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RESUMEN

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es una de las Solanaceas de mayor
importancia econdmica. La superficie cultivada dedicada a este cultivo se distribuye en gran
parte del territorio a nivel global. Uno de los destinos de su produccién es el de consumo en
fresco y un caracter de fundamental importancia es la prolongacion de la vida poscosecha,
ya que las pérdidas poscosecha en los paises en desarrollo representan casi el 50 % de lo
producido (Meli et al., 2010). Un grupo de proteinas denominadas small Heat Shock Proteins
(sHSPs) desempefian diversas funciones de regulacion en la maduracion y por lo tanto
podrian extender la vida poscosecha. Es de destacar, que estas sHSPs interaccionan con la
fitohormona clave de los frutos climatéricos, el etileno. En esta tesis se abordd el estudio de
la participacion de las sHSPs en el proceso de maduracion del fruto de tomate a través de
enfoques transcriptémicos y gendmicos, en el cual se desarrollaron marcadores moleculares
a partir de dicha informacién con el fin de obtener nuevas estrategias de mejoramiento
genético de la especie y asistir al programa de mejora. Se realizaron estudios
transcripcionales mediante secuenciacion mediante tecnologia lllumina® en el cv. Caimanta
(C), la accesion silvestre LA0722 (P) y su F, (CxP) en los estados de maduracién de Verde
Maduro (VM), Pinton (Pi) y Rojo Maduro (RM). En total se obtuvieron un promedio de
22.541.809 lecturas por cada biblioteca. Se detectaron genes con Expresion Diferencial (ED)
significativa entre los estados Pi vs. VM y RM vs. VM para los 3 genotipos considerados
uniformes de manera global. Se realizd una caracterizacion y analisis de la funcionalidad de
genes en donde se detectaron 4 términos GO de la ontologia génica (GO, del inglés gene
ontology) relacionados a procesos bioldgicos en donde participan genes relacionados a la
maduraciéon. Los ID de los genes en cada GO fueron identificados y comparados,
obteniendo un total de 2744 genes unicos entre ellos, evidenciando una gran riqueza en este
enfoque. A fin de refinar el analisis global de genes, se enfoco en la subfamilia de sHSPs
previamente estudiadas in silico. Se identificaron una decena de genes de sHSPs con
expresion diferencial en los progenitores y su cruzamiento. Siguiendo los analisis de las
sHSPs, se estudiaron aquellas detectadas previamente por Arce et al. (2015, 2016) y
Krsticevic et al. (2016). El gen Solyc06g076540.1 se destacd por su mayor expresion
diferencial y significancia entre los estados madurativos. Con el fin de detectar efectos
genéticos a través de estudios de expresion entre los progenitores se realizaron
comparaciones de los transcriptomas en el mismo estado de maduracion (C vs P para VM,
C vs P para Pi y C vs P para RM). Esto evidencié que la sHSPs Solyc06g076540.1 mantuvo

una expresion diferencial constante en los 3 estados. A partir de esta informacion del
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analisis transcriptomico y gendmico se desarrollaron 3 InDels y 1 SNP a través del
polimorfismo detectado en las secuencias génicas de los progenitores. El enfoque gendmico
se desarrollé con tecnologia de secuenciacion de segunda y tercera generacion. Se realizod
la caracterizacion fenotipica y molecular de la poblacion F, obtenida del cruzamiento
ToUNR18 x ToUNR1. En la caracterizacion fenotipica se analizaron caracteres morfolégicos
y organolépticos. Los resultados de los caracteres morfoldégicos mostraron h? altas (mayores
a 0,72) excepto para vida poscosecha que tuvo un valor intermedio (0,46). Por el lado de los
caracteres organolépticos fue de medio a bajo (0,33 fue el maximo para dureza). Se
caracterizd molecularmente una generacion F, con InDels y SNP desarrollados y se
detectaron QTLs robustos para peso, altura y pH. Por ultimo, con el fin de relevar la region
de estas sHSPs del cromosoma 6 con mayor certidumbre se realizé una secuenciacion de la
region en la plataforma ONT (del inglés, Oxford Nanopore Technologies) de secuenciacién
de tercera generacién. Estudios in silico previos del grupo habian sugerido una variacion en
el numero de copias de estas sHSPs que podrian distorsionar los analisis de expresion
diferencial e intervenir en el proceso de maduracion. Esta tecnologia es capaz de reducir
fuertemente las dificultades del ensamblaje en regiones repetitivas y duplicadas en tandem.
Se desarrollaron 27 pares de cebadores para amplificar dicha region y se secuencié los
genotipos C, P y su F,. Se lograron secuencias con longitudes entre 400 pb y 6000 pb. Se
ensamblo la region y se obtuvieron 2 contigs para el cv. Caimanta sumando un total de
12011 pb, la accesion silvestre LA0722 obtuvo 3 contigs con una longitud de 10006 pb y la
F, 4 contigs con un total de 13945 pb. Los resultados obtenidos permiten disponer de
secuencia gendmica mas confiable a nivel de regiones con genes duplicados en tandem o
regiones repetitivas con el fin de continuar con el desarrollo de marcadores moleculares que
asistan al programa de mejora. Integrar la informacion transcriptomica mediante un enfoque
basado en el conocimiento de la secuencia genémica permite estudiar posibles genes
candidatos implicados en la determinacion de los rasgos agronomicos de interés y asi
obtener nuevas variedades con larga vida poscosecha a través del mejoramiento genético

de la especie.

PALABRAS CLAVES

Solanum spp. - expresion génica - mejoramiento genético vegetal - maduracion del fruto
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ABSTRACT
Genomic and transcriptomic of the tomato fruit ripening: application to plant breeding

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most economically important
Solanaceae. An important trait is the prolongation of post-harvest life since postharvest
losses in developing countries represent 50% of production. The small Heat Shock Proteins
(sHSP) gene family shows a high copy number of members, involved in stress and ripening
processes. We have studied the genomic structure and function of sHSP subfamily members
in Solanum lycopersicum cv. Caimanta, Solanum pimpinellifolium accession LA0722 and
their F,, which are the parental lines of different breeding populations. The goal was to study
the participation of sHSPs in the fruit ripening process and develop new strategies for genetic
breeding. Transcriptomes were obtained in cv. Caimanta (C), the wild accession LA0722 (P)
and its F, (CxP) at the mature green (MG), breaker (B) and red ripe (RR), main ripening
stages. For C, 6159 and 6922 genes with differential gene expression (DGE) were detected
between B vs MG and RR vs MG respectively, in P there were 7313 and 6929 genes with
differential gene expression (DGE) were detected between B vs MG and RR vs MG
respectively, and for the F, it was 2715 and 6994 genes with differential gene expression
(DGE) were detected between B vs. MG and RR vs. MG respectively. Gene functionality
analysis was performed and 4 Gene Ontology (GO) terms were detected. We identified 10
sHSP genes with DGE in C, 5 genes only in the RR state and 5 shared between the B and
RR states. In P there were a total of 6 sHSP genes with DGE, detecting 4 shared genes
between both states, and a unique gene in B and RR. Three InDels and a SNP were
developed through the polymorphism detected in genome sequences of parental genotypes
and a segregating population (F,) was molecularly characterized. We have identified three
Quantitative Trait Loci (QTL) for weight, height, and pH, respectively. Previous studies
evidenced variation in the copy numbers of sHSP in chr06. This region was sequenced using
3™ generation technology. The region was assembled and we obtained 2 contigs for cv.
Caimanta, 3 contigs for wild accession and 4 contigs for F,. Results obtained allowed
integrating the information from the transcriptomic study with an approach based on the
knowledge of the genomic sequence and thus developing molecular markers that allow

assisting the genetic improvement of the species to obtain new elite varieties.
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INTRODUCCION

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es la segunda Solanacea de mayor
importancia econémica en el mundo, luego de la papa. La superficie cultivada dedicada a
este cultivo representa el 0,6% a nivel mundial, y en la Argentina se lo cultiva tanto en
cinturones horticolas como en zonas de produccion especializada, siendo la especie con
mayor superficie en produccién bajo invernadero (Ferratto et al., 2006). EI mercado de
tomate se divide principalmente en mercado fresco y tomate para industria. La produccion
promedio anual de tomate argentino de los ultimos afios se ubica en torno a 1.100.000 de
toneladas y con un alcance de 17.000 hectareas destinadas a la produccion. De este total,
aproximadamente un 60-70 % se destina a mercado para consumo en fresco y un 30-40 %
para industria. Nuestro pais posee regiones donde se desarrolla la produccion asegurando
el abastecimiento local, recurriendo a importaciones desde paises limitrofes ante situaciones
climaticas desfavorables que dificultan cubrir la demanda nacional. EI consumo nacional
ronda los 16 kg/persona/afio y dentro del rubro horticola sélo es superado por la papa’.
Argentina exporta pequefias cantidades de su produccion de tomate para consumo en
fresco, siendo Paraguay el destino principal, seguido por Brasil y Uruguay. Diferentes
provincias de la Argentina son las que concentran el mayor porcentaje de esta superficie
(Buenos Aires, Corrientes, Salta, Santa Fe y Mendoza), sin embargo, los destinos de los
tomates que en esas zonas se cosechan no son los mismos y ahi radica la principal

diferencia entre ellas.
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Principales zonas productoras de tomate en Argentina. (Fuente: Elaborado por la Direccion de Produccion
Agricola en base a datos de MCBA, SENASA y TOMATE 2000).

' www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-tomate-argentina-diciembre-2020.pdf
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De los dos destinos mencionados que puede tener la produccion nacional y mundial
de tomate, pero principalmente en la destinada a consumo en fresco, un caracter de
fundamental importancia es la prolongacion de la vida poscosecha de los frutos, ya que las
pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas en los paises en desarrollo representan casi el
50 % de lo producido (Meli et al., 2010). Esta problematica se relaciona a su vez con el
transporte, logistica y comercializacion de los mismos. En consecuencia, tomates larga vida
son altamente apreciados para su produccion y comercializacion como fruto fresco, y asi la
vida poscosecha se considera un rasgo altamente importante en los programas de
mejoramiento genético de esta especie. Este atributo es una variable agronémica de gran
importancia biologica, histérica y econdmica para este cultivo. La obtencion de nuevas
variedades de larga vida poscosecha es la meta de muchas investigaciones, y hasta el
momento estuvo limitada a la introgresién de genes mutantes para la maduracién nor (non
ripening), rin (ripening inhibitor), alc (alcohaca) y Nr (never ripe) en fondos genéticos élites a
través de técnicas convencionales dentro de los programas de mejoramiento. Esta
estrategia puede llevarse a cabo por transgénesis o cruzamientos con estos mutantes
espontaneos que retrasan la madurez, pero poseen implicancias socioecondmicas
desfavorables, al modificar otros caracteres agronémicos de interés de manera negativa o
indeseable. En consecuencia es necesario buscar otras estrategias hacia la obtencion de
nuevas variedades.

En los programas de mejoramiento genético de tomate es usual realizar cruzamientos
con especies silvestres para incrementar la variabilidad genética del tomate cultivado. El uso
de la biodiversidad relacionada con un cultivo es una alternativa para incrementar la
variabilidad disponible, pero junto a la ampliacion de la base genética suelen aparecer
caracteres agrondmicamente indeseables como depresion en el rendimiento, disminucion
del peso de los frutos, presencia de espinas, pubescencia y/o metabolitos secundarios que
afectan la calidad del producto (van de Wouw et al., 2010).

La dispersion de semillas y la coevoluciéon entre los frutos del tomate silvestre y los
frugivoros que lo consumen puede explicarse en parte por la persistencia de ciertas
caracteristicas de calidad como aroma, color, sabor y textura del fruto. En términos
evolutivos, los individuos poseedores de una senescencia retardada y de caracteristicas
organolépticas que los hagan mas atractivos tendrian una ventaja evolutiva respecto a los
demas, ya que probablemente sus semillas serian mayormente dispersas. Asi, es de
esperar que los genes que retrasan la maduracién de los frutos hayan sido seleccionados

positivamente durante la evolucion de las especies silvestres de tomate. A su vez, estos
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genes representan herramientas potenciales muy utiles en el mejoramiento vegetal de la
variedad cultivada, evitando asi los efectos adversos de las estrategias de mejoramiento
genético.

El tomate es un cultivo de constitucion genética diploide y con 12 cromosomas. Dentro
de su clado, se conocen 13 especies de tomate pertenecientes al género Solanum seccion
Lycopersicon, 12 especies silvestres y una especie cultivada (Peralta et al., 2008). Las
especies silvestres crecen en distintas regiones andinas con los mas diversos ambientes
que dicha regién dispone de manera caracteristica. Esta se encuentra definida por la region
Andina de América del Sur comprendida entre Ecuador y el norte de Chile. El tomate fue
domesticado en dos etapas con dos centros independientes, una inicial que fue en Peru y
Ecuador y una segunda en la regién de la peninsula de Yucatan en México (Blanca et al.,
2012 y 2015). Su dispersion por el mundo comenzd con la llegada de los conquistadores
espanoles a América, luego fue llevado de México a Europa y posteriormente se disperso al
resto del mundo actual.

Estudios experimentales llevados a cabo por el grupo de Mejoramiento Genético de
Tomate de la Catedra de Genética FCA-UNR desde los afos '90 aportaron el conocimiento
basico sobre las modificaciones en la estructura gendmica del tomate cultivado Solanum
lycopersicum (cultivar Caimanta, tipo platense) causadas por la incorporacion del
germoplasma silvestre de Solanum pimpinellifolium (accesion LA0722) para prolongar la
vida poscosecha de los frutos. Por consiguiente, los cambios fenotipicos asociados a la
introgresiéon pueden ser evaluados para la generacion de nuevos materiales genéticos que
satisfagan la demanda de los productores y los consumidores, y que ademas estén
adaptados al ambiente y las formas de cultivo locales. El grupo de investigacion tiene amplia
trayectoria en dicha area y ha obtenido 18 lineas recombinantes (RILs, siglas del inglés:
Recombinant Inbred Lines) de tomate obtenidas a partir del cruzamiento interespecifico
(Hibrido de Primer Ciclo, HPC) mencionado, mediante seleccién antagonica y divergente
para peso y vida poscosecha de los frutos (Rodriguez et al., 2006). Asi, se obtuvieron 16
RILs y otras 2 particulares, una de color amarillo (a pesar de que ambos progenitores
poseen color final rojizo) y una con forma perita (a pesar de sus progenitores poseen forma
redonda o aplanada). La alta variabilidad presente entre las RILs (Pratta et al.,, 2011) y la
aparicion de distintos tipos de efectos génicos en los Hibridos de Segundo Ciclo (HSC)
(Pereira da Costa et al., 2016, Cabodevila et al., 2017, Cambiaso et al., 2019%) demuestra
que la variacion fenotipica observada responde en gran medida a componentes genéticos.

Las generaciones segregantes de los HSC pueden presentar nuevas combinaciones
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genéticas entre los alelos favorables que fueron acumulados en las generaciones de
autofecundacién y seleccion a través de las cuales se originaron sus lineas progenitoras (De
Toledo et al., 1984; Pooni and Jinks, 1985; Ipsilandis et al., 2006), tanto en especies
autégamas (Ferraz de Toledo, 1987) como en alégamas, por lo que representan una
poblacion promisoria para realizar nueva seleccion y deteccidon de nuevos QTLs
(Quantitative Trait Loci, o loci de caracteres cuantitativos) o validacion de QTLs identificados.
Se han analizado ya las generaciones F, de tres HSC promisorios (Cabodevila et al., 2013),
apareciendo el HSC (ToUNR18 x ToUNR1) como el mas apropiado para avanzar a F;.
Mediante el uso de marcadores moleculares es posible estimar con precisién el nimero, tipo
y magnitud de los efectos génicos involucrados en la determinacion de un caracter
cuantitativo. Varias caracteristicas del fruto fueron ya asociadas a marcadores moleculares
(Tanksley et al., 1996; Grandillo y Tanksley 1996; Bernacchi et al., 1998; Fulton et al., 2000;
Causse et al., 2001; Gonzalo y van der Knaap 2008). Estos autores senalaron la importancia
de los marcadores moleculares para identificar genes de interés agrondmico en especies de
interés.

Los caracteres de peso y vida poscosecha de los frutos estan estrechamente
asociados a la maduracion. Esta ultima se define como un proceso de desarrollo especifico
en el que la regulacion de la expresién génica causa cambios metabdlicos vy fisiolégicos que
varian entre individuos, generando una amplia diversidad en las poblaciones naturales y
experimentales. El cambio de color es causado por la degradacion de la clorofila, la sintesis
de pigmentos carotenoides en los cloroplastos y cromoplastos, y los pigmentos fendlicos:
antocianinas, flavonoides y pro-antocianidinas (Lancaster et al., 1997). Este cambio se
vincula con la evolucion de la textura, aroma y sabor que esperan los consumidores de estos
productos en el momento de consumo. Durante la maduracion de los frutos ocurren cambios
fisiologicos, bioquimicos y estructurales que influyen en la produccién de compuestos
quimicos que generan el sabor y aroma correspondientes. Las caracteristicas sensoriales,
principalmente de olor y sabor, juegan un papel central en la calidad de los frutos y
dependen del gusto y aroma percibidos por cada consumidor.

El tomate es un fruto climatérico ya que el proceso de maduracién de los frutos es
regulado por su principal fitohormona, el etileno. Esta dependencia con el etileno ha
posicionado la maduracion del fruto del tomate como modelo para estudiar la regulacion de
la sintesis y percepcion de esta fitohormona. Este proceso ocurre tanto en los frutos que
estan audn en la planta, o sea, antes de la cosecha, como en los cosechados antes que

maduren. La vida poscosecha esta definida por el tiempo de maduracion del fruto
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transcurrido una vez que es cosechado de la planta hasta que ya no es comercialmente
aceptado (Beckles et al., 2012). Se ha definido como un fendmeno de estrés oxidativo que
requiere el intercambio continuo de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Jiménez et al.,
2002). El balance entre la produccién de EROs y su eliminacién por el sistema antioxidante
indicarian que, un grupo de proteinas denominadas small Heat Shock Proteins (sHSPs),
podrian desempenfar diversas funciones de regulacion durante dicho proceso de maduracion
y por lo tanto extender su vida poscosecha. Este fendbmeno es un proceso de estrés en el
cual intervienen las sHSPs (Arce et al., 2015; Ré et al., 2017) y en el que estas sHSPs
interaccionan con la fitohormona antes mencionada, el etileno (Upadhyay et al., 2020;
Shukla et al., 2017). Estas proteinas, que se expresan en respuesta al estrés oxidativo,
constituyen una familia multigénica que se caracteriza por el bajo peso molecular (entre 15y
42 kDa). Las sHSPs presentan actividad de chaperonas moleculares en respuesta al estrés
térmico (heat shock o HS) previniendo la agregacién proteica irreversible dentro de la célula
(Basha et al., 2012; Poulain et al., 2010). Sin embargo, el HS no es el Unico estimulo que
induce la expresion de las sHSPs. La sintesis de estas proteinas se induce durante la
maduracion de los frutos (Lawrence et al., 1997; Léw et al., 2000; Neta-Sharir et al., 2005) y
en ciertos estados del desarrollo en Arabidopsis y diferentes Solanaceas (Faurobert et al.,
2007; Prasinos et al., 2005). De forma caracteristica, esta familia génica es antigua (450
millones de anos) ya que se encuentra en la base del arbol de la vida. Asi, su presencia esta
ampliamente distribuida en los tres dominios de organismos, Archaea, Bacteria y Eukarya
(Waters, 2012). En la actualidad es conocido que su numero es variable entre los
organismos. Notablemente en plantas, comparado con otros organismos, su frecuencia es
alta: 19 genes en Arabidopsis thaliana (Scharf et al., 2001), 39 en Oryza sativa (Ouyang et
al., 2009) y 51 en Glycine max (Lopes-Caitar et al., 2013). Durante la era pre-gendémica, el
status de la familia sHSP en tomate era difuso, siendo posible caracterizar
experimentalmente a solo 14 sHSPs (Alba et al., 2005; Baniwal et al., 2004; Frank et al.,
2009; Lee et al., 2012; Sanmiya et al., 2004). Ademas, dentro de la secuencia génica de
estos genes de sHSPs, el extremo 5' estd enriquecido en motivos de secuencia que
responden a diferentes fitohormonas relacionadas con la maduracién (Goyal et al., 2012),
como lo son ABA, etileno, GA y jasmonato de metilo. En la era post-gendmica el nimero de
estas sHSPs caracterizadas se duplicod, identificandose un total de 26 genes
correspondientes a sHSPs involucrados en diferentes situaciones de estrés en diversos
tejidos, incluyendo HS en hojas (Fragkostefanakis et al., 2015) y microsporas (Frank et al.,

2009). Arce et al. (2015) y Krsticevic et al. (2016) propusieron una nueva caracterizacion de

17



estos genes de sHSPs con 33 integrantes totales, y ademas la variacion en su expresion a
lo largo de la madurez de estas proteinas cumpliria un rol homeostatico en relacién al
mantenimiento de las caracteristicas de los frutos durante mayores periodos de poscosecha.

Por su parte, la secuenciacion del genoma de tomate ha marcado un antes y un
después en la historia de este cultivo. En la actualidad, varios genomas vegetales ya han
sido secuenciados y entre ellos se encuentra el genoma de tomate, evento que ha
convertido a la especie en un referente mundial. Dicha secuenciacion fue llevada a cabo en
el cultivar Heinz 1706 de la especie Solanum lycopersicum y permitié la construccién de un
genoma de referencia (The Tomato Genome Consortium, 2012). Sus secuencias genémicas
se encuentran disponibles publicamente en grandes bases de datos y pueden usarse como
referencia en el ensamblaje de datos generados a partir de nuevas secuenciaciones como
también para el desarrollo de marcadores polimorficos. La secuenciacién de su pariente
evolutivamente mas cercano Solanum pimpinellifolium LA1589 provee una fuente de
recursos genomicos importantes para avanzar en el estudio de ambas especies. Ademas,
hasta la fecha se han llevado a cabo dos grandes proyectos de resecuenciado de genomas
de tomate (The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium, 2014) alineando respecto del
genoma de referencia mas de 400 accesiones de tomate tanto de especies silvestres como
cultivadas. Por su parte, el grupo de investigaciéon en tomate de la Catedra de Genética
cuenta con las secuencias genomicas de los progenitores utilizados en el programa de
mejoramiento genético, el cv. Caimanta de Solanum lycopersicum y la accesion LA0722 de
Solanum pimpinellifolium, obteniendo el conocimiento de la informacion genética de ambos
materiales y de gran utilidad para el desarrollo de marcadores moleculares que permitan
continuar con el proceso de mejora genética de la especie (Cambiaso et al., 2015). Toda la
informacién gendémica del tomate y de otras especies pertenecientes a la familia de las
Solanaceas se encuentra almacenada y disponible publicamente en el sitio de internet de la
red genomica de Solanaceas (The Sol Genomics Network?, Mueller et al., 2005;
Fernandez-Pozo et al., 2015). Este sitio fue creado para almacenar informacion genémica y
fenotipica de cultivos como el tomate, papa, pimiento, berenjena y tabaco, y también provee
herramientas bioinformaticas para estudios gendmicos y de mejoramiento vegetal,
disponible para toda la comunidad cientifica.

Los avances en las nuevas tecnologias de secuenciacion o NGS (del inglés, Next
Generation Sequencing) y el auge de la técnica RNA-seq (Secuenciacion del ARN) permiten

desarrollar estudios transcripcionales de gran alcance, siendo el objetivo principal la

2 hitp://solgenomics.net
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deteccién genes expresados diferencialmente en diversas situaciones de desarrollo, como
es el caso de la maduracion de los frutos, o bien durante situaciones de estrés abidticos y/o
bidticos. Pueden observarse este tipo de experimentos en la web Tomato Functional
Genomics Database®, base de datos disponible que presenta gran cantidad de informacion
generada a partir de la técnica de RNA-seq en diferentes situaciones de estrés y estados
madurativos en fruto de tomate, y en el que pueden encontrarse secuencias de genes,
secuencias de promotores, perfiles de expresioén, y otros resultados de interés. En el caso
del material vegetal previamente descripto (progenitores del cruzamiento interespecifico y
RILs derivadas del programa de mejoramiento), si bien ya han sido caracterizadas por
diferentes tipos de marcadores de ADN, ARN vy polipeptidicos, permanece como trabajo
vacante integrar los conocimientos generados en un proyecto que utilice herramientas
bioinformaticas para optimizar el mejoramiento genético. Esto permite el uso con mayor
eficiencia de los recursos disponibles y afrontar el programa de cruzamientos y seleccion
con mayor certidumbre sobre los caracteres a modificar, en especial los antes mencionados,
la vida poscosecha de los frutos. La utilizacién de la técnica de RNA-seq previamente
nombrada permite caracterizar los niveles de expresion génica global en los estados
madurativos del fruto y ponen de manifiesto posibles genes candidatos, que en conjunto con
los datos originados a partir de la secuenciacion de diferentes genomas de tomates,
permiten desarrollar nuevas estrategias para poder continuar con el programa de
mejoramiento genético de la especie.

La combinacion de conocimiento experto y adopcion de nuevas aplicaciones émicas
desarrolladas en plataformas de secuenciacién de alto rendimiento provee una nueva via de
desarrollo con foco en caracteres de interés agrondmicos predefinidos. Estudios del tipo
transcriptomico y gendémico son capaces de brindar informacion sobre la potencial
localizacion en los materiales genéticos de aquellas variantes genéticas relacionadas a
estos caracteres de interés. Esta estrategia de disefno tiene por objetivo final la reduccion de
los tiempos de desarrollo de marcadores moleculares que asistan al mejoramiento genético
para la obtencidon de nuevas variedades, como asi su sistematizacién a la vista de la
informacion de contexto provista por las técnicas omicas. De esta forma, es posible
continuar con esta investigacion traslacional dentro del programa de mejoramiento y
avanzando hacia la obtencion del ideotipo mas adecuado a la demanda del mercado

nacional e internacional.

3 hitp://ted.bti.cornell.edu/
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Las hipétesis de trabajo planteadas son:

1. Durante la maduracion del fruto de tomate varia la representacion de un grupo de
transcriptos relacionados a las sHSPs.

