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RESUMEN

La forma del fruto en tomate (Solanum lycopersicum L.) es un caracter de gran
relevancia econémica, bioldgica y evolutiva. La morfologia del fruto en la direc-
cibn medio-lateral esta controlada principalmente por los genes LC y FAS. El
cultivar “Voyage” presenta un fenotipo unico, con frutos apocarpicos. Estudios
previos sugirieron que los loci responsables del fenotipo "Voyage" se localizan
en la base de los cromosomas 6 (Id6) y 11 (Id11). El objetivo de este trabajo fue
caracterizar morfolégica y molecularmente poblaciones segregantes derivadas
del cruzamiento entre “Voyage” de S. lycopersicum y la isolinea LA1589 de

Solanum pimpinellifolium, que porta los alelos cultivados en los genes FAS y LC.
Las poblaciones segregantes desarrolladas incluyen la segunda generacion filial
(F2), autofecundacion de la retrocruza RC1 y RC2, que presentan diversas com-
binaciones alélicas para los determinantes del fruto apocarpico. Los valores de
heredabilidad en sentido amplio (H2) hallados variaron entre valores bajos y altos
segun la familia y el caracter analizado, siendo el mayor valor registrado en la
variable "altura". El caracter tipo de carpelo no segregd de forma mendeliana en
ninguna familia, aunque en las familias 23P4 y 23P6 se ajustod a lo esperado en
una generacion de RCz. En el analisis molecular, la interaccion entre los marca-
dores Id6 y FAS fue significativa para las variables ancho, alto y grado de irregu-
laridad en la familia 23P3, siendo esta Gltima variable altamente significativa. En
conclusién, el locus FAS y la region genémica asociada al marcador PTZ14 in-
fluyen en el grado de irregularidad del fruto en el contexto genético de S. pimpi-
nellifolium, aunque no son suficientes para explicar toda la variabilidad obser-

vada en el caracter.

Palabras claves: morfologia de fruto - grado de irregularidad - tipo de

carpelo - marcadores moleculares - Solanum spp.



ABSTRACT

The fruit shape in tomato (Solanum lycopersicum L.) is a trait of great
economic, biological, and evolutionary significance. Fruit morphology in the
medio-lateral direction is primarily controlled by the LC and FAS genes. The
cultivar "Voyage" exhibits a unique phenotype within the tomato germplasm,
characterized by apocarpic fruits. Previous studies have suggested that the
genetic determinants or loci underlying the "Voyage" phenotype are located at
the base of chromosomes 6 (Id6) and 11 (Id11). The aim of the study was to
morphologically and molecularly characterize segregating populations derived
from the cross between the "Voyage" cultivar of S. lycopersicum and the LA1589
isogenic line of Solanum pimpinellifolium, which carries the cultivated alleles of
the FAS and LC genes. The developed segregating populations included second
filial generation (F2), RC1 (first backcross), its self-fertilized and second (RC2)
backcross generation, which exhibit extensive allelic combinations for the genetic
determinants of apocarpic fruit. Broad-sense heritability (H2) values ranged from
low to high depending on the family and the trait analyzed. The highest H2 value
was observed for fruit height. The trait related to carpel type did not segregate in
a mendelian proportion in any family. However, in families 23P4 and 23P6,
segregation followed the expected pattern for an RC2generation. In the molecular
analysis, the interaction between |d6 and FAS was significant for fruit width,
height, and lobedness degree (LD) in family 23P3 with LD being highly significant.
In conclusion, the FAS locus and the genomic region associated with the PTZ14
marker influence the LD in the genetic context of S. pimpinellifolium. However,

they are not enough to explain all the variability observed in the trait.

Keywords: fruit morphology - lobedness degree - carpel type - molecular

markers - Solanum spp.



INTRODUCCION

EL CULTIVO DE TOMATE: RELEVANCIA Y CARACTERISTICAS
GENERALES

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es una especie
perteneciente a la familia Solanaceae, que incluye mas de 3.000 especies de
gran importancia econdémica, medicinal y ornamental (Rick, 1978). A nivel
mundial, es una de las hortalizas mas relevantes, siendo la segunda hortaliza
con mayor produccion luego de la papa (Solanum tuberosum L.) (FAOSTAT,
2023). Su importancia radica en los altos niveles de consumo, aportes
econdémicos que genera su produccién y la extensa superficie agricola destinada

a su cultivo.

La planta de tomate es una especie dicotileddénea, herbacea y perenne
cultivada como anual (Nuez et al., 1995). Morfol6gicamente, se caracteriza por
presentar un porte que puede ser erecto O rastrero, con un crecimiento
determinado o indeterminado. Posee pubescencia y ramificacion simpodial
caracterizado por un tallo principal del que surgen hojas, tallos secundarios
desde la axila de las hojas, e inflorescencias (Figura 1). Su sistema radicular esta
compuesto por una raiz principal, numerosas raices secundarias y raices
adventicias. Las hojas son pinnadas compuestas que se disponen de manera
alterna, estan formadas por siete a nueve foliolos primarios lobulados, y ademas
presenta una abundante pubescencia. Estos pelos glandulares son
responsables del olor caracteristico de la planta. Las inflorescencias, de tipo
racimo, pueden ser simples o ramificadas y contienen entre cinco y quince flores,
aungue algunos cultivares con frutos pequefios pueden desarrollar mas de 30
flores por inflorescencia. Estas estructuras se desarrollan de manera opuesta y
entre las hojas. Las flores son hermafroditas, y cuentan con cuatro verticilos. El
caliz de la flor es verde y persistente, formado por sépalos soldados en la base
y recubiertos por una densa pubescencia. La corola es gamopétala, amarilla,
generalmente con cinco pétalos distribuidos en forma de estrella. El androceo
esta formado por estambres adheridos a la corola, poseen anteras amarillas que
estan unidas para formar un tubo que rodea al pistilo. El estilo y el estigma suelen
permanecer resguardados dentro del cono formado por los estambres, lo que

facilita la autofecundacién, la cual ocurre principalmente durante la antesis



(L6pez Marin, 2017). Luego de la fecundacion, el ovario experimenta un proceso
de desarrollo que da lugar a un fruto carnoso clasificado como una baya, que

puede ser bi o plurilocular (Figura 1).
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Figura 1: Representacion morfologica de una planta de tomate (Solanum
lycopersicum L.). Modificada de Gomez Rodriguez (2021).

El fruto de tomate es un producto comestible, que se destaca por su
elevado valor nutricional. Se caracteriza por su elevado contenido de agua y
vitaminas A, B, C y D. Ademas, contiene licopeno, el principal carotenoide que
le otorga el color rojo a los frutos maduros, que junto con otros compuestos
fendlicos desempefia una importante funcion antioxidante. Aporta una variedad
de sales minerales esenciales, entre los que se incluyen potasio, cloro, fésforo,

calcio, azufre, magnesio, sodio, hierro y cobre (Beecher, 1998).

Su constitucion genética es diploide (2n=2x=24), con un numero basico
de 12 cromosomas, ciclo de cultivo corto, y capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y de transformacion genética, lo que lo consolida como
uno de los cultivos modelo para el mejoramiento de especies autbgamas y

plantas con frutos climatéricos y carnosos (Kimura y Sinha, 2008).



ORIGEN, DOMESTICACION Y DIVERSIDAD DEL TOMATE
El tomate es originario de la region Andina de América del Sur, que abarca

desde el sur de Ecuador hasta el norte de Chile. El proceso de domesticacion
comenzO por las culturas precolombinas en dos etapas, con dos centros
independientes, la primera fue en Per( y Ecuador y la segunda en la region de

la peninsula de Yucatan en México (Peralta et al., 2008).

Se conocen 13 especies dentro del género Solanum, la seccion
Lycopersicon, de las cuales 12 son silvestres y una corresponde al tomate
cultivado. Se ha identificado que la especie cultivada evoluciond a partir de la
silvestre Solanum pimpinellifolium, siendo S. lycopersicum var. cerasiforme un
intermediario evolutivo. Desde una perspectiva evolutiva, la domesticacion y
mejoramiento del fruto de tomate introdujo importantes cambios fisiolégicos en
la especie (Peralta et al., 2008). Las consecuencias de estos procesos han sido
la modificacion del sistema reproductivo, el incremento de tamafio y diversidad

de formas del fruto.

IMPORTANCIA DE LA MORFOLOGIA DEL FRUTO
La morfologia del fruto es un aspecto clave de la calidad del tomate,

influyendo en el rendimiento, la preferencia del consumidor y el destino final de
la produccién. También tiene un impacto significativo en la demanda comercial y
los requisitos de exportacion. Aproximadamente el 60-70% de la produccion
nacional de tomate se destina al consumo en fresco, donde predominan los
frutos redondos, achatados y los tipos “cherry” o cereza, mientras que el 30-40%
restante se orienta a la industria de procesamiento, que prefiere los frutos
alargados, como los de tipo perita (Ministerio de Economia, 2023). Desde el
punto de vista biolégico, conocer las bases genéticas que controlan la forma del

fruto es importante para estudiar el desarrollo de los érganos vegetales.

El tomate cultivado presenta una gran diversidad en las formas y tamafos
de los frutos en comparacion con S. pimpinellifolium que posee frutos rojos de
forma perfectamente esférica, con dos loculos, y un peso de pocos gramos.
Desde el punto de vista genético, la forma del fruto es un caracter de herencia
cuantitativa, es decir, determinado por multiples genes (Tanksley, 2004). Sin

embargo, la amplia variabilidad de formas presentes en el germoplasma se



explica en gran medida por mutaciones en un numero reducido de genes con
efecto mayor. Los principales genes relacionados con la forma del fruto en el
tomate incluyen SUN, OVATE, LOCULE NUMBER (LC), FASCIATED (FAS),
SOV1, GLOBE y FS8.1 (Liu et al., 2002; Cong et al., 2008; Xiao et al., 2008;
Mufios et al., 2011; Rodriguez et al., 2011; Rodriguez et al., 2013; Wu et al.,
2018; Sierra-Orozco et al., 2021; Zhu et al., 2023). Los genes SUN, OVATE,
SOV1, GLOBE y FS8.1 controlan la forma en el plano proximo distal del fruto,
con los alelos mutados dando frutos con mayor altura que didmetro (alargados),
mientras que los alelos silvestres determinan una forma redonda. Los cultivares
gue tienen los alelos mutados en LC y FAS poseen alto niumero de loculos y la
forma de los frutos es generalmente achatada, por lo que son de mayor tamafio
y peso (Rodriguez et al., 2011). La morfologia del fruto puede evaluarse en
diferentes dimensiones, los caracteres de la forma de fruto en la direccién medio-
lateral, como el grado de irregularidad, estan altamente relacionadas con otros
caracteres como el tamafo y el peso del fruto y son controlados principalmente
por los genes FAS y LC (Chu et al., 2019). La mutacién en FAS, ubicada en el
cromosoma 11, es consecuencia de una inversion de 294 kilobase (kb), con
puntos de ruptura en el primer intrén del factor de transcripcion YABBY y a 1 kb
corriente arriba del codon de inicio CLAVATA3 (SICLV3) en tomate. Esta
mutacion interrumpe la regulacion de SICLV3, lo que provoca una alteracion en
su expresion y, como resultado, un aumento significativo en el tamafio del fruto
y en el nimero de l6culos (Cong et al., 2008; Huang y van der Knaap, 2011). La
mutacion en LC, ubicada en el cromosoma 2, se asocia con dos polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) situados a 1.080 pares de bases (pb) corriente abajo
del codon de terminacion del gen WUSCHEL (WUS) en un elemento regulador
putativo de la caja CArG. Esto genera la formacion de frutos con mayor nimero
de l6culos y tamafio (Mufios et al., 2011; van der Knaap et al., 2014). Ademas,
se ha observado que LC y WUS ejercen un efecto sinérgico sobre el tamafio y
peso del fruto (Chu et al., 2019).

EL FENOTIPO APOCARPICO EN LA ACCESION “VOYAGE” DE TOMATE
CULTIVADO

El cultivar de tomate “Voyage” se caracteriza por presentar frutos

apocarpicos, es decir que tiene los carpelos total o parcialmente separados,
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formando ovarios independientes. El desarrollo de la sincarpia, o la fusion de los
carpelos en un gineceo compuesto unificado, es un aspecto evolutivo clave en
las angiospermas con numerosas ventajas adaptativas, relacionadas con la
cantidad y la calidad de las semillas (Armbruster et al., 2002). Sin embargo, 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. Este rasgo, a su vez afecta la forma del fruto, ya que los frutos
apocarpicos suelen presentar formas achatadas y marcadamente irregulares.
Este fenotipo, presente en el cultivar “Voyage”, es unico dentro de la especie de
tomate y una oportunidad para explorar los determinantes genéticos de formas

complejas.

