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RESUMEN

La forma del fruto es un rasgo clave en tomate (Solanum lycopersicum L.) que influye
en el rendimiento, la calidad y la aceptabilidad del consumidor. Los caracteres de la forma
de fruto en la direccion medio-lateral, como el grado de irregularidad, estan altamente
relacionadas con otros caracteres como el tamafio y el peso de fruto. A pesar de esto, hasta
el momento los estudios de la morfologia de fruto se han enfocado en caracteres en la
direccion proximo-distal. La gran diversidad de formas de frutos que existe en el
germoplasma de tomate se explica principalmente por una cantidad relativamente pequefia
de genes, entre los cuales LC y FAS son los principales genes que controlan la morfologia
en la direccion medio-lateral. El efecto de los mismos difiere segun el fondo genético, lo que
sugiere la presencia de modificadores desconocidos. Las actuales tecnologias de
genotipado de alto rendimiento han permitido la identificacion de genes con efecto menor o
modificador que interactlan con los principales reguladores de la forma del fruto del tomate,
a través de la caracterizacién de poblaciones intraespecificas segregantes donde el efecto
de los genes principales se encuentra fijo. La metodologia QTL-seq ha sido atil para
descubrir nuevos QTL subyacentes a caracteristicas importantes de las plantas. En base a
estos antecedentes, se plantea que es posible identificar regiones gendémicas no conocidas
que controlan caracteres de morfologia del fruto en tomate a partir de la seleccion de
cruzamientos entre cultivares fenotipicamente discrepantes en los que no segregan los
genes conocidos de forma, utilizando la metodologia de QTL-seq. El objetivo de este trabajo
fue identificar nuevas regiones en el genoma de tomate que controlan caracteres de
morfologia del fruto a partir de cruzamientos entre cultivares fenotipicamente discrepantes e
idéntica constitucion génica en loci de morfologia conocidos. Se evalué la diversidad
fenotipica y genética para caracteres de forma de frutos en la direccibn medio-lateral sobre
un total de 183 materiales representativos de la diversidad presente en tomate para forma y
tamafio de fruto, clase de germoplasma y origen geografico. Se demostré que existia
variabilidad genética para los caracteres de forma de frutos analizados en la direccién
medio-lateral. La combinacién de los alelos cultivados de LC y FAS no fue suficiente para
explicar toda la variabilidad presente en el germoplasma de tomate, y la constitucion alélica
se correlaciond principalmente con los caracteres de tamafio de fruto y nimero de léculo y
en menor nivel con el grado de irregularidad. A partir de este estudio se seleccionaron
cuatro cultivares de tomate: “Voyage” (V), “Old Brooks” (OB), “Yellow Stuffer” (YS) y “Heinz
1439” (H), con la misma composicion alélica para los genes principales de forma y
divergentes para la morfologia de fruto. Dichos cultivares se diferenciaron principalmente
para los caracteres de morfologia en la direccion medio-lateral, donde el grado de
irregularidad mostré el mayor valor de heredabilidad. Remarcablemente, el cultivar “Voyage”
presento flores con gineceos apocarpicos y frutos con carpelos no fusionados en una sutura
carpelar normal, siendo un fenotipo exclusivo de este material dentro del germoplasma del
tomate. El tipo de carpelo afecta fuertemente la forma externa de fruto. Por su naturaleza
cualitativa, dicho caracter presenta elevada heredabilidad. El desarrollo de la sincarpia
(fusién de los carpelos en un gineceo compuesto unificado) es un aspecto evolutivo clave en
las angioesperamas con numerosas ventajas adaptativas, sin embargo el proceso inverso
se ha encontrado previamente en distintas especies. El estudio de este caracter en tomate,
resulta un enfoque novedoso con relevancia histérica, morfogénica y econdmica. Se
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desarrollaron poblaciones segregantes a partir del cruzamientos entre VXOB. Se determiné
que el fenotipo tipo de carpelo normal o fusionado fue dominante sobre el no fusionado, y el
tipo de herencia resulté variable, ajustandose a una segregacién monogénica y epistasis
doble dominante-recesiva en la poblacién F, analizada en una campafia agricola y a una
epistasis doble recesiva en las poblaciones F, y retrocruzas analizadas en otra campafia.
Por medio de un andlisis QTL-seq se identificaron tres regiones gendmicas, en los
cromosoma 3, 6 y 10, que presentaron polimorfismos diferenciales entre grupos
fenotipicamente extremos para el caracter tipo de carpelos. Se desarrollaron 29 marcadores
moleculares de ADN para caracterizar genotipicamente las regiones gendmicas
identificadas. Los marcadores moleculares cubriendo las regiones de los cromosomas 3 y
10 resultaron independientes del caracter tipo de carpelos, mientras que los marcadores
ubicados en la base del cromosoma 6, entre las posiciones 40,98 Mb y 44,17 Mb, se
encontraron altamente asociados a dicho rasgo. Esto indica que los determinantes genéticos
que controlan el tipo de carpelo se ubican en la region basal de este cromosoma. Se
desarrollaron y caracterizaron dos poblaciones segregantes F, derivadas del cruzamientos
entre VXOB y YSxH, y se caracterizaron para rasgos morfolégicos cuantitativos en la
direcciébn medio-lateral. Se observd heredabilidad significativa con valores moderados a
altos para la mayoria de los caracteres analizados, y el grado de irregularidad present6 el
mayor valor de heredabilidad. Por medio de un enfoque de QTL-seq se identificé una region
en cromosoma 8 de tomate (Id8), asociada al grado de irregularidad en las poblaciones F,
VXOB y F, YSxH. Esta region se caracterizé utilizando un total de 29 marcadores en ambas
poblaciones. La region se validdé por mapeo de intervalos simple en la poblacion F, YSxH y
representé ~17 % de la variabilidad presente para el grado de irregularidad. Otros dos QTL
epistaticos ubicados en la base de los cromosomas 6 (Id6) y 11 (Id11) se identificaron y
validaron en la poblacién F,VxOB por analisis de punto Gnico utilizando un total de 24
marcadores. Ambos QTL explicaron ~61% de la variabilidad fenotipica para el grado de
irregularidad en esta poblacion. El efecto de Id11 resulté mayor respecto al de Id6, lo que
sugiere que Id6 actuaria como un modificador sobre este rasgo. Dado que los alelos
cultivados del gen FAS estan fijos en la poblacion y Id11 mape6 cerca de dicho gen, se
postula que Id11 es un nuevo alelo de FAS o bien un nuevo QTL estrechamente ligado. Los
resultados obtenidos demuestran que fue posible identificar nuevos QTL asociados al
caracter grado de irregularidad y una region gendmica subyacente al tipo de carpelos, a
partir del estudio de poblaciones segregantes derivadas de cruzamientos intraespecificos
entre cultivares fenotipicamente discrepantes para morfologia de fruto que tenian fijos los
genes de forma conocidos. De este modo, este trabajo aporta nuevas evidencias a las bases
genéticas de la forma fruto en direcciébn medio-lateral en tomate y representa un estudio
original donde se mapean los caracteres tipo de carpelos y grado de irregularidad.
Investigaciones adicionales sobre estos QTL, especialmente en términos de la introgresion
de QTL en un fondo genético de élite, pueden ser (tiles para ayudar al mejoramiento del
cultivo de tomate dirigido a la forma del fruto y obtener materiales con frutos de morfologias
mas uniformes, o en sentido inverso, con formas atipicas destinadas a nichos especificos de
mercado.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Identification of QTL underlying tomato fruit traits by sequence of segregant bulks

Fruit shape at medio-lateral direction in tomato (Solanum lycopersicum L.) is a key
trait that influences yield, quality, and consumer acceptability. Nevertheless, most studies
have focused on proximal-distal direction. Few genes mainly explain the great diversity for
fruit shape in tomato, where LC and FAS play a key role. In this study, we set out to identify
new regions in the tomato genome that control fruit morphology at the medio-lateral direction,
from intraspecific crosses between phenotypically discrepant cultivars carrying the same
allele constitution for known shape genes. The diversity of fruit shape traits at medio-lateral
direction and LC and FAS genes was evaluated for 183 tomato accessions. It was found that
the combination of the mutant alleles of LC and FAS was not enough to explain all lobedness
degree variability. Fruits carrying unfused carpels were only present in cultivar "Voyage".
Four tomato cultivars with different fruit shapes at medio-lateral direction, named Voyage (V),
Old Brooks (OB), Yellow Stuffer (YS), and Heinz 1439 (H) were selected as initial
progenitors. Two intraspecific F, populations (F,VXOB and F,YSxH), where major shape
genes were fixed, were developed. A QTL-seq approach was used to identify genomic
regions controlling the type of carpel in the F, VXOB and lobedness degree in both F,. Three
genomic regions in chromosomes 3, 6, and 10 were detected for type of carpels, but only the
region between 40.98 Mb and 44.17 Mb of chromosome 6 was linked. The fused phenotype
was dominant over unfused one, but monogenic or digenic epistasis inheritance was found in
two independent experiments. For lobedness degree, a QTL chromosome 8 in both F, (Id8)
was identified, which was validated in F,YSxH by interval mapping, and accounting for ~17%
of total variability. Other two epistatic QTLs located on chromosomes 6 (Id6) and 11 (Id11)
were found by single-point analysis in the F,VxOB, and together accounted for 61%
phenotypic variability of lobedness degree. This indicates that different alleles were present
in both populations. The effect of Id11 was more significant than |d6, suggesting that the
genetic determinants of lobedness degree are found at chromosome 11, and Id6 acts as a
modifier. In conclusion, this study provides valuable information about new genomic regions
underlying fruit traits.
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Importancia econdémica y nutricional

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas
importantes en el mundo y en la Argentina, por su nivel de consumo, el valor econémico de
la produccion y la superficie dedicada a su cultivo. En los dltimos 10 afios la superficie
cultivada alrededor del mundo aumentd un 14,6%, mientras la produccion lo hizo un
26,2%, estimandose en mas de 174 millones de toneladas cultivadas en 4,84 millones de
hectareas. Hace veinte afios Europa y América eran los principales productores, pero en
la actualidad lo son China, seguido por India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia,
Brasil, Espafia y Uzbekistan. Sin embargo, el mayor rendimiento lo obtienen los paises de
Europa del Norte con produccion bajo invernaculo (FAOSTAT, 2020;
http://faostat.fao.org). Por su parte en nuestro pais, el consumo promedio ronda los 16
kg/habitantes/afio, superando ampliamente la media mundial (5,6 kg/hab/afio), y dentro las
especies horticolas so6lo es superado por la papa. El Ministerio de Agroindustria y
Produccién de la Nacién de nuestro pais informé que la estimacién de la produccion anual
en el pais es préxima a 1,2 millones de toneladas de tomate y que no llega a cubrir la
demanda del mercado interno (Ministerio de Agroindustria y Produccion, 2017;
https://www.magyp.gob.ar). La produccién de esta hortaliza con destino a consumo fresco
es de unas 700.000 tn (FAOSTAT, 2020; http://faostat.fao.org). En la temporada 2020-
2021 se produjo un aumento del 20% en la produccién destinada a la industria, con una
produccion de 594.572 tn en 7.331 ha, y el rendimiento a nivel pais alcanz6 el récord
histérico de 81,1 tn.ha™, lo que representd un incremento del 9,6% respecto al afio
anterior (Asociacion Tomate 2000, 2021). En Argentina la produccion de tomate se
efectia tanto a campo como en inverniculo. El mercado de tomate se divide
principalmente en mercado fresco (60-70 %) y tomate para industria (30-40%) (Ministerio de
Agricultura Ganaderia y Pesca, 2020; https://www.argentina.gob.ar)

Las principales zonas productoras de tomate en nuestro pais son las provincias de
Mendoza y San Juan (region cuyana), Salta y Jujuy (regiébn NOA), Corrientes y Formosa
(NEA), Rio Negro, y Buenos Aires, provincia en la cual se destacan los cinturones horticolas
bonaerense y La Plata, Mar del Plata y Sur de Bs.As. Ademas, los cinturones horticolas que
se ubican alrededor de las principales ciudades del pais también contribuyen al
abastecimiento de los centros de consumo que circundan
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-argentina-diciembre-
2020.pdf). En la Regién Centro de nuestro pais, conformada por las provincias de Cordoba y
Santa Fe, las areas ocupadas con cultivos horticolas se estiman en 600.000 hectéreas,
generando una produccion de 10.500.000 toneladas. Sobre los méargenes del rio Parana y
los alrededores de Rosario, zona de influencia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Rosario, se ubica el Cinturén Horticola de Rosario, que se destaca
no soélo por el volumen de comercializacion, sino también por la produccién de hortalizas y el
area sembrada, que ocupa 5.043 ha. En esta area, todo el tomate producido se destina al
consumo en fresco y se lo cultiva principalmente bajo invernadero. A su vez, el Cinturén
Horticola de Rosario, abastece no solo el mercado local sino que su produccion llega a las
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ciudades de Santa Fe, Cordoba y Buenos Aires por lo que constituye una zona de
relevancia a nivel nacional (Mondino et al., 2012).

El tomate es una especie que se destaca por su valor nutricional. Debido a su alto
nivel de consumo, constituye una importante fuente de micronutrientes como el potasio,
magnesio o el acido fdlico, y antioxidantes como los flavonoides, la vitamina C y los (-
carotenos. A su vez constituye la principal fuente de licopeno, un carotenoide que otorga el
color rojo a los frutos maduros de tomate. El licopeno se caracteriza por frenar o disminuir
las reacciones de oxidacion que se producen en las células de nuestro organismo y originan
los radicales libres que estan directamente relacionados con el envejecimiento celular,
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de céncer. Por este motivo, diversos
estudios sefialan que el consumo de tomate confiere un beneficio preventivo ante este tipo
de enfermedades (Basu y Imrhan, 2007; Jatoi et al., 2007).

Origen y domesticacion del cultivo

El tomate cultivado es una especie perteneciente a la diversa familia Solanaceae,
gue incluye mas de 3.000 especies, ocupando una amplia variedad de habitats. Las
solanaceas contienen muchas especies de uso econémico, como alimento (tomates, papas,
pimientos y berenjenas), medicinales (belladona, belefio, datura) y ornamentales (petunias)
(Causse et al., 2016). Este es un cultivo originario de la regién Andina de América del Sur,
que abarca desde el sur de Ecuador hasta el norte de Chile, incluidas las islas Galapagos,
hasta la parte oriental de los Andes. Se conocen 13 especies de tomate pertenecientes al
género Solanum seccién Lycopersicon, 12 de las cuales son silvestres: Solanum arcanum,
S. cheesmaniae, S. chilense, S. chmielewskii, S. corneliomulleri, S. galapagense, S.
habrochaites, S. huaylasense, S. neorickii, S. pennellii, S. peruvianum y S. pimpinellifolium, y
una especie cultivada (Peralta et al., 2008). Actualmente, se acepta que S. lycopersicum var.
cerasiforme constituye el ancestro mas probable a partir del cual evolucioné el actual tomate
cultivado, que a su vez habria sido domesticado a partir de la especie silvestre Solanum
pimpinellifolium (Lin et al., 2014; Ranc et al., 2008). Asi, en base a estudios morfoldgicos y
moleculares, la hipétesis mas aceptada propone que el proceso de domesticaciéon se
produjo por las culturas precolombinas en dos etapas y con dos centros independientes. El
primer paso habria consistido en una seleccion de S. pimpinellifolium o S. lycopersicum var.
cerasiforme primitivo por parte de los primeros agricultores, lo que habria resultado en el S.
lycopersicum var. cerasiforme ecuatoriano y del norte de Perld. La segunda etapa
probablemente habria ocurrido en Mesoamérica, en la region de la peninsula de Yucatan en
México, y consisti6 en una seleccion adicional de estos S. lycopersicum var. cerasiforme
pre-domesticados dando lugar a las variedades tradicionales de fruto grande. Este segundo
paso complet6 el proceso de domesticacion del tomate (Blanca et al., 2022; Razifard et al.,
2020). Después de la llegada de los conquistadores espafioles a América, el tomate fue
llevado de México a Europa y luego se dispersé al resto del mundo. Dichas etapas en la
domesticacion y migracion del cultivo constituyeron dos cuellos de botella genético o deriva
genética, causando grandes pérdidas de variabilidad genética como consecuencia de una
seleccidn principalmente orientada a la mejora del fruto.

La obtencién de los nuevos cultivares mejorados de tomate, comenzé hace mas de
200 afios en Europa, y principalmente en Italia. Los esfuerzos realizados para el
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mejoramiento del cultivo se han orientado en un principio a aumentar la productividad, y
caracteristicas esenciales como la resistencia a enfermedades y plagas, amplia
adaptabilidad, precocidad en la madurez, buen cuajado de fruto, y diversos aspectos de
calidad de fruto. Sin embargo, durante el ultimo siglo el foco de la mayoria de los programas
de mejoramiento ha cambiado, tomando mayor relevancia la calidad de fruto de tomate.
Dentro de la calidad, el tamafio y morfologia de fruto son dos aspectos fundamentales, que
han sido objeto de bldsqueda, a fin de responder a demandas especificas del mercado de
procesamiento y mercado en fresco (Blanca et al., 2015; Foolad, 2007). Este proceso de
mejoramiento genético puede ir acompafiado de la pérdida de variabilidad debido a la
desapariciébn de genotipos completos, de loci génicos o de alelos de un gen (Miller y
Tanksley, 1990; Park et al., 2004). Dicha erosion genética es provocada principalmente por
la alta presion de seleccion ejercida por el hombre para lograr el fenotipo deseado. El uso de
especies silvestres emparentadas con el cultivo puede revertir esta situacion (McCouch,
2013).

Descripcidn botanica

La planta de tomate es una especie dicotiledénea perenne, que se cultiva como
anual. Es una planta herbacea de porte erecto o rastrero, segin su crecimiento sea
determinado o indeterminado, respectivamente. Su sistema radicular presenta una raiz
principal y abundantes raices secundarias y raices adventicias. El tomate sigue un habito de
crecimiento simpodial, con un tallo principal a partir del cual se desarrollan las hojas, los
tallos secundarios (también de ramificacion simpodial) en la axila de las hojas y las
inflorescencias. Las hojas se disponen en forma alterna y estan formadas por 7 a 9 foliolos
primarios lobulados. Las inflorescencias son de tipo racimo (dicasio) y pueden ser simples o
ramificadas, con un ndmero variable de entre 5 y 15 flores. Las flores son hermafroditas y
cuentan con cuatro verticilos. El estilo y estigma normalmente quedan dentro del cono
estaminal, favoreciendo de esta manera la autofecundacion que generalmente coincide con
el momento de antesis. Por este motivo, el tomate se considera como una especie
autégama(Nuez et al., 1995). Tras la fecundacion se produce el desarrollo del ovario que se
convertira en un fruto carnoso tipo baya bi o plurilocular, generalmente de color rojo. El fruto
estd constituido principalmente por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Lépez
Marin, 2016).

El tomate como especie modelo

El tomate posee una constitucion genética de naturaleza diploide (2n = 24), genoma
de tamario relativamente pequefio (~950 Mb), distribuido en 12 cromosomas (Michaelson et
al., 1991), y destaca por su ciclo corto de cultivo, capacidad de adaptacion a un amplio
rango de condiciones ambientales y su aptitud para la transformacién genética (Lozano et
al., 2009). Estas caracteristicas biolégicas junto a la disponibilidad de recursos genéticos y
bases de datos con informacion genomica y posgendémica lo convierten en uno de los
cultivos modelos mas efectivos para el mejoramiento. Entre los recursos fitogenéticos se
encuentran el Tomato Genomics Research Centre, TGRC (https://tgrc.ucdavis.edu/), que
posee la mayor coleccion de accesiones silvestres de tomate, asi como materiales mutantes
monogénicos, lineas de introgresidon y colecciones de mutantes. En 2012 fue publicado por
un consorcio internacional formado por mas de 300 investigadores, la secuencia gendmica
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completa en alta calidad del cultivar de tomate Heinz 1706, junto a un borrador de secuencia
de su pariente silvestre, S. pimpinellifolium accesion LA1589. Un total de 34.727 genes
codificantes fueron predichos a partir de la secuencia del genoma de tomate, de los cuales
31.741 presentan una alta similitud con genes de Arabidopsis y de ellos 30.855 fueron
verificados mediante secuenciacion de ARN (The Tomato Genome Consortium, 2012). Otros
dos grandes proyectos de re-secuenciacion se han llevado a cabo luego de la obtencion del
genoma de referencia (Lin et al., 2014; The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium,
2014), alineandose a la misma referencia mas de 700 accesiones de tomate hasta el
momento. Recientemente, se ha construido el primer pan-genoma en tomate a partir de la
informacién gendémica de 725 accesiones silvestres y cultivadas, seleccionadas por ser
filogenética y geogréaficamente representativas de la diversidad existente en tomate (Gao et
al., 2019). La informacién y datos gendmicos, transcriptémicos, proteémicos y epigenémicos
del tomate, y de otras especies pertenecientes a la familia de las Solanaceas se encuentra
almacenada y disponible publicamente, junto a numerosas herramientas bioinformaticas, en
el sitio web de la SOL Genomics Network (https://solgenomics.net/). Otras bases de datos
publicas disponibles para tomate son el DNA-Banco de datos de Japon
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/), Tomato Functional Genomics Database
(http://ted.bti.cornell.edu/), o MiBASE (http://www.pgb.kazusa.or.jp/mibase/).

Aspectos de la calidad comercial del tomate

La relevancia de los atributos de calidad en tomate depende de los requerimientos
especificos de los distintos actores de los mercados de procesamiento y consumo en fresco.
En este sentido, para el procesamiento de tomate resulta fundamental el contenido de
sélidos solubles, acidez, pH y la viscosidad de las pastas. Segun los distribuidores y
minoristas, la calidad de la fruta se define esencialmente por la vida util y la firmeza de los
frutos. Mientras que para los consumidores la calidad esta4 determinada por caracteristicas
visuales, y de sabor. Sin embargo la calidad organoléptica del fruto solo puede ser evaluada
luego de su consumo, por lo que el tamafio, la forma, el color y la firmeza constituyen los
primeros rasgos de calidad que atraen a los consumidores. (Labate et al., 2007). Un estudio
de mercado realizado en los Estados Unidos, determind que el tipo de tomate (redondo,
alargado, cherry, o en racimos) fue la variable mas importante para la elecciéon en el
momento de la compra por los consumidores luego del precio. La mayoria de los
encuestados opté por el tomate tipo redondo seguido por el alargado o comunmente
denominado “perita” (Simonne et al., 2006). La forma del fruto no solo determina la
aceptabilidad por parte del consumidor sino que también define el destino del producto de
cosecha. Los tomates alargados son preferentemente utilizados en procesados o productos
industrializados, mientras que los frutos redondos son destinados al consumo en fresco. De
este modo, el tamafio y la morfologia de fruto en tomate resultan rasgos de importancia
economica, que determinan el rendimiento, el destino de la produccion, la calidad y la
aceptabilidad del consumidor en el mercado en fresco (Casals et al., 2019; Grandillo et al.,
1999).

El tomate cultivado presenta una gran diversidad en las formas y tamafios de los
frutos en comparaciéon con su ancestro silvestre (S. pimpinellifolium L.) que posee frutos de
forma perfectamente esférica, con dos I6culos, y un peso de pocos gramos (Paran y van der
Knaap, 2007). Esta diversidad indica que estos caracteres han sido objetivos de seleccion
durante los procesos de domesticacion y mejoramiento genético de la especie (Sierra-
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Orozco et al.,, 2021), demostrando el valor histérico de dichos rasgos. Ademas, estos
caracteres presentan relevancia biolégica, ya que la morfogénesis es un mecanismo
complejo y diverso entre los distintos tipos de 6rganos y entre las especies, que obedece a
un control genético y molecular preciso cuyo estudio constituye actualmente una de las
lineas de investigacion mas relevantes capaz de conectar la genética y fisiologia del
desarrollo con la produccion agraria. Por su parte, las caracteristicas de forma de fruto en la
direccion medio-lateral como el grado de irregularidad, el numero de I6culos, area pericarpio
estan altamente asociados al peso de los frutos (Nankar et al., 2020). Se observé una
correlacion fenotipica positiva y una superposicion de genes que controlan al grado de
irregularidad, nimero de léculos y el tamafio o peso de fruto (Gonzalo et al., 2009). El
desarrollo de un tamafio extremo del fruto esta determinado principalmente por el nimero de
carpelos en la flor y, en consecuencia, el numero de loculos en el fruto maduro. En este
sentido, se ha visto que un incremento en el nimero de léculos da lugar a frutos con forma
mas aplanada y hasta un 50% mas de peso (Fernandez-Lozano et al., 2015; Lippman y
Tanksley, 2001). También se ha probado, que una mayor cantidad de l6culos esta asociada
a una forma fasciada de fruto o mayor grado de irregularidad (Chu et al., 2019). De esta
forma la morfologia, el tamafio de frutos y el nimero de léculos son caracteres intimamente
relacionados entre si (Tanksley, 2004), y el estudio de los atributos de forma en la direccion
medio-lateral permitieron la identificacion de mecanismos subyacentes al aumento de peso
en frutos (por ejemplo, a través del aumento del area de la placenta o niumero de l6culos)
constituyendo buenos indicadores para mapear nuevas regiones genémicas que controlan la
variaciéon en la morfologia (Gonzalo y van Der Knaap, 2008).

Bases genéticas de la morfologia de fruto en tomate

La forma del fruto en tomate, al igual que la mayoria de los caracteres de interés
agrondémico, constituyen caracteres complejos de herencia cuantitativa, es decir que estan
controlados por muchos genes, cada uno con un efecto aditivo relativamente pequefio sobre
el caracter (Falconer y Mackay, 1996). Sin embargo, la gran diversidad de morfologias de
frutos existente en el germoplasma de tomate se explica principalmente por mutaciones en
un namero relativamente pequefio de genes (Rodriguez et al., 2011). Los principales genes
implicados en el control de la morfologia son: FASCIATED (FAS), LOCULE NUMBER (LC),
SUN, OVATE, (Cong et al., 2008; Liu et al., 2002; Mufios et al., 2011; Rodriguez et al.,
2011a; Xiao et al., 2008), el supresor de OVATE llamado SOV1 (Rodriguez et al., 2013; Wu
et al., 2018) y GLOBE (Sierra-Orozco et al., 2021). Los alelos mutados o cultivados en SUN,
OVATE, SOV1 y GLOBE controlan la forma alargada y forma periforme de los frutos
mientras que los alelos wild type o salvajes, determinan una forma redonda de fruto,
afectando la morfogénesis en la direccion proximal-distal. Por otro lado, los alelos mutados o
cultivados en LC y FAS producen alto nimero de léculos, dando lugar a frutos de mayor
tamafio, y forma aplanada y fasciada, constituyendo asi los principales genes subyacentes a
la forma de fruto en el plano medio-lateral. La mutacién en FAS, ubicada en el cromosoma
11, es causada por una inversion de 294 kb con puntos de ruptura en el primer intrén de un
gen del factor de transcripcion YABBY y 1 kb corriente arriba del codon de inicio CLAVATA3
(SICLV3) de tomate, interrumpiendo el promotor SICLV3, lo que resulta en un aumento del
tamafio del fruto y el nimero de léculos (Cong et al., 2008; Huang y van der Knaap, 2011).
La mutacion en LC, ubicada en el cromosoma 2, esté relacionada con dos polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) ubicados a 1.080 pb corriente abajo del codén de terminacion del
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ortélogo de tomate de WUSCHEL (WUS) en un elemento regulador putativo de la caja
CArG. Esto provoca el mantenimiento de una poblacién de células madre mas grande que
genera un mayor numero de léculos y, a menudo, conduce a un fruto plano de mayor
tamafio (Mufios et al., 2011; van der Knaap et al., 2014). Ambos genes muestran un efecto
sinérgico sobre el tamafio y peso del fruto (Chu et al., 2019).

El contexto o background genético modula el efecto de los principales genes
subyacentes a la forma del fruto (Rodriguez et al., 2011a; Xiao et al., 2008), lo que sugiere
la presencia de modificadores genéticos desconocidos. A su vez, el efecto de estos genes
sobre los atributos morfolégicos del fruto en la direccibn medio-lateral no se ha estudiado
hasta el momento. Por lo tanto, la investigacion de las bases genéticas que controla dichos
atributos representa un area de investigacion novedosa y relevante.

Enfogues para la deteccién de QTLs subyacentes a la morfologia de fruto

Los polimorfismos constituyen variaciones a nivel de secuencia gendémica en una
region especifica del ADN y generan las distintas alternativas alélicas para un gen en una
poblacion. Aquellos polimorfismos que afectan a la secuencia codificante o reguladora y que
producen cambios importantes en la estructura de la proteina o en el mecanismo de
regulacién de la expresion, pueden dar lugar a cambios en el fenotipo o la manifestacion de
un caracter. Estos polimorfismos pueden constituir una sustitucion de una Unica base
nitrogenada, (SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) o bien una insercion o
eliminacion de una o mas bases, denominado Insercidn-Delecion (InDel). Los marcadores
moleculares de ADN permiten identificar polimorfismos a nivel de secuencia entre individuos
0 genotipos. Cuando los marcadores moleculares se encuentran proximos a un gen de
interés, existe nula o muy baja recombinacidn entre ellos, es decir que estan estrechamente
ligados y por lo tanto siempre se heredan juntos. En consecuencia es posible utilizarlos
como un indicador de la presencia de una region bajo estudio (Collard et al.,, 2005). La
region gendmica asociada, o con efecto significativo, sobre un caracter cuantitativo se
denomina locus de caracter cuantitativo (QTL, del inglés Quantitative Trait Locus).

Tradicionalmente los QTL en tomate han sido detectados mediante analisis de
ligamiento en poblaciones derivadas de cruzamientos interespecificos, es decir entre
progenitores distantes genéticamente (por ejemplo, ancestro silvestre x tomate cultivado).
En este tipo de cruzamientos muchos loci estdn segregando, por lo que ha sido posible
detectar el efecto e identificar principalmente genes mayores; mientras que el efecto de loci
menores no resulta claro o consistente. Una deteccién mas eficiente de los QTL menores es
posible cuando los QTL mayores no estan segregando en las poblaciones, es decir cuando
su efecto se encuentra fijo, y cuando los progenitores son genéticamente mas similares
entre si (Rodriguez et al., 2013). Asi en cruzamientos intraespecificos, o entre cultivares, el
efecto de un QTL menor puede evidenciarse con un efecto mayor, cuando pocos loci estan
segregando para el caracter bajo estudio (Abe et al., 2012). Por lo tanto, las poblaciones
derivadas de progenitores mas estrechamente relacionados, en las que el efecto de los QTL
principales se encuentra fijo, resultan valiosas para la identificacion de nuevas regiones
gendémicas que controlan los rasgos de forma o bien regiones que previamente han sido
informadas con un efecto menor sobre el mismo (Rodriguez et al., 2013). Actualmente, con
las tecnologias de secuenciacion y marcadores moleculares basados en SNP, es posible
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detectar polimorfismo en poblaciones intraespecificas 0 menos divergentes genéticamente.
De este modo, para descubrir la totalidad de genes que domina la diversidad de la forma en
el tomate cultivado, andlisis genéticos y moleculares deben ser conducidos en poblaciones
segregantes obtenidas a partir de cruzamientos entre cultivares.

El analisis de grupos segregantes (BSA, del inglés Bulked Segregant Analysis)
constituye una enfoque alternativo para la deteccion de QTL (Giovannoni et al., 1991;
Mansur et al., 1993; Michelmore et al., 1991). Este consiste en desarrollar una poblacién
segregante, F, o lineas recombinantes endocriadas (RIL, del inglés Recombinant inbred
lines), y caracterizarla, para seleccionar individuos con valores extremos para el rasgo de
interés. ElI ADN de estos individuos se mezcla para constituir grupos de ADN perteneciente
a fenotipos contrastantes y se efectla su genotipado. Esta metodologia se sustenta en el
fundamento tedrico de que los individuos presentaran una proporcién aproximadamente
igual de los genomas parentales en ambos grupos para la mayoria de las regiones
gendmicas, mientras que aquellas regiones estrechamente asociadas con el caracter de
interés, mostraran una sobre o sub representacién del genoma de un parental en un grupo y
la situacidn opuesta en el otro grupo (Rothan et al., 2019). El enfoque de BSA se aplic6 por
primera vez para evaluar el comportamiento en poblaciones F, de caracteres discretos como
son la abscision pedicular (jointless) y maduracion del fruto (non-ripening) en tomate
(Giovannoni et al., 1991) y la resistencia a enfermedades en lechuga (Michelmore et al.,
1991), y posteriormente este concepto se extendié al andlisis de caracteres cuantitativos
(Chagué et al., 1997; Quarrie et al., 1999; Zhang et al., 2009). En un comienzo el genotipado
se realiz6 mediante el uso de marcadores moleculares (Asnaghi et al., 2004; Giovannoni et
al., 1991; Michelmore et al., 1991). Con el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de
altima generacion (NGS, del inglés Next-Generation Sequencing) de ADN, se
proporcionaron herramientas efectivas para la deteccion de SNP en todo el genoma (Huang
et al., 2009), evitando la necesidad de desarrollar marcadores moleculares para mapear. En
la actualidad esta técnica se ha empleado incluso en estudios de RNA-seq (Wang et al.,
2013) y técnicas de prote6mica (Pereira da Costa et al., 2017).

