0,01 0,10 0,12 0,15+0,07 0,09 0,22
Fruit shape 0,09+0,05 0,04 0,14 0,42+0,19 0,23 0,61
Fruit shoulder shape 0,10+0,07 0,04 0,17 0,20+0,02 0,18 0,22
Fruit weight 0,27+0,03 0,25 0,30 0,28+0,08 0,19 0,36
Fruit width 0,11£0,00 0,11 0,12 0,14+0,06 0,08 0,19
Fruit width/fruit height ratio 0,23+0,10 0,13 0,33 0,24+0,04 0,20 0,28
Inflorescence type 0,15+0,04 0,11 0,18 0,25+0,05 0,20 0,30
Intensity of fruit ribbing 0,22+0,11 0,11 0,32 0,42+0,04 0,38 0,45
Internal ripe fruit color 0,01£0,01 0,00 0,02 0,04+0,04 0,00 0,09
Leaf type 0,00+0,00 0,00 0,01 0,01+0,01 0,00 0,02
Leaves attitude 0,04+0,02 0,03 0,06 0,14+0,01 0,13 0,16
Number of locules 0,25+0,02 0,23 0,28 0,27+0,08 0,20 0,35
Pericarp thickness 0,20+0,03 0,17 0,23 0,08+0,01 0,07 0,09
Pericarp thickness/fruit width ratio 0,17£0,01 0,16 0,19 0,22+0,02 0,20 0,24
Plant growth type 0,04+0,01 0,03 0,05 0,09+0,02 0,07 0,11
Plant vigour 0,01+0,00 0,01 0,01 0,07+0,02 0,05 0,09
Presence of geen stripes in immature fruits 0,89+0,18 0,71 1,07 0,98+0,26 0,71 1,24
Presence of green shoulders in immature fruits 0,06+0,03 0,03 0,09 0,28+0,01 0,27 0,30
Presence of green shoulders in mature fruits 0,19+0,09 0,10 0,29 0,28+0,02 0,26 0,30
Presence of green stripes in mature fruits 0,500,07 0,43 0,58 1,68+1,04 0,64 2,73
Presence of vegetative shoots in the inflorescence  0,67+0,50 0,18 117 2,20+0,61 1,59 2,80
Presence/absence of jointless pedicel 0,000,00 0,00 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00
Radial cracking 0,40+0,40 0,00 0,80 0,35+0,03 0,32 0,38
Shape of pistil scar 0,22+0,12 0,11 0,34 0,25+0,10 0,15 0,35
Skin color of ripe fruit 0,01+0,01 0,00 0,02 0,13£0,13 0,00 0,26
Stem pubescence 0,03+0,01 0,02 0,04 0,12+0,05 0,07 0,17
Style position 0,07+0,01 0,06 0,09 0,34£0,01 0,34 0,35
Width of pedicel scar 0,13+0,06 0,07 0,19 0,19+0,06 0,13 0,25

1Collection coefficient of variation (CCV): coefficit of variation among the mean values for thet trai
considering all the populations characterized.

2Intra-accession coefficient of variation (IACV):efficient of variation of the values obtained amading
plants of a single accession.

3Intra-varietal coefficient of variation (IVCV): céficient of variation of the means of the n popigias of

a variety.

Table 4. Variability found in the varieties characterizéat;luding intra-accession coefficient of variation
(IACV) and intra-varietal coefficient of variatiqivCV). Values expressed as the mean (for all this)
+ standard deviation for both years.

IACV! IVCV2

Variety Mean Max Mean Max
“‘Amarillo” 0,22+0,04 2,27 0,18+0,02 1,41
“Centenares” 0,16+0,03 1,57 - -

“Cuarenteno” 0,16+0,00 1,31 0,35+0,02 2,83
“De colgar” 0,1740,00 1,01 0,36+0,00 2,02
“De la pera” 0,11£0,04 0,98 0,26+0,07 2,00
‘De pera’ 0,15+0,04 2,45 0,27+0,03 2,00

lintra-accession coefficient of variation (IACV):afficient of variation of the values obtained amdng
plants of a single accession.

2Intra-varietal coefficient of variation(IVCV): cdiient of variation of the means of the n popwas of
a variety.
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Table 4 (Cont.). Variability found in the varieties characterizénluding intra-accession coefficient of
variation (IACV) and intra-varietal coefficient @friation (IVCV). Values expressed as the meandfor
the traits) + standard deviation for both years.

IACV1 IVCV2
Variety Mean Max Variety Mean
“Elchero” 0,1840,02 447 - -
“Flor de baladre” 0,13£0,03 1,08 0,1740,03 1,41
“Gordo rojo” 0,16+0,00 0,91 0,37+0,06 2,24
“Muchamiel” 0,22+0,03 1,50 0,32+0,04 2,88
“Negro” 0,28+0,04 4,58 - -
“Pimiento” 0,21£0,06 1,61 0,32+0,03 3,00
“Redondo rojo” 0,18+0,00 1,65 0,26+0,09 1,41
“Rosa” 0,1740,02 1,58 0,42+0,16 3,87
“Tres cantos” 0,17+0,05 3,08 0,00+0,00 0,00
“Valenciano” 0,19+0,00 1,53 0,41+0,08 3,87
“Valenciano rosa” 0,11+0,08 2,05 - -
“Raf” 0,26+0,10 2,80 - -
Hybrid controls 0,11£0,02 1,32 0,3240,02 2,00

lintra-accession coefficient of variation (IACV):efticient of variation of the values obtained amadimg
plants of a single accession.

2Intra-varietal coefficient of variation(IVCV): cdiient of variation of the means of the n popwas of
a variety.

Discussion

As a secondary center of diversity, Spain countls arich diversity reflected in the wide
range of variation of the collection of populationistraditional varieties or landraces
evaluated in this work. Despite the level of divigtrsa restricted amount of information
is known about the structure of traditional vaastiThe records available in passport data
of the main Spanish collections, as the Institutiversitario de Conservacion y Mejora
de la Agrodiversidad Valenciana, COMAYV, show thaaiconsiderable number of cases
the traditional materials collected lack a specificietal name, or that materials collected
at distinct places share the same name (which lyse#brs to external features such as
color or the culinary use). This inconsistency amigtal designation applies also to other
crops and areas, such as Cassava in South Am&atiak(et al 1997). But, in these
cases, it is still possible to reclassify these emals in order to provide a better
organization of the accessions maintained in gemleban fact, the characterization
performed in this work revealed that, considerihg fruit morphology and site of
collection, some of the materials with a generimeae.g. “tomato” or “salad tomato”,
could be ascribed to a certain variety.

Another problem that adds difficulties in the am&yof the structure of traditional
varieties is the existence of segregating popuiatitn fact, in this work segregation has
been observed in several populations. Althoughames cases the segregation was
probably caused during conservation proceduresio@ah seed mixing previous to
collection cannot be ruled out), in most cases;egamts were identified in original seed
lots. Obviously, in these cases, the cause of dggegation observed should have
happened before the collection. Segregating or seetire populations have also been
found in tomato traditional varieties in other adar example in the variety “Corbarino”
from Italy (Andreakiset al, 2004), though in that case it remained unclgaat situation
arose during the conservation process in the gekedrgoreviously.
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In our opinion, those cases in which sub-populasivacture could be identified would
probably be originated as a consequence of sedithege between farmers and seed
mixing. This would explain how it was possible tearly differentiate groups of plants
within some of the populations. These cases coelddsily depurated, recovering seed
on a per-plant basis.

Seed exchange and mixing is quite usual among farrimesome cases, new varieties are
obtained from other farmers and in other occasibasseed exchange is related to seed
degeneration. In previous works based on prospestiarmers held the idea that seed
degenerates. In order to obtain “fresh materiat&€eds of the same variety from
neighbour farmers are obtained, and eventuallyss&edh different origins get mixed
(Cebolla-Cornejoet al, 2007). Terzopoulus and Bebeli (2010) i observedhe
morphological characterization of Greek tomato fawsds that the major part of
genotypic variation was found within landraces, eesgily in fruit traits. They also
suggested seed exchange between farmers as kegnatiph for the high level of
variation observed. This idea of seed degeneratiwhreplacement is not restricted to
this region, and it has also been reported in dwgopean countries and in other crops
(Zeven, 1999).

In other cases, such as the case of the mixes od’Rand “Gordo rojo”, the
subpopulations could have originated either froedsaixing of different varieties or as
spontaneous crosses between these two varietiag bedwn simultaneously. These
varieties have populations of large and mediumesfrgits and generally the difference
between them lies in the pink or red external c{dioie to the transparent or yellow skin
color respectively). The mutatigrellow (y) determines the colorless skin color in tomato
and it is controlled by a gene coding a transaipfactor that results in the lack of the
ripening-dependent accumulation of the yellow-ocetbilavonoid naringenin chalcone in
the fruit peel, while carotenoid levels are noeaféd (Ballesteet al, 2010). Therefore,
considering that the main difference between theetras relies in a single gene, when a
spontaneous cross between them occurred it wouldalsg to distinguish two sub-
populations in the progeny. These populations @ddpurated, as a simple segregation
is expected and using single plant selectionsptipeilations can be fixed in two or three
generations.

In other cases, where a continuous gradient o&tran is identified within the population,
it would be due to spontaneous crossings betwdtanatit varieties that had been grown
at the same time. These cases might not be deduiea continuous segregation is
expected in the flowing generations.

Considering non-segegrating populations, the gra@bility observed in some varieties
such as the variety “De colgar” (also known as “@Enjar”) was expected. In this
particular case, the variety usually includes #uitith different shapes, sizes (though
usually small) and colors, but with the commontsraif delayed ripening and long shelf
life. It has been recently proved that this delagipening is due to thalcobaca(alc)

mutation, which corresponds to an allele of tlom-ripening nor, gene (Casalst al,

2012). It seems that this allele would have beeandaatally introgressed in different
genetic backgrounds following spontaneous crossamgsthat the farmers would have
applied a strong selection for the delayed ripemiar. As a side effect, selection would
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probably have resulted in small fruit size as thature is correlated with of long shelf
life. Consequently, a great level of variation wbbke expected, and in fact was found, in
morpho-agronomical traits among the populationhisfvariety.

In other cases, such as in the case of “Rosa” ardG rojo”, apart from the possible
existence of spontaneous crossings between thenvatiability would also be related
with their geographical distribution. Unlike otheases such as “Muchamiel” or
Valenciano” with a clear and restricted geogragtdestribution, the former varieties are
typical of inland cultivation of tomato and havevaler distribution of the cultivation
area. In those cases, selections for different simes and fruit ribbing could have
occurred. Nonetheless, the variation found consideall the traits analysed in the
accessions of the same variety (IVCV) was simibair‘¥alenciano” and “Rosa”.

Considering all the results, the structure of tradal varieties of tomato characterized
seems more complex than previously expected. A Hagiree of variation is found on
intra-population and intra-varietal basis. It sedim spontaneous crossings and seed
mixing are relatively frequent. Despite being af-pellinating species, spontaneous
cross-pollination rates in tomato can reach 2-49bjrbhigh temperature conditions style
exertion is promoted (Levgt al, 1978, Dorai®t al, 2001) and this rate may increase.
Additionally, there is genotype dependence on iz fLesley, 1924) and in the case of
the traditional varieties assayed style exsertias detected in several populations. In the
case of traditional varieties of tomato, most mdirthe farmers that still maintain these
materials tend to grow together a low number offgd®f different species and varieties.
In fact, a survey carried out in the area proveat thost part of the smallholdings
maintaining traditional varieties had less tharpkhts of tomato (Cebolla-Cornegpal,
2007). In these cases, the proximity of plantsifééent varieties and spontaneous cross-
pollination would facilitate segregation in thenogeny.

After natural cross-pollination events, farmers ldoapply strong selection on the
progeny, especially in the main features that iflerat certain variety. The different
selection performed by different farmers would léada high degree of intra-varietal
diversity, higher than intra-accession variabilionsequently, a wide dispersion of
populations of the same variety would be expeated PCA with morpho-agronomic
traits, as it was observed in this work. In a naetailed analysis using only two Spanish
varieties “Pera de Girona” and “Monstserrat”, Casdlal (2011) also concluded that
traditional varieties might be differentiated irvery reduced number of morphological
traits (four in that case) with a strong selecpoessure in the key ones (one in that case).
The restricted number of traits defining these malieseems comparable to other crops.
Clevelandet al (2000), in the analysis of farmer’s plant bregdsatrategies concluded
that the number of traits that define a varietpktynight be quite reduced. For example,
in the case of maize it would include grain typaimg form and cob and husk color.

In our case, a selection of 9 traits out of 41 stdintained a differentiation of varietal
groups. It seems that fruit size, shape, ribbing) @wlor are essential characteristics for
the definition of a variety, though a high degrdevariation would be found in the
continuous measurement of these traits within #meesvariety. A lower variation would
be expected in traits not usually considered bmé&is during selection as in vegetative
traits, while higher variation would be expectedfinit traits. The results obtained
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confirm this trends. In the case of “Valencianoivds observed that although the variety
is defined by the heart-shape of its fruits, atreddy high variation is found in traits
related with fruit size (fruit weight, number otldes), shape (fruit width to height ratio)
appearance (green stripes) or agronomic perforifcaaeking or prersence of vegetative
shoots in inflorescences). Additionally, althougitinfiers recognize the “Masclet” and
“Blanca” subtypes, it is difficult to differentiateem in a PCA, considering the high level
of continuous variation for both groups.

In this sense, the high selection pressure onindri@ts defining a variety would still
generate some variation if different states of ¢h#gits are selected with different
purposes or areas of cultivation. In this senseh#terogeneity even in fruit shapes within
the same variety seems to be quite spread. Forg&athe Greek variety “Santorini”
shows different morphologies depending on the useng rounded for juice and
preserves, and flattened fruits for producing stiaettomatoes (Terzopoulos and Bebeli,
2010). Similarly, in the case of the ltalian tramtial variety “A pera Abruzzese”
Mazzucatoet al. (2010) observed predominantly round fruits, bisbdlattened and
obovoid fruits in a considerable number of cas@safad 24% respectively).

In the context of the managementafsitucollections of genetic resources in germplasm
banks this structure leads to the following questibo what extent should continue the
collection of a certain traditional variety? Ousuéis show that populations collected in
relatively close sites, with the same local name @Trtain common characteristics, still
differ considerably. Therefore, it cannot be slyictonsidered as duplicates as their
conservations still enables the conservation déddht traits. In fact our results indicate
that it would be necessary to carefully prospecheeaditional variety in order to acquire
a representative sample of the intra-varietal drxgr

On the other hand, regardingsitu conservation another question arises: is thelg/rea
a place for on-farm conservation of all this divgfZ At least in Spain, quality niche
markets, where the consumers are willing to payighdr price for an increased
organoleptic quality, have emerged in a procesketinwith the decrease in this
characteristic in modern tomato cultivars (Bruttnal., 1991). This difference can be
place up to 4.7 times the price of conventionaletsss (Cebolla-Cornejet al, 2007).
This price premium compensates the lower yieldradlitional varieties compared to
modern bred varieties, thus enabling the econoeaisibility of their cultivation and their
on-farm conservation.

Nonetheless, the existence of a continuous gradferdriation in traditional varieties of
tomato involves several problems from the pointiefv of theirin situ conservation via
on-farm programs. First of all, the consolidatidrtteese quality niche markets, at least
for these tomato varieties, depends on a cleargreton by the consumer, but it is
difficult when so much variation is present in g@me variety. Therefore, it would be
necessary to depurate the variety, selecting ainerépresentative population of the
average morpho-type. This depuration would alsdlentor example, in the case of
Europe, the register of these traditional varietiggonservation varieties. In that case, it
should be considered that with the detected lewélgitra-accession variation even
conceding wider ranges of variation for these \ese it would be very difficult to pass
the technical DUS analysis (distinctness, unifoynaibd stability). Initial results of the
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European project Farm Seed Opportunities alreadyveti that traditional varieties
conformed as population varieties would only beeatad verify the uniformity and
stability criteria for only a few traits (Chabée¢ al, 2009).

Therefore it would be necessary to make intra-patpart selections in order to increase
the level of uniformity. Obviously, as a resultetstructure of this depurated traditional
variety would not correspond to the initial one ahds might arise some questions
regarding the effectiveness of the process to coasbversity.

Still, even discarding the registration as cons@mavarieties, the depuration would be
necessary as it has been proved that wide divensdyganoleptic quality characteristics
is also present (Cortés-Olmas al, 2011) and not all the population of a certain
traditional variety would respond to the high gtyedtandards demanded by quality niche
markets. A clear identification by the consumed #re assurance of a high organoleptic
quality would enable the establishment of cleak lietween external appearance and
internal quality, a necessary step in the constitidaof the price premium in niche
markets.

Traditional varieties of tomato were used as theebfar the development of modern
tomato varieties during the XIX and early XX cemtgr In the 40s the focus on the source
of variation required for the development of bregdprograms moved to wild species
related with the tomato. As a result, numerous geoding resistance to pathogens and
specifically virus have been identified and toma#edd increased dramatically (Tanksley
and McCouch, 1997). But right now, when consumait $6 demand a higher quality in
the tomato market the focus should be placed bgakhan traditional varieties, with
recognized organoleptic quality. Numerous studesehbeen published during the last
years analysing different dimensions of the vasratresent in traditional varieties, but
it seems that there is still a lot to rediscoveth@se materials.
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Resumen

Se ha analizado el contenido en sdélidos solubtasetoy en los acidos oxalico, citrico,
malico y glutdmico y los azucares fructosa, glugpsacarosa en una coleccién de 166
entradas de variedades tradicionales u obsoletisgrdde y cuatro hibridos comerciales.
Se ha observado una considerable variacion tartte &pos varietales (20%) como
dentro de tipos (17,1%). No obstante, la variacitedia en variedades tradicionales
(19,1%) es similar a la de hibridos comerciales5¥#. A pesar de que de forma general
se puede extraer conclusiones sobre el perfil @gptico de las principales variedades
tradicionales, la gran diversidad identificada eeha la idea de que se debe hablar mas
de tipos varietales, con un aspecto exterior débfimilar, que de verdaderas variedades.
La variacion existente permite realizar selecciateepoblaciones con niveles de calidad
superiores, que ayuden a consolidar mercados d#adatn los que perviven estas
variedades.

Introduccion

Existe una queja constante de los consumidores $mbaja calidad organoléptica de las
variedades mejoradas de tomate. Esta situacion akarefcido que variedades
tradicionales u obsoletas se mantengan en meralaslidad asociadas a elevados
precios de venta, compensando su menor producé&bnestudio de la calidad
organoléptica de estos materiales es vital pal&zaeaelecciones intravarietales que
afiancen estos mercados, para establecer perélealdiad que puedan emplearse como
objetivos de mejora o para su aprovechamiento daertte de variacion.

Materiales y métodos

Se estudiaron 166 entradas de variedades tradiefonabsoletas de tomate originarias
de la Comunidad Valenciana cedidas por el COMAV AAMa Est. Exp. de Carcaixent.
Estas entradas representaron los tipos varietafearillo’ (1), ‘Cherry’ (1), ‘De colgar’
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(12), ‘Cuarenteno’ (7), ‘Elchero’ (2), ‘Flor de laalre’ (2), ‘Marmande’ (3), ‘Morado’
(3), ‘Muchamiel’ (29), ‘Pera’ (6), ‘Pimiento’ (10)Rosado’ (17), Valenciano’ (51) y ‘Sin
Adscribir’ (sin corresponder a ningun tipo concret®). Como controles comerciales se
incluyeron cuatro hibridos: ‘Mariscal’, ‘Gransol’Piccota’ (Cherrry) y ‘Razymo’,
cedidos por Rijk Zwaan Ib. S.A. Se utilizaron 4etgones de 10 plantas, distribuidas
de forma pareada al azar en dos bloques. El cidBvwealiz6 en ciclo primavera-verano
al aire libre en Carcaixent (Valencia). Se recameuor planta los frutos de los racimos
1° a 3° en estado rojo maduro. En laboratorio sev@yon porciones de peso similar por
planta que se homogeneizaron, obteniendo cuatrestragepor entrada. Los acidos
oxdlico, malico, citrico, glutamico y los azUcarieactosa, glucosa y sacarosa se
cuantificaron mediante electroforesis capilar (Rosst al, 2002).

Resultados y discusion

Se observo un amplio nivel de variacion en todawdaiables con un CV medio de 20%

entre tipos varietales y 17,1% dentro de tiposdréacion en las variedades tradicionales
y obsoletas (19,1%) fue similar a la de los hilsidomerciales (16,5%). El analisis de

componentes principales permitio obtener una idbeeda estructura la variacion dentro

y entre variedadesigura 1).
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Figura 1. Andlisis de componentes principales empleandoabbes analiticas relacionadas con la
percepcién del sabor a través del gusto. Ambas coemtes explican el 74,4% de la variacion. Valores
crecientes en la componente 1 implican valores neaybe la mayoria de variables. La componentealos s
relaciona con el matiz acido. A: ‘Amarillo’. CH: Kerry’, C: ‘De colgar’, CU: ‘Cuarenteno’, E: ‘Elcte,

F: ‘Flor de baladre’, M: ‘Marmande’, MO: ‘MoradoMU:'Muchamiel’, P: ‘Pera’, PIl: ‘Pimiento’, R.:
‘Rosado’, V: Valenciano’, S: ‘Sin Adscribir’.

Se observa que hay ciertas caracteristicas gesgnalpias de variedad. Asi, la mayor
parte de las entradas de ‘Muchamiel’ se agrupanarbajos valores de acumulacién de
azucares y acidos (CP1). Las entradas de ‘Pimisetaigruparon con elevados valores
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de la CP1,; igual destacaron por su acumulacioremaisadas ‘De Colgar’ aunque sin
agruparse. Tanto la entrada obsoleta como el bildt@ ‘Cherry’ destacaron por su
elevada capacidad de acumulacion (CP1) aunqueagrgearon en la CP2 (matiz acido).
En otros casos como en ‘Valenciano’ la disperseitod datos fue mucho mayor, aunque
como variedad destaca por mayores contenidos nefglobal respecto a ‘Muchamiel’.
En conclusion, el andlisis refleja que, aunque esibfe identificar caracteristicas
generales que definen variedades tradicionalessoletias, se encuentra una amplia
variacion. Esta variabilidad se puede explicar deggb perspectivas. La primera implica
la adscripcion errénea del material vegetal. Lausdg es resultado del frecuente
intercambio de semillas que, junto a la polinizagéuzada (posible en tomate), genera
hibridos espontaneos entre distintos materialdgiddis que posteriormente el agricultor
depura seleccionando por forma de fruto aunqudes@r cambios organolépticos (en
campo se confirmo la segregacion de varias dedadyal.a tercera se debe a que cada
poblacion es una seleccion independiente realizedtaun agricultor de una forma
diferente al resto. Esta circunstancia justifice gquas que de variedades tradicionales
concretas se debiera hablar de tipos varietalenaldos por mezclas poblacionales
complejas con morfologias y coloraciones similares.
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Abstract

Despite the increasing importance of internal dquain breeding programmes and
marketing of tomato, little information is availeliegarding organoleptic and functional
profiles of traditional varieties of renowned qtaliThis is the objective of this work,
consisting in the evaluation of internal quality 51 traditional tomato accessions
representative of the Spanish variability. Conteaittotal soluble solids, oxalic, malic,
citric and glutamic acids, fructose, glucose ancr@se, vitamin C and lycopene were
determined, obtaining the respective organoleptd fanctional profiles. These profiles
will be very valuable to establish breeding objeesi, as these varieties are considerably
appreciated by consumers, who are willing to pajéi prices for them. A considerably
high level of variability has been found in thefdes obtained and no clear groups could
be identified considering fruit morphology or locelme. Variability was higher in traits
affecting functional quality (coefficients of vatian of 51.2% for vitamin C and 74.6%
for lycopene content) than those affecting orggptatequality (coefficients of variation
ranging from 18% for total soluble contents to 38.®r glutamic acid). Additionally,
several accessions could be selected for theiehighdividual contents for further studies
of internal quality. Itis the case of accessiofd?8102 and CDP3547 for their high malic
content, accession CDP6315 for high fructose andogle contents, accession CDP1523
for its lycopene content and accessions CDP2226CapE336 for vitamin C content.
Considering previous correlations among individcahtents and consumer preference
accessions CDP7554, CDP2666 and CDP3547 shouldirtiesif evaluated for their
overall flavour quality.

Introduction

For a long time, the quality of vegetables has bbased only on their external
appearance. This limited definition of quality whsge to the marketing strategies of large
distribution firms. Such strategies were focusedtlo@ visual impact of products.
Nowadays, consumers require products with highdermal quality. Therefore,
addressing different aspects of internal qualityghsas organoleptic and functional
qualities, is a main objective. In this conteraditional varieties play an important role
as potential germplasm for breeding programs giheir well-known internal quality
and their high variability.
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Materials and methods

Vegetal Material

A total of 51 entries of traditional varieties ohtato Solanum lycopersiconprovided
by the COMAV germplasm bank were studitab(e 1). The seedbed was sown in April
and was transplanted to a definitive field in May.

The crop was conducted in a field located in T¥alencia, Spain). A randomized
complete block design was used with four blockg, plot per accession and 3 plants per
plot. The crop was managed using the usual practaretomato cultivation in the area
including drip fertirrigation.

Table 1.Origin and main characteristics of the accessimisg evaluated

SITE OF ASSIGNED
ACCESSIONS LOCAL NAME COLLECTION FRUIT SHAPE TYPE
CDP9909 Tomate del terreno Alava achatado acagtiltaoderado A
CDP9583 Tomate gordo del pais Vizcaya achataddibads leve
CDP3001 Tomate del bueno Vizcaya achatado acaostileve
CDP3287 Tomate de pardo Huesca Aplastado-Redondo A
CDP8473 Tomate caqui Granada achatado acostikago | A
CDP7635 Tomate de corazén Huelva muy achatadoiedsfuerte B
CDP4688 Tomate de casco Almeria Aplastado acaltittaoderado A
CDP5663 Tomate de San Pedro Almeria Redondeadtlladosleve C
CDP2666 Tomate cherry Almeria achatado morado liso D
CDP3600 Tomate de colgar Granada Aplastada E
CDP4551 Tomate de pera;calabacita Malaga formaepitmi F
CDP4811 Tomate forma pimiento Méalaga forma pimiento F
CDP6098 Tomate de pan Cédiz Cherry G
CDP276 Tomate de pera Cérdoba redondeado acoravoveatio J
CDP9696 Tomate morado Cadiz muy achatado acostiflatte B
CDP4237 Tomate negrito Malaga achatado redondeado A
CDP3947 Tomate melillero Malaga acorazonado redamme H
CDP9352 Tomate borondo Jaén redondo acorazonado H
CDP3604 Tomate de Badajoz Jaén acorazonado redtmdea H
CDP6169 Tomate valenciano Granada Ligeramente adhat A
CDP8106 Tomate pimiento largo Cérdoba forma pingient
CDP3480 Tomate de Calzada Asturias achatado reddogeostillado A
CDP3547 Tomate negro ?::;ar\hgruz de :i/r;atado redondeado acostilladoA
CDP2714 Tomate criollo para mojo ?:r?(te?if((:e ruz de achatado redondeado acostillado A
CDP5540 Tomate de Monserrat Barcelona muy achatesdalo B
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Table 1 (Cont.).Origin and main characteristics of the accessi@nsghevaluated

SITE OF ASSIGNED
ACCESSIONS LOCAL NAME COLLECTION FRUIT SHAPE TYPE
CDP3250 Tomate pometa Barcelona Aplastado A
CDP6315 Tomate palo santo Barcelona redondo C
CDP6043 Tomate rosa ple Barcelona Aplastado A
CDP7554 Tomate montserrat Barcelona muy achataaktibedo B
CDP7596 Tomate Palencia redondeado rosa |
CDP8237 Tomate cuarenteno Valencia redondo Cc

CDP2498 Tomate trunfera Lleida achatado redondeado acosnlladoA

muy leve
CDP8443 Tomate moruno Madrid achatado acostilladderado A
CDP7718 Tomate casco duro Cuenca muy achatadadllacioskeve B
CDP1819 Tomate de pico Céaceres acorazonado redtmdea J
CDP336 Tomate gordo rosa Caceres Ligeramente achata A
CDP4081 Tomate rosa de colgar Céceres Ligeramehteaaio A
CDP8000 Tomate Pontevedra redondo acorazonado J
CDP771 Tomate morado Ciudad Real Ir:\';g achatado rosa acostilado B
CDP9005 Toledo moruno Ciudad Real muy achatadoanagtillado B
CDP8737 Tomate flor de baladre Murcia Aplastado A
CDP3971 Tomate de Guadalupe Murcia achatado dadstikeve A
CDP524 Tomate muchamiel Murcia Aplastado
CDP6438 Tomate del pais Leén redondo
CDP9667 Tomate cuarenteno Valencia Achatado A
CDP7167 Tomate de San Juan Alicante ovalado redalodecostillado
CDP7499 Tomate cuarenteno Valencia acorazonadodeddo
CDP720 Tomate valenciano Valencia acorazonado degdaoio
CDP68 Tomate raf Alicante mgg;(;t;e(\)tado acostillado B
CDP7444 I\(r)g;f;z;if:ro de Vizcaya In;\ug achatado acostillado muy B
CDP8102 Tomate corazon de moreno  Alava achatado redondeado acostilladoA

moderado

Analytical data

1. Sample obtention and preparation. The fruiteeviarvested at the mature-red stage.
Samples were composed of a mix of two represeetétints of each of the 12 plants per
accession. In the laboratory, equivalent longitatportions for each fruit were obtained,
They were ground and homogeneized. Samples wetdrkepn at -80°C until analysis.

2. Quantification of the soluble solids content.eT$oluble solids content (SSC) was
estimated by refractometry of the juice (averagéwaf determinations) using a digital
refractometer (ATAGO PR-1, Tokyo, Japan) with Bif% precission. The results were
reported as ° Brix at 20°C.
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3. Sugar and acid quantification. A modificationtieé method described by Rosedih
al., (2002) was used. This method is based on zondasaglectrophoresis and enables
simultaneous quantification of oxalic, malic, gluia, and citric acids and fructose,
glucose, and sucrose sugars. A P/ACE MDQ capikstephoresis equipment was used
for the analysis with the PA P/ACE MDQ Version 2d@tware for Windows (Beckman
Instruments Inc., Fullerton, CA. EE.UU.). A 50unteimal diameter and 363um external
diameter capillar of melted silice (Polymicro Teologies, Phoenix, AZ., EE.UU.) with
total length of 67cm and 60cm of effective lengtlisvused for the separations.

The concentration of each item was computed usnegt regressions using 5 solutions
with variable concentrations of each component. @aeermination coefficitent was
larger than 0.99 in all cases. Each sample wayzsdkwice. The results were reported
in percentage of fresh weight (g/100 g juice).

