‘\ACI'ON 4

?o
* 2 U N Universidad

i£ Nacional de Rosario
N
\

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ER
\5‘\\\| Slo 4

b=

e

4

=7

APROXIMACION OMICA DE LAS BASES GENETICAS
PARA LA CALIDAD DIFERENCIAL DEL FRUTO EN
LINEAS CASI ISOGENICAS DE TOMATE

Lic. en Biotecnologia Melisa Di Giacomo

TESIS PARA OPTAR POR EL TiTULO DE DOCTOR EN CIENCIAS
AGRARIAS

Director: Lic. (Dr.) Javier Pereira da Costa

Codirector: Ing. Agr. (MSc., Dr.) Gustavo R. Rodriguez

2023



APROXIMACION OMICA DE LAS BASES GENETICAS PARA LA CALIDAD
DIFERENCIAL DEL FRUTO EN LINEAS CASI ISOGENICAS DE TOMATE

Melisa Di Giacomo

Licenciada en Biotecnologia — Universidad Nacional de Rosario

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de Doctor
en Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Rosario y no ha sido previamente
presentada para la obtencion de otro titulo en ésta u otra Universidad. La misma contiene los
resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Rosario, durante el periodo comprendido entre 2017 y 2022, bajo la

direccion del Dr. Javier H. Pereira da Costa y del Dr. Gustavo R. Rodriguez.

M

Lic. Biotec. Melisa Di Giacomo

S ik

Lic. Biotec. (Dr.) Javier H. Pereira da Costa

Ing. Agr. (Dr.) Gustavo R. Rodriguez

Defendida el 08 de septiembre de 2023



AGRADECIMIENTOS

A lo largo del desarrollo de esta tesis he contado con muchas personas que han hecho
gue esta etapa sea enriquecedora y gratificante. En primer lugar quiero agradecer a mis
directores, el Dr. Javier Pereira da Costa y el Dr. Gustavo Rodriguez, por sus ensefianzas, su
motivacién y por transmitirme todo lo lindo de esta profesion. Desde el primer dia abrieron las
puertas de este hermoso grupo y me hicieron sentir parte de inmediato. Me brindaron la
compafiia y el apoyo que necesité, asi como también la independencia y libertad para crecer y
desarrollarme en el ambito cientifico. Quiero que sepan que son grandes profesionales pero por
sobre todo, excelentes personas.

Al grupo de Mini Tomate, Agus, Dana, Fede, Fran, Heli, Maga, Pao, Roxi, Valen, Vicky y
Vladi. También al resto de los chicos a quienes crucé en la Sala de Becarios, en particular a
Anapauli, Luci, Mara, Rochi y Shir. Les agradezco el dia a dia con charlas y risas, las
frustraciones compartidas y el empuije. jLlegar hasta acd no hubiera sido lo mismo sin ustedes!

A todos los integrantes de la Céatedra de Genética y a los ayudantes quienes de
diferentes formas colaboraron en mi trabajo de tesis. A todas las personas que crucé en la
Seccion de Horticultura, en especial a David y Rolo, les agradezco la colaboracion para llevar
adelante los ensayos. Quiero agradecer también a Tatiana, por compartirme sus conocimientos
en el laboratorio y por estar siempre disponible para responder mis dudas.

A mi familia y amigos, quienes me apoyan en cada decision y me alientan a conseguir
todas mis metas. Siempre estuvieron presentes y son un gran pilar en mi vida.

Por ultimo, agradezco también a la Universidad Puablica, a la Facultad de Ciencias
Agrarias UNR y a CONICET por haberme dado la oportunidad de formarme y llegar a ser la
persona que hoy escribe estas lineas pensando en todo el camino recorrido para alcanzar este

ansiado titulo.



PUBLICACIONES Y CONGRESOS

Los resultados que se describen en la presente Tesis han formado parte de las siguientes

publicaciones en revistas y reuniones cientificas:

Revistas cientificas

Di Giacomo M, Vega TA, Cambiaso V, Picardi LA, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH
(2023) An integrative omics approach to identify putative genes underlying fruit ripening of
tomato near isogenic lines with long shelf life. Plants 12(15), 2812.
https://doi.org/10.3390/plants12152812

Di Giacomo M, Luciani MD, Cambiaso V, Zorzoli R, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH

(2020) Tomato near isogenic lines to unravel the genetic diversity of S. pimpinellifolium
LA0722 for fruit quality and shelf life breeding. Euphytica 216:126.
https://doi.org/10.1007/s10681-020-02649-z

Revistas de divulgacion cientifica

e Di Giacomo M, Luciani MD, Cambiaso V, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2020)
Programas de mejoramiento locales: desarrollo de lineas de tomate con genes silvestres

gue mejoran la calidad y la vida poscosecha de los frutos. Agromensajes 58:18-21.

Reuniones cientificas

Di Giacomo M, Cambiaso V, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2021) Andlisis de
haplotipos para introgresiones de Solanum pimpinellifolium LA0722 que confieren larga vida
poscosecha al tomate cultivado. XVIII Congreso Latinoamericano de Genética (ALAG),
Chile. DOI: 10.35407/bag.2021.32.01.suppl.

Di Giacomo M, Cambiaso V, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2020) Andlisis fenotipico

y molecular de lineas casi isogénicas de tomate que difieren en regiones cromosémicas
aportadas por Solanum pimpinellifolium. XLVIII Congreso Argentino de Genética (SAG),
modalidad virtual. DOI: 10.35407/baq.2020.31.01.suppl.



https://doi.org/10.3390/plants12152812
https://doi.org/10.1007/s10681-020-02649-z
https://sag.org.ar/jbag/project/vol-xxxii-suppl-1/
https://sag.org.ar/jbag/project/vol-xxxi-suppl-1/

Di Giacomo M, Luciani MD, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2019). Incremento de la
variabilidad genética para la calidad de fruto de tomate en lineas casi isogénicas con
introgresiones silvestres. XVII Congreso Latinoamericano de Genética (ALAG), Mendoza,
Argentina. DOI: 10.35407/bag.2019.XXX.01.supp

Di Giacomo M, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2018) Differential gene expression at

different fruit ripening stages in two tomato near isogenic lines differing in fruit shelf life. XXII
International Congress of Genetics (ICG), Foz de Iguazu, Brasil. www.sbg.org.br — ISBN
978-85-89109-06-2

Di Giacomo M, Zorzoli R, Rodriguez GR, Pereira da Costa JH (2017) Efecto de
introgresiones de Solanum pimpinellifolium L. en variedades esencialmente derivadas de

tomate. XIX Congreso y XXXVII Reuniéon Anual de la Sociedad de Biologia de Rosario
(SBR), Zavalla, Argentina. www.sbr.org.ar - ISSN 2314-1484



https://sag.org.ar/jbag/project/vol-xxx-suppl-1/
http://www.sbg.org.br/
http://www.sbr.org.ar/

INDICE

ABREVIATURAS .ttt ettt et e h e s at e s bttt e be e s bt e s bt e s he e sat e eabeeabeesbeesaeesatesabesnbeenbeeas 3
RESUMEN ...ttt ettt e bt e s bt e s at e s at e st e et e e b e e sb e e sae e sateeateebeasbeesaeesabesabeenbeenbeeas 4
AB ST RACT ettt sttt h e et e bt bt et e s bt et e s heeht e be s bt e st e bt e at et e she et e sbeeht e besheetesheeatas 6
INTRODUCCION GENERAL.......oooieevieeeeteeeeeeeesestesee s sesse s sesas s ses s sssas s sas st ssesassassssessssassanens 7
HIPOTESIS ..ottt ettt st a et s et a s s s st s st s et aseesanans 17
OBJIETIVOS GENERALES ... .ottt st st et sttt sae e st sabeebe e beenas 17
Capitulo I. Efecto de introgresiones silvestres provenientes de LA0722 de S. pimpinellifolium
sobre caracteres de calidad de fruto en lineas casi isogénicas de tomate............ccoceeeveeeeeerreenenne. 18
ANTECEABINTES ...ttt h ettt b et b et bt b e bt b et ettt b et b e ne 19
ODjJELIVOS ESPECITICOS ..ttt ettt b et e bt bensens 22
MALErIAIES Y METOUOS ....c.eeuiiiiiieieieetee ettt sttt b ettt b et ebe e 23
RESUITAAOS ...ttt bbbt b bbbttt n e 27
DUSCUSION ..ttt ettt b bbbt b et bbbt e bt s bt b e bbbt et es e et et et ebe e ee 40
CONCIUSIONES PAFCIAIES......c.viitieeieiecteetece ettt ettt e st et e st e et e be s ae et e s be e s e steeseenbestaessensessnenes 46
Capitulo Il. Deteccidn de introgresiones silvestres adicionales y su efecto en la vida poscosecha
0B 10S FIULOS ...ttt ettt b et bbbt b et b e b bt st e st et et st ne b 47
ANTECEABINTES ...ttt s bttt b et bbbt bt e bt s e st st e et se st e ebenene 48
ODbJEtIVOS ESPECITICOS . .vivieiitieeieie sttt ettt ettt et e s be e e be s te et e s beeasesteesaenbesteessentesrnenns 51
MaAtErialeS Y MELOUOS ........ecveieeieieiietieeete ettt s et seeseeteebeste st e sessesesseseeseeseesessastens 52
RESUIAAOS ...ttt 55
DUSCUSION ..ttt ettt et h bbbt b et bt h et e b e e bt s e bt e bt et e st et es e e b et st et eb e eee 64
CONCIUSIONES PAFCIAIES.....c.viitieeieiecteeecte ettt ettt e et et e s be e e et e s ae et e s beeaaesteessenbesteessentessnenns 66
Capitulo Ill. Estudios 6micos en lineas casi isogénicas de tomate que discrepan para calidad de
fruto con el fin de identificar genes involucrados en la maduracion............c.ccoceeevevieveeeeceeieeeeenns 67
ANTECEUABNTES ...ttt eb et b e b et b e e bt b e bt e s et e e e st e bt nbesbeene e 68
ODjJEtIVOS ESPECITICOS ..eviiiiiieieieeee ettt et et e s te st e te it e e e e eneeseesesseneas 70
MALEriAlES Y MELOUOS ......ccveeiiiieteeie ettt ettt ettt et e et e e ta e e s be et e beeabesbesbeeabesbeesaenbesssensesseennas 71
RESUIAAOS ...ttt b e 78
DUSCUSION ...ttt ettt b et e b sttt b et e b bt e et b et e b bt ne et st e e 91



CONCIUSIONES PAICIAIES......ceeeeneieieeetet ettt n ettt aeebe e nes 98

CONCLUSIONES FINALES ...ttt st st s n e bt e s nesre s 99
CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS.......ooiiieeteeeseeeeeeee e 100
BIBLIOGRAFIA ..ottt 102
ANEXO ..o et b e b ettt sr b nren 112



ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNCc - AFLP: AFLP basado en perfiles de transcripcién

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism o polimorfismo en la longitud de fragmentos

ANOVA: analisis de la variancia

ARN: acido ribonucleico

Cr: cromosoma

DEP: Differential Expressed Protein o proteina diferencialmente expresada

dNTPs: desoxirribonucleétidos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

InDel: inserciones/deleciones

Mpb: mega pares de bases o un millon de pares de bases

NIL: Near Isogenic Lines o lineas casi isogénicas

PCR: Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa

QTL: Quantitative Trait Loci o loci de caracteres cuantitativos
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RESUMEN

La calidad de fruto mejorada y la reduccién de las pérdidas poscosecha son dos
desafios importantes para el mejoramiento del tomate destinado al consumo en fresco. Frente a
la reducida calidad y variabilidad genética en el germoplasma cultivado, las especies silvestres
de tomate se vuelven importantes recursos para el mejoramiento. En este trabajo de tesis se
planteé como hipétesis que la introgresion de genes de la especie silvestre S. pimpinellifolium
tiene el potencial de mejorar la calidad de fruto en el tomate cultivado. Con este fin se estudio
una coleccion de 22 lineas casi isogénicas desarrollada a partir de introgresiones de la accesion
silvestre LA0722 de S. pimpinellifolium en el fondo genético cultivado proveniente de Caimanta
de S. lycopersicum. La lineas casi isogénicas de la coleccibn mostraron una larga vida
poscosecha, con valores entre 11 y 26 dias, donde la mitad de ellas fue significativamente
mayor que Caimanta (9,7 = 0,9 dias) y, a su vez, un menor ablandamiento del fruto. Por otro
lado, se observo la recuperacion del tamafio del fruto cultivado (con pesos entre 57 y 87 g) y la
carnosidad (con espesores de pericarpio entre 0,36 y 0,65 cm), cualidades que contribuyen
positivamente a las preferencias del consumidor y serian el resultado del proceso de retrocruza
hacia Caimanta. A pesar de alto porcentaje del genoma cultivado recuperado en la coleccién de
lineas casi isogénicas (86,5 - 97,1 %), se demostré que las lineas casi isogénicas conservan
introgresiones silvestres adicionales a las detectadas durante su obtencion, con un promedio de
3 a 13 introgresiones segun la linea. El andlisis revel6 que introgresiones adicionales
localizadas en los cromosomas 4, 5y 11 prolongaron la vida poscosecha en comparacion con el
progenitor cultivado. Particularmente, se detect6 una region de 7,17 Mpb en la parte superior del
cromosoma 4 que incremento la vida poscosecha en un 70 %. Estas caracteristicas mejoradas
hacen que las 22 lineas casi isogénicas constituyan potenciales cultivares comerciales con una

mayor vida poscosecha y calidad de fruto mejorada. Otra manera de reducir las pérdidas



poscosecha y mejorar la calidad es a partir de un retardo de la maduracién del fruto. En esta
tesis se abord6 un estudio integrador sobre la maduracién del tomate en dos lineas casi
isogénicas. Se realizé un analisis exhaustivo que incluyé enfoques gendmicos, transcriptémicos
y protedmicos. Los resultados mostraron un total de 10 genes involucrados en la maduracién
gue intervienen en el metabolismo, en el estrés bidtico y abiotico, en las vias del etileno y en la
remodelacion de la pared celular. Del andlisis se destacaron dos genes novedosos que retrasan
la maduracién en tomate: un factor de respuesta a etileno del cromosoma 5 (AP2/ERF) que esta
involucrado en la remodelacién de la pared celular y que podria ser activado por una quinasa
(MAPK), y otro factor de respuesta a etileno del cromosoma 3 (E4) heredado del progenitor
silvestre S. pimpinellifolium. Como conclusion, el desarrollo de esta tesis permitié demostrar que
las introgresiones provenientes de la especie silvestres S. pimpinellifolium portan genes que
otorgan una calidad de fruto mejorada y una maduracion diferencial en las lineas casi

isogénicas de tomate.

Palabras claves: S. pimpinellifolium, S. lycopersicum, maduracién de fruto, transcriptémica,

protedmica, expresion diferencial



ABSTRACT

Omics approach of the genetic bases for the differential fruit quality in tomato near
isogenic lines

Improved fruit quality and reduction of postharvest losses are two important challenges
for tomato breeding. As cultivated germplasm presents reduced genetic variability, tomato wild
species become important resources to solve them. Therefore, a collection of 22 near isogenic
lines that have introgressions from the wild accession LA0722 of S. pimpinellifolium in the
cultivated background of Caimanta of S. lycopersicum was studied. Half of the lines showed a
longer shelf life, as well as a reduced fruit softening, compared to their cultivated parent. On the
other hand, we observed the recovery of the size of the cultivated fruit and a greater fleshiness.
It was shown that these lines contain additional wild introgressions to those detected during their
development, and some of them located on chromosomes 4, 5 and 11, increased shelf life.
These characteristics mean that the 22 near isogenic lines constitute commercial cultivars with
longer shelf life and improved fruit quality. Another way to reduce postharvest losses and
improve quality is delaying fruit ripening. In this thesis, a comprehensive analysis including
genomic, transcriptomic and proteomic approaches on tomato ripening in two near isogenic lines
was addressed. The results showed a total of 10 ripening genes involved in processes such as
metabolism, biotic and abiotic stress, ethylene pathways, and cell wall remodeling. Two novel
genes that delay tomato ripening stood out from the analysis: an ethylene response factor on
chromosome 5 (AP2/ERF), which is involved in cell wall remodeling and could be activated by a
kinase (MAPK), and another ethylene response factor on chromosome 3 (E4) inherited from the
wild parent S. pimpinellifolium. In conclusion, this thesis demonstrated that the introgressions
from the wild species S. pimpinellifolium carry genes that provide improved fruit quality and

differential fruit ripening in the tomato near isogenic lines.



INTRODUCCION GENERAL

Cultivo de tomate

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia de las solanaceas,
formada por mas de 3.000 especies que incluyen muchas plantas de importancia econémica
como la papa, la berenjena, la petunia, el tabaco, el pimiento, entre otras (Rick 1978). Por su
parte, el tomate es una de las hortalizas mas importantes en el mundo y en la Argentina, por su
nivel de consumo, el valor econémico de la produccion y la superficie dedicada a su cultivo. Se
encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y si bien es una planta tropical, se cultiva desde
regiones tropicales hasta zonas frias gracias al uso de invernaderos.

El tomate es una especie dicotiledénea, herbacea y perenne cultivada como anual (Nuez
1999). En cuanto a su descripcion botanica (L6pez Marin 2017), sus plantas presentan un porte
erecto o rastrero con un crecimiento determinado o indeterminado. Presenta un sistema
radicular con una raiz principal y abundantes raices secundarias y adventicias. Tiene un habito
de crecimiento simpodial, con un tallo principal a partir del cual se desarrollan las hojas, los
tallos secundarios en la axila de las hojas y las inflorescencias. Las hojas son pinnadas
compuestas y estan formadas por siete a nueve foliolos primarios lobulados. Tanto en las hojas
como en los tallos jévenes hay abundante pubescencia. Estos pequefios pelos glandulares que
aparecen en tallos, hojas y pedunculos producen su olor caracteristico. Las inflorescencias son
de tipo racimo y pueden ser simples o ramificadas, con un nimero variable de entre cinco y 15
flores, aunque algunos cultivares de frutos pequefios pueden producir 30 o mas flores. Las
inflorescencias brotan opuestas y entre las hojas. Las flores son hermafroditas y cuentan con
cuatro verticilos. El cdliz de la flor es verde y persistente compuesto por sépalos pubescentes.
La corola es amarilla con sus pétalos distribuidos en forma de estrella. Los estambres poseen

anteras amarillas que estan unidas para formar un tubo que rodea al pistilo. El estilo y estigma



normalmente quedan dentro del cono estaminal, favoreciendo de esta manera la
autofecundacion que generalmente coincide con el momento de antesis. Tras la fecundacion se
produce el desarrollo del ovario que se convertira en un fruto tipo baya carnosa bi o plurilocular.

El fruto esta constituido principalmente por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas.

Origen y domesticacion

El tomate es un cultivo originario de la region Andina de América del Sur, que abarca
desde el sur de Ecuador hasta el norte de Chile, incluidas las islas Galapagos hasta la parte
oriental de los Andes. En base a estudios morfolégicos y moleculares, la hipétesis mas
aceptada propone que el proceso de domesticacién se produjo por las culturas precolombinas
en dos etapas y con dos centros independientes (Lin et al. 2014; Blanca et al. 2015). La primera
etapa de domesticacién habria ocurrido en manos de los primeros agricultores en Ecuador o el
norte de Perd, con la seleccion de frutos de tamafio moderado (tipo cherry), la fijacion de la
autogamia o la produccibn de semillas por autofecundacién. En la segunda etapa,
probablemente ocurrida en Mesoamérica, en la regidon de la peninsula de Yucatan en México,
se produjo una seleccion adicional de frutos de mayor tamafio completando el proceso de
domesticacion del tomate (Razifard et al. 2020; Blanca et al. 2022). Después de la llegada de
los conquistadores espafioles a América, el tomate fue llevado a Europa desde donde se

disperso al resto del mundo.