La principal metodologia utilizada para realizar BSA basado en la secuenciacién de
genomas completos, llamada QTL-seq, fue propuesta por Takagi et al. (2013) y ha sido
ampliamente empleada. Este enfoque permite reconocer regiones genomicas en las que los
progenitores difieren y que contribuyen a los mayores o menores valores del caracter de
interés en la progenie resultante y detectar asi QTL asociados al rasgo. Este enfoque
consiste en: 1) Desarrollar una poblacién de mapeo a partir de cruzamiento entre cultivares
con fenotipos contrastantes para el caracter de interés, 2) Caracterizar fenotipicamente la
poblaciéon para el caracter de interés, 3) Seleccionar individuos con fenotipos extremos y
armar dos grupos segregantes para el caracter, 4) Extraer el ADN de cada planta de los
grupos y mezclarlas en la misma proporcién para conformar una muestra por grupo, 5)
Secuenciar los grupos o mezclas de ADN, alinear las secuencias al genoma de referencia
de la especie y realizar la comparacion gendémica entre los grupos. Se espera que los
grupos presenten igual proporcion de los genomas parentales para la mayoria de las
regiones gendmicas y una representacion desigual en las regiones asociadas a las
diferencias fenotipicas entre los grupos. Para determinar la cantidad relativa de genoma
derivado de cada parental, se contabiliza la cantidad de lecturas alternativas en relacion a la
cobertura total para cada SNP, lo que se denomina indice-SNP. Cuando el indice-SNP es
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igual a 0, indica que todas las lecturas son como la secuencia del padre de referencia, un
indice-SNP de 1 indica que todas las lecturas fueron igual al genoma del otro padre, y un
indice-SNP de 0,5 significa que existe igual contribucién de los genomas parentales en la
progenie. Los datos de los grupos se combinan obteniendo un nuevo parametro
denominado A (indice-SNP). Para aquellas regiones que no contribuyen a las diferencias
fenotipicas entre ellos, se espera un valor de A (indice-SNP)= 0, mientras que en las
regiones que contienen los QTL, el A (indice-SNP) tendra un valor absoluto de uno, y en
funcion del parental que aporta los alelos que contribuyen a las diferencias fenotipicas el
valor sera positivo 0 negativo.

Por otro lado, Magwene et al. (2011) plante6 un enfoque alternativo para evaluar
estadisticas significativas y detectar QTL utilizando BSA a partir de la secuenciacién de
lecturas cortas de alto rendimiento. Esta metodologia calcula el estadistico G, que considera
las frecuencias alélicas observadas y las esperadas para cada SNP, y luego pondera este
valor de acuerdo a la distancia a un SNP focal en una ventana deslizante, usando una
funcién nucleo de tricubo (Nadaraya, 1964; Watson, 1964). Este nuevo valor se denomina
G’. Finalmente, por un enfoque de tasa de descubrimiento falso (FDR; False Discovery
Ratio) se estima un valor umbral de significancia y se identifican las regiones genémicas que
se desvian significativamente de la distribucion nula de fondo, lo que indicaria la presencia
de un QTL. El estadistico G’ permite reducir la varianza a la vez que considera el
desequilibrio de ligamiento en los SNP. Ademas, dado que el estadistico G’ presenta una
distribucion cercana a una log normal, es posible estimar un valor de significancia o p-valor
para cada SNP usando una estimacion no paramétrica de la distribucién nula de G’
(Mansfeld y Grumet, 2018).

Por lo tanto, la metodologia de QTL-seq, que integra el enfoque de BSA y la
secuenciaciéon de genoma completo, constituye una herramienta valiosa que reduce el
tiempo y labor requeridos en la identificacion de QTL al realizar el genotipado solo de
aguellos individuos con fenotipos extremos y evitar la necesidad de desarrollar marcadores
moleculares especificos para esta tarea. La disponibilidad de los recursos genémicos vy
bioinformaticos han permitido implementar este enfoque con éxito para mapear QTL
asociados al peso del fruto, forma alargada, nimero de |6culos, tolerancia al calor en tomate
(lla-Berenguer et al., 2015; Rodriguez et al., 2013; Wen et al., 2019) y maiz (Chen et al.,
2017), resistencia a frio en plantulas de arroz, tolerancia a condiciones de salinidad y peso
de grano en arroz (Bommisetty et al., 2020; Takagi et al., 2013; Yang et al., 2013), floracion
temprana en pepino (Lu et al., 2014), peso de semilla y peso seco de raiz/peso seco de
planta en garbanzo (Das et al., 2015; Singh et al., 2016) y color de cotiledén en soja (Song
et al., 2017). De este modo el enfoque de QTL-seq ha permitido la mejora rapida y eficiente
de cultivos y la seleccién asistida por gendmica.

La aplicacion de un enfoque de QTL-seq sobre poblaciones segregantes para
caracteres de morfologia de fruto en la direccion medio-lateral constituye un enfoque original
que permitira identificar regiones gendmicas asociadas a caracteres de valor econémico y
biolégico y profundizar en el entendimiento de los mecanismos morfogénicos de fruto en
tomate.
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HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL Y

HIPOTESIS

Es posible identificar regiones genémicas no conocidas que controlan caracteres de
morfologia del fruto en tomate a partir de la seleccion de cruzamientos entre cultivares
fenotipicamente discrepantes en los que no segregan los genes conocidos de forma,
utilizando la metodologia de QTL-seq.

OBJETIVO GENERAL

Identificar nuevas regiones en el genoma de tomate que controlan caracteres de
morfologia del fruto a partir de cruzamientos entre cultivares fenotipicamente discrepantes e
idéntica constitucion genética en loci de morfologia conocidos.

A fin de favorecer la fluidez en la lectura, presentacion de los resultados, y la
comprension de los mismos, el presente trabajo se estructura en un total de cuatro capitulos
donde se desarrollan diferentes objetivos especificos:

e Capitulo I: Diversidad genética para caracteres de forma de frutos en la direccion
medio-lateral.

e Capitulo Il: Caracterizaciéon fenotipica y estimacién de parametros genéticos en
genotipos uniformes (progenitores e hibridos) en dos cruzamientos intraespecificos.

e Capitulo IlI: Identificacion de regiones genémicas o loci que controlan el caracter tipo
de carpelo en la poblacion F; “Voyage” x “Old Brooks”.

e Capitulo IV: Deteccién de QTL asociados a caracteres cuantitativos en poblaciones
segregantes derivadas de cruzamientos intraespecificos.
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CAPITULO |

Diversidad genética para caracteres de forma
de frutos en la direccion medio-lateral
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CAPITULO | - OBJETIVOS ESPECIFICOS ./
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la diversidad para caracteres de forma de fruto en la direccion medio-lateral
presente en una coleccion de imagenes de frutos representativa del germoplasma de
tomate.

Identificar atributos morfolégicos divergentes entre cultivares que portan una
composicion alélica idéntica en los loci fas y Ic.

Seleccionar cultivares de tomate fenotipicamente discrepantes en la morfologia de
fruto en la direccion medio-lateral, e idéntica constitucion alélica para los genes
conocidos de forma de fruto.
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CAPITULO I- MATERIALES Y METODOS ‘.

MATERIALES Y METODOS

Material Experimental

Se utilizaron imagenes de cortes de frutos en direccion medio-lateral que fueron
descargadas del sitio web de Solanaceae Genomics Network (www.solgenomics.net). La
informacién general y la caracterizacion de los principales genes de forma se obtuvieron de
(Rodriguez et al., 2011a). La coleccion inicial estaba compuesta por 368 accesiones de
tomate, diversas para clase de germoplasma y origen geogréfico (variedades Heirloom,
contemporaneas americanas, contemporaneas italianas, regionales de Espafia, regionales
de Latinoamérica, regionales de ltalia, variedades cerasiformes y accesiones silvestres).
Esta coleccién fue caracterizada fenotipicamente para rasgos de morfologia de fruto en la
direccion proximo-distal y molecularmente para los genes principales de forma: SUN,
OVATE, LC, FAS y SOV1 (Rodriguez et al., 2011b). Se realiz6 el curado de la base de datos
inicial, considerando como criterio de seleccion que las imagenes cuenten con al menos
cuatro repeticiones de frutos. El analisis se realizé sobre un subconjunto de 183 accesiones
de tomate (Tabla Suplementaria S1).

La determinacion automatica, precisa y objetiva de caracteres de forma se realiz6
sobre 1.145 imagenes de cortes de frutos de tomate en la direccibn medio-lateral con el
programa informatico Tomato Analyzer 3.0 (Rodriguez et al., 2010, 2011b). Los caracteres
analizados fueron: perimetro, area, espesor y area del pericarpio y grado de irregularidad
externa (Figura I-1)

El area del pericarpio se calculé como el area entre el borde interno del pericarpio y
el perimetro; mientras que el espesor del pericarpio representa la longitud promedio del
pericarpio a lo largo de las lineas horizontales y verticales a través del centro del fruto. Los
parametros calculados automaticamente se ajustaron segun las formulas:

Area de pericarpio = 1- PA

ancho maximo+alto maximo
2

Espesor de pericarpio = PT * (

Donde PA y PT son valores obtenidos por el programa Tomato Analyzer 3.0
(Rodriguez et al., 2010, 2011b).

El grado de irregularidad externa representa el desvio estandar de las distancias
desde el centro del fruto hasta el borde del perimetro, multiplicado por 100. Asi, los frutos
regulares presentan distancias mas similares, desviaciones mas pequefias y valores
menores para este caracter, mientras que ocurre lo contrario con los frutos irregulares. El
namero de léculos se conté automaticamente con la herramienta LocAnalyzer (Spetale et
al., 2020)
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I6culos pericarpio pericarpio

Figura I-1: Andlisis de caracteres morfolégicos en la direccién medio-lateral con el programa
Tomato Analyzer 3.0.

Analisis estadisticos

Se analiz6 la representatividad para forma y tamafio de fruto, origen geografico y
clase de germoplasma en el subconjunto de accesiones seleccionadas, para conocer la
diversidad presente en el subconjunto del germoplasma.

Se estimaron parametros estadisticos descriptivos para todos los caracteres (valores
maximos y minimos, media, mediana y cuartiles). Se calculé el rango intercuartilico como la
diferencia entre el primer y el tercer cuartil. Se comprobd la distribucién normal de los datos
por métodos gréaficos (histogramas y grafico QQ) y mediante la prueba de Shapiro-Wilk
(Shapiro y Wilk, 1965). Los rasgos con distribucion no normal se transformaron utilizando el
logaritmo natural. La heredabilidad en sentido amplio (H?) y su error estandar, se calcularon
mediante ANOVA para todos los caracteres con distribucion normal (Mariotti y Collavino,
2014). Las correlaciones fenotipicas entre caracteres se determinaron mediante la prueba
de Pearson. El andlisis se realiz6 con el programa informatico R, version 3.6.3 (R Core
Team, 2014) utilizando las funciones de estadisticas basicas y los paquetes ggcorrplot
(Kassambara, 2019), agricolae (Mendiburu, 2013) y heritability (Kruijer et al., 2014).

Se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (PCA) para resumir y visualizar
las mdltiples variables cuantitativas interrelacionadas. El PCA y los graficos se realizaron
con el programa informatico R, version 3.6.3 (R Core Team, 2014) utilizando funciones de
estadisticas basicas y corrplot (Wei y Simko, 2017), factoextra (Kassambara y Mundt, 2017),
FactoMineR (Lé et al., 2008), paquetes tidyr (Wickham et al., 2019), ggplot2 (Wickham,
2009) y Scatterplot3d (Ligges et al., 2018). Se consider6 la constitucién alélica para los
genes LC y FAS en el andlisis, pudiendo diferenciar cuatro categorias: combinaciones de
alelos silvestres (Ic”*: fas”) y alelos cultivados (Ic’: fas™ en ambos loci, y las
combinaciones alternadas donde un gen presento el alelo cultivado mientras que el otro gen

portaba el alelo silvestre (Ic**: fas™y Ic”: fas™)
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CAPITULO I- MATERIALES Y METODOS ‘.

Se analizé la distribucion de frecuencias relativas para las diferentes categorias de
composiciones alélicas de los loci fas y Ic, considerando rangos de namero de l6culos y
grados de irregularidad. Los datos de cinco accesiones (T1078, T1116, T907, T1697 y T985)
fueron eliminados del andlisis por presentar genes en estado heterocigoto. Se crearon
rangos para ambos atributos considerando: cero a valor medio, media + un desvio estandar,

media + dos desviaciones estdndar, media = tres desviaciones estandar y valores
superiores.
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CAPITULO I- RESULTADOS \¥
RESULTADOS

El subconjunto de accesiones analizado fue diverso y representativo para las
categorias de forma de fruto, tamafio, clase de germoplasma y origen geografico. Estas
accesiones representaron todas las posibles categorias de forma de frutos: largos (8,74 %),
redondos (10,38 %), planos (21,86 %), elipsoides (22,95 %), con forma de corazén de buey
(1,09 %), obovoides (16,39 %), de forma acorazonada (8,20 %) y rectangular (10,38 %). El
subconjunto incluyd accesiones con diferente tamafio de fruto: grande (13,11%), mediano
(62,30%) y pequefio (24,59%). Segun el origen geografico, la mayoria de las accesiones
provinieron de ltalia (50,29%) y Latinoameérica (24,86%), dentro de los cuales predominan
los materiales peruanos (67,44%), pero también el subconjunto incluyé variedades de
EE.UU. (9,83%), Espafia (6,94%), Rusia (2,31%) y China (1,16%), entre otros. Con base en
las clases de germoplasma, podemos distinguir a los Heirloom o criollos norteamericanos
(16,94%), regionales latinoamericanos (9,84%), regionales italianos (38,80%), regionales
espafioles (6,56%), contemporaneos o modernos (11,48%) y otros (4,37%) (Tabla
suplementaria S1). La diversidad para la morfologia del fruto en la direccion medio-lateral se
representa en la Figura |-2.

Old Brooks LA 1589

Ponderosa  Yellow Plum Zapotec Pink Ribbed

Figura I-2: Diversidad para morfologia de fruto en la direccion medio-lateral dentro del
subconjunto analizado. Imagenes representativas de cortes de frutos de tomate en la
direccion medio-lateral. La linea horizontal blanca es la referencia de escala correspondiente
alcm.

Los valores relativamente altos de desvio estandar y el rango intercuartilico para
algunos rasgos sugieren un alto nivel de diversidad para la forma. Estos resultados se
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describen en la Tabla I-1. Cabe destacar que el 75% de los materiales presenté un nimero
de léculos entre dos vy tres, y un grado de irregularidad menor o igual a 2,2. Sin embargo,
algunas accesiones mostraron un alto numero de l6culos, con hasta 17 I6culos (Coure di
Bue) y formas muy irregulares, con un grado maximo de irregularidad igual a 9,1 (Zapotec
Pink Ribbed) (Tabla I-1, Figura I-2, Tabla Suplementaria S1). Los caracteres perimetro y
espesor de pericarpio mostraron una distribucion normal, mientras que el nimero de léculos,
el area, el grado de irregularidad y el area del pericarpio presentaron una distribucion no
normal (Figura I-3).
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Figura 1-3: Histograma de densidad para los caracteres de forma analizados en el
subconjunto de cultivares o accesiones. La curva indica la tendencia de distribucion normal.
Barras paralelas en la parte inferior del grafico muestran concentracion de datos. Se indica
con * las variables que se transformaron con el logaritmo natural.

Los valores de heredabilidad en sentido amplio fueron altos y significativos para
todas las caracteristicas, en un rango comprendido entre 0,72 para el area de pericarpio y
0,94 para el area de fruto (Tabla I-1), lo cual indica que la variabilidad observada para dichos
caracteres se debe principalmente al componente genético.
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Tabla I-1: Parametros estadisticos descriptivos y heredabilidad (H?) para rasgos de forma latitudinal.

Caracter Media * de Min Max Mediana Q1 Q3 IQ rango H’+ ee
Ndmero de I6culos* 313 + 222 200 17,00 2,00 2,00 3,00 1,00 0,79 = 0,02
Perimetro 13,78 + 4,89 3,43 49,15 13,39 10,72 16,17 5,45 0,91 + 0,02
Area* 1461 + 10,15 0,83 90,60 12,74 8,06 18,13 10,07 0,94 + 0,01
Grado de irregularidad* 1,76 + 1,16 0,38 9,12 1,44 0,96 2,23 1,27 0,79 + 0,02
Area de pericarpio* 046 <+ 0,09 0,20 1,00 0,46 0,40 0,51 0,11 0,72 £+ 0,02
Espesor de pericarpio 107 + 036 0,18 255 1,11 0,84 1,32 0,48 0,88 + 0,02

Abreviaciones: de: desviacion estandar, Min: valor minimo, Max: valor maximo, Q1: primer cuartil, Q3: tercer cuartil, rango 1Q: rango intercuartilico, ee: error
estandar. Unidades: perimetro (cm), area (sz)_ *: Variables transformadas mediante logaritmo natural.
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Se encontraron correlaciones fenotipicas significativas para la mayoria de los
atributos analizados, considerando un p-valor de 0,05 (Figura I-4). De forma esperable, hubo
una correlacién positiva cercana a 1 entre el perimetro y el area. Asimismo, perimetro y area
presentaron una correlacion intermedia positiva considerando el nimero de léculos y el
espesor de pericarpio. El espesor de pericarpio mostré una correlacién positiva con el area
del pericarpio, y en menor nivel con el grado de irregularidad. El perimetro, el area y el
namero de léculos mostraron una correlacion positiva con el grado de irregularidad, y por el
contrario, una correlacion negativa con area de pericarpio. Se encontraron correlaciones no
significativas entre el niumero de léculos y el espesor del pericarpio, y entre el area del
pericarpio y el grado de irregularidad (Figura I-4).
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Figura I-4: Matriz de correlacion indicando la asociacién fenotipica entre los caracteres
analizados. Los colores de las celdas indican la magnitud de las correlaciones de rango de
Pearson (positivas o negativas) entre pares de caracteres. Las correlaciones fuertes
positivas se resaltan en color rojo oscuro y los colores mas claros indican relaciones mas
débiles. Las cruces indican correlaciones no significativas al 5%.

Dado la alta correlacidon entre las variables de este estudio, se realizé6 un Analisis de
Componentes Principales para reducir la dimensionalidad de los datos multivariados,
minimizando la pérdida de informacion. El Analisis de Componentes Principales (PCA)
mostré que las tres primeras componentes principales (CP) representaron el 55,11%, el
28,43% vy el 12,33% de la varianza total, respectivamente. El primer componente fue
explicado principalmente por el perimetro, el area y en menor grado por el nimero de
l6culos; el segundo se explicO mayormente por el area del pericarpio y el espesor del
pericarpio; mientras que el tercer componente se explicé casi exclusivamente por el grado
de irregularidad (Figura I-5a). Teniendo en cuenta la composicion alélica de los genes FAS y
LC, se encontré un patrén claro que diferencio las accesiones de tomate en el subconjunto.
La variacion en los caracteres en la direccion medio-lateral se correlaciond altamente con la
composicion alélica, segun los resultados de PCA (Figura I-5b). Asi, las accesiones que

portaban los alelos de tipo silvestre (Ic**: fas™") se caracterizaron principalmente por frutos
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pequefios con menos l6culos y forma externa mas regular (valores bajos para el primer y
tercer componente), y valores intermedios a altos para el area del pericarpio (segundo
componente). En el otro extremo, la mayor parte de las accesiones que portaban los alelos
cultivados (Ic”: fas™) dieron lugar a frutos mas grandes con mas léculos y forma irregular o
fasciada (valores mas altos para el primer y tercer componente), y con valores menores de
area del pericarpio (segundo componente). Sin embargo, estas accesiones también
mostraron una mayor dispersion en la tercera dimension, lo que indica una mayor
variabilidad para el grado de irregularidad. Es notable que existieron accesiones con la
misma composicion alélica pero valores contrastantes para los componentes principales, por
ejemplo los cultivares “Voyage” y “Old Brooks”, “LYC1917”, “Yellow Stuffer” y “Heinz 1439”, y
“Zapotec Pink Ribber” y “LA2690”.
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Figura I-5: Gréfico del Andlisis de Componentes Principales para rasgos de forma en direccion medio-lateral. (a) Contribucion de las
variables a los componentes principales (Dim.), expresados como porcentajes. Se muestra como una escala de colores. Los colores
azules mas oscuros indican una mayor contribucion de la variable sobre el componente principal. (b) Grafico de componentes
principales, en relacion a las tres primeras dimensiones (CP). Colores y figuras diferentes representan accesiones de tomate con una

constitucién alélica especifica para los genes LC y FAS. Los grupos son: Ic”*: fas™* (alelos silvestres para ambos genes), Ic”: fas™
. Se nombran ejemplos de accesiones con valores

++. -/-. ++

(alelos cultivados para ambos genes), y las opciones alternadas, Ic™*: fas” y Ic”": fas
extremos para las caracteristicas de la forma del fruto.
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Mediante el analisis de la distribucion de frecuencias relativas para las diferentes
composiciones alélicas, se encontré una mayor correspondencia con la variacién en el
namero de loculos (Figura I-6a), y en menor nivel con el grado de irregularidad (Figura |-6b),
en el germoplasma de tomate. En este sentido, las accesiones que llevaban los alelos
cultivados para ambos genes (Ic”: fas™) mostraron el mayor nimero de I6culos, mientras
que el grado de irregularidad estuvo menos influenciado por la presencia de los alelos
cultivados. Todos los genotipos que portaban la composicion silvestre para ambos genes
(Ic**: fas™) mostraron un ndmero de l6culos bajo (£3), mientras que los genotipos que
portaban los alelos Ic”: fas” presentaron frutos con muchos Iéculos (=5). Considerando el
grado de irregularidad, la composicion Ic™*: fas™* mostré un valor inferior a 4,5; mientras que
para la mayoria de las accesiones con Ic”: fas™ el grado de irregularidad superé el valor de
3,6. Es remarcable, que la composicion Ic**: fas” estuvo presente sélo en dos accesiones
del conjunto (Figura I-6c), con caracteristicas opuestas para el grado de irregularidad y

nimero de l6culos.

La distribucién de las accesiones considerando el nimero de loculos y el grado de
irregularidad se representan en la Figura I-6¢c. La mayoria de los genotipos presentaron
valores dentro del rango comprendido entre la media + 1 desvio estandar para ambas
caracteristicas (entre 0,91 y 5,35 para numero de loculos y 0,60 y 2,92 para grado de
irregularidad). Algunas accesiones con diferentes composiciones de alelos mostraron
valores altos para el grado de irregularidad y el nidmero de loculos (por ejemplo, los
cultivares “Cour di Bue”, “Yellow Stuffer’, “Zapotec Pink Ribbed”, “Voyage” y “LA2845").
Ademas, accesiones con diferentes composiciones alélicas mostraron valores extremos y
bajos para el grado de irregularidad y elevados para numero de léculos (por ejemplo,
cultivares “Heinz 1439”, “T546”, “LA1216”, “Pearson” y “Old Brooks”).
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Figura 1-6: Impacto de los alelos en los genes LC y FAS en el nimero de l6culos y grado de irregularidad. Distribucién de frecuencias
relativas para los alelos en los genes LC y FAS segun los rangos de numeros de Ioculos (a) y el grado de irregularidad (b). (c)
Caracterizacion de las accesiones considerando la relacion entre el grado de irregularidad y el niumero de loculos. El area gris destaca
los valores de los rasgos entre la media + 1 desvio estandar. Los colores de los puntos representan accesiones de tomate con una
constitucién alélica especifica para los genes LC y FAS. Las distintas categorias de composiciones alélicas son: Ic**: fas”+ (alelos
silvestres para ambos genes), Ic”: fas™ (alelos cultivados para ambos genes), y las opciones alternadas, Ic+/+: fas-/- y lc-": fas™". Se
nombran ejemplos de accesiones con valores extremos para las caracteristicas de la forma del fruto.
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DISCUSION

La forma del fruto en la direccion medio-lateral es un caracter clave que influye en la
calidad y la aceptabilidad del consumidor en tomate (S. lycopersicum L.), altamente
relacionado con el tamafio y el peso del fruto (Nankar et al., 2020). Sin embargo, en tomate,
la mayoria de los estudios realizados en morfologia de fruto se han centrado en atributos en
la direccion préximo-distal, por lo que el efecto de los genes principales de forma sobre
caracteres en la direccion medio-lateral continta siendo poco claro.

En el presente estudio se encontraron valores significativos y elevados de H? para
todos los atributos de forma de fruto analizados, lo que demuestra que hay una amplia
diversidad genética presente en el germoplasma de tomate para estos caracteres.
Resultados similares se encontraron en estudios previos (Adhikari et al., 2020; Figas et al.,
2018; Panthee et al., 2013). Sin embargo, el andlisis de caracteres morfolégicos de fruto en
la direccibn medio-lateral sobre una coleccion de imagenes de estas dimensiones resulta un
enfoque novedoso.

Es remarcable que los caracteres de morfologia asociados al tamafio de fruto,
perimetro y area, se encontraron altamente correlacionados y en forma positiva con los
caracteres numero de loculos y espesor de pericarpio, y moderadamente correlacionados
con el grado de irregularidad externa. Esto coincide con trabajos previos donde se
demuestra que los alelos mutados o cultivados de los genes LC y FAS dan lugar a frutos
con mayor numero de loculos, forma fasciada o irregular y mayor tamafio, (Barrero y
Tanksley, 2004; Lippman y Tanksley, 2001; Rodriguez et al., 2011a). A su vez, se ha visto
que componentes reguladores que afectan el tamafio de fruto, afectan también el espesor
de pericarpio (Cheniclet et al., 2005; Czerednik et al., 2015; Gan et al., 2022). Genes 0 QTL
asociados a varios caracteres pueden explicarse debido a una alta correlacién existente
entre los descriptores fenotipicos del fruto, o bien por efectos pleiotrépicos (Sacco et al.,
2015). Por lo tanto, el estudio de los caracteres de forma en el plano medio-lateral pueden
permitir la identificacién indirecta de los mecanismos subyacentes del peso del fruto
(Gonzalo y van Der Knaap, 2008).

Se ha comprobado que la forma del fruto puede explicarse por una pequefia cantidad
de genes (Rodriguez et al.,, 201la), incluidos LC y FAS, los cuales controlan las
caracteristicas de la forma en la direccion medio-lateral, como forma fasciada y achatada de
fruto y el nimero de I6culos (Chu et al., 2019). Sin embargo, los resultados mostraron que
existen accesiones con la misma composicion alélica para LC y FAS, y valores
contrastantes para los atributos morfolégicos. El efecto de estos genes se correlacioné en
mayor grado con el nimero de léculos, pero no fue suficiente para explicar la variacion
presente para el caracter grado de irregularidad. Esto sugiere la presencia de genes
desconocidos o con efecto modificador, que actdan en la determinacion de la forma de fruto
en la direccion medio-lateral y especificamente el grado de irregularidad externa. Un trabajo
previo observdé que los alelos mutantes del locus fas ocurren en la mayoria de las
accesiones multiloculares planteando la posibilidad de que los mutantes del locus Ic se
seleccionaran en stocks ya fijados para mutaciones en el locus fas. Asi la seleccion de
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mutaciones de Ic en dichos fondos genéticos puede haber sido mejorada por interacciones
epistaticas positivas entre los ambos loci (Barrero y Tanksley, 2004).

Previamente se ha demostrado que las poblaciones derivadas de progenitores
estrechamente relacionados, genéticamente similares, en los que QTL mayores se
encuentran fijos, resultaron Utiles para detectar nuevos QTL con efecto menor o modificador,
permitiendo la segregacion inequivoca de marcadores estrechamente relacionados con los
caracteres analizados (Abe et al., 2012; Kimbara et al., 2018; Rodriguez et al., 2013). Por lo
tanto, un posible enfoque para el mapeo de nuevos QTL subyacentes a la forma de fruto es
la caracterizacion de poblaciones segregantes, derivadas de cruzamientos intraespecificos
entre cultivares que portan la misma constitucion alélica para los genes principales de forma,
pero difieren en la morfologia de sus frutos. Pudiendo entonces considerar a los genes
subyacentes como probables modificadores de LC y FAS.

De acuerdo a estos antecedentes y los resultados obtenidos en este Capitulo I, se
seleccionaron cuatro cultivares de tomate (S. lycopersicum) denominados: “Voyage” (V),
“Old Brooks” (OB), “Yellow Stuffer” (YS) y “Heinz 1439” (H), como progenitores iniciales para
el desarrollo de poblaciones segregantes. Todos los cultivares se caracterizan por presentar
hébito de crecimiento semi-indeterminado, frutos de gran tamafio, alto nimero de I6culos y
forma achatada. Sin embargo, se diferencian en la morfologia del fruto en la direccion
medio-lateral (Tabla Suplementaria S1). Remarcablemente, “Voyage” presenta flores con
alto numero de érganos en los verticilos internos, gineceo apocarpico y frutos altamente
fasciados con carpelos extras y no fusionados en una sutura carpelar normal, siendo una
caracteristica exclusiva de este cultivar en el germoplasma de tomate. El cultivar “Yellow
Stuffer” tiene frutos amarillos, mientras que el resto de los cultivares presentan frutos rojos.
Con respecto a los alelos conocidos que afectan la morfologia del fruto, los cultivares
“Voyage” y “Old Brooks” portan los alelos cultivados de LC y FAS (Ic”: fas™), mientras que
los cultivares “Yellow Stuffer” y “Heinz 1439” llevan los alelos cultivados de LC y alelos tipo
silvestre para FAS (Ic”: fas™™). A su vez, los cuatro cultivares portan los alelos de tipo
silvestre para los genes SUN, OVATE y SOV1 (Rodriguez et al., 2011a; Wu et al., 2018).

A partir de los resultados de este capitulo, se plantearon dos cruzamientos
intraespecificos independientes entre cultivares con la misma composicion alélica vy
fenotipicamente discrepantes para la morfologia de frutos en la direccion medio-lateral. En
este sentido, se desarrollaron poblaciones a partir de los cruzamientos entre “Voyage” x “Old
Brooks” (poblacion 1) y “Yellow Stuffer” x “Heinz 1439” (poblacién 2). Es esperable
entonces, que las poblaciones segregantes derivadas de estos cruzamientos muestren
variabilidad para los caracteres de forma en la direccion medio-lateral, y dado que los genes
mayores de forma no presentan polimorfismos, segregaran otros genes implicados en la
determinacién de estos caracteres. Por consiguiente, seria posible identificar nuevas
regiones gendmicas que controlan caracteres de morfologia en dichas poblaciones.
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CONCLUSIONES PARCIALES

La caracterizacion de la diversidad morfoldgica sugiere que en tomate existe una
gran variabilidad genética para caracteres de forma de fruto en la direccibn medio-
lateral.

La combinacién de los alelos cultivados de LC y FAS no fue suficiente para explicar
toda la variabilidad presente en el germoplasma de tomate. La constitucion alélica se
correlaciond principalmente con los caracteres de tamafio de fruto y nimero de
l6culos y en menor nivel con el grado de irregularidad de fruto.

Se identificaron cultivares de tomate con la misma composicion alélica para los
genes mayores de forma y fenotipicamente discrepantes para caracteres de
morfologia de frutos en la direccion medio-lateral.

Se plantearon dos cruzamientos intraespecificos entre cultivares, donde el efecto de
los alelos conocidos que controlan la forma de fruto se encuentra fijo, pero presentan
variabilidad para caracteres de morfologia de fruto en el plano medio-lateral.
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CAPITULO Il

Caracterizacion fenotipica y estimacion de
parametros genéticos en genotipos uniformes
(progenitores e hibridos) en dos cruzamientos

intraespecificos
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CAPITULO II- OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar caracteristicas de calidad, morfolégicas y bioquimicas en frutos de los
cultivares de S. lycopersicum L.: “Voyage”, “Old Brooks”, “Yellow Stuffer” y “Heinz
1439, y en los hibridos derivados del cruzamiento entre ellos.

Estimar pardmetros genéticos para caracteres de calidad, morfologicos y bioquimicos
en frutos de los cultivares de S. lycopersicum L.: “Voyage”, “Old Brooks”, “Yellow
Stuffer” y “Heinz 1439”, y en los hibridos derivados del cruzamiento entre ellos.
Identificar atributos divergentes con elevada heredabilidad entre los cultivares para
conducir un enfoque de QTL-seq e identificar nuevos QTL.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Previamente se seleccionaron cuatro cultivares de tomate como progenitores
iniciales para el presente trabajo, llamados “Voyage” (V), “Old Brooks” (OB), “Yellow Stuffer”
(YS) y Heinz 1439 (H). Los mismos se escogieron ya que presentan la misma constitucion
alélica para los principales genes de forma pero difieren para caracteres de morfologia en la
direccién medio-lateral (Figura ll-1). Las caracteristicas de estos materiales fueron descritas
en el Capitulo I.

