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Abreviaturas y Simbolos

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a/b: relacion entre absorbancia a una longitud de onda de 540 nm (a) y 675 nm (b)
AT: acidez titulable

CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequences o secuencias polimdérficas amplificadas y
cortadas

CC: genotipo homocigota para los alelos aportados por Caimanta

cM: centimorgan

CP: genotipo heterocigota para alelos aportados por Caimanta y LA722

GDG: grado de determinacién genética

InDel: inserciones/deleciones

L: porcentaje de reflectancia

LOD: Logarithm Of Odds o logaritmo de probabilidades

pb: pares de bases

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

PP: genotipo homaocigota para los alelos aportados por LA722

QTL: Quantitative Trait Loci, o loci de caracteres cuantitativos

SNP: Single Nucleotide Polymorphism o polimorfismos de nucleétido simple

SS: sélidos solubles

SSR: Simple Sequence Repeat o repeticion de secuencia simple

VP: vida poscosecha



Resumen

RESUMEN

En el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) la calidad de los frutos juega un rol muy
importante tanto en la eleccion de los cultivares por parte de los productores como en la
demanda del producto obtenido por parte de los consumidores, siendo la prolongacion de la
vida poscosecha de los frutos un caracter altamente apreciado para la comercializacion en
fresco. El objetivo de este trabajo fue localizar en mapas de ligamiento construidos a partir
de cruzamientos reciprocos entre el cultivar nacional Caimanta (C) de la especie S.
lycopersicum L. y la accesion LA722 (P) de la especie silvestre S. pimpinellifolium L., QTL
(Quantitative Trait Loci, o loci de caracteres cuantitativos) de larga vida poscosecha y otros
caracteres que hacen a la calidad del fruto. Se evalué el polimorfismo entre los progenitores
para los caracteres fenotipicos. También se analizé el polimorfismo total a nivel de ADN
entre los progenitores de los cruzamientos a través de la secuenciacion de sus genomas. Se
evidenciaron diferencias significativas entre los progenitores para todos los caracteres
fenotipicos analizados y se detectaron 1.398.056 polimorfismos de tipo SNP (Single
Nucleotide Polymorphism o polimorfismos de nucle6tido simple) e InDel (inserciones/
deleciones) distribuidos en los 12 cromosomas. Los polimorfismos de tipo SNP también
fueron utilizados para comparar ambos genotipos con un conjunto de 35 cultivares
representativos de la amplia variabilidad dentro del germoplasma cultivado de tomate. Un
total de 229 SNP distribuidos en todo el genoma, se usaron para realizar la caracterizacion
genotipica de los 37 materiales y mediante un analisis de conglomerados se logr6é agrupar a
la accesion LA722 junto con los cultivares de tamafio pequefio y al cultivar Caimanta junto
con genotipos clasificados como materiales modernos para consumo en fresco y para
procesamiento industrial. Invirtiendo la funcion sexual (macho o hembra) de los progenitores
se obtuvieron las generaciones F; reciprocas (F; CxP y F; PxC) y por autofecundaciéon se
lograron las poblaciones F, (F, CxP y F, PxC). Se evaluaron fenotipicamente diez plantas de
cada F; y 120 de cada F; con el objetivo de estimar efectos reciprocos para caracteres de
calidad de fruto. Se demostr6 la existencia de efectos reciprocos en la determinacion de
algunos caracteres de calidad de fruto, tales como peso, didmetro, altura y vida poscosecha
tanto en las generaciones F; como en las F,. Se desarrollaron 183 marcadores moleculares
de ADN para, junto a otros marcadores disponibles, caracterizar genotipicamente ambas
poblaciones F, y construir dos mapas de ligamiento. La longitud total del mapa de ligamiento
obtenido para la F, CxP fue de 1.495,6 centimorgan (cM) con una distancia promedio entre
dos marcadores consecutivos de 10,3 cM y una distancia maxima de 43,8 cM, mientras que