Estudios previos han indicado que la manifestacion del fenotipo “Voyage”,
frutos no fusionados y marcadamente irregulares en su plano medio-lateral,
depende de la presencia de alelos al estado cultivado en los genes FAS y LC.
Aunque estos genes son esenciales para la expresion del fenotipo, no logran
explicar completamente la variabilidad observada. Un analisis de QTL-seq
realizado en dos poblaciones segregantes F2 de cruzamientos intraespecificos
identificd nuevas regiones gendémicas en los cromosomas 6, 8 y 11 (Id6, 1d8 y
[d11) con un impacto significativo en el grado de irregularidad del fruto. En
particular, el cromosoma 11 (Id11) mostré la mayor influencia, mientras que el
cromosoma 6 (Id6) actué como modificador. Ademas, se observé un efecto
epistatico entre ambos loci (Vazquez et al., 2022). Sin embargo, la complejidad
del caracter, evidenciada por la variabilidad en su expresion y el efecto
enmascarador de FAS y LC sobre otros genes menores o modificadores, ha
dificultado la determinacion precisa de las regiones gendmicas involucradas y de

los genes responsables del fenotipo “Voyage”.

Las Lineas Casi Isogénicas (NILs, del inglés Near Isogenic Lines) son
lineas que contienen un uUnico fragmento cromosémico proveniente de un
progenitor donante, introducido dentro del fondo genético de otro progenitor que
actua como receptor a traveés de retrocruzas sucesivas. El desarrollo de NILs en
un fondo o contexto genético de genotipo silvestre permitiria estudiar la
contribucion de regiones gendmicas especificas en un contexto genético

uniforme.



Mediante el desarrollo y estudio de isolineas casi isogénicas en el fondo
genético de S. pimpinellifolium accesion LA1589, serd posible analizar la
interaccion entre los alelos cultivados de FAS y LC con los alelos de 1d6 y Id11.
Esto contribuird a comprender cémo estos alelos modulan la expresion del
fenotipo apocéarpico e irregular del fruto en las poblaciones segregantes

derivadas del cruzamiento con el cultivar “Voyage” de S. lycopersicum.

La NIL Ic/fas utilizada en este estudio fue provista por el grupo de trabajo
de Ester van der Knaap (University of Georgia, USA) y desarrollada por Chu et
al. (2019) mediante seis generaciones de retrocruzamientos. Este proceso se
llevé a cabo para introgresar, de manera independiente, los alelos mutantes en
los genes LC y FAS desde cultivares portadores de dichos alelos hacia la
accesion LA1589 de la especie silvestre S. pimpinellifolium. Para ello se hicieron
seis retrocruzas entre el cultivar “Orange Strawberry” de S. lycopersicum y la
accesion LA1589 como padre recurrente. El cv. “Orange Strawberry” porta los
alelos mutantes para LC y FAS. Para reducir ain més el tamafio de regiones de
introgresion en ambos loci, se realizaron tres retrocruzamientos adicionales
hacia LA1589 y se identificaron puntos de recombinacién cercanos a los genes
objetivos, seguido por dos generaciones mas de autofecundacion. El fragmento
introgresado que contiene el gen LC abarcé 184 kb en el cromosoma 2, mientras
que el segmento que contiene el gen FAS se extendié por 351 kb en el

cromosoma 11.



HIPOTESIS
El fenotipo de fruto “Voyage” en tomate, que consiste en carpelos no
fusionados y marcadamente irregulares en su plano medio-lateral, tiene mayor

expresion con la presencia de los alelos cultivados en los genes FAS y LC.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégica y molecularmente poblaciones segregantes
derivadas del cruzamiento entre el cultivar “Voyage” de S. lycopersicum con la
isolinea LA1589 de S. pimpinellifolium que porta los alelos cultivados en los
genes FAS y LC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar poblaciones segregantes para los determinantes genéticos del

fruto apocarpico.

e Evaluar fenotipicamente la segunda generacion filial (F2), la
autofecundacién de la primera retrocruza (RC1) y la segunda retrocruza (RC2)

donde segregan los loci que determinan la forma del fruto apocérpico.

e Determinar el efecto individual y en combinacién de los loci que controlan

la forma del fruto apocarpico en tomate.

Para mayor comprension del trabajo de investigacion, el manuscrito se
divide en tres secciones para responder a los objetivos especificos enunciados.
En cada seccidn se describiran los materiales y métodos y los resultados

logrados con sus conclusiones parciales.
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SECCION 1

DESARROLLO DE POBLACIONES SEGREGANTES PARA LOS
DETERMINANTES GENETICOS DEL FRUTO APOCARPICO

MATERIAL VEGETAL
Los experimentos se realizaron en el modulo de Horticultura, localizado

en el Campo Experimental Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Rosario (FCA-UNR), en la localidad de Zavalla (33° S,
61° W). El lugar cuenta con la infraestructura, los servicios y el equipamiento
necesarios para la conduccion de los experimentos de evaluacion fenotipica de
los caracteres. Entre ellas: dos vidrieras (4m x 12m), un invernadero de vidrio
(5m x 6m) con regulacion de temperatura y fotoperiodo y otro de polietileno (12m
X 48m) con capacidad para conducir 1000 plantas de tomate. Ademas, posee
una hectérea para conducir cultivos de tomate al aire libre. Cuenta con equipo
de riego por goteo automatizado en todo el predio e incluso en los invernaderos

y vidrieras.

Se desarrollaron poblaciones segregantes a partir del cruzamiento
interespecifico entre el cultivar “Voyage” y una isolinea de S. pimpinellifolium que

porta los alelos cultivados en los genes LC y FAS (NIL Ic/fas) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de desarrollo de poblaciones segregantes a partir del
cruzamiento entre las lineas parentales “Voyage” y NIL Ic/fas. Se incluyen
imagenes representativas de los frutos de cada progenitor. Se indica la
composicion alélica para los genes FAS y LC y los determinantes genéticos del
fenotipo apocarpico 1d6 y I[d11. Nomenclatura alélica: -/- (homocigota con alelos
cultivados) y +/+ (homocigota con alelos silvestres). El esquema ilustra las
diferentes poblaciones segregantes obtenidas: segunda generacion filial (F2),
retrocruza 1 (RC1) y retrocruza 2 (RC>). La linea horizontal blanca es la referencia
de escala correspondiente a 1 cm.

Mediante un cruzamiento manual entre el cultivar “Voyage” y la NIL Ic/fas,
se obtuvo la primera generacion filial (F1). Para esto, se sembraron semillas de
cada uno de los progenitores en bandeja de germinacion de 72 celdas con
sustrato N°1 de Dynamics (www.dynamicscompost.com.ar). Las bandejas se
mantuvieron en invernadero con condiciones controladas de riego, temperatura
y fotoperiodo 12 horas de luz. Cuando las plantas presentaron cuatro hojas
verdaderas desplegadas, se realiz6 el trasplante en macetas. Las plantas se
condujeron mediante tutorado y poda para favorecer el desarrollo de flores y
frutos. Cuando las plantas del cultivar “Voyage” (genotipo utilizado como
progenitor femenino) desarrollaron flores, éstas fueron emasculadas en forma
manual aproximadamente un dia antes de la apertura de la flor, cuando la corola
cambia de color amarillo palido a amarillo crema, pero adn se encuentra cerrada,

para evitar la autofecundacion siguiendo la metodologia de Rick (1973). Para la
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polinizacién se utilizaron flores en antesis de la linea NIL Ic/fas (progenitor
masculino), con corola amarilla y polen maduro, procediendo a la extraccion de
polen con pinzas. El polen se depositd sobre el estigma de las flores previamente
emasculadas. Las flores polinizadas fueron etiquetadas con la informacion del
cruzamiento y fecha de realizacién. Los frutos se dejaron crecer hasta alcanzar

la madurez y se cosecharon.

Para la extraccion y acondicionamiento de las semillas, los frutos se
cortaron por el plano medio-lateral y su contenido locular se coloco en vasos de
precipitado de 250 ml. Se agrego igual volumen de &cido clorhidrico al 25% v/v
durante 30 minutos para eliminar los restos de tejidos que rodean las semillas.
Luego, el contenido del vaso de precipitado se vertié en un colador y las semillas
se enjuagaron con agua. Se colocaron nuevamente en el vaso de precipitado y
se cubrieron con una solucién de trisodio fosfato al 10% p/v durante 20 minutos,
para eliminar cualquier contaminante externo. Finalmente, las semillas se
lavaron exhaustivamente con agua, se dejaron secar sobre papel absorbente y
se almacenaron en sobres debidamente rotulados. Se colocaron en una estufa
durante tres dias a 70 °C siguiendo las recomendaciones TGRC (Tomato

Genetics Resource Center, Universidad de Davis, California, EEUU).

Las semillas de la generacion Fi1 (“Voyage” x NIL Ic/fas) fueron
sembradas. Cuando las plantas F1 desarrollaron flores, algunas se dejaron
autofecundar, mientras que con otras se realizaron cruzamientos dirigidos y
manuales con la NIL Ic/fas, obteniendo asi la RC1 como se detalla en la Figura
2. Se lograron dos frutos de retrocruzas independientes, los cuales se
cosecharon manualmente para la extraccion y tratamiento de semillas. Se
sembraron 22 semillas que dieron origen a la familia 22P58, y 15 semillas que
originaron la familia 22P59. Se seleccionaron individuos de las familias 22P58 y
22P59 por marcadores moleculares de tipo InDel para los determinantes
genéticos del fruto apocarpico. Se realiz6 una nueva caracterizacion molecular
para confirmar su genotipo. Posteriormente, con las plantas RC1 seleccionadas
se iniciaron nuevos cruzamientos siguiendo el método de las retrocruzas,
logrando asi obtener una RCz. Finalmente se cosecharon los frutos provenientes
de todos los cruzamientos realizados y de las flores RC1 que se autofecundaron.

Posteriormente, este material vegetal se sembrd y cultivd bajo condiciones
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controladas en invernadero, para su evaluaciéon fenotipica, dando lugar a la

primera campafa de analisis. Esto se detalla en la seccion 2.

En la segunda campafia de andlisis se sembraron 220 semillas
provenientes de la autofecundacion de la RCi (22P58-4) y 36 semillas del
cruzamiento proveniente entre la planta 23P3-8 (derivada de la autofecundacion
de RCai) por la NIL Ic/fas. Se evaluaron marcadores moleculares con el fin de
identificar las plantas que presentaban recombinaciones genéticas en los
determinantes del cromosoma 11 y 6. Las plantas seleccionadas se llevaron a

maceta y se cultivaron bajo condiciones controladas en invernadero.

METODOLOGIA

Extraccion y cuantificacion de ADN

La seleccién de plantas mediante marcadores moleculares de ADN se
llevd a cabo en el Laboratorio PRAMIN de la FCA-UNR, el cual cuenta con el
equipamiento adecuado, tales como genogrinder, espectrofotbmetros,
termocicladores, equipo de PCR en tiempo real, cubas de electroforesis vertical
para separacién de fragmentos, cubas de electroforesis horizontal para geles de
agarosa, fuentes de poder (de 1000 y 3000 V), fotodocumentador de imagenes,
microscopio Optico triocular de transmision con sistema de epifluorescencia,
centrifugas de mesa refrigerada, heladeras con freezer -20 °C, freezer verticales
de -20 °C y -80 °C y camaras para conservacion de semillas y crecimiento de
plantula.

Se extrajo ADN gendémico de todas las plantas a partir de tejido de hojas
jovenes, siguiendo las metodologias descriptas por Bernatzky y Tanksley (1986)
y Fulton et al. (1995). Se colocaron entre 4 y 6 primordios de hojas (con una
superficie total cubierta de aproximadamente 1 cm) en tubos plasticos de 2 ml
(previamente rotulados con el genotipo de las plantas) (Figura 3A). A cada tubo
se le agregaron dos esferas de acero de 4 mm y 300 pl de mezcla del buffer de
extraccion, que 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 8) y Sarkosyl 5 %. Luego se tritur6 el tejido

vegetal en el Genogrinder hasta que estuviera completamente molido.
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Se centrifugd a 12.000 rpm durante 2 minutos. Después, se afadieron
350 ul de mezcla del buffer de extraccion a cada tubo y se mezclo por inversion.
Los tubos se incubaron a 65 °C durante 30 minutos en estufa. En la campana de
extraccion, se adicionaron 600 pl de cloroformo isoamilico (mezcla de cloroformo
e isoamil alcohol en una proporcion 24:1). Los tubos se agitaron vigorosamente,
y luego se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos, permitiendo separar
los acidos nucleicos de los lipidos y proteinas, concentrando el ADN en la fase

acuosa superior.

En una nueva serie de tubos plasticos de 1,5 ml, se colocaron 600 pl de
isopropanol. En la campana, se transfirid el sobrenadante o fase acuosa desde
la primera serie de tubos a la segunda, que contenia el isopropanol, y se mezclé
suavemente por inversion. Los tubos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5
minutos para precipitar el ADN. Posteriormente, se escurrié el isopropanol y se
afiadieron 600 pl de etanol al 70% para lavar el precipitado de ADN (Figura 3B).
El etanol se elimind y se dej6é secar durante toda la noche.