Old Brooks

Yellow Stuffer
-‘ ‘

Heinz 1439

Figura 1l-1: Progenitores iniciales de los cruzamientos. Izquierda: vista lateral. Derecha:
Vista superior. La linea horizontal blanca es la referencia de escala correspondiente a 1 cm.

Mediante cruzamiento manual de los cultivares seleccionados se obtuvieron dos
hibridos o primera generacion filial: F; VXOB y F; YSxH. Se sigui6é la metodologia descrita
por Rick (1973). Se realizé la emasculacion manual de flores del cultivar que actué como
progenitor femenino, aproximadamente un dia antes de la apertura de la flor, cuando la
corola cambia de color amarillo palido a amarillo crema. Para la polinizacion, se tomd una
flor en antesis del progenitor masculino, con corola amarilla y polen maduro. Se realiz6 un
corte en cono de anteras de la flor masculina, se extrajo el polen con una pinza, y se
deposité sobre el estigma de las flores femeninas, previamente emasculadas. Las flores
polinizadas se etiquetaron y se recubrieron con sobre de papel para evitar polinizacion con
otras plantas. Los sobres se retiraron pasados aproximadamente 5 dias desde la
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polinizacion. Los frutos se dejaron crecer hasta alcanzar la madurez y se cosecharon
manualmente.

Se realizo la extraccion de semillas, siguiendo las recomendaciones disponibles en el
sitio web del Tomato Genetics Resource Center (https://tgrc.ucdavis.edu/). Las semillas se
colocaron en un vaso de precipitado, y se agregd 1 volumen de HCI 25% durante 30
minutos. Luego se enjuagaron con abundante agua, se colocaron nuevamente en el vaso,
se cubrieron con trisodio fosfato (TSP) 10% durante 20 minutos, y se volvieron a lavar con
abundante agua. Las semillas se dejaron secar sobre papel absorbente, correctamente
rotulado, durante 2 a 3 dias, hasta que estuvieron completamente secas. Luego se
colocaron en sobres de papel etiquetados, y se llevaron a la estufa durante 4 dias a 70 °C a
fin de eliminar enfermedades virdsicas, como el virus del mosaico de tomate. Finalmente, los
sobres con semillas se almacenaron en una camara refrigerada a 4 °C, en un ambiente
huamedo y con oscuridad, para su conservacion.

En la primera campafa agricola del presente trabajo, se sembraron en invernadero 5
plantas de cada uno de los genotipos uniformes para ambos cruzamientos: progenitores
(“Voyage”, “Old Brooks”, “Yellow Stuffer’ y “Heinz 1439”) y los hibridos derivados (F; VXOB y
F1 YSxH).

Los experimentos se llevaron a cabo en el modulo de Horticultura, localizado en el
Campo Experimental Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario, en la localidad de Zavalla (33° S, 61° W). La siembra se realiz6 en
bandejas de germinacién con 72 celdas de 55 cm?® utilizando el sustrato N°1 de Dynamics
(www.dynamicscompost.com.ar), durante los meses de julio/agosto. Previo a la siembra, se
llevd a cabo un tratamiento de blanqueo de las semillas, sumergiéndolas durante 15 minutos
en una solucion de hipoclorito de sodio 2,7 % v/v para favorecer la germinacion. Las
bandejas se mantuvieron en invernadero con condiciones de temperatura y fotoperiodo
controladas. Aproximadamente 45 dias después de realizada la siembra se efectud el
trasplante a invernadero, una vez que pasoé la fecha histérica de dltima helada. Las plantas
se dispusieron en doble hilera apareada sobre lomos, con un disefio completamente
aleatorizado, manteniendo una distancia entre plantas 0,35 m y una distancia entre surcos
de 1 m. Los lomos fueron previamente recubiertos con mulching o plastico negro para el
control de las malezas. El riego se realiz6 mediante sistema de goteo, de acuerdo al
requerimiento de las plantas en los distintos estadios fisiolégicos y la demanda ambiental,
para evitar estrés hidrico. Las plantas fueron conducidas mediante sistema de tutorado con
hilos y podadas periddicamente. A lo largo del desarrollo del cultivo se realizaron labores
culturales de desmalezado, fertilizacion y pulverizacion, siguiendo las recomendaciones
estandar para el cultivo en la zona.

Metodologia

Caracterizacion fenotipica

En los genotipos uniformes correspondientes a ambos cruzamientos (parentales e
hibridos) se cosecharon entre 4-8 frutos por planta, en un total de 29 individuos. La cosecha
de los frutos se realiz6 en forma manual y escalonada para la caracterizacion de variables
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cuantitativas de calidad, bioquimicas y morfologicas. Entre las variables analizadas se
encuentran:

[) Caracteres de calidad:

Se evaluaron un total de 159 frutos, en estado de madurez pintdn o rojo maduro, en
funcién del caracter analizado. Se entiende por estado pintébn cuando el fruto presenta el
tamafio maximo y un 10 % de la superficie con el color de madurez, aqui se detectan
visualmente los primeros sintomas de acumulacion de carotenoides, y aumenta
exponencialmente la liberacion de etileno. Por su parte el estado rojo maduro se refiere al
momento fisioldgico en que el fruto alcanza enteramente su color de madurez, con maxima
acumulacién de carotenoides. A partir de este momento, la firmeza y acumulacién de etileno
del fruto disminuyen, generando pérdida de calidad comercial. (Giovannoni, 2004).

Los caracteres analizados en estado pinton fueron:

e Peso (g): medido con balanza digital al momento de la cosecha.

e Altura y diametro (cm) de fruto: medido con calibre en el plano longitudinal y
transversal, respectivamente.

El parametro “Forma de fruto” indica el cociente entre la altura/didametro. Asi valores
cercanos a uno indican forma perfectamente esférica, valores >1 indican forma alargada y
valores <1 demuestran forma achatada.

e indice de forma: relacion entre altura y diametro.

e Vida poscosecha: cantidad de dias transcurridos entre la cosecha y el descarte de
los frutos. Los frutos cosechados se almacenaron en estanterias a 25 + 3°C y se eliminaron
al presentar sintomas de ablandamiento excesivo, arrugamiento o caracteristicas
comercialmente inaceptables.

Los caracteres analizados en estado rojo maduro fueron:

e Color: al momento de la cosecha, se cuantificaron los pardmetros del espacio CIE
LAB con cromametro portatil CR-400 Konica Minolta. Los parametros evaluados fueron L
(porcentaje de reflectancia), a (absorbencias a longitudes de onda de 540 nm) y b
(absorbencias a longitudes de onda de 675 nm), y el cociente a/b. El valor se obtuvo como
un promedio de tres lecturas en la zona ecuatorial de cada fruto.

e Firmeza: representa el valor promedio entre los resultados de dos mediciones
realizadas con durémetro tipo Shore A (Durofel DFT100) en puntos opuestos del plano
ecuatorial.

Il) Caracteres morfolégicos cuantitativos:

Se cosecharon 153 frutos, correspondientes a 29 plantas de los genotipos uniformes. La
cosecha se realizé en estado de madurez verde maduro o pintén. El estado verde maduro
se refiere al momento en que el fruto es inmaduro pero ha alcanzado su tamafio maximo y
presenta semillas maduras y viables (Giovannoni, 2004). Los frutos se cortaron en la
direccién medio-lateral, se secaron con papel absorbente, se colocaron con el lado cortado
hacia abajo en un escaner y se digitalizaron a 300 ppp (pixeles por pulgada) con un escaner.
Se escane6 una mitad por fruto para obtener una imagen digital representativa de cada
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planta con repeticiones. Las imagenes se analizaron con el programa informéatico Tomato
Analyzer 3.0 (Rodriguez et al., 2010, 2011b). Se siguieron las recomendaciones para la
toma de imagenes descritas por Brewer et al. (2006). Se realiz6 el ajuste manual del
perimetro y bordes de pericarpio en cada imagen y se llevd a cabo la medicion automatica
de los atributos morfolégicos como se describe en el Capitulo |I. Se consideraron las
variables perimetro, area, ancho, y alto maximo, grado de irregularidad, area de pericarpio y
espesor de pericarpio. Finalmente el nimero de I6culos se contabilizé en forma automatica,
sobre las imagenes digitales con la herramienta LocAnalyzer (Spetale et al., 2020) basada
en vision por computadora.

[I) Caracteres bioguimicos

Se evaluaron sobre un total de 27 muestras de jugo homogeneizado, formado por 10g de
jugo disueltos en 100 ml de agua destilada. Los jugos se obtuvieron a partir del pericarpio de
frutos cosechados en estado rojo maduro.

° Solidos solubles (°brix): porcentaje de glucosa mas fructosa, medido en un jugo
homogeneizado, con refractémetro manual.
° Acidez: evaluada a través del pH del jugo homogeneizado y de la acidez titulable

(en gramos de &cido citrico/100 gramos de jugo homogeneizado) calculada en
funcion del volumen de NaOH 0,1 N necesario para llevar a 8,1 el pH del jugo.

IV) Caracteres cualitativos:

La evaluacion del caracter tipo de carpelos se realizé primero sobre un total de 14 plantas
de las generaciones uniformes Unicamente en la poblacion 1 (cultivares “Voyage” y “Old
Brooks” e hibrido F; VXOB). Se cosecharon 5 frutos promedio por planta, con un minimo de
cuatro frutos por planta. La cosecha de los frutos se realiz6 en forma manual y escalonada
cuando los frutos alcanzaron el tamafio maximo. Se clasificd visualmente cada fruto en
funcion del tipo de carpelos, ya sea fusionado o no fusionado (Figura II-2).

TIPO DE CARPELO

FUSIONADO ~ NO FUSIONADO
A D

p—

L 4

Figura II-2: Frutos representativos de los fenotipos fusionados y no fusionados

También se caracterizo el color de frutos sobre un total de 38 plantas de las generaciones
uniformes de ambos cruzamientos.

Andlisis estadisticos

36



CAPITULO II- MATERIALES Y METODOS ‘.

Se estimaron los valores medios, errores estandares, varianza para todos los
caracteres. Se determiné la normalidad para cada caracter con la prueba de Shapiro y Wilk
(1965). Se determind si existian diferencias significativas entre los valores medio de los
progenitores utilizando la prueba de ANOVA, considerando una significancia del 5%.
Cuando existieron diferencias significativas, se realizé la comparacién de medias con la
prueba de Duncan. Se utilizé la prueba t-Student o su alternativa no paramétrica Wilcoxon
para discriminar si existian diferencias significativas entre las medias de los progenitores y el
hibrido derivado de ellos. Con estos datos se determind la accién génica en la F;. Se
definieron cuatro tipos diferentes de accion génica: dominancia, sobredominancia, aditividad
y dominancia parcial siguiendo la metodologia descripta por Gimenez et al. (2021). Se
considerd accion génica de dominancia cuando no se encontraron diferencias significativas
entre el hibrido y el valor medio presentado por un genotipo parental. Se establecié una
accion de sobredominancia cuando el valor medio del hibrido era significativamente
mayor/menor que el del progenitor de mayor/menor valor. La accion génica se defini6 como
aditiva cuando el valor medio del hibrido estaba dentro del rango de la media de ambos
padres y presentd al menos una desviacion estandar de diferencia de los genotipos de
ambos padres. Se consideré dominancia parcial cuando el valor medio del hibrido diferia
significativamente de los valores medios intermedios de ambos progenitores y tenian al
menos una desviacion estandar de diferencia con respecto al valor medio de ambos
progenitores. Se calculé la heredabilidad en sentido amplio (H?) y error estandar de todos los
caracteres con distribucién normal, a través de los distintos componentes de la varianza
obtenidos por ANOVA (Mariotti y Collavino, 2014). En todos los analisis se considerd un
umbral de significancia de 5%. Los analisis se realizaron con el programa informatico
Infostat, versién 2017 (Di Rienzo et al., 2001).
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica y genética de los progenitores y la generaciéon F;

Los caracteres presentaron una distribucion de frecuencias que se ajusté a lo
esperado para una distribuciébn normal, a excepcién de los parametros: b, firmeza, altura
maxima, pH y acidez, que mostraron una distribuciéon no-normal.

La informacién de valores medios y errores estdndar para todos los caracteres
analizados en los cultivares progenitores se describe en la Tabla 1l-1. Si bien todos los
cultivares mostraron elevado peso de fruto y forma achatada (indice de forma “H/D” < 1), se
encontraron diferencias significativas entre ellos para los caracteres altura, forma y peso,
donde “Heinz 1439” y “Old Brooks” presentaron mayor peso, altura de frutos, y forma menos
achatada (Figura 1I-3, Tabla 1I-1). Existieron diferencias para color (a, b, a/b y L) debido a
que “Yellow Stuffer” tiene frutos color amarillo y el resto de los cultivares frutos color rojo
(Figura 11-3). También se evidenciaron diferencias significativas para vida poscosecha,
donde los frutos del cultivar “Heinz 1439” mostraron mayor vida poscosecha. Se observaron
diferencias significativas para todos los caracteres morfolégicos en la direccion medio-
lateral, excepto para el perimetro. Es notable que todos los cultivares presentan frutos con
alto nimero de léculos, pero este valor fue muy superior en “Voyage” (11 léculos en
promedio). A su vez fueron importantes las diferencias para grado de irregularidad externa,
donde “Voyage” es marcadamente mas irregular que el resto de los cultivares. En cuanto a
los caracteres relacionados al tamafio: area, ancho y alto maximos, se corresponden con los
datos de peso en los distintos cultivares, presentando “Old Brooks” y “Heinz 1439” los
mayores valores para todos estos caracteres. Finalmente los cultivares presentaron
diferencias en los caracteres asociados al sabor, acidez titulable y sélidos solubles, donde
“Old Brooks” mostr6 el mayor valor para sélidos solubles y el menor valor de acidez.

b

Yellow Stuffer 4
(YS)

e
Fovx0B (g

Old Brooks ,/ > Heinz 1439 '

(OB) “ (H) '

Figura 1I-3: Cultivares progenitores y sus hibridos. a) Poblacion 1. b) Poblaciéon 2. 1zquierda:
Vista lateral. Derecha: Vista superior. La linea horizontal blanca es la referencia de escala
correspondiente a 1 cm.
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El cultivar “Voyage” mostré un fenotipo con frutos de carpelos no fusionados en una
sutura carpelar normal, mientras que el resto de progenitores tuvieron frutos normales
fusionados en el total de frutos analizados.

Los valores de heredabilidad en sentido amplio (H?) entre los cultivares fueron
significativos para todos los caracteres, excepto para diametro y perimetro. La heredabilidad
resulté elevada para todos los caracteres evaluados y los valores estuvieron en el rango

entre 0,93 para el caracter grado de irregularidad y 0,68 para espesor de pericarpio (Tabla
[-1).
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Tabla II-1: Media, error estandar (ee) y heredabilidad en sentido amplio (H?) para los caracteres analizados en los cultivares

A5

progenitores.
Voyage Old Brooks Yellow Stuffer Heinz 1439
media t ee media * ee media t ee media t ee H® + ee

Diametro (D) 6,17 + 013 a 6,53 + 027 a 622 + 0,36 a 701 + 0,12 a ns

Altura (h) 421 + 0,09 a 560 + 0,15 ¢ 479 + 030 b 586 + 0,03 c¢ 0,75 + 0.19 ***
T Forma(h/D) 069 + 002 a 08 * 0,02 ¢c 0,78 + 003 b 084 £ 001 c 069 + 020 **=*
% Peso 6581 + 543 a 130,69 + 1654 b 8501 + 1342 a 162,99 + 552 b 0,72 + 020 ***
g a 13,79 + 1,39 b 1251 = 1,15 b 5,10 = 1,34 a 1469 £ 152 b 091 £ 0.14 ****
g b* 30,03 + 142 a 2935 + 040 a 4352 + 125 b 30,74 + 086 a nc
g a/b 048 + 002 b 043 + 004 b -0,13 + 0,03 a 049 £ 0,06 b 090 + 0.15 **=*
8 L 50,36 + 030 b 4884 + 043 ab 5705 + 087 ¢ 4763 * 101 a 0,87 £ 0.16 =

Firmeza* 52,09 + 292 a 5755 £+ 372 a 6344 + 300 a 5869 + 1,79 a nc

Vida Poscosecha 773 + 086 a 555 + 0,88 a 741 + 0,79 a 1595 + 059 b 0,88 £ 0,16 ****
8 NUm. de léculos 1060 + 045 d 726 + 0,70 ¢ 375 + 035 a 593 £ 0,19 b 0,91 + 0,14 *=*
2 Perimetro 1832 + 089 a 1947 + 0,75 a 1636 + 0,79 a 1851 + 0,77 a ns
;—8 Area 1461 + 088 a 2709 + 205 b 1645 + 1,09 a 2461 + 207 b 0,74 + 0,20 ***
g Ancho max. 432 + 0,14 a 587 + 026 b 453 + 0,19 a 548 £ 0,22 b 0,72 + 0,20 ***
¢ Alto max.* 454 + 0,18 a 586 + 021 b 470 + 014 a 562 £ 0,24 b nc
% Grado Irregularidad 766 + 056 c 161 + 0,23 a 351 + 0,36 b 1,15 + 0,07 a 0,93 + 0,12 ***
g Area Pericarpio| 040 + 001 b 0,30 + 0,02 a 050 + 0,02 c 042 + 0,02 b 080 * 0,18
O Espesor Pericarpio 089 + 0,08 a 093 + 0,05 a 128 + 005 b 1,29 + 0,04 b 0,68 = 0,20 **=*=

Abreviaciones: a= parametro de color verde/rojo, b= parametro de color azul/amarillo, a/b= indice de color, L= luminosidad, Unidades: diametro,
altura, perimetro ancho y alto maximos en cm; area en cm?, firmeza en %, vida poscosecha en dias; sélidos solubles en °Brix; acidez en gr 4cido
citrico/100gr de jugo. Letras cursivas distintas representan diferencias significativas (p<0,05). p-valor del ANOVA: >0,5= ns, < 0,001 y >= 0,0001 *** <

0,0001 **** nc: no calculado (cuando el caracter resulté no normal).
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Tabla II-1: Media, error estandar (ee) y heredabilidad en sentido amplio (H?) para los cultivares progenitores (continuacion).

Voyage Old Brooks Yellow Stuffer Heinz 1439
media + ee media + ee media + ee media + ee H® + ee
$§ Soélidos Solubles 488 * 0,19 c 487 + 0,27 c 332 + 007 a 408 = 006 b 0,87 = 0,17 #**==
LE pH 437 + 010 a 479 + 014 a 441 + 004 a 438 = 010 a nc
=
= O
8.’% Acidez 059 + 0,03 b 033 + 003 a 033 % 002 a 039 + 0,01 ab nc
0n 0
g_g Color Visual Rojo Rojo Amarillo Rojo
5 ®
© =
S S Tipo de Carpelo No fusionado Fusionado Fusionado Fusionado
O

Abreviaciones: a= parametro de color verde/rojo, b= parametro de color azul/amarillo, a/b= indice de color, L= luminosidad, Unidades: diametro,
altura, perimetro ancho y alto maximos en cm; area en cm?, firmeza en %, vida poscosecha en dias; sélidos solubles en °Brix; acidez en gr acido
citrico/100gr de jugo. Letras distintas representan diferencias significativas (p<0,05). p-valor del ANOVA: >0,5= ns, < 0,001 y >= 0,0001 ***,< 0,0001
**** nc: no calculado (cuando el caracter resulté no normal).
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Los valores medios, error estandar y accion génica de todos los caracteres
analizados en los hibridos se detallan en la Tabla 11-2. Considerando las acciones génicas,
en el hibrido F; VXOB, se observé dominancia completa hacia “Voyage” (DcV) para los
caracteres altura, peso, area, ancho y alto maximo; dominancia completa hacia “Old Brooks”
(DcOB) para los caracteres: L, numero de l6culos y grado de irregularidad; dominancia
parcial (Dp) para indice de forma; y aditividad para &rea de pericarpio. Por otro lado, en el
hibrido F; YSxH, se presenté dominancia completa hacia “Yellow Stuffer” (DcYS) para los
caracteres: altura, peso, vida poscosecha, niumero de I6culos, area, ancho y alto maximo y
acidez titulable; dominancia completa hacia “Heinz 1439” (DcH) para a, b, a/b, L y sélidos
solubles. También se observé dominancia parcial (Dp) para el caracter grado de
irregularidad y aditividad para area de pericarpio. El hibrido F; VxOB mostré un fenotipo
fusionado para el caracter tipo de carpelos en el total de frutos analizados. Esto indica que
existe una dominancia de los alelos del progenitor “Old Brooks”, que cuenta con frutos
normales.
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Tabla I1-2: Valores medios, error estandar y accion génica de todos los caracteres en los
hibridos.

F; “Voyage” x “Old Brooks”

F, “Yellow Stuffer” x “Heinz 1439”

mediat ee  Accion Génica media + ee Accion Génica
Diametro (D) 561 % 0,09 nc 5,77 + 0,16 nc
Altura (h) 4,07 %= 0,04 DcV 4,48 + 0,10 DcYS
B  Forma(h/D) 0,74 £ 0,01 Dp 0,78 + 0,01 nc
% Peso 70,88 + 3,22 DcV 81,77 £ 577 DcYS
%,), a 15,58 =+ 0,71 nc 10,97 + 2,37 DcH
5 b 28,68 + 0,39 nc 31,37 + 0,79 DcH
g alb 0,56 + 0,03 nc 0,39 + 0,08 DcH
8 L 48,25 £+ 0,50 DcOB 49,32 + 1,32 DcH
Firmeza* 48,87 + 2,02 nc 61,01 £ 2,15 nc
Vida Poscosecha 7,88 * 0,65 nc 9,50 + 1,06 DcYS
w»  Num, de léculos 6,28 + 0,55 DcOB 4,26 + 0,23 DcYS
% Perimetro 15,28 = 0,27 nc 15,24 + 0,47 nc
3 Area 16,70 + 057  DcV 1646 + 0,99 DcYS
g Ancho max, 456 <+ 0,07 DcV 4,51 +* 0,13 DcYS
g Alto max,* 4,64 + 0,10 DcV 4,63 + 0,15 DcYS
£ Grado Irreg, 152 + 0,08 DcOB 151 + 0,07 Dp
% Area Pericarpio 0,35 + 0,02 Aditividad 0,44 + 0,01 Aditividad
© Espesor Pericarpio 0,87 * 0,04 nc 1,15 + 0,03 nc
g8 ss 513 + 016  nc 430 + 0,10 DcH
%‘% pH 450 £ 0,04 nc 4,62 + 0,04 nc
S8 Acidez 0,39 * 0,02 nc 028 + 0,01 DcYS
n v
% .2 Color Visual Rojo Rojo
8 3 Tipo de Carpelo Fusionado Fusionado

Abreviaciones: a= parametro de color verde/rojo, b= parametro de color azul/amarillo, a/b= indice de
color, L= luminosidad, Unidades: diametro, altura, perimetro ancho y alto méaximos en cm; area en
cm?, firmeza en %, vida poscosecha en dias; sélidos solubles en °Brix; acidez en gr acido
citrico/100gr de jugo. nc: no calculado (cuando no existieron diferencias significativas entre los
progenitores); DcV= Dominancia completa de “Voyage”’, DcOB= Dominancia completa de “Old
Brooks”, Dp= Dominancia parcial; DcYS= Dominancia completa de “Yellow Stuffer”; DcH=Dominancia
completa de “Heinz 1439".
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DISCUSION

Se evidenciaron diferencias significativas para todos los caracteres de calidad vy
bioguimicos, teniendo en consideracion los cuatro cultivares seleccionados en el Capitulo |,
excepto para didmetro, firmeza y pH. Si bien todos los cultivares mostraron frutos grandes y
de forma achatada, “Old Broks” y “Heinz 1439” presentaron frutos con mayor altura y peso.
Las diferencias encontradas para los caracteres de color estan dadas por el cultivar “Yellow
Stuffer”, el cual tiene frutos amarillos, mostrando en consecuencia valores mayores para los
parametros b (color azul/amarillo) y L (luminosidad), y menores valores del pardmetro a
(color verde/rojo). El cultivar “Old Brooks” exhibi6é el mayor valor para sélidos solubles y el
menor para acidez. Sin embargo, si se analizan los pares de cultivares de cada cruzamiento
planteado, no existieron diferencias significativas entre los cultivares “Voyage” y “Old
Brooks” para los caracteres de calidad y bioquimicos analizados, pero si para los rasgos
altura e indice de forma, peso, y luminosidad. Por su parte, “Yellow Stuffer” y “Heinz 1439”
difieren para los parametros de altura, color y firmeza, vida poscosecha, acidez y sélidos
solubles. Previamente, Di Giacomo et al. (2020) identificaron un QTL, cuyos alelos silvestres
al estado homocigota se encontraron presentes en frutos amarillos y se asociaron a mayor
vida poscosecha y firmeza, lo que sugiere el efecto pleiotropico entre genes involucrados en
la determinacion del color y madurez del fruto. Contrariamente, los datos evidenciaron
mayor vida poscosecha para el cultivar “Heinz 1439” y menor firmeza.

Por otro lado, todos los caracteres de morfologia analizados en la direccién medio-
lateral mostraron diferencias significativas entre los cuatro cultivares de tomate estudiados, a
excepcién del caracter perimetro. Esto podria explicarse ya que todos los cultivares
presentan forma achatada, y las diferencias en el peso del fruto se explican por diferencias
en la altura, mientras que el diametro, y por consiguiente el perimetro, fueron similares en
todos los cultivares. Al considerar las diferencias entre pares de cultivares, discriminando
por cruzamiento, existieron diferencias significativas para todos los caracteres, menos para
el perimetro y espesor de pericarpio. En un trabajo anterior, Gonzalo et al. (2009)
observaron una correlacion fenotipica positiva y superposicién de los loci subyacentes al
pericarpio, area de la placenta, grado de irregularidad, el nUmero de léculos y el tamafio o
masa de fruto. Esto sugiere que los caracteres de forma resultan buenos indicadores del
tamafio o peso de los frutos en tomate. Otro estudio, de 75 descriptores sobre 150
accesiones de tomate, mostré una asociacion estrecha positiva entre el tamafio y la forma
del fruto, pero notablemente los rasgos de la seccion latitudinal relacionados con el
pericarpio, incluyendo el grado de irregularidad, estuvieron claramente separados de
aguellos asociados a la forma y el tamario del fruto (Nankar et al., 2020).

Valores de heredabilidad altos indican que la mayor parte de la variacién entre
individuos es causada por la variacion genética entre esos individuos y no por la variacion
ambiental. Esto significa entonces, que existe poco lugar para cambios ambientales que
alteren el fenotipo (Kearsey y Pooni, 1996), demostrando la importancia de una mejora
genética en estos caracteres. El caracter que exhibié mayor valor de H? fue el grado de
irregularidad (H?=0,93) lo que indica que se encuentra poco influenciado por el ambiente en
su expresion fenotipica.
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Las acciones génicas dependieron del cruzamiento y caracter analizado, sin
embargo existi6 una mayor correspondencia entre las acciones génicas de ambas
poblaciones para los caracteres de morfologia, donde el progenitor de menor tamafio
(“Voyage” y “Yellow Stuffer”), presenté dominancia sobre los caracteres de tamafio de fruto.
A su vez, el numero de l6culos, mostré dominancia del progenitor de menor valor en ambos
cruzamientos y el grado de irregularidad mostro accion génica diferencial entre los hibridos,
asi en la F; VXOB este caracter exhibié dominancia del progenitor de forma regular (“Old
Brooks”) y en la F; YSxH dominancia parcial hacia la forma regular. Esto es coincidente con
un estudio previo donde se observé un efecto de dominancia y dominancia parcial hacia los
menores valores, para los marcadores analizados de nimero de léculos y fenotipo fasciado
(Barrero y Tanksley, 2004).

El fenotipo tipo de carpelo no fusionado, presente en el cultivar “Voyage”, es un
rasgo de herencia cualitativa, por lo que presentaria naturaleza monogénica u oligogénica,
es decir que estaria controlado por el efecto de uno o pocos genes de elevada
heredabilidad. Revisiones anteriores informaron que la existencia de alelos mutantes de
FAS se han asociado con carpelos no fusionados (Barrero y Tanksley, 2004; Tanksley,
2004). Este es un rasgo de relevancia morfogénica e historica, ya que el desarrollo de la
sincarpia, la fusion de los carpelos en un gineceo compuesto unificado, se considera una
aspecto clave, con efecto dominante y numerosas ventajas a lo largo de la evolucion de las
angiospermas (Armbruster et al., 2002). El proceso inverso, la separacion de carpelos a
partir de primordios de carpelos combinados, durante el desarrollo del gineceo se ha
encontrado previamente en otras especies dicotiledoneas de los géneros Phytolacca y las
familias Quillajaceae y Surianaceae del orden Fabales (Bello et al., 2008; Endress et al.,
1983; Zhang et al., 2018). Sin embargo hasta el momento, no se registran estudios de dicho
caracter en tomate. Debido a que “Old Brooks” presenta el fenotipo normal para dicho
caracter, las poblaciones F, derivadas del cruzamiento de estos cultivares, deberian
presentar segregacion para el tipo de carpelos.

En funcion de estas consideraciones, en adelante el trabajo se centrara en el estudio
de los mecanismos genéticos subyacentes a los caracteres cuantitativos de morfologia en
poblaciones segregantes. A su vez, debido a que el caracter tipo de carpelos no fusionados
resultd un fenotipo exclusivo del cultivar “Voyage” dentro del germoplasma de tomate,
mientras que Old Brooks exhibe frutos normales, se propone profundizar en el estudio de
este rasgo en la poblacion segregante derivada del cruzamiento de ambos cultivares.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Los cultivares se diferenciaron principalmente para caracteres de morfologia en el
plano medio-lateral y tamafio de fruto.

Se hallaron elevados valores de heredabilidad en sentido amplio para la mayor parte
de los caracteres analizados, y el grado de irregularidad exhibié el mayor valor. Esto
indica una baja influencia del componente ambiental en la expresion del fenotipo y
evidencia la importancia de la mejora genética de estos rasgos.

Las acciones génicas fueron variables, sin embargo existi6 una mayor
correspondencia entre ambas poblaciones para los caracteres de morfologia. Asi el
progenitor de menor tamafio mostré dominancia sobre los caracteres de tamafio de
fruto en ambas poblaciones, el nimero de l6culos exhibié dominancia del padre de
menor valor y el grado de irregularidad presenté dominancia completa y dominancia
parcial del progenitor de forma regular en la F; VXOB y F; YSxH, respectivamente.

El fenotipo tipo de carpelos no fusionados es una caracteristica Gnica del cultivar
“Voyage” en el germoplasma de tomate. Por su naturaleza cualitativa, dicho caracter
presenta elevada heredabilidad y se encontrarA segregando en la poblacién F,
derivada del cruzamiento de este cultivar con “Old Brooks”
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Identificacion de loci que controlan el caracter
tipo de carpelo en la poblacidon F, “Voyage” x
“Old Brooks”
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipicamente las poblaciones derivadas del cruzamiento entre los
cultivares de tomate S. lycopersicum L. “Voyage” y “Old Brooks” para el caracter tipo
de carpelos.

Estudiar el tipo de herencia del caracter tipo de carpelos mediante la evaluacion de
poblaciones derivadas del cruzamiento entre los cultivares de tomate S. lycopersicum
L. “Voyage” y “Old Brooks”.

Identificar regiones polimorficas entre grupos fenotipicamente extremos para el
caracter tipo de carpelos en una poblacion segregante F, derivada del cruzamiento
entre los cultivares de tomate S. lycopersicum L. “Voyage” y “Old Brooks”, a través
de un enfoque de QTL-seq.

Confirmar las regiones gendmicas asociadas al caracter tipo de carpelos
identificadas en una poblacibn segregante completa, a través de marcadores
moleculares.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se desarrollaron poblaciones segregantes derivadas del cruzamiento entre los cultivares
de tomate “Voyage” (V) y “Old Brooks” (OB) para la caracterizacion y estudio de los
mecanismos genéticos subyacentes al caracter tipo de carpelo. Se obtuvo el hibrido F;
VxOB mediante castracion y polinizacion manual. Luego, por autofecundacion de flores F; se
obtuvieron las semillas de las poblaciones de la segunda generacién filial (F, VxOB).
También se realizé el cruzamiento manual de las plantas F; VXOB con ambas lineas
parentales, para obtener las correspondientes retrocruzas (BC, del inglés backcross). En
este sentido, se emascularon flores provenientes de plantas hibridas y se polinizaron
manualmente con polen de plantas “Voyage” para obtener por un lado las semillas de la
retrocruza BCy, (F1 X V); y con polen del parental “Old Brooks” para generar por otro lado
semillas de la retrocruza BC,, (F; x OB). La metodologia utilizada para realizar la
polinizacion, obtencion y extraccion de semillas, siembra y cultivo de los materiales
vegetales resulto idéntica en todas las campafas agricolas a la que describe en la seccion
de Materiales y Métodos del Capitulo Il. Los materiales vegetales analizados en este
Capitulo se describen a continuacién por campafa agricola en la que se desarrollaron:

e Campaifia afio n° 2: se sembraron 5 plantas de cada uno de los cultivares “Voyage” y
“Old Brooks” y el hibrido derivado de ellos (F; VXOB); junto con 100 plantas de la poblacion
segregante F, VxOB. Del total de plantas se perdi6 el 24 % debido a la ocurrencia de
factores ambientales y patoldgicos durante el trasplante y cultivo. EI nimero final de plantas
F, resulté en 76.

e Campafa afio n° 3. se llevd a cabo la siembra de un total de 215 plantas
correspondientes a ambos progenitores (V y OB), hibrido (F; VxOB), poblacion F,, VXOB y
las retrocruzas del hibrido hacia los dos progenitores (BCy.; = F1xV y BC,.,= F1xOB). Debido
a la pérdida por factores ambientales y patol6gicos durante el trasplante y cultivo, la
cantidad de plantas final para cada generacion fue: “Voyage” (n=4), “Old Brooks” (n=3), F;
VxOB (n=2), F, VxOB (n=83) y ambas retrocruzas: BC,; (n= 17), BC;., (n=47), sumando un
total de 156 plantas.