4. L-ascobic acid quantification. The method déxmiby Galiana-Balaguet al.,(2001)
was used. This protocol, based on capillary elebtiboesis, uses a 50um internal diameter
and 363um external diameter capillar of meltetesi(Polymicro Technologies) with
total length of 27cm and 20cm of effective lengihthe separations.

The concentration was computed using linear regnessising 5 solutions with variable
concentrations of L-ascorbic acid. The coefficiehtletermination was larger than 0.99.
Each sample was analyzed twice. The average ofalues obtained in all blocks were
reported. The results were expressed as mg perdf@Goesh weight.

5. Lycopene quantification. The method reportedlycia-Plazaola and Becerril (1999)
based on high performance liquid cromotography (EPaf reverse phase with stlight
modifications was used. Analyses were carried outad200 seriescromatographer
(Agilent Technologies, Santa Clara, US). The cramaphy was conducted in a column
of reverse phase Tracer Spherisorb ODS-1 (250 xmh6i.d., S5um, particle size)
protected by a guard column (20 x 3.9 mm i.dup®. The integration of the lycopene
peaks was conducted at 470 nm. Sudan | was useteasal standard.

Lycopene concentration was obtained using linegiressions using 5 concentrations of
known pattern. Always were obtained a 99.9% of foweht of determination. Each
sample was analyzed twice. The results were reppagtepm of fresh weight.

Results and discussion

Accession segregation was observed in several .cAsesssion CDP8106, initially of
pepper type, presented segregation. Although tipperetype (CDP8106(1)) was the
main one, 4 plants of rounded morphotype (CDP81)&(2re obtained. The accession
CDP3947 also segregated generating 3 types: CD2&RB, original morphotype,
CDP1523 with round non-ribbed fruits, and CDP394thwounded ribbed fruits. This
segregation is usual when working with originaldseesince farmers can provide mixed
seeds or there may be a previous spontaneous tzgtitch and has been reviewed for
other crops (Zeven, 2000).

A relevant content of oxalic acid was only obtainadfour accessions: CDP7444,
CDP6438, CDP3971(1) and CDP7499 (data not showm. i§ a positive result since
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the oxalic acid is an antinutrient (Géil al, 1996) and its relevance for total acidity and
pH is almost negligible. The results obtained oalioxacid content were smaller than
those reported (around 35mg/100g)for other traddtiovarieties (Cebolla Cornegi al.
2005).

Sucrose was only detected (97,4mg/100gq) in acae€diP2714. The absence of sucrose
accumulation is a standard feature of tomatoesgivat the sucrose is hidrolized during
the rippening process. However, sucrose traces bhaea obtained in some tomato
varieties. In these, the concentration is alwayswé.1% of fresh weight (Davies y
Hobson, 1981), as in this case.

A large intervarietal variation for the remainingnepounds was obtained. This variability
was studied using principal component analysis. @kaic and sucrose contents were
not included considering their lack of variatiomeltwo first components, which account
for 70.5% of the total variation, were selected platted. The first component (56.1%)
was positively correlated with the content of &k tevaluated variables. Therefore, the
accessions with a large first component may be ceglpe interesting. The second
component (14.4%) was positively correlated with tdontent of malic acid, glutamic
acid, and fructose and negatively correlated with ¢dontent of citric acid, glucose and
SSC.

The materials were irregularly distributed whichdmat difficult to identify specific
groups figure 1). Out of this continuum of variation, only the assion CDP3547 was
more isolated, with outstanding contents of mostgounds.

In those few cases in which several accessionseo$ame variety were included (such
as Moruno, Morado, Negro or Cuarenteno), they didgnoup themselves jointly. This
seems to confirm the existence of a large intraalrivariability. It is not surprising that
accessions of the same variety show different tualiofiles given that traditional
varieties are in fact population varieties. Neveldls, the intravarietal evaluation is
beyond the scope of this paper.

Since the 70s, researchers have focused on ektaglisorrelations between analytical
variables related with organoleptic quality andegatability or preference order in tasting
trials. There are several studies relating theasdnh soluble solids, total acidity, content
in sugars, acids, and their relationships with ptadglity or preference of some tomato
varieties (Stevens, 1972; Stevensl, 1979; Davies and Hobson, 1981; Jones and Scott,
1984; Malundcet al, 1995; Buchelet al, 1999a). Koehler and Kays (1991) established
the correlation between sugars and the sweetnagsrdlationship was also studied by
other researchers (Baldwiat al, 1998; Saliba-Colombanet al, 1999). But the
preference order in tasting trials seems to be iméiteenced by the relationship between
sugars and acids than by the content in sugarsh{l8akt al, 1998). The highly valued
samples were, however, those with higher sugareobats described by Malunéoal.
(1995) and Buchekt al (1999a). Additionally, using traditional variegithe model that
best captured the preference order of a tastinglpeas one based on relating the content
in sugars (measured as sucrose equivalents) ansutes to citric acid ratio (ATC)
(Cebolla-Cornejo, 2005). Considering all thesetrathes, it would be interesting to detect
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the accessions standing out for their contentdividual compounds, in order to combine
them later in elite materials.
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Figure 1. Principal components analysis considering compsuethted to organoleptic quality

In this sense, the most relevant accessions comgidéheir content in individual
compounds would be: accessions CDP3547 and CDR&8ddfise of their large content
of malic acid (260.6 and 222.3 mg/100g respectjyelgcession CDP6315 with a high
content of citric acid (580.2 mg/100g), accessiddP@909 due to its low content of
glutamic acid (17 mg/100g), and accession CDP3%=Faulse of its high content of
fructose and glucose (2,852.1 and 1,733.0 mg/1€§pectively) table 2). For glutamic
acid it is interesting to select accessions witiweo values given that a higher
sugar:glutamic ratio has been related to betteg@eaace in tasting trials (Bucheli al,
1999b).

In terms of the content in compounds related witle tunctional quality thble 3),
coefficients of variation (51.2% for vitamin C aiid.6% for lycopene content) were
higher than those affecting organoleptic qualitgnfring from 18% for total soluble
content to 38.8% for glutamic acid), showing a wialege of variation to identify sources
of variation for breeding programmes. AccessionsPCh23 and CDP7554 should be
highlighted for their high values in lycopene (5/3d 4.493mg/100g PF respectively),
doubling the standard content in tomato. The vabdi@scorbic acid were not particularly
high, being the highest content 27.54mg/100g P&caession CDP336. Nevertheless, it
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would be interesting to study the intravarietaliaaitity and the stability of the content
In accessions CDP2226 and CDP336.

Table 2. Accessions with the highest values in compounidda@ to organoleptic quality.

ACCESSIONS ?ang';'l(éOg FV'?I():ID ACCESSIONS E:r:g/:{l'gog FVC)C'D ACCESSIONS %;I&%lgwfcm
A-CDP3547 277,31 C-CDP6315 580,22 A-CDP9909 17,00
A-CDP8102 260,59 H-CDP3947(1) 473,20 C-CDP5663 ,9216
B-CDP771 221,28 B-CDP7444 462,12 J-CDP8000 53,49
H-CDP3604 214,73 A-CDP3547 450,54 A-C-L-249 55,22
I-CDP7596 213,24 H-CDP3947 446,11 A-CDP6043 60,52
ACCESSIONS '(:rrF:gL;f(;rOC;SFEN) ACCESSIONS ?r#g%f‘g)ziw) ACCESSIONS  SSC (°Brix)
A-CDP3547  2852,05 A-CDP3547 1723,02 F-CDP4811 5,9
I-CDP7596 2482,24 I-CDP7596 1335,46 A-CDP3001 5,7
C-CDP6315 2454,24 F-CDP4811 1251,59 A-CDP336 5,7
J-CDP720 2334,03 H-CDP3947 1195,85 B-CDP771 53
H-CDP3604  2285,81 A-CDP336 1169,15 H-CDP2226 5
Table 3.Lycopene and ascorbic acid contents.
LICOPENE QEFDORB'C LICOPENE QEFDORB'C
ACCESSIONS ACCESSIONS
(mg/100g FW)  (mg/100g FW) (mg/100g FW)  (mg/100g FW)
CDP9909 2,158 6,83 CDP5540 0,530 16,62
CDP9583 0,602 21,69 CDP3250 1,654 16,72
CDP3001 2,518 21,39 CDP6315 1,506 19,49
CDP3287 1,351 22,17 CDP6043 1,456 15,51
CDP8473 2,179 0,96 CDP7554 4,493 n,d,
CDP7635 1,456 17,31 CDP2498 0,654 18,62
CDP4688 1,578 0,39 CDP7596 2,429 21,65
CDP5663 2,465 20,91 CDP8443 1,980 nd,
CDP2666 0,620 nd, CDP7718 1,987 23,31
CDP3600 3,802 9,92 CDP8237 1,905 12,56
CDP4551 1,111 11,32 CDP1819 4,184 15,01
CDP4811 2,227 14,28 CDP336 3,000 27,54
CDP6098 2,393 5,31 CDP4081 3,706 17,04
CDP276 0,394 7,04 CDP8000 2,324 20,94
CDP9696 0,855 15,51 CDP771 1,627 17,54
CDP4237 1,099 13,45 CDP9005 1,547 19,97
CDP2226 1,780 26,67 CDP8737 0,478 22,38
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Table 3 (Cont.).Lycopene and ascorbic acid contents.

ACCESSIONS HICOPENE QEFDORBIC ACCESSIONS HICOPENE QEFDORBIC
(mg/100g FW)  (mg/100g FW) (mg/100g FW)  (mg/100g FW)

CDP1523 5,337 nd, CDP3971 1,413 nd,
CDP3947 4,000 6,49 CDP524 2,349 5,53
CDP9352 0,766 14,67 CDP6438 2,110 0,71
CDP3604 3,517 12,2 CDP9667 1,665 12,95
CDP6169 4,338 11,68 CDP7167 3,089 6,32
CDP8106(1) 3,335 20,78 CDP7499 2,175 8,84
CDP8106(2) 0,839 17,44 CDP720 1,250 13,13
CDP3480 2,951 nd, CDP68 2,224 3,89
CDP3547 0,432 0,94 CDP7444 0,647 9,55
CDP2714 3,584 8,14 CDP8102 0,768 8,68

In conclusion, the quality profiles of a considdyahigh representation of Spanish
diversity of traditional tomatoes have been obtdiffldhese profiles might be a key to lay
down objectives in new breeding projects or to prt@n situ conservation. The results

obtained have shown that there is a significambvsrietal and intervarietal variability,

enabling selections in both components.
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Abstract

Background: Traditional varieties of tomato, usyakssociated with excellent
organoleptic quality, are increasingly appreciatedEuropean quality markets. A
collection of 126 populations of 16 traditional reties from the East of Spain (a
secondary diversity center for tomato) have beeatuated during two years in order to
determine their potential value as sources of fonat compounds, including ascorbic
acid, lycopenef}-carotene and total phenolic content.

Results: Population and population x year inteaacsignificantly affected lycopene and
ascorbic acid contents, while year effect was aigaificant for B-carotene. Despite
finding some global trends in certain varieties a@ning their functional value, high
levels of variation have been found at the intraetal level. Populations with high levels
of the compounds analyzed have been found, as ageltlifferent levels of intra-
population and inter-year variation. Maximum meantents for both years have reached
308 mg kg of ascorbic acid, 130 mg Kgpf lycopene, 30 mg kbof B-carotene and 89
mg caffeic acid 100 §of total phenolic contents, though it is difficuly identify
accessions with joint high values of the three conmgls.

Conclusion: These results open the possibilityramte traditional materials as sources
of functional compounds, thus strengthening theality niches and consolidating their
price-premium. Additionally, these materials coalso be used in breeding programs for
quality.

Keywords:

Lycopene 3-carotene, ascorbic aciiplanum lycopersicunguality, phenolic content
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Introduction

Modern consumers are increasingly interested in peesonal health and expect the food
they eat to be healthy or capable of preventimgedses (Granatet al, 2010). In this
context, the dairy sector has experienced a booghe development of this kind of
functional products, though non-dairy matrices algo gaining prominence (Sun-
Waterhouse, 2011). In fact, there is also a tremqmtdmote the characteristics of vegetable
consumption in the diet. Dietary antioxidants amdnponents of fruit and vegetable
extracts are increasingly suggested to have thacdgpto modulate the complex
mechanisms involved in maintaining a healthy pHggjp and to reduce early onset of
age-dependent diseases (Aroughal, 2012). In addition, recent evidence suggests that
the ability of phytochemical components in wholeds is more effective in protectively
supporting human health than isolated individuaftpthemicals (Vattenet al, 2005).
Accordingly, the development and commercializatadmew varieties with increased
levels of functional phytochemicals has becomewa tniend in the fruit and vegetable
market and breeding industry.

In this context, tomato is included as one of thestrstudied active plant-based food
(Sun-Waterhouse, 2011). In tomato marketing, asthier fruits and vegetables, a high
content in active phytochemicals has gained impeogathough it is not clear whether
consumer interests in healthy products have camgit the marketing of this kind of
products based on health functionality or vice ad€fsoldman, 2011).

Among the different functional compounds preseribmato, vitamin C or ascorbic acid,
carotenoids and flavonols have received most gdhecattention. In the case of vitamin
C the levels found in tomato compared with othexcgs such as orange or broccoli are
considerably low (Davegt al, 2000). But the high level of consumption of tomat
reaching 40-50 kg per capita and year in counsiies as Spain, Italy or USA (source:
FAO databases), makes this fruit one of the maimcgs for this vitamin. The carotenoid
lycopene is in major part responsible for the reldar of ripe tomatoes, which represent
the major source for this compound. It does noehaovitamin A activity, but it has a
physical quenching rate constant with singlet oxiygknost twice as high as that Bf
carotene (Shi and Maguer, 200@)carotene is the second major carotenoid in tomato
fruits, with concentrations around ten times lowean lycopene (Davies and Hobson,
1981).

Several studies have determined an inverse rel&@tvween the intake in the diet of
lycopene ang-carotene and the development of certain typesoter (Ziegler, 1989;
Van Poppel and Goldbohm, 1995; Giovannucci, 1988)adirect relation with a reduced
incidence of heart disease (Palateal, 1999; Rao, 2002). But, in recent years some
studies have questioned the relation between cwigt@r vitamin C intake and reduced
cancer risk (Kavanaugtt al, 2007; Linet al, 2009). In fact, it is difficult to prove that

a specific component of a complex diet preventsdineelopment of a disease. On the
other hand, measurement errors in the dietary entdkfruit and vegetables may also
attenuate these associations (Aehal, 2012). Nonetheless, recent publications suggest
moderate evidences between dietary vitamin C [aodrotene and the prevention of
coronary heart disease (Merge al, 2009). At the same time, new large population
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studies confirm the existence of a certain relabetween carotenoid intake and certain
types of cancer, at least under certain circumst(dignoneet al, 2009).

Despite the absence of conclusive data for the obléomato antioxidants in the
prevention of diseases, new varieties with increakvels of lycopene or other
antioxidants are being developed (llagy al, 2011). In this context, it should be
considered that to develop successful marketingtegjires, functional foods should
deliver their health benefits above and beyond ditamdard perceived quality of the
equivalent conventional product (Krystaisal, 2008).

Consumer complains on the taste of modern commerargeties (Bruhret al, 1991)
has fostered the development of niche marketsdwldom, local or traditional varieties.
Consumers appreciate the outstanding organolepttityg of these materials and they
are willing to pay a differential up to 4.70 timte price of commercial modern varieties
(Cebolla-Cornejcet al, 2007). These varieties have shown high levelgapiation in
agro-morphological (Cebolla-Cornegi al, 2013a), genetic (Casats al, 2011) and
organoleptic levels (Cebolla-Cornegbal, 2011), but little is known on the variation in
the concentrations of functional compounds. Thecibje of this study is to provide a
consistent evaluation of the composition in keyiatiant compounds in traditional
varieties of tomato. In this case, Spanish trad#liovarieties have been selected as a
model study to examine their diversity in an int@nd intra-variety scale using a large
collection of populations. These findings may bevant both in the promotion of these
materials targeted to quality niche markets conmgnexcellent taste with an added
functional value, and in the use of these mateaalsources of variation in breeding
programs.

Materials and methods

Plant Material

A total of 126 populations belonging to 16 differ&panish traditional varieties of tomato
(Solanum lycopersicurn.), were studied during two consecutive year2and 2010
(table 1). 115 populations were provided by the Institutuvérsitario de Conservacion
y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV I&acia, Spain) germplasm bank,
eight populations were provided by Estacion Experital Agraria de Carcaixent,
(EEAC, belonging to the Instituto Valenciano de dstigaciones Agrarias, IVIA,
Carcaixent, Spain) and three populations were obtain local nurseries. A different
number of populations were studied per varietysatering the different interest of local
markets and the amount of diversity available & glermplasm banks: one population
belonged to the variety ‘Amarillo’, one to ‘Centees, six to ‘Cuarenteno’, ten to ‘De
Colgar’, four to ‘De la Pera’, three to ‘De Permane to ‘Elchero’, two to ‘Flor de Baladre’,
four to ‘Gordo Rojo’, 28 to ‘Muchamiel’, one to ‘Nee’, eight to ‘Pimiento’, two to
‘Redondo Rojo’, 12 to ‘Rosa’, one to ‘Tres Cantesid 42 to ‘Valenciano'. These
varieties represent a wide diversity of fruit catband shapesable 1).
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Table 1.Description of the varieties and origin of the plgtions evaluated (varietal code in parentheses).

Variety

Fruit description/populations (code, town, province)

‘Amarillo’ (1)

‘Centenares’ (2)

‘Cuarenteno’ (3)

‘De colgar’ (4)

‘De la pera’ (5)

‘De pera’ (6)
‘Elchero’ (7)
‘Flor de baladre’ (8)

‘Gordo rojo’ (9)

‘Muchamiel’ (10)

‘Negre' (11)

‘Pimiento’ (12)

‘Redondo rojo’ (13)

‘Rosa’ (14)

‘Tres cantos’ (15)

‘Valenciano’ (16)

Description: Large size. Flattened and ribbed yellow tomatoes with a high number of locules (even higher than 20). These
tomatoes are typical of interior areas and dry farming.

Populations: CDP01733 (Casas Altas, VC).

Very small size. Deep red and round shape without ribs. Used for salads and decoration considering their small size and
sweet taste.

Populations: CDP08734 (Ract d"’Ademus, VC).

Description: Intermediate size. Flattened and ribbed fruits with green persistent shoulders. Early production.

Populations: CDP07243 (Chelva, VC), CDP07457 (Aldaya, VC), CDP05973 (Torrente, VC), CDP04955 (Rojales, AL),),
CDP08237 (Massamagrell, VC), CDP07843 (Valencia, VC).

Description: Small size. Round or oblong fruits with two or three locules, transparent or yellow skin and thick pericarp. With
delayed ripening (alc), they are harvested and conserved hanging in fresh and aerated places.

Populations: :CDP05385 (Torrebaja, VC), CDP05079 (Liria, VC), CDP05542 (Alginet, VC), CDP06914 (Naquera, VC),
CDP01507 (Benicarl, CS), CDP01040 (Camporrobles, VC), CDP04259 (Xativa, VC), CDP03190 (La Plana, CS), CDP02554
(Montroi, VC), CDP01972 (Xabia, AL).

Description: Intermediate size. Pear shaped fruits with two or three locules separated by thick septa, green persistent
shoulders, small peduncular scar and thick pericarp. Hollow fruits are usual.

Populations: CDP02614 (Chelva, VC), CDP00210 (Novelda, AL), CDP00906 (La Aparecida, AL), CDP07874 (Orihuela, AL).
Description: Small size. Round or oblong fruits without green shoulders. Usually used for cooking.

Populations: CDP04299 (Hostalet de Benasal, CS), CDP01280 (Ademuz, VC), CDP00929 (PobleNou.Valencia, VC).

Description: Mid sized red tomatoes with round shape and angular section, 2 or 3 locules, slight ribbed.

Populations: CDP07339 (Muchamiel, AL).

Description: Large size (200-250 g). Slightly flattened and ribbed fruits with pink color.

Populations: CDP04235 (Elche, AL), CDP07166 (Valencia, VC).

Description: Very large size. Flat and ribbed fruits. Typical of interior areas and dry farming.

Populations: CDP02826 (Millares, VC), CDP08786 (Arafiuel, CS), CDP06270 (Carcaixent, VC), CDP06009 (Valencia, VC).

Description: Large size. Flat and strong ribbed fruits, numerous locules, big peduncular scar with an important corky area,
hard and heavy pericarp and moderate radial cracking. Green shoulders, orange-red ripe color. It is a late variety.
Populations: CDP05658 (Novelda, AL), CDP04133 (La Aparecida, AL), CDP05229 (Viver, CS), CDP00155 (Elche, AL),
CDP07582 (San Juan, AL), CDP08091 (Campello, AL), CDP00700 (Muchamiel, AL), CDP01469 (San Juan, AL), CDP07889
(Bufiol, VC), CDP08014 (San Juan, AL), CDP01988 (Muchamiel, AL), CDP09344 (Muchamiel, AL), CDP02195 (Muchamiel,
AL), CDP08780 (Muchamiel, AL), CDP08427 (Muchamiel, AL), CDP07052 (Muchamiel, AL), CDP00386 (Muchamiel, AL),
CDP04512 (Muchamiel, AL), CDP05422 (Muchamiel, AL), CDP00604 (Muchamiel, AL), CDP03096 (Orihuela , AL),
CDP01971 (San Juan, AL), CDP05938 (Alboraya, VC), CDP01138 (San Juan, AL), CDP01746 (Orihuela, AL), CDP08999
(San Juan de Alicante, AL), CDP08761 (Catarroja, VC), CDP09432 (Lliria, VC).

Description: Large size. Intense purple coloration. Fruits are flat and slightly ribbed.

Populations: CDP02095 (Torrent, VC).

Description: Intermediate size. Elongated fruits (similar to "ltalian" peppers), green persistent shoulders, two to four locules
and moderate radial cracking. Used for cooking, deep red flesh and reduced number of seeds.

Populations: CDP06083 (Venta del Moro, VC), CDP04079 (Jérica, CS), CDP06446 (Fontanares, VC), CDP05734
(Villahermosa del Rio, CS), CDP01712 (Alborache, VC), CDP04056 (Catarroja, VC), CDP02391 (Moncada, VC), CDP08320
(Massamagrell, VC).

Description: Intermediate - large size. Includes rounded, smooth red colored tomatoes.

Populations: CDP07064 (Sueca, VC), CDP04562 (Carcaixent, VC).

Description: Very large size. Flat or slightly flat fruits with intense ribbing. Transparent skin, and pink colour. Typical of
interior areas and dry farming.

Populations: CDP08690 (Fontanares, VC), CDP05702 (Castillo de Villamalefa, CS), CDP04903 (Onda, CS), CDP00764
(Aras del Alpuente, VC), CDP01302 (Rincén de Ademuz, VC), CDP09459 (Yatova, VC), CDP04904 (Alboraya, VC),
CDP05992 (Requena, VC), CDP07661 (Todolella, CS), CDP03526 (Sellent, VC), CDP04303 (Valencia, VC), CDP04008
(Valencia, VC).

Description: Large size. Round shape and angular section. Red and smooth fruits, without low number of locules considering
their size.

Populations: CDP06491 (Carcaixent, VC).

Description: Intermediate size. This varietal type show two different subtypes: "Masclet" and "Blanca" subtypes. "Masclet"
(conventional "Valenciano" type) show a smaller size, hearted shape. "Blanca" show a bigger size, slightly flattened and
hearted shape, and paler color in the immature fruits. Both with green shoulders, orange-red ripe color and numerous locules.
Usually moderate radial and circular cracking is present.

Populations: CDP07303 (Valencia, VC), CDP01509 (SietaAguas, VC), CDP04333 (Picassent, VC), CDP01090 (Segorbe,
CS), CDP00616 (Liria, VC), CDP02722 (Segorbe, CS), CDP05254 (Alboraya, VC), CDP06161 (Villena, AL), CDP05260
(Turis, VC), CDP07291 (Valencia, VC), CDP08276 (Sueca, VC), CDP01343 (Foios, VC), CDP04640 (Vinalesa, VC),
CDP00623 (Moncada, VC), CDP04486 (L'Alcudia de Crespins, VC), CDP04829 (Pobla de Vallbona, VC), CDP09978
(Valencia, VC), CDP08151 (Valencia, VC), CDP02310 (Morella, CS), CDP00450 (PobleNou.Valencia, VC), CDP07489
(Segorbe, CS), CDP00960 (Villargordo del Cabriel, VC), CDP04423 (Museros, VC), CDP04372(SieteAguas, VC), CDP02109
(Beninova, VC), CDP05333 (Almenara, CS), CDP05691 (Vinaroz, CS), CDP00142 (Valencia, VC), CDP05729 (EI Pereid,
VC), CDP01649 (Picassent, VC), CDP01949 (Valencia, VC), CDP08595 (Meliana, VC), CDP02589 (Murod'Alcoi, AL),
CDP04915 (Carcaixent, VC), CDP02182 (ViverosTaxes, LN), CDP04052 (ViverosCucala, LN), CDP06753 (ViverosPeris,
LN), , CDP01197 (Valencia, VC), CDP01646 (Valencia, VC), CDP05266 (Valencia, VC), CDP03596 (Valencia, VC),
CDP07231 (Valencia, VC).

VC: Valencia; CS: Castellon; AL: Alicante; LN: ldcaurseries.
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Furthermore, four commerciak Fgenetically uniform hybrids kindly provided B3ijk
Zwaan lberica S.AAlmeria, Spain) were used as controls. The variegzymo RZ’
presents round, red, medium sized tomatoes, ‘Grd&Bopresents slightly flattened,
large sized fruits and ‘Piccota RZ’ presents roustdall sized Cherry type fruits and
‘Mariscal RZ' presents flattened, medium to largeed fruits.

Experimental Design and Crop Conduction

Seedbeds were sown in April and transplanted td iieMay in 2009 and 2010. The trial
was carried out in Carcaixent (+39° 6' 37.13", 2B 45.05", Valéncia, Spain). A
randomized complete block design was used withatwoks, and 2 replicates of 10 plants
per population and block. A spacing of 1.2 m x ©.42.1 plants i) was applied. The
crop was managed using the traditional practicestdmato cultivation in the area,
including staking, pruning and drip fertirrigatiom order to controlTuta absoluta
Meyrick population, pesticide treatments were pented when insect counts suggested
the convenience.

Sampling

Healthy and uniformly ripe fruits were harvestedhst mature stage (visual assessment
on fruit colour) from second to third truss. Samspleere composed of a mix of
representative fruits of each of the 10 plantshe teplicate. In order to provide a
biological mean, equivalent longitudinal portioms ach fruit were blended (KRUPS
KB720, Groupe Seb Iberica, Barcelona, Spain), amddgenized (Diax 900, Heildolph,
Germany), disrupting the tissue to particle siz€s4<mm. Samples were quickly
cryopreserved using liquid nitrogen and were kemtdn at - 80 °C until analysis.

Characterization

All the populations were morphologically characted to study the correlation between
chemical composition and morphological traits. Tfalowing descriptors were
evaluated: Fruit height (mm), fruit width (mm), itrwidth to fruit height ratio, fruit core
width (mm), fruit core width to fruit width ratiopericarp thickness (mm), pericarp
thickness to fruit width ratio, number of loculesdafruit colour. Fruit colour was
analysed using Hunter coordinates with a CR-300rouokter (Minolta, Japan). Results
of each sample were based on the average of thesndnations taken on ten
representative fruits. The results were reporteld as b and a/b rate.

L-ascorbic acid quantification

Ascorbic acid was quantified by capillary zone #&igghoresis using a P/ACE System
MDQ (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA) usitig method described by
Galiana-Balaguegt al. (2001). Two grams of sample were thawed in thik db4 °C and
centrifuged at 3500 rpm for 5 minutes. The supamtatvas diluted in 2% (w:v)
metaphosphoric acid to avoid oxidation, and potasdiydrogen phtalate was added as
internal standard. Samples were filtered, priomjection, using a 0.22 um membrane
filter (Millipore, Ultrafree-MC, MA, USA).

Uncoated fused-silica capillaries with a 31.2 chalttength, 21 cm effective length, 363
um e.d. and 50 um i.d. were used (Polymicro Teduies, Phoenix, AZ, USA).
Hydrodynamic injection of samples was carried dud.8 psi for 5 seconds. Separation
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was performed at -15 kV and 25 °C. The detectionelemgth was 254 nm. Two
analytical replicates per sample were made. Reswdte expressed as mgkdresh
weight (fw).

Carotenoid quantification

Samples were thawed in the dark at 4 °C and 100frttge homogenate were extracted
with 7 ml of a 4.3 v/v, ethanol/hexane solutiod&C, during 1 hour at 200 rpm using an
horizontal shaker (Platform Rocker STR6, Vivi, $tuddexane was complemented with
0.05% butylated hydroxytoluene, (BHT). Hexane spptant was separated and
concentrated using a SpeedVac (Termo, RVT 4104pioplete dryness, and then re-
suspended in 500 pL of hexane. Sudan | was addateasal standard and the processed
sample was then filtered using a hydrophobic fibér0.20 pm (Millex-FG, Phobic
PTFE). During all the process samples were prodiefcten light.

The quantification of the carotenoids lycopene putdrotene was carried out by reverse
phase high performance liquid chromatography (HPu€ing the method reported by
Garcia-Plazaola and Becerril (1999) with slight mficdtions. Analyses were performed
on a 1200 series chromatographer (Agilent Techneép&anta Clara, US) with G1322A
vacuum degasser, G1312A quaternary pump, G13294datd autosampler, G1316
thermostated column compartment and G1315b diadesy detector. A reserved phase
Tracer Spherisorb ODS-1 (250 x 4.6 mm i.dun® particle size) column protected by a
guard column (20 x 3.9 mm i.d.4n particle size) was used. Mobile phase consisted o
two components: solvent A with 84:9:7 v/vlv, aceétidle/methanol/water and solvent B
with 68:32 v/v, methanol/ethyl acetate. The injestvolume was 40 pL. Sample was
then eluted using a lineal gradient from 100% d¥esat A to 100% of solvent B during
12 minutes, followed by an isocratic elution of ¥0f solvent B during 7 minutes. Then,
a lineal gradient was established from 100% ofesai\B to 100% of solvent A during 1
minute. Finally, an isocratic elution of 100% ofh@nt A during 6 minutes was
performed to allow the column to re-equilibrate.eTimtegrations of3-carotene and
lycopene were performed at 445 nm and 470 nm régpBc Two analytical replicates
per sample were made. The results were reportatydsy® fw.