Una vez que el precipitado estuvo completamente seco, se disolvid en
100 pl de TE (10 mM Tris pH 7,4y 1 mM EDTA pH 8,0). La muestra se incub6
65 °C durante 15 minutos para disolver el ADN, se mezcl6 en un vortice y se
centrifug6é a 10.000 rpm por 5 minutos. De esta manera, se obtuvo ADN puro

para todas las muestras.

Se realiz6 la cuantificacion del ADN para cada muestra mediante
espectrofotometria, utilizando un equipo NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EEUU). Finalmente, se realiz6 una dilucién del ADN

para igualar la concentracién de las muestras a 10 ng/ul.

Caracterizacion genotipica con marcadores moleculares de ADN

Se utilizaron los marcadores PTZ14, asociado a Id6, y PTZ102, asociado
a 1d11, segun lo reportado por Vazquez et al. (2022). Ademas, los cebadores
PTZ112 y PTZ113 como marcadores del gen FAS (Huang y van der Knaap,
2011). Finalmente, los cebadores “Icn” que han sido descritos como marcadores
del gen LC (Mufios et al., 2011). Se realiz6 la amplificaciéon de las regiones
genomicas marcadas entre los cebadores directo (forward) y reverso (reverse)

que se detallan en la Tabla 1 aplicando la metodologia de PCR (Polymerase
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Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa). Se preparé la mezcla
de reaccion la cual contenia 20 ng de ADN genomico, 2 ul de dNTPs 2,5 mM, 1
pl de cloruro de magnesio (MgCI2) 40 mM, 10 uM de cada cebador, 2 pl 10X de
Taq buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl pH 8,3) y 2 unidades de Taq polimerasa.
El protocolo de amplificacion utilizado vari6 de acuerdo con el marcador

incorporado. Los protocolos utilizados fueron:

Fases del Proceso de Amplificacion por PCR de los marcadores
moleculares PTZ14, PTZ102y LC

Inicio de la desnaturalizaciéon del ADN: 4 minutos a 94 °C.

Ciclos de amplificacion o apareamiento (12 ciclos): que incluye la
desnaturalizacion del ADN (30 segundos a 94 °C), hibridacién (30 segundos a
58 °C) y extension (1 minuto a 72 °C). Ciclos de amplificaciéon o apareamiento
(24 ciclos): que incluye la desnaturalizacion del ADN (30 segundos a 94 °C),

hibridacién (30 segundos a 54 °C) y extension (1 minuto a 72 °C)
Elongacién: 5 minutos a 72 °C y finalmente 16 °C durante infinite hold.
Fases del Proceso de Amplificacion por PCR de FAS (Figura 3C)
Inicio de la desnaturalizacién del ADN: 5 minutos a 94 °C.

Ciclos de amplificacion o apareamiento (34 ciclos): que incluye la
desnaturalizacién del ADN (30 segundos a 94 °C), hibridacién (30 segundos a
60 °C) y extension (1 minuto a 72 °C).

Elongacién: 5 minutos a 72 °C
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Posicion fisica

Cebador ID Secuencia SL4.0 (pb)

PTZ14F TTCTGGTCCTCCCAAAAATG

cr06: 42401105
PTZ14R TGCTTGTCGTGTATCGTTCG
PTZ102F AGGCTTGATCCGAGGTAGGT

crll: 49773016
PTZ102R AATCTCCTCCCACCGTTCTT
PTZ112F TGCTAATTAGATTCCCACCAAG

crll: 52946491
PTZ112R AAGCCGTCACTCTGTCTTGT
PTZ113F CAGAAATCAGAGTCCAATTCCA

crll: 53238004
PTZ113R ATGGTGGGGTTTTCTGTTCA
IcnSNP695F GTCTCTTGGATGATGACTATTGCACTTT cr02: 45189897
IcnSNPG695R lev AAAGTAGTACGAATTGTCCAATCAGTCAG cr02: 45189364
IcnSNPG695F cer CTTTTCCTAAAAGATTTGGCATGAGGT cr02: 45189418
IcnSNP695R TCAGCGCCTCATTTTCTATAGTATTTGT cr02:45189025

Tabla 1: Cebador ID: identificador del cebador, F: cebador forward, R: cebador
reverse, SL4.0: version del genoma de referencia, cr: cromosoma, pb: pares de
bases.

La separacion de los fragmentos amplificados se llevé a cabo en geles de
agarosa al 3% pl/v, en corridas electroforéticas de 2 horas con voltaje constante
igual a 140V. La visualizacion se llevé a cabo mediante tincion con SYBR™ Safe
(Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU) y un equipo de
fotodocumentacion ChemiDoc™ MP Imager (Bio-Rad Laboratories®, Hercules,
California, EEUU) (Figura 3D).
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Figura 3: Etapas del proceso de extraccion y analisis molecular de ADN en
tomate (Solanum lycopersicum). A) Recoleccion de tejido vegetal. B) Etapa del
proceso de extraccion de ADN, agregando 600 pl de etanol al 70%. C)
Amplificacién del ADN mediante PCR en el termociclador. D) Gel de agarosa 3%
revelado con SYBR Safe, en la primera calle se observa el marcador de peso
molecular (PM), en las demas el resultado presencia/ausencia de banda
correspondiente al marcador molecular PTZ112 (que marca el gen FAS).

Caracterizacion fenotipica

Para analizar la eficacia de los cruzamientos manuales en los distintos
genotipos, se evaluaron los frutos obtenidos por cruzamientos entre las plantas
seleccionadas de las familias 22P58 y 22P59, y el hibrido entre “Voyage” y la
NIL Ic/fas (Figura 2). Los caracteres analizados fueron la cantidad de
cruzamientos, el numero de frutos desarrollados o cuajados, las semillas
obtenidas, la probabilidad de éxito de cruzamiento (nimero de frutos
cuajados/namero de cruzamientos) y la eficiencia de cruzamiento (nUmero de
semillas/nimero de cruzamientos). Dichos cruzamientos dieron lugar a la

segunda generacion de retrocruza (RC>).

Se evaluaron las diferencias significativas entre las medias de las familias
22P58 y 22P59 para todas las variables. Para esto, se utilizd la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras independientes, considerando un nivel
de significancia del 5%. Los analisis estadisticos y graficos se llevaron a cabo
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con el programa informatico R, version 4.2.1 (R Core Team, 2022).

RESULTADOS
En la Tabla 2 se puede observar la constitucion genética de los

progenitores, las plantas Fi1 (22P57-1y 22P57-2) y las plantas seleccionadas de
la RCa.

PTZ14 PTZ102 PTZ112y 113 IcnSNP695
(1d6) (1d11) (FAS) (LC)
Voyage-1 1 1 1 1
Voyage-2 1 1 1 1
NIL Ic/fas 3 3 2 2
NIL Ic/fas 3 3 2 2
22P57-1 2 2 1 1
22P57-2 2 2 1 1
22P58-4 2 2 2 1
22P58-5 1 2 1 1
22P58-6 3 3 2 1
22P59-1 3 1 1 1
22P59-3 3 1 1 1
22P59-7 2 3 1 1
22P59-10 1 1 1 1

Tabla 2: Caracterizacion genética de los alelos en los marcadores PTZ14,
PTZ102, y de los genes FAS y LC de los genotipos parentales, hibridos y plantas
seleccionadas de las familias 22P58 y 22P59. Los valores indican el estado
alélico: 1 (homocigoto mutante o cultivado), 2 (heterocigoto) y 3 (homocigoto
silvestre).

Los datos moleculares demostraron que el progenitor femenino “Voyage”
presentd una constitucion genética homocigota para los alelos mutantes en
todos los marcadores moleculares evaluados, lo que reflejé su origen cultivado
(Tabla 2). Por su parte, el progenitor masculino NIL Ic/fas, demostré ser
homocigota para los alelos de tipo silvestre en los marcadores PTZ14y PTZ102,
y heterocigota en los genes FAS y LC.
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Por otro lado, las plantas Fi1 (22P57-1 y 22P57-2) presentaron una
constitucion heterocigota para los marcadores PTZ14 y PTZ102, mientras que

los genes FAS y LC resultaron homocigotas para los alelos cultivados.

Se seleccionaron siete plantas de la RC1 que mostraron recombinaciones
en los loci localizados en los cromosomas 6 y 11, con el objetivo de evaluar la
herencia de los alelos en 1d6 y Id11. Las plantas seleccionadas fueron: 22P58-4,
22P58-5, 22P58-6, 22P59-1, 22P59-3, 22P59-7, 22P59-10.

El analisis estadistico de las familias 22P58 y 22P59 mostré diferencias
significativas entre las medias en la variable nimero de cruzamientos (p < 0,05),
mientras que para el resto de las variables analizadas (numero de frutos
cuajados, semillas, probabilidad de éxito de cruzamiento y eficiencia de
cruzamiento), no se encontraron diferencias significativas entre las familias
(Figura 4).
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Figura 4: Comparacion de las variables analizadas: numero de cruzamiento,
frutos cuajados, numero de semillas, probabilidad de éxito de cruzamiento y
eficiencia entre los dos grupos de familias (22P58 y 22P59) mediante la prueba
de Wilcoxon. Se muestran los valores de p para cada parametro evaluado.

Si bien la eficiencia de cruzamiento no present6 diferencias significativas
entre las familias, los valores mas altos se observaron en los cruzamientos que
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incluyeron las plantas 22P58-4, 22P59-7 y 22P59-10 (Tabla 3). Por el contrario,
los cruzamientos en los que participaron las plantas 22P59-1 y 22P59-3 no

resultaron en la formacion de frutos.

Probabilidad de

Progenitor N° de N° de Frutos ' . o
Semillas éxito de Eficiencia

Femenino Cruzamiento Cuajados _
Cruzamiento (%)

22P58-4 10 5 69 50 6,9
22P58-5 10 2 18 20 1,8
22P58-6 10 2 20 20 2,0
22P59-1 34 0 0 0 0,0
22P59-3 12 0 0 0 0,0
22P59-7 18 4 74 22 4,1
22P59-10 13 4 74 30 5,7

Tabla 3: Rendimiento de cruzamientos en las familias 22P58 y 22P59 con la NIL
Ic/fas. Se muestran los valores para el nUmero de cruzamientos realizados, frutos
cuajados, semillas obtenidas, probabilidad de éxito de cruzamiento (%) y
eficiencia de cruzamiento en diferentes progenitores femeninos cruzados con
NIL Ic/fas.

Como resultado del trabajo experimental de esta seccidn, se obtuvieron
21 semillas a partir de la autofecundacion de la F1 (“Voyage” x NIL Ic/fas)
designada como 22P57, que luego derivaron en la poblacién 23P2. Asimismo,
los cruzamientos entre la F1 y NIL Ic/fas produjeron 17 semillas, las cuales no

fueron consideradas en la primera y segunda campaiia.

Por otra parte, de los frutos derivados de la autofecundacién de una RC1
(22P58-4), se obtuvieron mas de 500 semillas. Estas semillas dieron lugar a la
poblacién 23P3. En el cruzamiento 22P58-4 y NIL Ic/fas, se cosecharon cinco
frutos, que generaron un total de 69 semillas. El cruzamiento entre 23P58-5
(RC1) y NIL Ic/fas resulté en dos frutos, con un total de 18 semillas (nueve
semillas por fruto). Estas semillas originaron la poblacién 23P4. De forma similar,

el cruzamiento entre 22P58-6 (RCi) y NIL Ic/fas produjo 20 semillas. Los
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cruzamientos en los cuales estuvieron involucrados las plantas 22P58-4 y

22P58-6, con la NIL Ic/fas, no se sembraron durante las campafas analizadas.

En cuanto a los cruzamientos entre las plantas 23P59-7 (RC1) y 22P59-
10 (RCi), con la NIL Ic/fas, ambos dieron lugar a cuatro frutos cada uno,
obteniéndose un total de 74 semillas por cruzamiento. Estas semillas derivaron
en las poblaciones 23P6 y 23P7, respectivamente. Ademas, la autofecundacion
de la planta 23P59-7 generd cuatro frutos con un total de 60 semillas. Estas
dieron lugar a la poblacion 23P5.

Las semillas cosechadas fueron sembradas para realizar la primera
campafia de evaluacion de segregacion de los determinantes genéticos de fruto
apocéarpico en tomate. Cabe destacar que no se cosecharon frutos de
autofecundacion de las plantas 22P58-5, 22P58-6 y 22P59-10

En la segunda campafia de evaluacién, de las 210 plantas
autofecundadas RCi, se seleccionaron un total de 47 plantas que dieron lugar a
la poblacion 24P1 (Figura 2). La Tabla 4 muestra la cantidad de plantas
seleccionadas segun diferentes marcadores y su agrupacioén con base en la
constitucion genotipica.
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Tabla 4: Constitucion genética y cantidad de plantas seleccionadas y su
agrupamiento en base a los diferentes marcadores PTZ14, PTZ102 y aquellos
del gen FAS. Nomenclatura alélica: 1 genotipo homocigoto para los alelos
mutantes (alelos como “Voyage”), 2: heterocigoto, y 3: genotipo homocigoto para
los alelos de tipo silvestre.