Metodologia
Caracterizacion fenotipica del caracter tipo de carpelos en poblaciones segregantes

Se determind visualmente el caracter tipo de carpelos, diferenciando entre fenotipo
fusionado o no fusionados, sobre un total de 76 plantas de la generacion F, VxOB (ver
campafa n°2) y 156 plantas correspondientes a las 6 generaciones basicas derivadas del
cruzamiento de “Voyage” y “Old Brooks” (ver campafa n°3). Debido a que el caracter tipo de
carpelos presentd expresividad variable, siendo el fenotipo mas extremo en las primeras
inflorescencias y en los primeros frutos de las inflorescencias, se consider6 como no
fusionada a aquella planta que mostré al menos un fruto con fenotipo no fusionado. Se
probé la segregacion mendeliana y las segregaciones esperadas para dos loci con tipo de
epistasis doble recesiva, doble dominante y doble recesivo-dominante en todas las
generaciones mediante la prueba de bondad de ajuste Chi-Cuadrado.
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Identificacion de regiones gendémicas asociadas al caracter tipo de carpelo mediante
el enfoque de QTL-seq

Se siguio la metodologia descrita por Takagi et al. (2013), con modificaciones. Dicho
enfoque combina la técnica de andlisis de grupos segregantes (BSA, Bulk Segregant
Analysis) y secuenciacion de genoma de los grupos o mezclas de ADN.

Extraccion y cuantificacion de ADN en plantas F, discrepantes para el caracter tipo de
carpelos y conformacion de mezclas de ADN para secuenciacion

En la poblacion F, “Voyage” x “Old Brooks” (campafa afo n°® 2), se seleccionaron 20
plantas con fenotipo discrepante para el caracter tipo de carpelos, es decir 10 plantas con
frutos de carpelos fusionados o0 normales y 10 plantas con frutos de carpelos no fusionados,
para conformar dos grupos segregantes.

El ADN gendmico de las plantas F, se extrajo siguiendo las metodologias descritas
por Bernatzky y Tanksley (1986) y Fulton et al. (1995). La obtencién de ADN se realiz6 a
partir de 10 g de tejido foliar. El tejido se molié en licuadora junto con la solucion buffer de
extraccion (0,35 M Sorbitol; 0,1 M Tris; 5Mm EDTA pH 8,25 y bisulfito de sodio) hasta
pulverizar completamente las hojas, y se filtré la fase liquida con gazas para obtener una
muestra homogeneizada del tejido. Se equilibré el peso de todas las muestras agregando
solucion buffer de extraccion y luego se centrifugaron a 617 rcf durante 16 minutos. Se
eliminé el sobrenadante, se agregaron las soluciones buffer para la lisis de nlcleos y
Sarkosyl y se re-suspendi6 el precipitado. Posteriormente se agitaron las muestras y se
incubaron durante 30 minutos en un bafio termostatizado a 65 °C. A continuacion se agregé
clorofomo:isoamilico (24:1) y se agité por inversion durante 5 minutos. Las muestras se
llevaron a la centrifuga a 617 rcf durante 16 minutos. El sobrenadante se trasvaso a un tubo
nuevo y se afiadieron 10 ml de isopropanol frio. El tubo se agité6 suavemente hasta observar
el ADN precipitado. EI ADN se recolecté con una pipeta Pasteur y se lavé con una solucion
de 70 % v/v de etanol, se dej6 secar a temperatura ambiente y se re-suspendié en 300 pl de
buffer TE (10 mM Tris pH 7,4 y 1 mM EDTA pH 8,0). Finalmente el ADN se disolvié
colocando los tubos en el bafio termostatizado a 65 °C por 30 minutos, y se precipité al
centrifugarlos durante 10 minutos a 9.500 rcf.

La cantidad e integridad de ADN extraido se evalu6 en geles de agarosa al 1 % p/v
teflidos con SYBR™ Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU) a través de la
comparacion con un estandar de ADN del fago lambda, con concentraciéon conocida igual a
25 ng/ul. También se realizé la cuantificacion de la concentracion de ADN para cada
muestra mediante espectrofotometria con un equipo NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EEUU). Por dltimo, las muestras se igualaron a una
concentracion final de 50 ng/ul. EI ADN de cada planta se mezclé proporcionalmente,
tomando 10 pl de cada una para conformar dos mezclas o grupos de 100 ul con una
concentracion final igual 50 ng/ul de ADN. Los grupos de ADN se purificaron utilizando el kit
comercial DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). La concentracion final de los grupos de ADN
también se evalu6 en geles de agarosa al 1 % p/v tefiidos con SYBR™ Safe (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EEUU) y espectrofotometro (NanoDrop™ Lite, Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EEUU).
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Secuenciacion, alineado de genomas y comparacion de secuencias gendmica de grupos
segregantes para el caracter tipo de carpelos

Las muestras de los dos grupos fueron secuenciadas en el Centro de Acceso a la
Tecnologia del Genoma o0 GTAC (Universidad de Washington, Saint Louis, Missouri, EEUU)
con un equipo lllumina HiSeq 2500 en una célula de flujo de 2x101 lecturas apareadas.

Mediante la secuenciacion del ADN se obtuvieron dos archivos FASTQC por cada
grupo, provenientes de las lecturas apareadas. Estos archivos contienen la secuencia total
fragmentada en millones de lecturas cortas y sus correspondientes puntuaciones de calidad
(Q). Los datos de secuencia sin procesar se filtraron utilizando el programa Trim Galore
(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore), versién 0.4.5, para eliminar las secuencias del
adaptador Illumina (secuencia universal AGATCGGAAGAGC) y lecturas con mala calidad.
Se consideré como limite de calidad un valor de Q igual a 20, lo que equivale a un 99% de
precision. Se dispuso una superposicién requerida con la secuencia del adaptador minima
de 6 bases y se eliminaron ambas lecturas apareadas si al menos una de ellas resulté de
una longitud menor a 60 pb. Se evalué la calidad de las lecturas recortadas mediante el
programa FastQC, version 0.11.4 (Andrews et al., 2010). Las lecturas cortas de los dos
bloques de ADN se alinearon con la secuencia del genoma de consenso del tomate (S.
lycopersicum L. cultivar Heinz 1706, version de ensamblaje de referencia SL4.0) (The
Tomato Genome Consortium, 2012) usando Bowtie 2, version 2.3.2 (Langmead y Salzberg,
2013), con la opcién “-very-sensitive-local’. Se obtuvieron asi dos archivos de secuencia
alineados en formato SAM (Sequence Alignment Map, mapa de alineacion de secuencia).
Los archivos SAM de salida fueron ordenados por coordenadas, clasificados, etiquetados y
convertidos a un formato de archivo BAM (Binary Alignment Map, mapa de alineaciéon
binaria), usando herramientas Picard, version 1.119 (http://broadinstitute.qithub.io/picard/).
Las lecturas duplicadas se identificaron y etiquetaron con el mismo programa. Los archivos
BAM resultantes con la informacion de secuencia alineada se analizaron mediante el
programa Qualimap, version 2.2.1 (Garcia-Alcalde et al., 2012).

Una vez alineadas las secuencias gendmicas de los grupos de ADN se realiz6 la
comparacion genémica de las mismas y se combind la informacion utilizando distintas
herramientas del programa GATK, version 4.0.9.0 (Depristo et al., 2011; McKenna et al.,
2010), para obtener las listas de polimorfismos de tipo SNP e InDel (inserciones/deleciones)
entre los grupos alineados a la misma referencia. En primer lugar se obtuvieron los archivos
con las variantes genomicas gVCF (Genomic Variant Calling Format) con la herramienta
“HaplotypeCaller”. Los archivos gVCF derivados de los grupos de ADN se combinaron en un
unico archivo con la herramienta “CombineGVCFs”. El genotipado de los datos de ambas
muestras incluidos en el archivo gVCF se realizé con la herramienta “GenotypeGVCFs”,
dando como resultado un archivo VCF (Variant Call Format, formato de archivos de texto
que almacena las variantes detectadas en la comparacion de secuencias). Los datos de
SNP e InDel, se extrajeron en archivos diferentes con la opcion “--select-type-to-include” de
la herramienta “SelectVariants”. Los polimorfismos de baja confiabilidad se filtraron con la
opciodn “--filter-expression” incluida en la herramienta “VariantFiltration del programa GATK,
version 4.0.9.0 (Depristo et al., 2011; McKenna et al., 2010). Se utilizé la opcién “--remove-
filter-all” del programa VCFtools, version 0.1.15 (Danecek et al., 2011) para remover las
variantes que no sobrepasaron los filtros de calidad. Se utiliz6 la herramienta
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“VariantsToTable” del programa GATK (Depristo et al., 2011; McKenna et al., 2010) para
extraer del archivo VCF combinado la informacién de: cromosoma, posicion fisica, alelo de
referencia y alternativo, cantidad de lecturas para cada alelo, la profundidad de cobertura
total, genotipo detectado en cada grupo y valores de calidad para cada posicién fisica donde
se detecté un SNP. Estos datos se exportaron en formato de tabla.

El proceso de alineamiento y comparacion de las secuencias gendmicas se realiz6
utilizando el Centro de Computo de Alto Rendimiento perteneciente al Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) Rosario.

Identificacion de regiones gendmicas asociadas al caracter tipo de carpelo

La identificacién de regiones gendmicas asociadas significativamente al caracter tipo
de carpelo se realiz6 con el paquete de software QTLseqr (Mansfeld y Grumet, 2018)
version 0.7.4, desarrollado en lenguaje de computacion R, version 3.6.3 (R Core Team,
2014). La significancia estadistica de los loci se evalué de acuerdo a la metodologia descrita
por Magwene et al. (2011), que se basa en un valor suavizado del estadistico G, llamado G’
(Vazquez, 2019).

Se importaron los datos de SNP y se calcularon la frecuencia del alelo de referencia
(1), el indice-SNP (2), y el A (indice-SNP) (3) para cada SNP utilizando la funcién
“importFromGATK.

Profundidad del alelo ref g + Profundidad del alelo ref ¢
Cobertura total de ambos grupos

(1) Frecuencia alelo de referencia =

Profundidad del alelo alternativo
Profundidad total

(2) indice-SNP =
(3) A (indice-SNP) = indice-SNP, - indice-SNPE

Donde NF son los datos correspondientes al grupo de plantas con fenotipo no
fusionado para el tipo de carpelos y F los datos del grupo con fenotipo fusionado o normal.

Los SNP de baja confiabilidad se filtraron segun Takagi et al. (2013) utilizando la opcion
“filterSNP”. Se evaluaron descriptores estadisticos (valores minimos y maximos, media,
mediana, primer y tercer cuartil) y gréficos de distribuciones. Se conservaron los SNP con
profundidad de lectura con valores dentro del rango entre el primer y el tercer cuartil,
diferencia absoluta entre los grupos menor a 50x y una calidad igual a 99. A continuacion se
realiz el andlisis de los grupos segregantes.

Se uso la funcion “runGprimeanalysis”, para la determinacion de regiones genémicas
significativamente asociadas al grado de irregularidad de acuerdo a Magwene et al. (2011).
Se calcul6 el estadistico G (4) para cada SNP en funcion de las profundidades observadas y
esperadas de los alelos, asumiendo que la profundidad de lectura es igual para todos los
alelos en ambos grupos. Luego este valor G se multiplic6 por un valor de ponderacién
nucleo tricubo (5), en una ventana deslizante de 2 Mb, mediante regresion local constante
dentro de cada cromosoma, obteniendo un parametro suavizado, llamado G’ (6). A su vez,
se calcul6 la significancia o p-valor para cada SNP en base a la estimacién no paramétrica
de la distribucion nula de G’ especificada por Magwene et al. (2011). Con una enfoque de
Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) se definié un valor umbral de p-valor (o el valor de G’
correspondiente) para determinar aquellos sitios que se desvian significativamente de la
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distribucién nula. Este valor de significancia se ajusté mediante la funcién definida por
Benjamini y Hochberg (1995) para obtener un valor de Q-valor.

_ Obs(n;)
@G=23Linn (o)

Donde, para cada SNP, n; es igual a la profundidad del alelo de referencia y
alternativo para cada grupo, con un valor de i de 1 a 4; Obs (n; ) es la profundidad de alelo
observada y Esp (n;) son los valores esperados.

3\3

6 k= 2

Sw

Siendo kj, es el nucleo tricubo, donde Dj: es la distancia relativa de un SNP j a un
SNP focal, con el valor 0 en la posicién focal y el valor 1 en el borde de la ventana deslizante

3
W. Sy es la suma de (1-D3) para todos los SNP en la ventana deslizante W.
(6) G'= Xjinwki G
W: es la ventana deslizante, K; nucleo tricubo, G;valor de G para el SNP j.

Se graficaron los valores de G’ y FDR (q) o umbral de 0,01 y 0,05 de significancia a
lo largo de todo el genoma, con las opciones var = "Gprime" y plotThreshold = TRUE de la
funcion “plotQTLStat”. Las regiones continuas que presentan valores de G’ por encima del
umbral de FDR constituyen las regiones gendmicas candidatas que controlarian el caracter
de interés. Los esquemas se exportaron utilizando la funcién jpeg() disponible en los
paquetes basicos del programa R. La informacién de los QTL putativos fue exportada como
archivo delimitado por coma (CSV) considerando la opciones: method = "Gprime", alpha =
0.01 y export = TRUE de la funcién “GetQTLTable”.

Valores elevados de G’ indican la presencia de frecuencias alélicas
significativamente diferentes entre los grupos, o bien que un grupo presenta una sobre o
sub-representaciéon del genoma de un parental mientras que en el otro grupo sucede lo
contrario. Esto sugiere que dichas regiones presentan un efecto significativo sobre el
caracter de interés y denota que existen genes putativamente relacionados con el caracter
en dichas regiones. Los umbrales de significancia FDR fueron calculados en base a la
distribucién nula de G’ suponiendo la ausencia de QTL vinculados al caracter analizado, por
lo que aquellos valores de G’ que superan dichos umbrales son considerados raros y
representan los QTL putativos (Magwene et al., 2011; Yang et al., 2014).

Extraccion y cuantificacion de ADN en plantas F, derivadas del cruzamiento de “Voyage” x
‘Old Brooks”

Se llevé a cabo la extracciéon de ADN gendmico de las plantas F, VxOB (campafa
n°2). Se sigui6 el protocolo descripto por Fulton et al. (1995). Se tom6 una muestra de hoja
de aproximadamente 40 mg con un sacabocado para cada planta, esta se recogié en un
tubo de 1,5 ml y se mantuvo en freezer a -80°C hasta su procesamiento. Se realizo la
molienda del tejido con taladro mecanico junto a 200 ul de una solucién de lisis. Dicha
solucion incluye: bisulfito de sodio, buffer de extraccion (0,35 M Sorbitol, 0,1 M Tris, 5 mM
EDTA, pH 8,25), buffer de lisis nuclear (0,2 M Tris, 0,05 M EDTA, 2 M NaCl, 2 % CTAB, pH
7,5/8) y Sarkosyl 5 %. Luego se agreg0 450 pl de la solucién de lisis a cada tubo y se incubo
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durante 30 minutos en bafio termostatizado a 65 °C. Se afadié 600 pl de una mezcla
cloroformo:isoamyl alcohol (24:1) y se centrifugd 5 min a 9.500 rcf, logrando separar las
proteinas y el resto de compuestos celulares del ADN. El sobrenadante se traspasé a un
nuevo tubo de 1,5 ml con 600 pl de isopropanol frio (-20°C). Las muestras se agitaron
suavemente y se centrifugaron durante 5 minutos a 13.680 rcf, precipitando el ADN. Se
descart6 la fase acuosa y se lavo el precipitado con una solucion de etanol al 70 % vl/v,
luego se centrifugd a 13.680 rcf durante 1 minuto. Finalmente el ADN precipitado se re-
suspendié en 200 pl de buffer TE (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM EDTA). La cantidad y calidad
del ADN extraido se evalud en geles de agarosa al 1 % tefiidos con SYBR™ Safe (Thermo
Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU) por comparacién con un estandar de ADN del fago
lambda y mediante espectrofotometria con NanoDrop (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
MA, EEUU). Finalmente, se realizaron las diluciones necesarias para obtener una solucién
de trabajo de 40 ng/ul de ADN.

Caracterizacion genotipica con marcadores moleculares de ADN

Marcadores tipo InDel (Insercion-Delecion) se desarrollaron en base a los datos de
llamada de variante InDel. Se uso la interfaz en linea Primer3, version 0.4.0 (Untergasser et
al., 2012) para disefiar cebadores flanqueando dichos polimorfismos. Se consideraron
polimorfismos con longitud entre 15 y 50 pb, profundidades de lectura mayores a 10x en
ambos grupos, calidad de genotipo igual a 99 y genotipos diferenciales entre los grupos.
Segun Takagi et al. (2013), se seleccionaron polimorfismos con valores altos de A (indice-
SNP) en la regiones gendmicas de interés y valores cercanos a cero fuera de la region
analizada. También se evitaron regiones repetitivas, o regiones que presentaran homologia
con regiones de mas de un cromosoma. El tamafio del amplificado fue de entre 100 y 500
pb dependiendo del largo del polimorfismo.

Se diseflaron un total de 29 marcadores moleculares InDel para caracterizar las
regiones gendmicas asociadas al caracter tipo de carpelo en la poblacion F, VxOB. De la
cantidad total, 22 marcadores se disefiaron para cubrir el cromosoma 6, cuatro para el
cromosoma 3 y tres marcadores para el cromosoma 10. La informacién de los marcadores
moleculares se detalla en la Tabla Ill-1. EI cromosoma 11 no se incluy6 en el analisis debido
a su baja significancia.

La amplificacién de los marcadores moleculares se realiz6 mediante la metodologia de
PCR (Polymerase Chain Reaction), siguiendo el mismo protocolo en todos los casos. La
preparacion de la muestra consistié en 40 ng de ADN gendémico, 2 ul de dNTPs 2,5 mM, 1 ul
de cloruro de magnesio (MgCl,) 40 mM, 10 uM de cada cebador, 2 pl 10X de Taq buffer (50
mM KCIl, 10 mM Tris-Cl pH 8,3) y 2 unidades de Taqg polimerasa. El protocolo de
amplificacién utilizado consistié en cuatro etapas:

Desnaturalizacion del ADN: 1 minuto a 94 °C

e Gradiente térmico de amplificacion: que incluye siete ciclos de desnaturalizacion del
ADN (30 segundos a 94 °C), hibridaciéon (30 segundos a temperatura inicial de 58 °C
y 1 °C por ciclo hasta los 52 °C) y extensién (dos minutos a 72 °C);

e Amplificacion (30 ciclos): que abarca la desnaturalizacién del ADN (30 segundos a
94 °C), hibridacion (30 segundos a 52 °C) y extension (dos minutos a 72 °C);
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e Elongacion: 5 minutos a 72 °C.

La separacion de los fragmentos amplificados se realizé en geles de agarosa al 3 % p/v
en corridas electroforéticas de 2 horas con voltaje constante igual a 140V. La visualizacion
se llevo a cabo mediante tincién con SYBR™ Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
MA, EEUU) y un equipo de fotodocumentacion ChemiDoc™ MP Imager (Bio-Rad
Laboratories®, Hercules, California, EEUU).
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Tabla IlI-1: Secuencia de los cebadores forward y reverse de los marcadores moleculares
utilizados en la validacion de loci asociados al tipo de carpelos en la poblacion F, (VxOB).

Cebador ID Secuencia Posicion fisica (pb)
PTZ-10F AGAAAGAGGCAAAACAACATGA SL4.0cr06: 32246605
PTZ-10R ACGGATTTTGGACGTGAAAC
PTZ-11F CTGCTCGTTGTTGATGGAAA SL4.0cr06: 39568900
PTZ-11R TCAAGTTTGGTATGTGATAGGTGA
PTZ-12F CATCCGTTTCAATTCGTTTG SL4.0cr06: 40982214

PTZ-12R TCCCTCAATTTTAATTTATTTATCTGG
PTZ-13F GAAATTTCTTAAAGGGTATCCAAAAA SL4.0cr06: 41317842
PTZ-13R CCATCAAGGCCCTCCAATA

PTZ-14F TTCTGGTCCTCCCAAAAATG SL4.0cr06: 42401105
PTZ-14R TGCTTGTCGTGTATCGTTCG
PTZ-15F GACGCCACTCTCAATTTCAAG SL4.0cr06: 42407214

PTZ-15R TCAATGTTGTTTTAGTTTTTGGTG
PTZ-16F CAAAAGTTAATTGTTGAAGAGTTGAT SL4.0cr06: 42447526
PTZ-16R TGTTAGAGCATAGTTGAAGCCATT

PTZ-17F TCGATTGGAGAACGGGTTAG SL4.0cr06: 42666208
PTZ-17R TGTGAACGGATGTTTACACGA

PTZ-18F AAAGTCAAATGTCCTTTCAATCG SL4.0cr06: 44167518
PTZ-18R CATGAAAAGCAAAATTACGAAAAA

PTZ-19F GAAATCGCCAGAGGGATTAAC SL4.0cr06: 44327297
PTZ-19R CTCCAGGAAAGCAAAAGTGC

PTZ-20F TGGTAGAGGCTGAAGGTGGT SL4.0cr06: 46523421
PTZ-20R TCACCGTCAATAGTACTCCGTCT

PTZ-21F AGTGCATTTCACATTCGTCA SL4.0cr06: 47410
PTZ-21R GATTGTTATTTCTTTTACACCATC

PTZ-22F ATGATAGGGGTGTGTTC SL4.0cr06: 1344793
PTZ-22R ATAACACTCTAATTTGC

PTZ-23F CATTTGGTTTTTCACCTTG SL4.0cr06: 3373219
PTZ-23R TGCCTTTATTCCCTCACCAC

PTZ-24F CACCGAGTTAGCACTTTTTGG SL4.0cr06: 15013804
PTZ-24R TGTATGTGATTTGCTAGT

PTZ-25F CCGAACAAAAATAGTGAATG SL4.0cr06: 23704155
PTZ-25R CTCTCTCCCAATTTATCCG

PTZ-26F CGAGATGAGGGTGTAAAGAA SL4.0cr06: 30509964
PTZ-26R ATGGTCCTTGGTGAAATCCA

PTZ-27F GCCTCTTCATTTGTCGGATA SL4.0cr06: 34739901

PTZ-27R GCTTACAATATGTTTACTGC

Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador reverse, SL4.0: version del
genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de bases.
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Tabla IlI-1: Secuencia de los cebadores forward y reverse de los marcadores moleculares
utilizados en la validacion de loci asociados al tipo de carpelos en la poblacién F, (VxOB)
(continuacion).

Cetl)gdor Secuencia Posicién fisica (pb)
PTZ-28E TTGACCAATTCGCTTCAATT SL4.0cr06: 36257691
PTZ-28R TGCCGCTACTCTTTTTCTCT

PTZ-29 AATCATCCCACATGGTTGTT SL4.0cr06: 37479533
PTZ-29R GAAATCTCAATCATCTCGCTC

PTZ-30F CGCATAAGACTGAATCTGCG SL4.0cr06: 39701558
PTZ-30R TGAGGTAGCTCGTTGGGTAA

PTZ-31F GCTTAGTGCGGCCTCTATGGAT SL4.0cr06: 42455979
PTZ-31R GGTGTAAGTGGCAGGGTTTC

PTZ-32F TGGAGTTGGTGTGTGAAATGA SL4.0cr06: 42845486
PTZ-32R AGAGTTGCGTGTTTATGATTA

PTZ-43F AACTTCTCTATCCCCACAAACCT SL4.0cr03: 50341239
PTZ-43R GGTGCTCGCTTTGTGAAAA

PTZ-44F AAAACAATTGTATCTTTAACCACACTT SL4.0cr03: 49312433
PTZ-44R AGGGTTCATTGGATAGGATGT

PTZ-45F AAAAGGGAAACTTTGGACTCG SL4.0cr03: 54531399
PTZ-45R CACTCGGGCTTATAAGAGAAGAA

PTZ-46E TTTCAATAATCAAAGAACAAAGAGAA SL4.0cr10: 21137081
PTZ-46R AAAGGCGGATTCAGCTGTTA

PTZ-47E ACTGGTGCAACATCACGAAT SL4.0cr10: 29631283
PTZ-47R AGCCCTTTCTGATGCTATGG

pPTZ-48F CAAGGGAATTACCCTCCACA SL4.0cr10: 28627906
PTZ-48R TCCCATGACACCAGTAGCAG

PTZ-49F GGCATCTGAATGTTCCACCT SL4.0crl10: 61173116
PTZ-49R GTCTCCTTGGTCTTGCTTGG

Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador reverse, SL4.0: version del
genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de bases.
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Se analiz6 la segregacion y asociacion de los marcadores al caracter tipo de carpelo
en todas las plantas de la poblacion F,VxOB, mediante la prueba de Chi-Cuadrado de
bondad de ajuste e independencia, respectivamente. Se considerd que el locus presentaba
un efecto significativo sobre el caracter cuando ambas variables se encontraron asociados,
es decir cuando las frecuencias observadas no se ajustaron a las frecuencias esperadas
bajo independencia.

Construccién del mapa de ligamiento

Se llevé a cabo la construccion de un mapa de ligamiento del cromosoma 6, usando
el paquete R/QTL (Broman et al., 2003). Se utlizaron los datos obtenidos de la
caracterizaciébn molecular de las plantas de la poblacion F,. Se eliminaron los datos de
individuos que presentaron informacion para menos de 15 marcadores. Se excluyeron del
andlisis los datos de marcadores con segregacion distorsionada o falta de datos superior al
10 %. Se incorpor6 al caracter tipo de carpelo como un marcador dominante. En este caso,
los marcadores se agruparon en el mismo grupo de ligamiento cuando los valores de
puntuacién LOD (Logarithm Of Odds o logaritmo de probabilidades) fueron superiores a 2,5
y la frecuencia de recombinacién (Rf) menor de 0,5. Se utilizé la funcion “orderMarkers” para
definir el ordenamiento de los marcadores moleculares en el mapa, mientras que se usoé la
funcién ‘“ripple” para verificar el orden de los marcadores y probar posibles 6rdenes
alternativos, los cuales compararon entre si mediante la funcién “compareorder”. Se
selecciond el ordenamiento con mayor valor de LOD mediante la funcién “switch.order”. La
distancia genética entre marcadores se determind usando la funcion definida por Kosambi
(1943).
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica del caracter tipo de carpelos en poblaciones segregantes

Fue posible caracterizar las poblaciones uniformes y la poblacion F, derivada del
cruzamiento de “Voyage” x “Old Brooks” para el caracter tipo de carpelos. El total de plantas
analizadas de los cultivares “Voyage” y “Old Brooks” en la campafia n® 2 presentaron frutos
con carpelos no fusionados y fusionados o normales, respectivamente. Las plantas hibridas
tuvieron en todos los casos frutos con carpelos normales. Por su parte en la poblacién F,
VxOB analizada en la campafia n° 2, el caracter mostré segregacién (Figura I11-1).

Old Brooks
(OB)

Figura lll-1: Frutos representativos de los cultivares progenitores “Voyage” (V) y “Old
Brooks” (OB) y poblaciones derivadas de su cruzamiento en la campafa agricola n°2: F;
VXOB y F, VXOB. Vista de base de frutos representativos de la poblacion F, VxOB, donde se
observa la segregacion para el caracter tipo de carpelos. La linea horizontal blanca es la
referencia de escala correspondiente a 1 cm.

El caracter tipo de carpelo (fusionados/no fusionados) segregd en la poblacién F,
VXOB analizada, en una cantidad de 61 a 15 fusionado: no fusionado, lo que se ajusta a una
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relacion 3:1 esperada para un caracter monogénico (x°=1,12ns). Esto indicaria que el
caracter se encuentra controlado por un uUnico locus, siendo el fenotipo tipo de carpelo
“fusionado” dominante sobre el fenotipo “no fusionado” (Tabla IlI-2). Los datos se ajustaron
también a una relacién de segregacion 13:3 esperada cuando dos genes epistaticos actlan
sobre la determinacién de un caracter, uno con efecto dominante y otro con efecto recesivo
(x*=0,83ns) (campafia n° 2).
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Tabla IlI-2: Frecuencias observadas y esperadas para los fenotipos tipo de carpelo

fusionados y no fusionados analizados mediante la prueba Chi-Cuadrado de Bondad de
ajuste en progenitores, y poblaciones F; y F, (campafia n°2).

NUmero de plantas
Carpelos: Carpelos: no Proporcion 2

Generacion fusionado fusionado Esperada X Probabilidad

“Voyage” (V) 0 5 0:1 - -
“Old Brooks” (OB) 5 0 1.0 - -
F, VXOB 5 0 1:0 - -

61 15 31 1,12 0,29 ns

F, VXOB 61 15 9:7 17,81 <0,001

61 15 15:1 23,59 <0,001

61 15 13:3 0,05 0,83 ns

Proporcidn esperada: relacion entre cantidad de plantas con fenotipo fusionado y no fusionado que se
esperan de acuerdo al tipo de herencia analizada en cada generacion. xzz valor del estadistico Chi-
Cuadrado. Probabilidad: probabilidad de cola derecha de la distribucién Chi-Cuadrado considerando
gl=1. ns: no significativo, p > 0,05.

El analisis basado en las seis generaciones basicas del cruzamiento “Voyage” x “Old
Brooks” (campafia n° 3), arroj6 que el fenotipo tipo de carpelo fusionado present6
dominancia sobre tipo de carpelo no fusionado al igual que lo observado anteriormente. Las
frecuencias observadas en las distintas generaciones (F, y BC) se ajustaron a lo esperado
para una epistasis doble recesiva (Tabla IlI-3).
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Tabla IlI-3: Frecuencias observadas y esperadas para los fenotipos tipo de carpelo

fusionados y no fusionados analizados mediante la prueba Chi-Cuadrado de Bondad de
ajuste en progenitores, y poblaciones F,, F,, BCy; y BC;., (campafa n°3).

NiUmero de plantas

Generacion Tipo de Herencia Carpelos: Carpelos: no  Proporcion v Probabilidad
fusionado fusionado esperada

“Voyage” (V) 0 4 0:1 - -

“Old Brooks” (OB) 3 0 1.0 - -

F1 (VxOB) 2 0 1.0 - -
monogénico 53 30 3:1 5,50 0,02
epistasis doble 53 30 0:7 1,95 0,16ns

F2 (VXOB) cpistasis dob

2 epistasis doble .
dominante-recesiva 53 30 133 16,48 <0,001
epistasis doble .
dominante 53 30 15:1 126,59 <0,001
monogeénico 2 15 11 9,94 <0,01
epistasis doble .