Especies silvestres de tomate

Las etapas en la domesticacion y migracién del cultivo constituyeron dos cuellos de
botella genético o deriva genética, causando grandes pérdidas de variabilidad genética como
consecuencia de una seleccion principalmente orientada a la mejora del fruto. Frente a la
reducida variabilidad genética en el germoplasma cultivado, las especies silvestres de tomate se

vuelven importantes recursos para enriquecer las bases del cultivo con alternativas génicas que



mejoren la calidad, la adaptacién y la productividad. El andlisis genémico de los 725 genotipos
de tomate cultivados y silvestres ha revelado una pérdida sustancial de genes en las variedades
modernas durante la domesticacion, lo que contribuyé a estrechar su base genética en
comparacion con las especies silvestres emparentadas (Gao et al. 2019; Zhou et al. 2022).
Dado que los genotipos silvestres son recursos genéticos valiosos, cruzarlos con especies
cultivadas de tomate permite ampliar la diversidad genética. Los cruzamientos interespecificos
entre una especie cultivada y una silvestre pueden revelar alelos de interés que otorguen
caracteristicas buscadas en los programas de mejoramiento.

Se conocen 13 especies de tomate pertenecientes al género Solanum seccién
Lycopersicon, 12 de las cuales son silvestres: S. arcanum, S. cheesmaniae, S. chilense, S.
chmielewskii, S. corneliomulleri, S. galapagense, S. habrochaites, S. huaylasense, S. neorickii,
S. pennellii, S. peruvianum y S. pimpinellifolium (Peralta et al. 2008). Estas crecen en una gran
variedad de habitats y estan adaptadas a microclimas particulares y diversos tipos de suelos. Es
probable que los diferentes habitats ecoldgicos y climas contribuyeran a la gran diversidad
encontrada en las especies silvestres. Esta diversidad se expresa tanto en caracteristicas
morfoldgicas, como fisiolégicas y sexuales, y las convierte en recursos genéticos muy valiosos
(Peralta et al. 2005). La gran mayoria posee frutos de color verde, con excepcion de las dos
especies de las Islas Galapagos (con frutos de color amarillo y naranja) y S. pimpinellifolium,

gue es la Unica especie silvestre con frutos rojos.

Importancia del cultivo

En 2020, la produccién de tomate alcanz6 mas de 250 millones de toneladas a nivel
mundial (FAOSTAT 2020). En la actualidad, el tomate representa la segunda hortaliza de mayor
importancia econdmica en nuestro pais después de la papa. Su produccién se desarrolla en

aproximadamente 17.000 hectareas (alrededor de un 60 % se destina a mercado para consumo



en fresco y un 40 % para industria) de las cuales se obtienen cerca de un millén de toneladas
(Figura 1, fuente SENASA). Su cultivo se desarrolla principalmente en las provincias de
Mendoza y San Juan (Cuyo), Salta y Jujuy (NOA), Corrientes y Formosa (NEA), Rio Negro y
Buenos Aires. En Santa Fe, un censo de 595 productores horticolas en 2021 determiné que la
superficie dedicada a horticultura es de 7.221,28 hectareas (Argentina.gob.ar 2022). Ademas de
los Cinturones Horticolas de Santa Fe y Reconquista, al sur de la provincia se ubica el Cinturén
Horticola de Rosario que tiene una larga tradicibn productiva, con buenas condiciones
agroecolégicas y cercania a un mercado de dos millones de consumidores. Se extiende desde
Granadero Baigorria al limite sur de la provincia, y desde el rio Parana hasta Soldini. Se destaca
no soélo por el volumen de comercializacién, sino también por el area sembrada, que ocupa

2.900 hectareas.

Provincias productoras Principalmente en provincias
To MAT E Mendoza y San Juan (Cuyo),
Salta y Jujuy (NOA),
Corrientes y Formosa (NEA),

Rio Negro y Buenos Aires.

PRODUCCION ARGENTINA

2° hortaliza mas cultivada i
Santa Fé

Cinturones Horticolas de
Rosario, Reconquista y
Santa Fé

17 mil ha cultivadas

1 millén tn anuales

Figura 1. Importancia del cultivo de tomate en Argentina.

10



Calidad de fruto y vida poscosecha

En nuestro pais, el principal destino de la produccién de tomate es para consumo en
fresco donde la calidad de los frutos juega un rol trascendental. Los programas de mejoramiento
modernos de tomate se han focalizado principalmente en el rendimiento y las resistencias a
estrés bidtico y abidtico mientras que la calidad de fruto ha quedado desatendida. Como
consecuencia, el sabor en los tomates que encontramos en el mercado se ha visto afectado y
esto constituye la principal demanda por parte de los consumidores (Klee y Tieman 2018).

Otra caracteristica de calidad de fundamental importancia para la comercializacion del
fruto en fresco es la prolongacién de la vida poscosecha (VP). El fruto de tomate es altamente
perecedero y cualquier intento de prolongar su VP favorece la comercializaciéon y disminuye las
pérdidas. Las pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas en los paises en desarrollo
representan casi el 50 % de la produccion (Meli et al. 2010). A esta probleméatica se suman el
transporte, la logistica y la comercializaciéon de los frutos. Es por ello que los tomates larga vida
son altamente apreciados en la producciéon y comercializacion de tomate para consumo en
fresco, y asi la VP se considera una caracteristica de gran importancia en los programas de
mejoramiento genético de esta especie. Hasta el momento, el mejoramiento genético para
prolongar la VP se ha hecho a través de la incorporaciébn de genes presentes en el
germoplasma del tomate cultivado tales como ripening-inhibitor (rin), non-ripening (nor) y
Colorless non-ripening (Cnr) (Vrebalov et al. 2002; Manning et al. 2006; Wang et al. 2019). Los
métodos de mejoramiento tradicionales utilizaron estos genes para el desarrollo de lineas y
cultivares con maduracion tardia (Giovannoni 2007), y de hecho, podemos encontrarlos en los
tomates larga vida cominmente comercializados en nuestro pais. No obstante, estos genes
producen acciones negativas sobre la calidad de fruto debido a los efectos pleiotropicos que
tienen sobre otras vias metabdlicas involucradas en brindar al fruto un adecuado sabor, aroma

y/o textura.
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Otra forma de incrementar la VP y de generar diversidad genética dentro del
germoplasma cultivado es el empleo de técnicas de ingenieria genética, que permiten silenciar
0 promover la expresion de genes de manera dirigida. El tomate de maduracion tardia
denominado tomate Flavr-savr®, con una expresion reducida de una poligalacturonasa, una
proteina de la pared celular, fue obtenido por una construccion antisentido y represento la
primera planta transgénica liberada al mercado en el mundo, aunque solo comercializada en
USA e Israel (Kramer y Redenbaugh 1994). Esta transformacion mejor6 significativamente la VP
de los frutos y el almacenamiento. Sin embargo, fue un fracaso comercial debido a la resistencia
por parte de los consumidores frente a los organismos transgénicos. Hubo otros intentos de
aumentar la VP centrados en retrasar la maduracion de fruto a partir de la modificacion de
proteinas involucradas en la remodelacién de la pared celular en tomates transgénicos
(Brummell y Harpster 2001; Meli et al. 2010; Uluisik et al. 2016; Yang et al. 2017); incluso se
desarrollaron lineas de tomate con larga VP reemplazando el gen alcobaca (alc) a partir de
edicion génica con CRISPR/Cas9 (Yu et al. 2017). Aunque estas estrategias han obtenido
buenos resultados, carecen de aceptacion por parte del consumidor y tienen que lidiar con las

legislaciones de diferentes paises (Ishii y Araki 2016; Schmidt et al. 2020).

Especies silvestres en programas de mejoramiento en tomate

El objetivo general del mejoramiento moderno en el tomate cultivado ha sido el
incremento de la produccién con frutos altamente adaptados a la cadena comercial. En un
segundo lugar, se han considerado caracteristicas como la resistencia a enfermedades, amplia
adaptabilidad, precocidad en la maduracion o tolerancia a estrés abidtico, postergandose
aspectos importantes que le dan calidad al fruto. Se ha buscado producir y distribuir nuevas
variedades con mejores caracteres agrondmicos, dependiendo del método de cultivo (a campo

o en invernadero) y del destino de la produccion (consumo en fresco o procesamiento).
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En todo programa de mejoramiento la diversidad genética es esencial. Por lo tanto,
desarrollar nuevas estrategias capaces de aumentar la base genética para la calidad y VP del
tomate cultivado es uno de los principales fines. Gur y Zamir (2004) sostienen que la
biodiversidad presente en el tomate silvestre representa una fuente sub-explotada que puede
enriquecer las bases genéticas del cultivo con alternativas génicas que mejoren la calidad de
fruto. En este sentido, los primeros trabajos de Rick (1960) han hecho uso de la diversidad
presente en el tomate silvestre a partir de los cruzamientos entre especies silvestres y
cultivadas. Rick demostré que los cruzamientos entre ellas generaban nueva diversidad
fenotipica y que la variacién transgresiva positiva podia encontrarse dentro de la progenie
interespecifica.

Las especies silvestres de tomate muestran un fenotipo agronémicamente inferior a la
especie cultivada. Sin embargo, en los ultimos afios se ha fomentado su uso como fuente de
nuevos polimorfismos y genes. El germoplasma silvestre se utilizé principalmente en tomate
como fuente de genes de resistencia para enfermedades y plagas. Desde entonces, los
mejoradores han descubierto nuevos alelos en diferentes especies silvestres para mejorar la
tolerancia al frio, la sequia y la salinidad, el rendimiento y el contenido de carotenoides (Hobson
y Grierson 1993; Eshed y Zamir 1995; Fridman et al. 2004; Semel et al. 2006; lkeda et al. 2013;
Soyk et al. 2017). No obstante, las especies silvestres de tomate no han sido suficientemente
estudiadas en su aporte para mejorar caracteristicas de la calidad del fruto.

Una especie silvestre de interés es S. pimpinellifolium que se caracteriza por su pequefio
tamarnio y frutos rojos de alta calidad (Peralta et al. 2008). Esta especie tiene un gran potencial
para mejorar la calidad y la VP de los frutos. Estudios previos del grupo de Genética y
Mejoramiento de Tomate (GMT) de la Catedra de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias
(FCA — UNR) han demostrado que la accesion LA0722 de S. pimpinellifolium porta genes para

larga VP ya que lineas derivadas del cruzamiento con el tomate cultivado presentaron frutos con
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mayor VP y mejor calidad en comparacion con los testigos (Zorzoli et al. 1998; Pratta et al.
2003; Rodriguez et al. 2006; Cambiaso et al. 2019a). En este contexto, en el Programa se han
desarrollado diferentes poblaciones a partir del cruzamiento interespecifico entre el cultivar
argentino Caimanta de S. lycopersicum (CAI) y la accesion LA0722 de S. pimpinellifolium
(LA0722), entre ellas, poblaciones F,, lineas endocriadas recombinantes (RIL), hibridos de

segundo ciclo (HSC) y NILs (Pereira da Costa et al. 2021).

Lineas casi isogénicas

Las NILs son lineas que contienen un fragmento cromosémico Unico de un progenitor
gue actia como donante dentro del fondo genético de otro progenitor que actia como receptor.
Las especies silvestres utilizadas como progenitores donantes en el desarrollo de NILs tienen el
potencial no solo de aumentar la variacion genética en un germoplasma élite, sino también de
estudiar la contribucién de genes silvestres 0 QTLs en un fondo genético apropiado (Barrantes
et al. 2014). En tomate, la primera coleccién de NILs se desarroll6 entre S. pennelli LAO716 y S.
lycopersicum cv. M82 (Eshed y Zamir 1995; Zamir 2001). Esta poblacion exhibié un mayor
poder de mapeo de QTLs en comparacién con una poblacién bialélica derivada del mismo
cruzamiento y fue exitosa en la identificacién de diversas regiones asociadas a caracteres de
fruto y otros de importancia agronémica y nutricional. Otras poblaciones de NILs se disefiaron
luego con varias especies, entre ellas S. habrochaites LA1777 (Monforte y Tanksley 2000) y
LYC4 (Finkers et al. 2007); S. hirsutum LA407 (Francis et al. 2001) y S. lycopersicoides
(Chetelat y Meglic 2000; Canady et al. 2005). Dentro de los recursos genéticos generados por el
GMT se encuentra una coleccion de 22 lineas casi isogénicas (NILs) que contienen
introgresiones silvestres de LA0722 de S. pimpinellifolium en el contexto genético de CAIl. Otras
colecciones de NILs en tomate ya se han obtenido mediante la introgresion de segmentos

cromosomicos provenientes de S. pimpinellifolium para caracteres de fruto y la estructura de la
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planta (Tanksley et al. 1996; Bernacchi et al. 1998; Doganlar et al. 2002; Kinkade y Foolad
2013; Barrantes et al. 2016; Nakano et al. 2016; Celik et al. 2017). Sin embargo, colecciones
desarrolladas teniendo como objetivo VP con introgresiones silvestres de la accesion LA0722

aun no han sido estudiadas.

Maduracion de fruto

Los procesos de maduracion de fruto tienen un notable impacto en la VP, en su calidad y
en la aceptacion del consumidor. La maduracion de fruto es un proceso complejo que involucra
una serie de cambios fisioldégicos y bioquimicos. En frutos carnosos, la maduracién siempre
implica cambios drasticos en el color a medida que se acumulan los pigmentos y se degradan
las clorofilas, en el ablandamiento del fruto a medida que se remodela la pared celular y en el
desarrollo del sabor a medida que se acumulan &cidos, azlcares y compuestos volatiles. Los
frutos carnosos se pueden dividir en dos grupos: climatéricos y no climatéricos. Los frutos
climatéricos, como el tomate, muestran una explosién de respiracion y un rapido aumento en la
acumulacion de etileno al inicio de la maduracién a diferencia de los no climatéricos (Giovannoni
2004). Ademas, otras hormonas controlan caracteristicas especificas del proceso de
maduracién. Por ejemplo, la auxina facilita el cambio del crecimiento a la maduracion, y el &cido
abscisico sirve como un importante regulador de la maduracion y senescencia del fruto (Fenn 'y
Giovannoni 2021). El proceso de maduracién es coordinado por un efecto combinado de
hormonas vegetales, factores de transcripcion y modificaciones epigenéticas, los cuales pueden
influir en la calidad de fruto (Giovannoni et al. 2017; Brumos 2021, Li et al. 2022).

La base molecular y genética de la maduracion ha sido objeto de un estudio intensivo
durante mucho tiempo debido en parte a su relevancia en la seguridad alimentaria y nutricional
(Giovannoni et al. 2017). Como modelo de estudio, el tomate es unas de las especies més

utilizadas. Esto se debe a que posee una constitucién genética diploide con un nimero basico
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de 12 cromosomas, un genoma de tamafio pequefio (~950 Mb) y un corto ciclo de cultivo que,
sumados a la disponibilidad de herramientas Omicas, lo convierten en uno de los modelos
genéticos mas efectivos (Giovannoni 2004). Ademas, desde 2012 se dispone la secuencia
gendmica completa del cultivar de tomate Heinz 1706, junto a un borrador de secuencia de su
pariente silvestre, S. pimpinellifolium accesion LA1589 (The Tomato Genome Consortium 2012).
Recientemente, a partir de la informacion genémica de 725 accesiones silvestres y cultivadas se
ha construido el primer pan-genoma en tomate (Gao et al. 2019).

En las dltimas dos décadas, ha habido un interés creciente en explorar los mecanismos
subyacentes a la maduracién de fruto utilizando enfoques dmicos y genéticos. De esta manera,
las NILs desarrolladas con una calidad mejorada y VP prolongada representan un material
genético promisorio para investigar el efecto de germoplasma silvestre en la maduracion de
fruto. En este sentido, avances recientes en el campo de las émicas han acelerado los estudios
en profundidad de los mecanismos moleculares y la integracion de diferentes enfoques émicos
permite dilucidar mecanismos involucrados en procesos de interés para el mejoramiento
genético. Por lo tanto, elucidar genes relacionados con la maduracion del fruto de tomate
proporciona nuevas herramientas para el mejoramiento del tomate que podrian ayudar a
aumentar la VP y mejorar la calidad del fruto. Ademas, el desarrollo de variedades de tomate
con mayor VP permitird reducir el desperdicio de alimentos con un impacto positivo para la

percepcion de los consumidores.
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HIPOTESIS

Las regiones introgresadas desde la especie silvestre S. pimpinellifolium portan genes que
determinan caracteres de calidad de fruto cuya expresion es diferencial en las lineas casi
isogénicas.

El andlisis émico integral en genotipos que difieren por la introgresion de segmentos gendmicos

desde la especie silvestre permite dilucidar las bases genéticas de la maduracion de fruto.

OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar a nivel fenotipico, genémico, transcriptémico y protedmico lineas casi isogénicas
de tomate para caracteres de calidad de fruto.
Investigar las bases genéticas de la maduracion de fruto mediante la integraciéon de las

aproximaciones 6micas en una poblacién original de lineas casi isogénicas de tomate.

El presente trabajo se estructura en tres capitulos:

Capitulo I: efecto de introgresiones silvestres provenientes de LA0722 de S. pimpinellifolium
sobre caracteres de calidad de fruto en lineas casi isogénicas de tomate.

Capitulo II: deteccion de introgresiones silvestres adicionales y su efecto en la vida poscosecha
de los frutos.

Capitulo IlI: estudios 6micos en lineas casi isogénicas de tomate que discrepan para calidad de

fruto con el fin de identificar genes involucrados en la maduracion.
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Capitulo |

Efecto de introgresiones silvestres provenientes
de LA0722 de S. pimpinellifolium sobre caracteres

de calidad de fruto en lineas casi isogénicas de tomate
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Antecedentes

Dentro de los recursos genéticos generados por el grupo GMT de la Céatedra de
Genética FCA — UNR se encuentra una coleccién de 22 lineas casi isogénicas (NILs) obtenida a
partir de retrocruzas (Figura I-1a). El cultivar argentino Caimanta de S. lycopersicum (CAl) fue
utilizado como progenitor recurrente mientras que la accesiéon LA0722 de la especie silvestre S.
pimpinellifolium, como progenitor donante de los segmentos cromosomicos silvestres. El cultivar
CAl tiene un habito de crecimiento determinado, plantas compactas, frutos de tipo platense
(mayor didmetro que altura) de buen tamafio y corta VP (un peso promedio de 98,5+ 99 gy
una VP de 9,7 =+ 0,9 dias). La accesion LA0722 tiene un habito de crecimiento indeterminado y
un gran numero de flores por inflorescencia, con frutos pequefios y esféricos de un peso menor
algyalta VP (18,7 + 0,4 dias) (Rodriguez et al. 2006; Pereira da Costa et al. 2013).

Un esquema del programa de mejoramiento para la obtencion de la coleccion de NILs se
encuentra en la Figura |-1a. Brevemente, se realizaron retrocruzas contra CAl hasta llegar a
una tercera y cuarta retrocruza (Rs; y R4) seguida de una o dos autofecundaciones. Durante el
proceso de obtencidn se seleccion6 por los fenotipos y genotipos de las plantas. La seleccion
fenotipica se basé en larga VP y los genotipos, a través de seleccion asistida por marcadores
(SAM) con un conjunto de 28 marcadores moleculares Simple Sequence Repeat (SSR, por sus
siglas en inglés) distribuidos en el genoma de tomate (Luciani 2017). Estos SSR fueron elegidos
por su naturaleza codominante y su ubicacién cromosémica, considerando al menos dos por
cromosoma, uno por cada brazo (Pereira da Costa et al. 2013).