CONCLUSION PARCIAL
Se desarrollaron poblaciones segregantes derivadas del cruzamiento

entre el cultivar “Voyage” y la isolinea NIL Ic/fas, abarcando generaciones F2,
RC: (incluyendo su autofecundacion) y RCz. Estas poblaciones presentaron
diversas combinaciones alélicas para los determinantes genéticos del fruto
apocarpico. A través de la caracterizacion molecular de las plantas RCi, se
identificaron individuos con recombinaciones en los cromosomas 6 y 11, lo que
permitira analizar el efecto de los alelos Id6 y Id11 en un fondo genético donde
LC y FAS estan fijados o no segregan. Estos avances permitiran establecer
asociaciones entre la segregacion fenotipica y genotipica, aportando informacion
clave para comprender la herencia del caracter apocarpico y su interaccién con

otros genes mayores.

23



SECCION 2

EVALUACION FENOTIPICA DE POBLACIONES SEGREGANTES
PARA LOS DETERMINANTES GENETICOS DE LA FORMA DEL
FRUTO APOCARPICO

MATERIAL VEGETAL
Durante la primera campafa, se sembraron en bandejas de germinacion

semillas de generaciones avanzadas de autofecundaciones y retrocruzas (Tabla
5). Luego de 48 dias, las plantulas fueron trasplantadas al invernadero de la
Seccion de Horticultura. Se llevaron un total de 16 plantas de la familia 23P2,
143 de la familia 23P3, 17 de la familia 23P4, 23 de la familia 23P5, 48 de la
familia 23P6 y 35 de la familia 23P7 (Figura 2). Las plantas se distribuyeron en
doble hilera apareadas sobre lomos recubiertos con plastico negro, empleando
un disefio completamente aleatorizado. El riego se realizé6 mediante sistema de
goteo, de acuerdo con el requerimiento de las plantas, para evitar el estrés
hidrico. Las plantas fueron conducidas mediante tutorado con hilos y se
realizaron podas periédicas para optimizar su desarrollo (Figura 5). Las plantas
fueron fertilizadas y se realizé control de plagas y enfermedades de acuerdo con

el manejo comun para la zona.

Familia Siembra Trasplante
L 23p2 21 semillas 16 plantas
g 23P3 150 semillas 143 plantas
® 23P5 25 semillas 23 plantas

23P4 18 semillas 17 plantas
g 23P6 50 semillas 48 plantas
23P7 35 semillas 35 plantas

Tabla 5: Cantidad de semillas sembradas y plantas trasplantadas a campo por
familia.
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Figura 5: Diferentes etapas del cultivo de tomate. A) Momento de la siembra en
bandejas de germinacion. B) Emergencia de los cotiledones a los 10 dias de la
siembra. C) Plantula de tomate a los 20 dias de la siembra. D) Plantas
conducidas en la primera campafa del cultivo.

Durante la segunda campafa, luego de la seleccién de combinaciones
genéticas para los determinantes del fruto apocarpico, se trasplantaron 35
plantas 24P1 derivadas de la autofecundacion de la planta 22P58-4 (RC1). Esta
campafa se llevd a cabo bajo invernaculo, las plantas fueron trasplantadas en
macetas de 20 cm?® con % perlita % sustrato Kekkila y dispuestas de manera
aleatoria, bajo condiciones Optimas para el desarrollo del cultivo, segun se indicé

previamente.

METODOLOGIA
Caracterizacion Fenotipica

Se cosecharon manualmente entre cuatro y ocho frutos por planta en los
estados de madurez verde maduro, pinton o rojo maduro. El estado verde
maduro es la etapa en la que el fruto, aunque aun esta inmaduro, ha alcanzado

su tamafo maximo y contiene semillas maduras y viables. En el estado pinton,

25



el fruto presenta aproximadamente un 10 % de su superficie con el color
caracteristico de madurez. El rojo maduro es el estado fisiologico final, en el que
el fruto ha desarrollado completamente su color de madurez, acompafado de la
maxima acumulacién de carotenoides (Giovannoni, 2004). Entre los caracteres

analizados, se incluyen:
e Caracteres Cuantitativos
Peso (g): medido con balanza digital al momento de la cosecha.

Altura y diametro (cm) de fruto: medido con calibre en el plano préximo-
distal y medio-lateral, respectivamente. A partir de estos datos se calcul6 el
indice de forma (altura/diametro) donde valores cercanos a uno indican una
forma perfectamente esférica, valores mayores a uno corresponden a una forma

alargada, y valores menores a uno corresponden a frutos mas achatados.

Luego, los frutos se cortaron en la direccion medio-lateral, se secaron con
papel absorbente, se colocaron hacia abajo en un escaner y se digitalizaron
ambas mitades a 600 pixeles por pulgadas, para obtener una imagen por planta.
Las imagenes se analizaron con el programa Tomato Analyzer (Rodriguez et al.,
2010). Los caracteres analizados fueron: perimetro (cm), area (cm?), ancho y
alto maximo, espesor y area del pericarpio, grado de irregularidad externa y
namero de loculos (Figura 6). EI nimero de I6culos se determiné manualmente
contando la cantidad de cavidades internas de los frutos en las que se alojan las

semillas.

Ancho maximo Numero de

Perimetro Area o :
Alto maximo léculos

Grado de Area de Espesor de
irregularidad pericarpio pericarpio

Figura 6: Esquema representando el andlisis de caracteres morfolégicos en la
direccion medio-lateral con el programa Tomato Analyzer 4.0. Adaptado de la
Tesis de la Dra. Dana Valeria Vazquez (2022).
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e Caracteres cualitativos

Para cada planta cosechada, se determind visualmente el caracter tipo de
carpelos, diferenciando entre frutos normales (carpelo fusionado) y frutos
apocarpicos (carpelos no fusionados) (Figura 7). Dado que la expresion del
caracter de los carpelos mostré6 variabilidad dentro de la planta,
se considerd no fusionada si la planta presentaba al menos un fruto con el

fenotipo apocarpico.

TIPO DE CARPELO

FUSIONADO _ NO FUSIONADO

Y.

-

\'4 LY

Figura 7: Representacion del caracter tipo de carpelo: fruto normal (carpelos
fusionados) y fruto apocarpico (carpelos no fusionados). Adaptada de la Tesis
de la Dra. Dana Valeria Vazquez (2022).

Anéalisis Estadistico

Para cada familia, se calcularon sobre las variables analizadas el valor
promedio, el error estandar, el valor maximo, minimo, primer y tercer cuartil (g1
y g3) y la varianza. La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de
Shapiro y Wilk (1965), considerando como distribuciones normales aquellas con
valores donde el estadistico W fue superior a 0,85. Para todos los caracteres con
distribucién normal, se estimé la heredabilidad en sentido amplio (H?) mediante
un analisis de varianza (ANOVA), clasificandose los valores en altos (> 0,50),
medios (0,25 - 0,50) y bajos (< 0,25) de acuerdo a Stansfield (1971).

Las correlaciones fenotipicas entre caracteres se determinaron mediante

la prueba de Spearman.

Para evaluar la segregacion del caracter tipo de carpelo, se consideré que
el fruto normal es dominante sobre el fruto apocéarpico puesto que éste es el
fenotipo dominante en las F1 de los cruzamientos. En la generacion F, y en las

familias derivadas de la autofecundacién de una RCi, se analiz6 la segregacion
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de este caracter utilizando los modelos mendelianos esperados (3:1) y distintos
modelos de epistasis doble (9:7, 13:3 y 15:1), mediante la prueba de bondad de
ajuste Chi-cuadrado (x?). Ademas, en las familias provenientes de una RC2, se

verificé que el 100% de los frutos fueran normales.

Todos los andlisis estadisticos y gréaficos se llevaron a cabo con el
programa informatico R, version 4.2.1 (R Core Team, 2022). Se utilizaron las
funciones de estadisticas basicas y los paquetes ggcorrplot (Kassambara, 2019),
corrplot (Wei y Simko, 2017), ggplo2 (Wickham, 2016), patchwork y dplyr
(Wickham et al., 2023).

RESULTADOS
De las 282 plantas trasplantadas a invernaculo en la primera campafa,

s6lo se lograron evaluar un total de 99 plantas para los caracteres cuantitativos
ya que el ensayo fue afectado por la presencia de nematodos y enfermedades
de suelo. En la Tabla 6 se detalla la cantidad de plantas evaluadas, plantas
muertas y numero de frutos totales por familia en la primera campafa. Para el
caracter cualitativo, tipo de carpelo, se evaluaron 116 plantas en la primera

campana.

. NUmero de Frutos
Familias Plantas Evaluadas Plantas Muertas

Totales
B 23P2 8 8 37
- 23P3 93 50 307
O
x
® 23P5 12 11 40
23P4 8 9 63
g 23P6 38 10 54
23P7 24 11 52
Total 99 183 553

Tabla 6: Cantidad de plantas evaluadas, muertas y numero de frutos totales
evaluados por familia en la primera campanfa.

28



Valor

En la Figura 8 se muestra la distribucion de las diferentes variables
morfologicas discriminadas por familia. La familia 23P2 presenté mayor mediana
en la mayoria de las variables, excepto en el indice de forma y espesor de
pericarpio. Por otro lado, la familia 23P6 presenté los valores méas bajos y menor
dispersion en la mayoria de las variables.
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Figura 8: Distribucion de las diferentes variables morfologicas discriminadas por
familia. En el eje X se presentan las distintas poblaciones evaluadas, mientras
que en el eje Y se muestran los valores correspondientes a cada variable
morfolégica cuantitativa analizada. Los puntos grises indican el valor medio de
cada variable para cada familia. Las cajas representan el rango intercuartilico
(IQR), donde el limite inferior y superior de la caja corresponden al primery tercer
cuartil, respectivamente, y la linea central dentro de la caja muestra la mediana.
Lineas enteras indican los percentiles 5% (0,05) y 95% (0,95). Los puntos fuera
de estos limites son considerados outliers.

La familia 23P5, se destacO por presentar mayor dispersion en las
variables peso, ancho, alto y area. En estas variables se observé que las familias
que pertenecen al grupo de RC2 (23P4, 23P6 y 23P7) presentaron menor
dispersion en comparacion a las familias que provienen de autofecundacion de
RC1 (23P3, 24P1 y 23P5).
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En la variable indice de forma, la familia 23P5, fue la que present6 una
mayor dispersion, mientras que todas las familias han presentado una
distribucion asimétrica. Para nimero de léculos, las familias 23P2 y 23P5 fueron
las que presentaron los mayores valores, con un maximo de 18 y 22 |6culos
respectivamente. Ademas, dichas familias fueron las que presentaron mayor
dispersiéon y mediana en la variable grado de irregularidad. En esta ultima

variable, todas las familias han presentado una distribucién asimétrica.

Para el espesor del pericarpio, con excepcion de las familias 23P3y 24P1,
se observaron valores similares, con medianas bajas y poca dispersion,

reflejando una mayor uniformidad en la variable.

En la Figura 9 se muestran los histogramas de frecuencia de todas las
variables para las familias 23P2 y 23P3, mientras que el resto de las familias se
muestra en el ANEXO | (Figura suplementaria 1). La familia 23P2 present6
distribucién normal para todas las variables analizadas; mientras que, en el resto
de las familias al menos una variable mostro una distribucién no normal. Las dos
variables que presentaron distribucion no normal con més frecuencia fueron

namero de l6culos y grado de irregularidad.
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Figura 9: Histogramas de frecuencias de todas las variables analizadas en
familias: A) 23P2 y B) 23P3.

as

31



En la Tabla 7 se presentan los valores de heredabilidad en sentido amplio
(H?) para los distintos caracteres analizados en las diferentes familias. Se
observaron valores que oscilaron entre un minimo de 0,00 registrado para la
variable indice de forma en la familia 23P6, y un maximo de 0,64 correspondiente
a la variable altura en la familia 23P5. Los valores de H? de las variables nimero
de loculos y grado de irregularidad no se calcularon en varias familias, debido a

gue estas variables presentaron una distribucién no normal.

23P2 23P3  24P1 23P5 23P4 23P6 23P7

Peso nc 0,04ns 0,24* nc
Ancho 0,04 ns

Alto

indice de Forma

N° Loculos nc nc nc nc
Perimetro nc 0,05 ns _
Area 0,06 ns  0,21* nc
Ancho Maximo

Alto Maximo 0,16* 0,16*

Grado Irregularidad nc 0,23*

Area de Perlcarplo nc

Tabla 7: Valores de heredabilidad en sentido amplio (H?) para los caracteres
analizados en las diferentes familias. Abreviaciones: nc=no calculado (cuando el
caracter resulté con distribucion no normal), p-valor del ANOVA: >0,05=ns=no
significativo, *<0,05=significativo, **<0,01=muy significativo,
***<(0,001=altamente significativo.