para la F, PxC fue de 1.424,4 cM con una distancia promedio entre dos marcadores
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consecutivos de 13,7 cM y una distancia maxima de 49,3 cM. A patrtir de la obtencién de los
mapas se realiz6 la deteccion de QTL mediante el mapeo por intervalos. En la poblacién F,
CxP se detecté un QTL en el cromosoma 11 para vida poscosecha y 15 QTL asociados a
otros caracteres de calidad de fruto. En la poblacién F, PxC se detectaron dos QTL para
vida poscosecha, uno en el cromosoma 3 y otro en el 5 y 31 QTL asociados a otros
caracteres de calidad de fruto. En ambas poblaciones solo se detectaron asociaciones a las
mismas regiones cromosOmicas para los caracteres: didmetro y peso de fruto en el
cromosoma 1 (en una region cercana al QTL fw1.2); nUmero de I6culos, diametro y forma de
fruto en el cromosoma 11 (en una region cercana al gen FAS) y para el pardmetro L de color
de fruto en el cromosoma 7 (en una regién cercana al QTL fc7.1 y al L*.7F). Todos los
demas QTL detectados fueron exclusivos de una u otra poblacion F, confirmando que segun
la direccién del cruzamiento inicial distintas regiones cromosémicas toman relevancia en la
determinacion de los caracteres de calidad de fruto evaluados. Los resultados obtenidos
demuestran que se detectaron diferentes QTL asociados a la vida poscosecha y a
caracteres de calidad de fruto en poblaciones F, reciprocas obtenidas a partir del

cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la accesién silvestre LA722.



Abstract

ABSTRACT

Construction of a linkage map and detection of QTL associated with fruit shelf life and
other quality traits in an interspecific cross of tomato
The tomato fruit quality is relevant for both farmers and consumers. Fruit shelf life is an
important trait for tomato fresh market varieties. The aim of this research was to develop
genetic linkage maps of tomato segregating populations, obtained from the reciprocal cross
between the Argentinean cultivar Caimanta (C) of Solanum lycopersicum L. and the LA722
(P) accession of the wild species S. pimpinellifolium L., and localize QTL for fruit shelf life
and others fruit quality traits. Phenotypic and genotypic polymorphism was evaluated
between C and P. Statistical differences were found for all the phenotypic evaluated traits
between C and P. Genotypic polymorphism was determinate based on whole genome
sequences comparisons. A total of 1,398,056 DNA polymorphisms (SNP and InDel) were
detected between them. In order to relate C and P to cultivated tomato diversity, a set of 35
tomato varieties were genotypic characterized using 229 SNP and a cluster analysis were
performed. The sexual function of both parent lines was inverted during the crosses to obtain
reciprocal F; (F:CxP and F;PxC) and F, (F,CxP and F,PxC) generations. A phenotypic
evaluation for quality traits were performed using ten plants of each F; and 120 of each F..
Reciprocal effects were found in F; and F, generations for diameter, height, fruit weight and
shelf life. The length of both maps were similar, 1,495 centiMorgan (cM) with an average
distance between markers of 10.3 cM for the F, CxP map and 1,424 cM with an average
distance between markers of 13.7 cM for the F, PxC map. The composite interval mapping
method for QTL detection was used. Most of the detected QTL were exclusive for each F,,
showing that depending on the direction of the initial cross different regions in the genome
become more relevant in the determination of fruit quality traits. One QTL for fruit shelf life on
chromosome 11 and 15 QTL for other fruit quality traits were detected in the F,CxP. Two
QTL for fruit shelf life on chromosome 3 and 5 and 31 QTL for other fruit quality traits were
detected in the F,PxC. Only three genome regions were associated with the same traits in
both F, populations. Different genomics areas associated with shelf life and others fruit
guality traits were found in linkage maps developed using reciprocal F, populations derived

from the cross between Caimanta and LA722.