Se obtuvieron un total de 22 NILs conteniendo introgresiones de LA0722 en condicion

heterocigota (NIL-CP) (Figura I-1b) (Luciani 2017).
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2 Caimanta LAO722 b Coleccion de 22 NiLs

S. lycopersicum S. pimpineliifolium NIL Cr__ Poblacion

- X LAO722 tom NIL0S5 1 R,
! €6 ¢ NIL220060 1 R,
Padre recurrente Padre dador T’l‘—a - NIL295 2 R,
& NIL598 2 R,
CAlI X F1 NIL320 3 R;
NIL115 5 Rj
\ NIL162 5 Ry

(1) Seleccion fenotipica NIL211044 6 R3A1

CAl X Ry (larga vida poscosecha) NIL128 6 RiA;
(2) Seleccion asistida por marcadores NIL286 7 R3

\ (segregacién SSR) NIL276 7 R

NIL045 7  R3A4
CAl X R2 NIL327 8 Rj3
NILO63 8 R,
\ NILOBY 9 R;

NILO70 9  R3A;

s |7 » - Seopy T p— N

mar : A RLA . R.A NIL318 10 R3A4
(nirogrosén \ - 31 g 2 NiLs NiLoso 11 R,
SSR dnica) 4 —» 4
- &: autofecundacion NIL1061 11 Ry

Figura I-1. (a) Esquema de cruzamientos realizados para la obtencion de las 22 lineas casi
isogénicas (NILs). Las diferentes tonalidades de grises representan la fraccion del genoma de
cada progenitor en las distintas generaciones. Los valores corresponden al porcentaje del
genoma del progenitor recurrente recuperado. (b) Coleccion de 22 NILs, cromosoma donde se
encuentra la introgresion silvestre y poblacion o generacién de la que fue derivada. A:

autofecundacion; R: retrocruza; SSR: marcador Simple Sequence Repeat; Cr: cromosoma.

Cada una de las NILs-CP en estudio lleva un fragmento Unico de LA0722 determinado
por un marcador SSR por el cual es nombrada la linea. Estas fueron autofecundadas para
obtener lineas cuyo fragmento introgresado se encontrara en condicion homocigota para los
alelos silvestres (PP). En la Figura I-2 se esquematiza en circulos azules la posicién fisica de

introgresiones PP en las 22 NILs.
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NIL095
NIL220060
NIL295
NIL598
NIL320
NIL115
NIL162
NIL211044
NIL128
NIL286
NIL276
NIL045
NIL327
NIL063
NIL069
NILO70
NILO34
NIL596
NIL318
NILO80
NILG036
NIL1061

Figura I-2. Genotipado de la coleccion de NILs con el conjunto de marcadores SSR utilizados
durante su desarrollo. Esquema representativo de la posicion fisica de las introgresiones
silvestres que posee cada NIL. A la izquierda se representan las 22 lineas y arriba los 12

cromosomas. Los circulos azules representan las introgresiones homocigotas para los alelos

@ Introgresion SSR silvestre

silvestres (PP) y en circulos grises los marcadores que fijaron alelos cultivados (CC).
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Objetivos especificos
Verificar las introgresiones silvestres provenientes de LA0722 de S. pimpinellifolium en las
22 NILs de tomate.

Caracterizar fenotipicamente las 22 NILs a partir de 13 caracteres de calidad de fruto en

distintos afios de evaluacion.
Analizar el efecto que tienen sobre caracteres de calidad de fruto las introgresiones

silvestres de LA0722 de S. pimpinellifolium en el contexto genético del cultivar Caimanta.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Las 22 NILs que portan el fragmento (nico introgresado marcado por el SSR
correspondiente en condicibn homocigota para los alelos silvestres fueron evaluadas en tres
campanfas: la primera durante la tesis de la Dra. Marianela Luciani (2017) y las restantes dos
durante el transcurso de la presente tesis.

Se sembraron 10 plantas de cada NIL y de sus progenitores (CAl y LA0722). CAl fue
provista por EEA INTA Cerrillos (Salta, Argentina) y la accesion silvestre LA0722 por el Tomato
Genetic Resources Center, Department of Vegetable Crops, University of California (Davis,

USA).

Genotipado

El ADN genomico se extrajo de hojas jovenes utilizando un kit comercial (Kit de
purificacion de ADN gendmico Wizard® de Promega®). EI ADN extraido se disolvié en buffer
TE (Tris-Cl 10 mM pH 8,00, EDTA 1 mM) y la concentracion final se ajusté a 40 ng/uL. La
cantidad y calidad de ADN extraido se evalué en geles de agarosa al 1 % por comparacion con
un estandar de ADN del fago lambda.

Para el desarrollo de la coleccién de 22 NILs inicialmente se utilizaron un total de 28
marcadores SSR para la SAM. Cuatro de ellos resultaron monomérficos en distintas
generaciones durante la obtencién de las NILs (SSR009, SSR288, SSRH301 y SSR344),
fijando alelos cultivados en todas las plantas evaluadas. Se corrieron los 24 marcadores SSR
restantes para cada NIL de manera de corroborar las introgresiones silvestres en condicion
homocigota para los alelos de LA0722 de cada planta. Se usaron protocolos de PCR estandar

para obtener productos de amplificacion del ADN usando los cebadores para los marcadores
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SSR (Tabla Suplementaria S1). La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida al 6 %
p/v. La visualizacion se realizé mediante un kit de tinciébn de nitrato de plata comercial (Silver

Sequence Staining Reagents, Promega®).

Disefio experimental y fenotipado

Los ensayos se realizaron en la Estacién Experimental José F. Villarino, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, Argentina (33° 02' S y 60° 53' O), durante
las estaciones primavera-verano. El material vegetal se sembré en bandejas de plantulas y se
cultivé durante 45 dias antes de ser trasplantado a suelo en un invernadero bajo luz natural. Se
utilizé un disefio completamente al azar. La distancia entre plantas fue de 0,45 m y la distancia
entre hileras de 1 m. Las plantas se condujeron a un tallo, se cultivaron bajo riego por goteo y
regimenes de fertilizacién estandar.

Para la evaluacién fenotipica se cosecharon 10 frutos por planta en el estado pintén (P,
10 % de la superficie del fruto con el color de madurez) definido por Giovannoni (2004). Se
evaluaron las siguientes caracteristicas del fruto: diametro (D, cm), altura (A, cm), forma del
fruto (Forma, relacién A/D), peso del fruto (P, g), nimero de l6culos (NL), espesor de pericarpio
(EP, cm) y VP (dias). La VP se evalud considerando los dias desde la cosecha hasta el primer
signo visual de deterioro y ablandamiento (Rodriguez et al. 2010). Frutos al estado P se
almacenaron en estanteria a 25 + 3 °C y se descartaron a intervalos de 48 hs cuando se
consideraron comercialmente inaceptables debido a la presencia de arrugas o al ablandamiento
excesivo. Otros frutos cosechados en estado rojo maduro (RM, mas del 90 % de su superficie
con el color de madurez Giovannoni (2004)) se utilizaron para medir los indices de color (a/b,
cociente entre las absorbancias medidas a 540 nm y 675 nm y L, porcentaje de reflectancia) con
un CR-400 Chroma Meter de Minolta y la firmeza del fruto (F, medida en dos areas opuestas del

plano ecuatorial del fruto) con un durémetro Durofel DFT100. Posteriormente, se obtuvo jugo
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homogeneizado de frutos RM para evaluar el contenido de sdélidos solubles (CSS, °Brix) con
refractometro manual, pH y acidez titulable (AT, g de acido citrico y malico/100 g de jugo
homogeneizado). La AT se determind valorando 10 g de jugo disueltos en 100 mL de agua

destilada frente a hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, utilizando como punto final un pH de 8,1.

Deteccion de QTLs de calidad de fruto

Con la caracterizacion fenotipica a partir de los 13 caracteres de calidad de fruto y la
caracterizacién molecular con los SSR se prosiguié a evaluar el efecto de las introgresiones
silvestres en la coleccion de 22 NILs. Para ello se realizé una deteccion de QTLs por andlisis de
punto Unico a partir de la comparacion entre las NILs y el progenitor recurrente CAl dentro de
cada afio de evaluacion. Los valores medios se compararon mediante una prueba de Dunnett
con un nivel de significancia de 0,05. La estabilidad de los QTLs se evalu6 en base a la
presencia de los mismos en dos o los tres afios de evaluacion de las NILs. Se analizé el efecto
de las introgresiones silvestres sobre la calidad de fruto a partir del aumento o disminucion de la

media del caracter respecto de CAl.

Analisis estadisticos

Se investigaron los efectos genotipo, ambiente y genotipo x ambiente sobre la variacion
fenotipica. Los componentes de la varianza fenotipica se estimaron a partir del ANOVA
utilizando la funcién de efectos mixtos lineales (Imer) del paquete Ime4 (Bates et al. 2015). Para

todos los caracteres, se aplicé el siguiente modelo:

Yij = u+g+y+8y;ts
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donde Yj es el caracter fenotipico, p es la media general, g; es el efecto resultante del i-ésimo
genotipo, y; es el efecto resultante del j-€simo afio, gy; es el efecto resultante de la interaccion
genotipo por afio y g; es el error residual.

Todos los efectos fueron tratados como aleatorios. Para cada caracter se estimaron los
mejores predictores lineales insesgados (BLUP por sus siglas en inglés, Best Linear Unbiased
Predictor) basados en modelos aleatorios. La funcién de efectos aleatorios (ranef) del paquete
Ime4 se utiliz6 para estimar los BLUP en el modelo (Bates et al. 2015). Se extrajeron los valores

de BLUP para cada NIL y se usaron para un andlisis de componentes principales (ACP).
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Resultados

Genotipado de las NILs

Con los marcadores SSR se verificO la presencia de las introgresiones silvestres en
condiciébn homocigota para los alelos de LA0722 para todas las plantas evaluadas en cada NIL.
En la Figura I-3 se muestran los geles para dos marcadores SSR con los perfiles de bandas
obtenidos para cada genotipo del marcador y el resultado para las plantas genotipadas.

De las 22 NILs, 20 poseen una introgresién silvestre en un solo locus SSR y dos (NIL320
y NILO63) tienen una introgresion que comprende dos loci SSR estrechamente cercanos

(SSR320-SSR014 y SSR063-SSR038, respectivamente) que no pudieron recombinar.

CC

167pb
—_—

158pb
—_—

CPPP

Figura I-3. Geles representativos de dos marcadores moleculares utilizados en el desarrollo y
genotipado de las NILs (izquierda SSR045, derecha SSR320). Las flechas verticales indican
como se visualizan los diferentes genotipos para el marcador (CC, homocigota para el alelo
cultivado; PP, homocigota para el alelo silvestre y CP, heterocigota). Las flechas horizontales

indican el peso molecular de las diferentes bandas observadas.
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Caracterizacion fenotipica de las NILs

Los 13 caracteres fenotipicos se evaluaron en cada NIL y el progenitor cultivado CAl en
cada uno de los tres afios de evaluacion. En la Figura I-4 se observan las variaciones dentro de
los afios de evaluacion y con asteriscos se presentan las diferencias significativas entre afios (p
< 0,05). Caracteres de tamaiio de fruto como P, NL, EP junto a pH fueron los que presentaron
una mayor estabilidad en los distintos afos, presentando el mayor numero de genotipos sin
diferencias significativas entre afios de evaluacion. Para VP se observo el mayor valor en el
tercer afio de evaluacion para seis de las 22 NILs. Por otro lado, 2 NILs presentaron mayor VP
el primer afio de evaluacién al igual que CAl y 14 de ellas no mostraron diferencias significativas

entre afios, demostrando su estabilidad.
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Figura I-4. Caracterizacion fenotipica de las NILs y su progenitor cultivado Caimanta (CAl) en
tres afios de evaluacién. D, diametro; A, altura; P, peso; NL, nimero de l6culos; EP: espesor del
pericarpio; VP, vida poscosecha; F, firmeza; a/b, indice de color a/b; L, indice de color L; CSS,
contenido de soélidos solubles; AT, acidez titulable (g acido citrico y malico/100 g jugo

homogenizado). Los asteriscos indican diferencias significativas entre afios (p < 0,05).
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Para comprender las fuentes potenciales de variacion fenotipica en la coleccién de NILs,
se evaluaron los efectos del genotipo (G), del ambiente o afio de evaluacién (A) y de la
interaccion genotipo x ambiente (GxA) (Tabla I-1). El andlisis de los componentes de la
varianza mostré un efecto G significativo para todos los caracteres (p < 0,05). El efecto GxA
también fue significativo para la totalidad de ellos. Se evidencié ademas un efecto significativo

de A en 11 de los 13 caracteres, exceptuando EP y F, indicando su alta influencia.

Tabla I-1. Cuadrados medios para los efectos genotipo (G), ambiente o afio de evaluacién (A) y

su interaccion (GxA) para cada caracter de calidad de fruto.

gl D A Forma P NL EP
G 21 9,62* 3,84* 0,07* 8849* 46,78* 0,11*
A 2 10,19* 2,45* 0,04* 8337,85* 12,53* 0,01
GxA 42 4,83* 1,96* 0,02* 6297,59* 11,67* 0,03*
Error 0,94 0,46 4,50E-03  1520,09 3,05 0,01

gl VP F a/b L CSS pH AT
G 21 1570,76* 510,14* 1,84* 292,5* 3,92* 0,19* 0,14*
A 2 1816,58* 199,67 0,94* 343,66* 48,23* 0,91* 0,76*
GxA 42 681,34* 150,39* 0,32* 66,82* 2,58* 0,09* 0,06*
Error 123 66,57 0,11 20,15 1,25 0,05 0,02

gl: grados de libertad
* diferencias significativas (p < 0,05)
Analisis de QTLs de calidad de fruto

Se detectaron QTLs para todos los caracteres evaluados en los tres afios de evaluacion
con excepcion de CSS. En la Figura I-5 se grafican en colores los QTLs que resultaron
significativos al 5 % para los 13 caracteres de calidad de fruto en las 22 NILs y en cada uno de
los tres aflos de evaluacién. En total, se hallaron 251 QTLs de calidad de fruto. Se comprob6
gue muchos de ellos fueron estables en dos o los tres afios de evaluacion. Del total, 72 fueron

detectados en los tres afios y 104, en dos afios.
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Se analizé el efecto de las introgresiones silvestres sobre caracteres de calidad de fruto,
es decir, se estudid si la presencia de las introgresiones silvestres aumentaba o disminuia la
media de cada caracter respecto de la media de CAIl. Se observo que el efecto fue estable en
casi la totalidad de los casos. Los 72 QTLs detectados en los tres afios de evaluacion
presentaron el mismo efecto con la Gnica excepcion de un QTL de EP en el tercer afio de
evaluacion de la NIL1061. En la Figura I-5 se muestran en tonalidades rojas aquellos QTLs en
los que la presencia de los alelos silvestres tuvo un efecto de disminucion de la media del
caracter. Esto fue observado principalmente para caracteres de tamafo de fruto (D, A, Py NL).
También se observé una disminucion para indice de color a/b que se evidencié por la presencia
de NILs con frutos amarillos. Las introgresiones silvestres asociadas a AT disminuyeron la
media en comparacion al progenitor cultivado CAIl con excepcién de la NIL286 en el primer afio
de evaluacién. Por otro lado, se detectaron QTLs en los que la presencia de los alelos silvestres
aumentoé la media del caracter como puede observarse en la Figura I-5 en tonalidades azules.
Estos aumentos respecto a los valores del progenitor cultivado CAl se observaron para
caracteres de interés para el mejoramiento de tomate como VP y F. Once de las 22 NILs
presentaron QTLs de VP con valores entre dos y siete veces mayores. Entre ellas, la NIL0O34
presentd un QTL estable en los tres afios de evaluacion. Ademas, se evidenciaron NILs que
presentaron QTLs para VP y F en dos afios de evaluacion (NIL598, NIL320, NIL115, NIL211044
y NIL069). Particularmente, la NIL115 mejor6 la VP y F, con valores tres veces mayores a CAl,
y present6 frutos de color rojo. Para pH se encontraron seis QTLs, dos de ellos localizados en
los cromosomas 1 (NIL095) y 8 (NILO63) fueron consistentes en dos afios donde los alelos
LAO722 aumentaron los valores. Respecto a Forma, las introgresiones tendieron a aumentar la
media de este caracter hacia frutos redondos con algunas excepciones de QTLs para frutos

mas achatados en el tercer afio de evaluacion. En su mayoria, las introgresiones silvestres
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asociadas a EP tuvieron un efecto positivo, aumentado la media para este caracter dando frutos

MmAas carnosos.

Figura I-5. Deteccion de QTLs en las 22 NILs en
un ensayo de tres afios. Representacion en
mapa de calor de las diferencias entre el padre
recurrente S. lycopersicum cv. Caimanta (CAl) y
las 22 NILs. Los datos se normalizaron al valor
minimo 0 maximo en cada caracter. Nivel de
significancia de 0,05 (prueba de Dunnett). Los
bloques blancos simbolizan asociaciones no
significativas. Los bloques en escala roja indican
un efecto de disminucion de la media del
caracter por parte del alelo silvestre, mientras
gue los bloques en escala azul indican un efecto
de aumento. NIL: linea casi isogénica; D:
diametro; A: altura; P: peso; NL: numero de
I6culos; EP: espesor de pericarpio; VP: vida
poscosecha; F: firmeza; a/b y L: indices de
color; CSS: contenido de sdlidos solubles; AT:

acidez titulable
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Coleccién de 22 NILs
Frutos representativos de las 22 NILs se muestran en la figura Figura I-6. Se puede

observar el tamafio, forma y color de cada una de las NILs.

°® 00 °c O -

NILO9S NIL220060 NIL295 NIL598

NIL320 NIL115 NIL162 NIL211044 NIL128
NIL286 NIL276 NILO45 NIL327
NILO63 NILO69 NILO70 NILO34 NIL596

00 06 00 00

NIL318 NILO80 NILGO036 NIL1061

Figura I-6. Frutos representativos de las 22 NILs.
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La integracion de la informacién obtenida a partir de la caracterizacion molecular junto a
la fenotipica en los tres afios de evaluacion fue utilizada para el analisis de la coleccion de 22
NILs. Los valores de BLUP estimados a partir de la evaluacién en los tres afios y la interaccion
permiten tener un valor fenotipico descriptivo para cada NIL (Tabla I-2).

El ACP a partir de los valores de BLUP resume la informacion obtenida a partir de los 13
caracteres de calidad evaluados en las 22 NILs en tres afios (Figura 1-7). Las primeras dos
componentes principales explicaron un 57,30 % de la variacion total. La componente 1
representd el 32,79 % y se ponderd hacia caracteres de tamafo y forma de fruto (D, P, NL,
Forma y A); mientras que la componente 2 representé el 24,51 % y fue ponderada hacia VP, F e
indices de colora/by L.

La NIL069, NIL320, NIL115 y NIL276 agruparon junto a mayor VP, Fy L. La NIL286,
NILO45 y NILO80 fueron las que agruparon con valores altos para caracteres de tamafio de
fruto. La NIL220060, NIL327 y NIL295 agruparon con EP, hacia frutos carnosos. Por otro lado,
un gran nuamero de NILs agruparon con Forma y a/b, indicando que sus frutos poseen una

forma redonda y color rojo intenso.
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Tabla I-2. Valores BLUP para cada caracter y cada NIL.