2. Existe polimorfismo molecular en la secuencia gendmica del cv. Caimanta de S.
lycopersicum y S. pimpinellifolium LA0722 asociadas a la representacion diferencial
de dichos transcriptos.

3. Los marcadores moleculares disefiados en base a este polimorfismo ponen de
manifiesto la existencia de variabilidad genética en poblaciones segregantes
derivadas de estos progenitores.

4. La variabilidad genética detectada con estos marcadores moleculares esta asociada

con variabilidad fenotipica para caracteres de interés agronémico.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de las sHSPs en el proceso de maduracion del fruto de
tomate y planificar nuevas estrategias de mejoramiento genéticos tendientes a obtener

genotipos de larga vida poscosecha y calidad comercial.

Para facilitar la presentacion y el analisis de los resultados obtenidos, este trabajo de
tesis se presenta en cuatro Capitulos en los que se plantean y desarrollan diferentes

objetivos especificos:

Capitulo I: Caracterizacion de los progenitores en dos niveles de expresion: molecular y
fenotipico.

Capitulo II: Analisis de la expresion génica de sHSPs en los progenitores y desarrollo de
marcadores moleculares en base a su polimorfismo molecular.

Capitulo lll: Caracterizacién fenotipica y molecular de la poblacion segregante F, de un
HSC y deteccion de QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto.

Capitulo IV: Exploracion de la region gendémica de las sHSPs del cromosoma 06

mediante tecnologia de secuenciacion de tercera generacion.
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CAPITULO |

CARACTERIZACION DE LOS PROGENITORES EN DOS NIVELES DE EXPRESION:
MOLECULAR Y FENOTIPICO
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INTRODUCCION

La informacion biolégica es heredable en todos los seres vivos y esta codificada en
secuencias de ADN. Estas secuencias son decodificadas y traducidas en unidades
estructurales y funcionales, y se denomina expresion génica. La activacion de la expresiéon
génica es un proceso estrictamente regulado que depende de las sefiales que el organismo
reciba, tanto de tipo bidticas como abidticas. Un transcriptoma es capaz de brindar
informacion completa acerca de la expresiéon génica en diferentes condiciones o etapas del
desarrollo (Wen et al., 2019). Para dar inicio a esta tesis y comenzar a revelar qué genes
estan involucrados en el proceso de maduracién del fruto que intervengan en la vida
poscosecha de los mismos, se desarroll6 un analisis de la expresion global de genes a
través de la técnica de secuenciaciéon masiva RNA-seq como también una caracterizacion
fenotipica en los materiales de primer ciclo, identificando luego posibles asociaciones entre
los transcriptos relacionados a la subfamilia proteica objeto de estudio de esta Tesis (las
sHSPs) y la variabilidad fenotipica encontrada en los materiales genéticamente uniformes. El
analisis de la expresidn global mediante la técnica RNA-seq genera millones de secuencias
de manera simultanea, obteniéndose asi transcriptomas de cada genotipo en cada etapa
principal de maduracion (Shinozaki et al., 2018). La informacién genética de cada parental
fue reorganizada mediante seleccién artificial a partir de su cruzamiento biparental en cada
paso de autofecundacion llevado a cabo durante la obtencion de las RILs (Rodriguez et al.,
2006). Dos de estas RILs fueron nuevamente cruzadas para dar inicio al segundo ciclo de
mejoramiento y de donde proviene la poblacién segregante F,, cuyo estudio sera presentado
en Capitulos posteriores a fin de validar las asociaciones eventualmente detectadas entre la
variacion para los transcriptos asociados a las sHSPs y la variabilidad fenotipica para
caracteres de fruto en los materiales uniformes. Estudiar estos materiales uniformes a través
de sus transcriptomas permite detectar genes con expresion diferencial y las vias
metabdlicas representativas del proceso bioldgico de la maduracién. Los genes expresados
de forma significativa pueden ser utilizados como marcadores moleculares (MM) para los
rasgos agronomicos de interés en la F,. Estos MM permiten identificar nuevas variantes
génicas asociadas a los caracteres agronémicos y asi disminuir los tiempos en la obtencion
de nuevas variedades con los rasgos deseados. Este proceso, dentro de los programas de
mejoramiento genético, es conocido como seleccion asistida por marcadores. En este
Capitulo se plante6 un primer abordaje en donde se caracteriza tanto en el nivel molecular
como también en el nivel fenotipico a los progenitores del programa de mejoramiento

genético y su cruzamiento.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizacién de los transcriptomas de los frutos Verde Maduro (VM), Pintén (Pi) y Rojo
Maduro (RM) de cv. Caimanta de S. lycopersicum, S. pimpinellifolium LAQ722 y su F,
interespecifica (CxP).

. Comparacién de los transcriptomas de frutos de S. pimpinellifolium LA0722, S.
lycopersicum cv. Caimanta y su F, (CxP) en los tres estados de madurez.

. Estudio de procesos bioldgicos relacionados a la madurez del fruto en los que participan
transcriptos de expresion diferencial en estos genotipos.

. Caracterizacién fenotipica de estos materiales vegetales para atributos de interés
agrondmicos relacionados a la madurez del fruto.

. Deteccién de asociaciones entre la variacion en transcriptos especificos de las sHSPs y

la variabilidad fenotipica en los progenitores.

23



MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Los progenitores utilizados fueron el cultivar Caimanta de Solanum lycopersicum L. y
la accesion LA0722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium. El cv. Caimanta se caracteriza
por ser un cultivar para consumo en fresco desarrollado en la Estacién Experimental INTA
Cerrillos de Salta, Argentina, segun el esquema de cruzamientos mostrado en la Figura I-1.
Este cultivar fue seleccionado ya que presenta un buen perfil fitosanitario frente a diferentes
tipos de patégenos. Sus plantas son compactas, con habito de crecimiento determinado y
los frutos son aplanados (mayor diametro que altura) con un peso promedio de 98,5+ 9,9 g
y una vida poscosecha de 9,7 £ 0,9 dias (Rodriguez et al., 2006). Por su parte, la especie
silvestre S. pimpinellifolium LAQO722 presenta frutos de menor tamafio y peso que los
cultivares comerciales, pero se diferencia de estos por su alta calidad nutritiva. Esta
accesion fue recolectada en el afio 1959 en Truijillo, La Libertad, Peru y presenta plantas con
crecimiento indeterminado, elevado numero de flores por inflorescencia y frutos redondos y
pequefios con un peso promedio de 0,9 + 0,1 g y una vida poscosecha de 18,7 + 0,4 dias
(Rodriguez et al., 2006).

Triuque INTA ——

Platauco INTA —

West Virgina 63
Triuque INTA

Flora Dade 3 autofecundaciones — Caimanta

Emperador

L - -4 ciclos de retrocruzas- - -

Eigura I-1: Genealogia del cv. Caimanta de Solanum lycopersicum obtenido en la Estacion Experimental INTA
Cerrillos.

Para desarrollar tanto el nivel tanto molecular (del RNA-seq) como el fenotipico, se
sembraron 10 semillas de los 8 genotipos considerados uniformes: cv. Caimanta de
Solanum lycopersicum (C), LAQ0722 de Solanum pimpinellifolium (P) y su F, interespecifica
(CxP). La siembra se realizd6 en bandejas de pre-germinacion de 72 celdas de 55 cm?®
utilizando el sustrato N°2 de Dynamics. A los 45 dias las plantulas se trasplantaron a
macetas de 10 litros de capacidad, sembrando 8 plantas de cada genotipo en un
invernadero climatizado siguiendo un disefio completamente aleatorizado. Las plantas

fueron regadas diariamente por sistema automatico de riego durante todo el ciclo del cultivo,
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variando su cantidad en funcion a la demanda ambiental y el tamafio de las plantas con el fin

de evitar el estrés hidrico.

Caracterizacion fenotipica

Los caracteres evaluados se obtuvieron de 10 frutos en 8 plantas por genotipo, y
fueron: peso (Pe), altura (A), diametro (D), vida poscosecha (VP, en dias), forma (F,
altura/diametro), color (mediante los indices de absorbancia a y b, el cociente entre ellos o
valor chroma (a/b) y el porcentaje de reflectancia L), dureza (Du), contenido en sélidos
solubles (SS), pH y acidez titulable (AT). Para la obtencion del ARN, el tejido utilizado fue el
fruto de tomate, 6rgano del cual se extrajeron las muestras de pericarpio de su plano
ecuatorial. En cada planta se cosecharon diez frutos en Pi y se evaluaron los caracteres:
peso (en g), diametro (en cm), altura (en cm), forma (cociente entre la altura y el diametro) y
vida poscosecha (VP), expresada como los dias transcurridos desde la cosecha hasta el
inicio del ablandamiento del fruto, de acuerdo Schuelter et al. (2002). En seis frutos de cada
planta en RM se midié la firmeza con un durémetro manual tipo Shore A Durofel y el color
con un cromametro MINOLTA CR400, a través del porcentaje de reflectancia (L), variando
desde 0 para negros a 100 para blancos y el cociente a/b, siendo “a” la absorbancia a
longitudes de onda de 540 nm y “b” la absorbancia a longitudes de onda de 675 nm. Se
obtuvo el jugo del pericarpio a partir de frutos cosechados en estado rojo maduro y se
evaluaron los siguientes caracteres: contenido en sélidos solubles (SS en °Brix), medido con
un refractometro manual; acidez, medida a través del pH del jugo homogeneizado y de la

acidez titulable (AT en gramos de &cido citrico/100 gramos de jugo).

Extraccion de ARN para secuenciacion
La extraccion del ARN se realiz6 en los tres estados discrepantes de la maduracion:

Verde Maduro (VM, estado de maduracién en el que el fruto alcanza el maximo tamafo con

VM Pi RM

Eigura |-2: Ejemplos de frutos en los 3 estados principales de maduracion.
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coloracién verde), Pintén (Pi, cuando el 10% de la superficie del fruto vira hacia el color de
madurez) y Rojo Maduro (RM, estado en el que el fruto presenta mas del 90% de su
superficie con el color final de la madurez) de cada genotipo (Figura I-2). Para caracterizar el
nivel molecular, las muestras del pericarpio del fruto (en el plano ecuatorial) obtenidas fueron
colocadas inmediatamente en tubos eppendorf de 1,5 ml en Nitrégeno liquido y reservadas
en freezer a -80°C hasta el momento de su utilizacion. Se tomaron 3 réplicas biologicas de
cada genotipo tal explica Liu et al. (2014). La extraccion del ARN se llevé a cabo de acuerdo
a las instrucciones del protocolo del kit Direct-zol™ RNA Miniprep Plus (Zymo Research
Corporation - Cat #R2071). La calidad del ARN se verific6 dos veces, tanto en
espectrofotdmetro (A260/A280 ratio = 1.8) como en geles de agarosa al 3% p/v; la muestra

que supero este doble chequeo fue enviada a secuenciar.

Secuenciacion del ARN

La secuenciacion mediante RNA-seq fue generada en un instrumento de
secuenciaciéon NovaSeq 6000 S1 de lllumina en la empresa Macrogen® de Corea, con el
uso de la libreria TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit® (Guia de preparacion - Parte
15031047 - Rev. E), enviando 2 ug de ARN total en una concentracion de 30 ng/ul como lo
establece el laboratorio. Las muestras enviadas fueron 27 en total (P30V, P30P, P30R,
P64V, P64P, P64R, P27V, P27P, P27R, C34V, C34P, C34R, C61V, C61P, C61R, C62V,
C62P, C62R, CxP23V, CxP23P, CxP23R, CxP37V, CxP37P, CxP37R, CxP38V, CxP38P,
CxP38R) que fueron identificadas de la siguiente manera: la primera letra es el genotipo (C
para el cv. Caimanta, P para S. pimpinellifolium y CxP para la F,), el nUmero siguiente
pertenece a la réplica biolégica muestreada en dicha posicién del invernadero, y la ultima
letra refiere al estado de maduracién (V para el estado Verde maduro, Pi para el estado
Pinton y R para el estado Rojo maduro). Las lecturas generadas fueron de 2 x 101
paired-end reads (lecturas apareadas), obtenidas con la construccion de bibliotecas de tipo
strand-specific con el protocolo ‘TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Guide, Part
#15031047 Rev. E’. Una vez que se llevé a cabo el armado de las librerias, estas fueron

secuenciadas en instrumento de secuenciacion lllumina por laboratorio tercerizado.

Analisis y comparacion de transcriptomas

Los archivos del tipo FASTQ fueron enviados por el laboratorio en donde se realizé la
secuenciacién. Los datos obtenidos a partir del RNA-seq fueron procesados en la plataforma
online Galaxy Project® (Giardine et al., 2005). Se sometieron a evaluaciones de calidad

mediante la versiéon 0.72 del programa FastQC (Andrews, 2010). Al detectar mediante esta
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herramienta incoherencia en los datos obtenidos, se realizdé una limpieza bioinformatica de
los mismos mediante los software Trimmomatic y SortMeRNA. El software Trimmomatic
version 0.32.3 (Bolger et al., 2014?) permiti6 remover aquellas secuencias que presenten
contaminacion con adaptadores propios de la secuenciacion, descartar las lecturas que no
poseen buena calidad en su secuencia, y también descartar aquellas lecturas de longitud
relativamente mas cortas a las solicitadas (101 pb) que probablemente se originaron por
artefactos de la misma corrida en el secuenciador. Por su parte, el software SortMeRNA
Version 2.1b.6 (Kopylova et al., 2012) permitio filtrar y eliminar la contaminacion de ARN
ribosomales en datos transcriptomicos secuenciados en esta tesis. A las secuencias limpias
se les realiz6 una segunda comprobacion de calidad utilizando nuevamente el software
FastQC antes mencionado y una vez realizado esto, se mapearon las lecturas de cada
biblioteca frente al genoma de referencia de tomate mediante el uso del software HISAT2
Versién 2.1.0 (Kim et al., 2015). El genoma de referencia de tomate pertenece al cv. Heinz
1706 de Solanum lycopersicum y fue descargado de la plataforma online Sol Genomics
Network

(ftp://ftp.solgenomics.net/tomato_genome/assembly/build_3.00/S_lycopersicum_chromosom
es.3.00.fa.tar.gz) como asi también la anotacién génica perteneciente al mismo

(ftp://ftp.solgenomics.net/tomato_genome/annotation/ITAG3.2_release/ITAG3.2_gene_model

s.gff). Una vez alineadas las lecturas frente a la referencia se utilizé el software
featureCounts Version 1.6.3+ (Liao et al., 2013) para medir la expresion génica global en
cada una de las muestras estudiadas. A continuacion, estos datos se analizaron con el
paquete edgeR Version 3.24.1 (Robinson et al., 2009) en lenguaje R de BioConductor para
establecer comparaciones entre los perfiles de expresion en cada genotipo y estado de
maduracion, y asi obtener una lista de todos los genes con expresion diferencial (ED). Se
llevo a cabo el analisis de los genes expresados diferencialmente teniendo como objetivo la
cuantificaciéon de los niveles de expresion en las diferentes muestras con el siguiente

pipeline o flujo de trabajo. En la Figura I-3 se muestra el diagrama de trabajo seguido.

Chequeoy L|mp|eza de los datos Alineacion Num. de reads Expresion
de los reads map. en c/gen diferencial de
genes (DGE)

A’g:;’:s B Fastac —- SortMeRNA [ SAT> [ foatureCounts

Figura [-3: Flujo de trabajo o pipeline llevado a cabo para la Caracterizacion de los transcriptomas de los frutos
en los diferentes estados de maduracion de los genotipos en estudio.
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El total del flujo de trabajo se llevd a cabo en la plataforma online Galaxy

https://usegalaxy.org/ (Enis Afgan et al., 2018). Se consideraron diferenciales aquellos genes

con un p-valor ajustado (FDR) < 0,05. El estado de maduracion VM fue tomado como una
referencia constante en la expresién diferencial de los genes. Es por eso que se plantearon
en el software edgeR los contrastes entre los estados de maduracién RM frente a VM y
Pintén frente a VM, para distinguir aquellos genes que se expresan diferencialmente entre
los mismos. Aquellos genes que presentaron expresion diferencial por encima de esta
referencia se los consideraron sobre-expresados, y aquellos que se encontraban por debajo

de la referencia, como inhibidos.

Analisis de Ontologia génica

Para enriquecer el analisis de la expresidn global de los genes se utilizé la herramienta
online AgriGO (htip://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) (Zhou Du et al., 2010; Tian et
al., 2017), un instrumento poderoso para describir la funcionalidad de los genes, anotacién
funcional y el andlisis de enriqguecimiento en la que se encuentran representados
significativamente un grupo o familia de genes. Se listaron aquellos genes con expresion
diferencial significativa obtenidos a través del analisis transcripcional previamente llevado a
cabo en los 3 estados de maduracién para cada genotipo. Esta lista de genes con expresion
diferencial estan involucrados en el proceso de maduracion del fruto, y asi se obtuvieron dos
listas de genes con ED en cada genotipo por la comparacion entre el estado Pi vs VM y RM
vs VM. Estos genes fueron utilizados como archivo de entrada en esta herramienta, y donde
se obtuvieron los graficos y términos GO significativos seleccionando el dominio de procesos
bioldgicos. Asi, una vez realizado este analisis, se consideraron significativos los términos
GO con p-valor ajustado (FDR) < 0,05, y se seleccionaron los GO que superan este umbral
del total de la salida de esta herramienta. Posterior a esto, se compararon manualmente
estos términos GO significativos y se seleccionaron aquellos que se comparten o estan
presentes en los tres genotipos bajo estudio. Luego, se extrajeron los IDs de todos los genes
que estan dentro de cada termino GO y se genero una lista global concatenando estos
genes que provienen de cada GO seleccionado. Utilizando los comandos sort (ordenar) y
unique (unicos) de linux, se obtuvo una nueva lista con los genes unicos que provienen de
cada uno de los términos GO seleccionados previamente. Una vez obtenida esta lista de
genes se seleccionaron de manera aleatoria 20, para poder desarrollar los analisis genéticos

posteriores relacionados a la estimacion de la dominancia.
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Analisis genéticos y de asociacidn entre la variaciéon en la expresion génica de las

SHSPs y la variacion fenotipica

Se realizaron, tanto para los niveles de expresién genética molecular como fenotipica,
analisis genéticos y de asociacién de la variabilidad en ambos niveles. Los analisis genéticos
consisten en estimar las acciones génicas y a partir de ellas, calcular los grados de
dominancia (d/a, Kearsey and Pooni, 1996). En el caso del nivel de expresidon genética
molecular, se seleccionaron aleatoriamente genes vinculados a GO significativos detectados
en el punto anterior. Del total de genes se analizaron 20 genes al azar. Para cada progenitor
se obtuvo en la comparacion entre los estados VM vs Pi, extrayendo el valor del logCPM
(del inglés, logarithm of counts per million reads o logaritmo de cantidad de lecturas por
milléon de lecturas). Se calculdé el Punto de Origen (PO) o valor medio entre los genotipos
homocigotas, siendo el valor ‘a’ la diferencia entre el valor del padre de maxima expresiéon
para cada gen seleccionado al azar, el valor ‘-a’, la diferencia entre el padre de menor
expresion y el PO y el valor ‘d’, la diferencia entre la F, y el PO. Luego, a fin de determinar la
accién génica existente, se estimé el grado de dominancia (d/a), correspondiendo
dominancia incompleta o aditividad intralocus a valores de d/a = 0, dominancia parcial
cuando 0 < d/a < 1, dominancia completa cuando d = 1 y sobredominancia cuando d/a> 1 o
d/a < -1-. Estos analisis se aplicaron de igual manera a los caracteres fenotipicos evaluados.
Luego, a fin de detectar asociacion entre transcriptos especificos de sHSPs de los
cromosomas 6 y 9, sobre las cuales -como se explicara en proximos Capitulos- se centra el
resto de la Tesis, se calcularon sus d/a y se aplicdé un Analisis de Procrustes Generalizado
(APG, Gower 1975) entre los valores de expresion de estas sHSPs y los valores medios de
los caracteres cuantitativos evaluados en cv. Caimanta, LA0722 y su F,. El APG permite
analizar tablas multiples con individuos por variables y por condiciones, para detectar
posibles asociaciones entre los mismos. Se analizaron 6 genes de sHSPs (Solyc06g076520,
Solyc06g076540, Solyc06g076560, Solyc06g076570, Solyc09g015000 y Solyc09g015020)
por separado del transcriptoma global de cada genotipo, para observar su efecto particular
que quedaria encubierto de no ser aisladas del resto del transcriptoma. Para estos genes se
realizé también un analisis para estimar el grado de dominancia y dilucidar las asociaciones
encontradas con los datos fenotipicos. Estos 6 genes de sHSPs presentaron en analisis
previos in silico expresién diferencial significativa en los estados de maduracion del fruto
(Arce et al., 2015; Krsticevic et al., 2016), y aqui se da comienzo a su exploracion para

entrar en un analisis directo en el siguiente Capitulo de esta tesis.
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RESULTADOS

Extraccion de ARN para secuenciacion

En relacién al analisis transcriptomico, se extrajeron 2 ng de ARN en una
concentracion mayor a 30 ug/ul, cantidad y concentracion minima requerida de ARN por el
servicio de secuenciacién, extraido a partir de la totalidad de los genotipos uniformes de
primer ciclo (Figura I-4). Las muestras fueron enviadas a Macrogen Korea ® para llevar a

cabo la secuenciacion correspondiente.

. B B «—— 28S rRNA

L B« 185 rRNA

———e

SL cv. CAIMANTA

Eigura |1-4: Gel de agarosa al 1,5% para chequeo de la concentracion de ARN en las muestras y validacion de la
cuantificacion previa de las mismas en espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda Bio+ ®.

Analisis de secuenciacion del ARN en los tres genotipos uniformes bajo estudio

A partir del experimento de RNA-seq de los genotipos, se obtuvieron 51.761.745
lecturas en promedio por genotipo en cada estado de maduracion. Del total de muestras
analizadas, la muestra P64P fue la réplica biolégica con mayor cantidad de lecturas,

mientras que la C34R fue la réplica biolégica con menor cantidad de lecturas (Tabla I-1).
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ID muestra | Total de bases secuenciadas |Total de lecturas| GC(%) | AT(%) | Q20(%) | Q30(%)
P30V 5.602.502.320 55.470.320 44,06 |5594 | 97,74 93,63
P30P 4.418.828.376 43.750.776 43,62 |56,38| 97,84 93,74
P30R 5.227.746.466 51.759.866 43,83 |56,17 ( 98,07 94,09
P64V 5.770.446.534 57.133.134 43,90 |56,10 ( 98,07 94,13
P64P 6.947.271.062 68.784.862 44,01 |5599( 97,97 93,91
P64R 4.884.644.618 48.362.818 4499 |55,01( 98,06 94,10
pP27v 4.231.440.248 41.895.448 44,00 |56,00 97,71 93,52
P27P 5.183.529.676 51.322.076 43,15 |56,85( 97,87 93,83
P27R 4.687.772.792 46.413.592 47,30 |52,70 | 98,02 94,11
C34v 5.771.060.210 57.139.210 43,62 |56,38| 97,98 93,92
C34P 5.896.398.988 58.380.188 45,75 | 54,25 97,47 93,01
C34R 4.162.963.864 41.217.464 45,97 |54,03| 98,11 94,23
c61v 5.101.147.410 50.506.410 43,40 |56,60( 98,10 94,18
C61P 4.681.268.594 46.349.194 45,04 54,96 98,02 94,00
C61R 5.098.301.028 50.478.228 46,20 |53,80( 98,03 94,07
cé62v 6.106.998.532 60.465.332 43,86 |56,14 ( 97,86 93,70
C62P 4.976.227.984 49.269.584 44,25 | 5575 97,94 93,84
C62R 5.354.304.112 53.012.912 44,57 5543 | 97,98 93,97

Tabla |-1: Tabla parcial del reporte de Macrogen con cantidad de bases por lecturas, cantidad total de lecturas por
muestra, porcentaje de GC y AT, puntaje de calidad (Q) 20 (1 base incorrecta cada 100 bases) y 30 (1 base

incorrecta cada 1000 bases).

A partir de estos resultados preliminares se observo la calidad de las muestras y a

partir de esto se procedié a la limpieza de las mismas. Luego de la limpieza de los datos

generados con tecnologia NGS se obtuvo un promedio de 22.541.809,11 lecturas por cada

biblioteca generada. En el mejor de los casos esta limpieza solo redujo un 3.80% del total de

lecturas cosechadas en la secuenciacién, mientras que en el peor de los casos se perdié un
25.91% del total de lecturas crudas obtenidos (Tabla I-2).