Introduccion

INTRODUCCION

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de gran importancia
en la Argentina por su consumo, por el valor econémico de la produccion y por la superficie
dedicada a su cultivo ya que representa el 0,6% de la superficie cultivada mundial. Se cultiva
tanto en los cinturones horticolas de las principales ciudades de Argentina como en zonas
de produccion especializada y es la especie que mayor superficie ocupa en la produccion
bajo invernadero (Ferratto et al. 2006). Segun los ultimos datos publicados por el Ministerio
de Agricultura de la Nacién, en el pais se producen cerca de 1.050.000 toneladas de tomate
al afio de las cuales el 70% se destina al consumo en fresco y el resto al procesamiento
industrial (http://www.minagri.gob.ar/dimeagro/hortalizas/productos/prod_hort.php).

En la Region Centro de nuestro pais, formada por las provincias de Cérdoba y Santa
Fe, las areas ocupadas con cultivos comerciales de hortalizas se estiman en 600.000
hectareas que generan una produccién de 10.500.000 toneladas. Sobre las margenes del
rio Parand y los alrededores de Rosario, zona de influencia de la Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA) de la Universidad Nacional de Rosario (UNR), se localiza el Cinturdn
Horticola de Rosario, que se destaca no solo por el volumen de su comercializacion, sino
también por la produccion de hortalizas y area sembrada que ocupa 5.043 has. En esta
area, todo el tomate producido se destina al consumo en fresco y se lo cultiva
principalmente bajo invernadero. A su vez, el Cinturén Horticola de Rosario, abastece no
solo el mercado local sino que su produccidn llega a las ciudades de Santa Fe, Cérdoba y
Buenos Aires por lo que constituye una zona de relevancia a nivel nacional. La importancia
de la horticultura dentro del departamento Rosario radica también en que, dependiendo del
afio, representa del 34 al 52% del PBI agropecuario. A su vez, requiere un alto empleo de
mano de obra convirtiéndose en una importante fuente de trabajo (INTA 2005). Un
importante cambio en la procedencia de la mano de obra ha ocurrido en los Ultimos afios al
incrementarse el porcentaje proveniente de Bolivia alcanzado en el afio 2012 un 43% del
total. En, los tres cultivos con mayor importancia desde el punto de vista de los ingresos
brutos fueron papa, lechuga y tomate pero esta situacion ha cambiado en los Gltimos afios y
en el 2012 si bien el cultivo de papa mantuvo el liderazgo, la acelga ocup6 el segundo lugar
desplazando a la lechuga al tercero. Y en cuanto al tomate, se produjo una fuerte
disminucion de la produccion local llevando al cultivo al séptimo lugar representando el 5,5%
de los ingresos brutos de los productos horticolas. Debido al riesgo y a los elevados costos
de produccion de cultivos como el tomate, los productores han ido remplazando este y otros
cultivos tradicionales por verduras de hoja. Los principales costos en la produccion de

tomate son la contrataciéon de mano de obra para llevar a cabo las labores culturales que
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requiere y la compra de semillas hibridas. A pesar de que el tomate es una especie
autdégama se comercializan semillas hibridas por su vigor y rendimiento aunque el costo de
obtencion y por lo tanto el precio de venta son elevados.

El tomate es diploide en su constitucion genética, con un numero basico de 12
cromosomas, un genoma de tamafio pequefio y un corto ciclo de cultivo. Estas
caracteristicas bioldgicas junto a la disponibilidad de recursos genéticos y bases de datos
con informacion genémica y posgendmica lo convierten en uno de los cultivos modelos mas
efectivos para el mejoramiento. Se conocen 13 especies de tomate pertenecientes al género
Solanum seccion Lycopersicon, 12 especies silvestres (entre ellas S. pimpinellifolium L.) y
una especie cultivada; todas diploides con igual nimero de cromosomas (Peralta et al.
2008). Las especies silvestres crecen como maleza en su centro de origen, definido por la
region Andina de América del Sur comprendida entre Ecuador y el norte de Chile. El tomate
fue domesticado por las culturas precolombinas en dos etapas con dos centros
independientes, la primera fue en Pert y Ecuador y la segunda en la region de la peninsula
de Yucatdn en Meéxico (Blanca et al. 2012; 2015). Después de la llegada de los
conquistadores espafioles a América, el tomate fue llevado de México a Europa y luego se
disperso al resto del mundo.