NIL D A Forma P NL EP VP F ab L CSS pH AT
NILO95 4,70 3,85 0,84 63,40 3,74 0,52 14,21 53,04 091 42,26 5,49 4,56 0,45
NIL220060 5,41 4,18 0,80 80,15 3,94 0,60 16,94 53,59 0,76 43,03 5,64 4,40 0,56
NIL295 511 3,92 0,78 73,24 5,88 0,53 13,48 51,63 0,75 42,64 5,53 4,48 0,49
NIL598 5,76 4,11 0,71 83,28 7,27 0,58 23,98 6547 0,11 51,39 5,57 4,48 0,49
NIL320 5,22 4,06 0,80 74,56 6,16 0,54 25,18 6091 -0,04 53,20 5,67 4,65 0,41
NIL115 5,12 4,01 0,80 70,36 5,37 0,51 23,01 63,23 0,46 49,38 5,66 4,40 0,55
NIL162 4,55 3,54 0,78 59,45 4,57 0,45 15,79 53,30 1,11 40,10 5,72 4,47 0,52
NIL128 5,38 4,15 0,78 74,73 6,82 0,46 21,48 57,38 0,66 46,77 5,83 4,33 0,58
NIL211044 4,62 3,95 0,89 63,28 3,37 0,54 19,11 57,38 1,05 41,87 6,13 4,50 0,56
NILO45 5,86 4,31 0,74 86,79 6,54 0,52 15,77 52,44 0,95 41,63 5,53 4,43 0,48
NIL276 4,89 3,79 0,82 71,17 5,65 0,41 20,71 58,62 0,44 48,04 5,80 4,48 0,54
NIL286 5,57 4,06 0,73 80,26 8,16 0,46 11,32 54,50 0,85 41,91 5,73 4,33 0,70
NILO63 4,85 4,02 0,86 65,74 3,19 0,56 1564 54,93 0,86 41,77 5,32 4,58 0,40
NIL327 5,37 4,41 0,85 79,59 5,10 0,65 19,51 53,60 0,70 44,55 5,62 4,48 0,53
NILO34 4,36 3,50 0,82 56,56 4,08 0,46 28,77 5521 0,89 42,39 5,70 4,54 0,45
NILO69 4,46 3,48 0,82 62,33 514 0,36 36,25 61,19 0,13 50,30 5,57 4,36 0,67
NILO70 4,54 3,77 0,87 60,02 4,85 0,46 22,69 57,74 0,77 43,11 5,70 4,52 0,48
NIL318 4,88 3,88 0,81 64,64 5,30 0,46 14,38 47,35 0,92 41,18 5,89 4,44 0,62
NIL596 4,45 3,59 0,82 57,06 3,47 0,56 12,50 54,99 0,85 40,41 5,72 4,45 0,57
NILO80 5,45 3,99 0,73 75,27 7,97 0,48 1544 56,43 0,63 45,54 5,59 4,42 0,56
NIL1061 511 4,27 0,86 72,41 4,03 0,56 17,28 49,20 0,75 42,99 5,53 4,44 0,49
NILGO036 5,13 4,13 0,82 70,98 3,94 0,57 20,94 53,19 0,24 47,19 5,73 4,43 0,54

NIL: linea casi isogénica; D: diametro (cm); A: altura (cm); P: peso; NL: nimero de I6culos; EP: espesor de pericarpio (cm); VP: vida
poscosecha (dias); F: firmeza; a/b y L: indices de color; CSS: contenido de sélidos solubles (°Brix); AT: acidez titulable (g de acido
citrico y malico/100 g de jugo homogeneizado)
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Figura I-7. Analisis de componentes principales de las 22 NILs a partir de los valores de

BLUP. PC, componente principal; D, diametro; A, altura; P, peso; NL, nimero de l6culos;

EP: espesor del pericarpio; VP, vida poscosecha; F, firmeza; a/b, indice de color a/b; L,

indice de color L; CSS, contenido de sélidos solubles; AT, acidez titulable.
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Discusion

En el Programa de Mejoramiento del grupo GMT, nuestra coleccion de NILs fue
desarrollada utilizando seleccién fenotipica para larga VP y también SAM utilizando un
conjunto de marcadores SSR. En tomate, se ha demostrado una mayor eficiencia en
términos de tiempo y cantidad de material vegetal que se evalla por ciclos mediante la
aplicacion de SAM (Foolad y Sharma 2005). Gracias a la aplicaciéon de SAM se logro
obtener lineas esencialmente derivadas en un numero de generaciones relativamente
bajo (tres o cuatro rondas de retrocruza y una autofecundacion), alcanzandose las
primeras NILs en generaciones tempranas de forma analoga a lo informado por Eshed y
Zamir (1995) y Tanksley y Nelson (1996) quienes aplicaron estrategias similares. Ademas
de los beneficios en cuanto a tiempo y recursos, un nimero bajo de generaciones supone
una baja frecuencia de dobles recombinaciones, y por tanto, conlleva a una buena calidad
del fondo genético en relacion a la similitud con el progenitor cultivado.

La calidad de fruto mejorada y la reduccion de las pérdidas poscosecha son dos
desafios importantes para el mejoramiento del tomate destinado al consumo en fresco.
Varias NILs de nuestra coleccién mastraron una VP mas larga y un menor ablandamiento
de fruto proporcionado por las introgresiones de la accesion silvestre LA0722 de S.
pimpinellifolium en el fondo cultivado. La mayor VP era esperada ya que se ejercio
presion de seleccion para este caracter durante el desarrollo de la colecciéon de NiLs
(Luciani 2017). La firmeza de los frutos es otro atributo importante en los tomates de
mercado fresco. La reduccién del ablandamiento en las NILs tiene un impacto positivo en
la disminuciéon de las pérdidas poscosecha. Ademas, la recuperacion del tamafio y
carnosidad de los frutos cultivados contribuye positivamente a las preferencias del
consumidor y serian el resultado del proceso de retrocruza hacia el progenitor cultivado. A

su vez, el avance en las rondas de autofecundacion contribuye a la estabilizaciéon de las
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lineas hacia una mayor homocigosis, haciendo que nuestras NILs se conviertan en
materiales de alto valor agronémico y calidad mejorada promisorios para ser inscriptos en
el Registro Nacional de Cultivares del INASE en nuestro pais.

Las NILs constituyen una herramienta muy valiosa para la identificacion y
localizaciéon de QTLs (Zamir 2001). En las NILs, la identificacion de QTLs se ve
simplificada ya que solo difieren del progenitor recurrente en uno 0 Unos pocos segmentos
cromosomicos provenientes del progenitor donante, y por lo tanto, las diferencias
fenotipicas pueden atribuirse directamente a esas regiones (Eshed y Zamir 1995). En
comparacion con otras poblaciones segregantes, al presentar solo una pequefia
proporcion del genoma del donante, en las NILs se reduce notablemente la variacion
genética adicional no asociada al segmento de interés y el enmascaramiento debido a
interacciones epistéticas entre genes del donante. Esto las convierte en un sistema
eficiente para la identificacion de QTLs (Lippman et al. 2007). Uno de los principales
objetivos de nuestra coleccion de NILs fue evidenciar cémo las introgresiones silvestres
de LA0722 afectan los caracteres de calidad del fruto en el contexto genético de CAI. La
comparacion de las NILs con su progenitor cultivado CAI mostré diferencias para todos
los caracteres evaluados excepto para el CSS (Figura I-5). Se observéd que la mayoria de
los QTLs fueron estables en dos o los tres afios de evaluacion.

Se detectaron mayoritariamente QTLs para caracteres de tamafio y morfologia
como era esperado debido al gran contraste en las lineas parentales para estas
caracteristicas. La presencia de alelos de LA0722 presentd un efecto de disminucion de la
media de estos caracteres. Para tamafio de fruto, se observaron asociaciones conjuntas
entre D, A y P, esperables dada la estrecha correlacién que existe entre ellos. De este
modo, resulta probable que se trate de efectos pleiotrépicos y no de la existencia de
distintos QTLs en la misma region cromosomica. Estudios de genotipado y secuenciacion
de alta resolucion en esta region cromosomica de interés permitirian identificar y afinar la
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region con mayor detalle y determinar si se trata de un solo gen con efectos pleiotrépicos
que afectan varias caracteristicas de tamafio, como D, Ay P, o si se trata de varios genes
ligados que influyen de manera independiente en cada una de ellas. La saturacién con
marcadores moleculares y la recombinacion de estas regiones cromosdmicas y su estudio
en diferentes poblaciones o ambientes permitiria también confirmar la presencia de estos
efectos y su impacto.

Para D, de las 22 introgresiones, 20 mostraron asociacion y 13 de ellas fueron
consistentes en dos o incluso los tres afios de evaluacion. En todos los QTLs, los alelos
silvestres tuvieron un efecto de disminucion de la media para este caracter; sin embargo,
un unico QTL en la NIL598 en el tercer afio de evaluacion tuvo un efecto de aumento del
D. QTLs para A se encontraron en casi todas las NILs (20/22) y cuatro mostraron
estabilidad a lo largo de los tres afios. Para Forma se observaron nueve QTLS, donde los
alelos silvestres aportaron a frutos mas redondos en el primer afio de evaluaciéon. En el
segundo afo, estas NILs mostraron la misma tendencia, aunque los valores no fueron
significativamente diferentes del padre recurrente con excepcion de la NIL211044. Se
debe mencionar que en el tercer afio de evaluacion se detectaron ciertos QTLs donde el
alelo silvestre disminuy6 la media del caracter hacia frutos mas achatados. Esto podria
deberse a que el aumento en generaciones pudo haber fijado alelos cultivados en otras
regiones segregantes, aumentando aun mas el recupero del fondo genético cultivado.
Estas asociaciones podrian ser el resultado de nuevos efectos pleiotrépicos descubiertos
e interacciones epistaticas dentro de un fondo genético diferente o con introgresiones
silvestres adicionales (Chaib et al. 2006).

De los QTLs hallados para P y NL, las asociaciones de SSRG036 y SSR1061
(cromosoma 11) fueron previamente detectadas en varias generaciones durante el
desarrollo de las NILs, y con el mismo efecto del alelo proveniente de LA0722 (Luciani
2017). Por otro lado, muchas nuevas asociaciones para P y NL no detectadas
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previamente durante el desarrollo de las NILs fueron descubiertas en la coleccion
conforme se avanzé en el numero de autofecundaciones.

Para el resto de los caracteres de calidad, se encontré un menor niimero de QTLs
probablemente como consecuencia de una herencia mas compleja. Sin embargo, todos
los caracteres mostraron diferencias significativas con el progenitor recurrente (p < 0,05)
excepto en el CSS que presentd variaciones bajas y no se encontré ningun QTL. Esta
ausencia de QTLs para CSS podria estar relacionada con la pérdida de alelos para alto
contenido en azucares gque se dio al seleccionar frutos mas grandes en las NILs. Muchos
estudios en tomate han revelado que QTLs que influyen positivamente en el CSS se
localizan en las mismas regiones cromosémicas que QTLs que impactan negativamente
en el P (Chen et al. 1999; Doganlar et al. 2002; Tieman et al. 2017).

Sin tener en cuenta algunas asociaciones con AT, todos los QTLs de calidad de
fruto detectados mostraron valores mayores en comparacién con el progenitor cultivado
CAl (Figura I-5). En cuanto a VP, la mitad de las NILs presentaron QTLs con un aumento
del valor entre dos y sietes veces. Entre ellas, la NILO34 presenté un QTL estable en los
tres afios de evaluacion. Cercano a la region del SSR110 introgresada en la NILO34 se
localiza LeBR1 (Solyc09g092520), un miembro de la familia de xiloglucano
endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH) (Koka et al. 2000). Las XTH son enzimas
modificadoras de la pared celular y muchas de ellas estan asociadas a la maduracion del
fruto ya que su actividad ocurre durante el ablandamiento (Saladié et al. 2006). Otras NILs
evidenciaron QTLs tanto para VP y F en dos afios de evaluacion (NIL598, NIL320,
NIL115, NIL211044 y NIL069). A diferencia de estas NILs, la NIL0O34 no mostr6 asociacion
a F; sin embargo, presenté una tendencia a mayores valores de F respecto a CAl en los
tres afos de evaluacion.

Siguiendo con F, tres NILs mostraron QTLs estables para este caracter en los tres
afios de evaluacion (NIL598, NIL320 y NIL211044). La NIL598 y la NIL320 también
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presentaron asociacion para color de fruto, mostrando frutos amarillos. En particular,
cerca de la region de SSR320 en el cromosoma 3 en la NIL320, se encontré un gen
involucrado en la biosintesis de carotenoides que codifica una fitoeno desaturasa 1
(PDS1, Solyc03g123760). Este gen mostré signos de seleccion durante la domesticacion
del tomate a partir de S. pimpinellifolium (Razifard et al. 2020). Es posible que alguna
alteracion del gen esté involucrada en la causa de este fenotipo de frutos amarillos.
Ademas, pueden estar implicados otros genes del ablandamiento de fruto dentro de la
region de SSR320. Un gen que codifica para una pectato liasa (PL) bien caracterizada se
encuentra dentro de esta region del cromosoma (Yang et al. 2017).

Se observaron ademas otros QTLs para los indices de color a/b y L en las NILs.
Se pudo notar que las asociaciones dan lugar a NILs de frutos amarillos, aunque ambos
progenitores tengan frutos rojos. Esto también podria observarse en los QTLs de EP que
mostraron valores de espesor mas altos causados por los alelos de LA0722. Esto podria
ser el resultado del aislamiento de distintas regiones del donante silvestre y su
introgresion en el fondo genético de interés que estarian revelando QTLs o interacciones
epistaticas que de otra manera quedarian enmascarados bajo la alta proporcion del
genoma donante y efectos de solapamiento. La exposicion de nuevos fenotipos, no
presentes en las lineas parentales, a causa de nuevas combinaciones e interacciones
entre alelos del donante y el fondo genético del receptor puede generar una variabilidad
inesperada (Lippman et al. 2007).

Para pH, se encontraron QTLs en los cromosomas 1 (SL4.0ch01:70.499.385) y 8
(SL4.0ch08:59.221.251). Similares resultados en estas regiones fueron reportados en
otras lineas de retrocruzas endogamicas de S. pimpinellifolium (Celik et al. 2017).

Las medidas fenotipicas en ensayos replicados en varios lugares y afios son
posibles debido a la inmortalidad de las NILs (Schauer et al. 2006). Esto es una ventaja
de estas poblaciones ya que aumenta el poder estadistico en la evaluacién de caracteres
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cuantitativos y hace posible estimar interacciones ambientales para caracteres de
herencia compleja (Kearsey y Pooni 1996). Asi, fue posible analizar la colecciéon de NILs a
partir de la integracion de la informacién disponible para las 22 lineas en tres afios de
evaluacioén. El célculo de los estimadores BLUP nos permitié obtener un valor fenotipico
descriptivo para cada caracter y cada NIL. Debido a que la varianza fenotipica (VF) es la
suma de la variacion entre individuos debido a causas genéticas (varianza genética, VG) y
a causas ambientales (varianza ambiental, VA), la evaluacion de un genotipo en infinitos
ambientes genera que la VF tienda a la VG (Mariotti y Collavino 2014). Por lo tanto, la
evaluacién de las NILs en tres afios hace que los valores de BLUP calculados se
aproximen a los valores genotipicos de las NILs, constituyendo buenos descriptores para
la coleccion. Dichos valores permitieron la caracterizacién y organizacion de la coleccion

de NILs a partir de la integracion de la informacion recolectada.
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Conclusiones parciales
La evaluacion molecular y fenotipica en tres afios permitié caracterizar y organizar la
coleccion de 22 NILs.
En la coleccion de NILs se detectaron QTLs para todos los caracteres de calidad de
fruto evaluados excepto para CSS.
La presencia de los alelos silvestres disminuyd la media en caracteres de tamafo y

morfologia de fruto y aumentaron la media de VP, F, EP y pH.
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Capitulo I

Deteccion de introgresiones silvestres adicionales

y su efecto en la vida poscosecha de los frutos
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Antecedentes

La secuenciacion de los genomas de los parentales CAl y LA0722 permitié el
desarrollo de nuevos marcadores moleculares (Cambiaso et al. 2019b). Se detectaron un
total de 1.397.518 polimorfismos en la comparacién entre CAl y LA0722. De esta
comparacion se consiguié una lista de inserciones y deleciones utilizada para el desarrollo
de marcadores moleculares de tipo InDel. En estos marcadores, el polimorfismo derivado
de las inserciones y de las deleciones que diferencian a los genomas es revelado
mediante una amplificacion por PCR con cebadores que flanquean la region y posterior
resolucion de los fragmentos de diferentes tamafios por electroforesis. Estos marcadores
presentan mdultiples ventajas respecto a los ya utilizados SSR. Entre ellas se pueden
mencionar la simplicidad del proceso y la visualizacibn mediante geles de agarosa,
sumado a la posibilidad de realizar PCR mudltiples y correr varios InDel en un mismo gel y
disminuir asi el uso de reactivos y el tiempo de procesamiento.

Los marcadores funcionales estan asociados a genes o QTLs ya identificados vy
pueden proporcionar informacién muy util en la caracterizacién de nuevos materiales. En
el grupo de trabajo se dispone de marcadores funcionales relacionados al tamafio y la
forma del fruto. Estos marcadores funcionales fueron empleados, junto a los InDel, para
complementar el estudio de las NILs obtenidas.

Luciani 2017 utiliz6 un total de 89 marcadores moleculares entre ellos los ya
mencionados SSR, sumados a marcadores InDel y funcionales que permitieron identificar

regiones silvestres adicionales en las NILs-CP como se muestra en la Figura IlI-1.
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Figura Il-1. Genotipado de las NILs-CP con un conjunto de 89 marcadores moleculares
del tipo SSR, InDel y funcionales. Esquema representativo de la posicion fisica de las
introgresiones silvestres que posee cada NIL. A la izquierda se representan las 22 lineas
y arriba los 12 cromosomas. Los circulos azules representan las introgresiones
heterocigotas (CP) determinadas por los SSR para las cuales fue desarrollada la NIL; los
circulos rojos representan las introgresiones adicionales en condicién homocigota para los
alelos silvestres provenientes de S. pimpinellifolium LA0722 (PP), determinadas por los

marcadores InDel y funcionales; los circulos negros representan las introgresiones CP

adicionales.

El programa de mejoramiento del grupo GMT tiene como objetivo principal la
obtencién de genotipos con larga VP y calidad de fruto, que son altamente apreciados en
el mercado del tomate fresco. Para el tomate se ha demostrado que los métodos
empleados después de la cosecha pueden disminuir las pérdidas (Raffo et al. 2012). Sin
embargo, los frutos tratados quimicamente no son bien aceptados por los consumidores.

Por otro lado, las estrategias de mejoramiento para prolongar la VP en tomate se han
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focalizado principalmente en mutaciones espontaneas que afectan la maduracion, a
través de la incorporacion de genes larga vida a cultivares comerciales, o a partir de
ingenieria genética, pero estas estrategias presentan la disminucién de calidad de fruto o
la baja aceptacion en el mercado. Otra alternativa para extender la VP, como se mencioné
en la introduccion, es recurrir a las especies silvestres. El desarrollo de NILs tiene el
potencial no solo de introducir variabilidad y mejorar el germoplasma élite, sino también
de estudiar la contribucion de genes silvestres o QTLs en un fondo genético apropiado.
Las NILs desarrolladas a partir de un cruzamiento interespecifico constituyen una
herramienta muy valiosa para la identificacion y localizacion de QTLs y para ampliar la
diversidad genética en el germoplasma cultivado. La exploracion de introgresiones
silvestres adicionales en las NILs desarrolladas hace posible el estudio de nuevas
regiones genémicas o QTLs involucrados en la determinacion de caracteres de interés

como la VP con la posibilidad de derivar nuevas variedades comerciales.
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Objetivos especificos

Caracterizar molecularmente los individuos de las 22 NILs de tomate con un conjunto
de 89 marcadores moleculares.
Establecer haplotipos en la coleccion de NILs.