Total phenolic content and antioxidant activity

Total phenolic content was determined accordinght® Folin-Ciocalteu procedure
(Singleton and Rossi, 1965). An aliquot of 1.3 nflLtlee supernatant of the extracted
phenolic sample was mixed with 1 mL of diluted (18%) Folin-Ciocalteu reagent
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) andvedld to stand at room temperature
for 5 min. One millilitre of a sodium carbonatewsn (60 g ) was then added to the
mixture, and the absorbance was measured at 760nnan Jenway 6305 UV-vis
spectrophotometer after the mixture had stood @oméh at room temperature. Caffeic
acid (Sigma-Aldrich Chemie) was used as standahd phenolic acid content was
expressed as caffeic acid equivalents in milligrgers100 g of fresh weight.

Antioxidant activity was estimated using the colmetric DPPH (1,1-159 diphenyl-2-
picrylhydrazyl) assay described by Sanchez-Moretnal (1998). Antioxidant capacity
results were presented as trolox equivalemso{ TE gP).
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Statistical analysis

Correlations and bilateral signification betweenatales were calculated. Population and
block effects were analysed with an ANOVA. Varieffect was not estimated due to the
unbalanced design and the low number of populationsome varieties. Statistical
analyses were performed using the statistical gpel&PSS v.12 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Bartlett’s test was used to check sigrafit differences in the variances of the
populations evaluated in each year.

For the analysis of variability, intra-populatiomefficient of variation (IPCV) was
calculated for each year, as well as the mean@¥Ifér both years. Inter-year coefficient
of variation (I'YCV) was calculated with the mearidgh® contents for each year.

Results

The growing cycle was 15 days shorter in 2009 tha010. Despite this difference in
the growing speed, environmental conditions werd 80 distinct figure 1).
Photosynthetically active radiation (PAR) was saniin both yearsfigure 1), though
cumulative PAR in the first third of the cycle waigher in 2009. Final cumulative PAR
per day was also slightly higher in 2009 (18380l m? st vs. 1807umol m? s%).

Temperatures, especially maximum ones, were sjigiglher in 2009 during most part
of the growing cycle than in 2010, with mean maximiemperature for 2009 of 30.1 °C
and 29.5 °C for 2010. Several days with maximunmpematures higher than 32 °C were
registered at the end of the cycles (32 days f@92ind 45 days for 2010) with mean
maximum temperature for those days of 35.7 °C B92hd 34.6 °C in 2010.

Lycopene accumulation was strongly influenced lybpulation factor (p<19 and the
interaction between population and year of cultorat(p=0.0005), while the year of
cultivation (environment) was not significant (p&89). On the contrary, in the casefef
carotene the factors population (p@)0year of cultivation (p=0.00003) and their
interaction were highly significant (p<#p Lower contents of-carotene were obtained
with the environmental conditions of 2010. In tlese of ascorbic acid, the year effect
was not significant (p=0.094) though a year x papah interaction was detected (p=3
10°). Following the trend for the other compounds, yapon effect was highly
significant (p<1@). In the case of total phenolic content and andiaxt activity, the year
factor could not be analysed, but in both casaglaynhsignificant population effect was
detected (p<10in both cases).

Moderate significant correlations were obtainedwieein lycopene content and fruit
external colour parametertalfle 2). For this compound, low significant correlations
were also found with fruit height (positive), wititwit width and with fruit width to fruit

height ratio (negative). F@-carotene only low significant negative correlafomere

found (<0.4) with colour, size and shape parametadswith number of locules. In this
case, the only positive correlation was found with ratio pericarp thickness to fruit
width. In the case of ascorbic acid, only low sigaint negative correlations were found
with colour and size parameters and with the nurobéwcules. Total phenolic content
showed low positive correlations with hunter a/d pericarp thickness and low negative
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correlations with fruit size parameters (weightdthi and no. of locules). Antioxidant
activity had only a low positive correlation wittuit weight.

T max (°C)

T min (°C)

o
3500

o

3000 7
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5001
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A A

. 2009 Days of Cultivation
s+ 2010

Figure 1. Climatic conditions of cultivation, including mamum temperature, minimum temperature and
photosynthetically active radiation. Arrows indiedhe date of start and end of harvest (continu?22@9;
dotted: 2010).
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Table 2. Correlations between functional compounds and mmggical traits (only significant
correlations higher than 0.2 are shown; p-valugmientheses).

Total

B -carotene Lycopene Ascorbic acid  phenolic An;gﬁ/li(:)a/mt
content
p -carotene
Lycopene
Ascorbic acid
Total phenolic content 0.20 (0.031)
Antioxidant activity 0.20 (0.031)
Hunter a -0.26(0.004) 0.47 (0.000) -0.24 (0.006)
Hunter b -0.30 (0.000)
Hunter a/b -0.28 (0.003) 0.53 (0.00) -0,20 (0,031)
Hunter L -0.55 (0.000)
Fruit height -0.27 (0.003) 0.25 (0.006) -0.25 (@po
Fruit width/height ratio -0.39 (0.000)
Fruit core width/Fruit width ratio -0.28 (0.001)
Fruit width -0.28 (0.002) -0.28 (0.001) -0.27 @30
Fruit core width -0.36 (0.000) -0.23 (0.012)
Pericarp thickness 0.25 (0.007)
Pericarp thickness/Fruit width ratio 0.21 (0.02)
Number of locules -0.31 (0.000) -0.21 (0.017)  40(@.007)
Fruit weight -0.26 (0.004) -0.20 (0.023) -0.210¢1) 0.22 (0.018)

No significant correlation over 0.2 was detectedbagithe contents of the different
compounds and only one significant correlation d/@rwas found among one of them
(phenolic content) and antioxidant activity.

The levels of variation detected in the accumutatid functional compounds were
population and year dependant. Bartlett’s testiomeid that the variances were affected
by the year factor for lycopene (p<ith 2009 and p=0.0003 in 201@)carotene (p<10

% both years) and ascorbic acid (pZlboth years). Consequently, variability was
analysed in intra-population and inter-year levAkscorbic acid accumulation registered
the higher level of intra-population coefficient\adriation (IPCVtables 3 and 4, with
mean values considering all populations of 0.40pWed by lycopene (0.33), total
phenolic content (0.30), antioxidant activity (0.28nd B-carotene (0.17). A similar
pattern was observed for the variation betweenewdfit years, but with limited
differences in the variation of the carotenoi@dle 3). In this case, the mean inter-year
coefficient of variation, I'YCV, was respectivel\88, 0.24, 0.29, 0.35 and 0.28. The level
of variation was also affected by environmentaldibons. For example, in 2010 the
IPCVs for ascorbic acid were lower.

A high level of intra-varietal variation was detedtfor all the variables, though for
ascorbic acid it was considerably lowealle 4). Among the different varieties, ‘De
colgar’ and ‘Rosa’ showed the higher range of wemmin their populations. These
varieties also showed high levels of mean IPCV.Highk level of variation made difficult
to assign a specific functional profile for eachiety. Nevertheless general trends could
be found. For example, the variety ‘Amarillo’ shawkw levels of carotenoids, an
expected result considering their yellow exterrmdar
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Table 3. p-carotene, lycopene and ascorbic acid contentsk@rtyw) and coefficients of variation detected in ewdld populations. For each population variety is
indicated in parentheses (refer to table 1).

B-Carotene Content (mg kg-') Lycopene Content (mg kg-') Ascorbic Acid Content (mg kg-")

) 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL
Populations Mean IPCV* Mean IPCV! Mean [YCV2 mIPCV3 Mean IPCV! Mean IPCV! Mean |YCV2 mIPCV? Mean IPCV! Mean |PCV! Mean YCV2 mIPCV3
CDP01733 (1) 1441 0.10 7.06 0.08 10.73 048 0.09 975 017 1506 0.11 1240 030 0.14 179.45 0.04 119.63 0.23 149.54 0.28 0.13
CDP08734 (2) 2353 0.09 16.09 0.13 19.81 027 0.11 137.15 0.39 64.36 0.17 100.76 0.51 0.28 270.61 0.50 169.77 0.27 220.19 0.32 0.39
CDP07243 (3) 20.56 0.16 1429 0.12 1742 025 0.14 61.98 0.62 75.86 0.14 68.92 0.14 0.38 161.45 0.12 180.23 0.09 170.84 0.08 0.10
CDP07457 (3) 21.01 0.01 13.26 0.12 1713 032 0.07 68.04 0.61 60.52 0.12 6428 0.08 0.36 154.10 0.22 93.99 0.19 124.05 0.34 0.21
CDP05973 (3) 21.10 0.24 12.70 0.28 16.90 0.35 0.26 93.73 0.67 66.09 0.16 7991 024 042 231.34 0.05 200.90 0.41 216.12 0.10 0.23
CDP04955 (3)  17.75 0.02 1325 0.14 1550 0.21 0.08 3277 0.24 67.67 0.12 50.22 049 0.18 88.76 0.91 103.00 0.22 95.88 0.11 0.57
CDP08237 (3) 19.67 0.27 13.50 0.16 1659 0.26 0.21 54.04 045 7513 0.44 6458 0.23 044 129.48 0.98 225.38 0.20 17743 0.38 0.59
CDP07843(3) 18.15 0.05 15.96 0.21 17.06 0.09 0.13 7214 0.02 66.73 0.15 69.43 0.06 0.08 193.76 0.36 105.24 0.10 149.5 042 023
CDP05385 (4) 42.67 0.47 26.77 0.27 3472 032 037 86.24 1.01 9049 0.24 88.37 0.03 0.62 31.09 1.1 243.97 0.28 137.53 1.09 0.99
CDP05079 (4) 2397 0.23 18.63 0.15 2130 0.18 0.19 39.30 042 32.88 0.24 36.09 0.13 0.33 249.21 0.21 257.90 0.44 253.55 0.02 0.32
CDP05542 (4) 3312 0.34 19.49 0.40 26.31 037 0.37 53.75 0.46 63.15 0.50 5845 0.11 048 139.04 0.75 182.63 0.31 160.83 0.19 0.53
CDP06914 (4) 26.01 0.23 1255 0.08 19.28 049 0.16 40.02 0.55 31.02 0.46 3552 0.18 0.50 116.05 0.97 142.07 0.64 129.06 0.14 0.80
CDP01507 (4) 29.33 0.22 15.70 0.29 2252 043 0.25 86.17 0.42 36.32 0.32 6125 0.58 0.37 168.01 0.63 287.87 0.36 227.94 0.37 0.50
CDP01040 (4) 26.35 0.04 24.04 0.23 2519 0.06 0.13 38.74 0.19 51.22 0.38 4498 020 0.28 291.65 0.16 233.77 0.12 262.71 0.16 0.14
CDP04259 (4) 2491 0.19 13.36 0.10 19.13 043 0.15 55.83 0.44 55.95 0.31 55.89 0.00 0.37 112.43 0.78 309.19 0.14 210.81 066 0.46
CDP03190 (4) 23.31 0.28 23.10 0.23 2321 0.01 0.26 4552 0.73 4237 0.25 4394 0.05 049 36.63 1.37 187.78 0.33 112.20 0.95 0.85
CDP02554 (4) 34.74 0.28 1281 0.25 2378 065 0.26 29.63 0.55 19.60 0.20 2461 029 0.37 1580 1.98 174.83 0.21 9532 1.18 1.10
CDP01972 (4) 25.65 0.16 17.68 0.18 2166 0.26 0.17 28.05 0.12 3460 0.34 3132 015 0.23 178.92 0.29 315.62 0.16 24727 0.39 0.23
CDP02614 (5) 1852 0.20 10.17 0.09 1434 041 0.15 103.39 0.79 80.23 0.11 91.81 0.18 045 132.04 0.35 121.70 0.55 126.87 0.06 0.45
CDP00210 (5) 26.23 0.14 10.91 0.35 1857 058 0.24 91.88 0.05 30.27 0.59 61.08 0.71 0.32 161.26 0.09 164.47 0.65 162.86 0.01 0.37
CDP00906 (5) 21.90 0.13 16.22 0.21 19.06 021 0.17 51.07 0.09 73.18 0.39 6212 025 0.24 106.02 0.18 58.34 0.19 8218 041 0.19
CDP07874 (5) 21.71 0.01 18.26 0.25 19.98 0.12 0.13 76.88 0.38 90.37 0.31 8362 0.11 0.35 144.87 0.46 99.38 0.29 12212 0.26 0.38
CDP04299 (6) 17.37 0.08 9.33 0.15 1335 043 0.11 95.64 0.25 82.59 0.31 89.11 0.10 0.28 155.28 0.23 149.90 0.34 152.59 0.02 0.28
CDP01280 (6) 18.07 0.10 7.88 0.31 1297 056 0.21 98.90 0.30 90.26 0.40 9458 0.06 0.35 132.65 0.30 80.29 0.01 106.47 0.35 0.15
CDP00929 (6) 19.60 0.15 1125 0.25 1542 0.38 0.20 112.63 0.45 134.55 0.09 123.59 0.13 0.27 173.36 0.20 125.84 0.45 149.60 0.22 0.32
CDP07339(7) 23.01 0.18 14.33 0.21 1867 0.33 0.20 8245 0.51 52.16 0.25 67.31 032 0.38 201.59 0.20 160.89 0.41 181.24 0.16  0.31
CDP04235(8) 2555 0.06 17.29 0.22 2142 027 0.14 7852 0.25 58.82 0.24 68.67 0.20 0.24 132.65 0.15 7764 0.29 105.15 0.37 0.22
CDP07166 (8) 19.62 0.27 14.56 0.19 1709 021 023 77.78 0.90 57.85 0.06 67.82 0.21 048 23478 0.44 187.37 0.17 211.08 0.16 0.30
CDP02826 (9) 23.33 0.37 11.29 0.11 17.31 049 024 129.66 0.48 73.02 0.50 101.34 0.40 049 149.24 0.31 101.66 0.37 12545 0.27 0.34
CDP08786 (9) 16.94 0.09 12.87 0.15 1490 019 0.12 31.15 0.01 85.11 0.22 58.13 0.66 0.11 60.50 1.37 122.94 0.26 9172 048 0.82
CDP06270 (9) 20.27 0.21 1246 0.24 16.37 0.34 023 7352 047 69.54 0.27 7153 0.04 0.37 7191 083 211.81 0.44 141.86 0.70 0.64
CDP06009 (9) 22.78 0.13 15.10 0.16 1894 029 0.14 5428 0.18 85.93 0.43 70.11 032 0.30 112.13 0.67 152.14 0.09 132.13 0.21 0.38
CDP05658 (10) 19.86 0.10 27.17 0.61 2351 022 0.35 58.96 0.03 78.80 0.59 68.88 0.20 0.31 146.20 0.19 96.26 0.47 12123 0.29 0.33
CDP04133 (10) 20.04 0.01 1221 0.21 16.13 0.34 0.11 60.81 0.16 5241 047 56.61 0.10 0.31 117.83 0.35 132.42 0.22 12513 0.08 0.28
CDP05229 (10) 18.57 0.21 10.27 0.16 1442 041 0.19 39.54 0.46 70.24 0.18 5489 040 0.32 89.98 0.63 162.72 0.07 126.35 041 0.35
CDP00155 (10) 18.44 0.19 13.99 0.18 1621 0.19 0.18 44.09 0.50 4764 0.17 4586 0.05 0.34 144.36 0.19 84.35 0.57 114.35 0.37 0.38
CDP07582 (10) 20.96 0.17 13.12 0.39 17.04 033 0.28 4793 0.33 51.76 0.40 4985 0.05 0.37 90.02 0.40 110.33 0.50 100.17 0.14 0.45
CDP08091 (10) 19.27 0.07 12.98 0.32 16.13 0.28 0.19 4882 043 40.83 0.29 4483 0.13 0.36 150.34 0.52 189.97 0.06 170.15 0.16  0.29
CDP00700 (10) 19.33 0.03 16.24 0.28 17.78 012 0.15 6845 0.73 4398 0.36 56.21 031 0.54 176.8 0.26 4598 0.04 111.39 0.83 0.15
CDP01469 (10) 19.78 0.09 17.30 0.19 1854 0.09 0.14 57.21 0.20 6597 045 6159 0.10 0.33 166.24 0.21 117.24 0.11 141.74 0.24 0.16
CDP07889 (10) 20.34 0.14 15.16 0.13 17.75 021 0.14 5463 0.41 5470 0.46 5466 0.00 044 4054 1.98 130.38 0.28 8546 0.74 1.13
CDP08014 (10) 18.66 0.13 11.91 0.13 1529 0.31 0.13 31.60 0.19 4407 0.34 3784 023 0.27 79.44 0.70 127.25 0.19 103.35 0.33 0.44
CDP01988 (10) 17.81 0.03 15.65 0.22 16.73 0.09 0.12 3494 0.15 53.63 0.06 4428 0.30 0.10 175.49 0.17 266.96 0.00 22123029 0.09
CDP09344 (10) 18.10 0.06 15.90 0.35 17.00 0.09 0.21 28.16 0.07 5340 0.21 40.78 044 0.14 187.63 0.15 87.57 0.58 137.60 0.51 0.37
CDP02195 (10) 20.89 0.06 16.40 0.31 1864 017 0.18 80.03 0.80 52.53 0.05 66.28 0.29 043 155.68 0.06 89.88 0.69 122.78 0.38 0.38
CDP08780 (10) 18.34 0.07 15.32 0.34 16.83 0.13 0.20 49.08 0.03 3225 0.26 4066 0.29 0.14 134.24 0.28 61.33 043 97.78 053 0.35
CDP08427 (10) 17.29 0.05 1842 0.35 1786 0.04 0.20 2453 0.33 6114 045 42.83 0.60 0.39 230.54 0.33 9546 0.52 163.00 0.59 0.43
CDP07052 (10) 20.12 0.11 16.69 0.26 1841 013 0.18 4959 0.41 50.22 0.41 4990 0.01 0.41 200.11 0.31 81.94 0.12 141.02 0.59 0.21

1IPCV:Intra-population coefficient of variation fahe year?lYCV Inter-year coefficient of variation (using than contents of 2009 and 20FmIPCV:Mean IPCV.
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Table 3 (Cont.).B-carotene, lycopene and ascorbic acid contentskmpyand coefficients of variation detected in evaddapopulations. For each population variety
is indicated in parentheses (refer to table 1).

B-Carotene Content (mg kg-') Lycopene Content (mg kg-') Ascorbic Acid Content (mg kg-")

) 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL
Populations ‘Mean IPCV! Mean IPCV! Mean [YCV2 mIPCV3 Mean [PCV! Mean [PCV! Mean [YCV2 mIPCV3 Mean IPCV! Mean [PCV! Mean YCV2 mIPCV3
CDP00386 (10) 28.71 0.10 11.51 0.21 2011 060 0.15 82.74 0.25 33.85 0.54 58.30 0.59 0.39 142.93 0.28 116.00 0.37 129.46 0.15 0.33
CDP04512 (10) 19.10 0.06 15.37 0.19 1724 015 0.12 50.02 0.18 66.06 0.11 58.04 020 0.14 203.78 0.05 87.04 0.29 14541 0.57 017
CDP05422 (10) 16.47 0.17 14.18 0.30 1532 011 0.23 27.62 0.06 59.64 0.80 4363 0.52 043 185.02 0.11 60.59 0.17 122.81 0.72 0.14
CDP00604 (10) 20.75 0.09 14.91 0.30 1783 0.23 0.19 58.31 0.10 58.17 0.13 58.24 0.00 0.12 143.41 0.20 76.00 0.32 109.71 043 0.26
CDP03096 (10) 20.50 0.09 14.65 0.12 1758 0.24 0.10 57.71 0.31 46.34 048 52.02 0.15 0.40 132.65 0.31 87.19 0.59 109.92 0.29 0.45
CDP01971 (10) 17.67 0.12 12.26 0.07 1496 0.26 0.09 5125 0.49 30.67 0.16 4096 0.36 0.33 145.26 0.03 5521 0.40 100.24 0.64 0.21
CDP05938 (10) 22.20 0.10 13.80 0.15 18.00 0.33 0.12 63.11 0.38 3751 0.18 50.31 0.36 0.28 103.80 0.71 96.19 0.78 99.99 0.05 0.75
CDP01138 (10) 19.40 0.00 16.56 0.40 1798 0.11 0.20 4456 0.15 5110 0.25 47.83 0.10 0.20 169.90 0.24 210.31 0.18 190.10 0.15 0.21
CDP01746 (10) 18.22 0.10 17.00 0.07 1761 0.05 0.08 4149 0.58 4853 0.21 4501 0.11 040 139.07 0.15 7495 043 107.01 042 0.29
CDP08999 (10) 20.17 0.16 15.11 0.04 1764 020 0.10 6543 0.49 60.56 0.46 63.00 0.05 048 196.76 0.22 140.61 0.41 168.68 0.24 0.31
CDP08761 (10) 18.99 0.07 11.61 0.07 153 034 0.07 49.88 0.49 4491 0.34 4739 0.07 0.41 84.19 1.19 167.99 0.75 126.09 0.47 0.97
CDP09432 (10) 22.92 0.28 12.78 0.09 1785 040 0.19 121.95 0.58 3515 0.05 7855 0.78 0.32 162.31 0.22 105.92 0.15 13411 0.30 0.19
CDP02095 (11) 18.39 0.07 11.61 0.28 1500 0.32 0.17 4133 0.18 5489 0.25 4811 020 0.21 149.11 0.29 219.80 0.37 184.45 0.27 0.33
CDP06083 (12) 19.89 0.11 1221 0.23 16.05 0.34 017 152.20 0.77 112.24 0.32 13222 021 0.54 3252 1.16 112.97 0.41 7274 078 0.78
CDP04079 (12) 17.25 0.08 11.69 0.30 1447 027 0.19 51.98 0.57 107.25 0.26 7962 049 042 107.39 1.02 178.35 0.58 142.87 0.35 0.80
CDP06446 (12) 19.07 0.21 10.98 0.38 15,02 0.38 0.30 78.67 0.35 7852 0.75 78.59 0.00 0.55 191.26 0.35 116.69 0.59 153.97 0.34 047
CDP05734 (12) 17.62 0.13 11.84 0.20 1473 028 017 6349 0.25 97.19 0.32 80.34 030 0.28 138.39 0.18 108.77 0.48 123.58 0.17 0.33
CDP01712(12) 20.49 0.17 13.33 0.06 16.91 030 0.12 94.33 0.62 89.23 0.17 91.78 0.04 0.39 196.38 0.35 9347 0.29 144.92 0.50 0.32
CDP04056 (12) 19.30 0.09 1457 0.17 1693 0.20 0.13 118.53 0.23 112.26 0.09 11540 0.04 0.16 7855 1.23 72.38 045 7547 0.06 0.84
CDP02391 (12) 20.43 0.17 10.38 0.21 1541 046 0.19 5842 0.40 78.02 0.30 6822 020 0.35 132.77 0.22 161.09 0.56 146.93 0.14 0.39
CDP08320 (12) 19.47 0.17 9.94 025 1470 046 0.21 85.98 0.64 96.17 0.38 91.08 0.08 0.51 202.83 0.10 120.78 0.13 161.81 0.36  0.11
CDP07064 (13) 38.55 0.46 2453 0.25 3154 031 0.36 9464 0.51 76.76 0.15 8570 0.15 0.33 117.36 0.23 126.22 0.28 121.79 0.05 0.25
CDP04562 (13) 24.01 0.01 13.26 0.15 1863 041 0.08 112.13 0.46 46.35 0.33 79.24 059 0.39 133.84 0.91 96.22 0.29 115.03 0.23 0.60
CDP08690 (14) 16.31 0.11 10.25 0.36 1328 032 0.23 30.81 0.33 53.10 0.53 4196 0.38 043 154.07 0.13 133.17 0.23 143.62 0.10 0.18
CDP05702 (14) 17.08 0.05 12.03 0.08 1456 0.25 0.06 3152 0.18 7521 0.31 53.37 0.58 0.25 161.28 0.57 187.38 0.39 174.33 011 048
CDP04903 (14) 20.46 0.10 9.66 0.20 1506 0.51 0.15 58.08 0.20 55.61 0.34 56.84 0.03 0.27 33.68 1.08 106.71 0.57 70.19 0.74 0.82
CDP00764 (14) 20.41 0.15 11.63 0.06 16.02 0.39 0.10 4355 0.16 7465 0.62 59.10 0.37 0.39 2116 1.15 124.09 0.36 7263 1.00 0.76
CDP01302 (14) 18.37 0.00 12.54 0.13 1546 0.27 0.06 3468 0.27 7342 0.4 5405 0.51 0.34 0.00 0.00 114.82 0.92 5741 141 046
CDP09459 (14) 19.98 0.36 13.00 0.03 1649 030 0.19 7917 0.95 85.00 0.35 82.08 0.05 0.65 146.74 0.42 237.67 0.30 192.20 0.33 0.36
CDP04904 (14) 19.45 0.03 11.55 0.14 1550 0.36 0.09 90.95 0.40 7199 0.19 8147 0.16 0.29 190.61 0.05 122.70 0.29 156.65 0.31 0.17
CDP05992 (14) 18.06 0.17 10.01 0.23 1403 041 020 39.63 0.7 60.36 0.41 50.00 0.29 0.56 38.85 1.16 96.46 047 67.66 0.60 0.82
CDP07661 (14) 15.52 0.06 7.95 0.26 11.73 046 0.16 2286 0.27 4231 043 3258 042 0.35 62.25 0.86 124.26 0.76 93.26 047 0.81
CDP03526 (14) 16.99 0.14 10.86 0.25 1393 0.31 0.19 97.12 0.51 101.57 0.60 99.35 0.03 0.56 85.89 0.63 64.21 0.46 75.05 020 0.54
CDP04303 (14) 22.47 0.00 12.08 0.02 17.27 043 0.01 229.54 0.51 7432 0.37 151.93 0.72 0.44 142.28 0.42 168.83 0.68 155.56 0.12 0.55
CDP04008 (14) 16.67 0.06 1241 0.25 1454 021 0.15 61.73 0.02 82.02 0.28 7187 020 0.15 210.32 0.08 156.18 0.35 183.25 0.21 0.21
CDP06491 (15) 21.18 0.18 10.65 0.10 1592 047 0.14 4843 044 5424 0.31 51.33 0.08 0.38 113.51 0.30 126.39 0.84 119.95 0.08 0.57
CDP07303 (16) 21.45 0.19 15.79 0.15 1862 0.22 017 73.64 0.61 90.61 0.22 8212 0.15 042 153.40 0.15 100.70 0.41 127.05 0.29 0.28
CDP01509 (16) 19.56 0.06 10.32 0.30 1494 044 0.18 81.27 0.16 4229 0.18 6178 045 0.17 131.42 017 5591 0.16 93.67 057 0.17
CDP04333 (16) 19.53 0.16 12.73 0.22 16.13 0.30 0.19 65.20 0.49 81.20 0.30 7320 0.15 0.40 1499 1.99 134.31 0.51 7465 113 1.25
CDP01090 (16) 21.50 0.04 11.51 0.51 16.50 043 0.28 50.52 0.42 62.83 0.48 56.68 0.15 045 81.78 0.25 133.10 0.54 107.44 0.34 0.40
CDP00616 (16) 20.12 0.14 14.12 0.16 1712 025 0.15 7417 0.15 7262 040 7340 0.01 0.27 49.01 1.09 76.58 0.49 62.79 031 0.79
CDP02722 (16) 19.27 0.11 10.51 0.20 1489 042 0.15 54.70 0.36 50.27 0.30 5248 0.06 0.33 112.92 0.08 143.58 0.51 128.25 0.17 0.29
CDP05254 (16) 18.90 0.08 15.36 0.33 1713 015 0.20 55.10 0.27 8348 0.30 69.29 029 0.28 160.95 0.25 159.23 0.20 160.09 0.01 0.22
CDP06161 (16) 20.97 0.16 14.84 0.16 1790 0.24 0.16 62.73 0.38 79.75 0.32 7124 017 0.35 63.63 0.92 135.34 0.13 9949 051 0.53
CDP05260 (16) 19.89 0.10 12.08 0.24 1599 035 0.17 62.77 0.31 58.80 0.22 60.79 0.05 0.26 115.21 0.51 150.13 0.21 132.67 0.19 0.36
CDP07291 (16) 19.24 0.23 10.69 0.38 1497 040 0.30 5543 0.70 56.71 0.51 56.07 0.02 0.61 76.49 0.53 248.24 0.22 162.36 0.75 0.37
CDP08276 (16) 18.91 0.14 18.69 0.10 1880 0.01 0.12 39.83 0.04 90.87 0.17 65.35 0.55 0.11 191.77 0.07 102.39 0.21 147.08 043 0.14
CDP01343 (16) 21.13 0.17 13.56 0.13 17.35 0.31 0.15 66.52 0.38 62.93 0.31 64.73 0.04 0.34 107.48 0.40 157.91 0.61 132.69 0.27 0.51

1IPCV:Intra-population coefficient of variation fane year?lYCV Inter-year coefficient of variation (using than contents of 2009 and 20FmIPCV:Mean IPCV.
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Table 3 (Cont.).p-carotene, lycopene and ascorbic acid contentk(iyy) and coefficients of variation detected in exakd populations. For each population variety
is indicated in parentheses (refer to table 1).