BCw recesiva 2 15 1:3 1,59 0,21ns

F1(VXOB) x V epistasis doble )

B ) dominante-recesiva 2 15 11 9.94 <0,01
epistasis doble > 15 31 906 <001
dominante ) ' '
monogénico 47 0 1:0 - -
epistasis doble 47 0 1:0 i i

BC1, recesiva '

F1(VXOB) x OB epistasis doble 47 0 1:0 ) )
dominante-recesiva :
epistasis doble 47 0 1:0 ) )

dominante
Proporcién esperada: relacion entre cantidad de plantas con fenotipo fusionado y no fusionado que se
esperan de acuerdo al tipo de herencia analizada en cada generacion. XZ: valor del estadistico Chi-
Cuadrado. Probabilidad: probabilidad de cola derecha de la distribucién Chi-Cuadrado considerando
gl=1. ns: no significativo, p > 0,05

Los resultados indican que las segregaciones observadas en las poblaciones
segregantes analizadas en las distintas campafias agricolas, se ajustaron a distintos tipos
de herencias tales como la herencia monogénica o digénica con epistasis.
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Identificacion de regiones gendmicas asociadas al caracter tipo de carpelo mediante
el enfoque de QTL-seq

Secuenciacion, alineado de genomas y comparaciéon de secuencias gendmica de grupos
segregantes para el caracter tipo de carpelos

Mediante la secuenciacion de Ultima generacion se obtuvieron 303.855.536 y
240.592.898 lecturas apareadas con una longitud de 101 pb de longitud para el grupo no
fusionado (NF) y fusionado (F), respectivamente. Fue posible alinear el 98,47% y 97,59% de
las lecturas cortas al genoma consenso de tomate, en los grupos NF y F respectivamente.
La calidad promedio de mapeo fue igual a 34,06 en el grupo NF y 33,36 en el grupo F, lo
gue equivale a una tasa de error del 0,62% y 0,66%, respectivamente. La profundidad de
cobertura promedio obtenida luego del alineamiento contra el genoma de referencia fue de
37,44x en NF y 29,32x en F. Este célculo incluyé la profundidad de cobertura obtenida para
el cromosoma 0, donde se ubican aquellas secuencias cuya posicion en el genoma ain no
ha sido resuelta, principalmente secuencias repetitivas. En la Tabla suplementaria S2 y
Figura suplementaria S1 se representa la profundidad de cobertura y su correspondiente
desvio estandar para los 12 cromosomas de tomate de cada muestra de ADN. Existieron
regiones de alta profundidad cobertura, y otras de muy baja profundidad (Figura
suplementaria S1), lo que determina altos valores de desvios estandar respecto a la media
en todos los cromosomas (Tabla suplementaria S1). En ambos grupos la mayor profundidad
de cobertura se alcanz6 en el cromosoma 12, mientras que los cromosomas que
presentaron menor cobertura fueron el cromosoma 3 y 6 en los grupos, NF y F,
respectivamente. El porcentaje de cobertura del genoma considerando una profundidad de
4x fue igual al 89,98% en el grupo NF y 89,91% en el F.

A través del alineado a la versién SL4.0 del genoma de referencia de tomate y la
comparacion de los datos de ambos grupos fue posible identificar un total de 206.623 SNP y
183.124 InDel a lo largo de todo el genoma, considerando el cromosoma cero en este
analisis. Por su parte, si se excluyen los polimorfismos presentes en dicho cromosoma, se
obtuvieron 205.329 SNP y 180.214 InDel. La distribucién de estos polimorfismos en los
distintos cromosomas se representa en la Tabla IlI-4. Se puede observar que la mayor
cantidad de SNP se detect6 en el cromosoma 10 y de InDel en el cromosoma 1. Mientras
que la menor cantidad de SNP e InDel se detecté en el cromosoma 7. Por su parte,
considerando ambos tipos de polimorfismos, la mayor cantidad se encontr6 en el
cromosoma 4 y la menor cantidad en el cromosoma 8. La cantidad total de SNP,
considerando los 12 cromosomas, resultd6 mayor a la cantidad total de InDel. Los
polimorfismos se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma en los cromosomas, y
el nimero de polimorfismos no estd relacionado con la longitud del cromosoma.

63



CAPITULO lIl- RESULTADOS o/

Tabla IlI-4: Cantidad de polimorfismos de tipo SNP e InDel identificados respecto de la
secuencia de referencia (version SL4.0) por cromosoma (Cr) en la poblacion F, VxOB.

Cromosoma SNP InDel Total
SL4.0cr01 14.293 28.248 42.541
SL4.0cr02 12.272 11.201 23.473
SL4.0cr03 20.028 12.561 32.589
SL4.0cr04 26.122 20.601 46.723
SL4.0cr05 20.961 24.049 45.010
SL4.0cr06 12.244 12.754 24.998
SL4.0cr07 8.941 8.520 17.461
SL4.0cr08 11.950 10.808 11.958
SL4.0cr09 13.431 12.571 26.002
SL4.0crl0 26.332 16.135 42.467
SL4.0cr1l 24.993 12.268 37.261
SL4.0cr12 13.762 10.498 24.260

Total 205.329 180.214 374.743

Identificacion de regiones gendmicas asociadas al caracter tipo de carpelo.

La identificacién de regiones gendémicas asociadas al caracter tipo de carpelo se
llevé a cabo a partir de los datos de 205.329 SNP identificados inicialmente a lo largo del
genoma de tomate, version SL4.0. Mediante el filtrado de los datos se eliminaron 71.549
SNP que presentaron frecuencia del alelo de referencia menor a 0,2 o mayor a 0,8 en
ambos grupos, 26.057 SNP que tuvieron profundidades de lectura en ambos grupos menor
a 38 pb y 30.076 SNP con profundidad de lectura en ambos grupos mayor a 64 pb. Ademas,
se removieron 13 SNP que presentaron una profundidad de lectura individual menor a 5 y
11.696 SNP con calidad inferior a 99%. De este modo se excluyeron del analisis un total de
139.391 polimorfismos y se conservaron 65.938 SNP en total, lo que constituye un 32,11%
de la cantidad inicial. En la Figura Ill-2 se visualiza la cantidad de SNP distribuidos a lo largo
del genoma. Se puede observar que existen regiones con alta concentracion de SNP
mientras que otras tienen una cantidad practicamente nula. Esto indica regiones en las que
la secuencia de los grupos difiere ampliamente de la secuencia de referencia de tomate, y
regiones en las que no existe polimorfismo entre ambas secuencias, respectivamente.
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Figura lllI-2: Cantidad de SNP respecto al genoma de referencia detectados por andlisis de grupos segregantes a lo largo de los 12
cromosomas de tomate en la poblacion F, “Voyage” x “Old Brooks”. cant. SNP: cantidad de SNP detectados. SL4.0cr: cromosoma.
Ventana deslizante: 2 Mb.
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De acuerdo a la metodologia G’ se detectaron cuatro regiones genémicas asociadas
al caracter tipo de carpelo ubicadas en los cromosomas 3, 6 ,10 y 11 considerando una
significancia de 5%. La tabla IllI-5 resume la informacion de dichas regiones gendémicas. La
region del cromosoma 3 presentd una longitud de 2,76 Mb, 374 SNP polimdrficos entre los
grupos, un valor maximo de A (indice-SNP) igual a -0,25 y de G’ igual a 4,80 en la posicion
49,92 Mb, con un valor de Q promedio de 0,027. El QTL ubicado en el cromosoma 6 alcanzé
una longitud de 10,31 Mb, un valor maximo de A indice-SNP igual a 0,30 y G’ de 9,72 en las
posiciones 42,80 y 41,35 Mb, respectivamente. El valor de Q promedio en la region fue de
0,014 y presentd 1.243 SNP polimérficos entre los grupos. La region ubicada en el
cromosoma 10 fue la mas extensa, con una longitud de 59,13 Mb y 7.657 SNP polimorficos,
y presenté un maximo valor de A (indice-SNP) igual a 0,32 y de G’ igual a 7,26 en las
posiciones 43,48 Mb y 5,20 Mb respectivamente. EI Q promedio fue igual a 0,004.
Finalmente la region identificada en el cromosoma 11 se caracteriz6 por una longitud de
0,96 Mb, con un valor maximo de A (indice-SNP) igual a -0,23 en la posicién 5,83 Mb y un
maximo valor maximo de G’ igual a 3,93 en la posicion 5,75 Mb con un valor de Q promedio
de 0,05. Dicha region contuvo 193 SNP polimoérficos. Esta informacién se resume en la
Tabla IlI-5.

Un aspecto que brinda informacién de relevancia es la direccionalidad de los valores
A (indice-SNP). En este sentido, un valor positivo 0 mayor a cero denota que el progenitor
que contribuyé a las discrepancias entre los grupos es aquel que presenta el alelo
alternativo; mientras que un valor de indice-SNP menor a cero o negativo indicaria que el
progenitor que aport6 los alelos es aquel que tiene el alelo igual a la referencia. En los
resultados podemos visualizar que las regiones del cromosoma 3 y 11 presentan indice-
SNP con valor negativo, lo que sugiere que los alelos son aportados por el padre como la
referencia (S. lycopersicum L. cv. “Old Brooks”), mientras que en los QTL ubicados en los
cromosomas 6 y 10 los alelos provienen del progenitor que presenta el alelo alternativo (S.
lycopersicum L. cv. “Voyage”).
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Tabla IlI-5: Descripcién de largo, cantidad de SNP, valor y posicién de A (indice-SNP) y G’ maximos y significancia hallados para los
QTL putativos identificados en los distintos cromosomas (versién del genoma SL 4.0) para el caracter tipo de carpelos.

Cromosoma Inicio (Mb) Inicio (Mb) Lo(rll/?k')t)Ud NnSNP p'COSAI\(l'S)dlce- A(izgisc.eelscﬁlP) Max. G' Pos. max. G' Q-valor
SL4.0cr03 48,15 54,15 2,76 374 -0,25 49,92 4,80 49,92 0,027
SL4.0cr06 36,94 47,25 10,31 1.243 0,30 42,80 9,72 41,35 0,014
SL4.0crl10 1,92 61,05 59,13 7.657 0,32 43,48 7,26 5,20 0,004
SL4.0crll 5,62 6,58 0,96 193 -0,23 5,84 3,93 5,75 0,047

Cromosoma: el cromosoma en el que se identificd una regién asociada al tipo de carpelo. Inicio: la posicion en megabases (Mb) del primer SNP que
sobrepasoé el umbral de FDR en ese cromosoma. Fin: la posicién final expresada en Mb. Longitud: extensién de la regiéon en Mb. nSNP: el nUmero de
SNP en la region. Pico A (indice-SNP): el valor maximo de A (indice-SNP) suavizado por tricubo en la regién. Pos. pico A (indice-SNP): la posicién del
maximo valor absoluto de A (indice-SNP) suavizado por tricubo. Max. G': la puntuacién maxima de G' en la regién. Pos. max. G': la posicion genémica
del valor maximo de G' en el QTL. Qvalor: valor promedio de p-valor ajustado en la region.
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Estos resultados pueden visualizarse de una forma grafica en la Figura 111-3. Al
analizar los valores obtenidos con la metodologia G’, se identificaron cuatro regiones con
valores de G’ que sobrepasan el umbral de significancia FRD (q) de 0,05 en los
cromosomas 3, 6, 10 y 11. Si se tiene en consideracion el umbral FRD (qg) de 0,01 solo los
picos presentes en los cromosomas 6 y 10 fueron significativos. Es notorio que el pico mas
significativo ocurrié en el cromosoma 6, mientras que el pico del cromosoma 11 apenas
sobrepas6 el umbral de significancia (Tabla IlI-5, Figura I1I-3).
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Figura lll-3: Regiones gendmicas asociadas al tipo de carpelo a lo largo de los 12 cromosomas de tomate en la poblacion F, “Voyage” x
“Old Brooks”. El umbral de la tasa de descubrimiento falso (FDR) de Benjamini-Hochberg igual a 0,05 se indica con una linea roja y el

umbral de 0,01 se indica en azul. SL4.0cr: cromosoma. Ventana deslizante = 2Mb.
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Caracterizacion genotipica con marcadores moleculares de ADN

Del total de marcadores disefiados fue posible amplificar 17 marcadores en el
cromosoma 6, dos en el cromosoma 3 y dos en el cromosoma 10. Por su parte, cinco
marcadores resultaron monomorficos entre los progenitores y F, analizada, y dos
marcadores no amplificaron correctamente. En la Figura Ill-4 se muestra un ejemplo de un
gel de agarosa al 3% p/v. En el mismo es posible diferenciar el polimorfismo detectado en la
generacion F, para el marcador PTZ-44.

Alelo de V (218 pb) _ Alelo de OB (197 pb) Heterocigota

Figura llI-4: Resultado del marcador molecular INDEL PTZ-44 del cromosoma 3, en la
poblacion F;, “Voyage” x “Old Brooks”. Gel de agarosa 3% revelado con Syber Safe. V: cv.
“VYoyage”, OB: cv. “Old Brooks”, pb: pares de bases.

Mediante el test Chi-Cuadrado de Pearson o de independencia, se pueden analizar
diferencias entre las frecuencias observadas y frecuencias esperadas bajo la hipétesis nula
de que las variables son independientes. Teniendo esto en consideracion se observa que
los marcadores del cromosoma 3 y 10 resultaron independientes del caracter analizado tipo
de carpelos, es decir que no existe asociacién entre los marcadores y el fenotipo. Por otro
lado, se observd asociacion entre los marcadores PTZ-12 (X2= 17,69), PTZ-31 (X2=12,87),
PTZ-17 (x°=10,95) y PTZ-18 (x°=15,47) del cromosoma 6 y el caracter tipo de carpelo,
considerando una significancia menor al 0,05. (Tabla 111-6).
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Tabla IlI-6: Resultados de prueba Chi-Cuadrado de independencia para el caracter tipo de
carpelos en la poblacién F, VxOB.

ID Marcador Cromosoma Paosicién (Mb) x* valor p-valor
PTZ-44 3 49,31 6,34 0,27
PTZ-45 54,53 3,00 0,70
PTZ-24 15,01 4,24 0,51
PTZ-26 30,51 3,84 0,57
PTZ-10 32,25 5,89 0,32
PTZ-27 34,74 2,80 0,73
PTZ-28 36,26 2,47 0,78
PTZ-29 37,48 4,79 0,44
PTZ-11 39,57 6,07 0,30
PTZ-30 39,70 9,22 0,10
PTZ-12 6 40,98 17,69 <0,01
PTZ-14 42,40 8,56 0,13
PTZ-15 42,41 8,70 0,12
PTZ-31 42,46 12,87 0,02
PTZ-17 42,67 10,95 0,05
PTZ-32 42,85 6,34 0,27
PTZ-18 44,17 15,47 <0,01
PTZ-19 44,33 9,16 0,10
PTZ-20 46,52 6,96 0,22
PTZ-46 21,14 4,31 0,51
PTZ-48 10 28,63 4,63 0,46
PTZ-49 61,17 6,04 0,30

Se resaltan aquellos marcadores significativamente asociados al caracter tipo de carpelos

Los cuatro marcadores asociados al caracter tipo de carpelos se ubicaron en la base
del cromosoma 6, entre las posiciones 40,98 Mb y 44,17 Mb, indicando que en la region
basal de este cromosoma se encuentran los determinantes genéticos de este caracter. El
marcador PTZ-12 resultd el mas significativamente asociado al caracter tipo de carpelos.

Construccion del mapa de ligamiento

Fue posible obtener un mapa de ligamiento genético del cromosoma 6 en la
poblacion F, evaluada. Se eliminaron los datos de ocho individuos que presentaron datos
faltantes para dos o0 mas marcadores. Los 17 marcadores analizados se agruparon en un
mismo grupo de ligamiento. El orden de todos los marcadores mapeados, se correspondio
con lo esperado de acuerdo a su posicion fisica. El mapa de ligamiento del cromosoma 6 se
esquematiza en la Figura Ill-5a. La longitud total del mapa obtenido al valorar el caracter tipo
de carpelo como un marcador dominante en la poblacién, fue de 154,1 cM y la distancia
promedio entre marcadores fue de 8,6 cM.
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Figura llI-5: Caracterizacion genotipica del cromosoma 6 con marcadores moleculares para
poblaciones F, VxXOB. (a) Mapa de ligamiento del cromosoma 6 considerando el caracter
tipo de carpelo como marcador dominante. (b) Distribucion del caracter tipo de carpelo
(fusionado: no fusionado) en relacion al genotipo, para los marcadores asociados
presentados en la Tabla Ill-6. Genotipos: -/- genotipo homocigoto mutante (alelos como el
padre “Voyage”), -/+ genotipo heterocigoto, +/+ genotipo homocigoto de tipo silvestre (alelos
como el padre “Old Brooks”).

La mayor distancia de ligamiento entre marcadores se encontrd entre los marcadores
PTZ-14 y el marcador “TIPO CARPELQ”, siendo igual a 28,61 cM, mientras que la menor
distancia ocurrié entre los marcadores PTZ-17 y PTZ-31 con un valor de 1,87 cM. El
marcador “TIPO CARPELO” se ubico entre los marcadores PTZ-12 y PTZ-14, en una region
de 1,48 Mb en la regién basal del cromosoma 6, entre las posiciones 40,98Mb y 42,40Mb
(54cM). La Figura llI-5b ilustra la distribucién del caracter tipo de carpelo (fusionado: no
fusionado) en los genotipos de los marcadores asociados presentados en la Tabla Il1-6. La
presencia de genotipos heterocigotas con carpelos no fusionados es un indicativo de la
recombinacion entre el marcador y los determinantes genéticos del caracter cualitativo
analizado.
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DISCUSION

La evaluacion del tipo de herencia en las distintas generaciones derivadas del
cruzamiento “Voyage” x “Old Brooks”, demostré que el fenotipo tipo de carpelo fusionado
exhibe dominancia sobre el fenotipo no fusionado. La segregacion se ajust6 a lo esperado
bajo una herencia monogénica y digénica de tipo recesivo-dominante y doble recesiva en las
poblaciones analizadas en dos campafias agricolas. La epistasis doble recesiva constituye
una interaccion génica en la que se requiere la presencia de alelos funcionales dominantes
en ambos loci para la expresion del fenotipo, mientras que la presencia de alelos
homocigotos dominante en cualquiera de los locus enmascararia el fenotipo. Lo cual indica
que la expresion del caracter tipo de carpelos estaria controlada por dos loci diferentes y el
fenotipo no fusionado surgiria debido a la presencia de pares de alelos homocigotos
recesivos, mientras que si ambos loci son heterocigotos u homocigotos dominantes, el
fenotipo seria fusionado o normal. En el caso de epistasis doble recesivo-dominante, se
produce cuando el alelo dominante de un locus y el recesivo del otro locus suprimen,
respectivamente, la accién de otros dos alelos. Esto implicaria, el tipo de fruto estaria
controlado por dos loci diferentes y el fenotipo no fusionado apareceria Unicamente cuando
ocurra la combinacion especifica de alelos dominantes y recesivos en los loci.

Un estudio previo, realizado sobre un total de 604 plantas F, y 160 plantas de las
retrocruzas derivadas de un cruzamiento entre un cultivar de tomate multi-pistilar, con frutos
“‘compuestos” o no fusionados y un cultivar de tomate morado y normal, identificé que la
segregacion del caracter tipo de pistilo (multi-pistilar o pistilo Gnico) se ajusté a una epistasis
doble recesiva, en una proporcién de 9:7 (un solo pistilo:mdltiples pistilos). Mientras la
herencia para el caracter tipo de carpelos estuvo controlada por la interaccién de dos genes
con epistasis doble dominante, ajustandose a una proporciéon 15:1 (fruto Unico: fruto
compuesto) (Mahfud y Murti, 2020). Contrariamente, otro trabajo identificé que el rasgo tipo
de carpelo no fusionado se comportdé de manera dominante en los hibridos derivados de
cruzamientos entre la accesion “LA0767” de S. lycopersicum, que lleva frutos de fenotipo no
fusionado, con accesiones cultivadas de frutos fusionados. Ademas la progenie F, derivada
del cruce entre “LA0767” y otra accesion cultivada (“LA2452”), mostr6 una segregacion
consistente con una proporcion de 3:1 (no fusionado: fusionado). Sin embargo, esta
dominancia no se manifestd en los cruces con la especie silvestre de frutos pequefios, ya
que todas las plantas F; tenian carpelos/l6culos no fusionados. Esto sugiere que la
expresion de este caracter depende del contexto genético (Barrero y Tanksley, 2004).

La falta de consistencia en el tipo de herencia encontrada en los analisis podria
deberse a un tamarfo poblacional demasiado pequefio, lo que reduce la potencia de la
prueba para detectar diferencias significativas entre las proporciones observadas y
esperadas (Jelinski, 1991). Otra limitante para el estudio de este caracter consiste en la
presencia de expresividad variable. La expresividad se refiere al grado o intensidad con la
gue se manifiesta el fenotipo de un individuo con un genotipo determinado, dando lugar a un
rango de fenotipos. La expresividad genética de un gen en particular puede verse
influenciada por las condiciones ambientales (temperaturas extremas, fertilizacion, vy
desarrollo de semillas), por otros genes (Zhu et al., 2019), y variaciones en la metilacién
(Sekhon y Chopra, 2009). Se ha reportado diferente penetrancia y expresividad para el
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caracter fasciado en tomate (Barrero y Tanksley, 2004), donde se observo que los alelos
mutantes del gen FAS se asocian también con carpelos no fusionados. El efecto de
expresividad se report6 también para los caracteres de multiples pistilos en trigo (Zhu et al.,
2019) y numero de flores en garbanzo (Srinivasan et al., 2006), espiguillas multifloras en
panojas de avena y altura de planta en arroz (Umar et al., 2010).

Por medio de la secuenciacion y comparacién genémica de grupos segregantes se
identificaron tres regiones gendmicas diferenciales entre los grupos, asociadas al caracter
tipo de carpelo, en los cromosomas 3, 6 y 10. Una consideracion esta dada por la naturaleza
cualitativa del caracter tipo de carpelo, donde el fenotipo no fusionado resultd recesivo. En
consecuencia, el efecto de alelo recesivo se encuentra enmascarado por el alelo dominante,
siendo imposible diferenciar los individuos homocigotos dominantes de aquellos
heterocigotos. Esto afecta la aplicacion de la metodologia de BSA, ya que no permite la
dispersion clara de los datos fenotipicos y es esperable que el grupo fusionado incluya una
mezcla de individuos con genotipo homocigota y heterocigota para el locus de interés;
mientras que el otro grupo tendra solo individuos homocigotos para el alelo recesivo. Esta
modificacion en la conformacion de los grupos determina que la frecuencia alélica del grupo
fusionado o wild type disminuya y por lo tanto las diferencias entre los grupos son menos
claras y las regiones menos significativas (Garcia et al., 2016). Sin embargo, debido a la
herencia monogénica o digénica del caracter, el tipo de carpelo estaria controlado por uno o
pocos genes con efecto mayor y alta heredabilidad, y es posible considerar los tres picos
mas significativos como potenciales regiones de interés.

Unicamente los marcadores moleculares analizados en la region basal del
cromosoma 6 se encontraron asociados al rasgo de interés, lo que sugiere que los
determinantes genéticos del tipo de carpelo se encuentran en dicha regién, entre las
posiciones 40,98 Mb y 44,17 Mb. Por su parte al valorar el caracter tipo de carpelo como un
marcador dominante, el mismo se localizé entre los marcadores posicionados en los 40,98
Mb y 42,40 Mb, y el marcador PTZ-12 resulté el mas asociado. Esto sefala que el locus de
interés se posicionaria al principio de esta region. Es importante aclarar que no existen
antecedentes que demuestren que esta region tuviera efectos importantes sobre el tipo de
carpelos.
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CONCLUSIONES PARCIALES

El tipo de herencia resulté variable en las poblaciones segregantes analizadas en
diferentes campafias, ajustandose a una segregacion monogénica y epistasis doble
dominante-recesiva 0 a una epistasis doble recesiva.

Se encontraron tres regiones gendémicas, ubicadas en la zona basal del cromosoma
3, zona basal del cromosoma 6 y a lo largo del cromosoma 10 de tomate, que
presentaron polimorfismos diferenciales entre grupos fenotipicamente extremos para
el caracter tipo de carpelos, a través de la metodologia de QTL-seq.

Los marcadores moleculares confirmaron que sélo la regién basal del cromosoma 6
estuvo ligada al caracter analizado. El marcador TIPO CARPELO se localizé entre
los marcadores PTZ12 y PTZ14 (region de 1,48 Mb).
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Deteccion de QTL asociados a caracteres
cuantitativos en poblaciones segregantes
derivadas de cruzamientos intraespecificos
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la segregacion de rasgos de forma de fruto en la direccion medio-lateral
en las poblaciones derivadas del cruzamiento entre los cultivares de tomate:
“VYoyage” y “Old Brooks” (F> VxOB), y “Yellow Stuffer’ y “Heinz 1439” (F, YSxH).
Estimar los componentes genéticos y la heredabilidad de rasgos de forma de fruto en
la direccion medio-lateral, a partir de las seis generaciones basicas derivadas del
cruzamiento entre los cultivares “Voyage” y “Old Brooks”.

Identificar regiones polimorficas entre grupos fenotipicamente extremos para el
caracter grado de irregularidad en una poblaciones segregantes F,, a través de un
enfoque de QTL-seq.

Confirmar y validar los QTL para el caracter grado de irregularidad, detectados en las
poblaciones segregantes completas, a través de marcadores moleculares.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se desarrollaron dos poblaciones segregantes derivadas del cruzamiento intraespecifico
entre los cultivares “Voyage” x “Old Brooks” (poblacion 1) y “Yellow Stuffer” x “Heinz 1439”
(poblacion 2). Las metodologias empleadas para realizar los cruzamientos y la obtencién
semillas, asi como el cultivo de los materiales vegetales resulté idéntica en todas las
campafias agricolas (ver seccion de Materiales y Métodos-Capitulo 1). Los materiales
vegetales considerados en este Capitulo son:

e Poblacién 1: Campana afio n° 2: desarrollado en el Capitulo 111

e Poblacién 1: Campafa afio n° 3: desarrollado en el Capitulo Il

e Poblacién 2: Campafa afio n° 4: se sembraron 5 plantas de cada uno de cultivares
“Yellow Stuffer” y “Heinz 1439” y el hibrido derivado de ellos (F; YSxH); junto con 150
plantas de la poblacion segregante F, YSxH. De la cantidad inicial hubo una pérdida del 19
% debido a factores ambientales y patoldgicos ocurridos durante la implantacion y cultivo. El
namero final de plantas analizadas fue 122.

Metodologia

Caracterizacion fenotipica y genética de dos poblaciones segregantes F, divergentes
para caracteres de forma de fruto en la direccién medio-lateral

Caracterizacion fenotipica de poblaciones segregantes F,

Se realiz6 la evaluacion de los caracteres de forma de fruto en la direccion medio-
lateral, en ambas poblaciones segregantes (F, VXOB campafa n° 2 y F, YSxH). Se
cosecharon 8 frutos promedio por planta en estado verde maduro o pintén. Los frutos se
cortaron transversalmente, las mitades de frutos se secaron con papel y se acomodaron
sobre un scanner para obtener una imagen digital representativa de cada planta. Se
siguieron las recomendaciones para la toma de imagenes detalladas en Brewer et al. (2006).
Las imagenes se guardaron en formato .jpg, con una resolucion de 300 ppp. Las imagenes
se analizaron con el programa informéatico Tomato Analyzer 3.0 (Rodriguez et al., 2010,
2011b). Se realiz6 el ajuste manual del perimetro y borde interno del pericarpio. Luego se
llevé adelante la medicion automatica de los atributos de forma, como se describio en el
Capitulo I. Los caracteres analizados fueron: perimetro, area, ancho y alto maximo, grado de
irregularidad externa, espesor y area de pericarpio. Se evaluaron un total de 544 frutos
correspondientes a 76 plantas de la poblaciéon F, VxOB de la campafia n° 2, y 773 frutos de
122 plantas F, de la poblacion YSxH.

También se determiné el peso de fruto en un total de 749 frutos de la poblacion F,
VXOB y 1.004 frutos de la poblacion F, YSxH. Finalmente, se contabiliz6 el niumero de
I6culos con el programa LocAnalyzer (Spetale et al., 2020) sobre 719 y 1.014 frutos de las
poblaciones F, VXOB y F, YSxH, respectivamente.

Caracterizacion genética de poblaciones segregantes F,
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Se probo la distribucién normal de todos los caracteres analizados mediante la
prueba propuesta por Shapiro y Wilk (1965). La normalidad de los caracteres se evalué
también por métodos graficos, como histograma de densidad y graficos QQ. Se definio la
distribucién de una variable como normal cuando alcanz6 un valor W, correspondiente a la
prueba de Shapiro-Wilk, mayor a 0,85, y mostré una distribucion de densidades que se
ajusté gréficamente a una campana de Gauss y un grafico QQ donde los puntos no
presentaron desvios sustanciales de la recta diagonal. Se verificaron los supuestos
correspondientes a la prueba ANOVA de independencia analizando la dispersién de los
residuos y homogeneidad de la varianza con prueba de Bartlett. Se calcul6 la H* a través de
ANOVA, para los caracteres cuantitativos con distribucion normal, y su correspondiente error
(Mariotti y Collavino, 2014). Las correlaciones fenotipicas entre caracteres se determinaron
mediante la prueba de Pearson. Se definié un p-valor de 0,05 como umbral de significancia.

Todos los andlisis estadisticos y gréaficos se llevaron a cabo con el programa
informético R, version 3.6.3 (R Core Team, 2014). Se utilizaron las funciones de estadisticas
basicas y los paquetes ggcorrplot (Kassambara, 2019), heritability (Kruijer et al., 2014),
Hmisc (Harrell y Dupont, 2018) y dplyr (Wickham et al., 2022)

Caracterizacion fenotipica y genética de las seis generaciones basicas derivadas del
cruzamiento entre “Voyage” y “Old Brooks” para caracteres de forma de fruto en la
direccion medio-lateral

Caracterizacion fenotipica para caracteres de forma de fruto en la direccién medio-lateral

Se realiz6 la evaluacién sobre 156 plantas correspondientes a las seis generaciones
bésicas derivadas del cruzamiento entre “Voyage” (V) y “Old Brooks” (OB): progenitores (V y
OB), hibrido (F; VxOB), poblacion segregante F, VxOB y las retrocruzas del hibrido hacia los
dos progenitores (BC,.; = F1xV y BC,,= F;xOB). Se cosecharon siete frutos en promedio por
planta (n=1.072). Los frutos se pesaron y se midié altura y didmetro con calibre. El
parametro de forma se defini6 como el cociente altura sobre diametro. Se tomaron imagenes
de mitades de frutos y se calcularon las variables: perimetro, area, ancho y alto maximo y
grado de irregularidad externa con el programa Tomato Analyzer 3.0 (Rodriguez et al., 2010,
2011b) y el numero de I6culos con el programa LocAnalyzer (Spetale et al., 2020), como se
describe en el apartado superior.

Caracterizacion genética para caracteres de forma de fruto en la direcci6n medio-lateral

Se comprobd6 la distribucion normal y los caracteres que no se ajustaron a una
distribucién normal se transformaron, del mismo modo que en el apartado superior. Al contar
con las seis generaciones basicas se profundiz6 en los estudios de parametros genéticos.

Se utilizé el analisis de medias generacionales para determinar el modo de herencia
de los caracteres propuestos, de acuerdo a lo detallado en (Kearsey y Pooni, 1996). Se
determiné si los caracteres evaluados respondian a un modelo de aditividad-dominancia.
Dicho modelo plantea que en el cruzamiento de dos lineas homocigotas contrastantes, la
variabilidad genética en las generaciones segregantes estd determinada por los genes
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diferenciales entre dichos parentales. Se determiné P4 como el progenitor de mayor valor
para cada caracter (AA). El punto de origen “m” se consideré6 como el promedio fenotipico
de los progenitores, y se definié la media esperada de los genotipos como desvios:

51 (AA)=m+aA

P, (aa)=m-ap

F1(Aa) =m+ dA

Los parametros a, (aditividad) y da (dominancia) son desviaciones de la media, m,
debido a los efectos de los genotipos homocigotos o heterocigotos respectivamente. Estos
tres parametros: m, a, Yy da pueden estimarse utilizando las comparaciones ortogonales
entre las tres medias generacionales.

m:%ﬁ1+%§2
aA:%ﬁ1-1/z|52
dA= F1-V2§1 -Vzﬁz

Considerando la constitucion de la generacion F, (¥a AA, %2 Aa, ¥ aa), se deriva que
el efecto genético esperado de la F, es: m + %2 da. Por su parte la retrocruza BCy.; se derivo
del cruzamiento de la F; (Aa) con el progenitor P; (AA), por lo que el efecto genético
esperado serd: m + %2 a, + % da. De igual manera, la retrocruza BC,., tendra un efecto: m -
¥ ap + Y2 da.

Estas relaciones esperadas se mantienen s6lo si los valores medios de cada
generacion dependen Unicamente de los efectos aditivos y de dominancia de los genes. Por
lo tanto se realiz6 la prueba de escala de Mather (Mather y Jinks, 1982) para probar que el
modelo de dominancia-aditividad es adecuado. Esta consisti6 en contrastar las medias
generacionales con un arreglo que permita que las esperanzas se anulen y la diferencia sea
igual a cero.

A =2BCy-P;-Fy
B = 2BC, -P, -Fy
C = 4F, -2F; -P1-P;

Se utilizé la prueba t-Student, para determinar la significancia de las pruebas
estadisticas A, B y C. Cuando la z calculada resulté mayor que el valor t tabulado,
considerando un p-valor= 0,05, la desviacion se considerd estadisticamente diferente de
cero. Si alguno de los pardmetros difiere significativamente de cero, se asume la existencia
de epistasis o efectos maternos en la determinacion del carécter.

ta = (A-0) /y/ Sp
ts = (B-0)/\/ Sg
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tc = (C-0)/y/ Sc

Donde las varianzas se calcularon como,
SA-4SBc1.1 + Sp1 + SEy
S3-4S3c12 + Shy + SEy
SE-16SF, +4SE; + By + Sp,

El nimero de grados de libertad se determin6 sumando los grados de libertad
individual para cada una de las generaciones presentes en el célculo de los parametros.