Analizar el efecto de las introgresiones silvestres adicionales sobre la VP de los frutos.
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Materiales y métodos

Caracterizacion molecular de las 22 NILs

Se realiz6 una caracterizacion molecular de las 22 NILs con el fin de genotipar las
introgresiones silvestres adicionales. Para ello, se extrajo ADN gendmico de hojas
jovenes de un promedio de 10 individuos de cada una de las 22 NILs en la segunda
campafa de evaluacion (2018-2019) utilizando un kit comercial (kit de purificacién de ADN
gendmico Wizard® de Promega®). EI ADN extraido se disolvié en buffer TE (Tris-Cl 10
mM pH 8,00, EDTA 1 mM) y la concentracién final se ajusté a 40 ng/uL. La cantidad y
calidad de ADN extraido se evalud en geles de agarosa al 1 % por comparacion con un
estandar de ADN del fago lambda.

Se utilizaron multiples tipos de marcadores moleculares. Ademas de los SSR
utilizados durante el desarrollo de las NILs, se utilizaron 62 InDel desarrollados a partir de
la secuencia del genoma de CAIl y LA0722 (Cambiaso et al. 2019b) y cuatro marcadores
funcionales para genes de tamafio de fruto: FW2.2 (Blanca et al. 2015), LC (Mufios et al.
2011), FW3.2 (Chakrabarti et al. 2013) y FAS (Rodriguez et al. 2011). Los marcadores
fueron seleccionados para cubrir todo el genoma del tomate. Los detalles de los
marcadores usados se resumen en la Tabla Suplementaria S1.

Se utilizaron protocolos de PCR estandar para obtener productos de amplificacion
de los diferentes tipos de marcadores moleculares. En la reaccion de PCR para los InDel,
cada muestra (20 pL de volumen final) consistié de 40 ng de ADN gendmico, 2,5 mM de
dNTPs, 40 mM de cloruro de magnesio (MgCl,), 10 uM de cada primer, 2 yL de Taq buffer
10X y 1,5 unidades de Tag polimerasa. Se utiliz6 el siguiente protocolo de amplificacion:
una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C y luego se repitieron los siguientes tres

pasos: 30 s a 94 °C, 30 s a la temperatura de hibridacién y 1 min a 72 °C durante 32
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ciclos, finalizando con un paso de elongacion de 5 min a 72 °C. La temperatura de
hibridacion varié en un rango de 52 a 56 °C de acuerdo al InDel amplificado.

Las electroforesis de los marcadores InDel y funcionales se realizaron en geles de
agarosa al 3 % p/v tefiidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific®),
mientras que los marcadores SSR se corrieron en geles de poliacrilamida al 6 % p/v
tefiidos mediante un kit de tincién con nitrato de plata comercial (Silver Sequence Staining
Reagents, Promega®).

Se determiné el namero promedio de introgresiones silvestres en cada NIL
contabilizando aquellas introgresiones en condicion homocigota para los alelos de LA0722
(PP) y en condicién heterocigota (CP). Ademas, se calculé el porcentaje de germoplasma

de CAl recuperado como:

o GR = L z’v: nCCx2+4nCP
O TN nMM x 2

=1

donde % GR es el porcentaje de genoma cultivado recuperado en cada NIL, nCC el
namero de marcadores que fueron homocigotas para el alelo cultivado proveniente de CAI
en el individuo i, nCP el nimero de marcadores que fueron heterocigotas para el individuo
i, NMM el nimero total de marcadores evaluados en el individuo i y N es el nUmero de

individuos evaluados por cada NIL.

Deteccion de QTLs de VP en haplotipos de las 22 NILs

Con la evaluacién fenotipica para VP y la caracterizacion molecular con 89
marcadores se prosiguié a evaluar el efecto de las introgresiones silvestres adicionales
sobre este caracter. A partir de los datos obtenidos de la caracterizacion molecular se
realizo andlisis de coordenadas principales (ACoP). Por otro lado, los individuos de las 22

NILs se catalogaron en grupos de alta, media y baja VP. El ranking para VP se realiz0 a
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partir de los datos de cuartiles 1y 3 (Q1 y Q3). Aquellos individuos con valores de VP por
debajo del valor de Q1 fueron considerados de baja VP, entre Q1 y Q3 de media VP y por
encima de Q3, de alta VP. La distribucién de estos individuos se observé en el biplot del
ACoP. Se analizaron los cromosomas cuyos marcadores agruparon con las NILs de alta
VP y se evalud el efecto de las introgresiones sobre la VP en esos cromosomas. En la
coleccion de 22 NiLs se identificaron los haplotipos, es decir, las agrupaciones fisicas de
variantes genémicas que se heredan juntas, que estaban presentes en esos cromosomas
y se compararon entre si mediante analisis no paramétrico Kruskal Wallis con un nivel de

significancia del 5 %.
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Resultados

Caracterizacién molecular de las 22 NILs

La caracterizacion molecular con el conjunto de 89 marcadores moleculares
permitié determinar el genotipo de las introgresiones silvestres en los individuos de las 22
NILs. La Figura 1l-2 muestra esa caracterizacion molecular donde se observa de manera
esquematica la posicion fisica de las introgresiones silvestres. Como se puede observar,
las NILs presentan introgresiones silvestres adicionales a aquellas determinadas por los
SSR para las cuales habian sido desarrolladas. Los circulos azules representan las
introgresiones homocigotas para los alelos silvestres provenientes de S. pimpinellifolium
LA0722 (PP) determinada por los SSR para las cuales fue desarrollada la NIL; los circulos
rojos representan las introgresiones silvestres PP adicionales y los negros, las
introgresiones silvestres adicionales en condicion heterocigota (CP).

Considerando el total de introgresiones silvestres PP y CP, el nimero promedio de
introgresiones silvestres por NIL varié entre 3 y 13 (Figura II-3). Por otro lado, el
porcentaje del fondo genético cultivado recuperado varié entre 86,5y 97,1 % (Figura 1l-4).
La NIL con el menor nimero de introgresiones silvestres fue la NILO80, con un promedio
de 3. Las otras NILs desarrolladas para el cromosoma 11 (NILG036 y NIL1061) también
estuvieron dentro de las de menor nimero de introgresiones promedio. Por otro lado, la
NIL095, NIL162, NIL211044 y NIL0O63 fueron las que presentaron el mayor nimero, con

un promedio de 13.

55



NIL095

NIL220060

NIL295

NIL598

NIL320

NIL115

NIL162

NIL211044

NIL128

& & —00—08 080 A 4 » 4

Py 00— 08 e ey Py

& 0008

e L 0 900 L 4 L g
. o— o0 .

A g L *—00 b 00 A d ®

® o & O
® o0 0

L

[ 2N BN B BN BN BN N

® o @ 4
[]
L

°
[ ]

LA L A d
08 &
09 ° Py
0 & *
& » 4
P Py Py
-0 & L 2
Prp— ° o
A D o L
pny °
o8 L 2
et ® ® L 4
Lo *
> o Py - Py
L & \ d &
° Py Py ° Py
L g L ® ® L 4
L A \ g \ g
Py P ® Py Py
L g L ® & &
L 4 L ® ® A4
° o Py
* o ® ®
& 98- &
*—o 0000 06 ®
* o 9000 00 4 A
[ *—0—& 00— & A g L 2 L
® Py 2000 00 ® Py ° .
L 4 L4 2000 00 ® Ad ® &
Py e °
0o 900000 s 4 * L 2 ®

& 98—08 .
Py 0
L L LA ®
L 4 20—0—00 d * &

¢ 0040

$9 09002

8800888
]

® PP-SSR @ PP @ CP

56



NIL286

NIL276

NILO45

NIL327

NILO63

NILO69

NILO70

NILO34

NIL596

NIL318

NILO80

NILGO36

NIL1061

A -y P
L o —e e P P
od L ®
. L P
° Py °

e o oo * L - o

E——— L
989000 ® L Lod 00
0—0—08 " g & A 00

[ N J

® PP-SSR @ PP @ CP

57



Figura II-2. Caracterizacion molecular de individuos de las 22 NILs basada en un conjuto
de 89 marcadores moleculares de tipo SSR, InDel y funcionales. Esquema representativo
de la posicién fisica de las introgresiones silvestres. A la izquierda se representan las 22
lineas y arriba los 12 cromosomas. Los circulos azules representan las introgresiones
homocigotas para los alelos silvestres provenientes de S. pimpinellifolium LA0722 (PP)
determinada por los SSR para las cuales fue desarrollada la NIL; los circulos rojos
representan las introgresiones silvestres PP adicionales y los negros, las introgresiones

silvestres adicionales en condicién heterocigota (CP).
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Figura 1I-3. Nuomero promedio de introgresiones silvestres (en condicion homocigota o

heterocigota) en cada NIL.
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Figura Il-4. Porcentaje del genoma cultivado recuperado en cada NIL.

Andlisis de QTLs de VP para haplotipos en las 22 NILs

El ACoP mostré que las dos primeras coordenadas principales explicaron un 27,2
% de la variacion total (Figura 1I-5). La coordenada principal 1 fue la que mostré un
agrupamiento de las NILs de alta VP en dos grupos como se marcan en elipses rosas en
la Figura II-5. Esta coordenada principal 1 presenté una contribucion mayoritaria por parte

de marcadores localizados en los cromosomas 4, 5y 11.
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Figura 1I-5. Analisis de coordenadas principales a partir de la caracterizacion molecular
con el conjunto de 89 marcadores moleculares. En color se muestra la disposicion de los
individuos de las NILs segun alta, media y baja vida poscosecha (VP). Puntos grises
indican los marcadores moleculares. Elipses rosas marcan el agrupamiento para NILs de

alta VP. CP, coordenada principal.

Se observé una asociacion a VP para introgresiones silvestres en los cromosomas
4, 5y 11 con un efecto positivo sobre este caracter. En la Figura 1l-6 se observan con
letras diferentes las diferencias significativas entre los diferentes haplotipos (p < 0,05). Los
haplotipos se esquematizan a partir de sus introgresiones silvestres en cada cromosoma:
en rojo se muestran las regiones homocigotas para los alelos de LA0722 de S.
pimpinellifolium y en gris, las homocigotas para los alelos de S. lycopersicum.

Para el cromosoma 4, el haplotipo 2 se diferencié significativamente del haplotipo
4 cultivado, mientras que los haplotipos 1 y 3 no lo hicieron. Analizando las introgresiones

silvestres en cada haplotipo fue posible delimitar una regiéon en el cromosoma 4 como la
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responsable del incremento significativo en la VP. En la Figura 1I-7 se detalla la
caracterizacion molecular en los individuos correspondientes a los tres haplotipos del
cromosoma 4 que presentan introgresiones silvestres. Como se puede observar, el
haplotipo 2 presenta una introgresion silvestre exclusiva de 7,17 Mpb comprendida entre
los marcadores IND4-0238 (SL4.0ch04:2.413.372) e IND4-0954 (SL4.0ch04:9.580.217),
que esta ausente en los haplotipos 1 y 3. Esta region destacada en color rojo en la parte
superior del cromosoma 4 incremento la VP en un 70 %.

Por otro lado, la VP de los haplotipos 3 y 4 del cromosoma 5 y los haplotipos 1, 2y
3 del cromosoma 11 fue significativamente mayor respecto al haplotipo cultivado (Figura

[I-6). Sin embargo, no fue posible delimitar una Unica region asociada a esta suba.
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Figura II-6. Asociaciones a vida poscosecha (VP) en los cromosomas 4, 5y 11. Boxplots
para VP de los diferentes haplotipos. Letras diferentes muestran diferencias significativas
(p < 0,05). Debajo se esquematizan los cromosomas con las introgresiones silvestres que
caracterizan a cada haplotipo. En rojo se muestran las regiones homocigotas para los
alelos de LA0722 de S. pimpinellifolium (PP) y en gris, las homocigotas para los alelos de

S. lycopersicum (CC).
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Figura ll-7. Esquema de la caracterizacion molecular en los individuos correspondientes a
los tres haplotipos del cromosoma 4 que presentan introgresiones silvestres. Los tres
haplotipos se diferencian en tonos rosas. Los circulos rojos representan las introgresiones
homocigotas para los alelos silvestres provenientes de S. pimpinellifolium LA0722 (PP) y
las lineas grises, las regiones genomicas en condicion homocigota para los alelos
cultivados provenientes de S. lycopersicum cv. Caimanta (CC). Los marcadores InDels
utilizados se indican en la parte superior. En rojo se destaca una region de 7,17 Mpb que

incrementoé la VP en un 70 %.
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Discusion

La caracterizacion molecular con el conjunto de 89 marcadores moleculares
permitié genotipar y determinar la localizacion de las introgresiones silvestres en los
individuos de las 22 NILs (Figura 1I-2). La mayor cobertura del genoma con nuevos
marcadores moleculares permitié encontrar introgresiones silvestres adicionales. Algunas
de las nuevas introgresiones resultaron extensas abarcando varios marcadores contiguos,
e incluso se reveld6 que en varias NILs los segmentos determinados por los SSR
comprendian marcadores adyacentes.

La presencia de introgresiones silvestres adicionales en el desarrollo de NILs ha
sido reportada por varios autores (Eichten et al. 2011; Pea et al. 2013) quienes afirmaron
la importancia de controlar el fondo genético durante el procedimiento de introgresién para
garantizar la homogeneidad del genoma recurrente en el fondo genético de las NILs. No
obstante, como se determiné a partir de estos analisis moleculares, estas NILs tienen una
alta proporcion del genoma cultivado (mayor al 86 %) y, a su vez, una baja frecuencia de
alelos silvestres con efectos indeseables sobre caracteres agronémicos observados en el
fenotipo.

Estas lineas resultan Utiles en los estudios de QTLs involucrados en la
determinacion de caracteres de interés. A diferencia de la presencia de una Unica
introgresion por linea en una poblacion de lineas de introgresion (ILs), la presencia de
multiples introgresiones en una NIL permite el estudio de las interacciones genéticas que
regulan caracteres complejos. La poblaciéon de NILs proporciona un complemento
sinérgico a la poblacién ILs (Eshed y Zamir 1994), un recurso adicional para vincular
QTLs identificados en las ILs con genes, ya que varias NILs poseen introgresiones
superpuestas mas pequefias dentro de las regiones de introgresion mas grandes que

pueden tener las ILs. Enfocados en el mejoramiento para larga VP, se determiné que
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marcadores en los cromosomas 4, 5y 11 agruparon con NILs de alta VP y se identificaron
diferentes haplotipos en la coleccién de NILs para dichos cromosomas, donde se pudo
comprobar la asociacion con efecto positivo de las introgresiones silvestres. Ciertamente,
la seleccion fenotipica para larga VP ha seleccionado, a su vez, regiones en dichos
cromosomas que estan asociadas a este caracter. En la colecciébn de NILs esto se
evidencié claramente en el cromosoma 4, que a pesar de no contar con ningin SSR
durante el proceso de seleccion por SAM, resulté con una alta proporcion de
introgresiones silvestres adicionales. En la parte superior de este cromosoma fue posible
delimitar una region de interés de 7,17 Mpb que incrementé la VP en un 70 % en
comparacion con el haplotipo cultivado. En dicha regién del cromosoma han sido
identificados 4 genes candidatos involucrados en la maduracion en tomate. Un factor de
transcripcion de respuesta a etileno (Solyc04g009450) con influencias en la acumulacion
de pigmentos se encontr6 diferencialmente expresado en el estado maduro de la mutante
Never-ripe respecto de Ailsa Craig (Guo et al. 2022). Otro estudio reciente ha observado
la expresion diferencial de este gen entre los estados verde maduro y rojo maduro
mientras investigaban el efecto de la acumulacién de antocianinas durante la maduracion
(Xu et al. 2022). Por otro lado, estudios de genes relacionados con la maduracion
regulados tanto por RIN como por RIN-MC han encontrado una poligalacturonasa (PG,
Solyc04g015530) involucrada en la remodelacion de la pared celular en esta region del

cromosoma 4 (Li et al. 2018).
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Conclusiones parciales

Una caracterizacibon molecular mas completa revel6 que las lineas obtenidas
conservaban audn diversas introgresiones adicionales provenientes de S.
pimpinellifolium LA0722.

La caracterizaciébn molecular permitié definir haplotipos en todos los cromosomas y
constatar que varias NILs poseen introgresiones superpuestas.

Las asociaciones a VP de las introgresiones silvestres localizadas en los cromosomas

4,5y 11 prolongaron la VP en comparacion con el haplotipo cultivado.
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Capitulo 1l

Estudios dmicos en lineas casi isogénicas de tomate que
discrepan para calidad de fruto con el fin de identificar

genes involucrados en la maduraciéon
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Antecedentes

La maduracion del fruto requiere la sincronizacion precisa de varios procesos
independientes que provocan el cambio de color desencadenado por la degradacion de la
clorofila y la acumulacién de pigmentos, la mejora del sabor como resultado de la
produccion de azUcares, acidos y compuestos volétiles, y el ablandamiento del fruto
promovido por la remodelacion de la pared celular. Muchos estudios se han focalizado en
mutaciones espontaneas en factores de transcripcién como rin, nor y Cnr que retardan la
maduraciéon de los frutos (Wang et al. 2020). Sin embargo, estas mutaciones tienen
efectos indeseables en la calidad del fruto. Otros enfoques que retrasan la maduracion de
los frutos se han dirigido a proteinas de modificacién de la pared celular en tomates
transgénicos que carecen de aceptacion por parte de los consumidores y tienen que lidiar
con las legislaciones de diferentes paises. Por lo tanto, las NILs con introgresiones
silvestres de S. pimpinellifolium LAO722 representan una oportunidad para estudiar la
maduracioén de fruto y desarrollar, a su vez, variedades larga vida que eviten la ingenieria
genética o los efectos pleiotrépicos indeseables causados por introgresiones de genes
mutantes. En nuestra coleccion se destacaron ocho NILs por su larga VP y mayor firmeza,
mostrando un aumento significativo en comparacion con el progenitor cultivado. Entre
ellas, NIL115 lleva una introgresién homocigota silvestre (SL4.0ch05:2.779.337) que se
asocié con frutos mas firmes y una mayor VP (Figura I-5). Por otro lado, NILO80 present6
un QTL para F (Figura I-5) y un QTL para VP en el que la introgresién en condicion
heterocigota (SL4.0ch11:2.309.947) retrasa la maduracion de los frutos (Luciani 2017).
Ademas, la NILO8O0 fue de las NILs con mayor tamafio de fruto (Figura I-7) y con el menor
namero de introgresiones silvestres, con un promedio de 3 (Figura II-3). Con base en

estas caracteristicas fenotipicas, se seleccionaron las NIL115 y NILO80 para una

68



investigacion mas exhaustiva del papel de las introgresiones provenientes de LA0722 en

la maduracion del fruto a través de estudios transcriptémicos y protedmicos.
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Objetivos especificos
Caracterizar y comparar el transcriptoma y el proteoma de NILs que discrepan para
caracteres de calidad de fruto.

Integrar la informacion de las aproximaciones 6micas con el fin de identificar genes

candidatos involucrados en la maduracién de fruto.