B-Carotene Content (mg kg-') Lycopene Content (mg kg-') Ascorbic Acid Content (mg kg-")

) 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL
Populations Mea IPCV Mean IPCV Mean 1YCV mIPCV Mean IPCV Mean IPCV Mean [YCV mIPCV Mean IPCV Mean IPCV Mean |IYCV mIPCV
CDP04640 (16) 219 0.27 1543 0.18 1866 0.25 0.22 66.52 0.38 57.65 0.19 62.08 0.10 0.28 165.8 0.25 77.35 0.20 1216 051 0.22
CDP00623 (16) 213 0.16 2421048 2275 0.09 0.32 53.22 0.27 125.0 0.20 89.12 057 0.24 5459 0.77 146.5 0.20 100.5 0.65 0.49
CDP04486 (16) 215 0.12 15.97 0.49 18.74 0.21 0.30 56.44 0.26 108.7 0.66 82.60 045 0.46 169.7 0.29 176.9 0.64 173.3 0.03 047
CDP04829 (16) 17.2 0.06 14.30 0.28 15.76 0.13 017 92.51 0.03 90.92 0.29 91.71 001 0.16 98.66 0.15 84.11 0.36 91.38 0.11 0.25
CDP09978 (16) 194 0.14 24.34 0.29 2187 0.16 0.21 4212 017 107.6 0.27 7487 062 022 156.9 0.14 133.2 0.12 145.0 0.12 0.13
CDP08151 (16) 18.1 0.10 13,67 0.15 1593 0.20 0.13 70.62 0.60 75.14 0.20 72.88 0.04 040 142.3 043 123.7 0.30 133.0 0.10 0.37
CDP02310 (16) 20.7 0.10 16.30 0.18 1851 0.17 0.14 77.74 043 73.25 0.13 7550 0.04 0.28 65.94 1.06 153.7 0.40 109.8 0.57 0.73
CDP00450 (16) 20.2 0.08 22.70 0.30 2146 0.08 0.19 94.86 0.73 1239 027 1094 0.19 0.50 1571 0.36 180.6 0.29 168.8 0.10 0.32
CDP07489 (16) 19.3 0.05 14.30 0.17 16.81 0.21 0.1 52.80 0.02 79.23 0.21 66.01 0.28 0.11 125.6 0.07 1104 0.25 118.0 0.09 0.16
CDP00960 (16) 27.3 0.05 15.09 0.21 2124 041 013 92.02 0.07 77.78 0.22 8490 0.12 0.15 113.5 0.12 84.36 0.15 98.94 021 0.14
CDP04423 (16) 196 0.17 21.39 0.28 2049 0.06 0.22 6112 0.63 92.28 0.28 76.70 029 0.46 201.8 0.38 92.08 0.47 146.9 0.53 042
CDP04372 (16) 19.5 0.20 17.91 0.52 18.73 0.06 0.36 68.64 0.56 75.73 047 7219 0.07 052 2442 0.41 120.1 0.25 1821 048 0.33
CDP02109 (16) 219 0.19 11.88 0.28 16.91 042 0.23 74.05 0.36 57.25 0.24 65.65 0.18 0.30 80.11 1.21 114.8 0.52 9746 025 0.86
CDP05333 (16) 182 0.14 9.74 0.06 13.98 043 0.10 9466 0.40 80.80 0.27 87.73 0.11 0.33 132.2 0.15 256.6 0.92 1944 045 0.54
CDP05691 (16) 19.5 0.08 15.18 0.33 17.36 0.18 0.20 52.14 0.29 92.15 0.40 7215 039 0.35 206.3 0.14 87.74 0.06 147.0 057 0.10
CDP00142 (16) 23.8 0.29 13.88 0.13 18.88 0.37 0.21 70.56 0.72 66.98 0.15 68.77 0.04 044 2129 0.29 403.3 1.09 308.1 044 0.69
CDP05729 (16) 30.2 0.39 13.28 0.13 21.77 055 0.26 147.8 0.65 7470 042 111.2 046 053 121.6 0.77 148.5 0.48 1351 0.14 0.62
CDP01649 (16) 20.0 0.20 1221 0.18 16.12 0.34 0.19 93.78 0.99 76.35 0.27 85.06 0.14 0.63 73.92 0.70 201.7 042 137.8 0.66 0.56
CDP01949 (16) 236 0.17 14.87 0.16 19.28 0.32 0.16 68.54 0.18 80.67 0.08 7460 0.11 0.13 148.1 0.36 1541 0.70 1511 0.03 0.53
CDP08595 (16) 22.0 0.09 12.79 0.30 1742 0.38 0.19 104.6 0.27 76.20 0.45 9041 022 0.36 111.6 0.56 132.9 0.51 1222 0.12 0.53
CDP02589 (16) 204 0.19 11.92 0.13 16.16 0.37 0.16 59.79 0.58 86.04 0.18 7292 025 0.38 1734 0.39 156.3 0.09 164.8 0.07 0.24
CDP04915 (16) 16.2 0.08 9.37 023 1282 0.38 0.15 29.74 0.04 4258 0.31 36.16 025 0.18 101.3 0.12 128.0 0.44 1146 0.16 0.28
CDP02182 (16) 229 0.31 12.75 0.29 17.84 040 0.30 115.6 0.88 68.77 0.27 9219 036 0.57 1524 027 150.6 0.45 1515 0.01 0.36
CDP04052 (16) 243 0.14 20.35 0.40 2236 0.13 0.27 69.21 0.37 65.13 045 67.17 0.04 0.41 54.89 1.02 169.2 0.50 112.0 0.72 0.76
CDP06753 (16) 21.0 0.10 12.88 0.23 16.99 0.34 0.16 63.16 0.30 54.00 0.26 58.58 0.11 0.28 134.3 0.49 89.76 0.19 112.0 0.28 0.34
CDP01197 (16) 28.8 0.02 1421 0.15 2153 0.48 0.09 112.8 0.42 84.00 0.26 9840 021 0.34 92.67 0.11 140.5 0.50 116.5 0.29 0.31
CDP01646 (16) 284 0.19 1713 0.35 2281 035 0.27 74.26 0.50 65.89 0.34 70.08 0.08 042 14.04 125 86.49 0.64 50.27 1.02 0.95
CDP05266 (16) 26.7 0.00 13.50 0.23 20.14 047 0.12 108.4 0.18 62.99 0.07 85.70 0.37 0.13 1171 0.23 1422 0.23 129.6 0.14 0.23
CDP03596 (16) 273 0.20 15.33 0.44 2131 040 0.32 85.12 0.39 72.82 048 7897 0.11 043 62.08 1.20 104.7 0.44 8340 0.36 0.82
CDP07231 (16) 16.9 0.03 11.53 0.27 1423 0.27 0.15 2722 0.25 58.68 0.29 4295 052 0.27 90.90 1.15 162.8 0.22 126.9 0.40 0.69
‘Razymo RZ' 21.8 0.31 1141 0.20 16.65 045 0.26 70.26 0.42 4854 0.25 5940 026 0.33 76.31 0.93 100.8 0.45 88.57 0.20 0.69
‘Gransol RZ' 204 0.15 24.80 0.54 2261 0.14 0.35 58.86 0.36 103.3 0.45 81.11 039 041 1155 0.54 146.8 0.26 1311 0.17 040
‘Piccota RZ’ 26.9 0.09 25.82 0.23 26.39 0.03 0.16 53.23 0.17 55.66 0.08 5445 0.03 0.13 183.0 1.07 3274 0.71 2552 040 0.89
‘Mariscal RZ’ 19.7 0.09 12,67 0.13 16.20 0.31 0.1 117.7 0.34 73.20 0.23 9548 0.33 0.29 106.6 1.13 57.99 0.31 82.30 042 0.72

1IPCV:Intra-population coefficient of variation fahe year?lYCV Inter-year coefficient of variation (using than contents of 2009 and 20FmIPCV:Mean IPCV.
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Table 4.Varietal mean contents and levels of variation.

Ascorbic acid (mg k) B-carotene (mg k8 Lycopene (mg kg) I(r)r:glcafﬁ(:in; ci:((:j 10<:Oqgtent$nr§i]z>l<i$2ngtl) activity
s g g = g EE
VREY oS53 53 % £853 58 % 583 s0 % 58350 % 2 55 %
$8288 2% 3 $£858 £E 5 2588 £% 2 $88fE 3 28 £E 3

‘Amarillo’ 1 149.54 0.12 0.00 10.73 0.09 0.00 12.40 0.14 0.0067.22 0.18 0.00 3.59 0.13 0.00
‘Centenares’ 1 221.27 0.42 0.00 19.81 0.11 0.00 100.76 0.28 0.0065.32  0.08 0.00 3.63 0.37 0.00
‘Cuarenteno’ 6 161.93 0.34 0.36 16.58 0.13 0.09 65.90 0.30 0.2145.80 0.21 0.13 247 0.42 0.09
‘De colgar’ 10 184.84 0.61 0.48 23.59 0.22 0.25 48.31 0.41 0.43%0.45 0.20 0.31 2.94 0.29 0.27
‘De la pera’ 4 122.85 0.36 0.28 17.68 0.16 0.19 74.28 0.35 0.3344.78 0.19 0.48 271 0.40 0.34
‘De pera’ 3 136.99 0.27 0.22 13.84 0.18 0.12 99.31 0.28 0.2241.69 0.17 0.25 2.97 0.14 0.08
‘Elchero’ 1 181.24 0.33 0.00 18.67 0.20 0.00 67.31 0.38 0.039.41 0.34 0.00 3.27 0.28 0.00
‘Flor de
baladre’ 2 156.12 0.29 0.48 19.26 0.18 0.15 68.24 0.36 0.0139.01 0.21 0.10 3.09 0.15 0.06
‘Gordo rojo’ 4 126.04 0.57 0.30 17.07 0.18 0.13 77.16 0.30 0.3445.44 0.22 0.09 3.39 0.39 0.17
‘Muchamiel’ 28 130.66 0.37 0.36 17.31 0.16 0.17 52.07 0.32 0.341.78 0.19 0.31 3.17 0.25 0.22
‘Negre’ 1 194.05 0.30 0.00 14.62 0.15 0.00 47.97 0.22 0.0040.47 0.16 0.00 2.58 0.58 0.00
‘Pimiento’ 8 126.83 0.54 0.37 15.53 0.19 0.10 92.16 0.38 0.2661.93 0.21 0.32 3.25 0.38 0.24
‘Redondo rojo’ 2 119.84 0.49 0.12 25.09 0.22 0.38 82.47 0.36 0.2333.69 0.19 0.17 2.84 0.34 0.19
‘Rosa’ 12 120.10 0.56 0.51 14.82 0.13 0.12 69.55 0.39 0.533.20 0.19 041 3.02 0.31 0.37
‘Tres cantos’ 1 51.33 0.38 0.00 15.92 0.14 0.00 51.33 0.38 0.00 8.253 0.36 0.00 2.63 0.36 0.00
‘Valenciano’® 42 73.83 0.33 0.29 18.13 0.20 0.21 73.83 0.33 0.218.56  0.20 0.22 294 0.30 0.24

IMean mIPCV: Mean intra-population coefficient ofiation for both years?VCV: Intra-varietal coefficient of variation.

118



Caracterizacion calidad funcional

Additionally, it accumulate high levels of total gofolic content. Variety ‘Centenares’
showed in general high values for all the compoumdsle ‘De pera’ and ‘Pimiento’
stood out for lycopene accumulation (‘Pimiento’calsr total phenolic content) and ‘De
colgar’ and ‘Redondo rojo’ fop-carotene (‘De colgar’ also for total phenolic camt).
The highest antioxidant activity values were reedrdn the varieties ‘Amarillo’ and
‘Centenares’.

Ascorbic acid

Ten populations showed ascorbic acid contents hitdja@ 200 mg kg, and one of them
higher than 300 mg ki(table 3). In several cases though, IYCV was consideralgig,h
meaning that the contents were year dependanttarg] these populations could be
considered unstable. Nevertheless, population CD#D@&om ‘Valenciano’ with 308.1
mg kgtand IYCV of 0.44, population CDP01040 from ‘De cafgwith 262.7 mg kg
and IYCV of 0.16, population CDP05973 from ‘Cuasstd’ with 216.1 mg kg and
IYCV of 0.10 cv and population CDP05079 from ‘Degar’ with 253.6 mg kg and
IYCV of 0.02 could be interesting for their highdastable ascorbic acid accumulation.

Carotenoids

In the case of lycopene, eight populations shoveadents higher than 100 mgk¢able

3). The highest mean contents were detected indpalations CDP04303 from ‘Rosa’
with 151.9 mg kg and CDP06083 from ‘Pimiento’ with 132.2 mgkgn the case of
population CDP04303 the IYCV was considerably high72) and showed high
differences in the mean content for each yearpbptlations CDP06083, or CDP00929
from ‘De pera’, with mean content of 123.59 mg‘kghowed medium to high contents
with low IYCV (0.21 and 0.13 respectively).

RegardingB-carotene accumulation, 23 populations showed ngeatents higher than
20 mg kg' and two of them, populations CDP07064 of ‘RedoRd§p’ and CDP03774
of ‘De colgar’, outreached 30 mg Kgwith intermediate levels of IYCV (0.31 and 0.32
respectively).

As shown above, it was possible to identify mateméth moderate to high contents and
low IPCV and IYCV indicating a high degree of stapi It was much more difficult to
identify materials with outstanding values for ssveompounds. In fact, no significant
important correlations were found between ascoabid and carotenoids nor between
lycopene ang-carotenet@ble 2). Nonetheless, populations CDP05729 and CDP00450
of the variety ‘Valenciano’ combined moderate tghilevels of3-carotene and lycopene.

Total phenolic content

Five accessions reached mean total phenolic canégiter than 75 mg caffeic acid 100
g (table 5). Accessions CDP04259 of ‘De colgar’ and CDP0O0&1De la pera’ reached
contents between 75 and 80 mg caffeic acid 1§0npile accessions 61 CDP04133 of
‘Muchamiel’, CDP04056 of 'Pimiento’ and CDP09459 ‘®osa’ had mean contents
higher than 80 mg caffeic acid 100".gAll of them showed highly year dependant
contents, with IYCV around 0.5, though the intr@plation variation was low with mean
IPCV lower than 0.1. Accession CDP087340f ‘Centegawhile having a lower mean
content (65.3 mg caffeic acid 10d)gshowed a high inter year stability with IYCV of
0.03 and a moderated intra-population variatio /R f 0.4).
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Table 5. Total phenolic content (mg 108fyv) and antioxidant activityyimol TE g* fw) and coefficients
of variation detected in evaluated populations.damh population variety is indicated in parentbésefer
to table 1).

Total Phenolic Content (mg 100g") Antioxidant activity (umol TE g-')
2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL
Populations I'gg; Mean IPCV'  Mean IYCV2 Mean Mean IPCV'  Mean IYCV2
CDP01733 (1) n.dzs 57,22 0,18 5722 nd. nd. 359 0,13 359  nd.
CDP08734 (2) 66,72 63,92 0,40 6532 0,03 4,53 273 035 363 035
CDP07243 (3) 44,05 37,97 0,35 41,01 0,10 2,28 226 028 2,27 0,00
CDP07457 (3) 36,94 51,74 024 4434 0,24 3,96 1,08 033 252 081
CDP05973 (3) 28,17 48,39 0,29 3828 0,37 2,13 330 020 271 0,31
CDP04955 (3) 37,48 54,43 0,15 4595 0,26 2,33 189 0,59 211 015
CDP08237 (3) 68,44 42,37 044 5540 0,33 2,31 279 042 255 0,13
CDP07843 (3) 35,40 64,19 0,09 49,80 041 3,19 2,08 0,09 264 030
CDP05385 (4) 41,97 75,30 0,19 58,63 0,40 5,20 1,99 0,18 359 0,63
CDP05079 (4) 59,29 59,67 027 59,48 0,00 4,55 1,72 0,50 3,14 064
CDP05542 (4) 36,25 4886 0,17 42,55 0,21 3,39 2,77 0,33 308 014
CDP06914 (4) 19,92 62,94 0,10 4143 073 6,99 222 025 460 0,73
CDP01507 (4) 25,64 47,37 0,20 36,50 0,42 3,03 165 041 2,34 042
CDP01040 (4) 34,34 57,06 0,24 4570 0,35 2,62 360 0,12 311 022
CDP04259 (4) 106,69 51,21 0,03 78,95 0,50 1,73 2,26 0,05 1,99 0,19
CDP03190 (4) 17,36 34,39 0,21 2587 047 1,64 2,63 037 213 033
CDP02554 (4) 56,54 77,06 0,10 66,80 0,22 1,79 29 042 23 033
CDP01972 (4) 47,69 49,53 0,35 48,61 0,03 3,32 271 080 302 014
CDP02614 (5) 26,16 4254 0,18 3435 0,34 1,10 2,88 048 1,99 0,63
CDP00210 (5) 111,58 4177 0,11 76,67 0,64 4,33 339 013 386 017
CDP00906 (5) 28,41 4326 0,34 3584 0,29 3,82 225 028 304 037
CDP07874 (5) 23,53 4101 032 3227 038 1,72 220 017 1,96 0,18
CDP04299 (6) 28,11 41,16 0,15 3464 027 3,95 239 027 317 035
CDP01280 (6) 54,31 52,56 0,28 53,43 0,02 3,37 2,73 017 305 015
CDP00929 (6) 30,09 4390 0,18 3699 026 2,56 283 059 2,70 0,07
CDP07339 (7) 30,67 48,16 0,16 3941 0,31 3,25 329 0,09 327 0,01
CDP04235 (8) 28,92 54,35 0,10 4164 043 3,74 2,71 0,03 322 023
CDP07166 (8) 35,07 3769 0,05 36,38 0,05 3,17 2,74 012 29 0,10
CDP02826 (9) 29,84 6512 0,30 4748 0,53 2,64 2,64 042 2,64 0,00
CDP08786 (9) 42,53 4532 0,13 4393 0,04 541 225 022 383 058
CDP06270 (9) 53,57 4580 0,34 4968 0,11 2,69 370 0,08 319 022
CDP06009 (9) 33,83 4754 0,15 40,68 0,24 5,01 2,75 0,40 388 041
CDP05658 (10) 27,19 52,35 0,19 39,77 045 1,18 297 032 2,07 0,61
CDP04133 (10) 111,49 5490 0,19 83,19 048 3,71 446 0,18 409 013
CDP05229 (10) 23,52 41,15 0,14 3234 039 1,62 2,75 0,18 2,18 037
CDP00155 (10) 3547 48,30 0,04 4188 0,22 327 3,09 012 3,18 0,04
CDP07582 (10) 37,83 4760 0,15 42,71 0,16 2,54 2,65 0,68 259 0,03
CDP08091 (10) 19,28 4429 023 31,78 0,56 4,88 263 041 375 042
CDP00700 (10) 34,21 53,44 0,23 43,83 0,31 3,21 363 038 342 0,09
CDP01469 (10) 31,08 56,10 0,23 4359 041 4,46 297 018 372 028
CDP07889 (10) 30,08 5528 0,27 42,68 042 3,08 437 0,26 373 024
CDP08014 (10) 42,63 46,50 0,25 4456 0,06 3,28 2,08 027 2,68 032
CDP01988 (10) 16,97 48,96 0,44 3297 0,69 2,90 149 0,54 220 046
CDP09344 (10) 9,04 51,33 0,11 30,18 0,99 4,76 434 0,60 4,55 0,07
CDP02195 (10) 98,33 28,96 0,24 63,65 0,77 2,38 260 029 249 0,06
CDP08780 (10) 34,52 32,76 0,16 33,64 0,04 3,07 2,68 012 2,88 0,110
CDP08427 (10) 23,42 36,27 0,18 29,84 0,30 2,90 39 0,14 344 022
CDP07052 (10) 79,12 5397 025 66,54 0,27 4,83 325 0,20 404 028
CDP00386 (10) 16,97 3873 0,24 2785 055 2,65 325 018 2,9 0,14
CDP04512 (10) 23,14 4991 0,29 36,52 0,52 3,48 411 0110 379 012
CDP05422 (10) 68,92 54,12 0,19 61,52 0,17 3,24 323 023 323 0,00
CDP00604 (10) 28,53 41,14 0,06 3484 0,26 2,65 260 043 262 0,01
CDP03096 (10) 13,36 43,18 0,03 2827 075 3,96 293 020 344 021
CDP01971 (10) 32,64 61,13 0,19 46,88 0,43 1,29 441 024 285 0,77
CDP05938 (10) 36,80 53,10 0,20 4495 0,26 3,38 331 043 334 001
CDP01138 (10) 29,53 53,26 0,40 4140 041 1,48 2,05 049 1,76 0,23
CDP01746 (10) 22,59 49,12 0,08 3586 0,52 4,40 2,70 0,19 355 0,34
CDP08999 (10) 20,95 7414 0,22 4755 0,79 2,14 346 023 280 033
CDP08761 (10) 12,08 4261 045 2735 0,79 3,87 395 0,58 391 001
CDP09432 (10) 34,33 3324 0,12 33,78 0,02 4,03 284 018 344 024
CDP02095 (11) 33,14 4779 0417 4047 0,26 2,21 2,94 012 2,58 0,20
CDP06083 (12) 21,50 81,58 0,12 51,54 0,82 5,58 161 022 35 0,78
CDP04079 (12) 27,26 67,32 0,17 47,29 0,60 3,21 246 027 283 019
CDP06446 (12) 34,78 51,09 0,18 4294 027 4,35 1,96 026 315 054
CDP05734 (12) 56,04 36,06 0,33 46,05 0,31 511 2,70 034 39 044
CDP01712 (12) 22,63 4523 0,17 3393 047 1,01 283 025 1,92 067

LIPCV:Intra-population coefficient of variation fahe year?lYCV Intra-year coefficient of variation
(using the mean contents of 2009 and 26t6).determined.
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Table 5 (Cont.). Total phenolic content (mg 106fy) and antioxidant activityymol TE g* fw) and
coefficients of variation detected in evaluated yapons. For each population variety is indicated
parentheses (refer to table 1).

Total Phenolic Content (mg 100g") Antioxidant activity (umol TE g-')
2009 2010 TOTAL 2009 2010 TOTAL
Populations m:i:; Mean IPCV!  Mean IYCV2 Mean Mean IPCV!  Mean IVCV?
CDP04056 (12) 120,11 58,66 0,09 89,39 049 4,43 364 026 404 0,14
CDP02391 (12) 60,67 5468 0,37 57,68 0,07 3,45 468 0,68 407 021
CDP08320 (12) 26,33 66,97 0,16 46,65 0,62 2,97 209 051 253 0,25
CDP07064 (13) 40,28 3497 0,19 37,63 0,10 3,56 288 041 322 0,115
CDP04562 (13) 20,79 38,70 0,19 29,74 043 2,63 228 030 245 0,10
CDP08690 (14) 17,69 3488 0,25 26,29 0,46 2,84 1,66 0,55 225 037
CDP05702 (14) 76,50 52,75 0,40 64,62 0,26 2,16 210 026 213 0,02
CDP04903 (14) 19,58 4422 013 31,90 055 2,81 342 045 312 0,14
CDP00764 (14) 27,33 37,75 0,05 3254 0,23 5,19 279 013 399 043
CDP01302 (14) 41,38 3516 0,16 38,27 0,11 3,81 244 0,19 313 0,31
CDP09459 (14) 118,49 5488 0,02 86,68 0,52 2,49 164 0,03 206 029
CDP04904 (14) nd. 4475 0,35 4475 n.d. nd. 477 035 477  nd.
CDP05992 (14) n.d. 54,28 0,42 5428 n.d. n.d. 453 0,10 453  nd.
CDPO07661 (14) 22,63 4524 0,15 3394 047 0,04 257 017 1,31 1,37
CDP03526 (14) 28,36 59,73 0,19 4405 0,50 5,42 287 035 414 043
CDP04303 (14) 28,76 3716 0,35 329 0,18 2,83 239 036 261 012
CDP04008 (14) 17,44 38,84 0,14 2814 0,54 1,90 246 041 218 0,18
CDP06491 (15) 41,97 3453 0,24 3825 0,14 3,14 213 051 263 027
CDP07303 (16) 24,79 3375 0,12 2927 0,222 2,07 391 0,31 299 044
CDP01509 (16) 24,35 52,73 0,13 38,54 0,52 2,40 375 0,34 3,07 0,31
CDP04333 (16) 31,04 52,44 0,05 4174 0,36 2,91 408 0,12 350 0,24
CDP01090 (16) 28,31 42,78 0,11 3554 0,29 1,99 425 0,17 312 0,51
CDP00616 (16) 37,52 3754 0,10 37,53 0,00 3,39 227 019 283 0,28
CDP02722 (16) 18,28 52,24 0,16 3526 0,68 2,10 377 022 294 040
CDP05254 (16) 36,45 3538 0,22 3591 0,02 1,07 292 023 2,00 0,65
CDP06161 (16) 61,62 50,27 0,02 5595 0,14 411 204 021 3,07 047
CDP05260 (16) 19,16 42,04 0,06 3060 0,53 372 248 042 310 0,28
CDP07291 (16) 19,07 3926 0,23 29,16 0,49 2,34 266 0,09 2,50 0,09
CDP08276 (16) 21,37 4968 0,20 3553 0,56 0,31 217 045 124 1,07
CDP01343 (16) 44,46 40,84 0,09 42,65 0,06 4,40 1,91 047 315 0,56
CDP04640 (16) 21,15 4442 0,26 32,79 0,50 2,04 213 0,26 2,09 0,03
CDP00623 (16) 37,25 42,86 0,06 40,06 0,10 2,88 303 052 295 0,04
CDP04486 (16) 12,43 4813 0,18 3028 0,83 3,18 209 0,09 264 029
CDP04829 (16) 31,05 61,19 0,35 46,12 0,46 3,69 305 037 337 0,14
CDP09978 (16) 18,73 63,60 0,24 4117 0,77 0,35 369 026 2,02 117
CDP08151 (16) 32,00 3329 0,14 32,64 0,03 2,91 333 037 312 0,10
CDP02310 (16) 26,82 60,78 0,27 4380 0,55 1,19 1,72 0,33 146 0,26
CDP00450 (16) 23,64 57,25 0,36 4045 0,59 1,40 321 0,36 231 056
CDP07489 (16) 13,81 5491 0,20 3436 0,85 433 309 029 371 0,24
CDP00960 (16) 15,23 419 0,33 28,60 0,66 6,94 1,98 043 446 0,79
CDP04423 (16) 22,56 39,73 0,18 31,14 0,39 2,51 365 0,26 3,08 0,26
CDP04372 (16) 21,57 32,14 0,23 26,85 0,28 1,92 2,77 027 235 0,26
CDP02109 (16) 26,85 51,59 0,13 3922 045 3,38 477 0,20 408 0,24
CDP05333 (16) 48,30 52,36 0,27 50,33 0,06 3,48 241 049 294 0,26
CDP05691 (16) 31,39 4516 0,30 3827 0,25 1,98 377 0,30 287 044
CDP00142 (16) 50,37 4147 0,09 4592 0,14 3,73 413 0,11 393 0,07
CDP05729 (16) 39,37 47,55 0,13 4346 0,13 3,45 404 026 374 0,1
CDP01649 (16) 65,39 50,34 0,20 57,86 0,18 3,50 275 0,39 312 017
CDP01949 (16) 24,15 4314 0,23 3364 040 2,86 227 031 256 0,16
CDP08595 (16) 51,46 65,04 0,26 58,25 0,16 2,58 207 029 2,33 0,115
CDP02589 (16) 29,10 2756 0,11 28,33 0,04 1,98 313 027 255 0,32
CDP04915 (16) 1,67 41,74 0,16 21,711 1,31 3,21 1,94 0,58 257 0,35
CDP02182 (16) 36,25 46,77 0,14 4151 018 5,35 3,07 0,21 421 0,38
CDP04052 (16) 30,72 4541 0,37 38,07 027 4,06 228 032 3,17 040
CDP06753 (16) 16,30 38,94 0,08 27,62 0,58 2,29 2,74 047 251 0,13
CDP01197 (16) 30,43 5143 0,14 4093 0,36 3,45 1,91 046 2,68 041
CDP01646 (16) 34,97 4534 0,19 40,16 0,18 2,99 408 0,15 354 0,22
CDP05266 (16) 47,53 4861 0,12 48,07 0,02 3,15 257 063 286 0,14
CDP03596 (16) 38,17 47,53 0,00 42,85 0,15 476 342 012 409 023
CDP07231 (16) 43,58 51,57 0,08 4758 0,12 2,62 234 037 2,48 0,08
‘Razymo RZ' 72,43 51,53 0,19 57,00 0,38 4,53 266 0,11 360 037
‘Gransol RZ' 28,47 n.d. n.d. n.d. n.d. 424 n.d. n.d. n.d. n.d.
‘Piccota RZ' 35,13 65,55 0,19 50,33 0,42 3,63 377 01 37 0,03
‘Mariscal RZ 24,58 37,16 0,03 30,83 0,29 4,56 213 063 3,35 0,51

LIPCV:Intra-population coefficient of variation fahe year2lYCV Intra-year coefficient of variation
(using the mean contents of 2009 and 26t6).determined.
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Antioxidant activity

Thirteen populations showed mean antioxidant agthigher than 4umol TE g¢* (table

5). The higher values (>45mol TE g') were found in the accessions CDP06914 of ‘De
colgar’, CDP09344 of ‘Muchamiel’, CDP04904 and CBP92 of ‘Rosa’ and CDP00960
of Valenciano. Nevertheless, the values observe@h®6914 and CDP00960 were
highly year dependant, with IYCV higher than 0.idahe two populations of ‘Rosa’
were only evaluated during 2010. Despite beinguatad only during one year, accession
CDP05992 had a relatively low IPCV of 0.1.

Discussion

Ascorbic acid showed the higher degree of variagicthe intra-population and inter-year
scales. Intra-population level of variation woulrhainly related to genotype and micro-
environmental effects, while inter-year variationould be related to macro-
environmental effects. The genotype component tohipopulation variation would be
explained by the complex genetic structure of tradal varieties that are usually
configured as a mix of different genotypes. Microdeonmental effects would be
explained by small differences in temperature,, deiltirrigation etc., while macro-
environmental effects would be mainly related witb different climatic conditions of
both years of cultivation.

It is difficult to determine which part of intra-palation variation is due to genetic
differences between the individuals of each popadator to micro-environment.
Nevertheless, the fact that thelybrid controls, which are genetically uniformpsled
values of IPCV similar to those of traditional pégiions seems to indicate that the main
factor explaining this level of variation would becro-environmental differences.

Inter-year variation might be explained by the eliént climatic conditions between both
years. This effect would affect mean content anghibuffer the level of variation, as it
happened with ascorbic acid in 2010 when the IP@&t® lower. But, the environmental
effect would not cause generalized changes comsgi¢ne strong population x year
interaction detected. In fact, previous studiesodgmosing phenotypic variances have
shown that differences in ascorbic acid in prongsmmaterials are mostly due to a high
GxE interaction rather than to a clear environmlegffact (Leiva-Brondeet al, 2012).
This interaction might explain the extraordinarydks found in several traditional
populations during the year 2010, with contentshéigthan 300 mg kg in three
populations, as compared to the levels obtaine@0@9 when this content was not
reached.

In the case of ascorbic acid, Dunedsl. (2003) reported higher effects of solar radiation
than temperature. In our case, the PAR registerduei middle part of the growing cycle
was similar, while 2009 registered slightly highgximum and minimum temperatures.
During this period maximum temperatures exceede®C3@nd these conditions could
have caused stress, leading to a consumption oftas@cid, thus explaining the lower
levels obtained in several populations in this y&eavertheless, it should be considered
that other studies, even though recognizing a poebanfluence of radiation and
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temperature in ascorbic accumulation, did not faoldar correlations with specific
climatic parameters (Hamnet al, 1945).

As the variation in carotenoid contents is concerh@wer levels of intra-year variation
in B-carotene content than those for ascorbic acidyamopene have also been observed
in previous studies (Rosellét al, 2011). The differences in the significance of the
environmental factor in the carotenoids could batee to the environmental regulation
of the biosynthetic pathway. Maximum temperatureseahigher in the middle part of
the growing cycle during 2009, and higher than G0 &xd under these conditions,
lycopene biosynthesis is restrained, while its evsion tg3-carotene continues, resulting
in higher levels of this compound in years withHggmaximum temperatures.