31



Muestra N° .Ie.cturas N° Iet.:tura_s post N° lecturas post filtrado % tot.‘f\!
originales trimming rRNA reduccion

C34v_1 28.569.605 27.657.529 27.483.999 3,80
C34v_2 28.569.605 27.657.529 27.483.999 3,80
C34P_1 29.190.094 28.206.758 21.801.214 25,31
C34P_2 29.190.094 28.206.758 21.801.214 25,31
C34R_1 20.608.732 19.953.782 15.526.543 24,66
C34R 2 20.608.732 19.953.782 15.526.543 24,66
cé61v_1 25.253.205 24.565.500 24.215.438 4,11

Cc61v_2 25.253.205 24.565.500 24.215.438 4,11

C61P_1 23.174.597 22.230.491 19.610.529 15,38
C61P_2 23.174.597 22.230.491 19.610.529 15,38
C61R_1 25.239.114 24.485.547 18.699.198 25,91
C61R_2 25.239.114 24.485.547 18.699.198 25,91
ceé62v_1 30.232.666 28.896.184 28.668.483 517
cé62v_2 30.232.666 28.896.184 28.668.483 517
C62P_1 24.634.792 23.809.287 21.141.619 14,18
C62P_2 24.634.792 23.809.287 21.141.619 14,18
C62R_1 26.506.456 25.614.029 22.976.282 13,32
C62R_2 26.506.456 25.614.029 22.976.282 13,32
P27V _1 20.947.724 20.072.532 19.405.510 7,36
P27V_2 20.947.724 20.072.532 19.405.510 7,36
P27P_1 25.661.038 24.669.971 24.329.346 5,19
P27P_2 25.661.038 24.669.971 24.329.346 5,19
P27R_1 23.206.796 22.206.870 14.551.506 37,30
P27R_2 23.206.796 22.206.870 14.551.506 37,30
P30V_1 27.735.160 26.843.745 25.916.482 6,56
P30V _2 27.735.160 26.843.745 25.916.482 6,56
P30P_1 21.875.388 21.191.393 19.856.934 9,23
P30P_2 21.875.388 21.191.393 19.856.934 9,23
P30R_1 25.879.933 24.933.798 23.616.437 8,75
P30R_2 25.879.933 24.933.798 23.616.437 8,75
P64V_1 28.566.567 27.593.326 26.942.249 5,69
P64V 2 28.566.567 27.593.326 26.942.249 5,69
P64P_1 34.392.431 32.842.356 30.451.392 11,46
P64P 2 34.392.431 32.842.356 30.451.392 11,46
P64R_1 24.181.409 23.422.242 20.559.403 14,98
P64R _2 24.181.409 23.422.242 20.559.403 14,98

Tabla I-2: Tabla parcial de la cantidad de lecturas originales por muestras y numero final de lecturas por muestra

luego del procesamiento de limpieza de la misma. En la columna final se observa el porcentaje de reduccion de

cada una de ellas.
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Analisis y comparacion de transcriptomas

Observando de manera grupal los transcriptomas de los 3 genotipos (Caimanta como
C, la accesion LA0722 como P, y el hibrido entre estos como CxP) en los 3 estados de
maduracion, el analisis de componentes principales muestra que la primera componente
explico el 58% de la variabilidad total detectada, mientras que la segunda componente

explicd 14% de la misma, dando en total un 72% (Figura 1-5).

C62Rg @C34E-C34R
C34V
C61R@ @®CH2P CelV @
C61P ® cezv
J [
20
(4]
'S
c
S
§ CxP23P
o 01 ¢ CxP37V
kN CxP23R ® e o o
3 ¢ CxP37P  Cxpasp CxP38V
E\)i CXP?"% CxP38R cxp23v'®
o P3P @ 04P P27V
4O P P64V
P30V
P64R
P30R®
—40 0 40 80
PC1: 58% variancia
® Verde @ Pinton @ Rojo

Figura I-5: Andlisis de Componentes Principales del conjunto de datos transcriptémicos. En Verde se muestran
los datos pertenecientes al estado de maduracion VM; en Rojo se muestran los del estado Pi 'y en negro los
datos pertenecientes al estado RM.

Puede visualizarse que la primera componente separa las muestras por estado de
maduracion, quedando el estado verde a la derecha del grafico y el resto hacia la izquierda,
y por otro lado la segunda componente disgrega las muestras por genotipo, visualizandose
al cv. Caimanta en los valores positivos de esta componente, y el resto de los genotipos
hacia los valores negativos (parte inferior del grafico).

El analisis de componentes principales para cada genotipo individual puede
observarse en los siguientes analisis realizados. En el genotipo de Caimanta (Figura I-6) la
primera Componente Principal (CP) explicoé el 81% de la variabilidad total detectada,
mientras que la segunda CP explico el 6% de la misma. Para la accesién silvestre LA0722
de S. pimpinellifolium, el analisis de componentes principales para estos datos, la primera

CP explicé el 79% de la variabilidad total detectada, mientras que la segunda CP explicd 9%
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de la misma (Figura |-6). Por ultimo, para la F, (CxP), la primera componente explicé el 67%

y la segunda el 23% (Figura I-7).
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Figura I-6: Graficos de CP en los progenitores del PMG. En Verde se muestran los datos pertenecientes al
estado de maduraciéon VM; en Rojo se muestran los del estado P y en negro los datos pertenecientes al estado

RM en cada genotipo
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Figura I-7: Graficos de CP en la F,. En Verde se muestran los datos pertenecientes al estado de maduracion VM;

en Rojo se muestran los del estado P y en negro los datos pertenecientes al estado RM.
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La comparacion entre los estados Pintdn y Rojo Maduro frente al estado de
maduracién de referencia en el genotipo perteneciente a cv. Caimanta presento el siguiente
plot (Figura I-8):
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Figura I-8: Graficos obtenidos a partir de los contrastes estudiados para la deteccion de genes expresados
diferencialmente en el cv. Caimanta. Cada punto representa un gen. Los puntos rojos representan aquellos
genes sobre-expresados; los puntos azules aquellos genes inhibidos; los puntos negros representan los genes

sin expresion diferencial.

Por su parte, la comparacién entre los mismos estados para el genotipo silvestre
perteneciente a la accesion LA0722 presento el siguiente grafico (Figura I-9):
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Eigura 1-9: Graficos obtenidos a partir de los contrastes planteados para la deteccion de genes expresados
diferencialmente en LA0722. Cada punto representa un gen. Los puntos rojos representan aquellos genes
sobre-expresados; los puntos azules aquellos genes inhibidos; los puntos negros representan los genes sin

expresion diferencial.
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La comparacion entre los estados Pintdn y Rojo Maduro frente al estado de
maduracién de referencia en el genotipo perteneciente a la F, CxP present6 los siguientes
graficos (Figura I-10).

Verde-Pinton Verde-Rojo

5 10 0 5 10
Average Expression Average Expression

Figura I-10: Graficos obtenidos a partir de los contrastes estudiados para la deteccién de genes expresados
diferencialmente en la F, (CxP). Cada punto representa un gen. Los puntos rojos representan aquellos genes
sobre-expresados; los puntos azules aquellos genes inhibidos; los puntos negros representan los genes sin

expresion diferencial.
La comparacioén de los transcriptomas de S. pimpinellifolium LA0722, S. lycopersicum
cv. Caimanta y su F, en los frutos en diversos estados de desarrollo y obtencién de perfiles

de expresion a partir del estudio de RNA-seq detectd lo siguiente:

Para Solanum lycopersicum cv. Caimanta:

e 6159 genes (2704 sobreexpresados y 3455 inhibidos) con expresion diferencial (ED)
significativa de 27216 genes que mostraron ED entre los estados Pinton vs. Verde
(de un total de 35768 genes)

e 6922 genes (3111 sobreexpresados y 3811 inhibidos) con ED significativa de 27328
genes que mostraron ED entre los estados Rojo vs. Verde (de un total de 35768
genes)

Por su parte, para Solanum pimpinellifolium accesion LAQ0722:

e 7313 genes (2762 sobreexpresados y 4551 inhibidos) con ED significativa de 26609
genes que mostraron ED entre los estados Pinton vs. Verde (de un total de 35768
genes)

e 6929 genes (2739 sobreexpresados y 4190 inhibidos) con ED significativa de 26644
genes que mostraron ED entre los estados Rojo vs. Verde (de un total de 35768

genes)
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Parala F; CxP:
e 2715 genes (1054 sobreexpresados y 1661 inhibidos) con ED significativa de 26593

genes que mostraron ED entre los estados Pinton vs. Verde (de un total de 35768

genes)
e 6994 genes (2815 sobreexpresados y 4179 inhibidos) con ED significativa de 26681

genes que mostraron ED entre los estados Rojo vs. Verde (de un total de 35768

genes)
Los 5 genes con mayor expresion diferencial en cada genotipo se muestran en la
Tabla |-3.
Genotipo | Estado GenelD logFC |logCPM F P Value FDR
Solyc019086920.3 -12,5133| 6,9616| 331,0405| 1,40E-09| 1,37E-05
Pintdn | Solyc07g063350.3 -10,5544| 4,4936| 320,4475| 1,45E-09| 1,37E-05
VS Solyc02g079500.4 -7,8627| 4,7160| 303,2988| 1,95E-09| 1,37E-05
Verde |[Solyc119g065320.2 -4,3343| 4,5105| 293,8660| 2,31E-09| 1,37E-05
Caimanta Solyc01g058320.3 -5,2136| 5,3362| 284,9232| 2,73E-09| 1,37E-05
Solyc019058320.3 -6,6070| 5,3362| 389,2202| 5,06E-10| 1,25E-05
Rojo | Solyc109007690.3 -6,7166| 6,8962| 321,1926| 1,43E-09| 1,25E-05
VS Solyc01g100460.3 7,1843| 4,6341| 319,2853| 1,48E-09| 1,25E-05
Verde |Solyc019g086920.3 -11,5415| 6,9616| 316,8038| 1,77E-09| 1,25E-05
Solyc07g063350.3 -9,6361| 4,4936| 306,2833| 1,85E-09| 1,25E-05
Solyc10g050110.1 -11,9467| 5,0019| 396,0089| 2,58E-10| 8,00E-06
Pintdn | Solyc099092330.2 -5,8467| 6,4940| 359,1010| 4,47E-10| 8,00E-06
VS Solyc12g100120.2 -6,4389| 5,5182| 321,6483| 8,30E-10| 8,94E-06
Verde |Solyc069083580.3 -7,9290| 7,0472| 311,1205| 1,00E-09| 8,94E-06
Solyc069g083590.3 -7,9838| 6,5612| 290,0503| 1,48E-09| 1,04E-05
LAO722 Solyc069g083580.3 -10,3884| 7,0472| 407,3292| 2,20E-10| 6,28E-06
Rojo | Solyc109050110.1 -10,5207| 5,0019| 373,2947| 3,60E-10| 6,28E-06
] Solyc069g083590.3 -9,4463| 6,5612| 343,1132| 5,78E-10| 6,28E-06
Verde [Solyc099092330.2 -5,5010| 6,4940| 328,7493| 7,34E-10| 6,28E-06
Solyc079005960.3 -6,3179| 3,7870| 310,4349| 1,01E-09| 6,28E-06
Solyc01g108880.3 -8,9673| 8,3646| 218,8780| 9,83E-10| 3,52E-05
Pinton [ Solyc029g068877.1 6,2925| 4,7087( 175,5511| 3,99E-09| 7,13E-05
Vs Solyc029g068880.2 6,2153| 4,7283( 164,5304| 6,00E-09| 7,15E-05
Verde [Solyc109084600.2 -7,2215| 5,1178| 139,2766| 3,20E-08| 0,00026
Solyc01g111270.3 4,3837| 5,2346| 122,7520| 3,69E-08| 0,00026
F1 (CxP) Solyc07g054800.1 -11,7544| 5,0742| 341,4320| 5,57E-11| 1,49E-06
Rojo [Solyc01g111270.3 9,2442| 5,2346( 305,9892| 1,14E-10| 1,49E-06
VS Solyc079054745.1 -11,7497| 6,4514| 284,8602| 1,83E-10| 1,49E-06
Verde |Solyc059053310.3 7,2423| 5,2135( 277,6401| 2,13E-10| 1,49E-06
Solyc049016220.3 8,8391| 5,1514( 273,1158| 2,37E-10| 1,49E-06
Tabla I-3: Top 5 de genes de sHSPs detectados en los transcriptomas de los frutos en los diferentes estados de

maduracion de los genotipos en estudio.
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Analisis de ontologia génica en los materiales uniformes

Para profundizar y enriquecer aun mas el estudio global de genes obtenido con los
perfiles transcripcionales de cada genotipo en los 3 estados madurativos, se prosiguié a un
nuevo analisis con la herramienta online AgriGO a fin de caracterizar la funcionalidad de los
genes con expresion diferencial. Ademas, este analisis de enriquecimiento permite explorar
los procesos bioldgicos relacionados a la madurez del fruto en los que participan transcriptos
de expresion diferencial tal se plantea en el Objetivo Especifico 3.

A través del analisis de expresion diferencial se obtuvieron 2 listas por genotipo con
los ID de los genes expresados diferencialmente frente a las comparaciones Pi vs. VM y RM
vs VM, en total 6 listas. A partir de estas listas y el uso de la herramienta AgriGO se
selecciond la comparacion entre Pi y VM antes nombrada, ya que arrojé mayor cantidad de
términos GO significativos en la primera exploracion. Al poseer mayor cantidad de términos
GO significativos relacionados a los procesos biolégicos (en comparacién con la de RM y
VM), fue seleccionada por brindar mayor informacion de interés. Asi, se encontraron 11
términos GO significativos para el cultivar Caimanta como se observa en la Figura I-11
(GO:0044699, GO:0015979, GO0:0008152, GO:0044710, GO:0006091, GO:0044763,
GO0:0009765, GO:0019684, GO:0005975, GO:0055114, GO:0044281), mientras que para la
accesion LAQ0722 se encontraron 25 GO significativos (G0:0008152, GO:0044699,
GO:0071704, GO:0044238, GO:0044710, GO0:0044763, GO:0005975, GO:0006629,
GO0:0044281, GO:0044711, GO:0006790, GO:0051186, GO:0006793, GO:0006082,
GO0:0043436, GO:0019752, GO:0006520, GO:0044283, GO0:0036211, GO:0006464,
GO0:0006468, GO:0051188, GO:0016310, GO:0009765, GO:0006796) entre estos estados
de maduracion (Figura 1-12), y finalmente la F, fue de 6 términos GO significativos
(GO:0005975, GO:0044699, GO:0006468, GO0O:0044710, GO:0016310, GO:0008152)
durante en este analisis (Figura 1-13). Estos pueden observarse en los siguientes grafos en

los 3 genotipos:
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Ontologia génica: términos GO significativos para SL cv. CAIMANTA
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Figura I-11: Grafo GO resultante del dominio Procesos Bioldgicos del cv. Caimanta a partir de genes expresados
diferencialmente entre los estados VM y Pi.
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Ontologia génica: términos GO significativos para SP acc. LA0722
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Eigura I-12: Grafo GO resultante del dominio Procesos Bioldgicos de la acc. LA0722 a partir de genes expresados diferencialmente entre los estados VM y Pi.
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Ontologia génica: términos GO significativos para F, (CxP)
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Figura 1-13: Grafo GO resultante del dominio Procesos Bioldgicos de la F; (CxP) a partir de genes expresados

diferencialmente entre los estados VM y Pi.
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A partir de estos términos GO significativos (con p-valor ajustado < 0,05) obtenidos en
cada genotipo uniforme, se profundizé el analisis comparando los términos GO de estos y
dilucidar aquellos que participan en el proceso de maduracion del fruto. La comparacién
entre el dominio de procesos biolégicos entre los genotipos progenitores y su F, generd una
lista de términos GO consenso entre los mismos (Tabla |-4), en el que se detectaron 4 en

total.

# GO Ontologia Descripcion

1 GO0:0044699 PB Single-organism process

2 GO0:0008152 PB Metabolic process

3 GO0:0044710 PB Single-organism metabolic process
4 GO0:0005975 PB Carbohydrate metabolic process

Tabla |-4: Tabla comparaciones entre el dominio de Procesos bioldgicos (PB) con términos GO compartidos entre

los genotipos progenitores y su F,. (CxP).

Dado que cada una de estos términos GO presenta metainformacion, en donde genes
que participan en un proceso biolégico puntual se agrupan en un término GO, se extrajeron
los ID de los genes en cada uno de estos y se los comparé con el fin de obtener una lista
unica de aquellos genes involucrados en este proceso bioldgico. Esta comparacién arrojé un
total de 2744 genes unicos entre ellos. A partir de esta lista de genes, se analizaron los 20
genes seleccionados para llevar a cabo la estimacion de la dominancia en estos genes,
respecto a cada uno de los progenitores y al valor que obtuvo el hibrido entre ellos. Esto

permite estimar qué progenitor aporta en mayor o menor medida en la progenie.

Estimacion del grado de dominancia de los 20 genes seleccionados

A continuacion se realizé el analisis antes detallado y se llevd a cabo la estimacion de

la dominancia de 20 genes seleccionados dentro del dominio de procesos bioldgicos.
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Progenitor

Gen CAIMANTA | LA0722 | F,CxP PO a -a d d/a Grado Dominancia dominante Descripcién funcional del gen*
Solyc019059870.4 4,364 4,536 3,369 4,45 0,086 | -0,086 | -1,080 | -12,529 | Sobredominancia negativa CAl Phytochrome B1
Solyc01g087210.3 8,340 8,148 7,633 8,24 0,096 | -0,096 | -0,611 -6,352 Sobredominancia negativa LAQ722 Cellulose synthase family protein
Solyc019095080.3 8,744 75092 | 7441 | 817 | 0576 | -0576 | -0727 | -1,262 | Sobredominancia negativa LAO722 ;;/i?:;‘::flc’p“)pa”e'1'CarbOXy"C acid
Solyc02g080160.3 3,220 4,727 2,134 3,97 0,753 | -0,753 | -1,839 | -2,441 Sobredominancia negativa CAl Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
Solyc02g091920.3 5,201 6,696 4,661 5,95 0,747 | -0,747 | -1,287 | -1,723 Sobredominancia negativa CAl Xyloglucan endotransglucosylase-hydrolase 7
Solyc029093150.3 4,177 3,829 3,257 4,00 | 0,174 | -0,174 | -0,747 | -4,292 Sobredominancia negativa LA0722 APETALA2c
Solyc03g031800.3 3,998 4,776 3,034 4,39 0,389 | -0,389 | -1,353 | -3,478 Sobredominancia negativa CAl Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
Solyc03g031860.3 12,553 12,146 11,979 | 12,35 | 0,203 | -0,203 | -0,370 | -1,822 Sobredominancia negativa LAQ722 Phytoene synthase 1
Solyc03g044300.3 8,057 7,855 7,701 7,96 0,101 -0,101 | -0,255 | -2,519 Sobredominancia negativa LAQ722 APETALA2a
Solyc04g071650.3 6,925 7,525 6,277 7,23 0,300 | -0,300 | -0,949 | -3,164 Sobredominancia negativa CAl Cellulose synthase
Solyc04g081300.3 6,251 6965 | 6411 | 661 | 0357 | -0357 | -0,196 | -0,549 Dom;:‘::grizspj;ﬂ?;:ada CAl Endoglucanase
Solyc05g005080.3 8,240 7,882 7,429 8,06 0,179 | -0,1779 | -0,632 | -3,532 Sobredominancia negativa LA0722 Endo-1,4-beta-glucanase
Solyc05g012020.3 9,807 9,842 9,228 9,83 0,018 | -0,018 | -0,597 | -33,426 | Sobredominancia negativa CAl Ripening inhibitor
Solyc069083580.3 6,881 7,047 6,209 6,96 0,083 | -0,083 | -0,755 | -9,079 Sobredominancia negativa CAl Pectate lyase
Solyc07g052980.3 1,320 2,669 0,658 1,99 0,675 | -0,675 | -1,336 | -1,981 Sobredominancia negativa CAl Xyloglucan endotransglycosylase/hydrolase 16
Solyc07g053920.3 2,988 3,070 2,235 3,03 0,041 -0,041 | -0,794 | -19,234 | Sobredominancia negativa CAl Mannan endo-1,4-beta-mannosidase 2
Solyc08g061100.3 8,527 8,565 7,971 8,55 0,019 | -0,019 | -0,575 | -30,458 | Sobredominancia negativa CAl Cellulose synthase
Solyc109078550.3 2783 1,108 | 1596 | 1,95 | 0838 | -0,838 | -0,350 | -0,418 Domrs:srizsp\?;fizada LA0722 | Glutamate dehydrogenase
Solyc119072600.2 2,567 1,120 0,395 1,84 | 0,724 | -0,724 | -1,449 | -2,002 Sobredominancia negativa LA0722 APETALA2d
Solyc12g008840.2 6,068 7976 | 6414 | 7.02 | 0954 | -0,954 | -0608 | -0637 | Dominanciaparcial hacia CAl Beta-galactosidase 4

menores valores

Tabla |-5: Tabla con ID genes y estimacién del grado de dominancia de los 20 genes seleccionados a partir del andlisis de enriquecimiento. (*segun anotacion ITAG3.2)
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En este analisis de la estimacién de la dominancia (Tabla I-5) puede observarse que
de los 20 genes, 17 genes mostraron sobredominancia negativa superando al progenitor de
menor valor, y los otros 3 mostraron dominancia parcial hacia menores valores. Disgregando
aun mas, el 60% de los genes fue hacia el valor del progenitor dominante, en este caso el

cv. Caimanta, y el 40% restante hacia el progenitor silvestre.

Caracterizacion fenotipica de los tres materiales genéticamente uniformes
Se realiz6 un analisis de componentes principales de estos 3 genotipos con las
variables de interés agrondmico. Este estudio puso de manifiesto la variabilidad generada
para caracteres de interés agronomico y la contribucion de tales caracteres para la

diferenciacion de los genotipos bajo estudio (Figura I1-14).

5,00
FIRMEZA

AT

2,50

LAT722
.

L

AB CAIMANTA
0,001 PESO M

SS
FORMA A/D
PH

DIAMETRO
ALTURA

CP 2 (23,9%)

-2.50

DIAS POSC

75 00- r T T T 1
5,00 2,50 0.00 250 5.00
CP1(76,1%)

Eigura 1-14: Graficos de componentes principales en los 3 genotipos estudiados con los atributos de interés

agronomico.

El grafico muestra que la primera componente principal explica el 76,1% de la
variabilidad, mientras que la segunda explica el 23,9% de la misma (Figura 1-14). Por su
parte, cv. Caimanta se encuentra en los valores positivos de la CP1 y cercano a las variables
que aporta de manera mayoritaria, como lo son peso, altura, didametro y el coeficiente L
(Figura 1-14). Este material se caracteriza por su alto peso y luminosidad, en concordancia
con lo observado en el gréafico. Por el otro lado, en los valores negativos se observan los

genotipos LA0722 y F, (CxP), cada uno cercano a las variables que mas explican.
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Solanum pimpinellifoliurn LAO722 (P)

S. lycopersicum
cv. Caimanta (C

Figura I-15: Frutos de los 3 materiales de primer ciclo en el estado RM. Corte transversal y escaneo de los

mismos.

En el caso de la F, la vida poscosecha y para el genotipo silvestre AT y firmeza,
quedando entre estas dos variables que comparten como de pH, SS, forma y el coeficiente

a/b. Los autovectores del analisis de componentes principales se detallan en la Tabla I-6.

Variables CP1 CP2
Ss -0,35 -0,02

PH -0,34 -0,09

AT -0,17 0,54

A/B -0,34 0,05

L 0,34 0,11
DUREZA -0,01 0,62
DIAMETRO 0,34 -0,09
ALTURA 0,34 -0,12
FORMA (a/d) -0,34 -0,06
PESO 0,35 0,01
DIAS POSC -0,17 -0,53

Tabla 1-6: Valores de los autovectores obtenidos en el analisis de CP. (Correlacion cofenética= 1,00)
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Analisis de asociacién entre la variabilidad en la expresion génica de las sHSPs y la

variabilidad fenotipica

El Analisis Procrustes Generalizado se realizd entre los genotipos en diferentes
estados de maduracién y con el estudio de diferentes variables agronémicas antes
mencionadas, y ademas con los niveles de expresion génica de los genes de sHSPs del
cromosoma 6 y 9 en cada uno de los estados de maduracion (Figura 1-16). Estos genes de
sHSPs en particular fueron estudiados previamente in silico, y aqui se focalizé en estos ya
que su aporte en general en los transcriptomas completos no es abundante de manera
absoluta. Hacer luz en aquellos genes de interés frente al resto del transcriptoma es un paso
previo importante para determinar y detectar asociaciones significativas entre los niveles

fenotipicos y moleculares.
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Eigura I-16: Analisis Procrustes Generalizado en cv. Caimanta, LA0722 y su F, CxP. El punto del medio
representa el genotipo, el punto gris las sHSPs del cromosoma 06 y el otro punto las del 09.

Puede observarse como la primera componente principal explica el 77,4% de la
variabilidad, mientras que la segunda explica el 22,6% (Figura I-16). Este analisis simultaneo
generd una estructura consenso capaz de sintetizar toda la informacién disponible. Los
puntos consenso obtenidos para cada genotipo son acordes a lo esperado, agrupando cada
valor de las variables en conjunto a su genotipo representativo y generando 3 grupos (Figura
I-16). Esto evidencia la asociacion entre los dos conjuntos de datos en cada genotipo
uniforme, variables cuantitativas referidas a la caracterizacién fenotipica y la expresion de

estas sHSPs de interés en los progenitores y su F,.
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Estimacion del grado de dominancia de genes de sHSPs

Se llevoé a cabo una estimacion de la dominancia en estas sHSPs pertenecientes al

cromosoma 6 y 9, con la misma metodologia usada en con los genes provenientes de la

expresion global. Los resultados de la estimacion de la dominancia para los 6 genes de

sHSPs se muestran en la siguiente tabla (tabla 1-6).

GenelD CAIMANTA [ LA0722 | F,cxp | PO | a a | d | da Grado Progenitor
Dominancia dominante
Solyc069076520.1| 10,841 | 12,190 | 12,265 11,520,674 |-0,674|0,750 1,112 SOb"Z‘ics’i’E\';a”C'a LA0722
Dominancia
Solyc069076540.1| 7,147 | 12,572 | 11,984 | 9,86 |2,713|-2,713|2,124|0,783| parcial de los | LA0722
mayores valores
Dominancia
Solyc06g076560.2| 10,088 12,633 111,795111,36|1,272|-1,272|0,435| 0,342 parcial de los LA0722
mayores valores
Dominancia
Solyc069076570.3| 10,383 | 12,077 | 11,785 [11,23]0,847 | -0,847|0,554 | 0,655 | parcial de los | LA0722
mayores valores
Sobredominanci
Solyc09g015000.3| 9,039 | 10,949 | 11,201 | 9,99 | 0,955 |-0,955(1,207 | 1,264 | >° rzocs’m\';anc'a LA0722
Dominancia
Solyc099015020.1| 8,640 | 10,292 10,130 9,47 | 0,826 |-0,826|0,664 0,804 | parcial de los | LA0722

mayores valores

Tabla |-7: Estimacion de la dominancia en genes de sHSPs del cromosoma 06 y 09.