Proponer un modelo de genes con potencial efecto en la maduracién de tomate.
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Materiales y métodos

Material vegetal

En este estudio se utilizaron las NILs resaltadas en gris en la Figura Ill-1. La
NIL115 cuenta con la introgresion SSR silvestre homocigota (PP) en SSR115
(SL4.0ch05:2.779.337) mientras que la NILO80 posee una introgresion PP en SSR080
(SL4.0ch11:2.309.947). En una nueva campafa de evaluacion, individuos de esta NILs
fueron evaluados a partir de distintos enfoques que incluyeron evaluacion fenotipica,
gendmica, transcriptémica y protedmica, que se utilizaron para un analisis integral sobre
la maduracion de fruto. Para ello, se recolect6 tejido de pericarpio de un solo fruto de tres
plantas diferentes por genotipo (tres réplicas biol6gicas) en dos estados de madurez:
verde maduro (VM) y rojo maduro (RM). El nimero total de frutos por genotipo fue de
seis. El estado VM corresponde al final de la expansién celular, cuando el crecimiento del
fruto se detiene y los frutos comienzan a madurar, mientras que el RM corresponde al
fruto que ha alcanzado el color de la madurez (Giovannoni 2004). Las comparaciones se

realizaron entre estos dos estados de madurez por genotipo.
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Figura IlI-1. Esquema del material vegetal seleccionado. Las NILs resaltadas en gris

fueron seleccionadas para un analisis integral sobre la maduracion de fruto.

Enfoques fenotipico y genémico

Seis individuos de la NIL115 y 10 individuos de la NILO80 fueron caracterizados
fenotipicamente a partir de los 13 caracteres de calidad de fruto siguiendo la metodologia
especificada en el capitulo I. En esta misma campafa se evaluaron los progenitores (CAl
y LA0722) como testigos. Para el analisis gendmico, se caracterizaron molecularmente los
individuos de las dos NILs con los 89 marcadores moleculares como se especifico en el

capitulo Il.

Enfoque transcriptomico: perfiles de expresion por ADNc-AFLP

Las muestras utilizadas correspondieron al pericarpio congelado de tres réplicas
bioloégicas por NIL en los estados de madurez VM y RM. ElI ARN total se extrajo con
TriPure Isolation Reagent segun las instrucciones del fabricante (Roche, Basilea, Suiza).

Brevemente, se mezclaron 500 mg de pericarpio molido con 1 mL de reactivo de
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aislamiento TriPure. Se afiadié un volumen de cloroformo y se separé la fase acuosa que
contenia el ARN. El ARN finalmente se precipité con 0,5 mL de isopropanol.

La sintesis de ADNc para obtener perfiles de ADNc-AFLP se realizé de acuerdo
con Pereira da Costa et al. (2018). La primera y la segunda hebra de ADNc se obtuvieron
a partir de 1 ug de ARN total. La digestion se realiz6 utilizando las enzimas de restriccion
Apol y Msel (Vos et al. 1995). Las secuencias de los adaptadores, las condiciones de
ligacion y amplificacion se llevaron a cabo siguiendo el protocolo propuesto por Vuylsteke
et al. (2007). Se realiz6 una preamplificacion utilizando secuencias de cebadores sin base
selectiva al final (+0). Para la amplificacion selectiva, se usaron secuencias de cebadores
que terminaron con una base selectiva (+1) en cuatro combinaciones (Tabla
Suplementaria S2). Los productos de amplificacion selectiva se separaron en geles de
poliacrilamida al 6 % p/v funcionando a 50 W durante 3 h y se visualizaron mediante
tincién con plata (Silver Sequence Staining Reagents, Promega®).

La identificacion de los fragmentos derivados de la transcripcion (TDF) se realizé
sobre la base de su patron de expresion diferencial. Se considerd la presencia o ausencia
de un TDF cuando dos o mas réplicas biol6gicas presentaron banda o no,
respectivamente. Las comparaciones se realizaron entre los estados VM y RM en cada
NIL. Se calcul6 el numero total de TDF y TDF polimérficos por estado de madurez.

Los TDF se cortaron, eluyeron y volvieron a amplificar para secuenciarlos en
funcién de la expresion diferencial observada entre los estados de madurez. La
secuenciacion se llevd a cabo utilizando los servicios de Macrogen Inc. (Corea). El
andlisis secuenciado se realizé a través de la herramienta BLASTn (SOLGENOMICS
2022) usando las bases de datos Tomato Genome CDS (ITAG version 4.0) y S.

pimpinellifolium CDS LA1589.
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Enfoque protedmico: cuantificacidén proteica libre de etiquetas

Se llevo a cabo una cuantificacion libre de etiquetas (LFQ, por sus siglas en ingles
label-free quantification). Para este experimento se utilizé6 el mismo tejido que en el
enfoque transcriptbmico descrito en el material vegetal. Aqui también incluimos los
genotipos parentales (CAl y LA0722) que fueron utilizados como testigos y en los que se
realizaron las comparaciones entre los estados VM y RM.

Las proteinas se extrajeron de 1 g de pericarpio por combinacion de genotipo-
estado de madurez segin Wu et al. (2014). En este experimento se utilizaron tres réplicas
biol6gicas. Los precipitados proteicos se disolvieron en 60 puL de urea 6 My CHAPS al 1
% p/v. La concentracién de proteinas totales se cuantificé mediante absorbancia a 280 nm
y densitometria en gel después del procedimiento de extraccion. Un total de 24 muestras
(Tabla IlI-1) fueron enviadas al Centro de Prote6mica de CEQUIBIEM (Universidad de
Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina) para digestibn de proteinas y andlisis de
espectrometria de masas (MS). Cada muestra se redujo con DTT 20 mM durante 45 min
a 56 °C, se alquilé con yodoacetamida 50 mM durante 45 min en la oscuridad y se digiri6
con tripsina durante 8 hs. La extraccion de péptidos se realiz6 con acetonitrilo y la
limpieza de sal se realizé a través de Zip-Tip C18 (Merck). Los péptidos desalados se
analizaron mediante nanocromatografia liquida de alta resolucién (EASY-nLC 1000,
Thermo Scientific®) acoplada a un espectrometro de masas de tecnologia Orbitrap (Q-
Exactive, celda de disociacion de alta colisién y analizador Orbitrap, Thermo Scientific®).
La ionizacion de péptidos se realiz6 mediante electropulverizacién (Easy Spray, Thermo
Scientific®) a 2,5 kV.

Los espectros obtenidos se analizaron utilizando el programa Proteome Discoverer
2.2 (Thermo Scientific®). La busqueda se realizé utilizando una tolerancia de masa para
precursores de 10 ppm y una tolerancia de masa para fragmentos de 0,05 Da con una
tasa de descubrimiento falso del 1 %. A continuacién, se seleccioné la enzima tripsina y
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se permitieron hasta dos escisiones erroneas. Como modificacién dinamica se usé la
oxidacion sobre metionina y la carbamidometilacion sobre cisteina se us6é como
modificacion estatica. Para la identificacién de proteinas, se realizaron blsquedas contra
la base de datos de Solanum lycopersicum cv. Heinz 1706 (UniProt, referencia del

proteoma: UP000004994). Los datos de proteémica de MS se depositaron en el

Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio PRIDE (Perez-Riverol et al. 2022)
bajo el identificador PXD036132.

Las intensidades de proteina se transformaron con la funcién logaritmo. La
imputacion de los valores de intensidad Log, se llevo a cabo utilizando una distribucion
normal desplazada hacia abajo con un ancho de 0,3 y un desplazamiento hacia abajo de
1,8 para cada muestra. La abundancia relativa de péptidos en las etapas de maduracion
se compard con el software R (version 3.6.3). Brevemente, se utilizé el analisis empirico
de Bayes del paquete Bioconductor limma para obtener las proteinas expresadas
diferenciales (DEPSs) entre los dos estados de madurez (VM versus RM) en cada genotipo
(Gentleman et al. 2004). Se establecio un valor de p < 0,05 y valores de Log, del cambio
(Logz FC, por sus siglas en inglés fold change) por encima de 1 o por debajo de -1 para
determinar un aumento significativo de proteinas abundantes en las etapas VM o RM. Se
realizé un analisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) para todas las DEPs por
genotipo utilizando el programa agriGO v2.0 (Tian et al. 2017) utilizando las siguientes
condiciones: la especie Solanum lycopersicum, tipo Plant GO Slim y referencia Transcript

ID (version ITAG4.0).
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Tabla Ill-1. Muestras de tejido vegetal recolectadas de pericarpio de fruto de 4 genotipos
(CAI, LAO722, NIL115, NIL0O80) en dos estados de madurez (VM, verde maduro y RM,
rojo maduro) y tres réplicas bioldgicas (R1, R2 y R3).

Réplica
biol6gica
R1
VM R2
R3
R1
RM R2
R3
R1
VM R2
R3
R1
RM R2
R3
R1
VM R2
R3
R1
RM R2
R3
R1
VM R2
R3
R1
RM R2
R3

Genotipo Estado de madurez

CAl

LAQO722

NIL115

NILO80

Integracion de las aproximaciones émicas

Se utilizé la informacion recolectada de las diferentes aproximaciones dmicas para
plantear un modelo de genes involucrados en la maduracion de tomate. El analisis de GO
se utilizé para filtrar e identificar las DEPs involucradas en la maduracién a partir de los
términos GO relacionados a dicho proceso. De las DEPs identificadas se analiz6 si su

regulacion se encontraba incrementada en el estado VM, en el RM o era invariante en
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cada genotipo. Este andlisis también se realizé en los progenitores para comparar si el
patron de expresion observado en las NILs coincidia con alguno de ellos o era diferencial.
A partir del patrén de regulacién observado y de la funcionalidad de los genes
determinados se analizo el efecto positivo 0 negativo de cada uno de ellos sobre la
maduraciéon. Por otro lado, se evaludé la localizacion de los genes y proteinas
diferencialmente expresadas y se compard con la localizacién de las introgresiones

silvestres identificadas a partir del analisis gendémico.
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Resultados

Andlisis fenotipico

Los valores medios y sus errores estandar se muestran en la Tabla IlI-2 para los
13 caracteres de calidad de fruto en las dos NILs seleccionadas (NIL115 y NIL0O80) y sus
progenitores (CAl y LA0722). En la Figura lllI-2 se resume el fenotipado basado en estos
13 caracteres para los cuatro genotipos. Los valores graficados corresponden a valores
estandarizados segun el minimo y maximo valor por caracter en una escala de 0 - 1. En
lineas rojas se muestran los valores de cada genotipo y en fondo color gris, los valores de
CAl, progenitor contra el cual se hicieron las comparaciones.

Los genotipos parentales, CAl'y LA0722, presentaron diferencias significativas (p <
0,05) para todos los caracteres, excepto para indice de color a/b y pH. CAl se caracterizé
por presentar los valores mas altos en caracteres de tamafio (D, Ay P). LA0722 presentd
frutos redondos (Forma = 0,93 + 0,01), mas pequefios (0,74 + 0,04 g de P) mientras que
CAIl mostro frutos aplanados (Forma = 0,72 + 0,01) méas pesados (76,89 + 7,47 g de P).
LAQO722 mostré valores mas altos para caracteristicas de calidad como VP (15,19 + 3,07
dias), F (57,33 £ 1,53), CSS (9,10 = 0,65 °Brix) y AT (0,96 £ 0,14 g de acido citrico y
malico/100 g de jugo homogeneizado).

Con respecto a las NILs, ninguna mostré diferencias para P en comparacion con
CAIl. Ademas, la NILO80 present6 tamafio y morfologia similar a CAl (Forma y NL). Ambas
NILs exhibieron frutos carnosos (0,67 £ 0,09 cm y 0,47 £ 0,02 cm de EP para NIL115 y
NILO80, respectivamente), también sin diferencias con respecto a CAl. En cuanto a VP, la
NIL115 mostro6 diferencias con CAI (4,50 £ 1,61 dias para CAI vs 14,00 + 1,38 dias para
NIL115). Por otro lado, ambas NILs presentaron frutos significativamente mas firmes que
CAl. Para el indice de color a/b, NILO80 exhibi6é un valor medio negativo y fue diferente a

CAl.
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Tabla IllI-2. Valores medios y errores estandar para los 13 caracteres de calidad de

NIL115, NILO80 y sus progenitores (CAl y LA0722).

Caratiares Progenitores NILs
CAl LAQ722 NIL115 NILO80
D 7,27 +0,18 1,24 + 0,03* 3,96 + 0,37* 5,89 + 0,27*
A 5,18 + 0,20 1,14 + 0,03* 3,32 £0,27* 4,26 + 0,14*
Forma 0,72+ 0,01 0,93 £ 0,01* 0,85 £+ 0,03* 0,74 + 0,01
P 76,89 + 7,47 0,74 + 0,04* 31,64 + 8,76 96,21 + 10,54
NL 8,87 +£0,44 2,06 + 0,03* 3,34+ 0,67* 7,25+ 0,58
EP 0,41 + 0,04 0,075 £ 0,01* 0,67 + 0,09 0,47 + 0,02
VP 450+ 1,61 15,19 + 3,07* 14,00 + 1,38* 10,60 + 1,97
F 42,12 + 2,85 57,33 + 1,53* 90,97 + 6,14* 97,90 + 2,24*
a/b 0,88 + 0,02 1,08 £0,11 0,42 + 0,62 -0,27 + 0,02*
L 55,98 + 8,83 39,49 + 0,98* 45,07 £ 14,11 58,02 + 0,90
CSS 5,78+ 0,44 9,10 + 0,65* 6,67 + 0,37 4,87 +0,13
pH 4,41 +0,12 4,46 + 0,07 4,77 £ 0,20 4,29 +0,11
AT 0,52 + 0,08 0,96 = 0,14* 0,30 + 0,00 0,45 + 0,04

D: diametro (cm); A: altura (cm); Forma (A/D); P: peso (g); NL: nimero de l6culos; EP:
espesor de pericarpio (cm); VP: vida poscosecha (dias); F: firmeza; a/b y L: indice de
color CIELAB; CSS: contenido de sélidos solubles (°Brix); AT: acidez titulable (g acido
citrico y malico/100 g de jugo homogenizado).
Asteriscos muestras diferencias significativas con CAIl (Prueba de Dunnett, p < 0,05).
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Figura IlI-2. Fenotipado basado en los 13 caracteres de calidad de fruto en la NIL115, la
NILO8O0 y sus progenitores (CAl y LA0722). Los circulos corresponden a una escala de O -
1 de valores estandarizados segun el minimo y maximo valor por caracter fenotipico. El
color gris de fondo indica los valores de CAIl y las lineas rojas, los valores de cada
genotipo. Los asteriscos muestran diferencias significativas con CAIl (Prueba de Dunnett,
p < 0,05). D, didmetro; A, altura; P, peso; NL, niumero de l6culos; EP: espesor del
pericarpio; VP, vida poscosecha; F, firmeza; a/b, indice de color a/b; L, indice de color L;

CSS, contenido de solidos solubles; AT, acidez titulable.
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Andlisis gendmico de las NILs

En ambas NILs se revelaron introgresiones silvestres adicionales a las que habian
sido determinadas por el conjunto de SSR durante el desarrollo (Figura I11-3). En
promedio, la NIL115 tuvo siete introgresiones adicionales mientras que NIL080, solo tres.
Un 3,93 % del genoma de la NIL115 presentaba introgresiones silvestres homocigotas
(PP) mientras que un 4,31 % eran heterocigotas (CP). En la NIL080, un 2,36 % del
genoma era PP y un 1,57 % era CP.

Los segmentos determinados por los marcadores SSR comprendieron InDels
adyacentes. Junto al SSR115 (SL4.0ch05:2.779.337) se encontraron introgresiones
silvestres en el IND5-0325 (SL4.0ch05:3.300.671) y el IND5-0697 (SL4.0ch05:7.037.638)
para la NIL115. Cerca del SSR080 (SL4.0ch11:2.309.947), el IND11-0017
(SL4.0ch11:186.598) segregd en individuos de la NILO80. Ambas NILs también tenian
introgresiones adicionales localizadas en otros cromosomas. La NIL115 present6 dos
introgresiones silvestres en la base del cromosoma 3 (IND3-5470, SL4.0ch03:49.258.124
y FW3.2, SL4.0ch03:59.219.937), y una en cada uno de los siguientes cromosomas: 8
(IND8-6582, SL4.0ch08:63.974.144), 10 (IND10-0429, SL4.0ch10:4.087.865) y 11 (FAS,
SL4.0ch11:52.946.405). Por otro lado, la NILO80 mostrd una introgresion adicional en la
base del cromosoma 2 (IND2-3976, SL4.0ch02:37.775.679) y una en la parte superior del

cromosoma 12 (IND12-0379, SL4.0ch12:3.831.421).
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Figura I1lI-3. Representacion esquematica del analisis gendémico basado en 89
marcadores moleculares en individuos de la NIL115 y la NIL0O80. Los numeros de
cromosomas se muestran en la parte superior. Los circulos grises corresponden a las
regiones gendémicas en condicibn homocigota para los alelos del padre cultivado S.
lycopersicum cv. Caimanta (CC); los circulos azules representan las introgresiones
homocigotas para los alelos silvestres provenientes de S. pimpinellifolium LA0722 (PP)
determinada por los SSR para las cuales fue desarrollada la NIL; los circulos rojos
representan las introgresiones silvestres PP adicionales y los negros, las introgresiones

silvestres adicionales en condicién heterocigota (CP).

Polimorfismos de transcripcion relacionados con la maduracion

Los resultados del andlisis de cDNA-AFLP se presentan en la Figura lll-4 para la
NIL115 y la NILO80. Los circulos corresponden a cada estado de madurez (VM o RM).
Los numeros dentro de cada circulo muestran los TDF polimorficos exclusivos de cada
estado, mientras que el nimero en la interseccion, los TDF monomorficos. Debajo se

indica el porcentaje de polimorfismo entre los dos estados de madurez. El andlisis mostro
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un total de 55 TDF totales para la NIL115, de los cuales 7 fueron monomorficos entre los
dos estados de madurez, 29 exclusivos del VM y 19 exclusivos del RM (Figura lllI-4). Para
la NILO8O, el total de TDF detectados fue 52, con 10 monomorficos, 18 exclusivos del VM
y 24 exclusivos del RM. Estos resultados revelaron un alto porcentaje de polimorfismo
entre los estados de madurez VM y RM, siendo 87,27 % y 80,80 % para la NIL115 y la
NILO80, respectivamente. Para la NIL115, el mayor nimero de TDF exclusivos se
encontré en el estado VM mientras que para la NIL080, en el estado RM. En la NIL115, se
secuenciaron 5 TDF de los cuales uno fue polimérfico entre los estados VM y RM. Este
TDF aline6 con un gen que codifica un factor de transcripcién de respuesta al etileno
APETALA2 (AP2/ERF) gue se encuentra en la base del cromosoma 5 (Solyc05g051380).

En la NILO8O, los TDF polimorficos durante la maduracién no pudieron ser reamplificados.

NIL115 NIL080

29 18

VM  RM VM  RM
Poly . eyt = 87.27% POl ry = 80.80%

Figura IlI-4. Diagramas de Venn de fragmentos derivados de transcriptos (TDF) totales y
exclusivos para cada estado de madurez de la NIL115 y la NILO80. Los TDF se obtuvieron
mediante perfiles de transcripcion basados en AFLP (cDNA-AFLP) con cuatro
combinaciones de cebadores especificos. Polyw.ru, porcentajes de polimorfismo entre los

estadios maduro verde (VM) y rojo maduro (RM).
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Proteinas de maduracién expresadas diferencialmente

A partir del andlisis protedmico cuantitativo de las proteinas del pericarpio se
identificaron un total de 1760 y 1563 proteinas en las NILs y los progenitores,
respectivamente. Se realizaron comparaciones de a pares entre los estados VM y RM
dentro de cada genotipo. En la Figura IlI-5 se observan el total de proteinas

diferencialmente expresadas (DEPSs) incrementadas en el estado VM y en el RM por color.
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Figura IlI-5. Proteinas expresadas diferencialmente entre el estado verde maduro (VM) y
rojo maduro (RM) para los genotipos parentales Caimanta (CAl) de S. lycopersicum y
LA0722 de S. pimpinellifolium y las dos NIL derivadas de su cruzamiento (NIL115 y

NIL080). Los puntos verdes muestran proteinas con mayor abundancia en el estado VM,

84



los puntos rojos muestran proteinas con mayor abundancia en el estado RM y los puntos

grises muestran proteinas invariantes entre los dos estados de madurez.