In the case of total phenolic content and antiaxidactivity, only one sample per
population was analysed in 2009. Previous studeées hndicated that each phenolic
compound may be affected differentially by the sameironmental condition (Raffet
al., 2006). Thus, considering the complexity of phen@ompound composition in
tomato and the reduced number of samples in 200@&uld be inadequate to try to
establish conclusions regarding inter year vanmatio

The high degree of variation in the intra-populatand inter-year levels indicates that
the use of high contents in functional compounds@sirketing strategy in tomato should
be carefully addressed. Multi-environmental assagsessential to clearly identify the
minimum levels of accumulation; otherwise consumaght be deceived if the materials
are cultivated in worse environmental conditionsede assays would also be valuable to
identify which growing conditions promote the acauation of each of the materials
considered, due to the high genotype x environnmetaction.

But, is there really an opportunity for tomato ftewshal varieties in the market of
functional foods? The mean ascorbic content in nafsthe populations analysed
represented, in general, conventional values o&toroultivars. Gould (1992) established
200 mg kg' as the normal content in commercial varieties JevArusciantet al (2007)
after reviewing previous literature found rangeshis compound between 220 and 210
mg kg'. Georgeet al (2004) reported a range between 92 and 324 migrkgomato
pulp, with the highest values found in cherry tooest Ascorbic acid can be found at
higher concentrations in the jelly and skin thathim pericarp, thus small fruited varieties
tend to have higher contents than standard vasié€hievensgt al, 2007). In our case, the
population CDP08734 of the variety ‘Centenarese(ch type) and the cherry control
‘Piccota RZ’ showed high contents of ascorbic abidat, not the highest ones. Still, low
negative correlations were found with size paramset&d number of locules. A high
number of locules usually involves low size of llesuand this would explain the negative
correlation found between this parameter and agcodntent.

Apart from that small fruited population, our rdsuélso show that it is possible to
identify interesting materials such as the mediuizeds ‘Valenciano’ population

CDP00142 with contents as high as 308.1 mg. Bhatt and Kumar (2001) identified
heterotic effects studying diallel crosses with mraxn ascorbic contents in the F
populations of 341.3 mg Kga value difficult to find in standard varieti€@onsequently,

the contents found in the collection of tradition@pulations would not only be
interesting to promote the consumption of theseeras, but also for the development
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breeding programs. Wild species, with up to 5 tirttess content of ascorbic acid of
commercial varieties, have been used for this mepand some of the QTL controlling
the underlying genetic control have been identifi@tevenset al, 2007). But in cases

such asSolanum pennelliCorrel, the high values up to 710 mg'kglecreased in

introgression lines with maximum contents of 273@kg* (Stevenset al, 2007).

In this context, our results show again that ipassible to identify high contents in
traditional varieties that equal or even exceedcini@ents of elite breeding lines bred
with this purpose, avoiding the negative side déffeaf the use of wild species. For
example Double Rich cultivars, developed through interespecific cessdetween
tomato andsolanum peruvianum. accessions, with ascorbic acid contents up rbg
kg! had a limited commercial use due to their smaik §ize and their poor production
(Stevens and Rick, 1986).

The high levels of ascorbic acid found in some pagans would not only result in
improved nutritive or functional value of plantgjttalso may have a side effect on the
plant response against different stresses. Indacrbic acid biosynthesis and recycling
have been related with plant heath and developmueatin particular to abiotic stress
tolerance (Gallie, 2013).

Regarding lycopene accumulation, Holdsnal (1999) reported 30.25 mg ks the
standard lycopene content in red ripe raw tomato#dse United States, while Martinez-
Valverdeet al.(2002) in Spain found lycopene contents up to®&4ng kg* and Lenucci

et al (2006) reported contents of 96.9 in an ordinaoynmercial variety in Italy.
Fruscianteet al (2007) in their review of previously reported temts indicated a range
of variation between 18.6 and 146 mgtk@n the other hand, “high pigment” varieties
show higher values up to 254 mg¥%ghough with strong environmental effects (llaty
al., 2011b). These varieties carry any of thggh pigmeritmutations fip-1, hp2..) that
result in increased carotenoid content. But theg&ations have secondary side effects
resulting in worse agronomic performance (Ceboltar€joet al, 2013b).

The amounts registered in some populations invtbik demonstrate that not only wild
species are interesting sources of variation. Temufations displayed lycopene contents
higher than 130 mg kgwhich can be placed at the lower range of vamatb “high
pigment” cultivars, especially considering the bige of these materials. It should be
considered that the distribution of major caroteson the ripe fruit is irregular, with 2-
fold higher amounts of lycopene in the pericarpntivathe locules and 4-fold higher
amounts off-carotene in the locules than in the pericarp (Bsand Hobson, 1981) and
that would mean that populations with small sizellddhave more probabilities to show
high lycopene contents, as the relation surfacetome would be higher. Despite this
relation, in our study the commercial cherry cohtRiccota RZ’ showed a standard
lycopene content while ‘Centenares’ had a moderdiigh contentt@ble 3).

It should also be considered that the values obthvere could be surpassed in other
environments. Temperatures over 32 °C inhibit lyrwp biosynthesis (George al,
2004) and during the last part of the cycle of tlwe years, maximum temperatures
overreached that limit. Therefore, lycopene corstéotind in this work should not be at
their maximum potential.
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In the case of-carotene, the content in standard varieties aesra3 mg k¢ (Holden

et al, 1999), though Frusciangs al (2007) reviewed ranges from 1.1 to 10.7 mg.kg
Several highp-carotene varieties have been developed using spkties as donor
parents. As an example, the cultivar “CaroRed”refflecontents of-carotene up to 44.2
mg kg! (Tomes and Quackenbush, 1958). Usually these raltetiow orange colour,
as the increase in the contenpafarotene is obtained at the expense of lycopeespie
offering high levels of pro-vitamin A, consumers/aanot shown a considerable interest
in these materials due to the orange external coltherefore, it is preferred to combine
in the same materials higlacarotene with normal to high content in lycopeamsulting

in red coloured tomatoes. In this work, it has beessible to identify several red-
coloured populations of traditional varieties oo with B-carotene mean contents
higher than 20 mg kb and some higher than 30 mg%kgConsequently, the levels
obtained can be compared with those found in teeligh pigment tomato cultivars that
range up to 20 mg Kgfresh weight in open field conditions (Lenuetial, 2006; llahy
et al, 2011b).

The cultivated species usually shows relatively fhwenolic contents, though it has been
reported that one serving (100 g) of raw tomatamsddcprovide 15% to 35% of the
flavonoid daily intake in the Italian diet (Rafé& al, 2006). Thus, there is an increasing
interest in the development of breeding lines witih phenolic contents. In this context,
Willits et al (2005) showed that using wild germplasm it wassglde to restore the
flavonoid pathway in tomato fruits, increasing teeels of quercetin. The total phenolic
contents detected in the traditional varieties ys®l in this work corresponded to
intermediate ranges of cultivated tomato (Kavithal, 2013). Despite not showing high
values, the variation in the total phenolic conteithin traditional varieties would also
enable the selection of lines with higher phencbatents. In this sense it would be
interesting to obtain results regarding the conthspecific phenolic compounds.
Regarding antioxidant activity, the values foundhe best accessions are relatively high
compared to the range of variation in antioxidantivty reported in other works (Raffo
et al, 2006), and the range of variation would also &nattra-varietal selection.

Conclusion

The variation present in traditional populationstahato enables the identification of
materials with moderate to high contents in funwiccompounds and limited degree of
variability. These materials could be then targetedupply quality markets demanding
not only produces with high organoleptic charastars but also an added functional
value. For this purpose it would be convenientdaaiop intra-varietal complementary
crosses in order to develop new populations with hevels of joint accumulations of
different compounds. This strategy would be vertyahle to explore the possibilities of
obtaining a price premium as a result of the addadtional value. In other functional

food markets these price premia has been range@eet30%-50% (Menrad, 2003). And
this difference would be useful to compensate thigally lower yields of traditional

varieties. Thus, it will contribute to offer am situ conservation promoting the recovery
of these materials by farmers. In addition, Spagisiwing condition seem not only to
contribute to high levels of carotenoids in tomduat also promote their bioaccessibility
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(Aherneet al, 2009), thus strengthening the added value oetheterials. Additionally,
these genetic resources could also be used asgwngnsources of variation in breeding
programs of new commercial hybrid varieties.
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Abstract

The variability present in 14 Spanish tomaBwlanum lycopersicurh.) landraces has
been studied using morpho-agronomical descriptads rmolecular markers. For this
purpose, a set of 32 polymorphic SNP has been fadlgi developed. The relation
between Spanish landraces has been analysed imngpformation generated. The
cluster analysis using SNP data showed a modevataation with morpho-agronomical
data, which is rare considering the low level afigfe diversity found in tomato and that
few genes control key traits in landrace recognjtias size, shape and external
appearance. Compared with previous studies, thefseNP markers used provides a
reliable tool for the analysis of diversity, witlgh bootstrap values obtained in the cluster
analysis. Nevertheless, it seems to exist a strdhgence of the specific combination of
populations of each landraces analysed, the mggerand set of markers on the analysis
of genetic differentiation in tomato landraces. &fpe combinations of SNP markers
(from two to six markers per landrace) enableddlear identification of most of the
landraces evaluated. Its use would be a usefuteamintrol the commercial fraud typical
of quality niche markets where high yielding modearieties resembling traditional
landraces are sold, taking advantage of the priemijom of these materials.

Keywords genetic diversity, SNP, varietal identificationnhgéic resources, landraces

Introduction

Today it is widely accepted that tomato was doroattd in Mexico (Blancat al., 2012).
From there, the tomato would have arrived in Eurogée first half of the 16th century
through Spain (Dondarini, 2010). Ever since, thadto has been highly appreciated in
the Spanish diet and its cultivation became rapodig;nmon. As a consequence a high
diversification took place, with the farmers playian important role in the selection of
distinct morphotypes.

These traditional varieties or landraces are tduiglyly appreciated by consumers, which
have expressed for a long time their increasingeonon the low organoleptic quality
of modern bred tomato varieties (Bruéhal, 1991).Several factors are involved in this
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lack of flavour, including early harvest (Maet al., 1998), the use of delayed ripening
genes (McGlassoet al, 1987) and an excessive focus on high yield,adiseesistance

and external appearance during the developmenteetling programs. On the contrary,
Spanish tomato landraces outstand in their orgatiolguality and have consequently
found their place in niche market with selectivesumers, who are willing to pay up to
4.7 times the price of modern commercial varietiesrder to recover the true flavour of
vegetables (Cebolla-Cornegp al, 2007).

Consumers usually identify these landraces usirtgreal morphological traits, thus
associating certain morphotypes with an increaststnal quality (Casalet al, 2011).
Consequently, the consolidation of these high guatiarkets depends on maintaining
these links between both set of traits. One oftlaen problems to keep this association
relies on the proliferation of frauds associateth\pricey produces. The low market value
of agricultural produces, the increase on agricaltoosts and the consequent reduction
in profit margins, increase the number of produtstiag to deviously take advantage of
higher prices in quality markets. In this conteéxsibecoming usual the introduction of
commercial hybrid varieties with considerable higyields and similar morphologies as
traditional varieties in quality markets (Caramaetel, 2009; Racet al, 2006). This
fact threatens the link between traditional morghes and quality, as commercial
hybrids may not reach the level of organolepticlityaxpected by the consumer.
Therefore, it is necessary to develop recogniti@tesns as a tool to counterfeit fraud in
quality markets and to preserve traditional vaegeti

In this context, several external traits such as phesence and intensity of green
shoulders, the presence of radial and concentriicdracking or the size of the corky area
in the pedicel scar may be used to differentiateestandraces from similar commercial
hybrids. Nevertheless, in addition to these inaeatharacteristics it is necessary to
provide clear and validated methodologies to idemtaditional varieties and distinguish

them from commercial counterfeits. The use of madkcmarkers may be the solution
for varietal identification in traditional qualityparkets.

This information might also be highly valuable hetcharacterization of the complex
variability present in traditional varieties anceithsubpopulations, as well as in the
management adx situcollections through the identification of duplieator the definition
of core collections.

But this task may not be as easy as expected nastadandraces show high morpho-
agronomical variability, but their genetic basextremely narrow as reported long ago
(Rick and Fobes, 1975; Miller and Tanksley, 1990ljisg¥ns and St. Clair, 1993). Even
traditional and vintage varieties show lower digr¢han modern hybrids (Sirat al.,
2009), probably due to the introgression in théetabf genome fragments from wild
species during the development of breeding prograrhe use of wild relatives in
breeding programs of tomato started in the 50sk(Bnl Chetelat, 1995), thus so during
that long period of time a higher level of geneliersity would have been incorporated
from wild species.

Following the advances in the use of molecular makRFLPs, restriction fragment
length polymorphisms (Miller and Tanksley, 1990)AHDs, random amplified
polymorphic DNAs (Archaket al, 2002; Carelliet al, 2006; Villandet al, 1998;
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Williams and St. Clair, 1993) and AFLPs, amplifisdgment length polymorphisms
(Park et al, 2004) have been used in tomato for analysis ieérsity or variety
identification. However, several factors includitihg complexity of the techniques, the
low polymorphism (Frargt al, 2005; Miller and Tanksley, 1990; Williams and Slair,
1993), the dominant nature or the lack of repregemness of the whole genome, have
justified their substitution by SSRs (simple seq@emepeats), ISSRs (inter-simple
sequence repeats) and SNPs (single nucleotide pgiynsms).

SSR and ISSR markers have been commonly useddy ggmetic variability and variety
identification in tomato (Garcia-Martinezt al, 2006; Mazzucatet al, 2008, 2010;
Terzopoulos and Bebeli, 2008; #t al, 2008). But it seems that SNP markers are called
to substitute previous markers following the deseem the cost of their identification
and application. Additionally, these markers seenavoid the disadvantages of other
markers. They are based on single nucleotide clsamgdely and evenly distributed in
the whole genome, so the appearance of polymorghisimigher than in other types of
markers. Therefore, SNPs are a really potentralpful for analyzing genetic variation
(Chenet al, 2009; Simet al, 2009; Pantheet al, 2013) and variety identification
(Tedeschet al, 2011).

However, the use of SNP markers in traditionaletaes of tomato has been limited. In
this context, the main goals of this study consishe evaluation of SNP markers in the
analysis of genetic diversity of traditional vaigst of tomato and their application in the
identification of traditional varieties targeted qoiality markets. Traditional varieties
collected on the East coast of Spain were selededmodel, considering the tradition of
tomato crop in this area which represents the $iesp in the diffusion of tomato out of
the domestication centre.

Materials and methods

Plant materials

A collection 63 populations of 14 tomato landragesvn on the East coast of Spain was
characterizedtéble 1). Populations were selected to represent the rahgeorpho-
agronomical variation of the varieties obtainegnavious studies (pending publication).

Table 1. Tomato populations characterized

Figure

Population code Province Locality Landrace Description

CDP08734 1.1 Valencia Racdd Ademus “Centenares” Very small sized round fruits with intense red coloration. Inland distribution in
CDP005349' 1.2 Castellén Onda Comunidad Valenciana

CDP07243 2.1 Valencia Chelva

CDPO7457 22 Valenc!a Aldaya “Cuarenteno”  Intermediate sized flattened ribbed fruits with green persistent shoulders. Semi-
CDPO9667 23 Valencia Torrente determinate plants. Early production. Typical of coastal areas close to Valencia
CDP04955 24 Alcante Rojales plants. arly p - 1yP :
CDP07843 25 Valencia Valencia

"Local name “Pequefia de colgar”. 2LN: Commercial populations obtained from local nurseries. 3Local name: “Cor de bou”.
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Population code Province Locality Landrace Description
CDP05385 3.1 Valencia Torrebaja
CDP05079 3.2 Valencia Liria
gBEglggg gi x::z:z:: Cam)é)éotir\::bles Small sized round or oblong fruits with two or three locules. Transparent or yellow skin
CDP03190 3: 5 Castellén La Plana “De colaar” and thicK pericarp. With de!ayeq ripenipg (a/g), they are ha~rvested anq conserveq
g

) - hanging in fresh places. Wide distribution including Catalufia, Comunidad Valenciana
CDP01972 3.6 Alicante Xabia and Islas Baleares
CDP01025 3.7 LN? Viveros Cucala
CDP001518 3.8 Castellon Fanzara
CDP001281 3.9 Valencia Bicorp
CDP00906 41 Allcantle La Aparecida “‘Delapera”  Mid-sized pear shaped fruits with two or three locules. Thick pericarp and hollowness are
CDP02614 42 Valencia Chelva common. Typical of the South of Comunidad Valenciana
CDP07874 43 Alicante Orihuela )
CDP04299 5.1 Castellon Hostalet de Benasal
CDP01280 52 Valencia Ademuz “De pera” Small sized round or oblong fruits. Usually used for cooking. Wide indeterminate
CDP00929 5.3 Valencia PobleNou.Valencia distribution
CDP06418 5.4 Valencia Valencia
5550%757%67 g; V’aluerr;ic;a Campglz::r(]lcalftagena bgllngs, Small sized round or oblong fruits. Usually used for cooking. Mainly grown in Murcia.
CDP07123 71 Valencia Dos Aguas
CDP09895 72 Castellon La Jana “Gordo rojo” Very large sized flattened and ribbed fruits. Wide indeterminate distribution. Typical of
CDP08786 7.3 Castellon Arafiuel inland areas
CDP02182 74 Castellon Todolella
CDP000138 8.1 Toledo San Pablo de los Montes
CDP004039 82 A(I:li):gzae La Gineta “Moruno” Large sized flattened fruits with dark purple coloration. Grown in Castilla La Mancha
CDP000384 8.3 Socuéllamos

Real
CDP02195 9.1 Alicante Muchamiel
CDP04512 9.2 Alicante Muchamiel
ggﬁggggg gi \/}\ Ilcantle Orihuela Large sized flattened and strongly ribbed fruits. With numerous locules, big peduncular

. alencia Alboraya “ . ! 4 . .

) . Muchamiel scar and corky area and thick pericarp. Persistent green shoulders, orange-red ripe
CDP09344 95 Alicante Muchamiel color. Itis a late variety. Typical of Alicante
CDP00700 9.6 Alicante Muchamiel
CDP08091 9.7 Alicante Campello
CDP07582 9.8 Alicante San Juan
CDP02095 10.1 Valencia Torrent “Negre” Large sized flattened fruits with dark purple coloration. Grown in Comunidad Valenciana
CDP08320 1.1 Valencia Massamagrell
CDP06083 1.2 Valencia Venta del Moro
CDP06446 1.3 Valencia Fontanares Mid-sized elongated fruits (similar to "ltalian" peppers) with intense red color and green
CDP01712 114 Valencia Alborache “Pimiento” persistent shoulders, two to four locules and moderate radial cracking. Used for cooking.
CDP04056 115 Valencia Catarroja Wide indeterminate distribution
CDP02785 11.6 Valencia Jaraco
CDP07194 1.7 Valencia Moncada
CDP08690 121 Valencia Fontanares
gggggggj gg g:zgﬁ; .?LZ%:?I/'Z “Rosa’ ¥er¥ Ialrg]i-:‘s:zettij f]at frui\};lgith \(/jartiablg Ie;/eId§ otf‘[)ib?ing. Transparent skin and pink color.
CDP03526 124 Valencia Sellent ypical of inland areas Wide indeterminate distribution
CDP04303 12.5 Valencia Valencia
CDP05729 131 Valencia El Pereid
CDP04640 13.2 Valencia Vinalesa
ggig%g; Ei x::z:z:: Poblaps:tee\r/naibona !}/Iid to Igrge"sized hegrt shaped fruits. Two subtypes: "Masclet" (conventi:JnaI L
CDP01649 135 Valencia Picassent “alenciano” Valenqano type) with smaller size and pronounced 'pollnted shape gnd Bl'anca with a
CDP00074 136 Valendia Casas Altas Iar?tgr Isnzte‘and more flatte[jngd shalpe ang paler colorlln |Tmagjre fru!ts.\lvla‘rlaple green
CDPO1197 137 Valencia Valencia vertical stripes, orange-red ripe color and numerous locules. Grown in Valéncia.
CDP04915° 138 Valencia Carcaixent
CDP06753 13.9 LN? Viveros Peris
CDP008517 14.1 Galicia “Tomac? Midl-s‘ized heart shaped tomatoes similar to “Valenciano” but with pinkish color. Grown in

gallega Galicia.

TLocal name “Pequeiia de colgar”. 2LN: Commercial populations obtained from local nurseries. 3Local name: “Cor de bou”.

These populations were provided by the germplasrk bathe Instituto Universitario de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenai@COMAYV). Two populations
were purchased from local nurseries as controlpulton CDP008517 of “Tomaca
gallega” was included in the study representingoapimology similar to “Valenciano”,
one of the main landraces of the area, but a cdeipldifferent geographical origin. The
landrace “Moruno” from the Center of Spain was ulgigld to study its relation with the

landrace “Negre”.
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Morpho-agronomical characterization

A set of 56 of the 63 populations that were char@mtd molecularly was selected to
evaluate morpho-agronomical variation. The assaycaaried out in Carcaixent (+39° 6'
37.13", -0° 26' 45.05", Valencia, Spain). A spaarid.2 m x 0.4 m (2.1 plants m-2) was
applied. Plants were drip-irrigated, with the satoses and fertilization that are typically
applied in tomato commercial plantations in theaakValencia. Two replications of 20
plants per population were randomly distributeéno blocks.

A group of tomato descriptors from Internationahri®l Genetic Resources Institute’s
(IPGRI, 1997) guidelines (marked I-) and other omekled considering previous
experience (marked A-) were used to study the nwggronomical variation, including
1 quantitative agronomical descriptor, 5 qualitathagronomical descriptors, 9
quantitative morphological descriptors and 23 datlie morphological descriptors. A
quantitative approximation was used for qualitativaits, so these descriptors were
classified in the maximum possible classes, randgiogy 0 (lowest) to 7 (highest)
depending on the trait intensity. The only quatitimagronomical descriptor was I-fruit
weight (g). The qualitative agronomical descriptansluded A-fruit conservation
(conventional/long), I-plant growth type, A-planigeur, I-radial cracking and I-
concentric cracking. The quantitative morphologabescriptors were A- Hunter a/b ratio
(external ripe fruit colour), I- number of loculdsfruit width (mm) and I-fruit height
(mm), A-fruit width/fruit height ratio, A-core widit (mm), A-core height (mm), A-core
width/fruit width ratio, I-pericarp thickness (mnmQualitative morphological descriptors
used were: I-fruit cross-sectional shape, I-exteripa fruit colour, I-skin colour of ripe
fruit, l-intensity of fruit ribbing, I-fruit shapel-leaf type, I-stem pubescence, I-leaves
attitude, I-foliage density, I-inflorescence typepresence of vegetative shoots in the
inflorescence, A-flower fasciation, I-style positid-external colour of immature fruits,
A-presence of green shoulders in mature fruitafénsity of greenback, I-fruit shoulder
shape, A-presence of green stripes in immaturésfréi-presence of green stripes in
mature fruits, I-presence/absence of jointlessqaeddi-fruit blossom end shape, I-width
of pedicel scar and I-shape of pistil scar.

Molecular characterization
SNPs selection

The SNPs markers employed in these study wherdapmeby Blancat al (2011) from

all public tomato Sanger EST reads, available at iGN and GenBank databases
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, ftp://ftplgenomics.net/) with known tomato
accession origins, and from an additional set glisaces, 14.2 million Illumina reads
were obtained from a normalized cDNA library. Adlobf 384 SNPs were genotyped in
30 Spanish tomato landraces (data not shown). Aetubf 32 SNPs was selected
considering their polymorphism and genome positigable 2). Polymorphism
information content (PIC) was calculated as descrily Botsteiret al (1980).

DNA extraction and HRM analysis

DNAs were extracted using the CTAB protocol (Detlgp et al, 1983), from young
leaves of one plant by landrace.
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The PCR primers used to amplify the SNP-contaimegjons table 2) were designed
with the Primer3 program (Rozen and Skaletsky 20@tp://frodo.wi.mit.edu/). The
primer pairs were selected for their annealing teragure (from 53 to 62 °C) and their
expected amplicon size (from 75 to 150 nucleotiddglh Resolution Melting (HRM)
PCR reactions (Gundrgt al, 2003) were carried out on a LightCycler 480 nnstent
(Roche Basel, Schweiz) employing the LC480 HRM mrastix kit (Roche Basel,
Schweiz). Melting curve analysis was performed gidiightCycler 480 Gene Scanning
Software.

Table 2. SNP markers (primers and characteristics) usedttfer molecular characterization (Chr.,
chromosome; PS, primer size; Tm — melting tempesatu®C at 50mM NacCl; F, forward; R, reverse; AN,

number of alleles; AS, amplicon size; PIC, polymacgnformation content).

Primer Sequences (5" - 3") PS Tm
SNP__ Chr. Forward Reverse F/R F/R AN AS PIC
8459 1 CTGCTGTAAACTCTGCTGGTG GGATGAACCTTTTTAGAGTGABAG 21/25 56/535 3 78 0,416
1125 1  GCAGAAGTACCGGTGAAAGC GCAGAAGGTGTCACATCACC 220 56.2/56 2 109 0,197
745 1  AGTGCCAGAGAACAAGAGACG CAACTCCAGCCACAAGTCTTC n21 56.8/56 2 1120,366
3635 1 TGGTGGATTCAGAAATTCTTTCAC AGACTGGATATACCAGAABAGGATGA 24/27 57.6/61.9 2 85 0,364
9796 2 CAAGAGATTTGGGTACTGATTGG TGGACCACTGCGTCAAATG 23/19 53.5/55.7 2 1170,274
1244 3 GATTGTTTGCTCCGTGGTG GCCCTAGCAATGTGAGACTTG /29 54.4/55.8 2 90 0,158
3243 4 TCACCCATTTGCAGGGTCAT ACTAGCATATTGATCAGGAAAGATTGC 20/28 57.3/60.7 3 1030,382
959 4 TTTCACCTTCCTTCTCTGAGC GAGATCCTTCCAAGTGCAAAA 1221 54.5/53.1 2 1120,060
1345 4  TGATGTGTGTGTCCCAAAGG TGAATGCCTTCGAGTTGATG 2D 552/53 3 96 0,432
1003 4 TTGGGCCTTACAATATTTGAGTTAC CCTTTTGCACAGTCCAT®C 25/20 53.4/543 2 85 0,206
411 4  GCTTGATTCCAAACTCATCG GGTTCCGGTTTTGAACTCAG 20 51.8/53.9 2 1110,349
184 4 CGGAAGTGAAGAAACTCAAGG CGAAATCATGACTCGTGGTG 220 53.5/53.7 2 92 0,197
5498 5 AGACATGATCAGGTGCGTGTTC TCTCCTTAACAACATACCCTITTCTT 22/27 60.3/58.9 2 78 0,374
4714 6 GTTTTGCTGCTTTCAATTAAATTCC ACATCAAATACCCCAAAAMAGTTTAAA  25/27 56.4/55.9 2 1030,375
9207 6 CAGAAATGGCAACTACCAACC CAGGCCATGGAAAAATCAAC 2/20 54.2/52.4 3 88 0,366
5300 6 TGCTGGTGACATGATTCTTGCT TGTCAATCCAACTTTCAGTCEA 22/23 58.4/57.1 2 75 0,374
410 6 GCGAATATCAAACGCGAGAT CGCCTCCTTTAACAAATTCC 2Q0 53.3/51.8 3 1260,333
1597 7  GTTTTCTGATCCGGCTTTTG ATCCACCAGCCACAATTCTC 2w 52.3/55.1 2 1120,135
9794 7  TTTCTGGCTAGTTTCGATTGC CATAATTTGCTGTCCAATTGCT 21/22 53.3/52.1 2 82 0,325
2264 7  AAATGAAGGTAGCCCCAAAAG AAGGTTGGATTTAGGGTTTGG 21/21 53.2/53 2 1030,286
9494 8 GCAGGACGAATCTAAATCTGG TTGCCACAGGTCCTACACAC 1220 53.2/57.3 2 89 0,316
2360 8 GGTAACGAAGCATCGATCAAG CAAGTTCTAGCAGCACTGAACG 21/22 53.6/56.1 2 85 0,178
6135 8 GGGGAGAGGGAAACAGTGTAG AGCACTCCAACGTGAAGAGG 120 56.8/57.2 2 82 0,045
2352 9 GATTCTCAAGAAGGGGCACA CCATTGACAACTCCAGAAGTACC 20/23 54.8/55.4 2 1120,087
1462 10 GGAGCCAAGACTGGAACCTC TCAGGTGATTGAACCTGCAC 020 57.7/55.2 2 99 0,286
589 10 GAAGCACGTACACAGCTCTCC TCGGGGCTCTTATCAGTCAG 120 57.8/56.1 3 1010,242
9318 10 CCTCAGAAAAAGGTGTTGGTC CCCCCTCAAATGAACCAAG 1219 53.8/53.5 2 1500,349
3171 11 AATCCCACGAACCCACTTG AGCGGTGGGTTCAATCTTC 1% 55.2/55.3 3 95 0,325
948 11 CCAAAGTATGGGTGGAGGTC CCTGACCGGTGGTAACTCTC /20  55.1/57 2 97 0,135
726 11 CCGATGAGACGACCTGCTAC TCTCGACCGTGGAAGATAGC 20 57.2/56.2 2 1020,178
832 11 GGACGAGAGGCAATTTTGG GCGAAAACCATAACCAGAGTTC 22 54/54.2 2 1120,112
8245 12 CGTAGTCGAGGAGGAGGATTG ATAGCCCCGTGGCACATAC 129 56.5/57.4 2 1170,373
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Statistical analysis

The analysis of morpho-agronomical data was perdrms in Cebolla-Cornejet al
(2013a). A principal component analysis (PCA) wasied out using the means of the
whole set of morpho-agronomical variables. The nemdf principal components to be
included in the analysis of the results was deteeahifollowing the criterion described
by Krzanowski (2000).

Morpho-agronomical data were transformed using rageatransformation (Xi=[xi-
min(x)]/[max(x)-min(x)], then a distance matrix wabtained using Euclidean distance.
With this distance matrix, a cluster analysis wadgrmed using the unweighted pair-
group method using arithmetic averages (UPGMA).

For the molecular data, the percentage of polymesmphP, observed heterozygosity, Ho,
Nei’s genetic diversity, D (Nei, 1973) and mean’dgenetic identity, d (Nei, 1972),

were calculated for each landrace. Two clusteryaimlere performed using Dice’s
similarity coefficients (Dice, 1945). The first oneacluded only the populations

characterized morpho-agronomically and the secamduded the whole set of

populations. In this analysis, stable clusters weeatified using bootstrap resampling
(1000 repetitions, 30% substitution) and considgestability values for the nodes higher
than 40%. A principal coordinate analysis was alsdormed.