En la totalidad de los genes de sHSPs en estudio, el valor observado de la F, fue en

direccién al progenitor silvestre (tabla 1-7), siendo este el progenitor con mayor valor. Los

genes Solyc06g076520 del cromosoma 6 y Solyc09g015000 del cromosoma 9 mostraron

sobredominancia positiva superando al progenitor de mayor valor (accesion LA0722), y el

resto de los genes mostraron dominancia parcial hacia mayores valores (tabla I-7).
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DISCUSION

En el presente Capitulo se planteé un analisis global de los transcriptomas a fin de
caracterizar la expresion génica de los progenitores que iniciaron el programa de
mejoramiento genético de la especie. El grupo de trabajo cuenta con diferentes estudios en
dichos materiales, como marcadores moleculares de ADN, ARN y proteinas (Pereira da
Costa et al., 2016, Cabodevila et al., 2017; Di Giacomo et al., 2020), secuenciacién de sus
genomas (Cambiaso et al., 2019°), y a fin de avanzar con estudios en los 3 niveles del
dogma central de la biologia se realiz6 la secuenciacién de los transcriptomas de los
progenitores.

El analisis global de los genes evidencid diferencias en la cantidad de transcriptos
expresados en los 3 estados madurativos en cada progenitor. El andlisis de componentes
principales muestra concordancia con la caracterizaciéon fenotipica y su grafico de
componentes principales. El grupo ha evidenciado este tipo de comportamiento, en donde
en caracterizaciones fenotipicas el cv. Caimanta localiza de manera distante al resto de los
genotipos, ya sea el genotipo silvestre, la F, o familias derivadas de ellos, y en donde agrupa
con la variable peso y baja vida poscosecha, caracteristica principal de este cultivar (Zorzoli
et al., 2000). Por otro lado, el analisis molecular en conjunto de todos los genotipos en los 3
estados de maduracion evidencié que la primera componente principal separa por estado
madurativo, quedando el estado VM hacia los mayores valores y el estado Pi y RM hacia los
menores. Esto puede deberse a que el estado VM es una etapa del desarrollo en el que se
desencadenan la mayor parte de la expresién génica para el desarrollo del mismo
(observable en la figura I-4). Esto indica que el estado de madurez es importante ademas
del genotipo para determinar las diferencias principales tal lo detallado por Gallo et al.
(2010). La segunda componente separd a cv. Caimanta por un lado y la accesion silvestre
por otro en conjunto con la F, similar a lo evidenciado en la primera componente del analisis
fenotipico de estos materiales. Aqui se identifica el aporte de cada genotipo a la variabilidad
genética subyacente en cada uno de los estados de maduracion.

La cantidad de genes con expresion diferencial significativa fue, para el cv. Caimanta,
del 17,22% vy del 19,35% para los estados Pi y RM respectivamente, para LA0722, del
20,45% y 19,37% para los estados Pi y RM respectivamente, y para su F,, del 7,59% y
19,55% para los estados Pi y RM respectivamente. Esto pone de manifiesto las diferencias
en la expresion de los genes en cada estado de maduracion y en cada genotipo. Este
comportamiento puede deberse a variantes en la secuencia génica que regula el proceso de

expresion molecular en cada genoma en estudio. Ademas, esta variacidn puede ser
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generada no desde el punto de vista biolodgico, sino por el alineamiento de estos
transcriptomas frente a la referencia mundial de tomate. El progenitor cultivado pertenece al
mismo género y especie que dicha referencia, pero no es el caso de la accesion silvestre y
la F,. Esto puede generar variacién en el recuento de transcriptos que no se deban a la
biologia de dicho proceso sino al proceso de alineamiento propiamente dicho, en el que se
setean parametros para que un transcripto sea considerado alienado o no frente a la
referencia. Llevar a cabo el alineado y mapeo de los transcriptomas de todos los genotipos
frente a un mismo genoma de referencia es un primer abordaje en el cual permite obtener
una vision exploratoria hacia la identificacion de genes con expresion diferencial frente a un
estado particular del desarrollo. Su principal ventaja es permitir la posterior comparacion
entre estos todos los genotipos y entre todos los estados de maduracién estudiados.

Concluido el analisis global de genes, se continué con un primer enfoque especifico en
las sHSP, objetivo general de esta tesis. En el analisis global de los transcriptomas, las
sHSPs pueden quedar encubiertas o enmascaradas por la expresién de otros genes de
mayor longitud o genes que presenten niveles de expresion constante en todas las células y
condiciones. Los genes de sHSPs del cromosoma 6 tienen una longitud de 451 pb (sin
intrones) y de 154 aminoacidos. En la estimacién de la dominancia, el total de los miembros
de sHSPs analizados (6) fue hacia el progenitor silvestre (tabla I-7). Dado las caracteristicas
particulares de estas sHSPs, en especial su longitud y funcionalidad se estudiaron
puntualmente en el siguiente Capitulo.

En la caracterizacion funcional de los genes con expresion diferencial, se evidenciaron
genes relacionados a procesos biolégicos que involucran el proceso de maduracion. Todos
los genotipos mostraron variabilidad en la cantidad de términos GO significativos. A
diferencia de lo esperado la accesion silvestre LA0722 fue la que presentd la mayor cantidad
de términos GO significativos (25 en total) relacionados a procesos bioldgicos. La mayoria
de las ontologias desarrolladas en ese tipo de software se realizan a través de los datos
obtenidos en los genomas de referencia mundial, por lo que era esperable que el cv.
Caimanta presenta mayor cantidad de términos GO significativos, por ser evolutivamente
mas cercana a la referencia que el progenitor silvestre. De todas maneras, el progenitor
silvestre evidencié mayor cantidad de vias metabdlicas significativas relacionadas al proceso
de interés.

La caracterizacion fenotipica de los progenitores y su cruzamiento manifestd valores
medios de los caracteres agrondmicos semejantes a los informados y se evidenciaron

diferencias significativas entre los progenitores para todos los caracteres analizados, en
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concordancia con resultados obtenidos en trabajos del grupo (Rodriguez et al., 2006; Pratta
et al., 2011; Pereira da Costa et al., 2013). Disponer de materiales que presentan
variabilidad significativa para los rasgos de interés es crucial para el desarrollo de
poblaciones en donde poder estudiar los comportamientos fenotipicos y las bases
moleculares que rigen los caracteres de calidad del fruto en tomate.

Por ultimo, las asociaciones a través del Analisis Procrustes Generalizado (Figura 1-16)
evidencian una correspondencia entre los datos de expresion de genes de sHSPs tanto del
cromosoma 6 como del 9 con las variables cuantitativas referidas a la caracterizacion
fenotipica. Esto indica la presencia de asociacion entre los datos moleculares y fenotipicos y
entre la subfamilia de sHSPs con los rasgos de interés agrondémicos que son deseados
mejorar por el grupo. La estimacién de la dominancia de estos genes en cada genotipo
evidencia para las sHSPs como para los caracteres fenotipicos, que el progenitor dominante
suele ser la accesion LA0722. La asociacion de la variabilidad en ambos niveles muestra
concordancia y de manera alta con LA0722, en donde las sHSPs actian como chaperonas y
podrian controlar las homeostasis celular previniendo la degradacioén del fruto y extendiendo
asi su vida poscosecha. Esto también puede observarse en la direccion de la primera
componente principal de la parte fenotipica y en donde la accesion silvestre (en conjunto con
la F,) se encuentran junto a caracteres de calidad del fruto (incluida la vida poscosecha) y

explicando en mayor medida la variabilidad detectada.
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CONCLUSIONES

La secuenciacion del ARN de los materiales uniformes de primer ciclo en los tres
estados principales de maduracion permitio la obtencion y caracterizacion de perfiles de
expresion génica en cada uno de ellos.

La comparacién entre los transcriptomas de los genotipos de primer ciclo pone de
manifiesto una lista de genes con expresion génica diferencial en los 3 estados
principales de maduracioén del fruto.

El estudio de la funcionalidad de los genes con ED detecta una lista de genes
involucrados en procesos bioldgicos relacionados a la maduracién en los que participan
transcriptos de expresion diferencial.

La caracterizacion fenotipica de estos materiales de primer ciclo muestra una amplia
variabilidad generada en el programa de mejoramiento genético, cuya diferenciacion es
posible de acuerdo a sus valores para los caracteres de interés agronémico evaluados.
El analisis de la variabilidad entre los genotipos y la asociacion entre la variabilidad
genética en los niveles molecular y fenotipico pusieron en evidencia atributos
diferenciales potenciales para continuar y asistir con mayor certidumbre al programa de

mejoramiento de la especie.
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CAPITULO I
ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE sHSPs EN LOS PROGENITORES Y

DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES EN BASE A SU POLIMORFISMO
MOLECULAR
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INTRODUCCION

El analisis de la expresién global de genes a través de la secuenciacion del ARN
genera millones de secuencias de manera simultanea, obteniéndose un perfil transcripcional
de un organismo en un momento en particular. Esto representa una gran oportunidad para
aplicar diferentes técnicas de extraccion de conocimiento a partir de toda la informacion y
cuyo objetivo final es determinar la funcionalidad de los genes y establecer la relacion entre
el genotipo y fenotipo. Esta herramienta posee un potencial destacable y robusto para
estudiar todos los genes, aunque para detectar la expresion de una familiar en particular,
como las de sHSPs, suele enfocarse directamente en dicha familia target para evitar que su
expresion quede oculta detras de la expresidon de otras familias génicas con unidades
transcripcionales de mayor longitud o con niveles de expresion constante en todas las
etapas. Es por eso que en este Capitulo se hace énfasis en el estudio de la subfamilia de
genes previamente estudiadas in silico, las small heat shock proteins.

Estas proteinas constituyen una subfamilia multigénica que se caracteriza por el bajo
peso molecular (aproximadamente de 20 kDa) de las proteinas codificadas por sus
miembros. Esta familia es antigua (de mas 450 m.a) y se encuentra en la base del arbol de
la vida, distribuidas en los dominios Archaea, Bacteria y Eukarya (Waters, 2012). Presentan
actividad de chaperonas moleculares en respuesta no solo al estrés térmico (Guo et al.,
2016; Jacob et al., 2017), previniendo la agregacion proteica irreversible dentro de la célula
(Basha et al., 2012; Poulain et al., 2010), sino que su sintesis fluctua considerablemente
durante la maduracion de los frutos (Lawrence et al., 1997; Low et al., 2000; Neta-Sharir et
al., 2005). La expresion diferencial de las secuencias sHSPs dan indicios acerca de su
comportamiento durante el proceso de maduracion y posibilita establecer potencialmente
genes candidatos que intervengan en la extension de la vida poscosecha de los frutos, tal lo
descripto por Arce et al. (2015) y Krsticevic et al. (2016).

Del total de 33 sHSPs en el genoma de referencia mundial de tomate (cv. Heinz 1706),
se dirigié con principal atencion en 4 sHSPs de sus miembros pertenecientes al cromosoma
6 de la especie y el cual representa aproximadamente el 57% del total de transcriptos en el
estado RM de este genoma de referencia. La identificacion de estas sHSPs con expresién
significativa entre las etapas de maduracion pueden ser utilizadas como una regién target en
donde se desarrollen marcadores moleculares que permitan caracterizar poblaciones
segregantes y luego identificar asociaciones con caracteres agronémicos de interés en la

produccion de este cultivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisis y mapeo de los transcriptos de las sHSPs diferencialmente expresadas en la
secuencia genomica de cv. Caimanta de S. lycopersicum y la accesion LA0722 de S.
pimpinellifolium.

Deteccion de polimorfismo molecular en la secuencia gendmica correspondientes a
dichos transcritos diferencialmente expresados en el cv. Caimanta y la accesién LA0722.

Desarrollo de marcadores moleculares que pongan en evidencia el polimorfismo

detectado en la secuencia genémica.

. Validaciéon de los marcadores moleculares desarrollados en los materiales uniformes cv.

Caimanta de S. lycopersicum, S. pimpinellifolium LA0722 y su F, CxP.
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MATERIALES Y METODOS

Andlisis de la expresién génica de sHSPs

Tal lo mencionado en el Capitulo anterior, se consideraron diferenciales aquellos
genes con un p-valor ajustado (FDR) < 0,05. El estado de maduracion VM fue tomado como
una referencia constante en la expresién diferencial de los genes. Es por eso que se
plantearon en el software edgeR los contrastes entre los estados de maduraciéon RM frente a
VM y P frente a VM, para distinguir aquellos genes que se expresan diferencialmente entre
los mismos. Los genes que presentan expresion diferencial por encima de esta referencia se
los consideran sobre-expresados, y aquellos por debajo de la referencia inhibidos. Esta
seccion se centré en el analisis de las 33 sHSPs previamente exploradas por Arce et al.
(2015) y Krsticevic et al. (2016), usando el comando grep frente a las tablas obtenidas con la
expresion diferencial global de los genes y asi poder seleccionar estos genes de interés.
Luego se enfocd en las 4 sHSPs del cromosoma 6 (Solyc06g076520, Solyc06g076540,
Solyc06g076560 y Solyc06g076570) ya que soportan el 57% de la expresién en el fruto rojo

maduro tal se detalla también por Krsticevic et al. (2016).

Mapeo de los genes diferencialmente expresados, analisis de polimorfismos y desarrollo de
cebadores

A fin de desarrollar marcadores moleculares que pongan en evidencia el polimorfismo
presente en esta region de ~16,5 kb (SL4.0ch06:45227381-45243522, desde inicio del gen
Solyc06g076520 hasta el fin del gen Solyc06g076570) donde mapean las sHSPs del
cromosoma 6, se realizd la deteccidn y localizacién de cada polimorfismo génico entre los
genomas a partir de la informacién de expresién génicas obtenidas con los transcriptomas.
La comparacion de las secuencias nucleotidicas se realizd en un principio con el uso de la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997) para
establecer las coordenadas de cada gen de sHSPs ($ blastall -p blastn -d genoma.fasta -i
sHSPs.fasta -m8 -o salida.txt). La extraccién de la regién se realizé con la herramienta faidx
perteneciente al toolkit de SAMtools (Li et al., 2009), siguiendo las coordenadas que se
obtuvieron con anterioridad mediante la herramienta BLAST ($ faidx genoma.fasta
chr06:coordenada_inicio-coordenada_fin). La comparacién de estas regiones en donde se
encuentran las sHSPs se realizé utilizando los genomas de los progenitores alineados frente
a la referencia de tomate del cv. Heinz 1706, desarrollado previamente por Cambiaso et al.,
20192. Luego, las regiones extraidas de ambos progenitores se alinearon con la herramienta

needle que se encuentra disponible de manera online en el sitio web del EBI, del inglés
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‘European Bioinformatics Institute’ (Rice et al., 2000)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). La comparacion de estas regiones a

través del alineamiento de sus secuencias permitid poner de manifiesto los polimorfismos
que las diferencian. A partir de esto se detectaron Inserciones/Deleciones como también
cambios de unica base, y se desarrollaron marcadores moleculares (MM) del tipo InDel y
SNP (polimorfismos de nucledétido unico, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) para
posterior uso en la caracterizacion molecular de la poblacion segregante. Los MM de tipo
InDel son marcadores que detectan inserciones o deleciones provenientes de un genotipo o
del otro. Por su lado, los SNP (pronunciado "esnips") son un tipo de polimorfismo que
produce una variacion en un unico par de bases. Tanto los InDels como los SNPs pueden
estar asociados a caracteres de interés y por eso pueden utilizarse como marcadores
moleculares. Para desarrollar estos, la herramienta online Primer3 (Untergasser et al. 2012)

(https://primer3.ut.ee/) permitio el diseio de los cebadores, considerando los parametros

‘any _th’, ‘3" _th’y ‘hairpin’ cercanos o igual a 0, que indican alta calidad y especificidad.

Validacion de los marcadores desarrollados
Para validar los marcadores desarrollados, se realiz6 la extraccion de ADN siguiendo
un protocolo estandar a partir de hojas jovenes pertenecientes a cada uno de los genotipos
uniformes: cv. Caimanta de Solanum lycopersicum (C), LA0722 de Solanum pimpinellifolium
(P) y su F, interespecifica (CxP). EI ADN extraido de estos genotipos de primer ciclo se
chequeo en geles de agarosa al 1% p/v realizando corridas electroforéticas de 30 minutos a
140 V con buffer TAE 1X y tincién con SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
MA, EEUU). La amplificacién a partir de ADN gendmico se realiz6 a través de ciclos de
PCR. El protocolo de amplificacién para el InDel 1 y 3 utilizado fue el que se detalla a
continuacion:
> Desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95 °C.
> 30 ciclos de amplificacion:
o Desnaturalizacién del ADN 1 minuto a 92 °C.
o Hibridacion del cebador de 1 minuto a 54 °C.
o Extension del amplicon 1 minutos a 72 °C.
> Elongacion final de 5 minutos a 72 °C.
Para el InDel 2 el unico cambio fue la temperatura de hibridacién a 51 °C.
La separacion de los fragmentos amplificados de cada marcador se llevé a cabo con geles

de agarosa al 2,5 % pl/v realizando corridas electroforéticas de 2 horas a 140 V constantes
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con buffer TAE en concentracion de 1X y se los visualizé mediante tincién con SYBR® Safe,
a fin de obtener mejor discrepancia entre las bandas provenientes de los diferentes
cultivares. Respecto a los marcadores de tipo SNP, se amplifico con PCR de 30 ciclos
siguiendo el protocolo detallado a continuacion:
> Desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95 °C.
> 30 ciclos de amplificacion:
o Desnaturalizacién del ADN 1 minuto a 92 °C.
o Hibridacion del cebador de 1 minuto a 52 °C.
o Extensién del amplicon 1 minutos a 72 °C.
> Elongacion final de 5 minutos a 72 °C.
Posterior a la amplificacién se chequed su buen funcionamiento en geles de agarosa
al 1% pl/v realizando corridas electroforéticas de 60 minutos a 140 V con buffer TAE 1Xy
tincion con SYBR® Safe, para su posterior secuenciacion mediante tecnologia Sanger®,

que se explicara en el siguiente Capitulo.
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RESULTADOS
Analisis de la expresion génica diferencial de sHSPs

El desarrollo de diagramas de Venn puso en evidencia genes de sHSPs que presentan
expresion diferencial entre los estados de maduracion para cada genotipo. Algunos de ellos
se expresan de manera compartida y otros de manera unica entre los estados Pinton y Rojo
Maduro, en cada genotipo. Se detectaron 10 genes de sHSPs con expresion diferencial en
el cv. Caimanta, 5 genes solo en el estado RM y 5 compartidos entre el estado P y RM
(Figura 11-1). La accesion silvestre hubo un total de 6 genes de sHSPs con expresién génica
diferencial, detectandose 4 genes compartidos entre ambos estados, y 1 gen unico tanto en

P como en RM (Figura 11-1).

Estados Maduracion S.lyc cv. Caimanta |

Solyc05g014280
Solyc04g082720
Solyc11g071560
Solyc03g082420
Solyc02g080410

Solyc09g007140
Solyc06g076540
Solyc03g113930
Solyc06g076570
Solyc01g009220

l Estados Maduracion S.pim LAo722

Solyc02g080410
Solyc04g082720

Solyc06g076570
Solyc04g014480

Figura II-1: Diagrama de Venn con genes de sHSPs expresados diferencialmente en los estados principales de
maduracion del fruto de cada genotipo progenitor. En color rojo genes de sHSPs con ED en RM y en naranja en

el estado pinton.

Por otro lado, se colapsaron los estados de maduracion para ver las sHSPs
diferenciales entre los progenitores del programa de mejoramiento genético. Se detectaron
12 genes con expresion diferencial (Figura 11-2). Dos de estos fueron Unicos para el parental
silvestres, 6 para el cultivar Caimanta y 4 genes de sHSPs fueron compartidos entre ambos.
Ademas, se observaron los 5 genes con mayor significancia y ED en cada genotipo y estado
(Figura 11-2).
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S.lyc cv. Caimanta y S.pim LA0722

Solyc05g014280
Solyc11g071560
Solyc03g082420
Solyc06g076540
Solyc03g113930
Solyc01g009220

Solyc02g080410
Solyc04g082720
Solyc06g076570
Solyc09g007140

Solyc04g014480
Solyc09g015000

e Sol lyc. cv. Caimanta

e Sol pim. LA0722

Figura lI-2: Diagrama de Venn con genes de sHSPs expresados diferencialmente tanto unicos como compartidos
entre los genotipos progenitores, unificando los estados de maduracién del fruto. En color bordo genes de sHSPs

en genotipo Caimanta y en verde en LA0722.

Top 5 de genes de sHSPs expresados diferencialmente en los genotipos uniformes

En el genotipo cultivado el gen Solyc05g014280.3 fue el gen con expresion diferencial
mas significativo de las 33 sHSPs para los dos estados madurativos en el material cultivado
(Tabla 1l-1). Para el progenitor silvestre, el gen Solyc02g080410.3 fue el que presentd mayor
significancia también en los dos estados. Para la F; no hubo concordancia entre los estados,
ya que para el estado Pi vs VM el gen fue el Solyc089062340.3 mientras que para el estado
RM vs VM fue el gen Solyc03g113930.2 (Tabla II-1).

Los 5 genes con mayor significancia dentro de las 33 sHSPs en cada genotipo se

muestran en la Tabla II-1.
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Genotipo | Estado GenelD logFC logCPM F P Value FDR
Solyc059014280.3 | 2,959480| 9,721362| 28,743723] 0,000231| 0,004222
Pinton |Solyc04g082720.3| 1,068370| 6,030240| 16,578560( 0,001796| 0,016776
VS Solyc11g071560.2 |-2,839602| -0,703972| 14,080967 0,003124( 0,024437
Verde |Solyc039g082420.3| 3,327956| 9,157060| 15,593989| 0,003313| 0,025444
Caimanta Solyc029g080410.3 |-3,084217| 0,315559| 10,277906| 0,008300| 0,048751
) Solyc059014280.3 | 3,263746| 9,721362| 34,041871] 0,000114| 0,002457
Rojo Solyc049g082720.3 | 1,286604| 6,030240| 23,825413| 0,000467| 0,006062
Ma\;jsuro Solyc02g080410.31-5,069213| 0,315559| 20,294897| 0,000879| 0,009319
Verde Solyc099007140.3 |-4,767273| -0,647661| 17,052485] 0,001627| 0,014045
Solyc11g071560.2 |-3,027144| -0,703972| 15,519090| 0,002256| 0,017715
Solyc029080410.3 |-3,991542| 0,622837| 35,594026( 0,000076( 0,001560
Pinton |Solyc04g082720.3 | 1,704297| 6,892898| 23,750730| 0,000424| 0,004971
VS Solyc069076570.3 | 3,336753|12,077104| 16,364311| 0,001897| 0,014531
Verde |Solyc049g014480.3| 2,741457| 9,494758| 12,328102| 0,005901| 0,033202
Solyc099g015000.3 | 3,204520(10,948753| 10,918529| 0,008427| 0,043235
LAO722 ) Solyc02g080410.31-2,166127| 0,622837| 13,618491]| 0,003273| 0,023028
M:Zf o Solyc049082720.3 | 1,227509| 6,892898| 12,629597| 0,004184| 0,027426
Vs Solyc069076570.3 | 2,715925(12,077104| 11,438144| 0,006047| 0,035616
Verde Solyc099007140.3 | -2,785667| -0,279277| 10,970824( 0,006484( 0,037483
Solyc04g014480.3 | 2,663704| 9,494758| 11,713071| 0,006827| 0,038992
Solyc089062340.3 |-4,215804|10,188178| 61,100742| 0,000002| 0,001328
Pinton |Solyc03g113930.2 |-3,570295| 9,185512| 60,412288( 0,000002| 0,001328
VS Solyc11g020330.1 |-4,615067|10,268703| 54,734630| 0,000004| 0,001842
Verde |Solyc019g102960.3 |-3,592804| 11,080206| 46,146800| 0,000010| 0,002920
Solyc059014280.3 | -4,029482]10,605024 | 44,531106] 0,000013| 0,003112
Fy (CxP) ) Solyc03g113930.2 |-2,621091| 9,185512| 35,351653| 0,000041| 0,001117
M':Z{fro Solyc069076570.3 | -2,363512| 11,784570| 25,968338( 0,000182( 0,003009
Vs Solyc11g020330.1 |-2,838018(10,268703| 24,362610| 0,000243| 0,003647
Verde Solyc02g080410.3 | 4,041807| 0,426356| 21,693912| 0,000405| 0,005129
Solyc099007140.3 | 4,085032| -0,315743| 21,547529] 0,000417| 0,005242
Tabla lI-1: Tablas con los 5 de genes de sHSPs con mayor significancia detectados en los transcriptomas de los

frutos en los diferentes estados de maduracion de los genotipos en estudio.

Siguiendo con los analisis sobre las sHSPs, se estudiaron aquellas detectadas

previamente por Arce et al. (2016) y Krsticevic et al. (2016) como determinantes en gran

proporcion entre los estados de maduracién. Se enfoco en aquellas del cromosoma 6 y 9,

caracteristicas por estar duplicadas en tandem y no presentar intrones.

En dicho estudio se destacod por encima de las otras la sHSPs Solyc06g076540.1

como aquella con mayor expresion diferencial y significancia entre los estados madurativos

en los genotipos. Este gen se distinguio principalmente en el cv. Caimanta, obteniendo un
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valor de sobre-expresion 3,92 (Log,FC) en el estado RM en comparacion del VM y de de

2,56 (Log,FC) para el estado pinton, tal se detalla en la figura II-3.

. Verde . Caimanta .Calmanta LAQ722 LAO722
Maduro Pintén Rojo Maduro Pintén Rojo Maduro
4.00 392
2.56
2.00
O)N 0.00 — r. —
(o]
—
-2.00
-4.00 T u T T T -
1 2 3 4 5 6

1- sHSP Solyc06g076520  3- sHSP Solyc06g076560  5- sHSP Solyc09g015000
2- sHSP Solyc06g076540  4- sHSP Solyc06g076570  6- sHSP Solyc09g015020

Eigura 11-3: Genes de small heat shock proteins (sHSPs) del cromosoma 6 y 9 con expresién génica diferencial

(EGD) obtenidos a través de la secuenciacion del ARN.