Para definir qué proporcién de la variacion fenotipica de un caracter es hereditaria,
qué factores contribuyen a la variabilidad genética y cuales son sus magnitudes e
importancia relativas, se llevd a cabo la estimacion de los componentes de varianza
genética a partir de los datos de los progenitores homocigotos (V y OB), las generaciones F;
VXOB y F, VXOB vy las generaciones de retrocruza hacia ambos padres (BCy; y BCy.,).
Donde,

Ve= " (Vp1+Vpo+VEy)
Vo= VE2-VE

La variacién genotipica entre individuos F, se fracciona en dos componentes: la
varianza genética aditiva (V'a) y la varianza de dominancia (V'p). Para separar los
componentes de varianza aditiva y de dominancia se requieren las dos retrocruzas.

f a2 o2 2
Va=2S8F2-Sgc1-1-Sici-2

* a2 2 2
Vp=Sgc1-1+ Sec1-2- Sk2- VE

Finalmente, se calcul6 heredabilidad con la féormula definida por Warner (1952)
2 * 2
h*= VA/S|:2
H2= VG/S|2:2

Identificacion de QTL asociadas al caracter grado de irregularidad mediante el
enfoque de QTL-seq

Se seleccioné el caracter grado de irregularidad para llevar a cabo la identificacién
de nuevos QTL. El grado de irregularidad externa es un rasgo de importancia econémica,
relacionado al tamafio de fruto y nimero de l6culos, que aun no ha sido mapeado. En el
Capitulo | se observo que existid variabilidad para este caracter en el germoplasma de
tomate y que dicha variabilidad se explicé principalmente por la componente genética de la
varianza. Sin embargo, la constitucion génica para los alelos de FAS y LC, los genes
conocidos subyacentes a la forma de fruto en el plano transversal, no resulto suficiente para
explicar la variabilidad presente para este caracter. El grado de irregularidad resulto
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divergente entre los progenitores analizados en el Capitulo Il y mostré elevada heredabilidad
entre los cuatro cultivares seleccionados. Se siguié la metodologia descripta por Takagi et
al. (2013), para la determinacién de nuevos QTL que determinan la irregularidad externa de
fruto. La metodologia se describié previamente (ver seccion Materiales y Métodos —Capitulo

1)

Extraccion y cuantificacion de ADN para secuenciacion

El enfoque QTL-seq se aplicd en dos poblaciones segregantes F,. Se generaron
mezclas o grupos de ADN con valores contrastantes para el caracter grado de irregularidad.
Se form6 un grupo de ADN mezclando cantidades iguales de ADN proveniente de plantas
con alto de grado de irregularidad (HLD) y bajo grado de irregularidad (LLD). Los grupos de
ADN incluyeron 10 plantas de la poblacion F, VOB (campafia afio n® 2) (Figura IV-1a) y 14
plantas de la poblacion F, YSxH (campafia afio n° 4) (Figura IV-1b).
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Figura IV-1: Esquema de plantas seleccionadas para el analisis de grupos segregantes de
acuerdo al grado de irregularidad. (a) poblacion F, Voyage x Old Brooks. (b) poblacion F,
Yellow Stuffer x Heinz 1439. En color gris més oscuro se indican las plantas seleccionadas.

El ADN gendémico se extrajo a partir de hojas jovenes de las plantas seleccionadas,
utiizando el método de bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB), adaptado de las
metodologias descriptas por Bernatzky y Tanksley (1986) y Fulton et al. (1995). Se partié de
10 g de tejido foliar. El tejido se moli6 con N, liquido en mortero, hasta pulverizar
completamente las hojas. Se agregé a cada muestra la solucién de extraccién a una
temperatura de 65 °C y se mezcl6 con espatula para obtener una muestra homogeneizada
del tejido. La solucién de extraccion estuvo compuesta por: 5ml de buffer de extraccion (0,35
M Sorbitol; 0,1 M Tris; 5Mm EDTA pH 8,25), 5 ml de buffer de lisis nuclear (0,2 M Tris, 0,05
M EDTA, 2 M NaCl, 2 % CTAB, pH 8), 2 ml de Sarkosyl 5% y 0.03 g de bisulfito de sodio.
Las muestras se incubaron durante una hora en un bafio termostatizado a 65 °C, agitando
cada 15 minutos. Todas las muestras se llevaron al mismo peso agregando solucion buffer
de extraccion y se dejaron enfriar por 10 minutos. A continuacion se agreg6 %2 volumen de
clorofomo:isoamilico (24:1) y se agitd manualmente por inversién suave durante 10 minutos.
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Las muestras se llevaron a la centrifuga a 1.715 rcf durante 20 minutos, a temperatura
ambiente (~25°C). Se repitieron los dos ultimos pasos. Luego, el sobrenadante se traspasé
a un tubo nuevo y se afiadid un volumen de isopropanol frio (-20 °C). El tubo se agito
suavemente hasta observar el ADN precipitado. EI ADN se pesc6 con una pipeta Pasteur y
se lavd con una solucién de 70 % v/v de etanol, se dejoé secar a temperatura ambiente y se
re-suspendio en 300 pl de buffer TE (10 mM Tris pH 7,4 y 1 mM EDTA pH 8,0). Finalmente
el ADN se disolvié colocando los tubos en el bafio termostatizado a 65 °C por 30 minutos, y
se precipitd al centrifugarlos durante 10 minutos a 9.500 rcf. La cantidad e integridad de
ADN extraido se evalud en geles de agarosa al 1 % p/v tefiidos con SYBR™ Safe (Thermo
Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU) y por espectrofotometria como se describié en el
Capitulo 111

Se mezclaron 10 pl de ADN con una concentracion de 50 ng/ul proveniente de cada
planta, para conformar dos grupos. La concentracion final de los grupos de ADN se evalu6
por comparacién con un estandar de ADN del fago lambda en geles de agarosa y por
espectrofotometria como se detallé previamente (ver seccion Materiales y Métodos -Capitulo

I)y.

Secuenciaciéon y alineado de genomas

El genoma completo de los grupos de ADN fue secuenciado con un equipo NovaSeq
6000, para obtener lecturas de extremos emparejados de 151 pb. Se utilizé el servicio de
Macrogen Inc. (Seoul, Corea) para el armado de librerias genémicas y secuenciacion
gendmica.

Siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo Ill, se recortaron y filtraron por
calidad las lecturas de secuencia corta en los archivos FASTQC con el programa Trim
Galore (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore), version 0.4.5. Se evalu6 la calidad de
las lecturas recortadas usando el programa FastQC, version 0.11.4 (Andrews et al., 2010).
Se uso6 la opcién “-very-sensitive-local” del programa de Bowtie 2, version 2.3.2 (Langmead
y Salzberg, 2013) para alinear las secuencias de los grupos con el genoma consenso de S.
lycopersicum L. cultivar Heinz 1706, versiéon de ensamblaje de referencia SL4.0 (The
Tomato Genome Consortium, 2012). Los archivos SAM obtenidos fueron ordenados por
coordenadas, clasificados, etiqguetados y convertidos a un formato de archivo BAM, con el
programa Picard, version 1.119 (http://broadinstitute.qgithub.io/picard/). La deteccién de
variantes (SNP e InDel) se realiz6 empleando la herramienta “HaplotypeCaller” de GATK,
version 4.0.9.0 (Depristo et al., 2011; McKenna et al., 2010). Los archivos de ambos grupos
se combinaron en un Unico archivo y se realiz6 el genotipado para cada posicidon con las
herramientas de GATK (Depristo et al., 2011; McKenna et al., 2010), “CombineGVCFs” y
“GenotypeGVCFs”, respectivamente. Los polimorfismos de baja confiabilidad se filtraron y
exportaron en formato de tablas con herramientas de los programas GATK (Depristo et al.,
2011; McKenna et al., 2010) y VCFtools (Danecek et al., 2011).

Los datos de secuencia generados en este estudio se han depositado como Archivo
de Lectura de Secuencia (SRA, Sequence Read Archive) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, National Center for Biotechnology Information) con el
namero de registro SRP354680.
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El proceso de alineamiento y comparacion de las secuencias gendmicas se realizo
utiizando el Centro de Cdédmputo de Alto Rendimiento del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) Rosario.

Identificacion de QTL asociados al caracter grado de irreqgularidad

La identificacién de QTL se realiz6 con el paquete de programa QTLseqr (Mansfeld y
Grumet, 2018) version 0.7.4, desarrollado en lenguaje de computacion R, version 3.6.3 (R
Core Team, 2014), como se describié en el Capitulo Ill. Se obtuvieron para cada SNP la
frecuencia del alelo de referencia, el indice-SNP y el A (indice-SNP) utilizando la funcién
“importFromGATK”. El A (indice-SNP) se calcul6 como la diferencia entre los valores de
indice-SNP del grupo de alto grado de irregularidad (HLD) y bajo (LLD). Los SNP de baja
confiabilidad se filtraron segin Takagi et al. (2013), utilizando la opcién “filterSNP”. Se
conservaron los SNP con profundidad de lectura entre los valores del primer y el tercer
cuartil, diferencia absoluta entre grupos menor a de 50x y una calidad igual a 99. La
significancia estadistica de los QTL se evalu6é segun Magwene et al. (2011). Se calcul6é un
parametro G suavizado por tricubo (G") para cada SNP. Ademas, se calcularon el p-valor
(Magwene et al., 2011) y los valores p ajustados de Benjamini-Hochberg o el valor Q
(Benjamini y Hochberg, 1995). Los valores de G” superiores al umbral de significancia
sugieren la presencia de QTL asociado al caracter de interés. Los pasos del analisis
principal se realizaron utilizando la funcion “runGprimeanalysis”. Se consideré una ventana
deslizante de 2 Mb. El valor de FDR se definié considerando un valor Q umbral de 0,05 y
0,01 para determinar aquellos sitios que se desviaron significativamente de la distribucion
nula de G". Los resultados se representaron graficamente con la funcién plotQTLStat, y se
exportaron como archivos CSV.

Caracterizaciéon molecular para confirmar los QTL detectados en poblaciones
segregantes completas

Extraccion y cuantificaciéon de ADN

Se llevo a cabo la extraccién de ADN gendmico de las plantas F, VXOB (campafia n°
2) y F» YSxH (campafia n° 4). Se sigui6 la metodologia descrita por Fulton et al. (1995), con
modificaciones menores. Este protocolo, incluyd la maceracion del tejido vegetal joven, una
extraccion del ADN y desnaturalizacion de proteinas con CTAB empleando altas
concentraciones de sales, extraccidon con cloroformo:isoamyl alcohol, precipitacién con
isopropanol y centrifugacién, lavado con etanol y re-suspension en buffer TE. La
cuantificacion del ADN extraido se realizé por espectrofotometria con NanoDrop y la calidad
del ADN se corrobor6 en geles de agarosa. Finalmente, obtuvieron las diluciones de trabajo
con una concentracion de 40 ng/ul de ADN. El protocolo se detalla en la seccion Materiales
y Métodos del Capitulo Il.

Desarrollo de marcadores moleculares en funcién de datos de polimorfismos

Se desarrollaron marcadores tipo InDel para ambas poblaciones, segun las
consideraciones ya desarrolladas en el Capitulo Ill. Se utilizo la interfaz en linea Primer3,
version 0.4.0 (Untergasser et al., 2012).
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La poblacion F, VxOB se caracterizé con un total de 38 marcadores InDel
especificos disefiados a lo largo de las diferentes regiones de interés, para mapear QTL
asociados al grado de irregularidad.

Inicialmente se desarrollaron dos marcadores comprendiendo cada una de las cinco
regiones identificadas asociadas al caracter grado de irregularidad. Ya que se encontré una
region en el cromosoma 8 asociada a dicho caracter conservada en ambas poblaciones, se
desarrollaron marcadores en la region con el fin de construir un mapa de ligamiento y validar
dicho locus. Se disefiaron un total de 10 marcadores a lo largo de este cromosoma en la
poblacion F, VXOB. El cromosoma 6 se encontrd asociado al caracter tipo de carpelo, y se
genotipd previamente en el Capitulo Il con un total de 17 marcadores finales (ver Tabla I11-1
y seccion Resultados). Por otro lado, la poblacibn F, YSxH se caracteriz6 con 19
marcadores InDel disefiados, aproximadamente cada 5 Mb, cubriendo todo el cromosoma 8.
Algunos de estos marcadores también se usaron para el genotipado del cromosoma 8 en la
poblacion F, VxOB. Los detalles sobre los marcadores moleculares utilizados son resumidos
en la Tabla IV-1.
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Tabla IV-1: Secuencia de los cebadores forward y reverse de los marcadores moleculares

utilizados para mapas desarrollo de los mapas de ligamiento y analisis de QTL en las
poblaciones F, (VXOB) y F», (YSxH).

Cebador ID Secuencia Posicion fisica (pb)  Poblacion
PTZ-50F AGATGGCAACTTGTCAAAATCA SL4.0cr08: 625462 F,(YSxH)
PTZ-50R GCATTCCGGTGAATGACTTC
PTZ-51F CGGAGGAGCATGATTTGAAG SL4.0cr08: 958186 F,(VxOB)
PTZ-51R TTCAAAATTCGTGGAAGTCTCTT Fo(YSxH)
PTZ-52F TTGCAATGATTTTTGTGTTCG SL4.0cr08: 1715650 F,(YSxH)
PTZ-52R AAGCCAAAACACCTCCATTT
PTZ-53F ATGAGATGCAAACCGTTGAA SL4.0cr08: 5324354 F,(YSXH)
PTZ-53R GAGTAGCTGGTGCATCAAGG
PTZ-54F TTGAGGGGATACTTGGGTATTA  SL4.0cr08: 10355125 F,(YSXH)
PTZ-54R GCCAACTAGACTCATCGCCTA
PTZ-55F AGGAGATGGGGTAAGGCAAT SL4.0cr08: 14502721 F,(YSXH)
PTZ-55R TAGGCGACATTTGTGTTGGA
PTZ-56F AATCTAGCATGCCACAATAGTTCA SL4.0cr08: 19043487 F,(YSXH)
PTZ-56R TGTGTGCACCACATCTTTTG
PTZ-57F ATCGTCGCCTATTGCTTCTG SL4.0cr08: 23631355 F,(YSXH)
PTZ-57R AAATGTCCAGCCCAATTCAC
PTZ-58F CCTCATTTGCAAAGTCACCA SL4.0cr08: 30480984 F,(YSXH)
PTZ-58R AGCCACGAGCAGTTGAAAAC
PTZ-59F GGGGGAATGCTTTCTATTCG SL4.0cr08: 33183742 F,(YSXH)
PTZ-59R GGGGGTTCTTTTAGGTCGTG
PTZ-60F ATGATTTGTCCTTGCGGACT SL4.0cr08: 34622447 F,(YSXH)
PTZ-60R TGGAGAAGGTAGTTCCTCCTTG
PTZ-61F TCATCCTCGGTCTTTTTCACT SL4.0cr08: 40571168 F,(YSXH)
PTZ-61R CATGCCCTTGTTATGTCAGG
PTZ-62F CGTTGACTATTCAATCTCGATCA  SL4.0cr08: 45520125 F,(YSXH)
PTZ-62R AATTGGCAAGACCTTCTACTCTTC
PTZ-63F GCTGCTGTTCTGTCTGCAAT SL4.0cr08: 51752028 F,(YSxH)
PTZ-63R CCTGATCGAGGGAAAATCAA
PTZ-64F CTTCATGCTGACATGGGAAA SL4.0cr08: 53518397

Fo(YSxH)

PTZ-64R TTTGGCTAAATCCTTGGAAAA

Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador reverse, SL4.0: version del
genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de bases, Poblacidn: poblacién en la que se utilizé el
marcador.
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Tabla IV-1: Secuencia de los cebadores forward y reverse de los marcadores moleculares

utilizados para mapas desarrollo de los mapas de ligamiento y analisis de QTL en las
poblaciones F, (VxOB) y F, (YSxH) (continuacién).

Cebador ID Secuencia Posicion fisica (pb)  Poblacion
PTZ-65F TGTCTGATAATAAGGCAAAACAAAA SL4.0cr08: 53947369 F,(YSxH)
PTZ-65R GGATGAATGAAGAGGAACACG
PTZ-66F TGTACTCCGTGACTCAAGAATCC SL4.0cr08: 56013320 F,(YSxH)
PTZ-66R CAAGCAGAGACAGTTGATTATTCG
PTZ-67F TCGTTTTGCTGGTGAATGAA SL4.0cr08: 56031224 F,(YSxH)
PTZ-67R TTACGTGAGGGCCAAGTACC
PTZ-68F ATTGCAGTCCTGTCCACTCA SL4.0cr08: 60956246 F,(VxOB)
PTZ-68R AATATAAGTCCCGCCGCAAT Fo(YSxH)
PTZ-74F TGGGAGTTTGCAATATTCATC SL4.0cr08: 53434724 F,(VXOB)
PTZ-74R CCACCAAGCCAACGACTTTA
PTZ-81F GCTTGGGGATGAGAGCTATG SL4.0cr08: 900423 F,(VXOB)
PTZ-81R TTGCATCACACACATTGCAG
PTZ-82F CAATCATCGATCCGCATATTT SL4.0cr08: 2112571 F,(VXOB)
PTZ-82R GGTTTTGCTATGCTCATGGA
PTZ-83F TGACCTACGCAATGCATCTT SL4.0cr08: 2343711 F,(VXOB)
PTZ-83R CGCTGCCAAAATCTTTTAAATC
PTZ-84F TGCAGGGACTCGTAGACACA SL4.0cr08: 2845050 F,(VXOB)
PTZ-84R AATTACGCGGCTGTACCATC
PTZ-85F CTTTATCGTGGGCTTTCGAG SL4.0cr08: 15459676 F,(VXOB)
PTZ-85R GTTGGGAATAAGGGGGACAT
PTZ-86F AAATCCCCAACCATGAGTCC SL4.0cr08: 25730793 F,(VXOB)
PTZ-86R TGCGGTTCAACACTTTGTTT
PTZ-87F CGCCCCCTATATCCTCATCT SL4.0cr08: 36029676 F,(VXOB)
PTZ-87R TTGTGACATTTGCGCATAGC
PTZ-88F GGTGTGCGGACAGAAGAAAT SL4.0cr08: 52568663 F,(VXOB)
PTZ-88R CCAGTTTGTTTCAGGAGATGC
PTZ-89F TCATGCGGAGAAGAAGTTTG SL4.0cr08: 54113731 F,(VXOB)
PTZ-89R AGACTTCGTGTTGGTCTTGTGA
PTZ-90F TTTGCAAACTGTCACATGGAG SL4.0cr08: 56985681 F,(VXOB)
PTZ-90R TTCATGGAATTTTATGAGCTCTCT
PTZ-91F CGACTTGTCGCAGAGGTAAA SL4.0cr08: 62100192 F,(VXOB)
PTZ-91R TGATCCACATGAGGTTCCAC
PTZ-92F ACCTGGTGCGGGTAAGTTTT SL4.0cr04: 867375 F,(VXOB)
PTZ-92R AGGATTGGGCTCTAGGTGTG
PTZ-93F AATGAAGAGGGTTTGTAGTTGC SL4.0cr04: 973359

F2(VXOB)

PTZ-93R  AAGTGCACCCATATCAAGATGA

Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador reverse, SL4.0: version del
genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de bases, Poblacidn: poblacién en la que se utilizé el
marcador.
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Tabla IV-1: Secuencia de los cebadores forward y reverse de los marcadores moleculares
utilizados para mapas desarrollo de los mapas de ligamiento y analisis de QTL en las
poblaciones F, (VxOB) y F, (YSxH) (continuacién).

Cebador ID Secuencia Posicion fisica (pb) Poblacion
PTZ-94F TTCAACATGGAGGAGGAAGG SL4.0cr04: 2724489 F,(VXOB)
PTZ-94R GTGTGGCTAGCTCGTTGTCA 2
PTZ-95F TTACGACTGTTTGGCGTTCA SL4.0cr04: 57815022

F»(VXOB)

PTZ.95R  CCACATAATCAACGTCCCTCT
PTZ-96F GGGACGATGAATTCAAACTTGT  SL4.0cr04: 59995911

F.(VxOB)
PTZ-96R CTTGAGAGATTTACGCAAGTGA
PTZ-97F TGGGAAGCTCTCCGTAGTGA SL4.0cr04: 62529995
PTZ-97R TCATCAAGCAGCACAGATCC Fo(VXOB)
PTZ-98F CAACTCCGATCTATCTAACATTGC SL4.0cr09: 676632
PTZ-98R ACAAATCTCTGGCCCTTCAA Fo(VXOB)
PTZ-99F TGAAAGTAAGGCAAGACAAGGA  SL4.0cr09: 12780562 F,(VXOB)
PTZ-99R AAAGTAAGGCATGGCGACTC
PTZ-100F TCTTCGTTTGATTGCTCCAA SL4.0cr09: 44712089 F,(VXOB)
PTZ-100R GGTCCATTCTCGCTTGATGT
PTZ-101F CGGTCAACTTCACCCAAAGA SL4.0cr09: 65080420 F,(VXOB)
PTZ-101R GGTTGCTAATTGGCTTTCCA
PTZ-102F AGGCTTGATCCGAGGTAGGT SL4.0crll: 49773016 F,(VXOB)
PTZ-102R  AATCTCCTCCCACCGTTCTT
PTZ-103F GCTCGTGTACGAGAGATCGAA SL4.0crll: 53260607

F,(VxOB)

PTZ-103R  AAGCAAAACCTGTGGCAAAT

Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador reverse, SL4.0: version del
genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de bases, Poblacion: poblacién en la que se utiliz6 el
marcador.

La amplificacién de los marcadores moleculares se realizé mediante la metodologia
de PCR, siguiendo el mismo protocolo descripto previamente (ver seccion Materiales y
Métodos - Capitulo Ill), en todos los casos. La muestra para la reaccion incluyd ADN
gendémico molde, dNTPs, MgCl,, cebadores especificos, buffer Taqg y enzima de Taq
polimerasa. El protocolo de amplificacion, descripto previamente, consisti6 en
desnaturalizacion, gradiente térmico de amplificacion, amplificacion y elongacion. La
separacion de los fragmentos amplificados se realizé en geles de agarosa al 3 % plv
mediante tincion con SYBR™ Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU).

Construccién de un mapa de ligamiento

Debido a que se encontr6 un locus asociado a grado de irregularidad en el
cromosoma 8 en ambas poblaciones analizadas, se decidio llevar a cabo la construccion de
un mapa de ligamiento genético y la identificacion de QTL por mapeo de intervalo simple
(SIM, Simple Interval Method). La misma metodologia se aplicé para la validacion de la
region gendmica del cromosoma 6 en la poblacion F, VxOB.

Se utilizaron los datos obtenidos de la caracterizacién molecular de las plantas de
ambas poblaciones F, para llevar a cabo la construccion de los mapas de ligamiento. Para
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esta tarea se utilizé el paquete R/QTL (Broman et al., 2003). No se consideraron aquellas
plantas con datos faltantes para la mitad o mas del total de marcadores para el cromosoma.
Se eliminaron los marcadores con segregacion distorsionada o falta de datos superior al 10
%. Se definieron valores de puntuacién de LOD (Logarithm Of Odds o logaritmo de
probabilidades) y frecuencia de recombinacion (Rf) de al menos 5 y 0,35, respectivamente.
Se utilizaron las funciones “orderMarkers” y “ripple” a fin de establecer y verificar el orden de
los marcadores en los grupos de ligamiento y se calcul6 la distancia entre marcadores con la
funcion de Kosambi (1943).

Deteccion de QTL

La deteccion de QTL se llevé a cabo en base a datos genotipicos y fenotipicos de los
individuos que conformaban las poblaciones F,.

La deteccion de QTL mediante analisis de intervalos simple (SIM, Simple Interval
Mapping) (Lander y Botstein, 1989) se llevé a cabo para el cromosoma 8 en ambas
poblaciones segregantes y en el cromosoma 6 de la poblacion F, VxOB, utilizando el
paquete R/QTL (Broman et al.,, 2003). Se simularon datos genotipicos y marcadores
moleculares a una distancia gendémica maxima fija de dos centiMorgan (cM) utilizando la
funcién “sim.geno”. Esta simulacion se basé en los datos genotipicos de la poblacion F, y la
frecuencia de recombinacion entre los marcadores especificada en el mapa de ligamiento.
Se definié un valor de LOD correspondiente a una probabilidad asociada superior a 0,05,
siendo este el umbral inferior del nivel de significancia. Dicho valor se estimé realizando
1000 permutaciones con la funcion “scanone”. Los marcadores con segregacion
distorsionada no fueron considerados en el andlisis. Los picos significativos o QTL se
definieron con la funcion “define.peak” cuando el LOD fue superior a 3, lo que se
corresponde con un valor de probabilidad de error tipo | (o)) entre 0,01 y 0,05. El valor de R?
y la significacion se calcularon para todos los QTL con la funcion "calc.Rsq", mediante
ANOVA.

La asociacion entre los marcadores moleculares y los caracteres cuantitativos de
forma analizados se determind inicialmente mediante método de un solo punto (SPA, single
point analysis) (Tanksley, 1993) en todas las regiones gendmicas asociadas al grado de
irregularidad en la poblacion F, VXOB. Se aplicé la metodologia ANOVA unidireccional, en la
cual los diferentes marcadores fueron las fuentes de variacion. La lista de marcadores
analizados se detalla en la Tabla IV-1. Se verificaron los supuestos de independencia,
normalidad y homocedasticidad de los residuos para la prueba ANOVA. Se utiliz6 el entorno
de programacion libre R, version 3.6.3 (R Core Team, 2014) para realizar un analisis de
ligamiento de marcadores. Se definié una probabilidad menor a 0,01 para indicar diferencias
entre las medias de los caracteres. Segun Grandillo y Tanksley (1996) dicho valor
corresponderia a un LOD de 2,4. También se considerd, a nivel exploratorio, un valor de p
menor a 0,05. El valor de R? indicaria el porcentaje de variancia fenotipica total explicada
para el QTL estudiado por cada marcador (Liu, 1998).

Cuando se hall6 mas de una regidbn gendmica asociada al mismo caracter se
evaluaron las interacciones epistaticas, mediante un ANOVA de dos factores. Se eligio el
marcador molecular més significativo por regién. Los analisis estadisticos se realizaron con
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el entorno de programacion R, version 3.6.3 (R Core Team, 2014). Las interacciones
genéticas intralocus e interloci se evaluaron aplicando contrastes ortogonales siguiendo el

procedimiento detallado en Jana (1972) con el programa InfoStat, version 2017 (Di Rienzo et
al., 2001)
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Las plantas de la poblacion segregante F, VXOB presentaron en promedio frutos
grandes (x=73,89 gr), con alto niumero de léculo (X=6,59) y forma irregular (x=2,56). Por su
parte las plantas de la poblacién F, YSxH, se caracterizaron por presentar frutos grandes
(x=70,63), de alto numero de I6culos (x=4,27) y forma moderadamente irregular (x=1,62).

La informacién fenotipica y datos de heredabilidad obtenidos en ambas poblaciones
se resumen en la Tabla IV-2. Los valores de heredabilidad en sentido amplio (H?), fueron
altamente significativos para todos los caracteres analizados, en ambas poblaciones. Las
estimaciones de la heredabilidad en sentido amplio para cada variable mostraron un rango
de 0,05-0,67 en la poblacién F, “Voyage” x “Old Brooks” (Tabla 1V-2). EI nUmero de l6culos,
perimetro, area, ancho maximo, alto maximo y peso mostraron los mayores valores de
heredabilidad (0,50 < H? < 0,67). Por su parte, el grado de irregularidad y espesor de
pericarpio tuvieron valores intermedios (0,34 y 0,18, respectivamente), mientras que area de
pericarpio presenté un valor de 0,05. Un valor de H® cercano a cero sugiere una fuerte
componente ambiental para el caracter, mientras que valores cercanos a uno representan
una elevada influencia genética en la variacion fenotipica del caracter. Por otro lado, en la
poblacion F, YSxH, los valores de H? para todos los caracteres se encontraron dentro del
rango de 0,10-0,57. Asi, los caracteres perimetro, alto maximo, area, ancho maximo, peso y
espesor de pericarpio alcanzaron los mayores valores de heredabilidad (0,41 < H*< 0,57).
Los caracteres numero de loculos y grado de irregularidad presentaron valores intermedios
(0,28 y 0,26 respectivamente). Finalmente el caracter area de pericarpio presentd un valor
bajo, con una H*de 0,1.

93



Tabla IV-2: Media, desvié estandar, heredabilidad en sentido amplio (H?) y su correspondiente probabilidad en las dos poblaciones

segregantes analizadas (F,. “Voyage” x “Old Brooks” y F, “Yellow Stuffer” x “Heinz 1439”).

CAPITULO IV- RESULTADOS

F, “Voyage” x “Old Brooks”

F, “Yellow Stuffer’ x “Heinz 1439”

media * de H’+ee p-valor media * de H’+ee p-valor
Peso 73,89 + 33,94 0,50 + 0,03 <0,0001 70,63 + 2508 0,43 + 0,02 <0,0001
NUmero de I6culos 6,59 £ 2,75 0,67 = 0,03 <0,0001 427 + 1,025 0,28 + 0,02 <0,0001
Perimetro 19,68 + 3,69 0,62 + 0,03 <0,0001 1784 £+ 2,501 0,57 + 0,03 <0,0001
Area 26,04 + 8,33 0,60 = 0,03 <0,0001 2294 + 6,326 0,54 + 0,03 <0,0001
Ancho méaximo 572 + 0,97 0,59 = 0,03 <0,0001 539 + 0,734 053 £ 0,03 <0,0001
Alto méximo 574 + 0,95 0,58 + 0,03 <0,0001 531 + 0,726 0,56 * 0,03 <0,0001
Grado de irregularidad 2,56 £ 1,25 0,34 + 0,03 <0,0001 162 £+ 0,512 0,26 + 0,02 <0,0001
Area de pericarpio 0,41 = 0,11 0,05 £ 0,01 <0,0001 0,38 + 0,078 0,10 + 0,01 <0,0001
Espesor de pericarpio 0,97 £ 0,19 0,18 = 0,02 <0,0001 1,02 + 0,165 0,41 + 0,03 <0,0001

\
7.