A geographical distance matrix was calculated uBiregar distances between collection
sites. The correlation between morpho-agronomgabgraphical and molecular data
was studied using Mantel tests with 1000 permutatio

The statistical software used for the differentlgsia included S-PLUS v. 8.01 for
windows (Insightful Corp., Seattle), NTSYSpc v.2.QRpplied Biostatistics Inc.,
Setautek). Popgene software v. 1.32 (é¢lal 1999), Phylip (Felsenstein, 2004) and
Phyltools (Buntjer, 2001).

Results

Morpho-agronomical variation

The principal component (PC) analysis enabled &y ederpretation of the morpho-
agronomical variation present in the collectiontahato landraces analysed. The first
three PC were selected following the criterion dbsd by Krzanowski (2000),
considering the inflection point in the scree pdbtained with the eigenvalues. These
components explained almost a 50% of the varig26r6% PC1, 13.0% PC2 and 12.2%
PC3). The populations of each landrace appearegpgthin different degrees in the
graphical representation of the first three Higufe 1), though different levels of
variation could be identified. Among the differéahdraces evaluated, only “Pimiento”
and “De pera” could be clearly identified, beinffetientiated from the rest considering
the first three PC. For the rest of the landracegain general characteristics enabled
some level of grouping of the populations in theAPBut the area of distribution of each
landrace overlapped with the area of another one.
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The landrace “Centenares” displayed a phenotypédasito a standard cherry variety,
although with irregular inflorescences. In facisitnot clear if this landrace could have
been originated by farmers’ selections of obsolgterry varieties. The population

CDP08734 (figure code 1.1) that effectively belotmshis landrace plotted in the PCA
near the landraces “De colgar” and “De la peraspite the great differences in fruit size.
The population CDP005349 (figure code 1.2) displagemilar features in previous

assays (unpublished data) and was ascribed to éGargs”, but it was not characterized
morphologically in this assay. Its local name wBedueia de colgarsifhall hanging

tomatg and it was included in the molecular charactéiorato check tits relationship
with “Centenares”.

Figure 1. Principal component analysis using morpho-agronahdata (representation of the first three
components). The first figure indicates the landrdc “Centenares”; 2: “Cuarenteno”; 3: “De Colgat’
“De la pera”; 5: “De pera”; 6: “Flor de baladre”; TGordo rojo”; 9: “Muchamiel”; 10: “Negre”; 11:
“Pimiento”; 12: “Rosa”; 13: “Valenciano”; 14: “Tonga gallega”.
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The landrace “Cuarenteno” could be an obsoletewainstead of a real landrace (though
it has never been registered as a commercial yan&pain). It has mid-sized flat fruits
and is characterized by semi-determinate growtheanky production. The landrace was
quite uniform and its populations plotted togetimethe PCA, but in an area shared with
populations of “Flor de baladre”, “Valenciano”, “@enteno”, “Rosa”, “Negre” and
“Gordo rojo”. All these landraces appeared intemdiixn the PCA with similar values of
PC2 (mainly related to fruit shape traits) and R@ainly related to fruit shoulders and
cracking) and some level of differentiation in P@1ainly related to fruit size traits).

The landrace “De colgar” also known as “De penjaa$ typically different shapes and
colours. The populations used in this study onpresented a part of this variation. All
the characterized populations shared the commats toh the landrace: long term
conservation, pale colors and a rather small Bizé. The area of distribution of the
populations of this landrace in the PCA was quitgewconfirming its great variability.

The landrace “De la pera” appeared to be quiteoumif with all the populations
characterized plotting together in the PCA. Indhse of the landrace “De pera” it usually
remains unclear if some of the populations dengenffarmers’ selections of processing
varieties, as the main characteristics of the lacelare related with its use for cooking
sauces. Despite this consideration, the populaptotted together in the PCA and close
to the populations of “Pimiento”, also used for king (although considerable
differences were found in PC3).

The landrace “Flor de baladre” was characterizedabye and slightly flattened fruits
with pink color. The representative population euderized plotted mixed with the
“Valenciano” populations. “Gordo rojo” is a landeatypical of inland areas with very
large and red fruits. The denomination is quitel@auacas it can also be referred simply as
“tomato”. In the PCA the populations plotted quggparately, but with high values in the
first PC.

The characterized population of “Negre” also knoam“Negro” had the typical large
fruits and purple color of the landrace. It plottedhe PCA mixed with the populations
of “Rosa” and “Gordo rojo”. A similar morphology feund in the landrace “Moruno”,
although this one is typical of “Castilla la Manthathe center of Spain. This landrace
was not morphologically characterized but it wa<luded in the molecular
characterization to evaluate its relation with ldredrace “Negre”.

The populations of “Muchamiel” showed the typicaidrsized, flat fruits with strong
ribbing and deep green shoulders. They plottedivels close in the PCA, with moderate
levels of variability, but they were mixed with ethlandraces (especially “Valenciano”
and “Rosa”) in the first and third PC. The landrdPemiento”, characterized by long
fruits resembling Italian peppers was quite unif@mal its populations plotted closely in
the PCA. This landrace could be clearly differaetiaconsidering PC1 and PC2. The
populations of “Rosa” showed the typical charasters of the landrace: large fruits with
transparent skin and pinkish external color. Aseexgd, the populations of “Rosa”
resembled those of “Gordo rojo” and the two landsagplotted closely in the PCA.
Although the level of variation of “Rosa” was lowtbian in the case of “Gordo rojo”, still
a considerable level of variability was observed.
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The populations of “Valenciano” showed the typicehrt shaped fruits, but with variable
elongation and sizes. The populations that coulditeally ascribed to the “Masclet”

sub-type (figure codes 13.2, 13.3, 13.4 and 13d)dcnot be clearly differentiated in the
PCA from those ascribed to the “Blanca” sub-typ8.11 13.5, 13.6 and 13.9). The
population CDP04915 (figure code 13.8), with a lowme “Cor de bou” and showing
the “Blanca” characteristics was ascribed to “Valano” in previous assays. As in the
case of CDP005349 in “Centenares”, this populatvas included to study if the local

name corresponded to a synonym of “Valencianoth&tlevel of morpho-agronomical

characterization this population plotted with thikess of the landrace. In “Valenciano”
the population CDP05729 (figure code 13.1) showkiaer value in the first PC.

The landrace “Tomaca gallega” was included in thelys as it showed in previous
characterizations some resemblance to “ValencinoWwith transparent fruit skin color
and pink fruit external color. It plotted closettee population CDP05729 (figure code
13.1) of Valenciano.

Molecular characterization

As expected, considering the selection of the SNR®)e of the markers were
monomorphic. The majority of the markers (25 ouBaj showed two alleles and 7 of
them 3 alleles. Variable levels of polymorphic imf@ation content (PIC), ranging from
0.045 to 0.432, were detected with a mean val@ead8 (able 2). The most informative
markers were the SNPs 1345, 8459, 3243, 4714, H8IR), 8245, 745 and 9207 with
PIC values ranging between 0.432 and 0.366.

Some levels of observed heterozygosity were detectall the landraces with exception
of “Cuarenteno” fable 3). The higher levels of observed heterozygosityewkatected in
the landraces “Centenares”, “De la pera”, “Rosal dahomaca gallega’. The highest
percentage of heterozygous loci were detected @ pgbpulations CDP08734 of
“Centenares” (15.6%), CDP00906 of “De la pera” #9)4 CDP06418 of “De pera”
(6.3%), CDP07582 of “Muchamiel” (6.3%), CDP08690'Rbsa” (6.3%), CDP04904 of
“Rosa” (12.5%) and CDP008517 of “Tomaca gallega’3%). In the rest of the
populations no heterozygous loci or only one hetggous locus were detected. The
proportion of polymorphic loci was also variablkalle 3), with very low levels in
“Negre” (0.03), “Tomaca gallega” (0.06) and “Floe aladre” (0.06) and the highest
values in “De colgar” (0.72), “Rosa” (0.72), “Derpe (0.56), “Gordo rojo” (0.53) and
“Centenares” (0.41). The highest Nei’'s genetic diitg values were detected in “De
colgar” (0.27), “Rosa” (0.26), “Gordo rojo” (0.24nd “De pera” (0.24). The highest
mean genetic distances within landrace were detaote'Centenares”, “Rosa”, “De
pera”, “Gordo rojo” and “De colgar”, with valuesghier than 0.35.

Some level of genetic differentiation was obsenvethe multivariate analysis using the
SNP data, as the populations of several landrduesexd some level of aggregation both
in the principal coordinate analysis (PCoA) anthia cluster analysigigures 2 and 3.

The populations of “Valenciano” appeared relativglguped in the PCoAifure 3) and

in the same node in the cluster analyBgufe 4). As in the case of morpho-agronomical
data, the populations ascribed to the sub-typesri@i” and “Masclet” were not grouped.
The population CDP04915 (figure code 13.8) withalocame “Cor de bou” appeared
grouped with the “Valenciano” populations. This ptation was appeared in PCA mixed
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with other “Valenciano” populations, suggestingttbigher its designation is a synonym
of “Valenciano” or it represents a new sub-type.bth analysis a relative level of
similarity was detected between this landrace ané @opulation of “Moruno”
(CDP000384, figure code 8.3), with the populatidd®P03190 (figure code 3.5),
CDP01972 (figure code 3.6) and CDP01025 (figureecdd) of “De colgar” and with all
the “Cuarenteno” populations, which clustered in aafjacent node. The population
CDPO008517 (figure code 14.1) of “Tomaca galleggiesped clearly differentiated from
the “Valenciano” populations, ruling out any retetship. The population CDP05729
(figure code 13.1) of “Valenciano” that showed teglvalues of the first PC in the
morphological analysis appeared mixed with the roffmpulations of the landrace both
in the PCoA and cluster analysis, discarding a yrascription.

Table 3.Parameters of genetic variability obtained with th@ecular characterization (32 SNP markers).
n: number of populations; P: Proportion of lociwhich the most frequent allele is under a frequerfcy
0.95; Ho: observed heterozygosity and its standbdiation (in parentheses); D: Nei's genetic divigrs
and its standard deviation (in parentheses); d: mBii's genetic distance and its standard deviation
parentheses).

Landrace n P Ho D d
“Centenares” 2 0.41 0.09 (0.24) 0.19(0.23) 0.38Qp
“Cuarenteno” 5 0.25 0.00 (0.00) 0.10(0.17) 0.187Y»
“De colgar” 9 0.72 0.02 (0.14) 0.27 (0.20) 0.35.10.
“De la pera” 3 0.31 0.05(0.19) 0.14(0.22) 0.2D40
“De pera” 4 0.56 0.02 (0.10) 0.24(0.22) 0.37 (0.16
“Flor de baladre” 2 0.06 0.03 (0.18) 0.03 (0.12) 03)0.00)
“Gordo rojo” 4 0.53 0.03(0.18) 0.24(0.23) 0.3711®)
“Moruno” 3 0.34 0.02 (0.12) 0.15(0.21) 0.25(0.20)
“Muchamiel” 8 0.34 0.03(0.18) 0.12(0.18) 0.130®).
“Negre” 1 0.03 0.03 (0.18) 0.02 (0.09) -
“Pimiento” 7 0.16 0.03(0.18) 0.05(0.12) 0.04@.0
“Rosa” 5 0.72 0.05(0.12) 0.26 (0.18) 0.38(0.13)
“Valenciano” 9 0.28 0.01 (0.03) 0.08 (0.14) 0.094)
“Tomaca gallega” 1 0.06 0.06 (0.25) 0.03(0.12) -
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Figure 2. Principal coordinate analysis (SNP markers) withéxpanded set of populations (representation
of the first three coordinates). The first figunglicates the landrace: 1: “Centenares”; 2: “Cuamoit, 3:

“De Colgar”; 4: “De la pera”; 5: “De pera”; 6: “FHtode baladre”; 7: “Gordo rojo”; 8: “Moruno”; 9:
“Muchamiel”; 10: “Negre”; 11: “Pimiento”; 12: “Rosal3: “Valenciano”; 14: “Tomaca gallega”.
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Figure 3. Cluster analysis (UPGMA) performed using the Diggilarity coefficient with the molecular
data and the expanded set of populations. The ffgate indicates the landrace: 1: “Centenares”; 2:
“Cuarenteno”; 3: “De Colgar”; 4: “De la pera”; 5D& pera”; 6: “Flor de baladre”; 7: “Gordo rojo”; 8:
“Moruno”; 9: “Muchamiel”; 10: “Negre”; 11: “Pimiemt”; 12: “Rosa”; 13: “Valenciano”; 14: “Tomaca
gallega”.
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The populations of “Pimiento” appeared clearly @liéntiated in the PCoA (first and
second coordinates) and grouped in the same notleedatluster analysis. In the last
analysis, some populations of other landraces wasseciated with the populations of
“Pimiento”, though with low bootstrap values. Thisde was associated to the ones
corresponding to “Valenciano” and “Cuarenteno”. &omg association could be
identified in one of the branches associated wighrtode of “Pimiento” populations, as
population CDP005349 (figure code 1.2) of “Centesarand population CDP07661
(figure code 12.3) of “Rosa” appeared grouped Vhigh bootstrap values. The two
populations of “Centenares” were quite distanthia PCoA and appeared in different
nodes in the cluster analysis. Probably, the ptevi@adscription of population
CDPO005349 to the landrace “Centenares” was wrong.

The populations of “Muchamiel” appeared groupethmcluster analysis, although 3 of
them (CDP03096, figure code 9.3, CDP04512, figueec9.2 and CDP02195, figure
code 9.1) with low bootstrap values. In the PCo& phopulations CDP03096 and
CDPO04512 also appeared at some distance from sheotdhe group. The cluster of
“Muchamiel” was related with clusters of “De perdDe colgar”, “Flor de baladre”,
“Gordo rojo”, “Moruno” and “Rosa”.
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Figure 4. Cluster analysis (UPGMA) using the Euclidean distaim the case of morpho-agronomical data
(left) and Dice similarity coefficient in the caséthe molecular data (right). The first figure icates the
landrace: 1: “Centenares”; 2: “Cuarenteno”; 3: “Delgar”; 4: “De la pera”; 5: “De pera”; 6: “Flor de
baladre”; 7: “Gordo rojo”; 9: “Muchamiel”; 10: “Neg”; 11: “Pimiento”; 12: “Rosa”; 13: “Valenciano”;
14: “Tomaca gallega”.
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A considerable level of variation was observed e “colgar”, “Centenares”, “Rosa”,
“De pera”, “De la pera” and “Gordo rojo”. Thoughtime case of “Rosa”, “De pera”, and
“Gordo rojo” some level of grouping was observed amo differentiated groups could
be distinguished in each landrace. These groupsialiccorrespond to clear morpho-
agronomical differences. In the case of “Moruntigttwas not previously characterized
morpho-agronomically, the populations CDP00013gufe code 8.1) and CDP004039
(figure code 8.2) were clearly grouped togethes@ne distance of the population
CDP000384 (figure code 8.3). In any case, the s of “Moruno” showed no
relation with the population “Negre”, with similaharacteristics but a different area of
cultivation.

For all the landraces but for “De colgar’ and “Rogavas possible to identify a unique
combination of markers. This two landraces had iptsly shown a high degree of
variability in the morpho-agronomical characteri@aat The number of SNPs required for
landrace identification was variable. The landrac&uarenteno”, “De pera”,
“Muchamiel” and “Negre” required just two markesr ftheir identification. “Flor de
baladre”, “Tomaca gallega” and “Pimiento” requirdttee markers, “Moruno” and
“Centenares” four markers, “De la pera” and “Valieno” five markers and “Gordo rojo”
six markerstable 4).
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Table 4 Specific SNP combinations proposed for the idatifon of landraces

Landrace SNP combination
“Centenares” SNP-3635 (AA) + SNP-5499 (AA) + SNRBZAA) + SNP-8459 (TT)
“Cuarenteno” SNP-1125 (TT) + SNP-8245 (AA)
“De colgar” No Found
“De la pera” SNP-3635 (CC) + SNP-5301 (AA) + SNRH8ZTT) + SNP-8245 (CC) + SNP-8459 (CC)
“De pera” SNP-589 (AA) + SNP-726 (TT)
“Flor de baladre” SNP-745 (AA) + SNP-1462 (TT) +BN244 (AA)
“Gordo rojo” SNP-3635 (CC) + SNP-745 (GG) + SNP-4CT) + SNP-184 (AA) + SNP-2360 (AA) + SNP-1003 JTT
“Moruno” SNP-3635 (CC) + SNP-745 (GG) + SNP-949ZYF SNP-8459 (TT)
“Muchamiel” SNP-411 (AA) + SNP-9796 (GG)
“Negre” SNP-5301 (GG) + SNP-2360 (CC)
“Pimiento” SNP-410 (GG) + SNP-9207 (CC) + SNP-979%)
“Rosa” No Found
“Valenciano” SNP-5301 (GG) + SNP-745 (GG) + SNPA4BC) + SNP-411 (AA) + SNP-8459 (TT)
“Tomaca gallega” SNP-3635 (AA) + SNP-3244 (CC)+SBIH-1 (GG)

Twenty two markers were required for the identifima of landraces. Among them, the
most usual were SNP-3635 used for five landracB®-8459 and SNP-745 for four
landraces, SNP-411, SNP-5301 and SNP-8245 for thnelzaces and SNP-1462, SNP-
3244 and SNP-2360 for two landraces. There wasardear relationship among the
landraces sharing the same marker. For example;358¥® identified “Centenares” and
“Tomaca gallega” with the A allele and “De la per&3ordo rojo” and “Moruno” with
the C allele. In the same sense, SNP-8459 idetif@entenares”, “Moruno” and
“Valenciano” with the T allele and “De la pera” Wwithe C allele. Although these groups
of accessions plotted relatively close in some £asdhe PCoA, other populations of
other landraces showed a higher relationship.

Relation between morpho-agronomic and molecular chracterization

The relation between morpho-agronomic and molealasa was evaluated considering
the Euclidean distance in the case of morph-agran@ata and the Dice similarity
coefficient in the case of molecular data. The matwrrelation coefficient obtained was
r=-0.45 with a p<1d. Thus, a moderate correlation was obtained betweerpho-
agronomic and molecular data. Despite this cotimlathe analysis of the dendrograms
obtained with the cluster analysigy(re 4) did not offer a clear correspondence between
the groupings of populations within landrace nooamlandraces.

The correlation between the molecular similaritytiiaand a geographical distance

obtained using the linear distance between cotieatoordinates was also evaluated. The
value obtained, r=-0.03 with p=0.38, discarded earclconnection between genetic

similarity and spatial distance. On the other hadhe,correlation between the Euclidean
distance matrix of morpho-agronomic data and gewucal distance was also not

significant (r=0.10; p=0.89).
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Discussion

During the last years several groups have beenimgrik the evaluation of tomato
landraces from different perspectives including enalar and morpho-agronomical
diversity, breeding, quality analysis or marketlgsia among others. Most of this work
is related with the common objective of promotimgoa-farmconservation that would
complement thex situconservation already made in seedbanks. It woellthé case of
the varieties “De la pera” and “Muchamiel” amongerts from Spain (Brugarolas al.,
2009), “San Marzano”, “Sorrento” and “Vesubio” ohlfruzzese” among others from
Italy (Ercolancet al, 2008; Mazzucatet al, 2010) or “Santorini” and “Pastra” among
others from Greece (Terzopoulos and Bebeli, 20M®3.consumer usually finds in these
materials the true flavour of tomato, and is wdlito pay up to 4.7 times the price of
standard varieties (Cebolla-Corngjoal, 2007).

Traditional varieties or landraces are usually magl@s population varieties consisting
on mixes of genotypes with similar external feasuigut in the case of those species in
which the farmer may have enough seeds from orievwoindividuals, such as tomato,
the expected within population variability would losv (Zeven, 2002). These materials
are also variable in a within landrace perspectinehis sense, each farmer applied a
different selection to his or her own populatidiyd for each landrace there would exist
as many different populations as different farmgmswing it. In the case of tomato
landraces, important traits as fruit weight seetvetdighly variable within landrace while
other traits related to fruit shape seem to be nooreserved (Cebolla-Cornegt al,
2013a). More importantly, from a conservation pahview, the high level of variation
of yield within population has highlighted the nes#y to make within landrace and
within population selections to improve mean yiald thus economic feasibility of
cultivation.

The results obtained in this work regarding theaklity in morpho-agronomical traits
confirm previous experiences with similar Spangidraces, where, despite the existence
of some common general patterns, the range ofti@rian these traits overlaps between
different landraces (Cebolla-Cornejet al, 2013a). Seed mixing and pollen
contamination have been proposed as an explartatjostify the level of variation found
within landraces (Casalst al, 2011). In our work, the molecular analysis réeéa
relatively high levels of heterozygosity in sevgrapulations. Considering the low level
of heterozygosity observed in the majority of therngplasm analyzed, it could be
supposed that recent spontaneous crossings mightdwurred in these populations.
Although tomato is an autogamous species, up t@#&pontaneous cross-pollinations
in normal conditions may occur (Lesley, 1924). Traite of cross-pollination can even be
increased in high temperature conditions, whicloéestyle exertion (Levgt al, 1978).
Taking into account that tomato landraces in Spaie usually associated with
smallholdings in which retired farmers grow diffetecrops and varieties (Cebolla-
Cornejoet al, 2007), spontaneous cross-pollination betweelereiit landraces grown
at the same time may not be rare and may indeeds@mt an important factor increasing
within landrace diversity.

The existence of a wide variability within a lanckacomplicates its recognition by
consumers. In quality niche markets, the link betwexternal appearance and internal
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quality is a key element required to consolidate high prices that the consumer is
willing to pay. In fact, farmers or dealers mighké advantage of the high variability
found within landrace to try to sell similar comrmiat varieties with higher yield but
lower organoleptic quality. In addition, previousidies dealing with the variability in
organoleptic quality parameters have shown thatatiothe populations of the same
landrace might offer a high organoleptic value (@kbCornejoet al, 2013a).

In this context, the molecular characterizatiotarhato landraces might be targeted to
landrace recognition in order to avoid market framdto landrace depuration or more
aggressive breeding programs. In the first case, dbmmercialization of tomato
landraces might be considered as an alternativEdospean farmers willing to focus in
quality markets. In this case, the advantage @llo@arkets would involve the promotion
of local production systems. It has been assumaddbal food systems imply reduced
food miles and lower carbon emissions, thus giviag added value to the
commercialization of local landraces in local mask&®ut it should also be considered
that recent research has showed that purchasingnase geographically local produce
per sedoes not necessarily mean the lowest carbon impadtthat the impact or local
vs. global production retailing systems should leeisited (Coleyet al, 2009).
Additionally, landraces are also tightly link toethorganic agricultural sector. It is
estimated that 95% of the organic production isfquered with varieties bred for
conventional high input agriculture (Lammerts vaneBnet al, 2011). But these
materials do not seem to represent the ideal gasnpfor a low input agriculture. On
the other hand, consumers of produces grown undgmi parameters value a high
organoleptic quality that is difficult to achievetivconventional varieties, among other
reasons due to their high production levels. Is ttontext tomato landraces offer both
high organoleptic quality and adaptation to lowuhpgriculture, and its use could be
fostered in organic production. But these variestdshave other problems. For example,
it is necessary to depurate populations by elirmgatontaminant genotypes (Caramante
et al, 2009) and to increase intra-population unifoyn(in terms of yield). Indeed, it has
been proposed that the depuration of tomato laedrabould be considered in order to
select the materials offering the highest yieldghe farmer and the highest internal
guality to the consumer (Cebolla-Cornejoal, 2013a).

In depuration programs, one of the limitationshe tase of tomato resides in the low
molecular variability previously found in the spegi which limits the differences found
between populations and landraces. Thus, it igcdlffto identify if a certain population
or sub-type of a landrace should be discardeddise not belong to the major pattern of
variation of the landrace or not. In this sense, tiolecular characterization of tomato
landraces could help to determine which populatiefisctively belong to a certain
landrace or to revisit the concept of each landréceould then help to establish an
ideotype as a starting point, to be continued ighselection of the best populations and
the best individuals within populations. In thisise, the relation of populations with a
presumed relation with a certain landrace has Iseecessfully studied in our work,
confirming the ascription of one population in arzse and rejecting it in the other. The
possible relation of similar landraces has alsamnistadied, in this case discarding any
relationship between “Moruno” grown in the centéiSpain and “Negre” grown in the
East coast. The same would apply to “Muchamiel” ‘@arenteno”. Both varieties are
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show flat shape, ribbing and strong green shouldes both are used for salads.
Nevertheless both can be differentiated in othetstrand in fact appeared separated in
the PCA, but the molecular analysis completelyatids any relationship.

Even after small selection processes within laredere would be still remaining
defects. The main one would be their susceptibityiral diseases. In fact, it has been
proved that one of the main factors conditioning tacovery of these materials is the
losses caused by viruses such as tomato mosag(fioMV), tomato spotted wilt virus
(TSWV) or the tomato yellow leaf curl disease TYL@Debolla-Cornejeet al, 2007).
Today most commercialiFvarieties carry several genes for resistancedsetliliseases
among others and their incorporation in the vaggetiargeted to organic systems is
demanded (Lammerts van Bueedral, 2011). It would be of great interest to intrcgge
some of these genes while maintaining the intrimalae of the traditional varieties. For
this purpose, SNP markers would be of great intefidir high level of polymorphism
compared to other markers, their repeatability #mer distribution throughout the
genome would enable their use to recover moreieifiily the traditional genome in
backcrossing programs. In fact the strategy ofodhicing virus resistance genes into
traditional varieties of tomato via conventionatkerossing programs has been proved
to be feasible and organoleptic quality of the bieds has proved to be similar to the
original materials (Alonset al, 2009). Nonetheless, the development of internseding
programs should be considered only as an additimwhlto promote the use of these
materials, and lines developed using only withimdlace selection programs should be
prioritized.

Either the development of low profile selectiongmams, discarding those materials that
would not be economically reliable for farmers duéheir worse performance or by high
profile selection and breeding programs, the torfeatdraces might be a good alternative
to satisfy the demands of consumers in quality etsrtkOther added values such as the
functional value have been also found in tomatdidaces, helping to consolidate a price
premium required to compensate the lower yieltheéé materials (Cortés-Olmetal.,
2014). In any case, in this complex and competitwatext, landrace fingerprinting
systems would be required to counterfeit the frahds arise when high prices are paid
for vegetable produces.

With this and other objectives, several studieshsen performed during the last decade
targeted to the molecular characterization of pr@ni tomato landraces. Terzopoulos
and Bebeli (2008) used inter simple sequence rep@d&SR) for the molecular
characterization of Greek landraces. The usedeadetimarkers enabled the aggrupation
of morphotypes of the same landrace, showing diydesvels similar to those of modern
cultivars. In the case of Italian landraces, Mazatoet al (2010) used simple sequence
repeats (SSR). In this case, the use of SSRs eh#idedistinction between “A pera
Abruzesse” from “Canestrino di Lucca”, though tHayed to distinguish between “A
pera Abruzesse” and “Cuore di bue di Albenga”hiis particular case, previous studies
proposed the use of a CAPS marker for dvate gene as a mean to distinguish both
landraces, though in one case a population of /& pédruzzese” carried the allele typical
of “Cuori di bue di Albenga” (Sabatiret al, 2006). Garcia-Martineet al. (2006)
characterized molecularly a collection of Spaniahdraces using SSR and AFLP
markers. Among the landraces analysed, the authdusled “Muchamiel”, “De la pera”,
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“Moruno”, “Valenciano” and “Flor de Bbaladre”, thgh for the last two landraces only
one population was analysed. Using one type of aeratkwas not possible to develop
accession-specific marker combinations, but it p@ssible using a combination of both
SSR and AFLP markers. Nevertheless, in a laterysigthg (GATA) oligonucleotide
probes and including “De la pera” and “Muchamielaterials and Italian landraces
Garcia-Martinezet al (2013) identified cultivar and accession spec@fnbinations
using a single type of marker. In our case, theaiseNP markers has proved to be an
efficient tool for the identification of most laratres. The high number of SNPs required
and the diversity observed in the landrace “Gogjo’ras in the case of “Rosa” (with no
unique combination) suggests that more analysiddvoe required. In the case of the
landrace “De colgar”, the lack of a uniqgue comhbmratof SNP markers was expected
considering the proposed origin of this landracevéitheless, thalcobaca(alg) allele

of thenon-ripening(nor) gene and the small size of fruits can be usédderprint a true
“De colgar” population (Casakt al., 2012).

Regarding the genetic relations within and amongn®&h landraces, in the SSR/AFLP
study of Garcia-Martinez (2006) the populations“DE la pera” and “Muchamiel”
appeared grouped to some extent, while the aggampat “Moruno” was more diffuse.
As a landrace, “Moruno” appeared closely relatetthiDe la pera” using SSR markers
and with “Muchamiel” using AFLP markers. “Valenc@nseemed not to be clearly
related with any of the mentioned landraces, wtiler de baladre” appeared grouped
with “Muchamiel” using AFLP data. It was clear, tigh, that the efficiency of grouping
of each marker varied with the landrace considekesimilar conclusion was reported in
a previous work with SSR and SRAP markers (Rtial, 2005), though in that case, the
relation of “Flor de baladre” and “Valenciano” vedl In a later study, using the (GATA)
fingerprinting, two sub-populations of “De la penaére identified by Garcia-Martinez
et al (2013); a structure not found before with SRABRS AFLP or SNP markers
(Garcia-Gusanet al, 2004; Ruizt al, 2005; Garcia-Martineet al, 2006).

In our case, the populations of “De la pera” appearouped in the PCoA and scattered
in the cluster analysis, while the populations Mbfuno” were divided in two groups in
both analysis. Ruiet al (2005) suggested that the denomination “Morus@mbiguous
and not based on real genetic similarity, which M@xplain the clear differentiation of
the two groups obtained in our work. The closetiatebetween two of the populations
would not be explained by their geographical origas the populations CDP000138
(figure code 8.1) and CDP004039 (figure code 8@waed a high similarity while their
geographical collection sites were more distanti@lvs. 261 km). On the other hand
“Muchamiel” populations appeared grouped in bothstdr and PCoA analysis, at a
certain distance of “Valenciano” populations andatreely related to some of the
“Moruno” and the “Flor de baladre” populations.

In our previous attempt to analyze genetic divgnsith Eastern Spanish landraces using
AFLPs, a lower proportion of polymorphic loci aneild genetic diversity was detected
in “Valenciano” compared with “Muchamiel” (Cebol@ernejoet al,, 2013a). But in the
present work, using SNP markers, the differencehi diversity parameters found
between both landraces was small. On the other,hasidg SSR, AFLP or (GATA)
probes Garcia Martineet al (2006, 2013) found more genetic diversity within
“Muchamiel” than within “De la pera” landraces. Hewver, our results considering Nei's
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genetic diversity, and polymorphic loci proportisimowed similar values, while the mean
genetic distance was lower in “Muchamiel. Compatimg results obtained by different

groups with different markers it is obvious thagréhis a strong influence of the set of
populations and landraces analyzed, the type dfenand the specific subset of markers
used on the analysis of genetic differentiatiotoofiato landraces.