Siguiendo con el analisis hecho de sHSPs en esta seccidn (Tabla II-1 y Figura 11-3), se
plantearon nuevas comparaciones entre los transcriptomas a fin de dar énfasis a la
expresion génica de estas sHSPs con el fin de seleccionar aquellas con sobre-expresion o
inhibicion de manera consistente. Como el fin de esta tesis es detectar efectos genéticos a
través de estudios de expresion entre los progenitores y no desde un punto de vista
fisiolégico relacionado a la maduracion del fruto, se realizaron comparaciones de los
transcriptomas en el mismo estado de maduracion pero entre los progenitores, el cultivado y

el silvestre.

Estas comparaciones de la expresion génica dentro del mismo estado de maduracién
fueron: genotipo Caimanta vs LA0722 para VM, genotipo Caimanta vs LA0722 en P y

genotipo Caimanta vs LA0722 en el estado RM. Esto evidenci6 que la sHSPs
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Solyc06g076540 mantuvo una expresion diferencial (Tabla [I-2) constante entre las 33

sHSPs en los 3 estados.

Posicion dentro las 33 sHSPs|Estado GenelD logFC|logCPM| F [P Value| FDR
1 VM | Solyc069g076540.1| -7.46 | 9.77 |28.77/0.0009(0.0357
5 P | Solyc06g076540.1| -6.66 | 12.46 [14.26]|0.0127(0.0893
1 RM | Solyc06g076540.1| -4.08 | 11.24 [20.79/0.0016]0.0315

Tabla 1I-2: Genes de sHSPs expresados diferencialmente entre Caimanta y LA0722 dentro de cada estado. En

color verde estado VM, en naranja estado P y en rojo estado RM.

Buasqueda de polimorfismo molecular en la secuencia gendémica de los progenitores

Posteriormente, de acuerdo a los resultados obtenidos se comparé la region completa
de estas sHSPs del cromosoma 6, ya que la expresion diferencial se observé en todos los
genes de dicha region y los polimorfismos a detectar podrian estar posiblemente distribuidos
en toda la regién. Ademas, no solo la sHSPs Solyc06g076540.1 sino toda la regién es
fuertemente estudiada y representa una region clave con alta expresion génica (Arce et al.,
2015), como también presenta la particularidad que sus genes reaccionan frente a uno de
los reguladores de crecimiento vegetal que participa dentro del proceso fisiolégico de la
maduracion del fruto, como es el etileno, y en donde es bien reportado en su participacion
en conjunto con las sHSPs como se demuestra en el trabajo realizado por Shukla et al.
(2017). A partir de esto se obtuvieron las regiones gendmicas (Figura 1l-4), de esta regién de
aprox. 20 kb (mas 1000 pb a fin de obtener las regiones promotoras de los genes de los

extremos) aproximadamente para detectar polimorfismo y desarrollar MM.

SL4.0ch06: 1 - 47258699 (47.26 Mb) .
pares do bases
[ I I I I |

T T 1 | 1
0 10 000 000 20.000 000 30000000 40 000 000 47.000 000

cromosoma 06

SL4 Och06‘.4522A261 45247500 (2324 Kb)

I 17,9 kb !
[ I I I I [ 1

T T T T T
] <+ -] —> —

Genes  Solyc069076520.1.1* Solyc069076540.1.1* Solyc0690765650.4.1* Solyc069076560.2.1* Solyc06g076570.4.1*

Figura ll-4: Localizacidon de genes de sHSPs en la regidon gendmica de interés del genoma de referencia (SL4.0 -

cv. Heinz 1706) para deteccion de polimorfismo molecular.
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Identificacion del polimorfismo detectado

La comparaciéon se llevdo a cabo con la herramienta needle y arrojé la siguiente

informacion, como puede observarse en detalle en la figura II-5.

Aligned sequences: 2 Length: 19787
1: 47547349-19770 Identity: 19651/19787 (99.3%)
2: 47552636-19725 Similarity: 19656/19787 (99.3%)
Matrix: EDNAFULL Gaps: 79/19787 ( 0.4%)
Gap_penalty: 10.0 Score: 97873.0
Extend penalty: 0.5
47547349-1977 16841 TTGATGCTTTAAAATTACATTACGCATATACACCACATAGAGGTTACATT 16890
FEEEEEr e el (RN
47552636-1972 16812 TTGATGCTTTAAAATTACATTACGCATA-——————————————- TACATT 16845
47547349-1977 16891 ATTTCAACTTCGCAGGCTTACAATACCAAGATTCATGTTATGGTACCATA 16940
Frrrrrrrerrrerererrreerrrrrerr e e e e e
47552636-1972 16846 ATTTCAACTTCGCAGGCTTACAATACCAAGATTCATGTTATGGTACCATA 16895
47547349-1977 16941 TATATTGAATTATTATATGGTATGTAGCAAATTATCAATGTTATTATTTT 16990
Frrrrrrrrrrerererrreerrrrrer et et rr et el
47552636-1972 16896 TATATTGAATTATTATATGGTATGTAGCAARACTATCAATGTTATTATTTT 16945
Eigura II-5: Ejemplo de la deteccion de polimorfismos en dicha regién. Con guiones (-) el programa detecta

polimorfismos del tipo InDels mediante el alineamiento entre las secuencias, y con puntos (.) aquellos

polimorfismos del tipo SNP. La secuencia 1 pertenece al cv. Caimanta y la n° 2 a la accesion LA0722.

Esta comparacién demostré una similaridad entre estas secuencias de SL. cv.

Caimanta y LA0722 de S. pimpinellifolium del 99,3%. Dicha region tiene un tamafio de

19787 bases de largo, y se procedio a la busqueda de polimorfismo del tipo SNP (del inglés,

Single Nucleotide Polymorphism) ylo InDel (Insercién/Delecién) a lo largo de toda su

longitud.

Se detectaron 15 InDels a lo largo de la region. La mayoria de pequefo tamafo (1,2 o

3 bases). Solo 5 son de un tamafio medianamente mayor, de entre 8 a 16 bases. También

se detectaron 53 SNP a lo largo de la longitud de la region de interés en estudio. Este

polimorfismo es clave para el potencial desarrollo de marcadores moleculares por fuera de la

frontera del polimorfismo, y asi realizar la caracterizacion de la F,, ya caracterizada

fenotipicamente. Debajo se muestran ejemplos de un InDel y un SNP para desarrollar con

Software Primer3* el marcador correspondiente.

* http://primer3.ut.ee/
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Ejemplos de polimorfismos en donde pueden desarrollarse marcadores moleculares

podrian ser los siguientes:

-InDel:

cebador sentido—>

Seq Caimanta TTTTTGTTATAACACATCATAATAAACTCTTCTAATGATGTGTTACAGGACAAGTGAAT

Seq LA0722 TTTTTTGTTATAACACA-—-——————————— TCTAATGATGTGTTACAGGACAAGTGAAT

<-cebador_ antisentido

-SNP:
cebador sentido->
Seqg Caimanta CACCTGTAATAGTATTTATAAGGACTAGATAACAAATTAATGGGATAATGGACTAACA
FErrrrrrrerrerrrrrrrerr ettt e
Seq LA0722 CACCTGTAATAGTATTTATAAGGACTAGCTAACAAATTAATGGGATAATGGACTAACA

<-cebador antisentido

Disefio y desarrollo de cebadores a partir del tipo de polimorfismo detectado

A partir de toda la informacién identificada en la secuencia génica, se obtuvieron 3

InDels

para caracterizar molecularmente luego la poblacién F, segregante de tomate. La

lista de InDels obtenida a partir de los analisis llevados a cabo fue la siguiente:

InDel #1 lzquierdo: 5-GATGTTCTGATGTCTGATGTAGTCT-3' - Derecho:
5'-TGATTCTATTATGTATAAAGTAGCAGAGG-3' - Amplicén de 402 bases de tamanio.
Alinea/empareja con la regién codificante del gen Solyc06g076550.4.1 - Diferencia

de 14 pb entre los genotipos

InDel #2 Izquierdo: 5-TTAAGCCAGCAAATTAAACAACTGT-3' - Derecho:
5-AAATAAGGTTTTCATGTTTAGCCCT-3"' - Amplicon de 336 bases de tamafio.
Alinea/empareja con la region promotora del gen Solyc06g076570.4.1 - Diferencia de

8 pb entre los genotipos

InDel #3 Izquierdo: 5'-GGATGATGGTGTGTAAGAATGATGA-3' - Derecho:
5'-GTAAGCCTGCGAAGTTGAAATAATG-3' - Amplicon de 559 bases de tamafio.
Alinea/empareja con la regién promotora del gen Solyc06g076570.4.1 - Diferencia de

16 pb entre los genotipos.
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Validacion de los marcadores moleculares desarrollados

Una vez desarrollados dichos cebadores vy sintetizados, se realizaron amplificaciones
por PCR vy corridas electroforéticas para probar su funcionamiento en los materiales de
primer ciclo. Como puede observarse en la Figura 11-6, para el InDel 1 se visualizaron las
bandas esperadas tanto en Caimanta y LA0722 aunque la F; no mostré un patrén de
herencia codominante sino un Unico amplicén de igual tamafio que el del cultivar. Por su
parte, los InDel 2 y 3 s6lo amplificaron en Caimantay en la F,, por lo que en los tres casos la
herencia resulté dominante, presentando la accesién silvestre las alternativas recesivas de

los 3 InDels.

InDel #1 InDel #2 InDel #3
P

C P C P C

500 pb 500 pb 500 pb

250 pb 250 pb 250 pb

432 pb 331& pb 559pr
Figura II-6: Geles de agarosa con visualizacién de bandas de los 3 InDels desarrollados amplificados en los
genotipos de interés. (MPM: marcador de peso molecular)

Por su parte, para desarrollar marcadores moleculares de tipo SNP fueron detectados
cambios de nucledtidos en una posicion puntual, y se desarrollé un par de cebadores para
levantar un amplicén de 660 pares de bases que contenia en dicha secuencia 6 SNPy 5
InDels (menores a 10 bases). Este SNP se obtuvo para caracterizar molecularmente la
poblacién F, segregante. Este par de cebadores arrojo la siguiente informacion a partir de

los analisis llevados a cabo:
- SNP__#1 - lzquierdo: 5-TTTGATGGTTGATGGAAGAGGA-3'" - Derecho:

5-GCATATTTGACCCTTTTCCCTTAA-3' - Amplicon de 660 bases de tamafo.

Alinea/empareja con la region promotora del gen Solyc06g076540.1.1
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Este MM de tipo SNP fue chequeado en gel de agarosa (Figura 1I-7) con las mismas
condiciones que los InDels y luego secuenciado mediante tecnologia Sanger® en laboratorio
tercerizado, a fin de detectar polimorfismos asociados a caracteres de interés agrondmicos

en la poblacién F, derivada del cruzamiento TOUNR18xToUNRA1.

Figura 1I-7: Gel de agarosa con amplificacion mediante el MM de SNP desarrollado.
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DISCUSION

La gendmica tiene como una de sus potenciales metas identificar los loci, genes y/o
variantes génicas responsables de la variabilidad presente en los rasgos fenotipicos. El
cruzamiento interespecifico entre diferentes especies elegidas de tomate genera variacion
asociada con la introgresion de genes dentro del nuevo acervo genético de la poblacion
obtenida el mismo. Asi es de esperar que la distribuciéon de estas variantes y polimorfismo
molecular sea en todo el genoma completo y en diferentes cantidades de acuerdo a cada
region en particular. En este caso el polimorfismos detectado mediante la comparacién de
los genomas de ambos progenitores arrojo una similitud e identidad del 99,3% respecto a los
20 kb de la region de interés (Figura 1l-5). Esto representa una alta identidad para ambos
genotipos, aunque a pesar de esto la variabilidad presente en dichas secuencias génicas
permitio el desarrollo de marcadores que detecten este polimorfismo molecular.

Por su parte, la sHSP Solyc06g076540.1 es una de las sHSPs expresadas de manera
mas diferencial durante la maduracion del fruto de tomate (Figura 1I-3). Estudios previos de
Krsticevic et al. (2016) encontraron similares resultados respecto a este gen en sus analisis.
Otro estudio detecta que este gen es producto de eventos de duplicacion en tandem, el cual
el primer evento tuvo lugar hace 13 millones de afios aproximadamente (Goyal et al., 2012).
Este gen fue capaz de mantenerse frente a los diferentes pasos evolutivos y estar presente
en la actualidad. Otros estudios sostienen que la capacidad de reaccion de este gen frente a
diferentes estrés de tipo bidtico y abidtico refiere a que, al no presentar en su secuencia
regiones intronicas, su expresién se desencadena rapidamente al evitar los eventos de
splicing alternativo en presencia de estos estimulos externos.

Estudios similares realizados obtienen resultados que ponen de manifiesto la
importancia de este gen y la del resto de sus miembros. Estos genes de sHSPs del
cromosoma 6, en especial el gen de Solyc06g076540.1 (Tabla II-2), presentan expresién
diferencial significativa en las accesiones silvestres utilizadas por Upadhyay et al. (2020).
Ademas, Shukla et al. (2017) realizaron experimentos con el uso de de la fitohormona
etileno, en donde se observar que la aplicacion de etileno disminuye o inhibe la expresién de
estas sHSPs, y por ende, indicaria que su expresioén interviene en la maduracion del fruto.
La inhibicion detectada de estas sHSPs en este Capitulo, en la cual estos genes son
regulados negativamente durante el transcurso del tiempo desde el estado VM al RM pone
de manifiesto que la sintesis natural de etileno en el fruto de tomate durante su maduracion

podria moderar el accionar de estas sHSPs y llevar a cabo el camino inverso, o sea, la
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activacion o sintesis de estas chaperonas podrian extender la vida poscosecha del fruto, tal
lo descripto por Shukla et al. (2017) y Upadhyay et al. (2020).

Estudios previos en estas regiones cromosémicas de interés demostraron que existe
variabilidad en el numero y disposicién de sus genes, en particular entre las accesiones
silvestres presentes en el germoplasma de tomate. Esta variabilidad en el numero y
disposicién de los genes de sHSPs en dicha region podria explicar la herencia dominante
observada en la validaciéon de los InDels frente a los progenitores del programa de
mejoramiento y su cruzamiento. Podria ocurrir que frente a la condicion heterocigota de los
cruzamientos interespecificos, los cebadores amplifican preferentemente sobre el genoma
aportado por el progenitor cultivado. Cabe aclarar que la condicion heterocigota de las F, ya
habia sido verificada previamente con otros MM por Cabodevila et al. (2021), y que a pesar
de este comportamiento dominante no esperado, el uso de los 3 InDel para caracterizar
poblaciones segregantes no impide su uso (Figura II-6), sino que a lo sumo s6lo condiciona
su analisis al de MM de naturaleza dominante.

Estos comportamientos detectados pueden sustentarse respecto a la idea previamente
discutida en el Capitulo anterior, en el que los genomas de Caimanta y LA0722 fueron
ambos alineados frente a la referencia mundial del cultivo, el cv. Heinz 1706, y esto pudo
haber originado sesgos y/o forzar arreglos genéticos y/o cromosémicos que resultan en
artefactos en el genoma de LA0722, tal como Cacchiarelli et al. (2021) demostraron para el
analisis transcriptomico. El alineamiento de transcriptomas de diferentes especies frente a
una especie en comun y la normalizacion de los transcriptomas frente a los diferentes
estados del desarrollo permite llevar a cabo las comparaciones que demande el estudio.
Este tipo de analisis es un primer reflejo del comportamiento global de todas las familias o
grupos de genes, aunque podria generar sesgos o efectos indeseables frente a una regién

en particular o genes target de interés.
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CONCLUSIONES

Existen genes de sHSPs diferencialmente expresados en los diferentes estados de
maduracion del fruto de tomate, identificados mediante el analisis de los transcriptos.

Se detectd polimorfismo molecular en la secuencia génica de los progenitores en dicha
region en donde las sHSPs se expresan diferencialmente entre los estados de
maduracion.

El polimorfismo molecular detectado previamente permitié el desarrollo de marcadores
moleculares de diferente naturaleza que ponen de manifiesto variantes génicas entre los
progenitores.

Se validaron los marcadores moleculares en los progenitores considerados uniformes
con el fin de avanzar en la caracterizaciéon molecularmente de una poblacion segregante
F..
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CAPITULO Il
CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE LA POBLACION SEGREGANTE

F, DE UN HIBRIDO DE SEGUNDO CICLO Y DETECCION DE QTLs ASOCIADOS A
CARACTERES DE CALIDAD DE FRUTO
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INTRODUCCION

La obtencidén de nuevas variedades élites de tomate es el principal objetivo dentro de
los programas de mejoramiento genético. Este proceso suele generarse mediante el uso de
muchos recursos de diferente naturaleza, y uno de ellos es el tiempo. Estos programas son
iniciados con la inspeccion y explotacion del germoplasma de tomate. De las 13 especies
pertenecientes al género Solanum seccion Lycopersicon, la especie silvestre S.
pimpinellifolium se caracteriza por presentar frutos de menor tamafio y peso pero de alta
calidad nutritiva. Esta especie es capaz de mantener las propiedades organolépticas del
fruto durante mas largo tiempo, incluyendo la vida poscosecha. Uno de los desafios dentro
de los programas es detectar e identificar aquellas regiones introgresadas en la progenie
que aporten nuevas variantes génicas asociadas a los caracteres de calidad. Este tipo de
estrategia aumenta la variabilidad y evita el fendmeno de erosion genética estudiado en los
materiales cultivados, por la uniformidad genética de sus semillas.

Los caracteres fenotipicos de interés agronémico son en su mayoria caracteres
complejos, controlados por muchos genes, cada uno con un efecto aditivo relativamente
pequeno sobre el caracter en estudio (Falconer y Mackay, 1996). Este tipo de caracteres son
llamados cuantitativos mientras que la regién gendémica asociada se denomina QTL. En
poblaciones segregantes derivadas del cruzamiento entre progenitores divergentes para los
caracteres de interés es posible identificar nuevas regiones gendémicas que controlan estos
caracteres (Rodriguez et al., 2013). Estas regiones de interés pueden identificarse mediante
el uso de marcadores moleculares. En el Capitulo anterior se desarrollaron y disefiaron
marcadores en base a la secuencia génica de los progenitores en donde se detectd
polimorfismo molecular. En esta region mapean 4 sHSPs que intervienen en el proceso
bioldgico de la maduracién del fruto y que presentan expresion diferencial significativa frente
a las etapas principales de este proceso.

Para detectar QTLs asociados a caracteres de interés es necesario realizar una
caracterizacion fenotipica y una caracterizacion molecular en la poblacién segregante. Este
requisito fue llevado a cabo en el presente Capitulo en donde se caracterizé fenotipica y
molecularmente una generacion F, con la finalidad de obtener marcadores moleculares
funcionales que asistan a los programas de mejora. Estos pueden utilizarse para realizar
una seleccion asistida por marcadores y asi disminuir significativamente los tiempos

necesarios hasta la obtencién de una nueva variedad con caracteres de calidad superiores.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacion fenotipica de la poblacién F, generada a partir del hibrido de segundo
ciclo (HSC) ToUNR18xToUNR1.

Caracterizacion molecular de la poblacion F, a través de marcadores de tipo InDels y SNP
desarrollados a través del polimorfismo molecular detectado.

Deteccion de QTLs asociados a caracteres de calidad de fruto en base a la variabilidad
molecular y fenotipica relevada.

Comparacion de los QTLs detectados en la caracterizacion molecular mediante el uso de
los InDels 'y SNP.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

La generacion segregante F, obtenida a partir del cruzamiento TOUNR18xToUNR1 fue
la caracterizada fenotipica y molecularmente en este Capitulo. Las plantas fueron
seleccionadas a través de los datos fenotipicos de la F; seleccionando de manera
antagonica y divergente para las variables peso y vida poscosecha. Se sembraron 12
plantas de cada una de las 18 familias F, (n=216) mas 10 plantas de los 8 genotipos
uniformes como testigos (n=80) en bandejas de germinacién de 72 celdas de 55 cm®

utilizando el sustrato N°1 de Dynamics (www.dynamics compost.com.ar), dando un total de

296 plantulas. A los 45 dias se realizd el trasplante a tierra en invernadero semicontrolado,
en un disefo completamente aleatorizado. Las plantas fueron regadas por goteo diariamente
durante todo el ciclo del cultivo evitando el estrés hidrico de las mismas mediante la
variacion en la cantidad de agua suministrada. La temperatura establecida para el
invernadero fue de 27 + 4 °C, la intensidad de luz de 700 pmol.s-1m-2 y la humedad relativa
de 60 %.

Caracterizacion fenotipica de la generacion segregante F,

Se cosecharon frutos de las 18 familias de dicha generacion en la que se examinaron
todos los caracteres de interés agronémicos. En diez frutos en estado pinton se evaluaron
los siguientes caracteres: peso (en g), diametro (en cm), altura (en cm), forma (cociente
entre la altura y el diametro) y vida poscosecha (VP), expresada como los dias transcurridos
desde la cosecha hasta el inicio del ablandamiento del fruto. Para evaluar este ultimo
caracter los frutos se almacenaron en estanteria a 25 + 3°C de temperatura ambiente.
Siguiendo la metodologia propuesta por Schuelter et al. (2002) los frutos se examinaron tres
veces por semana descartando aquellos comercialmente inaceptables por mostrar
arrugamiento o excesivo ablandamiento. Aproximadamente a seis u ocho frutos de cada
planta en estado rojo maduro (RM) se les midié la dureza con un durdmetro manual tipo
Shore A Durofel y el color con un cromametro MINOLTA CR400, a través del porcentaje de
reflectancia (L), variando desde 0 para negros a 100 para blancos y el cociente a/b, siendo
“a” la absorbancia a longitudes de onda de 540 nm y “b” la absorbancia a longitudes de onda
de 675 nm. Se obtuvo luego el jugo del pericarpio a partir de frutos cosechados en estado
rojo maduro y se evaluaron los siguientes caracteres: contenido en sélidos solubles (SS en
°Brix), medido con un refractdmetro manual; acidez, medida a través del pH del jugo

homogeneizado y de la acidez titulable (AT en gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).
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Posterior a esto se hizo tratamiento de semillas y se las almacendé en camara de
refrigeracion para proseguir con el programa de mejoramiento. Con la informacion
recolectada, se probd la distribucién normal mediante la prueba propuesta por Shapiro y
Wilk (1965). Los datos recolectados se compararon mediante un ANOVA a un criterio de
clasificacion, a partir de cuyos cuadrados medios se calculd la heredabilidad en sentido
estricto (h?). Debido al porcentaje de homocigosis esperado para esa generacion, el
coeficiente fue corregido multiplicandose por 7/6, producto que permitio finalmente estimar la

h? para cada caracter de interés.

Caracterizacién molecular por InDels de la poblacion F,

La caracterizacion molecular se realizé6 a través del uso de los dos tipos de
marcadores moleculares, en este caso los InDels que fueron previamente validados en los
materiales uniformes de primer ciclo. La extracciéon de ADN se realizé a partir de discos de
40 mg de tejido foliar joven segun protocolo estandarizado. Estos InDels se amplificaron
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction) siguiendo los pasos del protocolo correspondiente y modificando la temperatura
de anillado de cada cebador InDel, tal se describié en el capitulo anterior. La separacion de
los fragmentos amplificados fue en geles de agarosa al 2,5 % p/v con corridas
electroforéticas de 2 horas a 140 V constantes en buffer TAE 1X y se los visualizé mediante
tincion con SYBR® Safe.

Caracterizacion molecular por SNP de la poblacion F,

El marcador molecular tipo SNP desarrollado en el Capitulo anterior fue utilizado en
esta seccién para la caracterizacion molecular. Este marcador se utilizé en la poblacion de
90 plantas F, previamente caracterizadas con los InDel, siendo seleccionadas 30 plantas de
alto peso, 30 de bajo peso y 30 de peso intermedio. Esta caracterizacion fue llevada a cabo
a través del uso de la pirosecuenciacion de tecnologia Sanger®. Se utilizé el mismo ADN
extraido en la caracterizacién con InDels. La amplificaciéon por PCR se llevé a cabo segun
protocolo correspondiente y con modificacion en la temperatura de anillado, descripto en el
capitulo anterior. La calidad de las amplificaciones de estos SNP fue chequeada en geles de
agarosa al 1,5 % p/v realizando corridas electroforéticas de 30 minutos a 140 V constantes,
visualizando las bandas mediante tincion con SYBR® Safe. El total de muestras a
laboratorio tercerizado (Centro Cientifico, Tecnoldgico y Educativo ‘Acuario del Rio Parana’ -

Laboratorio Mixto de Biotecnologia Acuatica) en donde previo a la secuenciacion se
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corroboré la calidad de las muestras mediante espectrofotometro NanoDrop® 2000 y se

purificé por método enzimatico.
Deteccion de QTL mediante el uso de marcadores tipo InDels

La detecciéon de QTL se llevd a cabo utilizando el programa estadistico Infostat

(https://www.infostat.com.ar/) (Di Rienzo et al., 2010) empleando los marcadores

moleculares InDels. La deteccion estos QTLs se hizo con analisis de Unico punto, pero con
dos modelos estadisticos diferentes, un ANOVA unifactorial por un lado, teniendo en cuenta
s6lo la accion del marcador molecular, y por otro lado, un ANOVA bifactorial teniendo en
cuenta el efecto del marcador molecular, la familia y la interacciéon entre ellos. Todas las

variables fueron consideradas significativas con un p-value < 0,05.

Deteccion de QTL mediante el uso de marcadores tipo SNP

En relacion a SNP, primero se obtuvieron las secuencias, se eliminaron los de
caracteres especiales, y se corrigieron los IDs de cada planta para posterior identificacion.
La clusterizacion de los amplicones obtenidos en la secuenciacion de los SNP fue llevada a
cabo en la plataforma online del EBI utilizando la herramienta Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/) que permite alinear multiples secuencias a la vez,

usando los parametros de manera predeterminada. La deteccién de estos QTLs se hizo al
igual que con InDels, con analisis de unico punto pero con un ANOVA unifactorial y uno
bifactorial (por un lado sélo con la accion del marcador molecular, y por otro con el efecto del
marcador molecular, la familia y la interaccion entre ellos). Ademas, como este es un
marcador de tipo codominante se calcularon los grados de dominancia, empleando un test
de Duncan para ver la comparaciéon de medias y el efecto de cada SNP. Las variables

fueron consideradas significativas con un p-value < 0,05.