En el tomate, la calidad de los frutos juega un rol muy importante tanto en la eleccién
de los cultivares por parte de los productores como en la demanda del producto obtenido por
parte de los consumidores. La calidad esta dada por todas las caracteristicas y atributos de
un producto, en este caso los frutos de tomate, que se adecuen y satisfagan los
requerimientos de la demanda. Los tomates son cosechados en diferentes estados de
madurez. El estado de madurez a cosecha debe ser tal que asegure una adecuada
conservacion del producto. EI momento de cosecha en nuestro pais es al estado verde
maduro o pinton, estado en el cual se detectan visualmente los primeros sintomas de
acumulacion de carotenoides (Giovannoni 2004). Cosechar el fruto en estados incipientes
de madurez permite un margen adecuado para la manipulaciéon en la cosecha, embalaje,
transporte y llegada al consumidor sin problemas graves de exceso de madurez. Sin
embargo, al cosechar frutos verde maduros, se reduce su calidad debido a que los procesos
fisiolégicos normales son alterados.

En los programas de mejora del cultivo la seleccion por mayor produccion y la
resistencia a enfermedades ha descuidado algunas de las caracteristicas relacionadas con
la calidad del fruto de tomate (madurez, frescura, aroma, sabor, etc.) condicion cada vez
mas buscada por los consumidores (Tandon et al. 2000). Si bien el tacto y la vista hacen a la

eleccion inicial de los frutos por parte del consumidor (atributos externos), su aceptacion
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final es el resultado de un balance entre los componentes del sabor y aroma (atributos
internos) asi como también de la consistencia de la pulpa y del color (Angosto Trillo et al.
2001). Los principales componentes del sabor del fruto son los azlcares y acidos, mientras
gue los compuestos volatiles hacen al aroma. El compuesto carotenoide responsable del
color rojo del fruto es el licopeno, el cual presenta propiedades antioxidantes que convierten
al tomate en un alimento nutracéutico capaz de prevenir enfermedades coronarias y
cancerigenas (Blum et al. 2005).

Un caracter de fundamental importancia, altamente apreciado para la
comercializacién en fresco, es la prolongacion de la vida poscosecha de los frutos. Las
pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas en los paises en desarrollo representan casi el
50 % de lo producido (Meli et al. 2010). La obtencion de frutos de tomate con larga vida
poscosecha estuvo hasta el momento limitada a la introgresion de genes mutantes para la
maduracién nor (non ripening), rin (ripening inhibitor), alc (alcohaca) y Nr (never ripe) en
fondos genéticos élites a través de técnicas convencionales de mejoramiento, o a la
transformacion de diferentes materiales con el constructo anti-sentido de la
poligalacturonasa (Smith et al. 1988). Ambas estrategias han sido objeto de fuertes debates,
cuestionandose por diferentes motivos su verdadera utilidad socio-econdémica (Bartoszewski
et al. 2003).