The highest values of genetic diversity found im wark corresponded to “De colgar”,
“Rosa”, “De pera”, “Gordo rojo” and “Centenarest the case of “De colgar’ and
“Gordo rojo” this result agrees with the highereatisity found in the PCA analysis using
morpho-agronomical data. In the case of the “Dgaxdllandrace, it has been concluded
that it is identified mainly by its long term stgecapacity, which, as it has been already
mentioned, is related to the presence oflhallele of thenor gene (Casalest al, 2012).

It was suggested then, that this gene might haws lbetrogressed by spontaneous
crossings in different genetic backgrounds and i@ selection for long term
conservation by farmers would have led to the dgwekent of long term conservation
variants with different shapes or colors. In themseatudy an 18.07% of polymorphic loci
was obtained using AFLP markers, a high value imgarison with previous AFLP
studies. In the present work, a much higher vala® leen obtained (0.72), though it
should be considered that the markers had beeniopsty selected for their
polymorphism. Nevertheless, in this landrace waébihne highest value for polymorphic
loci, Nei's genetic diversity and one of the highe®an genetic distance, confirming its
high variability.

In the case of the landraces “Rosa” or “Gordo réf@ir high genetic diversity might be
related with the ambiguous denomination of the lacd which makes reference to the
color fosameans pink antbjo means red) or sizggrdo means large) of the fruits. As
previously stated for the “Moruno” landrace, thisngralization in the denomination
would enable populations of distinct origin (gequrigal and phylogenic) to share the
same name. Comparing these results with other daedrwith a specific designation,
Spanish tomato landraces could be differentiatetivon groups. Some of them, might
show a relatively high morpho-agronomical diversityut a common molecular
background (as in the case of “Valenciano”, “Muckgim Flor de baladre” or
“Cuarenteno”), while others, with ambiguous destgmes referring external appearance
(“Rosa”, “Gordo rojo”, “De pera”), would show bottigh levels of morpho-agronomical
and molecular variation. In the last case it woddextremely complicated to decide
which should be considered the true ideotype ofahdrace. For this purpose, the use of
the SNP markers used in this work applied sepgréded higher number of populations
of each landrace would be a useful tool to complatetask.

Apart from the ability to differentiate tomato laades, the set of SNP markers used in
this work has shown two interesting characteristidhie analysis of molecular variation
of tomato landraces. In the first place, the boagstvalues obtained in the cluster analysis
with SNP data were higher than those previouslpntep with other markers in similar
materials. For example, in the AFLP analysis indituely by Garcia-Martinezt al (2006)

a 37% of the nodes were supported with bootstrégesahigher than 50% in the SSR
analysis and 32% and in the analysis performed ddyoTa-Cornejcet al. (2013a) with
AFLPs even lower bootstrap values were obtained.
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Additionally, the use of this set of SNPs in thelesalar characterization of these
landraces also generated an unexpected resultd&naie correlation between molecular
and morpho-agronomical distance/similarity matrieess obtained, while previous
attempts with AFLP data failed to identify signditt correlations (Cebolla-Cornegb
al., 2013a). No relation had been previously obsemedreek landraces (Terzopoulos
and Bebeli, 2008) nor in the Italian “A pera Ablzaze” landrace (Mazzucatt al.,
2010). Indeed, these correlations are unexpectea species with very low genetic
diversity and in which key traits involved in laade recognition such as fruit size,
external color and shape are controlled by few géhanksley, 2004; Brewet al., 2007,
Cebolla-Cornejeet al 2013b). In fact, this situation justifies the aggation observed
among a population of the cherry type “Centenarasti a large pinkish “Rosa”
population.

Conclusions

The high diversity present in the Spanish tomatwldaces has been confirmed in the
agronomic characterization. Despite showing sonmeige characteristics, a high degree
of variation is observed within population. The drezygosity detected in some
populations, indicates that spontaneous crossinghtnioe one of the main forces

generating variation, together with differentialestions performed by farmers and
adaptation to local agroclimatic conditions. The ®eSNP markers developed for this
work have proved to be an efficient tool for thelecalar characterization of tomato

landraces. Nevertheless, the results must be dgrefonsidered. The low genetic

diversity present in tomato, and the simple geresiidrol of key traits defining landraces
imply that the results obtained with different sefspopulations or landraces or with

different markers might be different. Nonethelessthis case specific SNP marker
combinations have been identify for the genetigdnprinting of Spanish tomato

landraces, a required step to defend the qualitkets associated with these varieties,
which represent their only alternative farsitu conservation.
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El tomate es una de las especies horticolas dermalar econémico en el mercado
agricola mundial. Como ejemplo, en Estados Unitlogproduccion de tomate en el
comercio de hortalizas frescas representa caséldel valor econémico total y mas del
50% en el comercio de hortalizas procesadas (Rsuveyt Labate, 2007). A la par que el
valor de la produccion sigue el valor de insumasdas como el de la semilla, que en el
caso del tomate representa el 11% del comerciemdla de hortalizas a nivel mundial
(Kapur, 2013). No es por tanto extrafio el intengs genera para las casas de semillas el
poder controlar una parte tan suculenta de lasagantindiales.

En este contexto, el acervo genético disponibla padesarrollo de nuevas variedades
tiene un valor incalculable. Bien es cierto quedaacion presente en la especie cultivada
supuso el material basico empleado en los progrdmatejora genética hasta la primera
mitad del siglo XX. Pero desde que en los afios3fisiara el aprovechamiento de las
especies silvestres relacionadas (Rick, 1986) agomparte del germoplasma empleado
en el desarrollo de nuevas variedades ha siddveksie (Rick y Chetelat, 1995). De
alguna forma, parece que las variedades tradi@eri tomate hayan quedado relegadas
desde entonces a un papel secundario en los prag@@mejora.

Aunque el proceso de erosion genética ha reduatiblemente la diversidad generada
a lo largo de siglos de cultivo, en el caso deldtntodavia es posible encontrar algunas
variedades tradicionales de tomate en cultivo gueam sido desplazadas por variedades
hibridas mejoradas. Estas subsisten gracias atiagte los consumidores (INIA, 1995).
Esta situacion se entiende considerando la destapatilida de sabor observada por los
consumidores desde finales del siglo XX en lasedades mejoradas (Kadsral, 1977;
Bruhnet al, 1991; Janse y Schols, 1995; Decoene, 1995; Ratenakornet al, 1997).

En este contexto, los consumidores pueden llegagar hasta 4,7 veces mayor precio
por las variedades tradicionales, que por las dades modernas. De esta forma se
compensa la menor produccion de estos materialek ngayor riesgo que corre el
agricultor al no contar con genes de resistenerfermedades.

Esta escenario, I6gicamente ha motivado el detadelun creciente interés por distintos
colectivos. Por un lado de agricultores, que caraido el aumento de los costes de
produccion y el estancamiento de los precios déeav@&ebolla-Cornejet al, 2007) se
ven incapaces de competir con grandes productgres,pueden minimizar costes
deslocalizando o mecanizando la produccion. Asipseagricultores verian en las
variedades tradicionales y en los mercados deathlidna alternativa razonable para
continuar su actividad.

Por otro lado, algunos agricultores verian la pbddd de alcanzar gdremiumde precio
de estas variedades tradicionales tratando delintiioen el mercado variedades con una
morfologia exterior similar, pero con las caractéras agronomicas de las variedades
modernas. Esta situacion no se cifie Unicamentesalde las variedades tradicionales, y
se amplia en realidad a cualquier caso de éxitemat. Por ejemplo, el excelente sabor
de los tomates “raf”, fruto de la utilizacion deauwariedad obsoleta en condiciones de
salinidad, genera diferenciales de precio de hasteces (Florest al, 2009). Esto ha
dado lugar a la utilizacion de variedades hibrglsejantes en morfologia y cultivadas
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en condiciones convencionales que, logicamente,satisfacen al consumidor y
perjudican al propio mercado de calidad.

Ademas de los propios agricultores, entre los radfnes también ha aumentado el
interés por los materiales tradicionales. Duraateségunda mitad del siglo XX, el
hincapié realizado en los procesos de seleccioredabproduccién, la resistencia a
enfermedades y la introgresién de fondo genétleestre y el desarrollo de “larga vida”,
han contribuido sin duda a la merma de sabor déasude las variedades modernas (ver
introduccién). El creciente interés del consumidgr,por tanto también de los
comercializadores, por productos de mejor sab@ch#ado por despertar la necesidad
de atender esta nueva demanda, y por tanto, deupneayor atencion a los parametros
de calidad interna. Asi, el papel de las variedadeécionales de tomate como un recurso
mas para ser empleado como fuente de variaciémogmgmas de mejora, ha vuelto a
despertar un siglo después del inicio de los progsade mejora genética modernos.

En esta situacion de renovado interés por partecatssumidores, agricultores,
comercializadores y casas de semillas, desde noeddeal la primera década del siglo
XXI se han sucedido estudios encaminados a cotexearacteristicas de las variedades
tradicionales de tomate. Destacan entre otros nsudb® trabajos realizados con
materiales espafioles (Rwekzal, 2005a; Garcia-Martinezt al, 2006; Cebolla-Cornejo
et al, 2007; Casalet al, 2011a y 2011b; Cebolla-Cornegp al, 2011; Casalst al,
2012; Cebolla-Cornejet al, 2013a; Garcia-Martine# al, 2013; Boteet al, 2014...),
italianos (Andreaki®t al, 2004; Ercolancet al, 2008; Mazzucatet al, 2008, 2010;
Garcia-Martineet al, 2013; Sardaret al, 2013; Corradet al, 2013, 2014...) y griegos
(Terzopoulos y Bebeli, 2008, 2010...).

En estos trabajos se abordan fundamentalmente spextas basicos: la descripcidon
morfologica de estas variedades y la diversidaétimpresente en ellas. Otros aspectos
como la calidad organoléptica han recibido menescidn y pocas veces se ha evaluado
la calidad funcional de los materiales. Desde ekgule vista del material evaluado, la
mayor parte de los estudios se basan o en el estndnayor profundidad de una Unica
variedad, o en el estudio de unas pocas variegeiesncluyendo pocas poblaciones de
cada una de ellas.

La informacién aportada es de gran interés, ya mpge permite entender como se
estructuran las variedades tradicionales de toynate esta forma, ayuda a optimizar los
procesos de conservacion y utilizacion de estdesad recursos fitogenéticos. Por otra
parte, facilitan el establecimiento de cuales smngerfiles de calidad a perseguir en
programas de mejora encaminados a recuperar tiadalrganoléptica. Con lo cual, seria
interesante poder contar con estudios mas compigjesbordaran el uso conjunto de
mayor diversidad de materiales.

Bajo estas circunstancias se enmarca la presaigedtectoral, que ha tratado de abordar
el analisis de la variacion morfoagronémica, ordgpiica, funcional y genética,
empleando un amplio abanico de variedades tradil@sresparolas representadas por un
namero importante de poblaciones de cada una.

Una de las primeras series de preguntas a laseyba $ratado de responder en los

diferentes trabajos que la conforman es: ¢comoa&syariedad tradicional?, ¢ se trata de

una unidad claramente reconocible y uniforme? Pasponde a estas preguntas es
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necesario estudiar la variacion presente entraliEgtas poblaciones (o selecciones
procedentes de los agricultores) que configuravatéedad, asi como dentro de cada
poblacion.

Popularmente a las variedades tradicionales dealesnsiderado variedades poblacion
(Cubero, 2002), ya que se encuentran constituidasngezclas de genotipos. Esta
composicidn supone la existencia de una destababdeogeneidad, que se manifestaria
en un amplio gradiente de variacion incluso enttdariones de una misma variedad.

La variacion presente en las variedades tradictsndéberia ser por tanto considerable,
situacidon que contrasta con la de las variedadeemales. En estas ultimas se establece
una relacién univoca entre las caracteristicas ovagfondmicas establecidas en el
analisis técnico previo a su registro (distincidtamogeneidad, estabilidad) y la
denominacién varietal. Una variedad comercial ogtacha sido obtenida por un Unico
seleccionador, que se ha preocupado de fijar lasteaisticas de la misma para evitar la
segregacion. Se trata por tanto de una Unica pohlaBor el contrario, una variedad
tradicional no es un ente Unico, ya que es mardemadl tantos seleccionadores como
agricultores la cultivan. Por tanto, cabe hablardderencias entre poblaciones de la
misma variedad, ya que los procesos de selecciéadapoblacion son distintos.

Por otro lado, si bien dentro de un lote de semille variedades comerciales no
esperamos variacion, en el caso de las variedadédgibnales se espera encontrar
mezclas de genotipos. De hecho, la estructura slevdeiedades tradicionales hace
precisamente que se amplien los limites de vanadéiectados en el analisis técnico
(homogeneidad y estabilidad) durante su registrmocoariedades de conservacion
(Bocci, 2009), que normalmente se hace a partindeinica poblacion representativa de
la variedad.

En este contexto, en el desarrollo de la tesisaspodido comprobar que la variacion
presente dentro de cada variedad tradicional 4 mweego-agronémico es muy elevada,
tanto a nivel intra-poblacional como inter-poblaxEb El origen de la variacion intra-
poblacional se deberia al método de seleccion sienfélla para el ciclo siguiente, que se
obtiene mezclando la descendencia de distintogithdis, y que por tanto perpetia la
variacion. Ya en estudios anteriores se comprol® gun hoy en dia, se mantienen
métodos de seleccion por parte de los agricultbessados en la creencia de una
transmision de fruto a semilla, de forma que aipaht frutos con la mejores
caracteristicas procedentes de distintas plantasesperard obtener descendencias
similares independientemente de la variacion ptesemire plantas (Cebolla-Corngb
al., 2007).

Obviamente, ademas de la posible mezcla de gesoti@ariacion intra-poblacional
puede deberse a efectos medioambientales. Estaooentp no es nada despreciable. De
hecho, al analizar la variacion en el contenido@npuestos relacionados con la calidad
organoléptica o funcional, se han observado nivdkesvariacion en las variedades
hibridas empleadas como control similares a losemwhglos en los materiales
tradicionales. A pesar de la posible existenciantiraccion genotipo-ambiente, parece
evidente que el micro-ambiente estaria jugandoapelpmas importante de lo esperado
cuando se emplean parcelas de cultivo aparentemeifitemes con sistemas de cultivo
basados en la fertirrigacion.
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En el caso de la variacion interpoblacional, sgesridependeria de mas factores. En
primer lugar, cada agricultor realiza una selecditsependiente y los criterios de
seleccién pueden ser distintos. Se afiade queaagmsontar con un cultivo mas o menos
localizado, las condiciones agroclimaticas de caglicultor pueden variar. Sin duda,
ambos efectos contribuyen a generar diversidack gmiblaciones. A pesar de esta
evolucion diferencial, algunos caracteres debgmigmizarse en seleccion, puesto que las
variedades tradicionales suelen ser reconociblesipos rasgos caracteristicos. Seria
previsible que precisamente en estos rasgos queeddhl variedad, la variacion fuera
menor, pero hemos podido constatar que esto ngeiees asi.

Ademas de la seleccidn y adaptacion, las variedaadisionales también se pueden ver
afectadas por la migracién. Por un lado, existmméa 0 menos frecuente intercambio de
semillas entre agricultores que no sélo se da erasb las variedades tradicionales
espafolas de tomate (Cebolla-Corratjal, 2007), sino que se ha sugerido como factor
generador variacion en variedades griegas (Terzapoy Bebeli, 2010). Este
intercambio de semillas también se da en otros/oslty muchas veces va asociado a la
idea de que la semilla degenera tras varias gearescde cultivo seguidas (Zeven,
1999). En algunas ocasiones, la semilla de dispirdeedencia podia mezclarse, dando
lugar a la identificacion de sub-poblaciones clagata distinguibles dentro de una misma
poblacion o seleccion de agricultor.

Por otro lado, a pesar de que el tomate es unaiespetbgama, se han constatado
porcentajes de polinizacion cruzada que oscilareegit2 y el 4% en condiciones de
cultivo normales, pero que podrian aumentar erm@tados genotipos o en condiciones
de elevada temperatura que tienden a pronunciexdecion del estilo (Lesley, 1924;
Levy et al, 1978, Doraiset al, 2001). En estas condiciones, el cultivo de dis$in
poblaciones o subpoblaciones, o incluso variedades mismo huerto, podria dar lugar
a descendencias segregantes como las encontradsim éesis. Unas descendencias que
en principio se caracterizarian por un gradientgico de variacion. Tras uno de estos
cruces espontaneos seria previsible que el agricejérciera una elevada presion de
seleccion sobre los caracteres distintivos deri@dad para tratar de recuperarla, pero la
variacion subyacente ya se habria generado.

En ocasiones, tras un cruce espontaneo, en veacoatear un gradiente continuo de
variacion se podria obtener sub-poblaciones diééaeas. Seria el caso de cruces como
los que se podrian haber dado entre la variedadsd'Ry “Gordo rojo”, que
fundamentalmente presentan una morfologia simia giferencian en el color de la piel
(amarilla o incolora) dando lugar a color extedstinto (rojo o rosado). En este caso,
dado que el caracter esta controlado por un uraooygyellow,(Ballesteret al, 2010),

el cruce entre ambas variedades generaria apasmmttendos subpoblaciones
diferenciadas que podrian confundirse con mezdaerhillas de las dos variedades.

El cruce espontaneo y la presion de selecciongtedudtor, ya ha sido propuesto como
la forma de explicar la gran variabilidad morfoldgpresente en la variedad “De colgar”
(sinénimo de “De penjar”). En este caso, el caraditintivo de la variedad es la larga
vida postcosecha y esta controlado por el aklobaca alc, del gemon-ripening nor
(Casalset al, 2012). El cruce espontaneo entre una poblacioa ¢Dlgar” y una
poblacion de otra variedad generaria segregamé® s que el agricultor aplicaria
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presion de seleccidon sobre el caracter de consénvamostcosecha, resultando en
distintos morfotipos con el aleklc fijado y de tamafio mas bien reducido (ya que este
caracter contribuye a maximizar la larga vida).

Mazzucatcet al. (2010) también propusieron la existencia de creoé® las variedades

“A pera Abruzzese” y “Cuore di bue di Albenga” ysperior seleccién para explicar la
presencia de la morfologia tipica de “Cuore di Bu&lbenga” entre el germoplasma de
“A pera Abruzzese”.

En conjunto, la seleccion diferencial del agricyltaa adaptacion a las condiciones
agroclimaticas locales, la mezcla de semillas d#indas poblaciones, o el cruce
espontaneo entre ellas, acabaria generando undete variacion entre poblaciones
de la misma variedad.

¢Cobmo se trasladarian todas estas circunstancias variacion observada en las
variedades tradicionales estudiadas? En primer,lagaivel morfologico, la variacion
dentro de variedad es considerable para la mayte ga variedades estudiadas. Soélo en
variedades muy diferenciadas es posible encongrarpaciones mucho mas estables.
Seria el caso de la variedad pimiento. La formagatia de la variedad es completamente
distinta a la de cualquier otro material. A pesaexistir cierta variacion interpoblacional,
el espectro de variacion de la variedad no se aalap ninguna otra.

Existen otros casos en los que la morfologia #glari@dad esta mas o menos diferenciada
del resto de variedades. Seria el caso de lagiealkes “De pera” o “De la Pera”, que con
formas alargadas se distinguen bastante bien stel de variedades, y en las que a pesar
de que la variacion interpoblacional esta bastantgenida, lo cierto que es que la
distribucion de las entradas en el ACP se solapab#letamente en la componente
principal 1 y parcialmente en la 2.

Para el resto de morfologias, tipo redondo o adbaém distinto grado, con diversos
niveles de asurcado y diferentes tamafios, el espeéetvariacion de cada variedad se
acaba solapando con el de otra similar. Aunqueuselg observar cierto grado de
agrupamiento entre las poblaciones de la mismadaal, en muchos casos la variacién
interpoblacional es considerable. Este seria @ dasvariedades como “Valenciano”,
“Rosa”, “Gordo Rojo”, “Muchamiel”, “Cuarenteno”. BHas variedades “Gordo rojo” y
“Rosa”, un nivel especialmente elevado de variapiddria deberse al origen difuso de
las mismas y su mayor amplitud de ambito de cultisichecho de referirse el nombre
local a una caracteristica exterior, como el tanmaélocolor, puede hacer que se incluyan
como materiales de la misma variedad tradicionblgmones de origen muy distinto.

En otros casos como “Valenciano”, la variacion npddlacional podria deberse a la
existencia de subtipos. En esta variedad, el tifastlet” corresponde a frutos de tamafio
intermedio con forma acorazonada mas alargada wtaga, mientras que el tipo
“Blanca” corresponde a frutos también acorazongue® mas achatados, menos
apuntados y generalmente de mayor tamafo. Sin gmbarvariacion en ambos grupos
es tan elevada que sus rangos de variacion acabbemezclandose.

El elevado nivel de variacion interpoblacional ariedades tradicionales de tomate
también se ha determinado en variedades circuas@itbtras areas de cultivo, donde
diversas variedades tradicionales espafolas (Casals, 2011a y 2011b), italianas
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(Ercolanoet al, 2008; Mazzucatet al, 2010) y griegas (Terzopoulos y Bebeli, 2008,
2010) también muestran unos niveles de variacigportantes. Incluso cuando se
estudian poblaciones tradicionales pertenecientga cultivos horticolas, como se ha
observado para la berenjena (Prohenhal, 2004), el pepino (Esteras al, 2008), el
melén (Escribano y Lazaro, 2009), la lechuga (Aab®brnejo, 2008) o la calabaza
(Ferriol et al, 2004), se observan estructuras poblacionaletasesi

Aunque la variacion morfoagronémica se detecta echws caracteres, hay que tener en
cuenta que no todos ellos tienen el mismo pesoc#&me en el reconocimiento o
definicion de una variedad. Asi, aquellos atributacionados con las caracteristicas
externas del fruto (el peso, la altura del fruta yelacion entre la anchura y la altura del
fruto) parecen tener mayor peso en los andlisisivatdbnte para explicar la separacion
de las diferentes variedades. Un resultado sirabauvieron Casalet al.(2011a) en las
variedades tradicionales catalanas de tomate “MoatS y “Pera Girona”, que se
diferencian en apenas cuatro caracteres: peso, raudee loculos, longitud y ratio
anchura/longitud.

Atendiendo a la experiencia conseguida en el toalwn estos materiales, en
“Cuarenteno” se valoraria la forma achata, el aslocmoderado y, sobre todo, la
precocidad y la acumulacién de cosecha en los poBnecimos. En Muchamiel, un
mayor grado de achatado y asurcado y una coloraeidacteristica. En “De colgar, la
aptitud para la conservacion. En “Valenciano” tipasclet”, el tamafio contenido, la
presencia de rayas verdes verticales y el mayalogia apuntamiento. En “valenciano
tipo “Blanca”, la forma ligeramente acorazonadd gnayor tamafo. En “gordo rojo” y
“Rosa”, el tamafo grande, la forma achatada vy lelr @xterior rojo o rosado (segun el
caso). En “Pimiento”, la forma alargada, el colmprintenso y la poca presencia de gel
y semillas en los loculos.

En definitiva, algunos caracteres han debido @aose en los continuos procesos de
seleccién, especialmente aquellos reconociblesefenqidos por los consumidores. Y
probablemente, éstos hayan sufrido una intensadpree seleccién por parte de los
agricultores para fijarlos. Por tanto, deberia espe que estos caracteres mostraran un
menor rango de variacion, pero esto no siempresesAfgunos caracteres como la
relacion entre la anchura y la altura del frutogeldo de acostillado y el peso (muy
relacionados con el aspecto externo del fruto) traas un elevado grado de variaciéon
tanto entre poblaciones como dentro de las mistoasyal dificulta en ocasiones la
asignacion de las poblaciones a los distintos Waoetales.

La existencia de variantes distintas dentro demisena variedad, asi como de gradientes
continuos de variacion, complica enormemente ehbéstimiento de una relacion
inequivoca entre un morfotipo de fruto concreto na ueterminada denominacion
varietal. Esta situacion plantea un dilema sefi@ laora de recuperar y conservar estas
variedades: ¢ deben conservarse todos los morfammsntrados, o cual es el morfotipo
que realmente se debe conservar?

Como ya se ha comentado, las variedades tradiemnsé caracterizan por su
heterogeneidad, estructura poblacional que por parde les confiere una elevada
plasticidad frente a condiciones de estrés. Resultlente que el mantenimiento de esta
heterogeneidad es fundamental para estas variedadgse la reduccion de la variacion
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podria provocar consecuencias importantes de cawmaf@ncionamiento como sistemas
homeostéticos. Sin embargo, la conservacion destgdzada una de las poblaciones
existentes es muy costosa, lo cual obliga a cuesSe: ¢qué materiales deberian
conservarse? y ¢hasta cuando seria convenientie selgetando y conservando para
optimizar al maximo los recursos de los bancos atengplasma? Ademas, la enorme
diversidad observada provocada principalmente g®irtercambios de semillas y las
hibridaciones espontaneas no controladas, est@mtéesando en una degeneracion
varietal que debe frenarse. En este contextoJéa@én y cribado de material pareceria
ser una solucién adecuada, pero no obstante, paes@mbién una serie de conflictos o
matices: ¢cuan intensa ha de ser la selecciongo@rda reduccion de la variacion no
afecte al comportamiento de las poblaciones?, ¢ spl# caracteres debe aplicarse una
mayor presion de selecciéon?, o ¢,qué morfotipo detadblecerse como ideotipo?

Légicamente, el establecimiento de un ideotipogagla tipo varietal resultaria necesario
para poder abordar la problematica relacionaddacoanservacion y la seleccion de los
materiales de manera mas sencilla. Sin embargendéame variacion, asi como la
presencia de gradientes de variacion continuos whaos de los caracteres evaluados,
hace tremendamente dificil su definicion.

Méas alla de los objetivos de conservacion y sedecal establecimiento de ideotipos
para las distintas variedades tradicionales podsaltar fundamental a la hora de
registrar estos materiales como variedades de c@tsén. Actualmente, los niveles de
variacion detectados en el ensayo imposibilitahaiegistro en la Oficina Espafiola de
Variedades Vegetales, cuyos requisitos son denwmssstrictos en este aspecto. Asi, la
obtencion de poblaciones mas homogéneas y establesyela como una solucién al
problema y permitiria la inclusion de dichos maties como variedades de conservacion,
consiguiendo a su vez legalizar su intercambiorngeraio.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que cualsglieccion de las poblaciones con el
objetivo de homogeneizarlas podria perjudicar sdgrsiente su integridad. Con lo cual,
parece ser que la normativa oficial no se ajutdaealidad varietal, o al menos en el caso
de las variedades evaluadas de tomate. De hechogdaltados iniciales del proyecto
europeo Farm Seed Opportunitieya destacaron la desproteccion de numerosas
variedades poblacion incapaces de cumplir los séqeiestablecidos para las variedades
de conservacion (Chabé al, 2009). De modo que seria necesario encontraunto p
de encuentro entre los requisitos exigidos por feitd Espafola de Variedades
Vegetales, flexibilizandolos para el registro dea@dades de conservacion, y la enorme
variacion observada dentro de las variedades toadies, que en un contexto
competitivo de algin modo deberia reducirse.

Ademas, en la proteccion legal de las variedadedicionales sigue existiendo un
problema adicional, ya que en el Registro Espaiolvdriedades Comerciales ya
aparecen variedades registradas por casas deaseoaill la denominacion “Valenciano”

o “Muchamiel”, con lo cual no podria registrarseguna variedad tradicional en el

Registro de Variedades de Conservacion con dichandi@acion. A esta paradojica

situacion no deberia haberse llegado si se hubrgendido en la inscripcion inicial del

Registro de Variedades Comerciales, que dicha deagian no podria establecerse por
ya existir en el estado del conocimiento.
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El elevado grado de variacion detectado entre pmblas de la misma variedad y el
solapamiento del espectro de variacion entre thstivariedades, no sélo afecta a
aspectos morfo-agronémicos, sino que también seradpara otros caracteres internos
no facilmente reconocibles, como el contenido enmeestos que contribuyen al valor
funcional (carotenoides, vitamina C, polifenoleg)@uso para compuestos relacionados
con la calidad organoléptica (azucares y acidodricgs). La considerable variabilidad
detectada en aspectos relacionados con la calidadaéptica hace que surja una nueva
pregunta: ¢realmente las variedades tradicionalstachn objetivamente por su calidad
organoléptica?

Como se ha comentado anteriormente, la supervideiecias variedades tradicionales se
basa en el aprecio de los consumidores hacia mstiesiales, en los que reencuentran el
verdadero sabor del tomate y por los que estamues$ps a pagar un mayor precio que
compense su menor produccion (Brugaretaal, 2009). Ademas, como ha pasado en
otros cultivos, podria estar influyendo que los stonidores también valoraran la
componente tradicional o de patrimonio que reptesesste tipo de variedades (Diats

al., 2011). Logicamente, la compra recurrente de @ades tradicionales se debe basar
en un estandar de calidad elevado en cada comypea,de otra forma, la desconfianza
del consumidor le llevaria a reducir el diferendilprecio que esta dispuesto a pagar por
estas variedades.

El estudio llevado a cabo por Sinesibal. (2007), comparando el perfil sensorial de
variedades tradicionales con variedades hibridaitases, puso de manifiesto lagpriori
mejores caracteristicas de las primeras. Sin ermparg este estudio no se evaluaron
diferentes poblaciones de cada variedad. Ercodarad. (2008) estudiaron la variacion
incluyendo dos ecotipos de cada variedad traditiemaluada y encontraron alguna
caracteristica peculiar para alguna variedad, agirgqu otros casos la variacion en
compuestos relacionados con aspectos sensorialetefiada.

Casalset al. (2011a) analizaron la variabilidad existente envariedades tradicionales

“Montserrat” y “Pera Girona”, en este caso empleahdstantes mas poblaciones de
cada variedad. En su estudio, ya apuntaron quersids variedades son reconocibles en
base a determinados caracteres morfolégicos, acidm existente en cuanto a sus
atributos sensoriales realmente impedia definipenfil tipico para cada una. Ademas,

propusieron gue la presencia de cruces espont&egoglos por una fuerte presion de
seleccién sobre los atributos externos mas tipamsla variedad, conllevarian la

existencia de perfiles sensoriales variables detgreariedad.