Comparacion entre las detecciones de QTLs con los MM desarrollados

Los valores de p-value de los QTLs detectados se compararon entre los InDels y los
SNP, previamente utilizados para la caracterizacion molecular. El nimero de plantas
analizadas fue distintos entre ambos MM, es por eso que se volvié a realizar el analisis
estadistico de los InDels pero solo en aquellas plantas caracterizadas por SNP. Se estudio

la concordancia y coincidencia entre los MM a fin de analizar su efectividad.

75


https://www.infostat.com.ar/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Re-analisis de los marcadores InDels en las plantas caracterizadas por SNP

En la dltima parte se re-analizaron los InDels desarrollados en las plantas
seleccionadas a través del uso de los marcadores moleculares de tipo SNP, a fin de refinar
la deteccion QTLs. Este analisis se realizé conservando el niumero de plantas caracterizadas
por los SNP con el fin de que no se vea afectada por el numero de individuos de la poblaciéon
(N).

Para finalizar, se establecio un flujo de trabajo en el que se engloban los diferentes

experimentos realizados, entre ellos las caracterizaciones descriptas en este Capitulo.

Genotipos RNA-seqy Analisis
1 2z
Siembra testigos WGS EGD Comparacién oy »
Caracterizacion Deteccion

de genomas y

de
materiales Poblacién Caracterizacion Estimacién de desa;;l{;”o de molecular de QTLs
segregante F, fenotipica heredabilidad

Figura llI-1: Flujo de trabajo realizado para detecciéon de QTLs agronémicos. (EGD: Expresién Génica Diferencial;
WGS: secuenciacion del genoma completo del inglés: Whole Genome Sequencing; MM: Marcador Molecular).
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RESULTADOS
Caracterizacion fenotipica de la generacion segregante F,

En las plantas F, se probd la distribucion normal mediante la prueba propuesta por
Shapiro y Wilk (1965). En este analisis se observo la normalidad de todas las variables
estudiadas. Todas las variables fueron normales, con valores de W por encima de 0,91,
salvo Peso un valor de 0,86 por lo cual fue transformado por logaritmo natural.

Se cosecharon en promedio 2377 frutos para el estudio de los caracteres morfolégicos
de los mismos, y un promedio de 1471 frutos para el estudio de los caracteres
organolépticos, dependiendo la cantidad de frutos por planta de acuerdo al tamafio de los
mismos. Para medir pH, SS y AT se lograron 240 jugos en promedio a partir de los frutos

cosechados en invernadero (Figura Il1-2).

4!‘.44!55

Eigura IlI-2: Plantas y frutos de tomate cosechados para obtencién de tejido joven y datos fenotipicos en la

poblacidn segregante perteneciente a la generacion F,.

Caracteres morfolégicos de los frutos
Se agruparon los caracteres peso (Pe), diametro (D), altura (A), forma (F,
altura/diametro) y vida poscosecha (VP). Los resultados mostraron h? altas (mayores a 0,72)

para los todos los caracteres excepto para VP que tuvo un valor intermedio (0,46). Los
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valores de h? para esta generacion F, fueron superiores a los estimados previamente en la
generacion F; por Cabodevila et al. (2021), lo que puede explicarse por el aumento en la
proporcion de homocigosis a medida que se avanza en las generaciones de
autofecundacion. Pueden observarse en la Tabla llI-1 las familias que obtuvieron los valores
medios maximos y minimos para cada rasgo agrondomico. Se destaca la familia 18P61 con
los valores maximos para D, A, y Pe. La familia con mayor VP fue la 18P55 (Tabla IlI-1). A
partir de estos datos puede notarse cdmo se avanza hacia la obtencion de nuevas lineas
mejoradas que presentan caracteres agrondmicos deseables, capaces de satisfacer las
demandas de los mercados locales y las exigencias tanto de los productores como la de los

consumidores.

Genotipos Uniformes Poblacién Segregante F,
CE | CAIMANTA | LA0722 F,(CxP) pe | Media | coitia | Medi@ | pomilia
Min. Max.

6,39+0,24 | 1,20+£0,01 | 2,59+0,08 | 0,74 | 1,49 18P53 3,29 18P61

505+0,18 | 1,09+0,01 | 2,35+0,08 | 0,77 | 1,30 18P53 3,15 18P61

0,80+0,02 [ 0,90+0,00 | 0,90+0,01 (0,82 0,86 18P64 1,21 18P54

Pe 123,23 +9,90( 0,95+0,03 | 11,19+0,86 | 0,72 | 1,71 18P53 20,72 18P61

VP | 997+1,60 [(13,79+0,85| 23,02+1,64 (0,46 | 17,00 | 18P49 36,48 18P55

Tabla 1lI-1: Valores medios y su error estandar para los Caracteres Evaluados (CE) en los genotipos uniformes y

valores medios maximos y minimos de cada CE en las familias perteneciente a la generacion F,.

Caracteres organolépticos de los frutos

Por otro lado, se analizaron los datos fenotipicos de las variables organolépticas de los
frutos. Estas son sélidos solubles (SS), acidez titulable (AT), pH, dureza (Du), porcentaje de
reflectancia (L), a (absorbancia a longitudes de onda de 540 nm), b (absorbancia a
longitudes de onda de 675 nm) y el cociente a/b. En esta generacion F, se detectd variacion
en todos los caracteres organolépticos analizados, presentando algunos un rango de
variacién que supera a los genotipos uniformes. Sin embargo, el porcentaje de variacion
fenotipica debido a variacion aditiva es de medio a bajo, como lo demuestran los valores de
h? estimados, lo que implica que la seleccién artificial presenta limitaciones para continuar
modificando la media de estos caracteres. En consecuencia, sera necesario recurrir a otras
estrategias de mejoramiento, tales como nuevas hibridaciones entre las diferentes familias a

fin de usufructuar el componente de variacion no aditiva o bien con materiales de otro fondo
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genético con la intencién de incrementar la variacién aditiva, en esta generacion F,. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla IlI-2.

CE a b a/b L Du SS pH AT

Ge | Me [DE| Me |D.E| Me |D.E| Me | D.E | Me D.E | Me | D.E | Me |D.E | Me | D.E
C |[22,88 3,73 (24,79]12,92]0,93 (0,15 (40,45| 2,99 | 50,55 | 10,37 | 5,13 | 0,65 4,20 |0,14 |6,29 | 1,30
P |[30,88|3,78 [22,27]2,84 1,40 (0,20 (36,89 | 1,57 | 57,46 | 7,46 | 7,300,89 (4,58 |0,19|2,48 |4,28
CxP 21,12 3,61 |18,94|3,12]1,12(0,15|37,23| 2,04 | 51,78 | 8,35 | 5,76 | 0,61 (4,49 |0,17 |3,79 1,45
F, | 2511 |3,66 |20,03(2,77 (1,27 |0,17 | 38,42 | 2,01 | 56,90 | 7,06 | 6,37 | 1,29 |4,60 |0,21 (3,82 (1,59
n? 0,30 0,22 0,28 0,32 0,33 0,27 0,29 0,28

abla lll-2: Valores medios (Me) y desviacién estandar (D.E.) para los caracteres evaluados (CE) en cada

genotipo (Ge) y heredabilidad en sentido estricto (h?) estimada en las familias F,.

A partir de estos datos recolectados, se calculd heredabilidad en sentido estricto (h?)

de cada caracter en estudio mediante un ANOVA a un criterio de clasificacion, para verificar

si la segregacién fenotipica en esta F, se debe a componentes genéticos, y se los comparé

con los obtenidos en la generacién F; perteneciente a este mismo cruzamiento (Tabla 111-3),

caracterizada previamente por Cabodevila et al. (2017).

Variable h? en la generacién F; | h? en la generacién F,
Diédmetro 0,46 0,74
Altura 0,54 0,77
Forma 0,42 0,82
Peso* 0,60 0,72
Vida Poscosecha 0,28 0,46
a N/C 0,30
b N/C 0,22
a/b 0,52 0,28
L 0,36 0,32
Dureza 0,38 0,33
SS 0,77 0,27
pH N/C 0,29
AT 0,58* 0,28

Tabla 11l-3: Tabla de heredabilidad en sentido estricto para las generaciones F; y F, en las variables en estudio.
(*transformado por log,,). N/C: No calculado.
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Caracterizacion molecular de la poblacion segregante F, (TOUNR18xToUNR1)

Caracterizacion por marcadores de tipo InDels

La caracterizacion molecular se inicid con InDels en la poblacion F,. Estos InDels
permitieron diferenciar molecularmente, como se observa en la figura IlI-3, no solo a los
genotipos uniformes previamente observados en el Capitulo anterior, sino a las 18 familias
F,. Se verificé la distribucion de las variables y fueron normales, salvo peso que se
transformo con Logaritmo Natural. Este marcador resulté significativo en las variables peso,
altura y pH para los 3 InDel desarrollados, como puede observarse en la Tabla 1ll-4, donde

se realizdé un analisis unifactorial.

MM
C P
- - - - e e - - - et 2 2 E X A B N TN e 2 T T L

PRI it e o AR e DS TR A e i ol st e o GRS RO

Plantas F 4'(T0UNR18 x ToUNR1)

Figura I1I-3: Ejemplo de gel de agarosa 2,5 % p/v para corrida electroforética de los InDels en la generacién F,,

Variable F.V. SC gl CM F p-valor RZ Aj
InDel_1 1,25 1,00 1,25 5,80 0,02 0,04
ALTURA InDel_2 1,02 1,00 1,02 4,72 0,03 0,03
InDel_3 1,01 1,00 1,01 4,66 0,03 0,03
InDel_1 0,17 1,00 0,17 4,59 0,04 0,04
pH InDel_2 0,17 1,00 0,17 4,63 0,03 0,04
InDel_3 0,19 1,00 0,19 5,16 0,03 0,04
InDel_1 2,83 1,00 2,83 8,07 0,01 0,05
PESO* InDel_2 2,42 1,00 2,42 6,81 0,01 0,04
InDel_3 2,50 1,00 2,50 7,06 0,01 0,05

*Transformado mediante logaritmo natural

Tabla lll-4: InDels asociado a variable de interés agrondémico y deteccion de QTLs.

A partir del analisis bifactorial, teniendo a marcador y familia como fuentes de variacion
y su interaccion entre ellos, se detecté que en todos los casos la interaccion entre InDel y
familia fue no significativa, como puede verse en la tabla IlI-5. Esto demuestra que el MM
tiene efecto y asociacion a los caracteres detectados de manera independiente a la familia

analizada en esta F,.

80



Variable F.V. SC gl CM F p-valor R? Aj
InDel_1 1,25 1,00 1,25 16,37 0,00
FAMILIA 18,58 17,00 1,09 14,31 | <0,0001
InDel_1*FAMILIA | 0,43 6,00 0,07 0,94 0,47 0.66
Error 7,72 101,00 0,08
InDel_2 1,02 1,00 1,02 14,18 0,00
ALTURA FAMILIA 19,02 17,00 1,12 15,50 | <0,0001 0.68
InDel_2*FAMILIA | 0,66 5,00 0,13 1,84 0,11
Error 7,43 103,00 0,07
InDel_3 1,01 1,00 1,01 14,09 0,00
FAMILIA 19,09 17,00 1,12 15,65 | <0,0001
InDel_3*FAMILIA | 0,57 4,00 0,14 1,98 0,10 068
Error 7,46 104,00 0,07
InDel_1 0,17 1,00 0,17 5,59 0,02
FAMILIA 1,15 17,00 0,07 2,25 0,01
InDel_1*FAMILIA | 0,12 6,00 0,02 0,65 0,69 021
Error 1,95 65,00 0,03
InDel_2 0,17 1,00 0,17 5,46 0,02
o FAMILIA 1,14 17,00 0,07 2,17 0,01 019
InDel_2*FAMILIA | 0,03 5,00 0,01 0,20 0,96
Error 2,05 66,00 0,03
InDel_3 0,19 1,00 0,19 6,15 0,02
FAMILIA 1,13 17,00 0,07 2,17 0,01
InDel_3*FAMILIA | 0,03 4,00 0,01 0,24 0,91 0.20
Error 2,05 67,00 0,03
InDel_1 2,83 1,00 2,83 27,01 | <0,0001
FAMILIA 32,20 17,00 1,89 18,08 | <0,0001 0.7
InDel_1*FAMILIA | 0,74 6,00 0,12 1,18 0,33 ’
Error 10,58 101,00 0,10
InDel_2 2,43 1,00 2,43 23,11 | <0,0001
LN PESO FAMILIA 33,29 17,00 1,96 18,66 | <0,0001 0.72
InDel_2*FAMILIA | 0,36 5,00 0,07 0,69 0,63
Error 10,81 103,00 0,10
InDel_3 2,51 1,00 2,51 24,12 | <0,0001
FAMILIA 33,27 17,00 1,96 18,82 | <0,0001
InDel_3*FAMILIA | 0,30 4,00 0,08 0,72 0,58 0.72
Error 10,82 104,00 0,10

Tabla lll-5: /InDels asociado a variable de interés. MM e interaccion de MM por familia.
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Caracterizacion molecular por marcadores de tipo SNP

La caracterizacion con SNP se realizd en 90 plantas de la generaciéon F, mas los
genotipos uniformes como testigos. Estas 90 plantas estan dentro de las 130 plantas que
previamente fueron caracterizadas con los InDels. Se seleccionaron 30 individuos de alto
peso, 30 de bajo peso y 30 de peso intermedio. Las variables agronémicas de estas plantas
seleccionadas fueron normales, con valores de W mayores a 0,90, salvd peso (W de 0,81)
que fue transformado mediante logaritmo natural.

De las 90 plantas totales, 5 fueron desestimadas por fallas en la secuenciacion. La
secuencia obtenida en cada planta F, fue utilizada para realizar un alineamiento multiple,
inclusive aquellas de los materiales uniformes usados como testigos en este analisis. A partir
del alineamiento multiple se obtuvo un dendrograma (Figura IlI-4) con las 85 plantas F, en
conjunto con los materiales de primer ciclo, y se identificaron 3 grupos de acuerdo a cada
SNP.

e Grupo 1

El grupo uno fue considerado para aquellas plantas que presentaban SNP como el
progenitor cultivado (CAIMANTA) y fue la seccién del dendrograma comprendida
entre las plantas 18P53_V-2 y 18P50_II-31. Este grupo presenté un total de 30

individuos.
e Grupo 2

El grupo dos fue considerado para aquellas plantas que presentaban SNP como la F,
(CxP) y fue la seccion del dendrograma comprendida entre las plantas 18P60_VII-46

y 18P51_11-37. Este grupo presentod un total de 39 individuos.
e Grupo 3

El grupo tres fue considerado para aquellas plantas que presentaban SNP como el
progenitor silvestre LA0722 y fue la seccion del dendrograma comprendida entre las

plantas 18P50_11-30 y la 18P55_111-60. Este grupo presentoé un total de 16 individuos.
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Held mﬁﬂhﬁmmﬁ%ﬁrﬁﬁ

1BPBO_VII-46 007238
18P57_\-26 0.05022
1BPE1_VII-48 002398
18PS4_IIl-54 0.02329
18PE1_VI-71 0.0118
18P54_V-12 D.01108
1BPEO_IV-10 0.01833
1BPEO_VII-43 0.02591
18PB2_VII-56 0 03063
18PE3_VII-59 0.03088
18PB3_VII-58 002989
1BPE3_VII-63 0.02829
18PE2_IV-24 0.0153
18PE4_IV-34 0.02574
18P51_1I-35 0.00083
18P55_III-56 0.04601
1BP53_VI-40 0.18877
1BPG1_IV-15 0.06595
1BPS6_III-65 0.10822
18P49 VI-62 0.07091
18P56_V-19 0.06655
18P59_IV-2 0.08731
18P59_IV-3 0.03769
18P57_V-27 0.06739
1BPE1_VII-47 0.05574
1BPB1_VII-51 0.0B375
18P53_IV-4 0.05205
18P59_WVI-39 0.05729
L1_VI-320.0188
L18_1-43 0.00303
18P54_V-11 0.03329
1BPB4_VII-64 0.03167
18P56_V-24 0.01839
L1BxL1_I-30 0.02463
18P51_VI-74 0.02602
18PS5_III-58 0.00732
18P57_\-29 D.01639
18PE3_VII-62 0.01747
18P62_IV-23 0.01514
18PB4_VII-66 0.01566
18PE3_IV-27 0.01103
1BP51_II-37 0.02664
18P53_V-2 0.10247
18P52_11-39 0.063
18P52_1I-40 0.02817
18P53_V-5 0.02685
18P58_III-77 0.04824
18P52_VI-60 0.04393
1BP53_V-1 0.03518
1BP53_V-4 0.01912
18P52_l1-41 0.03848
18P48_VI-55 0.02992
1BP4B_VI-56 0.02056
18PS3 _IIl-44 0.01726
18P48_II-19 0.02214
1BP53_lIl-45 0.01587
18P52_VI-76 0.01784
18P48_11-18 0.01897
1BP53_1I1-49 001783
18P48_VI-53 0.0108
18P59_VI-41 0.02774
18P48_VI-51 0.00963
18P52_VI-75 0.00869
18P48_VI-52 0.0035
18P4B_II-17 0.0093
1BPS7_III-71 0.02081
18P52_II-44 0.00554
18P52_II-42 0.00988

18PS3_II1-46 0.02336
18PE2_IV-19 0.01283
18PS5_V-15 0.02238
18P50_11-31 0.02264

T8P50_1I-30 0.01563
18P60_IV-11 0.01686
1BPGO_IV-B 0.016812
18P54_V-7 0.01224
1BPE3_IV-30 0.02105
18PBA_IV-32 0.00642
18P64_VII-65 0.01153
18P54_IIIl-53 0.01284
18PS5_V-13 D.01271
18PE2_IV-22 0.01716
18PS5_III-57 0.00825
1BP50_II-32 0.00666
18PE3_IV-28 0.01135
18PS6_III67 0.01012
18P62_IV-20 0.00711
18P55_III-60 0.01075

Eigura llI-4: Dendrograma obtenido a partir de la caracterizacién molecular con tecnologia Sanger.
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Esta informacion se utilizd para caracterizar cada planta con un identificador que
define el SNP respecto a alguno de los progenitores o la F,. Se identificé con 1 si provenia
del progenitor cv. Caimanta, 2 como la F, y 3 como el progenitor silvestre LA0722. Asi se
prosiguié con la deteccion de QTL utilizando la informacion aqui detallada como la de los
caracteres fenotipicos.

A partir del ANOVA unifactorial se detecté el efecto del marcador SNP. El marcador fue
significativo para las variables agronémicas de peso, diametro, altura, a, dureza y pH del
fruto. Al tener la informacién perteneciente al hibrido entre los progenitores se realiz6 la

estimacion de la dominancia para estos caracteres de interés agrondmicos significativos.

Variable F.V. SC gl CM F p-valor R2 Aj
PESO* SNP 12,67 2 6,34 21,56 <0,0001 0,33
DIAMETRO SNP 6,51 2 3,26 17,35 <0,0001 0,28
ALTURA SNP 5,76 2 2,88 15,56 <0,0001 0,26
a SNP 57,92 2 28,96 3,74 0,030 0,08
DUREZA SNP 193,33 2 96,66 4,13 0,021 0,09
pH SNP 0,49 2 0,25 7.4 0,001 0,17

*Transformado mediante logaritmo natural

Tabla lll-6: Variables asociadas al marcador SNP en la poblacién F, analizada.

Se llevé a cabo también ANOVA bifactorial, en donde se tuvo en cuenta a marcador y
familia como fuentes de variacién y también la interaccion entre ellos. En todos los casos la
interaccion entre SNP y familia fue no significativa, como puede verse en la tabla Ill-7. Esto
demuestra que el MM tiene efecto y asociacién a los caracteres detectados de manera
independiente a la familia analizada en esta F, de la misma manera que tuvo el

comportamiento de los marcadores InDels (Tabla IlI-5).
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Variable F.V. SC gl CM F p-valor R? Aj
Modelo. 31,67 28,00 1,13 12,42 <0,0001
SNP 12,67 2,00 6,34 69,59 <0,0001
. FAMILIA 18,48 16,00 1,16 12,69 <0,0001
PESO SNP*FAMILIA 0,52 10,00 0,05 0,57 0,83 0.79
Error 5,10 56,00 0,09
Total 36,77 84,00
Modelo. 17,33 28,00 0,62 7,56 <0,0001
SNP 6,51 2,00 3,26 39,79 <0,0001
: FAMILIA 10,26 16,00 0,64 7,84 <0,0001
DIAMETRO SNP*FAMILIA 0,55 10,00 0,05 0,67 0,75 0.69
Error 4,58 56,00 0,08
Total 21,91 84,00
Modelo. 17,77 28,00 0,63 11,18 <0,0001
SNP 5,76 2,00 2,88 50,77 <0,0001
FAMILIA 11,64 16,00 0,73 12,81 <0,0001
ALTURA SNP*FAMILIA 0,37 10,00 0,04 0,65 0,77 0.77
Error 3,18 56,00 0,06
Total 20,94 84,00
Modelo. 380,28 23,00 16,53 4,39 <0,0001
SNP 57,92 2,00 28,96 7,70 0,00
FAMILIA 304,76 15,00 20,32 5,40 <0,0001
a SNP*FAMILIA 17,60 6,00 2,93 0,78 0,59 0,55
Error 150,52 40,00 3,76
Total 530,80 63,00
Modelo. 1100,86 22,00 50,04 4,12 0,00
SNP 193,33 2,00 96,66 7,96 0,00
FAMILIA 867,28 15,00 57,82 4,76 <0,0001
DUREZA SNP*FAMILIA 40,25 5,00 8,05 0,66 0,65 0,53
Error 473,69 39,00 12,15
Total 1574,55 61,00
Modelo. 1,49 24,00 0,06 2,37 0,01
SNP 0,49 2,00 0,25 9,39 0,00
H FAMILIA 0,87 15,00 0,06 2,22 0,02 0.35
p SNP*FAMILIA 0,13 7,00 0,02 0,69 0,68 ’
Error 1,00 38,00 0,03
Total 2,49 62,00

*Transformado mediante logaritmo natural

Tabla [ll-7: Variables asociadas al marcador SNP y andlisis de la interaccion MM por familia.
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A partir de los datos observados con la caracterizacion por SNP se calcularon los
grados de dominancia de las variables significativas (Tabla 1ll-8), empleando un test de

Duncan para ver la comparacion de medias y el efecto de cada SNP.

. CAIMANTA | LA0722 | F, CxP | Punto Grado Progenitor
Variable . a -a d d/a . . i
(1) (3) (2) |Origen Dominancia dominante
PESO 5,26 1041 | 1128 | 7.69 |243|-243| 360 1,48 | SOPredominancia | o700
positiva
DIAMETRO| 2,04 258 | 264 | 231 |027]027| 033 1,22 | SOPredominancia | o700
positiva
Dominancia
ALTURA 1,93 247 | 248 | 2,20 |0,27|-0,27] 0,28 | 1,04 |completa hacia los| LA0722
mayores valores
Dominancia
a 26,32 2349 | 2547 | 24,91 | 1,42 -1.42| 0,56 | 0,40 |completa hacia los | CAIMANTA
mayores valores
Sobredominanci
DUREZA | 5512 5578 | 58,84 | 5545 | 0,33 [-0,33] 3,39 | 10,27 | ©OPrECOMNANGA | Ao722
positiva
Dominancia
pH 4,54 480 | 466 | 467 |013[-013|-001|-0,08 | parcial hacia los |CAIMANTA
menores valores

Tabla 11I-8: Estimacion del grado de la dominancia en variables significativas.

Estos resultados en la tabla reflejan que de las 6 variables agrondmicas, 4 de ellas
fueron hacia el progenitor silvestre como dominante, en el cual 3 (Peso, diametro y dureza)
mostraron sobredominancia positiva hacia este al superar su valor y en el caso de la variable
altura mantuvo dominancia completa hacia el mismo. El resto de las variables, pH y a,
mostraron tendencia hacia el progenitor cultivado como dominante. Finalmente, el analisis
global determiné que el 77,7% de las variables fue hacia el valor del progenitor silvestre

como dominante, mientras que el 33,3% restante hacia el progenitor cultivado.

Comparacion entre las detecciones de QTLs con los MM desarrollados
La deteccion de QTLs con los MM fue satisfactoria. En el caso de los InDels se detecto
3 QTLs de interés agrondmicos, los cuales son altura, peso y pH, mientras que en el caso de
los SNP se detectaron QTLs de calidad del fruto, siendo éstos: altura, a, dureza, diametro,
peso y pH. La efectividad de los SNP en este caso fue mayor para la deteccion de QTLs.
Una vez realizados los andlisis de ambos marcadores moleculares se estudio el
comportamiento entre estos, a partir de las 85 plantas caracterizadas con los SNP que

pertenecian al grupo de 130 plantas caracterizadas con InDels.
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Eigura Ill-5: Region génica del cromosoma 06 con distancia en pb de los marcadores InDels y SNP utilizados en

para caracterizar molecularmente la poblacion segregante.

A partir de la informacion en la localizacion de los marcadores moleculares
desarrollados y utilizados en la generacion F, para su caracterizacién molecular, se analizé
el comportamiento de estos marcadores de tipo InDel y SNP. El comportamiento entre estos
demostré un 67,06 % de coincidencia entre ellos (Tabla 1ll-9), lo que indicaria que la regién
no presenta altos niveles de recombinacion. Dentro de esta coincidencia, el material
cultivado fue el que evidencié mayor concordancia entre estos marcadores moleculares con
casi un 72% (Tabla 111-9).

Comportamiento entre InDels y SNP TOTAL %
Coincidencia entre InDel y SNP 57 de 85 67,06
Coincidencia de cv. Caimanta 41 de 57 71,93
Coincidencia de acc. LA0722 16 de 57 28,07
No Coincidencia entre InDel y SNP 28 de 85 32,94
Tabla 11I-9: Calculo del comportamiento de los MM en la caracterizacion molecular.