Se destaco que en la familia 23P2 el valor méas alto se correspondi6 a la
variable alto maximo (H2z = 0,58**). Por su parte, en la familia 23P3 se registraron
valores altos en las variables ancho y alto (H2 = 0,52***), perimetro (H2 = 0,57***),
ancho maximo (H2 = 0,53), alto maximo (H2 = 0,56) y area de pericarpio (H2 =
0,55). En la familia 24P1, las mayores estimaciones de H? se observaron en las
variables peso (H2 = 0,53), ancho (H2 = 0,54), alto (H2 = 0,58), perimetro (H2z =
0,51), area (H2 = 0,59), ancho maximo (H2 = 0,56) y alto maximo (0,58). En la
familia 23P5 las variables alto, area y ancho maximo presentaron valores de H2
elevados, alcanzando 0,64, 0,53 y 0,57 respectivamente. Ademas, la familia

23P7 presentd una H2 de 0,58 para la variable espesor de pericarpio. En
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contraste, las familias 23P4 y 23P6 no registraron valores altos de H? para las

variables analizadas.

En general, la mayoria de las variables presentaron valores intermedios
(0,25 -0,50) de H2. Mientras que, las familias del 23P3 y 24P1 mostraron valores
elevados y altamente significativos (p<0,001) de H? (Tabla 7).

En la Figura 10 se muestran las correlaciones entre todas las variables
para las familias 23P2 y 23P3. Los resultados de este analisis en las restantes
familias se encuentran en el ANEXO | (Figura suplementaria 2). Las
correlaciones entre los caracteres variaron de acuerdo con la familia analizada.
La mayor cantidad de correlaciones fenotipicas significativas se encontraron en
las familias 23P3 y 24P1, considerando un p-valor de 0,05. En todas las familias
analizadas hubo correlacion positiva entre peso, perimetro y area, con valores

cercanos a 1.
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Figura 10: Matriz de correlacidén que representa la asociacion fenotipica entre los
caracteres analizados en la familia 23P2 (A) y 23P3 (B). El color de las celdas
indica la magnitud de las correlaciones, tanto positivas como negativas. Las
correlaciones fuertes y positivas se destacan en rojo oscuro, mientras que los
tonos mas claros representan asociaciones mas deébiles. Del mismo modo, las
correlaciones fuertes y negativas se resaltan en celeste oscuro, con tonalidades
mas claras para relaciones mas débiles. Las cruces indican correlaciones no
significativas al 5 %.

Se observaron correlaciones negativas entre la variable indice de formay

grado de irregularidad en todas las poblaciones excepto en la familia 23P3 y
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23P6, la cual dio no significativa. Por otro lado, el grado de irregularidad y el
namero de l6culos mostraron una correlacion positiva significativa en la mayoria
de las familias. Sin embargo, en la familia 23P6 esta relacion fue negativa y no
significativa, y en la familia 23P2 fue positiva y no significativa. El grado de
irregularidad mostré correlaciones positivas con ancho y perimetro, excepto en
la familia 23P6. Sin embargo, para todas las familias se observo una correlacion

negativa entre grado de irregularidad y alto.

En todas las familias el espesor de pericarpio presentd una correlacion
positiva alta con el area del pericarpio, excepto en la familia 24P1 que presento
una correlacion negativa alta. En las familias 23P3, 24P1, 23P4, 23P6y 23P7 se
encontraron correlaciones negativas entre el espesor del pericarpio y grado de
irregularidad. Por su parte, se encontraron correlaciones no significativas entre

el espesor del pericarpio y grado de irregularidad en las familias 23P2 y 23P5.

En la Figura 11 se muestra la diversidad de frutos para todas las familias
evaluadas. En la Tabla 8, se presenta la proporcion esperada de plantas con
frutos normales y plantas con frutos apocarpicos, de acuerdo al tipo de herencia

analizada en cada poblacion.

Figura 11: Vista de base de frutos representativos en las diferentes familias
analizadas, donde se observa la segregacion para el caracter tipo de carpelos.
La linea horizontal blanca es la referencia de escala correspondiente a 1 cm.
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NUmero de Plantas

Familia Frutos Frutos Proporcian X p-valor

Esperada

Normales Apocarpicos

31 33,06 <0,001
N 9:7 16,50  <0,001
£ 232 ! 8 13:3 39,84  <0,001
15:1 55,31  <0,001
3-1 36 <0,001
»3pa 48 o 9:7 272,25 <0,001
13:3 6,25  <0,001
g 15:1 20,25  <0,001
® 3:1 68,06  <0,001
9:7 38,28  <0,001
23P3 0 1 13:3 79,87  <0,001
15:1 106,54 <0,001
23P4 11 0 1:0 0 >0,05
g 23P6 13 0 1:0 0 >0,05
23P7 14 2 1:0 4 <0,05

Tabla 8: Proporcion esperada entre cantidad de plantas con frutos normales y
frutos apocarpicos que se esperan de acuerdo al tipo de herencia analizada en
cada poblacion. y2= valor del estadistico Chi-Cuadrado. Un valor de p >0,05
indica que la segregacion se ajusto las proporciones esperadas.

El caracter tipo de carpelo (normales/apocarpicos) no se ajusté a la
proporcion mendeliana 3:1 en su segregacion ni a ninguno de los modelos
epistéticos evaluados (9:7, 13:3, 15:1) en la F2 (23P2) y en las familias que
provienen de la autofecundacion de la RCi (23P3 y 23P5, Tabla 8). En las
familias RCz, la 23P4 y 23P6 fueron frutos 100% normales como se esperaba,
mientras que en la familia 23P7 aparecieron dos plantas con frutos apocarpicos.
Por otro lado, la familia 24P1 no fue considerada en este analisis, ya que las

plantas fueron seleccionadas mediante marcadores moleculares.
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CONCLUSIONES PARCIALES

La primera campafia estuvo afectada por la presencia de nematodos y
enfermedades del suelo, lo que redujo significativamente la cantidad de
plantas evaluadas.

Las variables numero de l6culos y grado de irregularidad presentaron una
distribucion no normal en la mayoria de las familias.

La familia 23P2 presento valores mas altos en la mayoria de los atributos
evaluados, mientras que 23P6 mostro las menores dimensiones y menor
dispersién de datos.

Se encontraron valores de heredabilidad en sentido amplio que varian
entre bajos y altos segun la familia y el caracter analizado.

La segregacion del tipo de carpelo (frutos normales o frutos apocéarpicos)
no se ajustd a una proporcion mendeliana en ninguna de las familias
evaluadas. En las familias 23P4 y 23P6, segregd el caracter en
concordancia con los esperado de una generacion de retrocruza, frutos

100% normales.
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SECCION 3

ANALISIS DE ASOCIACION DE LOS LOCI QUE CONTROLAN
LA FORMA DEL FRUTO APOCARPICO EN TOMATE

MATERIAL VEGETAL
Las plantas usadas para la extraccion del ADN gendémico fueron aquellas

evaluadas fenotipicamente durante ambas camparias productivas (Seccién 2).

METODOLOGIA
La metodologia empleada para la extraccion y cuantificaciéon de ADN, asi

como para la caracterizacion genotipica mediante el uso de marcadores
moleculares de ADN, se encuentra detallada en el apartado “Metodologia” de la
Seccion 1.

Andlisis estadistico

Se evalugd la segregacion de los marcadores moleculares PTZ14 y del gen
FAS mediante la prueba de y?, considerando una proporcion esperada de 1:2:1
en las generaciones F2 y RCi, correspondiente a la segregacion mendeliana
esperada para un locus. En la familia 24P1, se analiz6 la segregaciéon de los
marcadores en el total de plantas antes de realizar la seleccién. Para la
generacion RC2, donde se fijaron los alelos mutantes o silvestres, se consideré

una proporcion esperada de 1:1.

El locus LC no fue incluido en el analisis, ya que no mostré segregacion
en ninguna de las familias analizadas, lo que indicé que el alelo mutante estaba
fijo en todas las plantas progenitoras. Durante la primera campafa, el marcador
molecular PTZ102 también fue excluido, ya que amplific6 bandas de un peso
molecular distinto al esperado y mostré un exceso de heterocigota, asi como
homocigotas con alelos silvestres en las familias 23P2 y 23P3, cuya planta

madre era heterocigota para este marcador.

El andlisis de asociacion entre los marcadores PTZ14 y FAS y las

variables fenotipicas se llevo a cabo en la familia 23P3, ya que el numero de
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plantas en las familias 23P2, 23P4, 23P5, 23P6 y 23P7 fue insuficiente para un
analisis estadistico robusto. Se empled el método de analisis de un solo punto
(SPA, single point analysis) mediante ANOVA, con ajuste de Bonferroni (Collard
et al., 2005).

En la segunda campafia, se utilizé la prueba t-Student (Gosset, 1908) para
determinar la existencia de diferencias significativas entre las medias de los
distintos grupos segun su constitucion genética. Este andlisis se realizo

considerando Unicamente aquellos grupos con tres 0 mas plantas.

Todos los analisis estadisticos y graficos se llevaron a cabo con el
programa informatico R, version 4.2.1 (R Core Team, 2022). Se utilizaron las
funciones de estadisticas basicas y los paquetes tidyverse (Wickham et al.,
2019), ggpubr (Kassambara, 2020), rstatix (Kassambara, 2021), ggplot2
(Wickham, 2016), emmeans (Lenth, 2025)

RESULTADOS
En la Tabla 9 se muestran, para cada marcador y familia analizada, el

namero de individuos observados clasificados segun su constitucion genética:
homocigotos para alelos del progenitor "Voyage" (1), heterocigotos (2), y
homocigotos para alelos del progenitor NIL Ic/fas (3). Ademas, se incluyen la

proporcion esperada de cada genotipo y el tipo de cruzamiento realizado.
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N° de Individuos

. Marcador Proporcion
Familia Observados p-valor
Molecular Esperada
1 2 3
PTZ14 1 7 1 1:2:1 4,68 >0,05
L 23P2
PTZ112y PTZ113 9 - - 1:0:0 0 >0,05
PTZ14 14 21 12 5,68 >0,05
23P3 1:2:1
PTZ112y PTZ113 7 38 2 163,93 <0,001
o) PTZ14 41 122 44 258,93 <0,001
4 24P1 1:2:1
® PTZ112y PTZ113 47 126 34 421,93 <0,001
PTZ14 3 5 1 1:2:1 1,18 >0,05
23P5
PTZ112y PTZ113 - - 1:0:0 0 >0,05
PTZ14 - 9 - 0:1:0 0 >0,05
23P4
PTZ112y PTZ113 6 3 - 1:1 2,25 >0,05
N PTZ14 - 8 3 6,25  <0,01
o) 23P6 1:1
@ PTZ112y PTZ113 1 10 - 20,25 <0,001
PTZ14 - 15 - 0:1:0 0 >0,05
23P7
PTZ112y PTZ113 2 13 - 11 30,25 <0,001

Tabla 9: Numero de individuos observados con constitucion genética homocigoto
para alelos como el progenitor “Voyage” (1), heterocigoto (2) u homocigoto para
alelos como el progenitor NIL Ic/fas (3) y proporciones esperadas para los
marcadores moleculares (PTZ14 y FAS detectado con los cebadores PTZ112 y
PTZ113) de acuerdo con el tipo de herencia analizada en cada poblacién. y?=
valor del estadistico Chi-Cuadrado. Un valor de p >0,05 indica que la
segregacion se ajusto las proporciones esperadas.

En la planta que origind la familia 23P2 (22P57, Tabla 2), el marcador
molecular de FAS (detectado con los cebadores PTZ112 y PTZ113) presento el
genotipo homocigoto para los alelos mutantes, mientras que el marcador PTZ14
mostro el genotipo heterocigoto. En este ultimo, en la descendencia (23P2), se
observdo una proporcion 1:2:1, lo que indica un patron de segregacion
mendeliana (Tabla 9). En la familia 23P3, el marcador PTZ14 segreg6 segun la
proporcion esperada, mientras que FAS no siguioé el patron de segregacion
mendeliana. La Figura 12 presenta un gel de agarosa que muestra la
segregacion del marcador PTZ14, con los tres genotipos esperados: homocigoto

39



para alelos cultivados, heterocigoto y homocigoto para alelos silvestres.
Finalmente, en la familia 23P5, ambos marcadores se ajustaron a la proporcion
esperada: PTZ14 mostré una segregacion 1:2:1, mientras que FAS present6 un

genotipo homocigoto para los alelos mutantes en todas las plantas analizadas.

C1 Cc2 C3 C4 c% Ccé c7 Cs8 C9 c10 ¢C11 C12 C13

Homocigota con Heterocigota Homocigota con
alelos silvestres alelos cultivados

| !

Figura 12: Resultado del marcador molecular INDEL PTZ14, revelado en un gel
de agarosa al 3% con SYBR Safe. Se observa una banda de 242 pb que detecta
el genotipo homocigoto para alelos cultivados (C1, C2, C10), mientras que la
banda de 270 pb, corresponde al genotipo homocigoto para alelos silvestres (C3,
C4, C5, C6, C11, C12). La presencia simultanea de ambas bandas indica un
genotipo heterocigoto (C7, C8, C9). En la ultima calle del gel (C13) se muestra
el marcador de peso molecular.

En las familias de la generacion RCz, solo en la familia 23P4, el marcador
de FAS segreg0 segun la proporcion esperada de 1:1. En cambio, en el caso del
marcador PTZ-14, la familia 23P6 no mostré la segregacién esperada de 1:1,
mientras que en las familias 23P4 y 23P7 se observo un 100% de individuos con

genotipo heterocigoto, tal como se esperaba.