El mejoramiento genético de cualquier especie puede ir acompafada de la pérdida
de variabilidad debido a la desaparicién de genotipos completos, de loci génicos o de alelos
de un gen (Esquinas-Alcazar 1987). Esta erosion genética es provocada principalmente por
la alta presion de seleccidn ejercida por el hombre para lograr el fenotipo deseado. El uso de
especies silvestres emparentadas con el cultivo puede revertir esta situacion (McCouch et
al. 2013). En tomate, diversos autores han realizado estudios sobre la posibilidad de que la
mejora en la calidad de los frutos podria lograrse con la incorporacion de genes
provenientes de germoplasma silvestre. Gur y Zamir (2004) sostienen que la biodiversidad
presente en el tomate es una fuente subexplotada que puede enriquecer la base genética
del cultivo con alelos nuevos que mejoren la productividad, calidad y adaptacion. La especie
silvestre S. pimpinellifolium L. se caracteriza por presentar frutos de menor tamafio y peso
qgue los cultivares comerciales, pero de alta calidad nutritiva, ya que posee una mayor
concentracion de vitamina C y azlcares solubles (principalmente glucosa y fructosa) y un
elevado contenido en materia seca total (Zuriaga et al. 2009). En condiciones naturales, esta
especie mantiene las propiedades organolépticas del fruto durante mas largo tiempo, lo que
constituye un valor de interés fitotécnico para el caracter vida poscosecha de los frutos. Se

ha demostrado que los frutos de algunas accesiones silvestres de S. lycopersicum var.
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cerasiforme (Dunal) Spooner, G.J. Anderson y R.K. Jansen y S. pimpinellifolium L. tienen
mayor vida poscosecha que los cultivares comerciales de tomate y menor que los genotipos
homocigotas para los mutantes de madurez del fruto nor y rin de S. lycopersicum L. (Pratta
et al. 1996; Zorzoli et al. 1998; Rodriguez et al. 2006a; Rodriguez et al. 2010).

Mediante el uso de marcadores moleculares es posible estimar con suficiente
precision el namero, tipo y magnitud de los efectos génicos involucrados en la determinacién
de un caracter cuantitativo, asi como las interacciones entre los diferentes QTL (quantitative
trait loci, o loci de caracteres cuantitativos) y su localizacién en el mapa cromosoémico de la
especie (Tanksley 1993). El genoma del tomate ha sido caracterizado por una amplia gama
de marcadores de ADN (Frary et al. 2005; Carelli et al. 2006). Varias caracteristicas del fruto
fueron asociadas a marcadores moleculares (Tanksley et al. 1996; Grandillo y Tanksley
1996; Bernacchi et al. 1998; Fulton et al. 2000; Causse et al. 2001; Gonzalo y van der Knaap
2008). Estos autores sefialaron la importancia de los marcadores moleculares para
identificar genes de interés agronémico en especies cuyos fenotipos son en principio
indeseables desde un punto de vista productivo y para romper el ligamiento entre los genes
silvestres favorables y los desfavorables. Si bien existen diferentes métodos para la
deteccién de QTL, el mapeo por intervalos es el mas recomendado ya que permite analizar
las regiones gendmicas entre pares de marcadores adyacentes ligados a lo largo de todo el
mapa (Lander y Botstein 1989) a diferencia de métodos como el de un solo punto (Tanksley
1993) en el que se evalla el efecto de cada marcador por separado. A su vez el mapeo por
intervalos permite obtener un perfil de los sitios mas probables de localizacién de los QTL en
el mapa de ligamiento a partir del calculo del logaritmo de probabilidades (LOD, Logarithm
Of Odds) (Collard et al. 2005). Por su parte, el método de deteccién de QTL por intervalos
compuestos se considera que es mas preciso y eficaz debido a que no solo evalla el efecto
de pares de marcadores ligados sino que ademas incluye en el analisis el efecto de otros
marcadores que afectan el caracter bajo estudio al incorporarlos como cofactores de una
regresion lineal (Collard et al. 2005). Respecto a las poblaciones sobre las cuéles aplicar
marcadores moleculares, lo més apropiado para localizar dichos QTL en el mapa
cromosomico es a través de las generaciones segregantes tempranas. Dado que pueden
encontrarse alteraciones importantes para el desarrollo de un programa de mejoramiento
entre mapas construidos a partir de diferentes progenitores, debido a inversiones,
deleciones, translocaciones, etc. propias de cada material vegetal, es recomendable cuando
sea posible, la elaboracion del mapa para cada tipo de cruzamiento particular. EIl primer
mapa de ligamiento genético de alta densidad en tomate fue publicado por Tanksley et al. en