Los resultados de este analisis se resumen en la Figura 11l-6 para las NILs y sus
progenitores. Los circulos corresponden a cada estado de madurez (VM o RM). Los
nameros dentro de cada circulo muestran las DEPs polimérficas exclusivas de cada
estado, la suma de ellos corresponde a las DEPs totales en la comparacién de VM y RM,
mientras que el nimero en la interseccidn corresponde a las proteinas invariantes. Debajo
se indica el porcentaje de polimorfismo entre los dos estados de madurez. La
comparacion entre estos dos estados para CAl mostr6 117 DEPs (8 %) y 342 DEPs (22
%) para LA0722. Los resultados para la NIL115 mostraron 111 DEPs (6 %), mientras que
para la NILO80 se identificaron 57 DEPs (3 %) (Figura 111-6). Las DEPs se obtuvieron
principalmente en la etapa RM en la NIL115 (70 DEPs), pero fueron mas frecuentes en el
estado VM en la NILO80 (41 DEPSs). Esta diferencia también se observo en los genotipos
parentales. LA0722 presenté un mayor nimero de DEPs en el estado RM como la

NIL115, mientras que CAIl mostré el mismo comportamiento que la NILO8O.
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Figura lll-6. Diagramas de Venn que muestran proteinas expresadas diferenciales (DEPS)
para cada estado de madurez de la NIL115, la NILO80 y sus progenitores (CAl y LA0722).
Las DEPs se obtuvieron mediante analisis proteémico. Polyyrv, porcentaje de

polimorfismo entre los estados verde maduro (VM) y rojo maduro (RM).

En la Figura 1ll-7 se muestran los resultados del analisis de ontologia génica (GO)
para las DEPs entre el estado RM y VM en la NIL115 y la NILO80. Se destaco la
sobrerrepresentacion de los términos GO de citosol y membrana plasmatica. Las
proteinas cloroplasticas también fueron abundantes. Las funciones moleculares de las
DEPs se concentraron en la unién y la actividad de homodimerizaciéon de proteinas en
ambas NILs. La mayoria de las DEPs se centraron en los procesos bioldgicos de

respuesta a estrés biotico y abiético.
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Figura lll-7. Resultados cuantitativos de proteinas del Plant GO Slim de agriGO v2.0

anotados en las proteinas diferencialmente expresadas (DEPs) entre el estado rojo

maduro (RM) y el estado verde maduro (VM) en la NIL115 y la NILO8O.

El andlisis GO también permitié identificar proteinas involucradas en procesos de

maduracion (Tabla 111-3). Como se grafica en la Figura IlI-8, de estas proteinas

identificadas se analiz6 si su regulacion se encontraba incrementada en el estado VM, en

el RM o era invariante en cada NIL y se comparé con el patron de regulacion observado

en los progenitores.
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Tabla 111-3. Proteinas expresadas diferencialmente (DEPs) entre el estado verde maduro
(VM) y rojo maduro (RM) en la NIL115 y la NILO80 con un rol en la maduracion de fruto.
Se detallan los Solyc y UniProt ID, el nombre de las proteinas, el Log, del cambio (Log,

FC), el valor de p, el porcentaje de cobertura (Cob %) y los péptidos Unicos (Pep. Unicos).

NIL Solyc ID UniProt ID Proteina L'ng p Cob (%) u':iecpo's
Solyc01g094790 AOA3Q7F5F8 Cyssintasa -1,14 0,0380 13 5
Solyc02g082930 Q05540 CHI17 4,14 10,0145 56 7

5 Solyc03g111720 P54153 E4 3,69 0,0345 48 7
§' Solyc05g014000 AO0A3Q7GFDO PL -2,28 0,0143 7 2
Solyc09g089580 P10967 ACO3 5,00 0,0180 62 25
Solyc09g091460 AOA3Q7I19A3 MAPK 1,89 10,0141 12 14
Solyc02g082930 Q05540 CHI17 4.83 0,0061 56 7
§ Solyc03g119040 AO0A3Q7GJ89  ArcA2 -1,49 0,0415 26 1
§' Solyc03g065340 AO0A3Q7G8GO0 Phola -1,73 0,0162 2 2
Solyc05g018320 AO0A3Q7GJJ9 AGPlc 2,50 0,0276 6 2

En la NIL115 se identificaron seis DEPs con efecto sobre la maduracion del
tomate. Las proteinas de biosintesis y de respuesta a etileno mostraron una expresion
diferencial en esta NIL. Los resultados revelaron un aumento en la expresion de la
proteina ACO3 (Solyc09g089580, sinénimo de EB8) durante la transicién de VM a RM. Un
factor de respuesta a etileno (ERF), la péptido metionina sulféxido reductasa (E4,
Solyc03g111720), también mostré una expresion incrementada durante la maduracion,
asi como una endoquitinasa acida (CHI17, Solyc02g082930). Otra proteina que se
incremento en el estado RM estéa codificada en el cromosoma 9 (Solyc09g091460) y tiene
un dominio de proteina quinasa de la subfamilia similar a Raf (MAPK). Una cisteina
sintasa (Solyc01g094790) fue otra DEP con un papel en la maduracion climatérica. Por
otro lado, una pectato liasa (PL, Solyc05g014000) se presenté como proteina diferencial

durante la maduracion con efecto en la remodelacion de la pared celular.

88


https://string-db.org/network/4081.Solyc09g089580.2.1

En la NILO8O, se identificaron cuatro DEPs durante la maduracion de fruto. Se
observd una mayor abundancia en el estado VM de una proteina de unién a nucle6tidos
de guanina sensible a redox (ArcA2, Solyc03g119040). Otra DEP de menor expresion fue
una alfa-1,4 glucano fosforilasa (Phola, Solyc03g065340). Por otro lado, un
arabinogalactano (AGP1c, Solyc05g018320) mostré una expresién aumentada durante la
maduracion de la NIL0O80. CHI17 fue una DEP comun con la NIL115 y mostré el mismo

patron de regulacion en ambas NILs.

Solyc01g094790 Cys sintasa
Solyc02g082930 CHI17
Solyc03g065340 Pho1a
Solyc03g111720 E4
Solyc03g119040 ArcA2
Solyc05g014000 PL
Solyc05g018320 AGP1c
Solyc09g089580 ACO3
Solyc09g091460 MAPK
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Figura 1ll-8. Regulacién de las proteinas diferencialmente expresadas (DEPs) entre el

estado verde maduro (VM) y rojo maduro (RM) relacionadas con la maduracién de fruto
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en la NIL115, la NILO80 y sus progenitores (CAl y LA0722). Las DEPs se indican
mediante bloques de color (valor de p < 0,05); en verde, las DEPs aumentadas en VM
(log,FC < -1) y en rojo, las DEPs aumentadas en RM (log,FC > 1). Los bloques en blanco

representan proteinas con expresion invariable entre los estados de maduracion.
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Discusion

El tomate es un cultivo modelo para el estudio de la maduracién de fruto.
Enfocamos el estudio en dos NILs para recopilar informacion adicional de las bases
genéticas que subyacen a la transicion del estado VM al RM. La caracterizacién fenotipica
mostré que la NIL115 y la NILO80 mejoraron la F del fruto en comparacion con el
progenitor cultivado sin diferencias en el P. Por otro lado, el andlisis gendmico demostré
gue los segmentos determinados por los marcadores SSR comprendieron InDels
adyacentes que no recombinaron debido a su proximidad, lo que indica la presencia de
segmentos silvestres mas grandes. En promedio, la NIL115 tuvo siete introgresiones
adicionales mientras que la NILO80, solo tres. Este menor numero de introgresiones
silvestres en la NILO80 era esperado debido a que esta NIL tiene una ronda adicional de
retrocruzamiento, derivando de una R4. El perfil transcriptomico revelé que la transicion
del estado VM al RM involucra muchos genes con expresion diferencial (Figura IlI-4). La
NIL115 mostré un mayor niumero de TDF exclusivos en el estado VM mientras que la
NILO80, en el estado RM. La NIL115 también mostré una alta VP, mayor que el progenitor
cultivado. Como la maduracién comienza en estado VM, muchos genes de maduracién
pueden verse afectados. En este estado se estdn dando cambios radicales, como la
respiracion, la biosintesis de etileno y el ablandamiento de los frutos (Giovannoni 2004). A
nivel protedmico, la NIL115 presentd un mayor porcentaje de polimorfismo entre VM y RM
gue la NILO80 (Figura llI-6), pero ese porcentaje fue significativamente menor en
comparacion con el polimorfismo observado a nivel transcriptomico. En muchos estudios
se observaron bajas correlaciones entre los niveles de expresion de ARNm y proteinas
(de Sousa Abreu et al. 2009; Maier et al. 2009; Vogel y Marcotte 2012). Pontiggia et al.
(2019) y Osorio et al. (2011) también encontraron una baja correlacion entre los cambios

transcriptomicos y protedmicos durante la maduracion del tomate. Esto podria atribuirse a
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una serie de razones que incluyen diferentes mecanismos o puntos de regulacién en
varios niveles del flujo de informacién genética. Diversos estudios propusieron que existe
un efecto de fase retardada entre los perfiles de proteoma y transcriptoma entre las
etapas de desarrollo, es decir, una complementacion en lugar de una superposicion de
transcriptomica y protedmica (Gallie 2002; Kok et al. 2008).

Se examinaron las proteinas y su patron de regulacion en el proceso de
maduracion tanto en las NILs como en sus progenitores (Figura Il1-8). Se puede destacar
que de estos genes se encontré que E4, ACO3 y MAPK se expresaban diferencialmente
tanto en la NIL115 como en el progenitor silvestre LA0722, pero no en el progenitor
cultivado CAI (Figura III-8). Estos tres DEPs pueden haber sido seleccionados del
progenitor silvestre en el proceso de obtencién de esta NIL. Por otro lado, varios genes
mostraron una expresion diferencial Unica en las NILs que no se observo en ninguno de
los genotipos parentales. Por lo tanto, las combinaciones e interacciones entre los alelos
silvestres del donante y el fondo del receptor estdn ampliando la variabilidad fenotipica e
influyendo en la maduracion de fruto en las NILs.

La informacién obtenida de los diferentes enfoques 6micos en las dos NILs se
resume en la Figura IlI-9. Se identificaron un total de 10 genes con un rol potencial en la
maduracién de fruto y se analiz6 su patron de regulacién. Estos genes se encuentran
involucrados en el metabolismo, en el estrés bidtico y abidtico, en las vias del etileno y en

la remodelacion de la pared celular.
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Figura llI-9. Esquema resumen de los genes con un rol potencial en la maduracién de
fruto determinados por el andlisis 6mico integral en la NIL115 (*) y la NILO80 (*). Las
flechas indican la regulacion positiva 0 negativa. La escala de grises muestra los procesos

en los que intervienen dichos genes.

La NIL115 se caracterizd por un aumento de VP y F de frutos (Figura 1l1-2). La
deteccion de QTLs presentada en el Capitulo | mostré asociaciones en el cromosoma 5
con caracteres relacionados con la maduracién en esta linea (Figura I-5). En la parte
superior de este cromosoma y adyacente a una introgresion silvestre se encuentra una PL
(Solyc05g014000) que mostrd una expresion diferencial entre los estados VM y RM en
esta NIL. Las PL son proteinas muy estudiadas involucradas en la remodelacion y
degradacion de la pared celular que dan como resultado el ablandamiento del fruto

(Uluisik et al. 2016; Yang et al. 2017; Shi et al. 2022). El gen Solyc05g014000 present6

93



una mayor expresion en el estado VM en un estudio realizado por Seymour et al. (2013)
en coincidencia con estos resultados (Figura 111-8).

Una DEP con un papel en la maduracion climatérica fue una cisteina sintasa
(Solyc01g094790). Esta proteina se expreso diferencialmente entre los estados VM y RM
en la NIL115 pero no en los genotipos parentales. Un estudio reciente demostré que los
niveles de expresiéon de ciertos genes de cisteina sintasa coincidieron con la maduracion
de fruto, lo que sugiere su papel potencial en este proceso (Liu et al. 2019).

El tomate es un fruto climatérico y por ello la produccion de etileno esta acoplada a
la maduracion y asociada con la coloracion y el ablandamiento del fruto (Barry y
Giovannoni 2007). Se sabe que la familia de genes ERF y ACO tiene un efecto en la
maduracion del fruto. Los resultados mostraron una mayor expresion de proteinas en
ACO3 (Solyc09g089580) y E4 (Solyc03g111720) en el estado RM en comparacion con el
VM. El mismo patron de expresién diferencial también se observd en LA0722, pero no en
CAl (Figura 111-8). Ademas, en la NIL115, cerca de la regién gendmica del gen E4, se
encuentra una introgresion silvestre homocigota (Figura 11I-3), lo que indica que se ha
heredado del progenitor silvestre LA0722. Se conoce desde hace tiempo que los genes
ACO3 y E4 se inducen rapidamente después de la induccion con etileno y durante la
maduracién normal del fruto (Lincoln et al. 1987; Barry y Giovannoni 2007; Martel et al.
2011).

Los factores de transcripcion AP2/ERF pertenecen a una superfamilia de proteinas
conservada en el reino vegetal que ha sido ampliamente estudiada. Los AP2/ERFs
presentan diversas funciones reguladoras involucradas en procesos como el control del
metabolismo primario y secundario, el crecimiento y desarrollo, asi como respuestas a
estimulos ambientales (Licausi et al. 2013). El analisis transcriptomico mostré que un
AP2/ERF (Solyc05g051380) se expresé diferencialmente durante la maduracion de fruto
en la NIL115. Se encontr6 que el gen Solyc059051380 es un homologo
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AINTEGUMENTA-LIKE6 (AIL6, At5g10510) de Arabidopsis thaliana. AIL6 participa en la
remodelacién de la pared celular junto con AINTEGUMENTA. Estos factores de
transcripcién regulan las modificaciones del polisacarido pectina de la pared celular. AIL6
se asocio con la remodelacién de la pared celular y los términos GO del inhibidor de
pectina metilesterasa (PME) (Krizek et al. 2016). Dentro de la pared celular, las PME
actian en la desmetilesterificacién del homogalacturonano (HG), el polisacarido péctico
méas abundante. Estos HG desmetilesterificados son sustratos para las enzimas que
degradan la pectina, como la poligalacturonasa y la PL, lo que provoca el ablandamiento
de la pared celular. Sin embargo, el gen Solyc05g051380 no ha sido ampliamente
estudiado en tomate. La NIL115 mostré6 un aumento significativo de VP y F en
comparacion con CAIl (Figura lll-2). Dentro de la superfamilia AP2/ERF, AP2a se
identific6 como un importante regulador de la maduracion del fruto del tomate (Karlova et
al. 2011). Ademéas, se ha demostrado que otros AP2/ERF estan involucrados en este
proceso (Liu et al. 2016). Por lo tanto, la expresion diferencial del factor de transcripcion
codificado por el gen Solyc05g051380 puede tener un papel potencial en la maduracién
de fruto en tomate.

La fosforilacion juega un papel importante en la activacion de los AP2/ERF
(Phukan et al. 2017). Se identific6 una MAPK que mostré una expresion incrementada
durante la maduracién codificada en el cromosoma 9 (Solyc099g091460) que tiene un
dominio de proteina quinasa de la subfamilia similar a Raf (Iftikhar et al. 2017). Como las
enzimas MAPK estan involucradas en las cascadas de fosforilacion, se sugiere que esta
enzima podria estar involucrada en la regulacion de AP2/ERF. En Arabidopsis thaliana, se
ha demostrado que los ERF actian como sustratos de MAPK (Popescu et al. 2009). La
fosforilacion parece activar la actividad transcripcional de los ERF en tomate, arroz y
tabaco (Gu et al. 2000; Cheong et al. 2003; De Boer et al. 2011; Xu et al. 2011, Licausi et
al. 2013).
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En la NILO80, AGP1c (Solyc05g018320), un arabinogalactano, se identific6 como
otra DEP entre VM y RM. Las proteinas arabinogalactanos (AGP) son glicoproteinas ricas
en hidroxiprolina fuertemente glicosiladas y su naturaleza dindmica tiene un efecto sobre
la estructura del fruto. Estudios realizados por Leszczuk et al. (2018) revelaron que la
disminucion del contenido de AGP y polisacaridos de pectina estd asociada con la
remodelacién de la pared celular y conduce a la maduracion y el ablandamiento de los
frutos. Los resultados mostraron una mayor abundancia de AGP1c en la etapa RM
(Figura 111-8), lo que indica un posible efecto de esta proteina en el desarrollo de frutos
mas firmes. Ademas, un analisis in silico permitio identificar elementos que actian en cis
de la regién promotora de ciertos AGP unidos por factores de transcripcion especificos
involucrados en la regulacion de la maduracion del fruto del tomate (Leszczuk et al. 2020).

Durante la maduracién de los frutos también existe un sistema antioxidante
eficiente que protege de las especies reactivas de oxigeno. ArcA2, una proteina de unién
a nucledtidos de guanina (Solyc03g119040) se expresé diferencialmente durante la
maduracién de la NILO80. Wang et al. (2021) realizaron un analisis proteémico redox en el
gue se identific6 ArcA2 como una proteina redox sensible durante la maduracion del
tomate. Como no se identificé ninguna introgresion silvestre en el cromosoma 3, se podria
sugerir que la expresion diferencial de la proteina ArcA2 esta regulada por factores de
transcripcion.

Otra DEP identificada en la NILO80 fue Phola (Solyc03g065340), una alfa-1,4
glucano fosforilasa. Un estudio anterior mostré un alto nivel de expresion génica en el
estado VM (Slugina et al. 2019), en concordancia con los resultados presentados. Se ha
demostrado el efecto de este gen sobre la degradacion del almidon y la acumulacion de
azUcares durante la maduracion del fruto (Slugina et al. 2019; Li et al. 2021).

Hubo una DEP de interés compartida en ambas NILs (Figura 1lI-8),
correspondiente a CHI17 (Solyc02g082930), una endoquitinasa acida con un papel en la
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defensa contra patdgenos fungicos que contienen quitina. Eriksson et al. (2004)
encontraron que las quitinasas prevalecian en los frutos de mutantes Cnr y podrian
contribuir a la separacion celular, asi como a proteger los tejidos de la invasion de
patégenos. Ademas, se identificaron varias endoquitinasas con perfiles de expresion
alterados al comparar los estados de madurez del tomate (Kok et al. 2008). Solo la
NILO80 mostrd una introgresion silvestre cerca de la regién de CHI17; sin embargo, CHI17
no se expreso diferencialmente en LA0722 o CAI (Figura 1lI-8). Esto sugiere que las
interacciones entre las introgresiones silvestres y el fondo genético cultivado pueden dar

como resultado esta nueva DEP en ambas NILs.
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Conclusiones parciales

Se encontraron genes diferencialmente expresados entre los estados VM y RM con un
rol potencial en la maduracién de fruto en tomate.