En la Tabla 10 se presentan los valores de probabilidad asociados con la
segregacion de los marcadores moleculares y los caracteres cuantitativos
estudiados en la familia 23P3. El analisis revel6 que el marcador PTZ14 tuvo un
efecto significativo sobre la variable grado de irregularidad. Los valores medios
de cada genotipo para este marcador se ilustran en los graficos de caja de la
Figura 13.
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PTZ14 PTZ112y PTZ113

Caracter Id6*FAS
(1d6) (FAS)
Peso ns ns ns
Ancho ns 0,008** 0,03*
Alto ns ns 0,02*
indice de Forma ns 0,051* ns
N° de Loculos ns <0,0001*** ns
Perimetro ns 0,0023** ns
Area ns ns ns
Ancho Maximo ns 0,01** ns
Alto Maximo ns ns ns
Grado de Irregularidad 0,0002*** <0,0001*** <0,0001***
Area de Pericarpio ns ns ns
Espesor de Pericarpio ns ns ns

Tabla 10: Valor de p para los marcadores PTZ14 y FAS, y su interaccion, sobre
las variables evaluadas en la familia 23P3. p-valor: >0,05=ns=no significativo,
*<0,05=significativo, **<(0,01=muy significativo, ***<(0,001=altamente

significativo.
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Figura 13: Gréafico de cajas que muestra las distribuciones de las variables en la
familia 23P3, donde el marcador PTZ14 no present6 un efecto significativo (p >
0,05). El punto azul representa el valor medio de cada variable. Nomenclatura: -
/- (homocigota con alelos de cultivados), +/- (heterocigota) y +/+ (homocigota con
alelos silvestres).

El marcador de FAS presentd efectos significativos sobre el ancho del
fruto, el indice de forma, el nimero de l6culos, el perimetro, el ancho maximo y
el grado de irregularidad (Tabla 10). En la Figura 14 se muestran los gréficos de
caja para los valores observados en la familia 23P3 para el marcador de FAS.
La presencia de homocigotos con alelos cultivados en el gen FAS incremento el
valor medio de las variables ancho maximo, numero de I6culos y perimetro. En
cuanto al indice de forma, la presencia de homocigotos con alelos cultivados en
FAS produjo frutos méas achatados, lo que se traduce en un menor valor de este
indice (Figura 14).
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Figura 14: Gréafico de cajas que muestra las distribuciones de las variables en la
familia 23P3 para el marcador de FAS. El punto azul representa el valor medio
de cada variable. Nomenclatura: -/- (homocigota con alelos de cultivados), +/-
(heterocigota) y +/+ (homocigota con alelos silvestres).

Al realizar el ANOVA con dos criterios de clasificacion, se detectaron
interacciones significativas entre los marcadores de |d6 y FAS para las variables
ancho, alto y grado de irregularidad (Tabla 10). En la Figura 15 se presentan los
graficos de caja con los valores observados para estas variables en la familia
23P3, considerando la interaccion entre los marcadores moleculares de 1d6 y
FAS. Se observo que cuando ambos marcadores son homocigotos para los
alelos cultivados, los valores medios de estas caracteristicas son mas altos. En
particular, para la variable grado de irregularidad, se encontré un valor alto
cuando PTZ14 es heterocigoto y FAS es homocigoto con alelos cultivados
(Figura 15). En el andlisis no se encontraron combinaciones en las que PTZ14

fuera 1y FAS 3, PTZ14 fuera 3y FAS 1, ni cuando ambos marcadores fueran 3.
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Figura 15: Grafico de cajas que muestra las distribuciones de las variables alto,
ancho y grado de irregularidad en la familia 23P3, considerando la interaccion
entre los marcadores PTZ14 y FAS. Los genotipos de FAS se discriminan por
color: azul para homocigoto con alelos de “Voyage” (genotipo -/-), verde para
heterocigoto (+/-), y rosa para homocigoto con alelos silvestres (+/+). La caja
indica el rango intercuartilico, donde el limite inferior corresponde al primer cuartil
(gq1) y el limite superior al tercer cuartil (q3). La linea dentro de la caja marca la
mediana. Los extremos de los bigotes indican el rango de los datos dentro de
1,5 veces el rango intercuartilico desde los cuatrtiles, y los puntos indican las
plantas con distintos genotipos.

Luego de caracterizar molecularmente la poblacion 24P1 y establecer
grupos en funcion de su constitucion genética para los marcadores moleculares
PTZ14, PTZ102 y FAS, los valores medios de cada variable entre los grupos se
compararon mediante pruebas de t-Student. En la Tabla 11 se presenta la
cantidad de variables diferenciales entre los grupos conformados segun la
constitucién genética de los marcadores moleculares en la segunda campania.
Los detalles de cada uno de estos grupos, que corresponden a diferentes
combinaciones de alelos de PTZ14, PTZ102 y FAS, se describieron previamente
en la Tabla 4. Los valores medios y desvios estandar de cada una de las
variables en los diferentes grupos se encuentran en el ANEXO | (Tabla
suplementaria 1). Los valores de t y de probabilidad (p-valor) en cada
combinacion de grupo se encuentra en el ANEXO | (Tabla suplementaria 2 a, b,
c y d). Es importante destacar que, aunque se evaluaron aproximadamente 50

plantas, no se encontr6 ninguna combinacion en la que PTZ14 y PTZ102
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estuvieran en estado homocigoto para los alelos mutantes, mientras que FAS
estuviera homocigoto para los alelos silvestres (grupo G5). Tampoco se
encontraron plantas en el grupo G8, donde PTZ14 y FAS fueran homocigotos
para los alelos silvestres y PTZ102 homocigoto para los alelos mutantes, ni en
el grupo G12, en el que PTZ14 y PTZ102 estuvieran en estado homocigoto para
los alelos mutantes y FAS en estado heterocigoto (Tabla 4). Aunque el nimero
de plantas evaluadas fue bajo, la probabilidad de observar cada genotipo era al
menos del 0,0625.

G2 G4 G6 G7 G99 G110 G111 G13
G2 2 7 2 0 0 2
G4 6 0
G6
G7
G9
G10
G1l1

R W NN

1
5
2
3

1
0
1
0
0

| P W O] 0 O

Tabla 11: Cantidad de variables significativamente diferenciales entre grupos (G)
de genotipos evaluados en la familia 24P1.

Al comparar el G1, que presenta una constituciébn genética homocigota
mutante para PTZ14, PTZ102 y FAS, con el G2, homocigoto silvestre para los
tres marcadores evaluados, se observaron diferencias significativas en las

variables nimero de l6culos, grado de irregularidad y espesor del pericarpio.

Por otro lado, el G6 y el G13 se diferenciaron en ocho variables: ancho,
indice de forma, niumero de loculos, perimetro, area, ancho maximo, alto maximo
y grado de irregularidad (Tabla 11). Cabe resaltar que esta ultima variable solo
mostré diferencias significativas entre estos dos grupos, los cuales se

diferenciaron genéticamente en los tres marcadores evaluados (Tabla 4).

En las comparaciones entre el G4 y el G6, se encontraron diferencias
significativas en las variables ancho, indice de forma, perimetro, ancho maximo,

area y espesor del pericarpio. Ambos grupos presentaron diferencias en la
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constitucién génica de los tres marcadores analizados. De manera similar, el G2
y el G6 mostraron diferencias significativas en varias variables, como ancho,
perimetro, area, alto y ancho maximo, asi como area y espesor del pericarpio.
En este caso, los grupos se diferenciaron solo en los alelos que llevaban para el
marcador PTZ14, mientras que para PTZ102 y FAS fueron homocigotos con

alelos silvestres.

Entre el G2 y el G9, se encontraron diferencias significativas en siete
variables: peso, ancho, alto, numero de I6culos, perimetro, area'y ancho maximo.
Ademas, el G6 y el G10 se diferenciaron en las variables ancho, perimetro, area,

ancho maximo y alto maximo.

Al analizar las comparaciones entre los grupos G2y G4, G2y G7, G6 y
G7, G7 y G10, y G2 y G13, se encontraron diferencias significativas en las
variables indice de forma y nimero de l6culos. En todos estos casos, los grupos
se diferenciaron en el marcador de FAS. En particular, el G6 y el G7 se

diferenciaron Unicamente en el marcador de FAS.

El G6 y G9 se diferenciaron en tres variables: indice de forma, nimero de
l6culos y espesor del pericarpio. Ademas, el G9 se diferencié del G10 en las
variables peso, alto y ancho maximo. Por su parte, el G9 y el G13 se

diferenciaron en nimero de loculos, perimetro y ancho maximo.

En cuanto a las comparaciones entre el G4 y el G9, se observaron
diferencias en dos variables: ancho e indice de forma. EI G4 también se
diferenci6 significativamente del G10 y G11 en la variable indice de forma. El G7
se diferencié del G9 y G11 solo en una variable: indice de forma, mientras que
el G13 mostro diferencias significativas con el G10 y G11 en la variable niamero

de l6culos.

CONCLUSIONES PARCIALES
e El marcador molecular PTZ14 segreg6 de acuerdo con una proporcién
mendeliana 1:2:1 en todas las poblaciones, con la excepcién de la familia
24P1, en la cual se observdé una mayor frecuencia de genotipos
heterocigotos. FAS solo segrego conforme a la proporcion esperada en la
familia 23P4.
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En la familia 23P3, el marcador PTZ14 se asoci0 Unicamente con la
variable grado de irregularidad, mientras que FAS se asocio con multiples
variables: ancho, indice de forma, numero de léculos, perimetro, ancho
maximo y grado de irregularidad.

La interaccion entre 1d6 y FAS en la familia 23P3 resulté significativa en
tres variables: ancho, alto y grado de irregularidad. En particular, la
interaccion para grado de irregularidad fue altamente significativa.

En las poblaciones 23P3 y 24P1, FAS presentd un mayor efecto sobre el
grado de irregularidad.

Se identificaron diferencias significativas en varias variables morfologicas
entre los grupos analizados, destacandose la influencia de la constitucion
genética en las caracteristicas de los frutos. Las diferencias mas notables
se encontraron entre los grupos con genotipos homocigotos para los
alelos cultivados y los de alelos silvestres, especialmente en las variables
como numero de l6culos, grado de irregularidad y espesor del pericarpio.
Las comparaciones entre grupos con constitucién genética similar, como
G6 y G7, mostraron diferencias solo en unas pocas variables, lo que
sugiere que la variabilidad fenotipica en estos casos esta principalmente

influenciada por un Unico marcador, como FAS.
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DISCUSION

Las lineas casi isogénicas (NILs) son recursos genéticos de gran valor
para el estudio de las bases genéticas de caracteres de importancia agronémica
y de calidad. El uso de poblaciones de NILs ofrece mdultiples ventajas, entre ellas
la posibilidad de aislar regiones especificas del genoma del donante e
introgresarlas en un contexto genético de interés. Esto permite revelar QTLs que,
de otro modo, podrian quedar enmascarados por la alta proporcion del genoma
donante y los efectos de solapamiento. Ademas, la interaccion entre los alelos
del donante y el fondo genético del receptor puede dar lugar a la aparicion de
fenotipos novedosos, no presentes en las lineas parentales, generando una

variabilidad fenotipica inesperada (Lippman et al., 2007).

El desarrollo de NILs en el contexto genético del ancestro silvestre del
tomate cultivado permitiria conservar los alelos silvestres en todos los loci
involucrados en la determinacion del tamafio y la forma del fruto, caracteres que
han sido modificados a lo largo del proceso de domesticacion del tomate (Peralta
et al., 2008). Este enfoque ha sido ampliamente utilizado para la identificacion
de genes y el estudio de sus interacciones en la determinacién de la morfologia
del fruto, tanto en el eje proximo-distal (Xiao et al., 2008; Wu et al., 2015) como

en el eje medio-lateral (Chu et al., 2019).

En este estudio, la NIL utilizada resultd heterocigota en el marcador
molecular FAS, en contraste con lo esperado, ya que, segun lo reportado,
deberia ser homocigota para el alelo mutante (Chu et al., 2019). Este resultado
sugiere que la NIL pudo haber perdido su pureza genética, lo que podria haber
ocurrido debido a un cruzamiento no controlado durante su mantenimiento. En
este contexto, la "pureza genética" se refiere a la estabilidad genotipica de la
linea, es decir, a la conservacion de su perfil alélico esperado a lo largo de las
generaciones. A pesar de esta posible contaminacion en la linea parental, las
plantas F1 generadas a partir de ella presentaron la constitucion homocigota
esperada para los alelos cultivados de FAS. Esto indica que la NIL original no
era genéticamente uniforme en este locus y que, en lugar de ser completamente

homocigota, estaba segregando para FAS.
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En el desarrollo de las poblaciones segregantes, la mayoria de los cruza-
mientos realizados con la NIL fas/Ic dieron lugar a frutos con semillas, lo que
permitié obtener poblaciones segregantes F,, RC; y RC,. Sin embargo, en los
cruzamientos en los que participaron las plantas 22P59-1 y 22P59-3 no se obtu-
vieron frutos. Dado que el alelo cultivado de FAS corresponde a una mutacion
estructural producto de una gran inversion cromosémica, es posible que esta
alteracion afecte la formacion de gametas viables, reduciendo asi la eficiencia
reproductiva en ciertas combinaciones genéticas (Cong et al., 2008; Huang y van
der Knaap, 2011).