9

de: desvio estandar. ee: error estandar. H: heredabilidad en sentido amplio o grado de determinacién génica. p-valor: significancia de la

prueba de ANOVA realizado para cada caracter.
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El analisis de correlaciones mostré6 que los caracteres perimetro y area de fruto
presentaron los valores de correlacion mas elevados en ambas poblaciones (Figura IV-4).
Las variables descriptoras de tamafio: peso, perimetro, area, alto y ancho méximos se
correlacionaron positivamente entre si, y con el espesor de pericarpio. EI nimero de léculos
mostrd una correlacion positiva y alta con el grado de irregularidad en la poblacién F, VxOB,
mientras que esta correlacion fue baja en la poblacion F, YSxH. Por su parte, ambos
caracteres se vincularon en forma directa con los caracteres de tamafio en ambas
poblaciones. Considerando el caracter area de pericarpio, la correlacion resulté no
significativa respecto al resto de variables, a excepcion del espesor de pericarpio y grado de
irregularidad que mostraron una relacion directa e inversa, respectivamente, con el area de
pericarpio en la poblacién F, YSxH.
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Figura IV-4.: Matriz de correlacion indicando la asociacion fenotipica entre los caracteres analizados. (a) Poblacion F, “Voyage” x “Old
Brooks”. (b) Poblacion F, “Yellow Stuffer” x “Heinz 1439”. Los colores de las celdas indican la magnitud de las correlaciones de rango de
Pearson (positivas 0 negativas) entre pares de caracteres. Las correlaciones fuertes positivas se resaltan en color rojo oscuro y los
colores mas claros indican relaciones mas débiles. Las cruces indican correlaciones no significativas al 5%.
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Caracterizacion fenotipica y genética de las seis generaciones basicas derivadas del
cruzamiento entre “Voyage” y “Old Brooks” para caracteres de forma de fruto en la
direccién medio-lateral

Los caracteres analizados se ajustaron a una distribucién normal, a excepcion de los
caracteres numero de léculos y grado de irregularidad. En la Tabla IV-3 y Figura V-5, se
observa que el cultivar “Old Brooks” presenté en promedio frutos de mayor tamafio, forma
menos achatada, menor cantidad de léculos y forma externa mas regular, respecto al
cultivar “Voyage”. El hibrido (F; VxOB), mostr6 valores intermedios entre ambos
progenitores para los caracteres de peso y tamafio, grado de irregularidad, y nimero de
I6culos. Por su parte es remarcable que la BC;.; derivada del cruzamiento entre el hibrido y
cultivar “Voyage”, presenté en promedio frutos marcadamente mas irregulares, con mayor
cantidad de l6culos y menor tamafo que la BC,., derivada del cruzamiento entre el hibrido y
cultivar “Old Brooks”.

e X ‘-
Voyage ‘ Old Brooks
V) hie (0B)
".‘

SR \.— F, VxOB J ﬁ{
" BC,4 BC,, re

(F4xV) (F,xOB)

F, VxOB

'Y X A KX R A A 4

"X X ENXENE BRE R

124

L

N N R «.:)— < XY ‘.; Q

Figura IV-5: Frutos representativos de los cultivares progenitores “Voyage” (V) y “Old
Brooks” (OB) y poblaciones derivadas de su cruzamiento, y esquema de obtencion de las
mismas. F; VXOB: hibrido; F, VXOB Vista de base de frutos representativos de la poblacion
F, VxOB, donde se observa la segregacion para el caracter tipo de carpelos y grado de
irregularidad BC,.1: retrocruza (F; x V), BC1.,: Vista de base de frutos representativos de la
retrocruza (F; x OB), donde se observa la segregacion para el caracter tipo de carpelos. La
linea blanca horizontal representa la escala de 1cm.
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)

Tabla IV-3: Valores medios y desvios para los caracteres de forma de fruto en las seis generaciones bésicas derivadas del cruzamiento

entre “Voyage” y “Old Brooks”

“Voyage” “Old Brooks” Fi F, BCi1 BCi

media + ee media + ee media + ee media + de media + de media + de
Peso 86,03 + 14,32 114,65 + 2580 86,24 + 1,04 81,84 + 28,29 7532 + 19,43 102,89 *+ 28,22
Numero de léculos 9,30 = 0,42 500 £ 0,76 6,00 £ 0,25 6,85 = 2,53 8,54 = 1,90 549 = 1,44
Diametro (D) 6,60 + 0,27 6,20 = 0,60 6,23 + 0,03 597 + 0,81 6,20 + 0,76 6,17 + 0,68
Altura (h) 487 + 0,42 532 £+ 0,27 4,40 = 0,01 4,32 = 0,48 4,33 + 0,50 4,72 + 0,41
indice de forma (h/D) 0,74 + 0,04 0,87 = 0,05 0,71 + 0,01 0,73 £ 0,06 0,70 + 0,05 0,77 + 0,04
Perimetro 24,65 = 2,07 20,64 + 1,95 21,16 + 0,37 20,12 £+ 299 21,65 = 3,37 20,42 + 2,17
Area 26,58 + 2,79 30,80 + 5,54 30,87 + 1,1 26,79 £ 598 2585 + 4,91 29,94 + 6,24
Ancho maximo 6,43 = 0,32 6,30 + 0,63 6,53 £+ 0,09 5,96 = 0,70 6,11 = 0,68 6,19 + 0,67
Alto maximo 593 = 0,37 6,06 £+ 0,53 6,09 + 0,18 5,70 = 0,65 5,62 = 0,54 6,03 = 0,63
Grado de irregularidad 7,00 £ 0,33 1,29 + 0,10 1,81 £ 0,07 2,36 + 1,61 422 + 2,14 1,38 + 0,41

ee: error estandar, de: desvio estandar. BC.;: retrocruza entre F; X V. BCy.,.: retrocruza entre F; x OB.
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El andlisis basado en las seis generaciones basicas del cruzamiento “Voyage” x “Old
Brooks”, arroj6 que los valores A, B y C de la prueba de escala no difirieron
significativamente de cero, lo que indica que el modelo aditivo-dominante explica
adecuadamente las diferencias entre las medias y podemos aceptar que los efectos
maternos o la interaccion génica, no estan involucrados en el control genético de los
caracteres analizados en este cruzamiento (Tabla 1V-4).

Se encontraron valores elevados de H? con valores aproximados de 96% para todos
los caracteres, indicando un alto componente genético y baja influencia del componente
ambiental en la variancia fenotipica. Debido al bajo nimero de individuos de las lineas
parentales e hibrido, los valores de varianzas y heredabilidad se calcularon a partir de los
datos de suma de cuadrados en relacién a los grados de libertad. De esta forma se logré
ponderar el valor de la varianza en funcion de la cantidad de individuos, sin embargo, esta
metodologia podria generar una sobreestimacion de los valores de H?, siendo estos valores
cercanos a 0,96 para todos los rasgos. La h? alcanzé valores altos, en un rango de valores
entre 0,72-0,95. Esto indica que, dependiendo del caracter, entre un 5y 28% de la variacion
observada se debe a un efecto ambiental o no heredable, y la mayor proporcién de la
variacién se debe a los efectos aditivos 0 de los genes en esta poblacién especifica. Es
destacable que el caracter grado de irregularidad presenté el valor mas alto de h? mientras
que el caracter area mostré el menor valor. Remarcablemente, esto resulté opuesto a lo
observado para la H* en la poblacién F, VxOB analizada en la campafia del afio 2 (Tabla IV-
2).
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Tabla 1V-4: ParAmetros A, B y C de la prueba de escala derivados de las relaciones entre los valores medios de P,, P, Fy, F;, BC11 Y
BC..,. Componentes de la variancia genética, heredabilidad en sentido amplio (H?) y heredabilidad en sentido estricto (h?).

A B C Ve Vs Va H® + ee h?
Peso 4,90 ns -21,63 ns -4579 ns 800,57 772,43 622,19 0,96 + 0,02 0,78
Numero de l6culos* 1,79 ns -0,01 ns 1,11 ns 0,12 0,11 0,11 0,96 + 0,02 0,92
Diametro -0,42 ns -0,08 ns -1,39 ns 0,65 0,63 0,53 0,96 + 0,02 0,82
Altura -0,28 ns -0,61 ns -1,73 ns 0,23 0,22 0,19 0,96 + 0,02 0,80
indice de forma -0,03 ns -0,04 ns -0,10 ns 0,00 0,00 0,00 0,96 + 0,02 0,93
Perimetro -2,51 ns -0,95 ns -7,14 ns 8,96 8,63 7,51 0,96 + 0,02 0,84
Area -1,78 ns -5,74 ns -11,98 ns 35,75 34,47 25,91 0,96 + 0,02 0,72
Ancho maximo -0,74 ns -0,45 ns -1,95 ns 0,48 0,47 0,36 0,96 + 0,02 0,75
Alto maximo -0,08 ns -0,77 ns -1,37 ns 0,42 0,41 0,33 0,96 + 0,02 0,77
Grado de irregularidad* -0,37 ns -0,33 ns -2, 47 ns 0,28 0,27 0,27 0,96 + 0,02 0,95

*: Caracteres transformados por logaritmo natural (para calculos de H” y h?). VF: variacién fenotipica, VG: variancia genética, VA: variancia aditiva, ee:
error estandar. ns: no significativo.
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Identificacion de QTL asociados al caracter grado de irregularidad mediante el
enfoque de QTL-seq

Secuenciacién y alineado de genomas

En la poblacion F, VXOB se obtuvieron por secuenciacion de genoma completo un
total de 142.183.992 y 144.912.334 lecturas apareadas con una longitud de 151 pb para los
grupos HLD y LLD, respectivamente. La mayoria de las lecturas se alinearon con el genoma
consenso de tomate (99,43% en HLD y 99,49% en LLD). La calidad promedio de mapeo fue
32,52y 32,40 en los grupos HLD y LLD respectivamente, lo que indica una precision mayor
a 99,90%. La profundidad de cobertura promedio luego del alineamiento fue igual a 26,52x
en el grupo HLD y 27,01x en los grupos LLD. Este calculo incluy6é la profundidad de
cobertura obtenida para el cromosoma 0, donde se ubican aquellas secuencias cuya
posicion en el genoma aun no ha sido resuelta, principalmente secuencias repetitivas.
Considerando solamente la profundidad de cobertura obtenida para los 12 cromosomas de
tomate, el promedio de cobertura descendié a 21,98x para HLD y 22,24x para LLD. La
profundidad de cobertura y su correspondiente desvio estandar para los 12 cromosomas de
tomate en cada grupo de ADN y el cromosoma 0, se representan en la Tabla suplementaria
S3y Figura suplementaria S2. Existen altos valores de desvios estandar respecto a la media
en todos los cromosomas (Tabla suplementaria S3). La mayor profundidad de cobertura se
alcanz6 en el cromosoma 9 en ambos grupos, mientras que los menores valores se
encontraron en los cromosomas 6 para HLD y 7 para LLD. El porcentaje de cobertura del
genoma considerando una profundidad de 4x fue 99,66% y 99,69% en los grupos HLD y
LLD, respectivamente.

El alineado a la versién SL4.0 del genoma de referencia de tomate (S. lycopersicum
cv Heinz 1706, liberacién 2019), llamada de variantes y comparacion genémica de los
grupos reveld un total de 217.058 SNP y 214.972 InDel considerando el cromosoma 0, o
bien 215.875 SNP y 211.747 InDel, distribuidos a lo largo de los 12 cromosomas que
componen el genoma de tomate. La distribucién de estos polimorfismos en los distintos
cromosomas se representa en la Tabla 1V-5. Se puede observar que la mayor cantidad de
SNP se detect6 en el cromosoma 4 y de InDel en el cromosoma 1. Por su parte, la menor
cantidad de SNP e InDel se detecté en el cromosoma 7. El nUmero de polimorfismos no se
correlacioné con la longitud del cromosoma.

Considerando la poblacién F, YSxH, por secuenciacion de genoma se obtuvieron
139.626.546 y 151.813.138 lecturas apareadas de 151 pb, de las cuales fue posible alinear
el 99,39% y 99,50%, con una calidad promedio (Q) de 31,55y 31,70 para los grupos HLD y
LLD, respectivamente. La profundidad de cobertura promedio obtenida luego del
alineamiento fue igual a 25,82x y 28,07x en los grupos HLD y LLD, incluyendo el
cromosoma 0, o bien 21,67x y 23,77x sin considerarlo. La profundidad de cobertura a lo
largo de todo el genoma y sus correspondientes valores desvio estandar, para cada uno de
los grupos, se representan en la Tabla suplementaria S3 y en forma grafica en la Figura
suplementaria S2. La mayor profundidad de cobertura se alcanzé en los cromosomas 12 y 2
en los grupos HLD y LLD, respectivamente; mientras que los cromosomas con menor
cobertura fueron el 5 y el 7, en cada grupo. El porcentaje de cobertura del genoma
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considerando una profundidad de 4x fue de 99,53% y 99,63% en los grupos HLD y LLD,
respectivamente.

Los cromosomas 2, 12 y 9 se destacan por presentar valores de desvios altos en los
grupos HLD y LLD de ambas poblaciones. Esto indica regiones con coberturas muy altas y
otras regiones con coberturas muy bajas, respecto de los valores medios.

Mediante alineamiento, llamada de variantes y la comparacion de los grupos fue
posible identificar un total de 235.935 SNP y 225.902 InDel distribuidos en todo el genoma,
incluyendo el cromosoma 0; o bien 234.153 SNP y 222.874 InDel en los 12 cromosomas de
tomate. En la Tabla IV-5. Se describe la cantidad de polimorfismos (SNP e InDel)
distribuidos en los distintos cromosomas del genoma. Se puede observar que la mayor
cantidad de SNP e InDel se alcanzaron en los cromosomas 11 y 1, respectivamente. Por el
contrario el menor valor de SNP se hallé en el cromosoma 6, y el cromosoma 7 presenté la
menor cantidad de InDel. La cantidad de polimorfismos no guardé relaciéon con la longitud
del cromosoma.
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Tabla IV-5: Cantidad de polimorfismos de tipo SNP e InDel identificados entre ambos grupos

respecto de la secuencia de referencia (versiones SL4.0) por cromosoma (Cr) en las
poblaciones F, VXOB y F, YSxH.

F, VxOB F, YSxH
Cromosoma SNP InDel Total SNP InDel Total
SL4.0cr01 18.051 31.369 49.420 21.176 32.957 54.133
SL4.0cr02 13.656 13.879 27.535 16.427 14.978 31.405
SL4.0cr03 20.704 15.118 35.822 15.803 13.617 29.420
SL4.0cr04 26.130 23.628 49.758 25.529 23.630 49.159
SL4.0cr05 20.644 26.986 47.630 18.571 25.926 44.497
SL4.0cr06 12.409 14.679 27.088 7.544 12.862 20.406
SL4.0cr07 11.438 11.362 22.800 11.715 11.888 23.603
SL4.0cr08 13.961 13.396 27.357 12.238 13.078 25.316
SL4.0cr09 15.389 15.215 30.604 17.141 16.032 33.173
SL4.0cr10 24.213 18.972 43.185 14.805 16.187 30.992
SL4.0cr11 24.292 14.709 39.001 53.952 26.414 80.366
SL4.0cr12 14.988 12.434 27.422 19.252 15.305 34.557
Total 215.875 211.747 427.622 234.153 222.874 457.027

F, VxOB: poblacion F, “Voyage” x “Old Brooks” (campana n® 2), F, YSxH: poblacién F, “Yellow
Stuffer” x “Heinz 1439” (campafia n° 4).

Identificacion de QTL asociados al caracter grado de irreqgularidad

La identificacion de regiones gendmicas asociadas al grado de irregularidad estuvo
basada en los datos de SNP identificados en todo el genoma de ambas poblaciones. Del
total de 215.875 SNP identificados en la poblacién F, VxOB se eliminaron 101.532 SNP que
presentaron frecuencia del alelo de referencia menor a 0,2 o mayor a 0,8 en ambos grupos,
6.959 SNP que tuvieron profundidad total de lectura de muestra de entre 20 y 75, 19 SNP
que presentaron una profundidad de lectura individual menor a 5 y 30.638 SNP con calidad
inferior a 99%. De este modo, se excluyeron del analisis un total de 139.148 polimorfismos y
se conservaron 76.727 SNP en total, lo que constituye un 35,54 % de la cantidad inicial. En
la poblacion F, YSxH la cantidad inicial de SNP fue 234.153 y se filtraron 11.6047 SNP con
frecuencia del alelo de referencia menor a 0,2 o mayor a 0,8 ambos grupos, 3.324 que
tuvieron profundidad total de lectura de muestra de entre 4 y 76 y 2.962 SNP que
presentaron una profundidad de lectura individual menor a 5 y 27.456 SNP con calidad
inferior a 99%. De esta forma se removieron un total de 149.789 polimorfismos y se
conservaron 84.364 SNP (36,03 %) para el analisis de QTL-seq. Si bien la cantidad de SNP
disponibles se redujo notoriamente, la aplicacion de filtros rigurosos permite incrementar la
confiabilidad de los resultados obtenidos. La Figura IV-6 representa la cantidad de SNP que
se conservaron en el andlisis, a lo largo de los 12 cromosomas de tomate. Se observa que
existen regiones con alta concentracion de variantes, indicando que la secuencia de los
grupos difiere ampliamente de la secuencia consenso de tomate, mientras que otras
regiones, donde el genoma de ambos progenitores es igual a la referencia, la cantidad de
SNP tiene valores cercanos a cero. Comparando la cantidad de SNP en ambas poblaciones
(Figura IV-6 a y b) se observa que a pesar de existir regiones con alta densidad de SNP
comunes entre ellas, la densidad de SNP no parece ser coincidente entre las poblaciones.
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Figura IV-6: Cantidad de SNP respecto al genoma de referencia, detectados por andlisis de grupos segregantes a lo largo de los 12

cromosomas de tomate. (a) Poblacion F, “Voyage” x “Old Brooks”. (b) Poblacion F, “Yellow Stuffer” x Heinz 1439. cant. SNP: cantidad de SNP
detectados. SL4.0cr: cromosoma. Ventana deslizante: 10 Mb
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De acuerdo con el enfoque G” se identificaron cinco regiones genémicas con valores
de G’ superiores a 5 en la poblacién F, VxOB, ubicadas en los cromosomas 4, 6, 8, 9y 11
(Figura IV-7a, Tabla IV-6). Nétese, que la region del cromosoma 9 fue la de mayor longitud,
abarcando casi todo el cromosoma, sin embargo dicha regién presentd el menor valor de G”.
La regién del cromosoma 4, fue la de menor longitud y menor nimero de SNP, y sin
embargo presenté el valor més alto de G”. Por su parte el pico mas significativo de G’, tuvo
lugar en el cromosoma 6.

En la poblacion F, YSxH, se identificaron cinco regiones genémicas asociadas con el
grado de irregularidad ubicadas en el cromosoma 8, segun el enfoque G” (Figura IV-7b,
Tabla IV-6). Remarcablemente, las regiones se mapearon en el area centromérica de este
cromosoma, por lo que existe la posibilidad de que algunos SNP representen falsos
positivos y dichas regiones formen parte del mismo locus. Mas de la mitad de los SNP (69,6
%) se detectaron en el ultimo locus, mientras que la primera region solo contuvo 3 SNP. El
valor maximo de G~ se alcanzé en el tercer locus, sin embargo el pico mas significativo fue
el del cuarto locus.

Es de destacar que se hall6 una regién en el cromosoma 8 asociada con el grado de
irregularidad en ambas poblaciones, indicando que dicho locus estaria conservado en el
germoplasma de tomate.
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Tabla IV-6: Descripcion regiones gendmicas asociadas a grado de irregularidad identificados por QTL-seq en los diferentes cromosomas
(versién del genoma SL 4.0). Se detalla longitud; nimero de SNP; valor, posicion y significado de A (indice-SNP) y G' maximos.

Inicio Fin Longitud pico A Pos. picoA  Max. Pos.

Poblacion Cromosoma iy by — (Mb) "SNP (indice-SNP) (indice-SNP)  G' max.G' V3
SL40ch04 011 406 395 583 0,44 1,10 932 011 0001
SL4.0cr06 3271 4725 1454 2515 0,39 428 782 4283 0,000

F,VxOB SL4.0cr08 1,16 5822 57,05 1652 0,27 5298 571 805 0,005
SL4.0cr09 2,62 6596 6334 2140 0,37 4490 714 4490 0,003
SL4.Ocrll 4793 5229 436 679 0,12 5146 798 52290 0,006
SL40cr08 846 907 0,61 3 0,27 8,46 602 846 0029
SL4.0cr08 1073 1494 421 27 0,26 1204 574 1494 0038

F,YSxH SL40cr08 2345 2074 629 49 0,34 2016 831 2495 0,020
SL4.0cr08 3499 4311 812 51 0,37 4000 701 3711 0018
SL4.0cr08 5113 5484 371 256 0,38 5208 720 5298 0016

Poblacion: Poblacion F, derivada de cruzamiento entre cultivares de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv “Voyage” x cv. “Old Brooks”
(F2 VxOB) y cv. “Yellow Stuffer” x cv. “Heinz 1439” (F, YSxH). Cromosoma: el cromosoma en el que se identificd una region asociada al
grado de irregularidad. Inicio: la posicion en megabases (Mb) del primer SNP que sobrepasé el umbral de FDR en ese cromosoma. Fin:
la posicidn final expresada en Mb. Longitud: extension de la region en Mb. nSNP: el nUmero de SNP en la regién. Pico A (indice-SNP): el
valor maximo de A (indice-SNP) suavizado por tricubo en la regién. Pos. pico A (indice-SNP): la posicién del maximo valor absoluto de A
(indice-SNP) suavizado por tricubo. Max. G": la puntuacion méaxima de G' en la region. Pos. max. G": la posicion gendmica del valor
maximo de G' en el QTL. Qvalor: valor promedio de p-valor ajustado en la region.
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Figura IV-7: Regiones gendmicas asociadas al grado de irregularidad a lo largo de los 12 cromosomas de tomate en las dos poblaciones F;
analizadas. (a) F, “Voyage” x “Old Brooks” (b) F, “Yellow Stuffer” x Heinz 1439. La linea discontinua indica el valor G' de 5. El umbral de la tasa
de descubrimiento falso (FDR) de Benjamini-Hochberg igual a 0,05 se indica con una linea roja y el umbral de 0,01 se indica en azul. SL4.0cr:

cromosoma. Ventana deslizante = 2Mb.
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Otro aspecto que brinda informacién de relevancia es la direccionalidad de los
valores de indice-SNP (Tabla 1V-6). En este sentido, un valor positivo denota que el
progenitor que contribuy6 a las discrepancias entre los grupos es aquel que presenta
el alelo alternativo; mientras que un valor negativo indicaria que los alelos provienen
del padre de genotipo como la referencia. En tomate el genoma de referencia se basa
en el cultivar “Heinz 1706”, que presenta frutos con forma externa regular. Teniendo
esto en consideracién, en nuestros datos podemos visualizar que en la poblacién F,
VXOB en la region del cromosoma 4, los alelos son aportados por el padre “Old
Brooks”, mientras que en el resto de los loci, los alelos provienen del padre “Voyage”.
Por su parte, en la poblacion F, YSxH el progenitor “Heinz 1439”, estaria aportando los
alelos que contribuyen a las diferencias en los tres primeros loci, mientras que en el
altimo locus los alelos provendrian del padre “Yellow Stuffer”.
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Caracterizacion molecular para confirmar los QTLs detectados en poblaciones
segregantes completas

Se genotiparon 28 marcadores moleculares en las cinco regiones gendémicas de
interés de la poblacién F, VxOB. De los 38 marcadores disefiados inicialmente, ocho
resultaron monomorficos entre los progenitores y en dos casos los fragmentos no pudieron
amplificarse. Todos los marcadores moleculares evaluados se ajustaron a la segregacion
esperada para un marcador codominante. En la Figura V-8 se muestra un ejemplo de un gel
de agarosa al 3% p/v, en el mismo es posible diferenciar el polimorfismo detectado en la
generacién F, por el marcador PTZ-12 luego de la amplificacién mediante PCR.

Alelo de V
Alelo de OB

../-‘:/: L 1T 1 23 A4 DL ‘l."-.--

Heterocigota

e
-: -~ < - .

ifelfe
-
':--.sg!._'.-—- -

Figura IV-8: Resultado de los marcadores moleculares del cromosoma 6, INDEL PTZ-18
(arriba) e INDEL PTZ-12 (abajo) en la poblacion F, “Voyage” x “Old Brooks”. Los
marcadores fueron multiplexados en la misma reaccion de PCR. Gel de agarosa 3%,
revelado con Syber Safe. V: S. lycopersicum cv. “Voyage”, OB: S. lycopersicum cv. “Old
Brooks”. pb: pares de bases.

En la poblacién F, YSxH, del total inicial de 19 marcadores, cuatro resultaron
monomorficos, dos pudieron amplificarse, en tres casos la diferencia entre bandas no pudo
resolverse adecuadamente en geles de agarosa y el resto resulté heterocigota. Siete
marcadores amplificaron fragmentos polimoérficos de acuerdo a lo esperado, y segregaron
como un marcador codominante.

Se avanzé utilizando los marcadores que amplificaron correctamente para la
construccién de un mapa de ligamiento y validacion de QTL.

Construcciéon del mapa de ligamiento

La construccion de un mapa de ligamiento se llevé a cabo en base a datos
genotipicos de 72 individuos en la poblacion F, VXOB y 120 individuos en la poblacion F,
YSxH.

Fue posible obtener un mapa de ligamiento genético del cromosoma 6 en la
poblacion F, VxOB. Se eliminaron los datos de cuatro individuos que presentaron datos
faltantes para dos o mas marcadores. Los 17 marcadores evaluados se agruparon en un
mismo grupo de ligamiento. El orden de los marcadores se correspondi6é con el orden fisico
en el cromosoma. La longitud total del mapa obtenido fue igual a 127,8 cM con una distancia
promedio de 7,5 cM entre los marcadores (Figura IV-9a) y una distancia méxima de 15,67
cM entre los marcadores PTZ-10 (32,25 Mb) y PTZ-27 (34,74 Mb).
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Figura IV-9: Validacion de QTL asociados al grado de irregularidad en el cromosoma 6 para la poblacion F, VxOB. (a) Mapa de
ligamiento del cromosoma 6 para el grado de irregularidad en F, VXOB. (b) Logaritmo de las puntuaciones de probabilidades (LOD) a lo
largo del cromosoma 6 en F, VxOB. cM: Centimorgan. MM: identificador del marcador molecular. Posicion fisica expresada en
megabases (Mb). La linea punteada sefiala el umbral de significancia. La linea discontinua indica la puntuacién LOD maxima (3,73) en la
posicion de 62 cM. (c) Box-plot del valor del grado de irregularidad en relacién al genotipo de los marcadores PTZ-11y PTZ-14- en la F;
VxOB. El punto azul mas grande indica el valor medio del grado de irregularidad y los puntos negros corresponden a los genotipos
imputados. Genotipo: -/- homocigoto mutante (alelos como padre irregular), -/+ heterocigoto, +/+ homocigoto de tipo silvestre (alelos
como padre regular). Las barras de error indican = 1 error estandar.
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En la poblacion F, VXOB también se mapearon 8 marcadores moleculares a lo largo
del cromosoma 8. EXxistio correlacion entre el orden genético y fisico de los marcadores
(Figura 1V-10a). La longitud del mapa fue de 97,56 cM, con una distancia promedio entre
marcadores de 12,19 cM y un espaciamiento maximo de 34,52 cM, en el extremo inicial del
cromosoma, entre los marcadores PTZ-51 (0,96 Mb) y PTZ-83 (2,34 Mb).

También fue posible obtener un mapa de ligamiento genético del cromosoma 8 en la
poblacion F, YSxH (Figura 1V-10d). Se elimind la informacién de dos individuos por
presentar datos faltantes en dos o mas marcadores. Se obtuvo un solo grupo de ligamiento
con los siete marcadores mapeados. El orden genético se correspondié el orden fisico de
los marcadores. La longitud total del mapa obtenido fue igual a 79,56 cM, con una distancia
promedio entre marcadores de 11,37 cM y un espaciamiento maximo de 28,7 cM, en la
region centromérica, entre los marcadores PTZ-52 (1,72 Mb) y PTZ-64 (53,52 Mb).
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Figura IV-10: Validacién de QTL asociados al grado de irregularidad en el cromosoma 8 para poblaciones F, VXOB y F, YSxH. (a) Mapa
de ligamiento del cromosoma 8 para el grado de irregularidad en F, VXOB. (b) Logaritmo de las puntuaciones de probabilidades (LOD) a
lo largo del cromosoma 8 en F, VXOB. cM: Centimorgan. MM: identificador del marcador molecular. Posicién fisica expresada en
megabases (Mb). La linea punteada sefala el umbral de significancia. La linea discontinua indica la puntuacién LOD méxima (2,2) en la
posicién de 0,69 cm. (c) Box-plot del valor del grado de irregularidad en relacion al genotipo del marcador PTZ-51 en F, VXOB. El punto
azul mas grande indica el valor medio del grado de irregularidad y los puntos negros corresponden a los genotipos imputados. Genotipo:
-/- homocigoto mutante (alelos como padre irregular), -/+ heterocigoto, +/+ homocigoto de tipo silvestre (alelos como padre regular). Las
barras de error indican + 1 error estandar. (d) Mapa de ligamiento del cromosoma 8 para el grado de irregularidad en F, YSxH. La region
significativamente asociada con el grado de irregularidad se destaca con sombreado azul. (e) Puntuaciones LOD a lo largo del
cromosoma 8 en F, YSxH. La linea punteada sefiala el umbral de significancia. La linea discontinua gris indica la puntuacion LOD
méaxima (5,71) en la posicion de 22 cm. (f) Box-plot del grado de irregularidad en relacion al genotipo en el marcador PTZ-52 y PTZ-64 en
la F, YSxH.
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Deteccion de QTL

Mapeo de QTLs por Método de Intervalos Simples (SIM)

La deteccion de QTL se llevé a cabo en base a datos genotipicos y fenotipicos de 72
y 120 individuos en las poblaciones F, VXOB y F, YSxH, respectivamente.

Se consideraron significativas aquellas regiones gendmicas con valores de LOD
superiores a un valor de 3, indicando la presencia de un QTL. Aplicando SIM fue posible
identificar un Unico QTL para el caracter grado de irregularidad externa en el cromosoma 6
de la poblacion F, VxOB. El locus se ubico entre los marcadores PTZ-11y PTZ-14 y alcanzo
un valor maximo de LOD igual a 3,73 en la posicion 62 cM. Dicho locus abarcé una region
de 12 cM, desde la posicién 60 cM hasta 72 cM. El marcador molecular mas cercano, PTZ-
12 (40,98 Mb), se localizé a los 66,6 cM. Este marcador present6 un valor de R* de 0,10
(pF= 0,009), lo que indica que dicho marcador explica el 10% de la variacion fenotipica
presente para el caracter grado de irregularidad en la poblacion analizada (Figura 1V-9b).
Por su parte tanto el marcador PTZ-11 como PTZ-14 mostraron una accién génica del tipo
de dominancia, donde los alelos “Voyage” aumentaron el grado de irregularidad en forma
recesiva (Figura 9c).

Considerando el enfoque SIM en el cromosoma 8 de la poblacion F, VOB, el
marcador PTZ-51 (0,96 Mb) alcanzé un valor maximo de LOD igual a 2,2 para el grado de
irregularidad externa (Figura 1V-10b). El valor LOD fue significativo al 5 % pero por debajo
del umbral de significacion definido. Por lo tanto, el QTL en el cromosoma 8 no se validé en
esta poblacién. Los valores del grado de irregularidad para los alelos del marcador PTZ-51
(Figura IV-10c) mostraron el efecto contrario al fenotipo esperado segun la morfologia del
fruto parental.

Solo un QTL se asoci6 significativamente con el grado de irregularidad externa en la
poblacion F, YSxH, considerando un enfoque de SIM (Figura IV-10e). Este presenté un valor
maximo de LOD igual a 5,71 en la posicién 22 cM. El intervalo de significancia de este locus
present6 una longitud de 24 cM, desde 10 cM hasta 34 cM. Sin embargo, el QTL se ubicé en
la regién centromérica del cromosoma, entre los marcadores moleculares PTZ-52 (1,72 Mb)
y PTZ-64 (53,52 Mb). El locus explicé el 17% de la variacion fenotipica observada para el
grado de irregularidad en esta poblacion. Ademas, ambos marcadores ligados
significativamente mostraron una accion génica aditiva, donde los alelos “Yellow Stuffer”
aumentaron el grado de irregularidad en forma recesiva (Figura IV-10f).

Andlisis de marcador Unico (SPA)

Se caracterizaron un total de ocho marcadores para el SPA en la poblacion F, VxOB,
dos para cada una de las cuatro regiones de interés (cromosomas 4, 6, 9 y 11) y dos
marcadores a lo largo del cromosoma 8 en la poblaciéon F, YSxH (Tabla IV-1 y Tabla I1V-7).
Se excluy6 del andlisis la region del cromosoma 8 en la poblacion F, VxOB, debido a que no
fue validada por SIM. El marcador PTZ-102 resulté monomorfico y no se consider6 en la
evaluacion. Tres QTL con efecto mayor (%R? igual o superior al 15%) ubicados en los
cromosomas 6 (PTZ-12 y PTZ-17) y 11 (PTZ-103), fueron validados para el grado de
irregularidad en la poblacion F, VxOB (Tabla IV-7). Mediante el SIM se observé que ambos
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QTL del cromosoma 6 forman parte del mismo locus (en adelante llamado, 1d6). El locus del
cromosoma 11 (en adelante llamado, Id11) explicé el 46% de la varianza fenotipica
observada para el grado de irregularidad, mientras que el 1d6, representado por los
marcadores PTZ-12 y PTZ-17 explicaron el 23% y 15% de la varianza, respectivamente.

Los locus 1d6 y Id11, estuvieron también asociados al caracter nimero de loculos, y
[d11 a su vez se asociO significativamente con los caracteres de tamafio de fruto, peso
perimetro y area.

Por otro lado, en la poblacion F, YSxH los marcadores PTZ-51 y PTZ-65 se
asociaron significativamente al grado de irregularidad. Dichos marcadores explicaron el 9%
(PTZ-51) y el 17% (PTZ-65) de la varianza fenotipica presente para este caracter.
Previamente se determiné por SIM que ambos marcadores forman parte del mismo locus
(en adelante llamado, 1d8). El marcador PTZ-51, también se asoci6 al caracter nimero de
I6culos (p-valor = 0,02), explicando el 8% de la varianza fenotipica total.

La epistasis o interaccion entre |1d6 y Id11 fue significativa (p<0,05) para el caracter
grado de irregularidad. Se considerd sélo el PTZ-12 en el analisis, debido a que fue el
marcador mas significativo de la region. Juntos, ambos marcadores explicaron el 61% de la
variabilidad fenotipica del grado de irregularidad. Esto indica que ambos loci tienen un efecto
sinérgico sobre el grado de irregularidad del fruto, donde la presencia de alelos “Voyage”
conduce a un aumento de la irregularidad (Figura IV-11). Debido a la mayor significancia de
Id11 con respecto a |d6, el cambio de un alelo “Old Brooks” por un alelo “Voyage” en |d6 no
generé un gran cambio en el valor medio de ese rasgo, y solo individuos con el alelo
“Voyage” en ambos loci (Id6™: 1d11”") mostraron diferencias significativas (Figura IV-11b). Se
detectaron interacciones intralocus dominantes tanto para Id6 (valor de p = 0,05) como para
Id11 (valor de p = 0,04), y se encontré un efecto aditivo altamente significativo solo para Id11
(valor de p <0,0001). Aungque no se detectd una interaccion interloci significativa aplicando
contraste ortogonal, el valor F de interaccion aditivo por aditivo fue 2,80 (p = 0,09). Estos
resultados respaldan que el QTL detectado en el cromosoma 11 tiene un efecto mas fuerte
sobre el caracter, mientras que el QTL en el cromosoma 6 actlla como un modificador con
un efecto leve.