Los genes diferencialmente expresados pudieron explicar los fenotipos discrepantes
con CAIl observados en la NIL115 y la NILO8O.

Se definié un modelo de genes involucrados en la maduracion de tomate a partir de la
integracion de los resultados de las diferentes aproximaciones émicas.

Se destacaron dos genes que retrasan la maduracién que no fueron informados
previamente en tomate: un AP2/ERF involucrado en la remodelacién de la pared
celular que podria ser activado por un MAPK, y E4, un factor de respuesta a etileno

heredado del progenitor silvestre S. pimpinellifolium.
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CONCLUSIONES FINALES

La colecciéon de 22 NILs permiti6 comprobar la existencia de variabilidad genética
valiosa y aprovechable en la accesion LA0722 de S. pimpinellifolium y fue posible
identificar nuevas regiones gendémicas que controlan caracteres de calidad de fruto y
aumentan la vida poscosecha. Ademas, se identificaron genes relacionados con la
maduracién del fruto proporcionando asi nuevas herramientas para el mejoramiento de
tomate. Las NILs evaluadas constituyen nuevos recursos vegetales con alto potencial
para programas de mejoramiento, estudios genéticos en tomate y como variedades de

calidad comercial para el mercado de tomate en fresco.
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CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

En los programas de mejoramiento genético una estrategia para potenciar la
variabilidad e introducir cambios fenotipicos en la descendencia es utilizar cruzamientos
de variedades cultivadas elite con progenitores silvestres. Las NILs de esta coleccién
representan lineas casi isogénicas con el tomate cultivado y con atributos de calidad
mejorados proporcionados por introgresiones provenientes de la accesion silvestre
LA0722 de S. pimpinellifolium. Los diversos analisis presentados mostraron la existencia
de variabilidad genética beneficiosa y aprovechable en la especie silvestre S.
pimpinellifolium. Las NILs con introgresiones silvestres presentaron tamafio mediano a
grande, algunas incluso alcanzaron el peso del progenitor cultivado, y buena carnosidad
de fruto. También se obtuvieron NILs que se destacaron por su mayor vida poscosecha y
firmeza, caracteres esenciales para la reduccion de las pérdidas. Estos resultados
resultan prometedores para piramidar QTLs y evaluar el efecto sobre el fenotipo y su
interaccion.

La seleccién asistida por marcadores, la localizacién de las introgresiones
silvestres y la deteccién de QTLs fue posible gracias al genotipado de las NILs a partir de
un conjunto de 89 marcadores moleculares. La implementacion de nuevos marcadores
desarrollados a partir de la secuenciacion de los progenitores donante y recurrente
demostré que alelos beneficiosos dentro del genoma silvestre podian ser identificados. En
la actualidad, las tecnologias de genotipado masivo de alta densidad y de re-
secuenciacion de genomas permiten determinar la constitucibn gendémica con una gran
resolucion. En los Ultimos afios estas tecnologias han disminuido sus costos por lo que
realizar un genotipado masivo en la coleccion de NILs permitira delimitar de manera mas

precisa las introgresiones silvestres y, a su vez, detectar nuevas.
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Por otra parte, dos NILs de la coleccion fueron utilizadas para abordar un estudio
sobre la maduracion de fruto. Se integré la informacién de diferentes enfoques émicos y
se lograron detectar 10 genes involucrados en la maduracién y su patrén de regulacion,
informacion que podria resultar Gtil para el mejoramiento asistido. Futuros estudios sobre
estos genes de interés y su validacion funcional permitirdn complementar los resultados
hallados.

Por ultimo, se destaca que las NILs resultan potenciales nuevos cultivares para ser
comercializados en el mercado en fresco debido a la gran proporcibn del genoma
cultivado junto al aporte positivo de regiones silvestres sobre la calidad de fruto. Ademas,
aguellas NILs con caracteristicas superiores al progenitor cultivado pueden usarse para
programas de mejoramiento en forma directa o mediante la recombinaciéon con otros
materiales para el desarrollo de nuevas variedades. Como ventaja adicional, con pocos
pasos complementarios, podrian generarse nuevas NILs para las introgresiones
adicionales detectadas mediante los marcadores InDels y funcionales, ampliando esta

poblacion de lineas.
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ANEXO

Tabla suplementaria S1. Marcadores moleculares utilizados para la caracterizacion

molecular de las NILs.

Cr Marcador Posicion Fisica (SL4.0) Secuencia de cebadores (5'-3")
INDL.0149 SL4.06h01:1.504.228 F: TTGTTTCTAAGTTTTGATTCATCACC
R: GGTCTACTCCTTTTTCAAAACTCG
IND1-0317 SL4.0ch01:3.117.684 F. TGTAACTTTTCCCCTCTCACG
R: AACACAGCACAGAACCAACG
IND1-0512 SL4.0ch01:5.152.650 F- GAAAATCTACTTGTAAAGCACACTCG
R: AAACTCGCGTTTAAAATGGTG
SSR095 SL4.0ch01:70.499.385 '+ CAATCCAACAAGCAATCCCT
L R: CCACATAACTAAGCCCACAACTT
IND1-8018 SL4.0ch01:72.757.986 - AAACAAGGGGTGGAACTGTG
R: TATTCAGCATCTGGGCATGT
SSR220060 SL4.0ch01:73.954.467 - CCAGTTGCTTTCCCAGATGT
R: CCTTCTGACAGAGATTGCGT
IND1-9461 SL4.0ch01:86.926.002 - CATGACCTCGTAACTGCCTTC
R: ACAGATTTGGGACCAGTGATCT
SSR288 SL4.0ch01:89.276.091 - TCGTGGGAATTTGTTAACCC
R: TCTTCATCGTCCTCCTCCTG
IND2-2019 SL4.0ch02:18.591.294 - CAGGGAGGCTTCTCAACATAA
R: GCATGGATGTCTCCCATCTT
SSR295 SL4.0ch02:35.928.914 '+ CTCCAGAAGGAACTCGATGC
R: CAATTCCTTTCACCTGCCAC
IND2-3976 SL4.0ch02:37.775.679 T+ CCCCTGAATTCTTTCCATTTT
R: TCATCAACTTTTAGTGGCGTTC
IND2-4384 SL4.0ch02:41.822.790 '+ TGTTACAATTCACCCCACTGC
R: TGATTTTCATAACAAGTAATGCTGCT
2 .
SSR598 SL4.0ch02:43.849.175 - TCCAAAGAAGCAGTAGCATTG
R: CAACGAACATCCTCCGTTCT
IND2-4465 SL4.0ch02:48.109.769 - TCCTGAATTGTAATAACTTGTCTTG
R: CAGCTTGGCTAAGCATACTTTTT
F: GCCGAACACATCAACATTTC
LC SL4.0ch02:45.189.395 R
CCTTTTCCTAAAAGATTTGGCATGAAG
FW2.o L4.0ch02:50.292 130 - CATATAAAGTGTACTGACCGTCA

R:

CTGTCCTATTCAAGAGGTAAATGAG
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: GGGGAAGCAAAGTGTCTTCA

IND3-0117 SL4.0ch03:1.215.918  ©

R: GCCATAAGCCAAGTCACTTCA
IND3-0448 SL4.0ch03:4.382.632 I ACAAGATTCGCGCCCATTAT

R: GCCACATGTAGGGTCTTTGG
IND3-5470 SL4.0ch03:49.258.124 - TGTTGGTTTTGCAAATCAGG

R: TGCAGCCAGAGTTCAGACAT
IND3-6289 SL4.0ch03:57.325.662 - | CCTCCAAGAACTCCGGTAA

R: ATGGTTCGATTCTTCGTTGC
AW L4.0ch03:50.210.037  F: AAAGTCGAATAAATTAGATGAACTTGA

R: ATTGGGTCTCTCCTCGCTCT
SSR320 SL4.0ch03:63.604.127 - ATGAGGCAATCTTCACCTGG

R: TTCAGCTGATAGTTCCTGCG
SSR014 SL4.0ch03:64.198.992 - TCTGCATCTGGTGAAGCAAG

R: CTGGATTGCCTGGTTGATTT
IND3-7057  SL4.0ch03:65.035.215 | 1 CCAGACCATATACAGCACCTAAA

R: CTCCAATGGGACCACTGTCT
IND4-0238 SL4.0ch04:2.413.372 - TCACAATGGTAGGGGTAAGGTC

R: CAAAGCATGTCAAGGTCTTCAA
IND4-0954 SL4.0ch04:9.580.217 - CAGCAATCCCTTGAAAGTGC

R: AATCTTTCCCCAAGACATGC
IND4-3519 SL4.0ch04:34.376.500 - AGGCATGTGCTTCCATTTTT

R: ACAACTGGCTACGATCCTGAA
IND4-4286 SL4.0ch04:42.093.601 - AAGACTGGTGTGCGGTGATT

R: CCAATTTGAGAGCGATAGGC
IND4-6168 SL4.0ch04:50.676.440 - CCGAGATAACCTGCCATCAG

R: TGCACCAGAGGTAAGTTAGGC
SSR115 SL4.0ch05:2.779.337 - CACCCTTTATTCAGATTCCTCT

R: ATTGAGGGTATGCAACAGCC
IND5-0325 SL4.0ch05:3.300.671 - CCGAAACGGCTTCTTTACC

R: CGTGTGTAAGTTTTGTGCATTG
IND5-0697 SL4.0ch05:7.037.638 - CACTTCTCCGCTCCATCATT

R: CATGTTTTTGCCATGGATGA
IND5-1450 SL4.0ch05:14.557.724 - 1 TGGAGGCATGTCACTCCTT

R: GCAATTTCGGCCCTTTCTAC
IND5-4612 SL4.0ch05:45.365.642 - ACGGTGATGGCTTTGAGTGTTG

R: CACATCAATCTGCTCCATGC
IND5-5411  SL4.0ch05:53.404.855 - CATCAGACACCTCAAACACGA

R: GAGAATTTGACACTCGAAACGA
IND5-6112 SL4.0ch05:60.515.167 - CCCTGGGAGGTGAAAGGTA

R: CCACTTGTTTTCCAAATCAATACA
SSR162 SL4.0ch05:64.854.176 ;: GCTCTCTACAAGTGGAACTTTCTC

: CAACAGCCAGGAACAAGGAT
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: AGCAGGGTAAGTCTCCAGCA

SSR211044 SL4.0ch06:1.015.396

R: CAAGACCATTGGTGTCTGTG
IND6-3385 SL4.0ch06:31.581.118 - AATCGCAACTGCAAAAGAAGA

R: TATGGGCAAAAATGGATTGG
IND6-3717 SL4.0ch06:34.971.254 - 1CGTTCATCTATGCCGGATT

R: TCTCCAAATGCCAAGACAAA
SSR128 SL4.0ch06:35.315.633 '+ CCTCCAGTTCAATCAACCGA

R: TGAAGTCGTCTCATGGTTCG
IND6-4186 SL4.0ch06:43.137.732 T+ COTTGGAATAAATTCTAAAACAACATT

R: ACAATGCTTCTCTATTAGGCAAA
IND6-4561 SL4.0ch06:46.899.029 - | CCTTTCAATGGGAGATTCA

R: CGTGCTTAGCAATGATGGTG
ND7-0050 SLa.0ch074g7 557  F: CTTGACCTATTTAGCCAAGTTTTATAC

R: TCTTTTCCAATGATCTAGCTGAGTA
SSR286 SL4.0ch07:1.847.615 - ACCTATGGAGTTTCAGGACCA

R: ATTCAGGTAGCATGGAACGC
SSR276 SL4.0ch07:7.500.501 - CTCCGGCAAGAGTGAACATT

R: CGACGGAGTACTTCGCATTT
IND7-0918 SL4.0ch07:9.277.980 - CTCCCAAACCAGAATCGAGA

R: CATTTTGCACCACATCCAGA
IND7-1436 SL4.0ch07:14.442.330 '+ CAGAACTTGTTGCGTGTTCTTG

R: CAGACGACAACGTGACAGGA
IND7-4808 SL4.0ch07:47.874530 - CCTGACTGGTCTGGATGGAT

R: CACGTATGAATTGGGCAACA
IND7-6266 SL4.0ch07:62.585.355 |+ CCAGCAGTTGTGTCATTAGAGC

R: AAATAAGTTGGCGGTCATGAGT
IND7-6489 SL4.0ch07:64.743.652 '~ CCGAATGGAATGATGGTTTG

R: CATCCAGGCCAGGTTGAA
SSR045 SL4.0ch07:64.854.889 - | CTATCCTGGTGGACCAATG

R: TCCAAGTATCAGGCACACCA
IND7-6590 SL4.0ch07:65.738.355 Z GTTGTTGAACTTAACCGTTCAAAG

: CCCATGTCTTGGAATATTGTGA
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IND8-0171 SL4.0ch08:1.721.370 - AAGATAGCAAGGAAGTTGAAGATCA

R: AGTTGAACTTGCCGTGTGAA
IND8-0367 SL4.0ch08:3.597.390 - CTCTGCTGCTGCTGTCGT

R: CTCACTACTCTCTCACCCTGACC
SSR327 SL4.0ch08:50.681.183 | | CACGATCAGGAGCAGGAGT

R: TGGACTTGTTCCATGAACCC
NDB.5616 SL4.0cho854 272619 1 CACTCTCAAGTCTTGTGTCATATTCA

R: CCTCTAATTTCCTGGCAAGTGTA
IND8-6049 SL4.0ch08:58.604.346 - ATCAATAAAATATAGGAAGTCGCACA

R: GAAAGAGCGAGCCTGCTG
SSR063 SL4.0ch08:59.221.251 - CCACAAACAATTCCATCTCA

R: GCTTCCGCCATACTGATACG
SSR038 SL4.0ch08:59.542.280 - CTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG

R: GGGTTCATCAAATCTACCATCA
IND8-6206 SL4.0ch08:60.178.936 - CCTCTGCTTGTCATCCCTTC

R: ACGCTTTAGCTTACAACTACATCTTG
IND8-6582  SL4.0ch08:63.974.144 ' ACCCAAAAGTGTACCCATTGA

R: GGGTTGCATGAAATCTGGAC
IND9-0093 SL4.0ch09:954.425 - AACACGATGGGGTGAAATGT

R: GGAAGAATATTTCATGATGATTTTGAG
IND9-0232 SL4.0ch09:2.363.020 - ATCACTTAATTCGTTAACATATGACTG

R: GACTCACATAATTGAAGTTCATTCG
SSR069 SL4.0ch09:3.578.234 - 1TGGCTGGATTATTCCTGTTG

R: GCATTTGATAGAAGGCCAGC
SSR070 SL4.0ch09:3.663.546 & 11 AGGGTGTCTGTGGGTCC

R: GGAGTGCGCAGAGGATAGAG
IND9-0744 SL4.0ch09:7.465.463 - CTCTATGACCAGGCCAACG

R: TTGGAGTTGTCATTTTCTGTGG
IND9-5909 SL4.0ch09:55.162.504 | AAAATGGGAAATGGCCAAAC

R: AGACAGACCCTGCTCTAATACCA
SSR110 SL4.0ch09:60.364.136 | | CTAACGTCAAACTTCAGGTG

R: CTCCGCAATGTGTTGTATGG
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IND10-0015 SL4.0ch10:37.516 - | TCAGAATGAGGGGGTGTTC
R: TAACCACCCACGACTTAGCC
SSR596 SL4.0ch10:2.707.998 - | TCGGATAAAGCAATCCACC
R: TCGATTGTGTACCAACGTCC
IND10-0429 SL4.0ch10:4.087.865 ' ATATTCGGCGTCATTTAGGC
i R: GGTCGATCGTTTACTTTTCGAT
IND10-0939 SL4.0ch10:9.069.669 - CACAAACTTGCGACAACTCAA
R: TGACCTTTATTGAGGCTGGTG
SSR318 SL4.0ch10:55.882.817 - CCAGAGGATATTGCATTCGC
R: CAAACCGAACTCATCAAGGG
IND10-6196 SL4.0ch10:61.747.181 - CGCCTCAGTGGAACAGAAGA
R: TCCTTCCCCACCCTCTTTTA
IND11-0017 SL4.0ch11:186.508 - CATTCCTGTGAAGGCAATATGA
R: GATGTGCTATCAAATAGATGGATGA
SSR080 SL4.0ch11:2.300.947 - CCCAAATGTCAAAGGATTGG
R: AGGGTCATGTTCTTGATTGTCA
IND11-0530 SL4.0ch11:5.088.749 - | TTATCTTGCATTTGGTGTTGG
R: ACCCAGCTAAAAGAATGAAGTCG
IND11-4108 SL4.0ch11:39.814.279 - CTTCATTAAATTATTTTGTGGGGAGT
R: TGTTTAGTCGAAACTTCACTATCTCC
IND11-5266 SL4.0ch11:50.697.741 - CAATTGACACAGTGGAGATAAGTTG
11 R: TGCATTATCTTGGGCAGAAA
SSRG036 SL4.0ch11:52.470.928 - TCTTTTAAACTGAAGATGTGTAAAATG
R: TGAATGAGCAAGTTAAACAGTAAGG
*F1: CCAATGATAATTAAGATATTGTGACG
FAS SL4.0ch11:52.946.405 *F2: ATGGTGGGGTTTTCTGTTCA
R: CAGAAATCAGAGTCCAATTCCA
SSR1061 SL4.0ch11:53.236.788 |- 1 CAGGTTAGTGTTCCATGCAG
R: GTTCCTACGTAAGATTCATG
IND11-5323 SL4.0ch11:54.214.603 - AAGACAAACATGCCAGCCTTA
R: TTGGAATAAACAAAAACAACAATCA
IND12-0038 SL4.0ch12:401.630 - CACGAAGCATCTCAGATTCACA
R: TCTTTTGTTTGGGTTTTGCTC
IND12-0379 SL4.0ch12:3.831.421 - AGCGTCTGGCTTAGGCAAAT
R: TGCTATTTTTATGAGCAGATGGTT
12 IND12-0670 SL4.0ch12:6.751.549 - ACCGCTTGTTTGGGTGTATCG
R: TGTCTAACAAACAAGGCATTCAA
IND12-1197 SL4.0ch12:12.007.075 - CCCATTCTCTAGGCAACAGC
R: GCCAGCTAGCTCGATTTGTC
IND12-6230 SL4.0ch12:61.905.584 '+ ACCTCATGTTCTCAACCCACTT

R: AATCAAGGATAAGTTGTGGTGCT

Cr: cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso.
*F1: cebador directo en presencia de la insercion; *F2: cebador directo en ausencia de la insercion.
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Tabla suplementaria S2. Enzimas de restriccion, secuencia de adaptadores, cebadores pre-amplificacién y combinacién de

cebadores para la amplificacion selectiva usados para ADNc-AFLP.

Enzimas de restriccion Apol Msel
Adaptadores Hebra sentido CTCGTAGACTGCGTACC AATTGGTACGCAGTCTAC
Hebra antisentido GACGATGAGTCCTGAG TACTCAGGACTCAT
Cebador de pre-amplificacion (+0)* CTCGTAGACTGCGTACCAATT GACGATGAGTCCTGAGTAA
GACTGCGTACCAATTA (Apol2) GATGAGTCCTGAGTAAG (Mse37)

i select
Eﬁ?ﬁdores de amplificacion selectiva GACTGCGTACCAATTC (Apo13) GATGAGTCCTGAGTAAT (Mse38)

GACTGCGTACCAATTT (Apo14)

A: Mse37 - Apol2
B: Mse37 - Apol3
C: Mse37 - Apol4
D: Mse38 - Apol2

Combinacion de cebadores

* Secuencia de cebadores sin base selectiva (+0) al final
** Secuencia de cebadores con una base selectiva (+1) al final
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