Re-analisis de los marcadores InDels en las plantas caracterizadas por SNP

Por ultimo, se realizé un re-analisis de los MM /nDels pero solo sobre aquellas 85
plantas caracterizadas por SNP, para visualizar posible efecto o sesgo a través del nimero
de plantas utilizadas en dicha caracterizacién. En este nuevo analisis, los marcadores tipo
InDels asociaron a un nuevo caracter agronémico, la altura del fruto. Asi suman en total 4
las variables asociadas a este tipo de MM. Se obtuvieron nuevos valores de R? ajustado, en
el que el Indel #1 género los R? ajustados maximo (0,27 para peso, Tabla Il-10) y minimo
(0,09 para pH, Tabla I1I-10).
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Variable F.V. SC gl CM F p-valor R? Aj
Modelo. 10,41 1,00 10,41 32,80 <0,0001
InDel_1 10,41 1,00 10,41 32,80 <0,0001
Peso* 0,27
Error 26,34 83,00 0,32
Total 36,75 84,00
Modelo. 4,57 1,00 4,57 21,89 <0,0001
InDel_1 4,57 1,00 4,57 21,89 <0,0001
Diametro 0,20
Error 17,34 83,00 0,21
Total 21,91 84,00
Modelo. 4,63 1,00 4,63 23,53 <0,0001
InDel_1 4,63 1,00 4,63 23,53 <0,0001
Altura 0,21
Error 16,32 83,00 0,20
Total 20,94 84,00
Modelo. 0,27 1,00 0,27 7,49 0,01
InDel_1 0,27 1,00 0,27 7,49 0,01
pH 0,09
Error 2,21 61,00 0,04
Total 2,49 62,00
*Transformado mediante logaritmo natural
Tabla llI-10: ANOVA del InDel #1 en las 85 plantas previamente caracterizadas con SNP.
Variable F.V. SC gl CM F p-valor R? Aj
Modelo. 9,11 1,00 9,11 27,37 <0,0001
InDel_2 9,11 1,00 9,11 27,37 <0,0001
Peso* 0,24
Error 27,64 83,00 0,33
Total 36,75 84,00
Modelo. 3,77 1,00 3,77 17,26 0,00
Didmetro InDel_2 3,77 1,00 3,77 17,26 0,00 0.16
Error 18,14 83,00 0,22
Total 21,91 84,00
Modelo. 4,04 1,00 4,04 19,84 <0,0001
InDel_2 4,04 1,00 4,04 19,84 <0,0001
Altura e 0,18
Error 16,90 83,00 0,20
Total 20,94 84,00
Modelo. 0,32 1,00 0,32 9,17 0,00
pH InDel_2 0,32 1,00 0,32 9,17 0,00 0.12
Error 2,16 61,00 0,04
Total 2,49 62,00

*Transformado mediante logaritmo natural

Tabla lll-11: ANOVA del InDel #2 en las 85 plantas previamente caracterizadas con SNP.
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Variable F.V. SC gl CM F p-valor R? Aj
Modelo. 9,35 1,00 9,35 28,31 <0,0001
InDel_3 9,35 1,00 9,35 28,31 <0,0001

Peso* — 0,25
Error 27,40 83,00 0,33
Total 36,75 84,00
Modelo. 3,99 1,00 3,99 18,49 <0,0001
InDel_3 3,99 1,00 3,99 18,49 <0,0001

Diametro — 0,17
Error 17,92 83,00 0,22
Total 21,91 84,00
Modelo. 4,04 1,00 4,04 19,85 <0,0001
InDel_3 4,04 1,00 4,04 19,85 <0,0001

Altura 0,18
Error 16,90 83,00 0,20
Total 20,94 84,00
Modelo. 0,36 1,00 0,36 10,41 0,00
InDel_3 0,36 1,00 0,36 10,41 0,00

pH 0,13

Error 2,12 61,00 0,03
Total 2,49 62,00

*Transformado mediante logaritmo natural

Tabla lll-12: ANOVA del InDel #3 en las 85 plantas previamente caracterizadas con SNP.

Este nuevo analisis permite la deteccién de nuevos QTLs para caracteres de calidad

de fruto, tanto morfoldgicos (Peso, Diametro y Altura) y organolépticos (pH). La coincidencia

entre los InDels dentro de este nuevo andlisis fue del 95% (81 de 85). Estos marcadores

pueden utilizarse en el programa de mejoramiento genético de la especie en otras

poblaciones con diferentes estructuras genéticas para revalidar su accionar y su asociacion

a las variables nombradas. Aquellos marcadores que presenten la misma asociacion a

alguno o todos de estos caracteres podrian usarse en un futuro para realizar una seleccion

asistida por marcadores y disminuir los tiempos que requiere el desarrollo y la obtencién de

una nueva variedad élite.
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DISCUSION

Los datos fenotipicos relevados en este Capitulo sobre las variables agrondmicas de
interés mostraron un aumento en el h? respecto a la generacion anterior analizada por Del
Medico et al. (2019). Esto puede deberse al aumento de la homocigosis dentro de cada
familia con el paso de las generaciones, ya que para una generaciéon F, ronda el 93,8% de
homocigosis al ser una especie de naturaleza autbgama, teniendo en cuenta que genera su
progenie a través autofecundaciones.

En esta generaciéon F, se detectd variacion en todas las variables analizadas,
presentando algunas un rango de variacion que supera a los genotipos uniformes. Sin
embargo, el porcentaje de variaciéon fenotipica debido a variacién aditiva fue alto para los
caracteres morfoldgicos, no asi para los caracteres organolépticos, con valores de medio a
bajo. Esto lo demuestran los valores de h? estimados e implica que la seleccion artificial
presenta limitaciones para continuar modificando la media de estos ultimos caracteres antes
mencionados.

La caracterizacion molecular fue efectiva con los marcadores desarrollados por lo cual
permitié identificar y detectar QTLs para peso, altura, diametro, dureza, coeficiente a, y pH.
Esta variacién molecular fue detectada por polimorfismos identificados en la secuencia
génica de la region de interés por presentar expresion diferencial, que fueron validados en
los progenitores y luego se verificd en esta poblacién segregante. Esta observacion de
polimorfismos a partir de genes que presentan expresion geénica relacionada a la
maduracién del fruto y detectados en los progenitores, fue un punto de partida para
desarrollar MM capaces de optimizar los recursos econdmicos y asi detectar QTLs mediante
la asociacion entre la variabilidad fenotipica y la molecular, permitiendo asi poder asistir al
programa de mejoramiento genético de la especie. Ademas, los QTLs detectados en la
generacién segregante de segundo ciclo entre caracteres cuantitativos con variancia
genética significativa y marcadores desarrollados en base a polimorfismos en la expresion
génica confirman las correspondencias identificadas por Analisis Procrustes Generalizado
en el Capitulo | entre variabilidad en la expresion génica en los niveles transcriptémico y
fenotipico en los materiales uniformes de primer ciclo.

Por su parte los MM de tipo InDels reflejaron un comportamiento dominante
principalmente hacia el material cultivado, corroborando lo observado en el Capitulo Il en la
validacién de los marcadores estructurales desarrollados en base a diferencias funcionales
en los transcriptomas. Sin embargo, a pesar de comportarse como dominantes, los InDels

permitieron detectar asociaciones significativas, pero debe tenerse en cuenta que en el caso
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en que el estado genotipico es heterocigota (F, y plantas F, al estado heterocigota donde no
fijaron uno de los alelos de los progenitores) sélo se observa un amplicén no siendo posible
distinguir a estos individuos de los homocigotas para el alelo aportado por cv. Caimanta. Asi,
el efecto de cada QTL puede presentar un sesgo en su estimacién, ademas, de no ser
posible calcular el grado de dominancia para cada QTL detectado. Por otro lado, es
destacable que estos marcadores mostraron asociacion con variables agronémicas, pero
con un R? ajustado en niveles bajos. Esto suele suceder ya que estos MM fueron
desarrollados sobre la secuencia génicas de las sHSPs, y estos genes poseen un bajo
efecto sobre el fenotipo. Por su naturaleza las sHSPs actian como chaperonas de manera
conjunta, aportando cada una un efecto pequefio, sumando su accién como poligenes o
genes menores y no como genes mayores. Es por eso que se encuentran duplicadas en
tdandem y evolutivamente conservadas, ya que le dan soporte a la planta frente a cambios
por diferentes tipos de estrés, tanto bidtico como abidtico, con efecto medio a bajo sobre
todo el fenotipo. Ademas, nuestra hipétesis se refuerza con este accionar de las sHSPs en
el que no presentan intrones, ya que antes cambios bruscos ambientales se expresan
rapidamente al no sobrellevar empalme alternativo (del inglés splicing alternativo) y ademas,
podria hipotetizarse que las especies silvestre presentan una mayor cantidad de copias de
sHSPs que las especies cultivadas, por tener que enfrentarse a condiciones ambientales
mas extremas. Al realizar un segundo analisis con los InDels en las 85 plantas
caracterizadas con SNP se observo un aumenté en el R? ajustado y se detecté un nuevo
QTL.

En el caso de los SNP, la caracterizacion molecular con estos MM fue de mayor
dificultad, pero a la hora de deteccién de QTLs resulté ser mas efectivo que los InDels. Este
marcador al ser codominante presenta la posibilidad de calcular el grado de dominancia, y
esto demostré que de las 6 variables agrondmicas que resultaron significativas mediante el
ANOVA, 4 de ellas fueron hacia el progenitor silvestre como dominante, en el cual 3 (Peso,
diametro y dureza) mostraron sobredominancia positiva hacia este al superar su valor y en el
caso de la variable altura mantuvo dominancia completa hacia el mismo. En cuanto al pHy
al coeficiente ‘@’, estos mostraron tendencia hacia el progenitor cultivado como progenitor
dominante. El analisis global determin6 que el 77,7% de las variables fue hacia el valor del
progenitor silvestre como dominante, mientras que el 33,3% restante hacia el progenitor
cultivado.

La comparacién entre estos MM de InDel y SNP que detectaron QTLs de interés

agronomico, fue concordante con 4 caracteres de interés agrondmico (peso, diametro, altura

91



y pH). Del total de plantas caracterizadas con estos dos MM, se observé que en mas del
67,06 % de las mismas hubo coincidencia en comportamiento de los MM. Este alto nivel de
coincidencia en los marcadores moleculares de esta region del cromosoma 6 (en donde las
altas repeticiones) no es esperable encontrar elevada recombinacién génica. Al juntar la
informacion proveniente de ambos MM se esperaba asociacion de la variable peso con la
variante de cv. Caimanta y lo observado a través de la informacion de los SNP fue lo
contrario. Las familias con InDel tipo LA0722 presentaron mayor peso.

Para finalizar, al observarse en la caracterizacion fenotipica un porcentaje de variacion
fenotipica asociado a variacién del tipo aditiva con valores de medio a bajo para los
caracteres organolépticos, este resultado implicaria que la selecciéon artificial presenta
limitaciones para continuar modificando la media de estos ultimos caracteres. Es por eso,
que sera necesario recurrir a otras estrategias de mejoramiento, tales como nuevas
hibridaciones entre las diferentes familias a fin de usufructuar el componente de variaciéon no
aditiva o bien con materiales de otro fondo genético a fin de incrementar la variacion aditiva.
A pesar de esto, se logré integrar la informacién obtenida en estudios previos de
transcriptomica, desarrollo de cebadores para caracterizacion molecular de una poblacién
segregante como su caracterizacion fenotipica, y asi asistir de manera eficiente el

mejoramiento vegetal de la especie.
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CONCLUSIONES

Se caracterizé fenotipicamente una poblacién segregante F, en donde la heredabilidad
en sentido estricto reflejo un fuerte aumento entre esta generacion y la anterior, para los
caracteres de interés agrondémico analizados.

Los MM de tipo InDels y SNP desarrollados previamente permitid caracterizar
molecularmente la generacién F, y detectar QTLs asociados a caracteres de calidad de
frutos.

Se detectaron QTLs robustos para peso, altura, diametro y pH del fruto de tomate
mediante MM tipo /nDels. En el caso de los SNP, se detectaron QTLs para altura, a,
dureza, diametro, peso y pH.

La comparacion entre los QTLs detectados con /nDels y SNP mostraron una
concordancia de mas del 50% entre las plantas analizadas, y permitieron detectar 4

QTLs de manera coincidente.
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CAPITULO IV

EXPLORACION DE LA REGION GENOMICA DE LAS sHSPs DEL CROMOSOMA 06
MEDIANTE TECNOLOGIA DE SECUENCIACION DE TERCERA GENERACION
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INTRODUCCION

Las diferencias entre individuos y especies se originan a partir de cambios en su
genoma. Comparaciones de genomas de tomate y otras especies relacionadas respaldan la
idea de que durante su especiacion hubo eventos de expansién del genoma completo
mediante casos de triplicacién del mismo, como también la expansion de familias génicas a
través de sucesos de duplicacion en tdndem (The Tomato Genome Consortium, 2012;
Barker et al., 2008). Estos eventos que generan aumento del numero de la ploidia, como el
de familias génicas dentro de cada cromosoma, son capaces de sobrevivir a la seleccidon
natural o artificial lo que representa un desafio a la hora de secuenciar y ensamblar.

La familia multigénica de sHSPs presenta copias multiples de sus genes y un grupo de
ellos, pertenecientes al cromosoma 6, no son la excepcion. Las copias multiples y también
las secuencias repetitivas son un interrogante a la mayoria de las estrategias de ensamblaje.
La alta identidad de secuencia entre genes duplicados en fandem dentro de una misma
especie (genes paralogos) genera que las lecturas muchas veces colapsen en una unica
copia no siendo posible distinguirlas, principalmente aquellas de lectura corta (Krsticevic et
al.,, 2010). Andlisis in silico de esta familia de sHSPs determind que nueve eventos
independientes de duplicacion modificaron la arquitectura y funcionalidad de sus genes
(Krsticevic et al., 2016). Esto involucra el origen de nuevos genes o cambios en la expresion,
o el camino inverso, a través de genes sin funcionalidad denominados pseudogenes. Otros
estudios han observado que los genes duplicados en tdndem presentan expresién génica
mayor al doble de la expresidn que su copia individual, y en algunos casos cinco veces mas
(Loehlin et al., 2016).

Las nuevas tecnologias de tercera generacion ONT (de moléculas largas) permiten
abordar esta problematica de manera mas certera y con mayor certidumbre. Algunos
genomas de tomate, en especial los silvestres, fueron secuenciados con esta tecnologia
(Schmidt et al., 2017). Un unico genoma de referencia no es autosuficiente para identificar la
amplia diversidad genética y, en consecuencia, en la actualidad se ha iniciado recientemente
un proyecto para la obtencién de un pangenoma. Iniciar una secuenciacion con dicha
tecnologia en esta region permitira dilucidar la organizacion de las sHSPs del cromosoma 06
que participan en el proceso de la maduracion del fruto. Esta region génica fue la zona
objetivo de esta tesis, en donde se realizaron estudios tanto transcripcionales como
genéticos, y a partir de este capitulo se plantea un camino de ida y vuelta entre estos
abordajes para identificar posibles genes candidatos y asi optimizar los recursos que suelen

utilizarse durante la obtencién de una nueva variedad superior.
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1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacién mediante secuenciacion de tercera generacion de la region genémica en

la que se ubican los genes de la subfamilia de sHSPs del cromosoma 6 de tomate.

Comparacion de los polimorfismos encontrados por esta secuenciacion entre los
genotipos cv. Caimanta, LA0722 y su F, a fin de verificar el comportamiento genético de

los marcadores moleculares desarrollados en esta Tesis.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Para la secuenciacion de tercera generacion se extrajo ADN de 40 mg de tejido foliar
joven homogeneizado, con el objetivo de obtener ADN de alto peso molecular a fin de
asegurar estructuras de gran tamano. La calidad del ADN de cada genotipo fue verificada
con NanoDrop®. La cantidad de ADN utilizado en cada genotipo fue de 30 ng/ul. Al igual
como fue mencionado en el Capitulo Il, se desarrollaron cebadores para amplificar esta

region en particular para secuenciar dicho segmento de ADN.
Extraccion de la region de interés y desarrollo de cebadores

Con la finalidad de desarrollar cebadores para amplificar selectivamente dicha regién
geénica, se realizé la extraccién de la region gendmica en cada progenitor con la herramienta
faidx perteneciente al toolkit de SAMtools (Li et al., 2009). Mediante la comparacién a través

del alineamiento con la herramienta needle

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) se detectaron regiones conservadas a fin
de desarrollar alli los cebadores para amplificar la region. Con el fin de profundizar el
analisis, se estudiaron genes que se encuentran en la region, principalmente los genes
Solyc06g07510 (Phosphoserine phosphatase), Solyc06g07550 (Glycosyltransferase) y
Solyc06g07590 (DUF3527 domain-containing protein). Estos genes son miembros de la
region y analisis previos evidenciaron que son genes de gran tamano en comparacién de las
sHSPs y de copia unica, lo que los hace regiones de mayor conservacion en comparacion a
las sHSPs. Luego, se desarrollaron un conjunto de cebadores con la herramienta online

Primal Scheme (https://primalscheme.com/). A fin de detectar otras posibles variaciones en

la secuencia gendmica principalmente del genotipo silvestre (LA0722 de S. pimpinellifolium),
se compard6 su secuencia con la accesibn LA2093 del mismo género

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM026540.1) con la  herramienta  AlignMiner

(Guerrero et al., 2010) con la intencion de detectar regiones conservadas entre estas
accesiones pertenecientes al mismo género. Luego de esta primera comparacion de las
secuencias, se generaron cebadores extras para ampliar el espectro y tener alternativas a la
hora de amplificar dicha region. Para ese proceso se utiliz6 ademas el software online

Primer3 (http://primer3.ut.ee/).
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Amplificacién de la region de interés

La amplificacién del ADN gendmico se realizé a través de PCR personalizadas de
acuerdo a cada cebador (ya que se esperaba productos > 6 kb, fue util aumentar el tiempo
de extensién a 40-50 segundos/kb), por lo que el protocolo de PCR fue ajustado de la
siguiente manera:

> Desnaturalizacion inicial de 2,5 minutos a 98 °C.

> 30 ciclos de amplificacion:
o Desnaturalizacion del ADN 20 segundos a 98 °C.
o Hibridacion del cebador de 1 minuto a 64 °C.
o Extension del amplicén 8 minutos a 72 °C.

> Elongacion final de 10 minutos a 72 °C.

Se utilizé la Taq polimerasa Q5 (Q5 High-Fidelity DNA Polymerase - M0491S) que
presenta alta fidelidad y gran potencial para amplificar regiones de gran tamano. Se hicieron
las amplificaciones de cada genotipo. A fin de evitar que los cebadores de los amplicones
contiguos se solapen dentro de la reaccién de PCR y se amplifiquen de manera masiva, los
amplicones fueron enumerados de izquierda a derecha y se dividieron en amplicones pares
por un lado y los impares por otro. Esta estrategia se llevé a cabo ya que la regién se
amplifica mediante un escalonamiento de varios fragmentos a fin de reconstruir la regién
completa a través de cada uno de estos fragmentos amplificados. Asi, para cada genotipo
las amplificaciones se llevaron a cabo con un grupo de amplicones pares por otro lado y un
grupo de amplicones impares por el otro (Figura IV-1). Una vez realizada las amplificaciones,
la separacion de los fragmentos amplificados se llevé a cabo con geles de agarosa al 2% p/v
realizando corridas electroforéticas de 2 horas a 140 V constantes con buffer TAE en
concentracion de 1X y se los visualizé mediante tincién con SYBR® Safe (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EEUU). Toda esta seccién es desarrollada como una primera
ronda de PCR a fin de levantar los amplicones escalonados de esta regiéon en cada
genotipo, y en donde los cebadores contienen en su extremo 5 una secuencia consenso
que es complementario a la region consenso de las etiquetas (barcodes) préximos a

utilizarse en una segunda ronda de PCR, a fin de rotular a cada genotipo con una etiqueta.
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Figura IV-1: Esquema de amplificacion mediante PCR de amplicones pares e impares de cada genotipo en

estudio.

Etiquetado de los amplicones a través del uso de etiquetas (barcodes)

Se utilizaron 3 oligos como etiquetas (barcodes) provenientes de la empresa

ArgenTAG® (https://www.argentag.com/) a fin de etiquetar los fragmentos gendémicos de

cada genotipo y luego realizar la secuenciacion con la totalidad de las muestras de cada
genotipo agrupadas en una muestra unica. El genotipo cv. Caimanta se etiquetd con el oligo
‘BC3’, la accesion LAQ722 con el oligo ‘BC16’, y la F, con ‘BC26’, tal lo descripto por
Ezpeleta et al. (2022). El uso de etiquetas permite reducir los costos de secuenciacion en
hasta 20 veces menos, reducir los errores o artefactos provenientes del secuenciador y
disminuir significativamente los tiempos requeridos (Ezpeleta et al., 2022). Esta estrategia de
marcado de las muestras con una etiqueta suele utilizarse para compartir el potencial de
secuenciacion que tiene intrinsecamente el instrumento de secuenciacion, y es denominado
multiplexacion. Etiquetar cada muestra permite agrupar en una muestra unica todas las
muestras previo al ingreso del secuenciador, y una vez llevada a cabo la secuenciacion
recuperar las lecturas provenientes al total de muestras que se tenia previamente (Figura
IV-2). A este proceso se lo conoce como demultiplexacion, y es el paso en donde se
recuperan las lecturas crudas de cada muestra individual. En la actualidad la mayoria de los
secuenciadores poseen gran capacidad de secuenciacion. Son instrumentos de alto

rendimiento, pero en general este poder de secuenciacién no puede utilizarse de manera
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parcial, sino de manera total. Utilizar estos oligos para etiquetar varias muestras individuales
para luego agruparlas en una muestra unica y utilizar el poder de rendimiento del
secuenciador de manera total es una de las principales ventajas de esta estrategia
novedosa. A partir de esto, se hicieron limpiezas y filtrados mediante el uso de perlas
magnéticas y se llevd a cabo una segunda ronda de PCR en donde se etiquetd a cada
genotipo con una etiqueta distinta. Estas etiquetas poseen la secuencia consenso
complementaria (5-GCAAGCGGTACACTCAGATC-3’) a la de los cebadores utilizados en la
primera ronda de amplificacién. Asi, se obtuvieron los amplicones de esta regidn de interés
en cada genotipo y se los etiquetd, para que ingresen al secuenciador en una Unica muestra.
Previo al agrupamiento de todas las muestras en una Unica, se cuantifican estas muestras
individuales y se las agrup6 colocando la misma cantidad equimolar de cada genotipo. Se
ligaron los adaptadores utilizando el kit NEBNext (New England BioLabs, EE. UU.) siguiendo
el protocolo estandar. A continuacion se realizé la purificacion con 0,6 veces el volumen de
perlas magnéticas NucleoMag y la preparacion para la secuenciacion de acuerdo con el
protocolo estandar de Oxford Nanopore Technologies (SQK-LSK109). La cuantificacion de 1
ML de la biblioteca en instrumento Qubit® mostré una concentracion de ADN suficiente para

ingresar al secuenciador MinlON.

I

N

Figura IV-2: Esquema de etiquetado de genotipos en estudio para unificar en un tubo previo al ingreso del

secuenciador.
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Secuenciacion de la region de interés por tecnologia de 37 generacién

Se utilizé tecnologia de tercera generacién para llevar a cabo la secuenciacién. El
instrumento con el que se generd dicho proceso fue el MinlON de Oxford Nanopore®.
Usualmente, a pesar de que el genoma de tomate es considerado medianamente pequefio,
suelen utilizarse varias flow-cell para llevar a cabo una secuenciacion total de esta especie.
En este caso, como el objetivo de esta seccidn es secuenciar una region de interés (target)
se utilizd una flow-cell completa con 1182 nanoporos detectados, ya que la capacidad del
instrumento fue suficiente para visitar la misma con gran profundidad. Se hicieron dos
corridas logrando un total de 12,5 horas de secuenciacién, con el objetivo de obtener
cantidad suficiente de lecturas para luego utilizar en el ensamblado. Se filtraron las lecturas
por longitud (500 pb) y calidad (15) con el programa fastp (fast all-in-one preprocessing for

FASTQ files, Chen et al., 2018) en la plataforma online Galaxy (https://usegalaxy.eu/) y luego

se ejecutod el programa Canu Assembler (Koren et al., 2017) con los siguientes parametros
para el ensamblaje de dicha region en cada genotipo:
> Technology --nanopore
Processing --corrected
To restrict canu to only a specific stage --all
Estimated genome size --20k
Minimum read length --500

Minimum overlap --10

Y VY VYV VY

Target coverage for corrected reads --40
> Stop the assembly if read coverage is too low to be useful --10
Identificacion de los MM de tipo InDels usados en la caracterizacion molecular de la F,

Se analizo la presencia de los MM InDels en la regién secuenciada con tecnologia de
tercera generacion. Esta busqueda fue llevada a cabo con la utilizacién de la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997) para establecer las
coordenadas de cada marcador molecular y una busqueda manual para corroborar los

resultados obtenidos.
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RESULTADOS

Mediante las comparaciones nombradas entre los diferentes genotipos silvestres, se
pusieron en evidencia las regiones conservadas entre los mismos, con el fin de desarrollar y
disefiar los cebadores sobre las mismas. En la comparacion entre la accesion LA0722 y
LA2093 de Solanum pimpinellifolium se observé que presenta variaciones entre sus

secuencias en entre la region del cromosoma 06 donde mapean las 4 sHSPs de interés.

1510t0590_CM026540,1:47489621-31773

spLA2093_DNA_region

20000

Eigura IV-3: Salida de la herramienta AlignMiner en la comparacion entre la regiéon del cromosoma 06 de LAQ722
(REF, 7:47550195-47579358) frente a accesion de pimpinellifolium LA2093 (CM026540.1:47489621-47521394).