No se encontraron interacciones significativas entre 1d6 y Id11 para el caracter
numero de l6culos, indicando que estas regiones estan asociadas al mismo rasgo pero
actian independientemente.
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Tabla IV-7: Validacion de QTL por andlisis de marcador Unico (SPA) para rasgos de forma de fruto en F, VXOB y F, YSxH

oo g eeso  Mieed  pemen  Awa et Speode ool

F pvalor F pvalor F pvalor F pvalor F pvalor F pvalor F pvalor
PTZ-93 4 0,97 0,58 0,56 0,85 0,43 0,19 0,83 0,23 0,80 028 0,76 092 040 1,07 0,35
PTZ-97 4 6253 0,30 0,74 0,14 0,87 0,82 0,45 0,94 0,40 097 039 274 007 033 0,72
PTZ-12 6 40,98 1,30 0,28 4,24 0,02 0,92 0,40 0,44 0,65 005 095 139 025 1088 (0001
1 pr1z-17 6 0,96 1,75 0,18 1,94 0,15 2,30 0,11 1,14 0,32 0,78 0,46 0,15 0,86 6,35 0,0029
PTZ-99 9 12,78 1,37 0,26 0,07 0,94 1,84 0,17 2,02 0,14 098 038 194 015 0,37 0,69
PTZ-101 9 65,08 1,16 0,32 0,62 0,54 0,72 0,49 0,80 0,45 043 065 227 011 0,27 0,77

PTZ-103 11 53,26 13,62 <0,0001 139,32 <0,0001 18,15 <0,0001 11,65 <0,0001 255 0,09 016 0,85 30,39 <0,0001

PTZ-51 8 172 o084 048 3,45 002 060 062 069 056 1,89 0,14 048 0,69 3,77 0,0126

PTZ-65 8 5352 020 0,89 0,97 0,41 031 082 030 083 093 043 084 048 815 0,0001

F,: poblacion 1 (F, VxOB) y 2 (F, YSxH), ID: identificador del marcador molecular, Chr: cromosoma, Posicién: Posicién fisica
correspondiente al genoma de referencia del tomate version SL4.0; El valor F y el valor p corresponden a la prueba ANOVA. Unidades:
peso (g), perimetro (cm), &rea (cm?).
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Figura IV-11: Efectos de la interaccion entre los loci 1d6 y |d11 sobre el grado de irregularidad y namero de l6culos en la poblaciéon F,
VxOB. (a) Imagenes de cortes e frutos en direccidbn medio-lateral representativas de las combinaciones de alelos de los loci Id6 y Id11. La
linea blanca horizontal representa la escala de 1 cm. (b) Grafico de interaccién fenotipo x genotipo para el grado de irregularidad
(izquierda) y numero de l6culos (derecha). Genotipos: -/- genotipo homocigoto mutante, -/+ genotipo heterocigoto, +/+ genotipo
homocigoto de tipo silvestre. Los puntos representan el valor medio del genotipo y las barras de error mostraron + 1 desviacion estandar.
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DISCUSION

En este capitulo, donde se analizaron las segregaciones fenotipicas para caracteres
cuantitativos de forma en poblaciones segregantes, todos los caracteres exhibieron
heredabilidad altamente significativa, con valores intermedios a altos, excepto el area de
pericarpio que presento valores bajos en ambas poblaciones. El caracter niamero de léculos
mostrd el mayor valor de heredabilidad en la poblacion F, VxOB, mientras que este valor
resulté intermedio en la poblacién F, YSxH. Por su parte, el grado de irregularidad mostr6
valores intermedios en ambas poblaciones, siendo mayor en F, VXOB. Las diferencias
observadas entre las poblaciones segregantes puede deberse una menor diferencia
fenotipica entre los cultivares progenitores de la poblacion F, YSxH para estos caracteres y
a la segregacion de menor cantidad de loci controlando el caracter. Previamente se ha
observado que existe una correlacion positiva entre las distancias fenotipicas parentales y
las estimaciones de la variacion genética dentro de las poblaciones segregantes, cuando los
efectos alélicos en los loci son consistentes dentro de un padre y distintos en el otro
progenitor (Hung et al., 2012). Sin embargo, considerando el andlisis de las seis
generaciones basicas derivadas del cruzamiento entre VxOB, el mayor valor de
heredabilidad en sentido estricto (h?) correspondié al caracter grado de irregularidad, lo que
indica que la mayor parte de la variacion fenotipica es explicada por el componente
genético, principalmente aditivo. Por su parte, este analisis arroj6é valores de heredabilidad
en sentido amplio (H?) ~96% para todos los rasgos analizados. Una sobreestimacion de
estos parametros puede deberse al reducido tamafio de las poblaciones, y a una elevada
proporcion de loci en estado heterocigoto (Cambiaso et al., 2019a). Por su parte, también se
observé una sobre estimacién de la variancias aditivas y de la dominancia en presencia de
epistasis, consistentemente con lo encontrado por Kearsey et al. (2003).

Los caracteres numero de l6culos y grado de irregularidad se correlacionaron
positivamente en ambas poblaciones segregantes, sin embargo la correlacién fenotipica
resultdé mayor en la poblacion F, VxOB. Los rasgos morfométricos de tamafio y el peso de
fruto, mostraron una correlacién significativa positiva principalmente con el caracter nimero
de I6culos y en menor medida con el grado de irregularidad. Estos resultados coinciden con
lo observado en Gonzalo et al. (2009). Notablemente, otro estudio mostré que los rasgos de
la seccion medio-lateral relacionados con el pericarpio, incluyendo el grado de irregularidad,
estuvieron claramente separados de los relacionados con la forma y tamafio de fruto
(Nankar et al., 2020), mientras que el numero de léculos se asocio positivamente al grado de
fasciacion y tamafio de fruto.

La calidad y coberturas obtenidas por secuenciacion resultaron similares en ambas
poblaciones y acorde a los estandares de calidad de tomate (Cambiaso et al., 2019b; Gao et
al., 2019; The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium, 2014). La cantidad de
polimorfismos encontrados entre ambos grupos respecto al genoma de referencia fueron
mucho menores que los valores encontrados en un trabajo similar realizado por Cambiaso et
al.(2019b) (1.081.626 SNP y 315.892 InDel). Esto podria explicarse ya que dicho estudio
abarca la comparacion del genoma de una especie cultivada y una especie silvestre
alineadas respecto a la secuencia de referencia, mientras que en el presente andlisis
constituye una comparacion de los extremos fenotipicos en una poblacion segregante
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derivada del cruzamiento de dos cultivares. Siendo esperable que las diferencias gendmicas
sean mayores entre especies mas distanciadas genéticamente. Sin embargo la cantidad de
polimorfismos detectados puede variar ampliamente de acuerdo a las metodologias
utilizadas y materiales analizados (Causse et al., 2013; Jung et al., 2016; Yang et al., 2014).

Debido a que el grado de irregularidad es un rasgo poco estudiado que influye en la
preferencia del consumidor, y la calidad del fruto, el trabajo se centré en esta caracteristica
para la identificacion de regiones gendmicas subyacentes. Se desarrollaron dos poblaciones
intraespecificas a partir de cruzamientos independientes entre cultivares de tomate con
valores contrastantes para la irregularidad de frutos y la misma composicion alélica para los
principales genes de forma: “Voyage” x “Old Brooks” (F, VxOB) y “Yellow Stuffer” x “Heinz
1439” (F, YSxH). Mediante un enfoque de QTL-seq, se identificé un locus en cromosoma 8
(Id8) que se asoci6é con el grado de irregularidad en ambas poblaciones. Esta region fue
validada en la poblacion F, YSxH mediante analisis de intervalos simples, donde 1d8 actué
como un QTL mayor para el grado de irregularidad, explicando ~17% de la variabilidad total.
Este resultado es consistente con los publicados por van der Knaap y Tanksley (2003),
guienes encontraron dos QTL en la parte superior del cromosoma 8 vinculados a la
irregularidad de fruto, y postularon que uno de estos QTL es fs8.1 que posee acciones
pleiotrépicas. Sin embargo, |d8 constituye un nuevo QTL, ya que ambos progenitores portan
los alelos de tipo salvaje en fs8.1, por lo que el locus no segrega en esta poblacién (van der
Knaap, comunicacion personal). Por otro lado, ningin marcador en el cromosoma 8 se
asocid significativamente con el grado de irregularidad en la poblacion F, VxOB. Sélo el
marcador PTZ-51 alcanzé un valor de LOD significativo al 5%, pero no superé el umbral de
significancia definido, y el aumento en el grado de irregularidad controlado por PTZ-51 fue
atribuible al alelo de “Heinz 1439”, lo que sugiere la presencia de genes que actllan como
reguladores negativos en la regiéon. En conjunto, estos resultados indican que diferentes
alelos estuvieron presentes en ambas poblaciones para los loci que controlan el caracter.

Se encontraron dos QTL adicionales en los cromosomas 6 y 11 con un efecto
significativo para el grado de irregularidad en la poblacién F, VXOB mediante QTL-seq, y se
validaron por analisis de punto Unico. Los loci Id6 (PTZ-12) y Id11 (PTZ-103) mostraron
epistasis y juntos explicaron mas del 60% de la variacion fenotipica. Se han encontrado
interacciones epistaticas significativas entre los rasgos de forma en muchos estudios
previos. Entre ellos, es posible nombrar la interaccién epistatica entre SUN, OVATE y FS8.1
(Wu et al., 2015), LC y FAS (Muiios et al., 2011; Tanksley, 2004) o fs2.1 y fs8.1 (Green et
al., 2016). En contraste con esto, considerando los resultados del analisis de contrastes
ortogonales y del test de escala, indican que los efectos maternos o la interacciéon génica no
estarian involucrados en el control genético del caracter grado de irregularidad en la
poblacién analizada. Sin embargo, tampoco es correcto decir que tales factores no existen,
sino que probablemente debido a un tamafio reducido del experimento no se evidencian
dichos efectos. Esto crea un dilema ya que un experimento muy pequefio invariablemente
no detectard ninguna desviacion de un modelo linear, mientras que un experimento muy
grande puede ser demasiado sensible y detectar todo tipo de desviaciones (Kearsey y
Pooni, 1996). Debido a que en genética estadistica la epistasis es un subproducto del
modelo aditivo, su efecto rara vez es significativo, excepto cuando se utilizan disefios
especificos (Kearsey et al. 2003). El locus Id11 exhibi6 mayor efecto que 1d6, y solo los
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individuos con los alelos “Voyage” en ambos loci (Id67:1d11") presentaron diferencias
significativas. El término epistasis se ha utilizado para describir el efecto de
enmascaramiento de un alelo en un locus sobre un alelo en otro locus (Bateson, 1909). Asi,
estos resultados y antecedentes sugieren que los determinantes genéticos del grado de
irregularidad estan presentes en la parte inferior del cromosoma 11, y el efecto mas fuerte
de Id11 podria estar enmascarando el efecto 1d6, lo que explica que no se encontraron
interacciones interloci significativas mediante el contraste ortogonal y test de escala.

El efecto de FAS se debe a una pérdida parcial de la funciébn causada por una
inversion que interrumpe el promotor del tomate CLV3 (SICLV3) (Huang y van der Knaap,
2011; Xu et al., 2015), lo que resulta en un aumento del numero de léculos vy, por lo tanto,
del tamafo del fruto. FAS mapea cerca de Id11, que estaba ubicado en la posicion 53.3 Mb.
Aqui se demuestra que el numero de léculos y el grado de irregularidad son rasgos
correlacionados, lo que podria sugerir un efecto pleiotrépico del alelo Id11 en ambos rasgos.
Esto concuerda con las publicaciones que describen que el gen FAS aumenta el nimero de
l6culos y la forma fasciada (Chu et al., 2019). Un estudio mas reciente demostré que la
edicion del genoma del elemento regulador cis de SICLV3 por CRISPR/Cas9 cre6 nuevos
alelos que mostraban una variaciéon continua para el nimero de I6culos en frutos de tomate
(Rodriguez-Leal et al., 2017). En base a estas consideraciones, se postula que Id11 es un
nuevo alelo del gen FAS o un QTL estrechamente ligado. Sin embargo, todos estos estudios
se centran principalmente en el numero de I6culos, la ramificacion de las inflorescencias y el
tamafio del fruto, por lo que la caracterizacion de su impacto en el grado de irregularidad
constituye una perspectiva novedosa. Ademas, el gen CELL SIZE REGULATOR (CSR,
Solyc11g071940), que subyace en el locus fw1l.3, se mapeé finamente en esta regioén y se
demostr6é que genera un aumento del peso del fruto a través de la ampliacion de las areas
del pericarpio al aumentar el tamafio de la célula (Mu et al., 2017). Sin embargo, no hay
evidencia de que este gen afecte la forma del fruto (Roohanitaziani et al., 2020).

Se han mapeado dos QTL menores en la region centromérica del cromosoma 6, uno
para la forma alargada del fruto y el otro para el tamafio del fruto (van der Knaap y Tanksley,
2003). Sin embargo, no se sabe que estas regiones tengan efectos importantes sobre el
grado de irregularidad o la forma del fruto en la direccion medio-lateral. Otro estudio
identific6 un QTL menor para el numero de I6culos en la base del cromosoma 6 en una
poblacion, y se postulé como un modificador de la mutacién FAS (llla-Berenguer et al.,
2015). A pesar de este QTL mapea cerca de Id6, en el presente trabajo no se encontraron
interacciones significativas entre los loci de los cromosomas 6 y 11 para el carédcter,
indicando que no existen relaciones epistaticas entre ellos y que distintas regiones estarian
controlando los caracteres grado de irregularidad y numero de loculos. Experimentos
adicionales seran necesarios para confirmar el efecto de I1d11 y Id6.

La precision de la identificacion de los QTL depende en gran medida del tamafio de
la poblacion, y elegir un tamafio de poblacién es un compromiso entre lo tedricamente
deseable y lo factible en la practica. El tamafio de la poblacién dependeréa del tipo de
herencia del rasgo, antecedentes genéticos, tipo de poblacion de mapeo, enfoque de mapeo
de QTL, etc. En tomate, algunos QTL con efectos importantes se mapearon en poblaciones
pequefias y para la mayoria de ellos el gen que controla el rasgo se identific6 mediante
clonacién posicional (Adhikari et al., 2020; Celik et al., 2017; Liu et al., 2002; Rodriguez et
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al., 2013; The Tomato Genome Consortium, 2012; E. van der Knaap et al., 2004). En vista
de los resultados previos, y dado que era esperable que el grado de irregularidad estuviese
controlado por uno o pocos QTL, un tamafio poblacional de ~100 individuos result6 valido
para el para el mapeo de QTL en las poblaciones analizadas.

Otra restriccion para la deteccion de QTL ocurre cuando un alelo es recesivo. En
este trabajo se demostré que los alelos de forma regular son dominantes sobre los alelos de
forma irregular, por lo que individuos heterocigotos han sido incluidos durante la
conformacién de los grupos de ADN de forma regular. En este estudio, los alelos de “Heinz
1439” en 1d8 (Figura 1V-10) y los alelos de Old Brooks en 1d6 y Id11 (Figura IV-9 y Figura IV-
11) son dominantes sobre los alelos de “Yellow Stuffer’ y “Voyage”, respectivamente. Por lo
tanto, la frecuencia alélica en el grupo de baja irregularidad fue menor que el promedio, y la
diferencia entre las frecuencias de las variantes alélicas en los dos grupos se redujo.
Aunque esto podria disminuir la viabilidad de detectar variantes subyacentes al grado de
irregularidad (Garcia et al., 2016), el efecto importante de estos QTL pudo resolver esta
restriccion.

Es remarcable que por medio de un enfoque de QTL-seq se identifico una regién del
cromosoma 6 asociado también al caracter tipo de carpelos en la poblacion F, “Voyage” x
“Old Brooks”. Sin embargo, no se encontro efecto significativo del cromosoma 11 sobre este
caracter. Mediante un andlisis molecular y prueba de asociacion Chi-Cuadrado, Yy
considerando el caracter tipo de carpelos (fusionado/no fusionado) como un marcador
fenotipico dominante, el locus Id6 exhibié el mayor valor de significancia, indicando que los
determinantes genéticos de este caracter se encuentran en la base del cromosoma 6. Esto
resulta contrario a otro trabajo que indica que un alelo mutante de FAS esta controlado la
presencia de carpelos no fusionados. Mas estudios seran necesarios para determinar si los
fenotipos carpelos no fusionados y mayor grado de irregularidad son causados por
mutaciones en el mismo gen o en dos genes estrechamente ligados.

Finalmente, es destacable que el locus |d6, que controla el grado de irregularidad, se
encontrd asociado también al caracter tipo de carpelo (caracter cualitativo desarrollado en el
Capitulo 1ll), donde el genotipo homocigota mutante (o “Voyage”) determiné carpelos no
fusionados y mayor valor de irregularidad. En un trabajo previo, realizado sobre la poblacién
F, VxOB, se encontr6 una elevada correspondencia entre los caracteres grado de
irregularidad y tipo de carpelos, por lo que ambos caracteres podrian estar controlados por
el mismo gen o genes estrechamente relacionados (Vazquez, 2019). Esto podria indicar que
dicho locus presenta un efecto pleiotrépico sobre ambos caracteres.
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Se observo heredabilidad en sentido amplio significativa y elevada o moderada para
todos los caracteres morfolégicos analizados en la direccion medio-lateral, a
excepcion del caracter area de pericarpio. Mediante el andlisis de las seis
generaciones basicas derivadas del cruzamiento entre “Voyage” x “Old Brooks” se
determiné que el modelo aditivo-dominante explica adecuadamente las diferencias
entre las medias. Por otro lado, los valores de heredabilidad en sentido estricto
resultaron significativos, y moderados a altos, en todos los caracteres analizados.

Se identificaron tres nuevos QTL para el grado de irregularidad localizados en los
cromosomas 6, 8 y 11 (Id6, 1d8 y Id11, respectivamente). Todos los QTL maostraron
un efecto importante sobre el grado de irregularidad, pero diferentes QTL estuvieron
presentes en las distintas poblaciones analizadas.

Los loci Id6 y Id11l resultaron epistaticos de acuerdo al andlisis de ANOVA
bidireccional. El locus Id11 presentd un efecto significativo mayor sobre el grado de
irregularidad, mientras que Id6 parece actuar como un modificador sobre el caracter.
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CONSIDERACIONES FINALES

El estudio y caracterizacion de la diversidad para caracteres de morfologia de fruto
en el plano medio-lateral en el germoplasma de tomate reveld que la gran variabilidad
presente para estos rasgos se debe a la componente genética, demostrando que la
manipulacién de las condiciones ambientales del cultivo tendra baja influencia en el fenotipo
y la relevancia del mejoramiento genético sobre estos caracteres. Numerosos antecedentes
exponen que la gran variabilidad existente para la forma de fruto en tomate es explicada por
el efecto de unos pocos genes. Sin embargo, dichos trabajos se han enfocado en el estudio
de la morfologia de fruto en la direccion proximal-distal, y el efecto de estos genes en la
direccion medio-lateral continla siendo poco claro. En este trabajo, se evidencié la
presencia de materiales genéticos con la misma constitucion génica pero morfologia de fruto
discrepante. Se observé que la constitucién alélica para los genes LC y FAS en el
germoplasma de tomate se correlacioné principalmente con los caracteres de tamafio de
fruto y nimero de l6culos y en menor nivel con el grado de irregularidad, lo que sugiere la
presencia de genes no conocidos en la determinacion de este rasgo.

Se seleccionaron cuatro cultivares de tomate llamados: “Voyage”, “Old Brooks”,
“Yellow Stuffer” y “Heinz 1439”, y se dirigieron dos cruzamientos intraespecificos,
segregantes para caracteres de morfologia de frutos donde el efecto de los alelos conocidos
de forma se encontrd fijo. El caracter grado de irregularidad exhibié el mayor valor de
heredabilidad entre los materiales, lo que indica que uno o pocos genes con efecto mayor
controlarian este rasgo. Por otro lado el cultivar “Voyage” mostré flores con gineceo
apocarpico y numerosos 6rganos en sus verticilos, y frutos multi-loculares, de forma
fasciada y carpelos no fusionados o compuestos. Se observd un tipo de herencia
monogénica o digénica para el tipo de carpelo en las distintas campafas agricolas
analizadas. Si bien el tipo de herencia no resulté consistente, el fenotipo no fusionado
resultdé recesivo en todos los casos. Se encontrd6 una elevada correspondencia entre los
caracteres grado de irregularidad y tipo de carpelos, por lo que ambos caracteres podrian
estar controlados por el mismo gen o genes estrechamente relacionados.

Mediante el enfoque de QTL-seq en las poblaciones F, “Voyage” x “Old Brooks” y F,
“Yellow Stuffer” x “Heinz 1439”, se identificaron y mapearon tres nuevos QTL asociados al
grado de irregularidad, en los cromosomas 6, 8 y 11 (Id6, I1d8 y Id11, respectivamente).
Todos los QTL mostraron un efecto importante dicho rasgo, pero diferentes loci estuvieron
segregando en las poblaciones analizadas. Asi, 1d8 estuvo presente en la poblacion F,
YSxH donde explicé mas del 17% de la variabilidad presente para el grado de irregularidad.
Por otro lado Id6 y Id11 fueron mapeados en la poblacion F, VxOB, mostrando una
interaccion epistatica y juntos explicaron mas del 60% de la variabilidad para el grado de
irregularidad. A pesar de que la mutacion en el gen FAS determina un mayor nimero de
l6culos, frutos mas grandes, con forma achatada y fasciada e irregular, el efecto de este gen
se encuentra fijo en la poblacién F, VxXOB. Los reportes y comparaciones con otros estudios
indicarian que tampoco se trataria del gen CSR. De este modo, los resultados informados
en este trabajo de tesis constituyen un hallazgo novedoso. Otros trabajos mapearon QTL
menores en la region centromérica del cromosoma 6 asociados a forma alargada del fruto,
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tamafio del fruto y nimero de I6culos. Este ultimo postulé que dicha regién actuaria como un
modificador de la mutacién FAS. A pesar de esto, no se ha demostrado que este locus
tengan efectos importantes sobre el grado de irregularidad o la forma de la fruto en la
direccién medio-lateral. En base a estas consideraciones, y dado que el locus Id11 present6
un efecto mas fuerte sobre el caracter grado de irregularidad, se postula que Id11 constituye
un nuevo alelo del gen FAS o un QTL estrechamente ligado, mientras que |d6 parece actuar
como un modificador sobre el caracter.

Es remarcable que por medio de un enfoque de QTL-seq se identificé una region del
cromosoma 6 asociado también al caracter tipo de carpelos en la poblacién F, “Voyage” x
“Old Brooks”. Sin embargo, no se encontré efecto significativo del cromosoma 11 sobre este
caracter. Por analisis molecular y considerando el caracter tipo de carpelos (fusionado/no
fusionado) como un marcador fenotipico dominante, el locus 1d6 exhibié el mayor valor de
significancia, indicando que los determinantes genéticos de este caracter se encuentran en
la base del cromosoma 6. Esto resulta contrario a otro trabajo que indica que un alelo
mutante de FAS esté controlado la presencia de carpelos no fusionados. Mas estudios son
necesarios para determinar si los fenotipos carpelos no fusionado y mayor grado de
irregularidad son causados por mutaciones en el mismo gen o en dos genes estrechamente
ligados.

En definitiva, este trabajo de tesis aporta nuevos conocimientos sobre las bases
genéticas de la forma de fruto en tomate en la direcciébn medio-lateral. Este estudio original
fue capaz de identificar y mapear las regiones genémicas que controlan los caracteres grado
de irregularidad y tipo de carpelos. Investigaciones adicionales sobre estos QTL,
especialmente en términos de la introgresién de QTL en un fondo genético de élite, pueden
ser Utiles para ayudar al mejoramiento dirigido a morfologia de fruto y obtener nuevos
cultivares con morfologias mas uniformes, o en forma opuesta frutos con formas atipicas
destinadas a nichos de mercado especiales.
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CONCLUSION FINAL

A partir de dos cruzamientos entre cultivares fenotipicamente discrepantes para la
morfologia del fruto en la direccion medio-lateral, cuyos genotipos parentales presentaban
idéntica constitucion génica para FAS y LC, fue posible identificar nuevas regiones
gendmicas que controlan caracteres de morfologia del fruto. En la poblacion F, “Voyage” x
“Old Brooks”, la base del cromosoma 6 se encontrd asociada al caracter tipo de carpelo de
herencia mono o digénica. Por otro lado, se identifico un QTL en el cromosoma 8 (Id8) con
efecto mayor sobre el caracter cuantitativo grado de irregularidad en la poblacion F, “Yellow
Stuffer” x “Heinz 1439”. Mientras que otros dos QTL subyacentes a este caracter se
encontraron en la poblacién F, “Voyage” x “Old Brooks” en los cromosomas 6 (Id6) y 11
(Id11), los cuales mostraron interaccién epistatica.
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ANEXO

ANEXO

Tabla suplementaria S1: Representatividad de subconjuntos para categorias de forma de
fruto, tamafio de fruto, clase de germoplasma y origen expresado como frecuencia absoluta
y porcentaje.

Clase Sub-clase Frecuencia
Heirloom 31 16,94%
Latinoamericana 9,84%
g Lineas 1
@ Regionales 17
Tg Cerasiforme 20 10,93%
qé) Silvestres 2 1,09%
g Regional espafiola 12 6,56%
g Regional italiana 71 38,80%
2 Contemporaneas 21 11,48%
O Otros 8 4,37%
Alargado 16 8,74%
o Redondo 19 10,38%
2 Elipsoide 42 22,95%
3 Achatado 40 21,86%
g Corazén de buey 2 1,09%
E Obovoide 30 16,39%
Acorazonado 15 8,20%
Rectangular 19 10,38%
% 2  Grande 24 13,11%
g = Mediano 114  62,30%
e o Pequeiio 45 24,59%
Latinoamérica 43 24,86%
Peru 29
Méjico 3
Brasil 1
,8 Guatemala 2
iﬁ; Ecuador 4
2 El salvador 2
> Honduras 1
S Panama 1
o EE.UU 17 9,83%
China 2 1,16%
Italia 87 50,29%
Espafa 12 6,94%
Francia 1 0,58%
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Tabla suplementaria S1: Representatividad de subconjuntos para categorias de forma de
fruto, tamafio de fruto, clase de germoplasma y origen expresado como frecuencia absoluta

y porcentaje (continuacion).

Clase Sub-clase Frecuencia

Alemania 2 1,16%

Canada 1 0,58%

Reino Unido 1 0,58%

c _8 Australia 1 0,58%

TR Polonia 1 0,58%

58  Tailandia 1 0,58%

o Rusia 4 2,31%
Desconocido 10
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ANEXO

Tabla suplementaria S2: Profundidad de cobertura promedio y desvio estdndar para cada cromosoma en los grupos de ADN
segregantes para el caracter tipo de carpelos, derivados de la poblacion F, VxXOB (campafia agricola n°2)

Grupo no fusionado Grupo fusionado

Bases Cobertura Desvio Bases Cobertura Desvio
Cromosoma  Largo (pb) ) , . B
mapeadas promedio estandar mapeadas promedio estandar
SL4.0ch00 9.643.250  2.641.627.715 273,94 729,19 2.254.951.895 233,84 570,00
SL4.0cr01  90.863.682  3.166.818.580 34,85 22,59 2.428.326.674 26,72 24,21
SL4.0cr02  53.473.368 1.801.048.810 33,68 35,41 1.360.275.776 25,44 42,19
SL4.0cr03  65.298.490 2.244.897.591 34,38 23,49 1.728.667.547 26,47 23,90
SL4.0cr04  64.459.972  2.180.060.837 33,82 13,70 1.660.266.598 25,76 13,68
SL4.0cr05  65.269.487  2.221.769.364 34,04 16,41 1.753.621.754 26,87 16,50
SL4.0cr0O6  47.258.699  1.577.802.525 33,39 11,65 1.189.680.350 25,17 12,49
SL4.0cr07  67.883.646  2.329.565.859 34,32 10,88 1.830.237.613 26,96 11,52
SL4.0cr08  63.995.357 2.252.505.819 35,20 18,41 1.770.284.998 27,66 20,03
SL4.0cr09  68.513.564 2.416.944.226 35,28 37,42 1.881.899.845 27,47 37,08
SL4.0crl0  64.792.705 2.241.913.484 34,60 20,02 1.757.413.490 27,12 17,87
SL4.0crll  54.379.777 1.862.591.891 34,25 16,61 1.458.219.203 26,82 15,77
SL4.0crl2  66.688.036 2.359.319.326 35,38 69,81 1.872.883.079 28,08 72,51
TOTAL 772.876.783 26.655.238.312 34,39 24,89 20.691.776.927 26,71 25,65

SL4.0cr: version del genoma de referencia, pb: pares de bases. El valor total no contabiliza el cromosoma cero.
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% 7.

Tabla suplementaria S3: Profundidad de cobertura promedio y desvio estdndar para cada cromosoma en los grupos de ADN
segregantes para el caracter grado de irregularidad, derivados de la poblacién F, VXOB (campafia agricola n°2) y F, YSxH.

F, VxOB HLD F, VxOB LLD F> YSxH HLD F> YSxH LLD
Cr Largo Bases Cobertura Bases Cobertu_ra Bases Cobertura Bases Cobertura DE

(Mb) mapeadas  promedio mapeadas promedio mapeadas  promedio mapeadas promedio
0 9,64 3.767.195.891 390.66 1.222,02 3.945.910.702 409,19 1.301,20 3.454.723.150 358,25 895,48 3.592.022.839 372,49 932,54
1 90,86 2.031.890.138 22,36 24,68 2.053.483.846 22,60 26,30 2.012.780.768 22,15 22,17 2.205.891.342 24,28 22,88
2 53,47 1.190.167.480 22,26 63,38 1.204.746.566 22,53 65,98 1.225.749.937 22,92 61,99 1.338.343.605 25,03 67,48
3 65,30 1.429.023.143 21,88 23,63 1.445.113.323 22,13 25,27 1.414557.331 21,66 18,73 1.554.443.037 23,81 19,73
4 64,46 1.392.403.023 21,60 20,90 1.413.360.002 21,93 23,68 1.368.235.339 21,23 14,54 1.503.213.970 23,32 14,40
5 65,27 1.400.587.318 21,46 21,77 1.417.258.067 21,71 24,06 1.379.492.375 21,14 19,39 1.517.567.332 23,25 21,07
6 47,26 1.013.473.186 21,45 18,60 1.025.874.271 21,71 20,75 1.012.031.848 21,41 17,83 1.112.764.841 23,55 18,13
7 67,88 1.457.750.186 21,47 16,19 1.471.186.689 21,67 17,86 1.435.330.824 21,14 12,29 1.575.097.029 23,20 12,35
8 64,00 1.417.619.697 22,15 23,79 1.429.820.512 22,34 25,73 1.402.897.505 21,92 19,24 1.537.387.945 24,02 20,04
9 68,51 1.535.930.285 22,42 47,67 1.560.039.939 22,77 52,10 1.473.694.137 21,51 37,51 1.613.237.366 23,55 39,33
10 64,79 1.430.772.840 22,08 41,93 1.449.434.266 22,37 45,83 1.404.322.726 21,67 23,60 1.538.689.840 23,75 22,76
11 54,38 1.205.741.008 22,17 36,27 1.223.640.363 22,50 40,60 1.164.306.115 21,41 25,54 1.276.252.149 23,47 25,20
12 66,69 1.479.177.584 22,18 49,44 1.497.253.427 22,45 52,21 1.455.824.788 21,83 43,10 1.596.871.817 23,95 48,31
TOTAL 772,88 16.984.535.888 21,96 32,34 17.191.211.271 22,23 35,02 16.749.223.693 21,67 26,33 18.369.760.273 23,76 27,64

Cr: cromosoma (version del genoma de tomate SL4.0), Largo: largo del cromosoma en megabases (Mb), DE: desvio estandar, HLD:
grupo de alto valor de grado de irregularidad, LLD: grupo de bajo valor de grado de irregularidad. El valor total no contabiliza el
cromosoma cero.
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Figura suplementaria S1: Profundidad de cobertura en funciéon de la posicion fisica en
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pares de base (pb) para los grupos fusionado (arriba) y no fusionado (abajo) en la poblacion

F> “Voyage” x “Old Brooks” respecto del genoma de referencia.
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Figura suplementaria S2: Profundidad de cobertura en funcién de la posicion fisica en pares de base (pb) para los grupos bajo grado de
irregularidad (LLD) y alto grado de irregularidad (HLD) en la poblacién F, “Voyage” x “Old Brooks” (a) y F, “Yellow Stuffer” x “Heinz
1439”(b), respecto del genoma de referencia.
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