Durante la evaluacion de las poblaciones segregantes, se observé una
alta mortalidad de las plantas, lo que resulté en una reduccion significativa en el
tamafio poblacional de las familias estudiadas durante la primera campafia. La
presencia de nematodos y enfermedades del suelo afect6 negativamente el na-
mero de individuos evaluados, lo que pudo haber influido en la composicion ge-
nomica final de las familias, generando un sesgo en la representacion de ciertos
genotipos y complicando la interpretacion de la segregacion observada. Este
efecto también podria haber limitado la posibilidad de realizar ciertos andlisis y
dificultado la obtencion de resultados sélidos, especialmente en las familias con
un numero inicial reducido de individuos. La familia mas numerosa al inicio del
experimento fue la 23P3, con 143 plantas trasplantadas, de las cuales solo 50
pudieron ser evaluadas (Tablas 5y 6). A pesar de esta reduccién, el nUmero de
plantas analizadas resultoé ser suficiente para obtener datos confiables. Investi-
gaciones futuras podrian explorar la interaccion entre la resistencia a estreses

biéticos y la presencia del alelo FAS en diferentes fondos genéticos.

La familia 23P2 present6 los valores de mediana mas altos, lo que indicé
la presencia de frutos mas grandes, con mayor numero de Ié6culos, mayor grado
de irregularidad y una forma mas achatada. Estos resultados pueden explicarse
por su origen en una F2, producto de la autofecundacion de la F1, que presenta
una constitucién heterocigota para los loci PTZ14 y PTZ102, pero con los alelos
de FAS y LC fijos en su estado mutante. Esta configuracion genética es consis-
tente con la alta proporcion del genoma de “Voyage” en la generacion F2 (50%),
en comparacion con otras poblaciones como RC1 (25%) y RC2 (12,5%). Estos
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resultados son congruentes con estudios previos que han demostrado que los
genes FAS y LC, cuando se encuentran en su estado mutante, estan asociados
con un mayor numero de I6culos, una forma de fruto mas irregular o fasciada, y
un aumento en el tamano del fruto (Barrero y Tanksley, 2004; Lippman y
Tanksley, 2001; Rodriguez et al., 2011).

Adicionalmente, la familia 23P2, como generacion Fz, mostré distribucion
normal en la mayoria de las variables, lo que refleja una recombinacién mas
uniforme de los alelos parentales. Mientras que, al analizar el conjunto de
familias, las dos variables que presentaron distribucion no normal con mayor
frecuencia fueron el nimero de loculos y el grado de irregularidad. Estas
variables mostraron una distorsion hacia los valores mas bajos. El nimero de
I6culos es una variable discreta, ya que los tomates silvestres suelen tener entre
2y 3 l6culos (Chu et al., 2019), mientras que la segregacion de los alelos PTZ14
y PTZ102 incrementa el numero de loculos dependiendo de la familia (Vazquez
et al., 2022).

Las caracteristicas fenotipicas de las familias analizadas muestran una
alta variabilidad, especialmente en el nimero de loculos y el grado de irregulari-
dad. La distribucién y dispersion de estas variables dependen en gran medida
del origen genético de cada familia. La familia 23P5, derivada de la autofecun-
dacién de una RCi, cuya constitucion genética es heterocigota para PTZ14 y
homocigota con alelos cultivados para FAS y LC, presento los valores mas ele-
vados y la mayor dispersion en las variables nimero de l6culos y grado de irre-
gularidad. Aunque estas variables no alcanzaron una distribucion normal, su
comportamiento mostré menor asimetria en comparacion con otras familias. Esto
sugiere que, en la familia 23P5, las variables grado de irregularidad y numero de
|6culos estan probablemente influenciadas por la interaccion de los alelos en se-

gregacion.

Valores altos de heredabilidad indican que la variacion entre individuos se
debe principalmente a causas genéticas, lo que implica que hay poca influencia
de factores ambientales sobre el fenotipo (Kearsey y Pooni, 1996). El caracter
gue presentd el mayor valor de heredabilidad fue la altura (H2=0,64) correspon-

diente a la familia 23P5. En la familia F2 (23P2), las variables nimero de l6culos
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y grado de irregularidad mostraron valores de heredabilidad (H?) de 0,36y 0,41,
respectivamente. Estos valores estan acorde a estudios previos, donde el nu-
mero de |6culos presentd valores de 0,67 y 0,28 en dos poblaciones F2 derivadas
de cruzamientos intraespecificos entre cultivares que diferian para su grado de
irregularidad. En cuanto al grado de irregularidad, los valores de heredabilidad
fueron intermedios en ambas poblaciones, siendo superior en F2 derivada del
cruzamiento de “Voyage” (H2=0,34) (Vazquez et al., 2022). La diferencia en la
heredabilidad podria estar relacionada con la combinacion especifica de alelos

en cada cruzamiento.

Los caracteres de morfologia asociados al tamafio del fruto, como el
perimetro y el area, presentaron una alta correlacion, lo cual es consistente con
estudios previos (Adhikari et al., 2020; Vazquez et al., 2022). En la mayoria de
las familias analizadas, se observd una correlacion positiva entre el grado de
irregularidad y el numero de I6culos, lo cual coincide con trabajos anteriores,
como los de Gonzalo et al. (2009), Chu et al. (2019) y Vazquez et al. (2022). Sin
embargo, los dos primeros estudios analizaron las correlaciones considerando
la forma en el plano medio-lateral, mientras que Vazquez et al. (2022) estudiaron
este caracter en una coleccidn de cortes en el plano proximo-distal de cultivares
de tomate y su segregacion en cruzamientos entre cultivares. En este trabajo, el
grado de irregularidad se correlacioné positivamente con el ancho y el perimetro,
pero negativamente con la altura. Estos resultados indican que los frutos mas
irregulares tienden a presentar formas mas achatadas. Asimismo, en la mayoria
de las familias se encontré una correlacion positiva alta entre el espesor del
pericarpio y el area del pericarpio. Sin embargo, la familia 24P1 present6 una
correlacion negativa alta, lo que podria explicarse por factores ambientales, ya
gue esta camparfia se evalué en maceta y a través de la seleccion asistida por

marcadores moleculares.

El analisis de la herencia del caracter tipo de carpelo en el cruzamiento
entre “Voyage” (fruto apocarpico) y la NIL fas/lc (fruto normal) indicé que el
fenotipo de fruto normal domina sobre el fenotipo apocéarpico. De manera
consistente, estudios previos que evaluaron la herencia de este caracter en
generaciones derivadas del cruzamiento entre los cultivares “Voyage” y “Old

Brooks” también identificaron que los frutos normales son dominantes sobre los
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frutos apocérpicos (Vazquez et al.,, 2022). Sin embargo, Barrero y Tanksley
(2004) observaron que los frutos apocarpicos dominan sobre frutos normales en
la F1 derivada de cruzamientos entre la accesion “LA0767” de S. lycopersicum
(fruto apocarpico) y accesiones cultivadas con frutos normales. Esto indicaria
que la accidn génica cambia de acuerdo con el contexto genético en el que se
encuentren los determinantes genéticos del fenotipo, que existen mas de un

locus en el control del caracter y/o la existencia de alelos multiples en el locus.

La segregacion observada en la generacion F2 y en las
autofecundaciones de RCi no se ajustd a los modelos de segregacion
mendeliana evaluados. Esta falta de ajuste podria explicarse por el bajo nimero
de individuos analizados, lo que limita la capacidad de detectar patrones
genéticos. En estudios previos, como el realizado por Vazquez et al. (2022), se
reportd que en una poblacién F2 de 53 plantas con frutos normales y 30 con
frutos apocarpicos, la segregacion se ajusté a un modelo de epistasis doble
recesiva (9:7), lo que sugiere que la expresion de este caracter podria estar
influenciada por la interaccion de dos loci. Por otro lado, Mahfud y Murti (2020),
por su parte, informaron que el caracter de carpelos en tomate, en su variante
de fruto compuesto, estaba controlado por una interaccién entre dos genes con
epistasis doble dominante, resultando en una proporcion de 15:1 (fruto Unico:
fruto compuesto). De manera similar, Barrero y Tanksley (2004) observaron que
la segregacion para el rasgo de carpelos no fusionados en cruzamientos entre
“LAO767” y accesiones cultivadas seguia una proporcion 3:1, con dominancia del
rasgo no fusionado. Sin embargo, en los cruces con especies silvestres de frutos
pequefios, todas las plantas Fi1 presentaron carpelos no fusionados, lo que
refuerza la idea de que la expresién del caracter depende del contexto genético.
Este contexto puede explicar la variabilidad observada en la segregacion del
caracter tipo de carpelo en el cultivar "Voyage", sugiriendo la influencia de

interacciones génicas complejas.

Una limitante que existe en este trabajo, fue la presencia de expresividad
en caracter grado de irregularidad. La expresividad se refiere al grado o
intensidad con la que se manifiesta el fenotipo de un individuo con un genotipo
determinado, dando lugar a un rango de fenotipos. Se ha reportado que la

penetrancia y expresividad del caracter fasciado en tomate son variables
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(Barrero y Tanksley, 2004), en dicho estudio se observé que los alelos mutantes
del gen FAS no solo estan asociados con la fasciacion del fruto, sino también
con la presencia de carpelos no fusionados. El efecto de expresividad se reportd
también para los caracteres de mudltiples pistilos en trigo (Zhu et al., 2019) y
namero de flores en garbanzo (Srinivasan et al., 2006), espiguillas multifloras en

panojas de avenay altura de planta en arroz (Umar et al., 2010).

El marcador molecular PTZ14 segreg6 de forma de mendeliana (1:2:1) en
todas las poblaciones, con excepcion de la familia 24P1 en la que se presentaron
mas genotipos heterocigotos. La segregacion distorsionada ocurre cuando las
frecuencias de genotipos observados se desvian de las proporciones
mendelianas esperadas en una poblacion dada (Koide et al.,, 2012). Las
distorsiones en la segregacion de un caracter o marcador pueden estar
influenciadas por multiples factores de origen genético, ambiental o por la
interaccién entre ambos (Xu et al.,, 1997). Al analizar la segregacién de los
marcadores PTZ14 y FAS (detectado por los cebadores PTZ112 y PTZ113) en
forma conjunta, algunas combinaciones alélicas de estos dos loci independientes
(ubicados en los cromosomas 6 y 11 respectivamente), no se observaron en la
descendencia, a pesar de que su frecuencia esperada era de 1/16. Estos
resultados sugieren la existencia de un locus que podria estar asociado a un gen
letal, cuya presencia en determinadas combinaciones impediria la viabilidad de
los individuos que las portan.

Al analizar la asociacion de las variables cuantitativas y los marcadores,
se observo que el gen FAS tiene un efecto significativo en el nimero de |6culos
y el grado de irregularidad del fruto. Estos hallazgos son consistentes con
estudios previos que indican que mutaciones en el gen FAS incrementan el
namero de loculos y promueven una forma fasciada en los frutos (Cong et al.,
2008; Chu et al., 2019). El efecto de FAS es causado por una inversion en la
base del cromosoma 11 del genoma de tomate que interrumpe el promotor del
tomate SICLV3 (Huang y van der Knaap, 2011; Xu et al., 2015), esta alteracion

genera un aumento del nimero de loculos y tamafio del fruto.