El grafico muestra grandes regiones conservadas entre los genotipos silvestres, como
también regiones particulares y unicas de cada uno de ellos. Esto pone de manifiesto de
manera global como es esta region en cada uno (Figura IV-3). Pueden observarse rearreglos
en dicha region como también inversiones entre ellas. Hay que tener en cuenta que el
genotipo LAQ0722 fue secuenciado con tecnologia de lectura corta y ensamblado frente a la
referencia mundial mientras que LA2093 fue secuenciado con tecnologia de lectura larga y
ensamblado de novo. Esta comparacién fue especialmente hecha para poder evidenciar la

posible disposicion de los genes que se encuentran en dicha regién para la especie
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pimpinellifolium. Asi se desarrollaron cebadores para la accesion silvestre (Tabla 1V-1 y Tabla

IV-2).
Cebadores de cv. CAIMANTA - amplicon de 4 kb
Nombre Secuencia Size | Tm
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCATCAAGACGGCAAAGCTCGG-3’ 40 60
SL_Heinz_Cai_chr06_510t0590_4kb_1_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCAACTTGAATGTTGGAGGAAAATC-3’ 45| 57
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_2_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCCCGTGTGGATGGGCTTAAT-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_2_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCCGGTGCTTCATCGTTACA-3’ 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_3_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGGCGCTTTCTCCACACTTC-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_3_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTCGGTCCACTCATAAGGGTGT-3’ 41 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_4_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCGAGGCTAATTCAAACATTGGG-3’ 43 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_4_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAAGCCCTGGAAGATCAGCCT-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_5_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCAGATTGTGGGCCGTTGTA-3' 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510t0590_4kb_5 RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCAGGCCACGTCACAGATCAT-3’ 40| 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_6_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGGACATGCAACCTCCCCAAT-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_6_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAGCACTAGCATGTCCAGTTGAA-3’ 42 58
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_4kb_7_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGGTAGATAACCACCGGACCG-3’ 40 60
SL_Heinz_Cai_chr06_510t0590_4kb_7_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTCTTGCCAACGACGTTAGGC-3' 40| 59
Cebadores de cv. CAIMANTA - amplicén de 6 kb
Nombre Secuencia Size | Tm
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAACCCGAGTGAGCTGAACCT-3’ 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_1_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTCCCTTTTCATGTGTGGATGATAGA-3’ 45 57
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_2_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCACGAAGATCGGATAGTTTTCGAACA-3’ 45 57
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_2_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGGGACATTTTGCGATCGGA-3’ 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_3_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGTTTAGGACACCATGCGGACA-3 41 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_3_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAAGCCCTGGAAGATCAGCCT-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_4_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCAGATTGTGGGCCGTTGTA-3’ 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_4_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTCTGCACCTGGTCAACGACT-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_5_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCACACAAGCAGAAGCACGGAC-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_5_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCCTGCAGGATGTTTGACCCC-3 40 59
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_6_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAAAGCACCACGAAAGAGCGT-3 40 58
SL_Heinz_Cai_chr06_510to590_6kb_6_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCTGGGCTCCCTCTGGATTCA-3’ 40 60
Cebadores de LA0722 - amplicén de 6 kb

Nombre Secuencia Size | Tm
SP_LA0722_2093_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTCTGTTCATGCTGTATCAAGACG-3’ 43 58
SP_LA0722_2093_chr06_510to590_1_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTTGGCAAGAAATCATGAGTGTGA-3’ 43 57
SP_LA0722_2093_chr06_510t0590_2_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCTCAATTCAACCAGCTTTGTTC-3’ 43 58
SP_LA0722_2093_chr06_510t0590_2_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGTCTCTGATCCCAAGAATCTTCG-3’ 43 59
SP_LA0722_2093_chr06_510to590_3_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCTTCGATCTCCACTTTCACTTCC-3’ 43 59
SP_LA0722_2093_chr06_510to590_3 RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTTTTGCTTGCTTGCTTTCGATTT-3' 43 56
SP_LA0722_2093_chr06_510t0590_4_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCATAACTACCGCCTCCTCTTCAAT-3’ 43 58
SP_LA0722_2093_chr06_510t0590_4_RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCATGATCGCCAATGACACTAACTC-3 43 58
SP_LA0722_2093_chr06_510t0590_5_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGTTGACCAGGTGCAGATATCTTC-3 43 59
SP_LA0722_2093_chr06_510to590_5 RIGHT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCATTTAGCAGAAAACTCCACCTGG-3 43 58

Tabla IV-1: Cebadores desarrollados sobre la region del cromosoma 06 de cv. Caimanta y LA0722.
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El total de cebadores para el genotipo silvestre fue de 5 pares, con un tamafo de
amplicén variable para cada sector de la regidon, pero que supera los 4 kb (Tabla IV-2).

Por otra parte se desarrollaron cebadores para el cultivar Caimanta, pero para llevar a
cabo esto se realizdé la comparacion, mediante un alineamiento multiple, de la secuencia
entre este genotipo y la referencia mundial (cv. Heinz 1706), ya que pertenecen a la misma
especie S. lycopersicum. Asi, se desarrollaron cebadores que amplifican la regién de interés
en el material cultivado tal como se muestra en la Tabla IV-1. El total de cebadores para este
genotipo fue 7 pares, con un tamano de amplicon de 4 kb, y de 6 pares de cebadores con un
producto de amplificacion de 6 kb.

Ademas, se disefiaron y sintetizaron cebadores alternativos (Tabla IV-2) para la
accesion silvestre LA0722, para disponer en caso de que los cebadores de la Tabla V-1
para esta ocasion presenten fallas o artefactos durante su uso. En este caso el total de

cebadores fue de 9 pares con productos de amplificaciones que varian en su tamano.

Cebadores de la acc. LA0722 - alternativos

Nombre Secuencia Size |Tm
SP_InSerLA0722_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGATGGTTGATTGAAGAGGAGGTG-3' 43| 59
SP_InSerLA0722_chr06_510to590_1_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGTCTTATTGTCGTTGGCAAGAA-3’ 43| 57
SP_InSerLA0722_Intermedio_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCGATAGGCCCATCACACAATTGAA-3’ 43| 58
SP_InSerLA0722_Intermedio_chr06_510to590_1_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAGGCAAGCATCCTTAATTTTCTCA-3 44| 57
SP_InSerLA0722_Intermedio_chr06_510to590_2_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGAAATTGTTGCTAATGAGTCCTCT-3’ 45| 57
SP_InSerLA0722_Intermedio_chr06_510to590_2_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTTGGCAAGAAATCATGAGTGTGA-3' 43| 57
SP_InSerLA2093_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCACTCATGATTTCTTGCCAACGAT-3’ 43| 57
SP_InSerLA2093_chr06_510t0590_1_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCATCTCCTCTTCCATCAACCATCA-3' 43| 58
SP_InSerLA2093_Intermedio_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCGAAATTGGGCTTGTTTTAGTCG-3’ 43| 58
SP_InSerLA2093_Intermedio_chr06_510to590_1_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAGAACACACTCTCCCCAATATCT-3 43| 58
SP_InSerLA2093_Intermedio_chr06_510to590_2_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAGTTCTTCTTTCCCTTCTGTTTTGA-3’ 45| 57
SP_InSerLA2093_Intermedio_chr06_510to590_2_ RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCAAAATAACTACGATCTCCTCTTCCA-3’ 45| 57
SP_InSerLA0722-2093_mix_chr06_510to590_1_LEFT 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGGAACAGACTGAAAAGGGTTAG-3' 43| 58
SP_InSerLA0722-2093_mix_chr06_510to590_1_RIGTH 5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTTTTGCTTGCTTGCTTTCGATTT-3 43| 56
SP_InSerLA0722-2093_mix_Intermedio_chr06_510to590_1_LEFT |5-GCAAGCGGTACACTCAGATCTGAACATCAGAAACAGAGACAACT-3 44| 57
SP_InSerLA0722-2093_mix_Intermedio_chr06_510to590_1_RIGTH |5’-GCAAGCGGTACACTCAGATCGCTTGCTTGCTTTCGATTTTGA-3’ 42| 57
SP_InSerLA0722-2093_mix_Intermedio_chr06_510t0590_2_LEFT |5-GCAAGCGGTACACTCAGATCCGAGGCTAATTCAAACATTGGGT-3' 43| 58
SP_InSerLA0722-2093_mix_Intermedio_chr06_510to590_2_RIGTH |5’-GCAAGCGGTACACTCAGATCAGTCTATTCGTGTGTTGGCAAAT-3’ 43| 57

Tabla IV-2 : cebadores alternativos desarrollados para amplificacion de la region en la acc. LA0722.

Se amplificé la region de interés del cromosoma 6 con los diferentes cebadores que
amplifican esta regién de manera escalonada. La tecnologia de tercera generacion a utilizar
fue la tecnologia MinlON de Oxford Nanopore®. Esta tecnologia es capaz de reducir
fuertemente las dificultades del ensamblaje en regiones altamente repetitivas y con genes

duplicados en tandem, situacion que es dificultosa de resolver mediante tecnologias de
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secuenciacion de lectura corta. Se probaron todos los cebadores desarrollados en cada uno

de los genotipos.

Amplicones del cv. Caimanta

4000 pb
3233pb .
2838 pb .
2430 pb o
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1193 pb

841 pb *

402 pb

Figura IV-4: Gel con amplificacion de region del cromosoma 06 en el cv. Caimanta (Ladder de 400 pb).

Los geles realizados revelaron la amplificacion de fragmentos con distinto tamafo, que
varian entre los 400 pb aproximadamente y hasta 4100 pb de bases en los casos mas
particulares (Figura IV-4). Una vez amplificados con los diferentes cebadores desarrollados,
estos fueron cuantificados para tener una equimolaridad igual mediante diluciones. Se
obtuvieron secuencias entre las 400 bases y los 5,5 kb, inclusive algunas que superaron los
6kb. La linea del secuenciador funcioné de manera correcta para esta regién y arrojé gran
cantidad de lecturas en total. En la actualidad, segun detalla el fabricante, esta tecnologia es
capaz de generar de 10 a 20 Gb de lecturas largas, multiplexando pequefios genomas o
secuenciando regiones de interés (farget) en genomas de mayor tamafo. En este caso, la
cantidad de lecturas totales obtenidas directamente del secuenciador fue de 3.09 millones,
segun mostraba la interfaz en tiempo real donde se conecté el instrumento. Posteriormente
se realizo el uso del algoritmo de llamada a cada base, que transforma la sefal obtenida en
el secuenciador a la base nucleotidica propiamente dicha, y se demultiplexaron las
muestras. Se obtuvieron asi datos que comprenden 2.529.592 lecturas de calidad, segun la

salida del algoritmo de Ezpeleta et al. (2022).

Lecturas recuperadas 1° corrida Lecturas recuperadas 2% corrida

> True positive barcodes: 3 in 1.670.686 > True positive barcodes: 3 in 858.906 reads.
reads. C_BC3: 563.666 reads; P_BC16: C_BC3: 283.116 reads; P_BC16: 166.400
331.238 reads; CxP_BC26: 775.782 reads reads; CxP_BC26: 409.390 reads

> False positive barcodes: 1692 in 13037 > False positive barcodes:
reads. 1263 in 6784 reads.

> Observed error rate: 0.77429 % > Observed error rate: 0.78365 %

> Adjusted error rate: 0.00056 % > Adjusted error rate: 0.00057 %
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Luego, se descartaron las lecturas de menos de 500 pb y calidad menor a 15. Asi, el
cv. Caimanta obtuvo un total de 208.764 lecturas, para la accesion silvestre LA0722 fue de
123.394 lecturas y para la F; CxP de 292.250 lecturas. Finalmente, posterior a estos pasos
de filtrado, el ensamblado de cada uno de los genotipos en esta primera exploracion arrojé

los siguientes resultados:

e Caimanta - 2 contigs. Total: 12011 bases
e [A0722 - 3contigs. Total: 10006 bases
e F,CxP -4 contigs. Total:13945 bases

Ademas de estos contigs el software Canu Assembler dejo secuencias sin poder
montar en el ensamblado, que son secuencias potenciales para rearmar la regién de interés.
En el caso del cv. Caimanta existen 261 secuencias con un promedio de 1596 pares de
bases; para el genotipo silvestre fueron de 37 secuencias con un promedio de 1939 pares
de bases, y por ultimo, para la F, fue de 743 secuencias 1173 pares de bases en promedio.

Una vez realizado este avance, se chequearon los InDels desarrollados en el Capitulo
lll de este trabajo y utilizados para la caracterizacién molecular de la generacion F,. El fin de
este andlisis es intentar explicar el comportamiento dominante que fue observado en el
Capitulo anterior durante la caracterizacién molecular de la poblacion segregante. La Tabla

V-3 muestra los resultados obtenidos hasta el momento.

InDel cv. CAIMANTA LA0722 F, CxP
5 GATGTTOTOATGTOTEATGTAGTCTS PRESENTE AUSENTE PRESENTE
5'-TGATTCTA#;E$$¢L%§:;\‘3GC$AO:GCAGAGG-3' PRESENTE AUSENTE PRESENTE
5’-TTAAGC-)gfgém:??m?;i“ACTGTﬁ’ AUSENTE AUSENTE AUSENTE
5‘-AAATAACQ;%??‘?CEE%?FTAGCCCT—3‘ AUSENTE AUSENTE AUSENTE
5’-GGATGA':'nGDGe'II'Z?I'-G-I'?E;\ig:sz'GATGA-3' AUSENTE AUSENTE AUSENTE
5’-GTAAGC;CIrJI'I:C)-}eCIZgSA-AZ?'r'?CC-};cZATAATG-CS’ AUSENTE AUSENTE AUSENTE

Tabla 1V-3: Chequeo de InDels desarrollados previamente en base a las secuencias nucleotidicas.

La presencia o ausencia de los marcadores del tipo /nDel utilizados en el Capitulo
anterior, puede deberse a diferentes motivos (Tabla 1V-3). Refinando los analisis, se detectd

que el contig N° 1 del cv. Caimanta y el contig N° 2 tanto del genotipo silvestre como de la F,
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mapean en la misma region. Este fragmento pertenece al inicio de la region de interés
abarcando desde el inicio del gen Solyc06g07510 hasta el final del gen Solyc06g076540. Al
realizar un alineamiento multiple entre estas secuencias, se identificd que la region presenta
la misma arquitectura que el genoma de referencia, aunque se detecté la presencia de otros
polimorfismos que no habian sido detectados en el desarrollo de los marcadores
moleculares descriptos en el Capitulo Il. Uno de estos es una insercién o delecién de 39
bases en la regién promotora del gen de sHSPs Solyc06g076520. Esto podria utilizarse en
un futuro cercano para desarrollar mas marcadores a fin de saturar con mas de estos en
toda la extension de esta regidn de interés. El resto de los contigs de cada genotipo mapean
en la seccion final de esta region, comprendida entre el gen de sHSPs Solyc06g076570 y el
gen Solyc06g076590, quedan la region central sin examinar, salvo para el genotipo CxP en
donde el contig N°1 abarca toda la region del gen Solyc06g076550 hasta el inicio del gen de
sHSPs Solyc06g076560.

Al detectar esto, puede revelarse que la presencia de estos marcadores moleculares
depende de varios motivos. En primer lugar los cebadores utilizados para la caracterizacion
molecular de la F,fueron desarrollados y disefiados frente a la comparacion de los genotipos
progenitores cuyo genoma fue alineado frente a la referencia mundial. Podria ocurrir que las
secuencias en donde se desarrollaron los mismos no coincidan con lo que realmente esta
presente en dicha regiébn y podria explicar el comportamiento no codominante de los
marcadores. Lo mismo ocurre con los cebadores desarrollados en este Capitulo en donde
se hicieron comparaciones, en especial en el genotipo silvestre, en donde la secuencia
utilizada para desarrollar los cebadores podra presentar modificaciones con lo que
realmente esta en esa regidon. Desarrollar nuevos cebadores a partir de los contigs obtenidos
en esta seccion es un potencial evento que podria obtener nuevas secuencias genémicas
que una y cierre aquellas secciones de esta regién que no pudieron ser amplificadas o
inspeccionadas por el secuenciador.

En esta primera exploracion de esta region de interés que presenta duplicaciones en
tandem y secuencias repetidas, como también variacién en el numero de copias de los
genes que la componen, se logré poner a punto una novedosa metodologia para visitar y
amplificar regiones de interés o target que estan involucradas a procesos biolégicos de
interés o presenten asociacién con rasgos de interés agronomico. Esto puede ayudar a

dilucidar los muchos cambios fenotipicos cuyo motivo aun se desconoce.
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DISCUSION

La disponibilidad de solo un genoma de referencia para la mayoria de los cultivos
limita el estudio de la expresion génica en especies silvestres comunmente empleadas como
recursos fitogenéticos. El programa de mejoramiento genético de tomate presenta dos
parentales: uno perteneciente a Solanum lycopersicum (cv. Caimanta) de la misma especie
que el genoma de referencia mundial (cv. Heinz 1706) y el otro a Solanum pimpinellifolium
(accesion LA0722). Este ultimo, no posee un genoma de referencia ya que es un genotipo
silvestre. En consecuencia, en la actualidad se estan realizando diferentes proyectos de
secuenciacion de genomas de otras especies de tomate (Bolger et al., 2014°; Razali et al.,
2018), con el fin de cubrir un rango mas amplio de variacion biolégica, y en muchos casos
con tecnologia de tercera generacion (Alonge et al., 2020; Takei et al., 2021; Wang et al.,
2020). Uno de estos es el caso pertenece a Solanum pennellii, en donde se secuenci6 dicha
especie con tecnologia de segunda y tercera generacion, a fin de disponer de un genoma
anotado completamente (Bolger et al., 2014°; Schmidt et al., 2017). En algunos casos solo
una parte de esta valiosa informacion esta disponible publicamente hacia la comunidad
cientifica.

En el caso del tomate y en especial en donde se situan las sHSPs del cromosoma 06,
esta region repetitiva y con genes duplicados en tandem plantea un desafio computacional
tanto biologico como bioinformatico. En el Capitulo anterior un comportamiento de los
marcadores moleculares no ideal o esperado, y por lo que uno de los problemas que puede
ocurrir es que esos MM estan desarrollados en lugares en donde los métodos de alineacion
convencionales basados en un genoma de referencia son insuficientes para identificar con
precision el numero real de copias de un gen o colapsar regiones repetitivas que realmente
existe pero que el software informatico de lectura corta no puede resolver. Es por eso que en
este ultimo Capitulo se planted la secuenciacion de dicha region con tecnologia de tercera
generacion, a fin de realizar una primera exploracion de la region de interés y asi obtener
una mejor aproximacion para detectar variantes genéticas que se perdieron.

El hibrido entre estos dos progenitores fue el que obtuvo el mayor nimero de contigs
con el largo mayor de longitud de la secuencia génica. El progenitor cultivado y el silvestre
presentaron menor cantidad de contigs. Los marcadores tipo /nDels no estuvieron en su
totalidad representados en la secuencia génica obtenida en estos genotipos. Solo el InDel
#1 estuvo presente el material cultivado como en la F,. En el caso de la accesién silvestre,
ninguno de los 3 InDels fue identificado en esta nueva secuenciacion en la regién genémica
de interés (Tabla IV-3).

108



La amplificacion de esta region es un desafio al intentar amplificarla de principio a fin
en cada genotipo, principalmente por la posible estructura genética que tenga cada uno de
ellos en dicha regién de interés. Todos los cebadores desarrollados fueron disefados frente
a los genomas que se encuentran disponibles en la actualidad, llevando a cabo diferentes
analisis y alineamiento a fin de detectar las regiones mas conservadas entre ellos y disefar
cebadores que funcionen en todos los genotipos. Como esto no fue posible al detectar
pocas regiones conservadas, se realizaron cebadores para el genotipo cultivado por un lado
y para el genotipo silvestre por otro. Incluso para este ultimo se desarrollaron cebadores
alternativos complementarios, ya que la comparacion con otra accesiéon de su misma
especie (LA2093) reveld que la seccion central de esta regidén presenta rearreglos en la
estructura o arquitectura de sus secuencias génicas (Figura IV-3). A pesar de esto el disefio
de los cebadores fue posible y se realizé frente a los genomas disponibles. Esto puede
explicar tentativamente los resultados obtenidos, frente a la cantidad de contigs en cada
genotipo y frente a cada seccion de la region que fue posible armar. La region central fue la
mas dificultosa de ensamblar y recuperar a través de las lecturas obtenidas.Esta situacion
podria deberse a que los cebadores presentan algun tipo de variacion que impide la
hibridacion completa de los mismos a la secuencia objetivo (target). La competencia entre
los cebadores y una mayor afinidad de estos frente a uno de los genomas podria explicar los
resultados obtenidos. Desarrollar nuevos cebadores a partir de los contigs obtenidos es una
potencial herramienta para obtener nuevas secuencias gendmicas que permita obtener los
fragmentos faltantes de esta region que no llegaron a ser secuenciados en este
experimento.

Recursos pangendmicos se esta desarrollando en la actualidad y promovera aun mas
los estudios de este tipo como también otros analisis del tipo evolutivos y/o funcionales en el
clado del tomate (Gao et al., 2019). En este clado se obtuvo una primera exploracion hacia
la obtencion de un pangenoma para Solanum spp. Este recurso es crucial ya que en muchos
programas de mejoramiento genético como el presentado en este trabajo de tesis suele
utilizarse especies silvestres. Solanum pimpinellifolium es el progenitor silvestre del tomate
cultivado. En los programas es usual ya que presenta tolerancia al estrés y un sabor intenso,
y por eso es un recurso valioso como estrategia de mejoramiento aportando caracteristicas
importantes y notables de la calidad del fruto.

En la actualidad la mayoria de los secuenciadores poseen gran capacidad de
secuenciacién. Son instrumentos de alto rendimiento, pero en general este poder de

secuenciaciéon no puede utilizarse de manera parcial, sino de manera total. La estrategia
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aqui planteada es capaz de dilucidar regiones genémicas de interés en donde existe una
asociacion entre lo genético y lo fenotipico. La utilizacién de nuevas tecnologias como son
los barcodes para etiquetar varias muestras individuales y luego ingresarlas al secuenciador
como una unica muestra reduce sustancialmente los costos de la secuenciacion
propiamente dicha y permite utilizar el poder de rendimiento del secuenciador de manera
total. Esta es asi una de las principales ventajas que tiene esta estrategia y posibilita
desarrollar otro tipo de asistencia que complemente a los programas de mejoramiento

genético para la obtencién de ideotipos superiores.
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CONCLUSIONES

Se caracterizaron los materiales de primer ciclo cv. Caimanta, accesion silvestre LA0722
y su F, CxP mediante secuenciacion de tercera generacion en la regiéon de las sHSPs
del cromosoma 6.

Esta secuenciacién permiti6 comparar los polimorfismos previamente identificados en la
secuencia génica de los progenitores y asi verificar el comportamiento genético de los

marcadores moleculares desarrollados previamente de tipo InDels y SNP.
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CONCLUSION GENERAL

En este trabajo de tesis se valido la participacién de las sHSPs en el proceso de
maduracién del fruto de tomate. A través de enfoques 6micos se detectd la presencia de
polimorfismo molecular en las secuencias gendmicas de los progenitores del programa de
mejoramiento en la region en donde dichas sHSPs presentan expresion diferencial. Ese
polimorfismo fue clave y potencial para el desarrollo de marcadores moleculares en base a
la secuencia génica de estos materiales de primer ciclo y asi utilizarlos para detectar
variabilidad genética existente en la poblacion segregante F, obtenida a partir del
cruzamiento biparental entre las RILs ToUNR18xToUNR1. Esa variabilidad genética
detectada con estos marcadores moleculares desarrollados estuvo asociada con caracteres
de interés agronémico como son peso del fruto, altura y diametro del fruto, coeficiente a'y pH
del mismo. Estos marcadores moleculares desarrollados son herramientas potenciales que
pueden asistir al programa de mejoramiento genético para la obtencion de nuevas
variedades élites optimizando de manera significativa los recursos disponibles. La
exploracién de la region de interés en donde localizan estas sHSPs con expresion diferencial
en las etapas principales de maduraciéon del fruto evidencio nuevas variantes que permitiran
en un futuro desarrollar nuevos marcadores moleculares y continuar con el mejoramiento

genético con una mayor profundidad y eficacia.
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CONSIDERACIONES FINALES

En los programas de mejoramiento genético vegetal es usual utilizar el cruzamiento
con un progenitor silvestre con el fin de potenciar la variabilidad e introgresar nuevos
cambios fenotipicos en la descendencia. Los cruzamientos interespecificos son ideales para
estudiar las bases moleculares que rigen los caracteres de calidad del fruto en tomate. Esto
se debe al elevado polimorfismo existente, capaz de localizar un alto nimero de marcadores
moleculares en las regiones de interés que controlan los caracteres de interés; pero
fundamentalmente porque las especies silvestres (como uno de los progenitores del
cruzamiento) no han sido suficientemente exploradas en su aporte para mejorar las
caracteristicas de calidad del fruto. Los cambios fenotipicos asociados a la introgresion
pueden ser evaluados a través de diferentes aplicaciones émicas. A partir de los objetivos e
hipétesis planteados en la presente tesis se logrd integrar la informacion de estudios
gendmicos y transcripcionales con un enfoque traslacional. La identificacion de genes con
expresion diferencial durante el proceso de maduracion del fruto permitio desarrollar
marcadores moleculares en base a la secuencia de estos genes que asisten de manera
eficiente el programa de mejoramiento genético de la especie. En esta tesis se desarrollaron
4 marcadores moleculares que asociaron con variables agronémicas de interés. Numerosos
genes contribuyen igualmente hacia un determinado efecto fenotipico como las encontradas
en la variacion continua de muchos rasgos cuantitativos, cada uno con pequefios e iguales
efectos y sujeto a la influencia del medio ambiente. Para descubrir genes que controlan
estas variables de interés agrondmico es necesario realizar caracterizaciones tanto de
naturaleza molecular como fenotipica y aplicar diferentes analisis genéticos en las
poblaciones segregantes con el fin de establecer dichas asociaciones. La exploracion de la
region de interés en donde localizan estas sHSPs con expresion diferencial en la
maduracion del fruto y que interactian con el etileno, evidencié nuevas variantes que
permitiran en un futuro desarrollar nuevos marcadores moleculares y continuar con el
programa. Estas nuevas herramientas del mejoramiento genético permiten planificar nuevas
estrategias y utilizar de manera efectiva los recursos con el fin de desarrollar en el mediano
plazo nuevas variedades de calidad comercial y larga vida poscosecha tendientes a

satisfacer las diversas demandas de los consumidores como los productores.
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