Los resultados presentados en esta tesis, aunqy@edoninares, parecen corroborar la
existencia de un gran nivel de variacion organatapno solo entre distintas variedades
sino dentro de variedad. En linea con los resuttagortados por Casasal.(2011a) y

Cebolla-Cornejet al. (2013a y 2013b), parece que los factores quedanten variacion

interpoblacional (mezcla de semillas, cruzamieapontaneos, seleccion diferencial...)
si bien se controlan en caracteres morfologicosrixes tipicos de la variedad, no llegan
a reducir la variabilidad existente en aspectacrehados con la calidad organoléptica.
De hecho, en el estudio mencionado, el nivel dei@n entre poblaciones de la misma
variedad era similar al encontrado entre variedaliesobstante, si que se podrian
encontrar “tendencias generales” respecto al e@spéetvariacion organoléptica de cada
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variedad. En aquel caso, ya se observé que enajdaeipoblaciones de “Muchamiel”
tendian a presentar valores bajos de sdlidos sslulhientras que otras de tipo
“Pimiento”, tendian a acumular altos niveles. Ummportamiento que también se
comprueba cuando se analizan compuestos relaci®cadda calidad organoléptica de
forma individual.

La misma tendencia se ha observado en los resslfmébminares que se presentan en
esta tesis. De forma adicional, se plantea quet&@asion dentro de poblacién en las
variedades tradicionales para los compuestos adakz es similar a la de los hibridos
empleados como control. Puesto que éstos son gamé&tinte uniformes, al igual que
ocurria en el analisis de la variaciébn morfo-agroind, cabria pensar que existe un efecto
muy pronunciado del micro ambiente, o por otragate poca variacion genotipica
dentro de poblacion. Por otro lado, la variaciotrajpoblacional en compuestos
relacionados con la calidad organoléptica es inferia observada en cuanto a la calidad
funcional. Esto podria deberse a que, o bien liosgros se ven menos influenciados por
las variaciones micro ambientales, o bien queda gariacion de los segundos se debe a
la utilizacion diferencial de los compuestos funeil@s en el metabolismo de diferentes
plantas por su capacidad antioxidante.

Llama la atencidon que una variedad tan diversa otfagicamente como “De colgar”,
tienda a presentar mayor acumulacion de distintbepaestos relacionados con la
calidad organoléptica, en general, a pesar deiregisin variacion. No obstante, habria
que tener en cuenta que esta mayor concentracidriapestar condicionada por el
normalmente menor tamafio de estos materiales. Cganse ha comentado, los
agricultores ejercerian de forma indirecta unatéugresion de seleccion hacia frutos mas
pequefios, ya que éstos presentan mejor consenatadgo plazo. Y por otra parte, la
mayor concentraciéon en compuestos relacionadolcsabor podria deberse a que en
tomates de calibre pequefio, suelen encontrarséesivgas elevados en éstos, lo que
explicaria la mayor aceptabilidad de los tomatpe therry (Jones, 1986; Hobson y
Bedford, 1989; Baldwirt al, 1998).

Hay que afiadir que, aunque en esta tesis no sddrado la variacion a nivel de aromas,
estudios previos también han constatado la existelecniveles elevados de variabilidad
en el perfil aromatico y su evolucion en variedattaglicionales como “De colgar”
(Casalset al, 2011b). Aunque por otra parte, se han detectdeiedcias en el perfil de
compuestos volatiles de distintas variedades i@thtes (Ruizt al, 2005b; Carbonell-
Barrachineet al, 2006; Alonscet al, 2009a) o que el efecto genotipico seria mucho mas
importante que el ambiental en la definicion defipde cada material (Cebolla-Cornejo

et al, 2011). No obstante, el nUmero de poblacionesiadak dentro de cada variedad
fue muy reducido en todos los estudios.

Si analizamos los perfiles de azucares y acidoenatiis para distintas variedades
tradicionales espafiolas con origenes geografiempauds, se puede observar que existe
un amplio rango de variacion en los perfiles deradacion de compuestos relacionados
con la calidad organoléptica. La gran variacioredeida permite identificar materiales
que podrian contar con un valor afiadido como fgedévariacion en programas de
mejora, al destacar por la acumulacion de detedom@ompuestos. De hecho, estas
poblaciones serian muy interesantes para desarnadldaedades “a la carta” que
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destaquen por matices muy concretos. Es ciert@lae mismo no existe un mercado
especializado en este tipo de matices, pero noes#ep descartar intereses futuros, sobre
todo en el marco de la alta cocina.

Por otro lado, al existir tanta variacion, es dificoncluir que efectivamente las
variedades tradicionales destaquen por un periitrato, ya que cada una dispondria de
un perfil propio. Esta situacion tampoco es extrg@aue el consumo de estos materiales
suele estar bastante localizado y, por tanto, loeconsumidores estan habituados a un
sabor concreto, o bien las variedades se han Bwlado para responder a las
preferencias de esos consumidores. En este contexyoque tener en cuenta que la
aceptabilidad o preferencia de los consumidoregrtp de muchos de factores y es
bastante subjetiva. Asi, aunque en Europa se lervaa® que las preferencias de los
consumidores son bastante homogéneas entre paisesp de cada pais estan
segmentadas (Caussial, 2010).

Sin embargo, si bien en un analisis en el quectayi@ una Unica poblacion representante
de cada variedad parece claro que hay una difa@anien el perfil de calidad, lo cierto
es que cuando se incluyen varias poblaciones tiatdsvariedades, esas diferencias se
empiezan a diluir.

Esta situacion representa un problema importaatgug cuando el consumidor identifica
una variedad tradicional de su agrado, ya seagperiominacion en el mercado o por la
identificacion del aspecto exterior, lo cierto egediene unas expectativas generadas
sobre como debe saber el tomate. Si a los posdidesos ambientales (Petro-Turza,
1986; Cebolla-Cornejet al, 2011), afiadimos que el sabor dependera de |laqobl
precisa que se le esté ofreciendo, las posibilglddeomper la confianza del consumidor
se multiplican. En este sentido, cabe preguntaastalgué punto deberian seleccionarse
ideotipos que realmente respondan la expectativaodeumidor generando una relacion
univoca entre aspecto externo y sabor. De estaf@eayudaria a reforzar la confianza
del consumidor, afianzar el diferencial de preaolak variedades tradicionales y por
ende, a consolidar los mercados de calidad.

Siguiendo con la idea de consolidar los mercadogalelad, surge una pregunta
adicional: ¢.es posible dar un valor afiadido a éaedades tradicionales? Tratando de
responder a esta pregunta y considerando las teiladette mercado a valorar aspectos
relacionados con la salud del consumidor, surtgriguiente: ¢ destacan las variedades
tradicionales por su valor funcional?

Desde hace algunas décadas, el creciente inteeésgestran los consumidores hacia
alimentos beneficiosos para la salud o capaceselemr determinadas dolencias y
enfermedades (Granati al, 2010) ha permitido el establecimiento y desavrok
mercados de calidad, especializados en la ventdripdcion de alimentos con actividad
funcionales. Aunque es cierto que los productoteddccopan la mayor parte de este
mercado, el uso de matrices no lacteas esta redibieada vez mayor atencién (Sun-
Waterhouse, 2011).

Teniendo en cuenta el elevado consumo de tomatesbnmundial, y tratandose de uno
de los cultivos mas estudiados por su destacadotearfuncional, no resulta extrafio que
las empresas de semillas ya hayan vislumbradoael gicho de mercado que podrian
ocupar variedades mejoradas de tomate que presenteayor contenido en compuestos
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antioxidantes. De hecho, el interés por este tgpmdteriales se remonta a la década de
los 70. Desde entonces se han desarrollado c@tivaomerciales con contenidos
elevados en compuestos antioxidantes, cobmuble Rich, cuyos frutos duplican el
contenido habitual de vitamina C (Wataglaal, 1976; Stevens y Rick, 1986)Caro
Red y “Caro RicH, con contenidos d@-caroteno 10 veces superiores al contenido
detectado en variedades de tomate de color rojpé$y Quackenbush, 1958; Tigchelaar
y Tomes, 1974); cultivaresotf”, que presentan incrementos de hasta el 30% en el
contenido en licopeno (Vogeét al, 2010); o los cultivares High Pigmenit,
caracterizados por presentar un mayor contenidmablte carotenoides (Cooksenal,
2003). Pese a todo, problemas derivados de lacajpade diversos efectos pleiotropicos
indeseables han limitado su inclusion en el mergesio éxito comercial. No obstante el
interés por este tipo de materiales persiste (lmiset al, 2007).

En este contexto, las variedades tradicionalessitinestudiadas con mayor o menor
profundidad en cuanto a la variacion morfo-agrorm@mngenética y organoléptica, pero
poco se sabe del valor funcional de las mismagxi&ten muchos estudios que se hayan
centrado en el analisis del contenido en compuestos la vitamina C, los carotenoides
beta-caroteno y licopeno, los polifenoles, o eral@acidad antioxidante; y los que lo han
hecho, normalmente se han referido a una o pocesiades, o a un numero limitado de
poblaciones por variedad. Seria el caso de ladedieCorbarino” en Italia (Scalét al,
2000; Andreaki®t al, 2004) de accesiones colectadas en México (Melmdeateet al,
2011) o de variedades larga vida tradicionalemitak (Siracuset al, 2013).

En el caso de las variedades tradicionales evaduadda presente tesis, la variacion
detectada tanto a nivel intrapoblacional como publacional ha sido considerable.
Como se ha comentado anteriormente, dentro de g@blay comparando con los

resultados obtenidos con los controles hibridogtigamente uniformes, pareceria que
la mayor parte de la variacion se debe mas bidachos microambientales. Respecto a
la variacién interpoblacional, ademas de confirfaanaja integridad de las variedades
tradicionales, los niveles detectados abren labpmsEd de identificar dentro de cada
variedad, aquellos materiales que destaquen parostenido en algin compuesto
funcional o por su capacidad antioxidante.

De hecho, los niveles obtenidos de vitamina Cpktm y beta caroteno, en algunas
poblaciones llegan a ser elevados comparados mctuslineas de élite desarrolladas en
programas de mejora de la calidad funcional. Pocagitrario, los contenidos en
polifenoles totales encontrados son mas bien irgeios.

Estas poblaciones podrian ser directamente emglegdarogramas de mejora genética,
con la ventaja de provenir de la propia especigvawla. Por una parte, al contrario de lo
que ocurre al emplear germoplasma silvestre, algplmabitual en este tipo de caracteres
(Cebolla-Cornejeet al, 2013a), no requeriria la eliminacion del fondaéjeo silvestre

no deseado. Por otra parte, algunos de los cootenids interesantes se han detectado
en materiales de calibre intermedio. De esta f@endescarta que la mayor acumulacion
se deba al menor tamafio de fruto (Davies y HoliE®81]; Stevenst al, 2007) y que
por tanto, no se trate de una caracteristica gabtf a la mayor parte de las variedades
comerciales actuales.
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Pero ademas de por su valor como fuentes de v@miaestos resultados pueden ser muy
Utiles para poder aprovechar las poblaciopes se Sin duda, el poder afadir el
marchamo de calidad funcional a determinadas \aedesitradicionales, podria ayudar a
afianzar el diferencial de precios frente a makesi@onvencionales. Incluso el valor
afiadido obtenido podria llegar a aumentarlo, camede en la comercializacion de otros
alimentos funcionales en los que se llega a obwiferenciales de precio entre el 30% y
el 50% (Menrad, 2003).

Si bien la existencia de nichos en mercados delazhlen los que se valoran las
caracteristicas de las variedades tradicionalegehaitido alcanzar un diferencial de
precio respecto a materiales convencionales deafoume se pueda compensar la menor
produccion de las primeras, lo cierto es que paedbar representando un arma de doble
filo.

Muchas de las valoraciones que hace el consumasmecto a la calidad del tomate
dependen del momento del consumo (como en el esallor), pero otras dependen de
realizar un “acto de fe”. Asi, el consumidor nupoara valorar si realmente los frutos
de la variedad que esta consumiendo destacanpelestiados contenidos en compuestos
funcionales (Martinez-Carraseb al, 2012). En este sentido, al problema que se genera
respecto a la relacion entre la denominacién \ariet el aspecto exterior que el
consumidor observa en el momento de la compraeypariencia organoléptica durante
el consumo, se afiade uno nuevo de dificil compréba&n el primer caso, cuando el
consumidor detecte varias veces que no existelgion entre apariencia y sabor, dejara
de comprar, pero no tiene ninguna defensa resetdoexistencia o no de un valor
funcional. Se trata por tanto de una cuestion ééitr o fiabilidad.

En este contexto hay varios aspectos que se debenén cuenta. El primero es que,
aunque se ha observado que hay ciertas tendemriasates respecto al valor funcional
en determinadas variedades tradicionales, lo cestque no todas las poblaciones de
cada variedad destacan por este aspecto. El segame es dificil gue confluyan en un
mismo material altos contenidos en todos los costpgecon valor funcional, y mas aln
gue se dé a la vez la mejor calidad organoléptisibje, una morfologia apropiada y un
buen rendimiento agronémico. En este punto surginia pregunta que se tratara de
responder mas adelante: ¢ seria conveniente teatandbinar en un mismo material las
mejores caracteristicas encontradas dentro de usaarmvariedad tradicional? Por
altimo, el tercer punto a considerar seria que disponiendo de genotipos muy
favorables, habria que valorar el considerablet@fque el ambiente ejerce sobre la
acumulacion de los compuestos evaluados.

En definitiva, es necesario de alguna forma refotaacredibilidad del consumidor
respecto a las variedades tradicionales. A la biidad presente dentro de cada una de
ellas y los posibles efectos ambientales se affageablema frecuente en los canales de
comercializacion esparfoles, y es que una vez euistdiferencial de precio, surgen
iniciativas interesadas en aprovecharlo para coloederiales similares a las variedades
tradicionales pero mejorados y con mayores produesi. Estos materiales, desde luego
no responden a las expectativas del consumidongmsu confianza en la variedad. Es
por tanto necesario desarrollar sistemas de piotecto que llevaria a una nueva
pregunta ¢ es posible disefiar un sistema de aideaitiin de una variedad tradicional?
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Externamente podria intuirse que un determinadenmahen el mercado corresponde a
una variedad tradicional. En primer lugar, estosenses destacan por su baja
uniformidad, entre otros aspectos. De hecho, ded&ouna misma poblacion el
coeficiente de variacion del peso de fruto puedéastante elevado (Cebolla-Cornejo
al., 2013a). Por otro, las variedades tradicionaletesupresentar cicatrices del pedicelo
grandes, cierto nivel de agrietado radial y conma@mt hombros verdes y, en algunos
casos como en “Valenciano”, rayas verdes verticalestas caracteristicas es
practicamente imposible encontrarlas en variedadeserciales mejoradas, ya que
durante su desarrollo se ha primado la uniformaigdaspecto exterior.

De entre todas ellas, el hombro verde es una dealasteristicas mas destacadas a la
hora de identificar un material tradicional. Lagstencia de los hombros puede causar
decoloraciones en la etapa rojo maduro que puest#armpresencia al fruto, por lo que
en cuanto se identifico la mutacianiform ripening(u) correspondiente a la ausencia de
hombros verdes (Butler, 1952), su uso se extedgidlamente entre todos los materiales
comerciales. Sin embargo la expresion del alelcifural de este gen durante el
desarrollo del fruto influye sobre la fotosintegissu anulacidon conduce a menores
contenidos en fotoasimilados y carotenoides (Poetekl, 2012). El hecho de que
recientemente se haya destacado a este gen corde lasacausas de la pérdida de sabor
en los programas de mejora, puede llevar a laaogincacion de los hombros en los
programas de mejora. Por otra parte, dotar a \eesimejoradas de hombros no sélo
podria mejorar la calidgoer se sino que precisamente al parecerse mas a la&sladas
tradicionales podria mejorar su percepcion por epateél consumidor o incluso
confundirlo, pensando que adquiere un materialdi@ual.

Teniendo en cuenta esta situacion, es necesaaodésr herramientas moleculares que,
mas alla de la apariencia exterior, nos permitaactier casos de fraude en mercados de
calidad. El problema mas importante en este catlega diversidad genética presente
en tomate, que se explica por un efecto fundadaytiogamia y los procesos de seleccion
(Rick, 1958; Rick y Fobes, 1975). La caracterizagitolecular con marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNAy RFLP QRestriction Fragment Length
Polymorphism ha confirmado la baja variabilidad presente @a especie (Williams y
St. Clair, 1993; Villancet al, 1998; Archaclet al, 2002). No obstante, esta variabilidad
es algo superior en las variedades modernas. Eleugermoplasma silvestre como fuente
de variacion en programas de mejora de los afdRi8R, 1986) y la identificacion de
genes clave en la comercializacion de tomate ess estateriales (Hajjar y Hodgkin,
2007), sin duda ha contribuido a aumentar la didads genética. Asi, cuando se
comparan variedades actuales, tanto de consumessofcomo procesado, respecto a
variedades obsoletaymtagey variedades tradicionales, el nivel de diversidieig:ctado

en los primeros es mayor (Sehal, 2009). Aunque parezca paraddjico, al mismo tiempo
que las variedades modernas han ganado diversidadniente de especies silvestres,
también han perdido diversidad respecto a las dadies mas antiguas de la propia
especie cultivada. Asi, se ha comprobado que afgaletos presentes en las segundas ya
no aparecen en los materiales mas modernosgSah 2009).

No solo el material vegetal puede condicionar lo®las de diversidad detectados,
también depende del marcador elegido. En la especrna ya se demostré que entre
los marcadores SNPSingle Nucleotide Polymorphigny SSR Simple Sequence
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Repeaty los marcadores SNP podian ser mas informativdarylugar a una mejor
inferencia de la estructura poblacional (latial, 2005). No obstante, en el caso del
tomate, aunque con SSR parece que se pueda detagtar diversidad que con SNP, lo
cierto es que ni el tipo de marcador ni su posieldnn gen (intron o exén) parece afectar
a las conclusiones derivadas respecto a al angéibiacional (Siret al, 2011).

Entre los marcadores aplicados a la identificavinietal a lo largo de los ultimos afios
se han incluido AFLPs, SSRs, STMSs y SNPs. Logicamies intentos mas antiguos
corresponden a los AFLP. Pagkal. (2004) los aplicaron a la obtencién de improntas
Gnicas de cultivares de tomate (algunos cultivatesliberacion anterior a los 70)
obteniendo resultados positivos con combinacioees cebadores. Respecto a los SSR,
He et al. (2003) identificaron marcadores polimérficos emmabe aptos para
identificacién varietal. Por otra parte, Bredenradjeal. (2002) empleando 20 marcadores
STMS Sequence-tagged microsatellite jiteonstruyeron una base de datos con el
objeto de obtener improntas Unicas de mas de S¥$baaes distintas de tomate, creando
un instrumento de identificacion muy eficiente. Aue en el estudio mencionado se
emplearon solo variedades comerciales y lineas ejferande casas comerciales de
semillas, y la constitucion genética de éstas pudfdrir de la de las variedades
tradicionales. En los dltimos afios, los avanced wpbaratamiento de las técnicas
moleculares ha favorecido la utilizacion de marcas@NP, que parecen mostrar mayor
nivel de polimorfismo que el encontrado con marcasi®SR (Cheat al, 2009)

Considerando la menor diversidad genética preseniies variedades tradicionales, seria
previsible que la dificultad de encontrar improniascas fuera mayor. En este sentido,
el anterior intento de aplicar AFLPs a una coletdimilar de variedades tradicionales
espafiolas fue infructuosa (Cebolla-Cormgjal, 2013a). No obstante, se han realizado
otros intentos con mejores resultados. De hechaci&Martinez et al. (2006)
describieron la posibilidad de identificar imprantanicas de accesion empleando una
combinacion de marcadores SSR y AFLP, ya que cdiosartipos de marcadores por
separado no pudieron hacerlo. Aunque ya entoncestapn la baja capacidad de
discriminacion de los AFLP comparada con los estide Parlet al. (2004) y Tamet

al. (2005). Por otra parte, Terzopoulos y Bebeli (30@yraron identificar mediante el
uso de ISSR hasta 27 morfotipos diferentes dedeudles tradicionales, e incluso agrupar
los morfotipos de la misma variedad. En este dashyso la diversidad detectada en las
variedades tradicionales fue similar a la de masimodernos (aunque el numero de
representantes de cada grupo fue considerablemiepte). Por otro lado, Mazzucatd

al. (2010) empleando marcadores SSR, si bien pudiismernir la variedad “A pera
Abruzesse” de “Canestrino di Lucca”, no pudierdierdinciar entre la primera y “Cuore
di bue di Albenga”. En este caso concreto, anterénite se habia propuesto la utilizacion
de un marcador CAPS para el geratecomo medida de diferenciacion entre estas dos
variedades, aunque se detectd una linea de “A pdrazzese” con el alelo
correspondiente a “Cuori di bue di Albenga” (Safadt al, 2006).

Efectivamente, uno de los problemas que se encurerdrla hora de identificar
genéticamente las variedades tradicionales esa@&ioahdo con la propia estructura
poblacional de estos materiales. La existenciandecansiderable variacion morfologica,
la posible presencia de cruzamientos espontanee$ gesarrollo de selecciones
diferenciales, complica en gran medida el podeamelar una impronta que permita
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identificar a cualquier poblacién como propia de uariedad especifica y perfectamente
distinguible de cualquier otra. Sin duda, la cadidle poblaciones de cada variedad
incluidas en un estudio molecular y la cantidad/aigedades evaluadas condiciona los
resultados.

En el desarrollo de esta tesis se ha realizadargecterizacion molecular de 14 variedades
con 63 poblaciones distintas. De forma adicionas, poblaciones incluidas fueron
seleccionadas de forma que representaran la Mat@bimorfolégica, agronémica y de
calidad interna obtenida previamente. Incluso etasesondiciones, empleando
marcadores SNP ha sido posible obtener improntastigas de todas las variedades
evaluadas excepto de las variedades “De colgdRoga”. Teniendo en cuenta que ambas
variedades pueden estar conformadas por diferéarides genéticos en los que se han
introgresado genes concretaf;(en el caso de “De colgar” y probablemente elygen

el de “Rosa”), tampoco extrafla que no se hayandpodbtener improntas uUnicas.
Tampoco sorprende que en el caso de la variedaditGojo” el nimero de marcadores
requerido fuera mayor, ya que la denominacion katme referencia a una caracteristica
exterior baste comun en huertos de autoconsumuael®r, por lo que se pueden incluir
materiales de origenes muy dispares.

Aunque es cierto que la definicion de variedad s8dg8 leyes de comercializacion y
proteccion de las variedades vegetales no reconelcgenotipo como un medio de
identificacion varietal, sin duda el hecho de disgrade improntas genéticas puede ser un
indicio razonable para detectar posibles casosdedé en mercados de calidad. Por tanto,
se abriria la posibilidad de tratar de consolidae épo de mercados.

Finalmente, respecto a la posibilidad de ofredes agricultores alternativas rentables a
través de la comercializacién de variedades tradides en mercados de calidad, surge
una pregunta final. Una vez comprobado que lagdades tradicionales presentan gran
diversidad dentro de variedad para caracteres mgifos, agrondmicos, organolépticos
y de calidad funcional, ¢ seria interesante desarrohteriales de élite dentro de variedad
tradicional? Es decir, ¢ seria conveniente desarnotbgramas de mejora para ofrecer la
combinacion 6ptima de caracteres dentro de una anvsmedad tradicional?

Como se ha comentado anteriormente, se trata di diel una pregunta complicada de
responder, ya que al fin y al cabo, una vez desaieola mejora genética, ¢no dejarian
los materiales de ser tradicionales? Por una garfgodria argumentar que, al realizar
cruces complementarios entre materiales de la mismedad, el fondo genético propio
no se estaria alterando o “contaminando” con ummtéu externa. Sin embargo, si
precisamente uno de los principales valores deddsdades tradicionales es la propia
existencia de variacion, al desarrollar un matertad caracteristicas superiores ¢no se
estaria propiciando la desaparicion de la divedspa sustitucion?

Hasta el momento se han desarrollado intentos tdegnesar genes de resistencia a
enfermedades en la variedad tradicional “Muchamads”forma que se reduzca el riesgo
que representa cultivar en determinadas zonas ialatersin genes especificos de

resistencia a virosis de especial gravedad. Hsbedié mejora basado en programas de
retrocruzamiento, conlleva el riesgo de incorp@aspectos indeseables por ligamiento
(Haggarcet al, 2013). Asi, en casos como en las lineas mejogatasncluir el gen Ty-

1 de resistencia al complejo TYLCV, se ha comprobade la introgresion desde la
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especie silvestre puede conllevar una anulacida cecombinacion, relacionada en este
caso por una inversion (Verlaahal, 2011), que puede dificultar la eliminacion detgar
del genoma silvestre asociado. De hecho, en lerem@cion del genoma del tomate, se
ha comprobado la baja tasa de recombinacién eniasmgpbdnas del genoma (Tomato
Genome Consortium, 2012). A pesar de todos estu$osfcolaterales, los esfuerzos de
mejora destinados a introgresar resistencia aisi@s “Muchamiel”, han permitido
obtener incluso perfiles aromaticos similares all$os materiales de partida (Aloreto
al., 2009b).

La propuesta de realizar mejora empleando séloapmies de la misma variedad
tradicional implicaria una intervencion menor, antd que no implica el uso de fondo
genético distinto. De hecho, ya se han desarrollatgmtos previos en Espafia que han
dado lugar a variedades como “Montgri”, una sefectaentro de la variedad "Pera
Girona”. En este caso seleccionado para, respetndeotipo de la variedad, ofrecer la
mejor calidad organoléptica, un buen comportamieagwonémico y una cierta
uniformidad atendiendo a los requerimientos delcaso (Casalst al, 2010). Aunque
es cierto que esta propuesta conlleva sus vergajasonvenientes, tampoco hay que
olvidar que la disponibilidad de lineas de variegattadicionales con una morfologia
clara, un rendimiento agronémico elevado (dentroladeariacion disponible en la
variedad), elevada calidad organoléptica y fundiasia duda contribuiria a desarrollar
alternativas viables a la conservacion de un patrimen vias de desaparicion.
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La estructura de las variedades tradicionales miat® evaluadas es compleja, con altos
niveles de variacion dentro de poblacion y entrelgmones de la misma variedad. La

segregacion detectada en la caracterizacion mgrfmémica, asi como los niveles de

heterocigosisdad observada en algunas poblacimisan que los cruces espontaneos
y la mezcla de semilla serian relativamente fremsen

La variacion entre poblaciones es mayor que larreda dentro de poblacion, que no
es muy superior a la detectada en hibridos corfisth variacion intravarietal podria
deberse a la distinta seleccion realizada por agdeultor, que podria centrarse en pocos
caracteres definitorios de la variedad (como elaféam forma, color y acostillado del
fruto), aunque seguiria manteniéndose variacidusocen estos caracteres.

La seleccion dentro de variedad y dentro de polmaparece necesaria para poder
registrar estos materiales como variedades de m@t$@n y para mantener una clara
identificacién por parte del consumidor en mercatsalidad.

Respecto a la calidad organoléptica, los estudimsales desarrollados indican que,

aungque parecen darse tendencias generales solsresadacteristicas de algunas

variedades, la variacion dentro de variedad esiderable. Como se preveia a partir de
estudios anteriores, la condicidn de variedaddradal no implica indefectiblemente una

mejor calidad organoléptica. No obstante, dentroadia variedad es posible seleccionar
poblaciones que destaquen por la acumulacion depwestos relacionados con la

percepcion del gusto.

La evaluacion de la calidad funcional en las vaies tradicionales ha permitido
identificar poblaciones con niveles moderados a@agles, proximos a los rangos de
variacion mostrados por cultivarebigh pigmenty “Double RicA. Con respecto al
acido ascorbico, 10 poblaciones han mostrado cumuersuperiores a 200 mg kg-1,
destacando la poblacion CDP00142 (“Valenciano”} cm contenido promedio de
308.14 mg kg}; 8 poblaciones han mostrado contenidos de licopaperiores a 100 mg
kg?, siendo las poblaciones CDP04303 (“Rosa”) y CDBGB60Pimiento”) con 151.9
mg kg! y 132.2 mg kg respectivamente, las mas destacadas; y 23 poéscican
mostrado contenidos @ecaroteno superiores a 20 mg’kgiendo CDP07064 (“Redondo
rojo”) y CDP03774 (“De colgar”) las poblaciones aoayores contenidos (superiores a
30 mg kg'). Ademas, los contenidos de algunas de las painlasison considerablemente
estables tanto dentro de poblacion como entre ééasiltivo. Estos materiales pueden
resultar potencialmente utiles como fuentes deavann en programas de mejora
convencionales orientados al mercado generalista.

Se ha seleccionado y evaluado una coleccion de 3&adores SNP para la
caracterizacion de variedades tradicionales detmmoateniéndose correlaciones entre
la caracterizacibn morfo-agrondmica y molecular iyeles de estabilidad en el
remuestreo en el analisis de agrupaciones supgrdiedescrito previamente con otros
marcadores. En general las variedades que tiereedasignacion ambigua o que hacen
referencia a un caracter determinado, tienen texaem presentar elevada variacion
molecular (“Rosa”, “Gordo rojo”, “De pera”, “De amr”). Por otra parte, aquellas
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variedades con nombre mas especifico, tienen elexarthcion morfo-agronémica pero
relativamente menor variacion molecular (“Valenoigan“Muchamiel”, “Flor de
Baladre”, “Cuarenteno”). La caracterizacibn molectémbién ha permitido descartar o
comprobar relaciones entre distintos materialescialquier caso existe una elevada
influencia del tipo de marcador, la coleccién effiec de marcadores empleada y las
variedades o poblaciones evaluadas en la difer@niagenética de variedades
tradicionales de tomate.

Se han seleccionado 22 marcadores SNP que perestablecer huellas moleculares
para las variedades: “Centenares”, “Cuarenteno® f® pera”, “De pera”, “Flor de
baladre”, “Gordo rojo”, “Moruno”, “Muchamiel”, “Nege”, “Pimiento”, “Valenciano” y
“Tomaca gallega’. Estos marcadores especificosigodonvertirse en una herramienta
muy Util para detectar la introduccién frauduledéamateriales no tradicionales en los
mercados de calidad.

Habiéndose comprobado la existencia de un potermgdnoléptico y funcional
excepcional, seria conveniente seleccionar mageriglie aglutinen las caracteristicas
morfologicas del ideotipo varietal con la mayorrmaalacion de compuestos relacionados
con el sabor o la prevencion de enfermedades. katalen valor de las variedades
tradicionales, su consolidacion en mercados ddarhly la promocién de la conservacion
in situ requiere dotarlas del maximo valor afiadido. P#m en algunos casos seria
necesario abordar programas de depuracion varsafiando cruces complementarios
intravarietales que permitan explotar todo su poétn
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