En conjunto, nuestros resultados destacan la importancia de considerar la
interaccién entre fondo genético, estructura cromosdmica y ambiente al estudiar

caracteres morfologicos en tomate. La generacion de nuevas NILs y la aplicacion
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de técnicas de secuenciacion de lectura larga podria aportar informacion clave

para esclarecer los mecanismos genéticos subyacentes a la morfologia del fruto.
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CONCLUSION FINAL

A partir del estudio de familias derivadas del cruzamiento interespecifico
entre el cultivar “Woyage” y la NIL Ic/fas fue posible identificar interacciones
significativas entre los marcadores moleculares de las regiones gendémicas de
interés 1d6 y FAS, y caracteres de morfologia, siendo destacable el grado de
irregularidad. Si bien no fue posible determinar el tipo de herencia para el
caréacter tipo de carpelos, el fenotipo normal mostro dominancia sobre el fruto
apocarpico y se observo segregacion para el fenotipo apocérpico en las distintas
familias derivadas, demostrando que el locus FAS y la region gendmica asociada
al marcador PTZ14 influyen en la variabilidad de los caracteres tipo de carpelo y
grado de irregularidad en el contexto genético de S. pimpinellifolium. Sin
embargo, estos factores resultan insuficientes para explicar toda la variabilidad
observada en el caracter, lo que sugiere la existencia de otros loci que también

contribuyen a la expresion del rasgo.
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E

Numero de Loculos 1 %7
Grado de Irregularidad - 0.17 0.26
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Figura suplementaria 2: Matriz de correlacidon que representa la asociacion fenotipica entre los caracteres analizados en la familia
23P4 (A), 23P5 (B), 23P6 (C), 23P7 (D) y 24P1 (E). El color de las celdas indica la magnitud de las correlaciones, tanto positivas
como negativas. Las correlaciones fuertes y positivas se destacan en rojo oscuro, mientras que los tonos mas claros representan
asociaciones mas débiles. Del mismo modo, las correlaciones fuertes y negativas se resaltan en celeste oscuro, con tonalidades
mas claras para relaciones mas débiles. Las cruces indican correlaciones no significativas al 5 %.
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Gl G2 G4 G6 G7 G9 G10 G1l1 G13
media +de media+tde mediatde media+xde media+tde media+xde mediatde media+de mediaz*de
3,03+1,20 3,02+0,53 3,62+154 244+0,62 3,22+2,15 191+053 3,23+0,93 220+0,69 257+041
A 1,80+0,16 1,78+0,13 193+0,29 147+0,15 187+054 149+0,16 1,80+0,21 157+0,20 1,74+0,07

142+0,26 159+0,10 142+0,16 142+0,16 1,36+0,27 129+0,12 164+0,22 138+0,16 1,35%+0,17
IdF 0,79+0,07 0,90+0,04 0,75+0,05 0,97+0,07 0,75+0,09 0,87+0,04 0,91+0,05 0,90+0,04 0,79+0,09
NL 4,71+0,41 2,24+0,26 4,51+099 2,20+0,28 451+127 332+081 232+046 2,74+094 5,13+1,00
Per 6,46+045 597+0,37 6,43+094 5,14+042 635+182 515+043 6,02+0,58 5,33+0,79 6,09+0,05
Ar 2,73+047 256+031 291+093 192+0,29 292+152 188+0,37 260+047 200+0,52 2,46+0,11
Am 187+0,20 185+0,11 197+0,29 157+0,13 192+055 156+0,13 186+0,18 1,62+0,20 1,81+0,03
Hm 186+0,04 1,74+0,11 183%+0,33 151+0,22 183+051 151+0,15 1,75+0,17 154+0,25 1,73+0,03
GI 335%+061 157+0,38 2,15+1,06 1,40%+0,27 2,10+0,77 161+051 145%+0,82 1,90+0,74 2,17+0,24
ArP 0,70+0,00 0,67+0,03 0,69+003 063+002 0,67+006 0,65+0,06 0,67+004 0,66+006 0,67+0,04
EP 1,16+0,00 0,18+0,01 0,16+0,02 0,20+0,01 0,18+0,04 0,18+0,01 0,28+0,03 0,18+0,03 0,18 +0,03

Tabla suplementaria 1: Valores medio y desvio estandar (de) para cada variable en cada uno de los grupos (G). Abreviaciones P:
peso, A: ancho, H: alto, IdF: indice de forma, NL: nimero de lIéculos, Per: pericarpio, Ar: area, Am: ancho maximo, Hm: alto maximo,
Gl: grado de irregularidad, ArP: area de pericarpio, EP: espesor de pericarpio.
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Gl/G2 G2/G4 G2/G6 G2/G7 G2/G9 G2/G10 G2/G11 G2/G13
t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor T p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
P 001 099 |-074 049 | 148 0,18 |-0,20 0,85 | 2,97 0,03 038 072 | -189 0,11 | -121 0,28
023 083 |-095 103 | 321 0,01 |-0,36 0,74 2,80 003 | 0,24 089 | -1,74 0,13 | -049 0,65
H |-1,23 029 |167 0,16 | 1,82 0,11 | 1,57 0,16 3,79 001 | 043 068 | -220 0,07 | -2,30 0,07
IdF | -2,54 0,06 | 4,48 0,007 |-1,86 0,10 | 3,12 0,02 0,89 041 | 054 0,61 0,00 >0,99 | -2,18 0,05
NL | 9,41 0,0007]-455 0,006 | 021 084 |-391 002 | -253 0,04 | 029 0,78 1,02 0,35 5,71  0,0023
Per | 142 023 |-091 o040 | 306 002 |-045 0,68 2,89 0,03 | 023 09 | -1,49 0,19 0,62 0,58
Ar | 056 060 [|-0,74 050 | 320 0,02 |-052 0,63 2,79 003 | 026 088 | -184 0,12 | -051 0,63
Am | 0,15 089 }J-074 049 |339 001 |-0,28 0,80 3,47 001 | 005 096 | -2,06 0,08 | -0,59 0,58
Hm | 1,48 0,21 |-057 059 |291 0,02 |-041 0,70 2,40 0,06 | 0,22 091 | -1,47 0,19 | -0,07 0,94
Gl | 259 001 |-104 035 |076 047 |-1,26 025 | -0,13 09 |-0,26 0,80 0,79 0,46 2,38 0,06
ArP | 247 009 |-098 037 |249 004 |-008 094 0,48 065 |-0,10 0,93 | -030 0,78 0,11 0,92
EP |-346 004 | 127 026 |-249 0,04 | 011 0,92 0,58 058 | 0,00 >099 | -036 0,73 0,00 >0,99

Tabla suplementaria 2a: Estadistico t-Student y p-valor en las comparaciones entre los grupos (G) para cada una de las variables.
Abreviaciones P: peso, A: ancho, H: alto, IdF: indice de forma, NL: numero de I6culos, Per: pericarpio, Ar: area, Am: ancho maximo,
Hm: alto maximo, Gl: grado de irregularidad, ArP: area de pericarpio, EP: espesor de pericarpio. En negrita se resaltan p-valores
significativos (< 0,05).
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G4/G6 G4/G7 G4/G9 G4/G10 G4/G11 G4/G13 G6/G7 G6/G9

t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor

P 1,57 0,17 0,28 0,79 | 2,12 0,09 | -0,43 0,69 | -1,67 0,16 -1,14 0,32 -0,78 0,48 1,36 0,21
3,02 0,02 0,18 0,86 | 2,61 0,04 [-0,71 0,51 | -1,96 0,11 | -1,12 032 | -1,57 0,19 | -0,17 0,87

H [-001 0,99 0,34 0,74 | 1,21 0,28 | 1,44 0,21 | -0,32 0,76 | -0,51 0,64 0,44 0,67 1,36 0,21
IdF | -4,70 0,003 0,06 0,95 | -3,44 0,02 | 4,06 0,01 420 0,000 0,71 0,52 441 0,002 | 245 0,04
NL | 397 0,06 |-2,3E-03 099 | 1,76 0,14 |-400 0,06 | -2,42 0,06 0,77 0,49 | -3,99 0,02 | -2,91 0,02
Per | 2,74 0,03 0,07 094 | 247 0,06 |-0,73 0,50 | -1,70 0,15 | -0,63 059 | -1,44 0,22 | -0,03 0,98
Ar [ 2,32 0,06 -0,01 099 | 206 0,09 [-059 0,58 | -1,68 0,15 | -0,84 049 | -1,44 0,22 0,19 0,86
Am | 2,70 0,04 0,13 0,90 | 254 0,06 |-0,62 0,56 | -1,90 0,12 | -0,91 0,46 | -1,39 0,24 0,11 0,91
Hm [ 2,06 0,09 0,01 099 | 1,76 0,14 |-045 0,67 | -1,37 0,23 | -054 0,64 | -1,37 0,24 | -0,01 0,99
Gl | 1,19 0,35 0,07 094 | 090 040 |(-0,99 0,37 | -0,37 0,72 0,03 0,98 | -1,92 0,09 | -0,79 0,45
ArP | 3,30 0,02 0,55 0,60 | 099 037 (-080 0,48 | -0,80 0,46 | -0,69 0,53 | -1,46 0,20 | -0,69 0,54
EP |-3,01 0,02 -0,63 0,55 | -0,86 043 | 0,85 043 0,63 0,56 0,82 0,46 1,31 0,23 2,97 0,02

Tabla suplementaria 2b: Estadistico t-Student y p-valor en las comparaciones entre los grupos (G) para cada una de las variables.
Abreviaciones P: peso, A: ancho, H: alto, IdF: indice de forma, NL: numero de I6culos, Per: pericarpio, Ar: area, Am: ancho maximo,
Hm: alto méximo, Gl: grado de irregularidad, ArP: area de pericarpio, EP: espesor de pericarpio. En negrita se resalta los p-valores

significativos (< 0,05).
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G6/G10 G6/G11 G6/G13 G7/G9 G7/G10 G7/G11 G7/G13 G9/G10
t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor T p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
P 1,51 0,17 | -0,55 0,60 | 0,32 0,76 | 1,32 0,26 | 8,6E-04 0,99 -0,90 0,40 -0,50 0,63 2,45 0,04
267 003 | 082 044 (282 003 1,33 0,22 -0,25 0,81 | -1,04 0,33 | -0,53 0,62 2,29 0,06
H | 175 012 |-039 071 (-061 057 | 0,45 0,67 1,66 0,14 0,14 0,89 | -0,05 0,96 2,78 0,03
IdF [ -1,28 0,24 |-1,81 0,11 |-3,19 0,02 | -2,54 0,04 3,28 0,01 3,07 0,02 0,69 0,51 1,24 0,26
NL | 047 065 | 1,0 0,35 | 496 0,04 | 1,62 0,15 -3,26 0,01 | -2,32 0,06 0,72 0,50 -2,14 0,08
Per (| 2,63 003 | 0,44 067 | 493 0,008| 1,42 0,23 -0,34 0,74 | -1,04 0,33 | -0,32 0,77 2,41 0,06
Ar [ 268 003 | 029 0,78 | 3,04 0,02 | 1,47 0,21 -0,40 0,70 | -1,14 0,29 | -0,68 0,54 2,39 0,06
Am | 275 003 [ 043 068 | 300 002 ] 143 0,23 -0,22 0,83 | -1,04 0,33 | -0,44 0,68 2,68 0,04
Hm | 245 004 | 0,18 086 | 3,08 0,02 | 1,20 0,27 -0,31 0,77 | -1,06 0,32 | -0,44 0,68 2,07 0,08
Gl | 0,12 090 | 1,40 0,21 | 4,02 0,007] 1,09 0,31 -1,23 0,26 | -0,40 0,70 0,14 0,89 -0,33 0,75
ArP| 156 016 | 0,80 0,48 | 210 0,08 | 0,46 0,66 -0,15 0,89 | -0,32 0,76 0,00 >0,99 0,34 0,74
EP (-1,49 0,18 |-197 0,09 |-1,50 0,18 | 0,16 0,88 0,09 0,93 | -0,14 0,89 0,08 0,94 0,33 0,75

Tabla suplementaria 2c: Estadistico t-Student y p-valor en las combinaciones de los grupos (G) para cada una de las variables.
Abreviaciones P: peso, A: ancho, H: alto, IdF: indice de forma, NL: numero de I6culos, Per: pericarpio, Ar: area, Am: ancho maximo,
Hm: alto maximo, GI: grado de irregularidad, ArP: area de pericarpio, EP: espesor de pericarpio. En negrita se resalta los valores de

p-valor significativos (< 0,05).
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G9/G11 G9/G13 G10/G11 G10/G13 G11/G13
t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
P 0,67 0,53 | 1,78 0,23 | 1,77 0,13 1,11 0,32 -0,82 0,45
0,60 057 | 249 006 | 154 0,17 0,44 0,68 | -1,36 0,23
H [ 09 040 | 053 0,62 ] 191 0,10 1,87 0,12 0,25 0,81
IdF | 0,84 0,43 |-1,59 0,17 | 0,51 0,63 2,29 0,07 2,12 0,09
NL |-0,93 0,39 | 2,66 0,04 |-081 0,45 | -5,07 0,004 | -3,25 0,02
Per ( 0,39 0,71 | 436 002 ] 142 021 | -0,25 0,82 | -1,94 0,15
Ar [ 0,38 0,72 2,54 0,06 1,71 0,14 0,50 0,64 -1,47 0,20
Am | 048 065 | 328 0,02 | 1,78 0,13 0,41 0,70 | -1,93 0,15
Hm | 0,16 0,88 2,44 0,06 1,40 0,21 0,17 0,87 -1,55 0,22
Gl 0,64 0,55 1,73 0,14 | -0,81 0,45 | -1,44 0,21 -0,60 0,57
ArP | 012 091 | 0,46 066 | 020 0,85 | -0,16 0,88 | -0,31 0,77
EP | 0,00 >0,99 | 0,34 0,75 | 0,27 0,80 0,00 >0,99 | -0,25 0,81

Tabla suplementaria 2d: Estadistico t-Student y p-valor en las comparaciones entre los grupos (G) para cada una de las variables.
Abreviaciones P: peso, A: ancho, H: alto, IdF: indice de forma, NL: numero de I6culos, Per: pericarpio, Ar: area, Am: ancho maximo,
Hm: alto maximo, GI: grado de irregularidad, ArP: &rea de pericarpio, EP: espesor de pericarpio. En negrita se resaltan los p-valores

significativos (< 0,05).
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