el afio 1992 a partir de 67 plantas F,obtenidas a partir del cruzamiento interespecifico entre
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el cultivar VF36-Tm2a de S. lycopersicum L. y la accesion LA716 de S. pennellii Correll,
utilizando polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism). Con el avance de la biologia molecular, nuevos tipos de
marcadores se han ido desarrollando y una gran cantidad de mapas de ligamiento genético
han sido publicados utilizando diferentes poblaciones de mapeo e incrementando
notablemente la densidad de marcadores (Saliba-Colombani et al. 2000; Gonzalo y van der
Knaap 2008; Sim et al. 2012a).

La existencia de efectos reciprocos en la determinacién de caracteres cuantitativos
ha sido detectada en cultivos como el tabaco (Pollak 1991) y el rAbano (Nakamura y Stanton
1989) aunque poco se sabe de las bases genéticas que lo causan. Estos efectos resultan
aun mas determinantes en los cultivos en los que se comercializa semilla hibrida como el
arroz y el maiz para los cuales también se han informado efectos reciprocos en caracteres
de interés agrondémico (Tao et al. 2004; Tang et al. 2013). En tomate Smith et al. (2008)
detectaron efectos reciprocos en la absorcion de agua en frutos. A pesar de estos
antecedentes pocos esfuerzos se han hecho para evaluar si la direccién del cruzamiento
genera diferencias significativas en otras caracteristicas cuantitativas en el hibrido y si este
efecto se mantiene en generaciones mas avanzadas. A nivel fenotipico las evaluaciones de
efectos reciprocos en tomate se han limitado a generaciones F;. A nivel molecular no se han
obtenido mapas de ligamiento genético a partir de poblaciones reciprocas ya que todos los
mapas publicados hasta el momento se lograron a partir de poblaciones en las que se utilizé
como progenitor femenino al genotipo cultivado (Tanksley et al. 1992; Chen et al. 1999;
Saliba-Colombani et al. 2000; Foolad 2007; Gonzalo y van der Knaap 2008; Sim et al.
2012a). A su vez todas las detecciones de QTL en tomate también fueron realizadas en
poblaciones obtenidas a partir de cruzamientos en los que el genotipo cultivado fue utilizado
como progenitor femenino (Bernacchi et al. 1998; Chen et al. 1999; Causse et al. 2001,
Gonzalo y van der Knaap 2008; Pratta et al. 2011a; Pereira da Costa et al. 2013) impidiendo
evaluar si la direccion en la que se realizo el cruzamiento influye en la relevancia que toman
diferentes regiones del genoma en la determinacion de caracteres cuantitativos.

A partir de la secuenciacién del cultivar Heinz 1706 y la construcciéon de un genoma
de referencia en tomate (The Tomato Genome Consortium 2012), se encuentran disponibles
publicamente secuencias genémicas que pueden usarse como referencia para el desarrollo
de marcadores polimérficos. Polimorfismos del tipo InDel (inserciones/deleciones)
detectados en la comparacion del genoma de referencia y la accesion LA1589 de S.
pimpinellifolium (The Tomato Genome Consortium 2012) estan distribuidos en todo el

genoma de tomate y alcanzan el nimero de 9.478 de los cuales 2.272 ya han sido validados
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por Yang et al. (2014) mediante el desarrollo y la amplificacion de marcadores moleculares
basados en la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction). Ademéas hasta la fecha se han llevado a cabo dos grandes proyectos de re
secuenciado de genomas de tomate (The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium et
al. 2014; Lin et al. 2014) alineando respecto del genoma de referencia mas de 400
accesiones de tomate tanto de especies silvestres como cultivadas. Toda la informacion
gendmica del tomate y de otras especies pertenecientes a la familia de las Solanaceas se
encuentra almacenada y disponible publicamente en el sitio de Internet de la red genémica
de Solanaceas (The Sol Genomics Network, http://solgenomics.net; Mueller et al. 2005;
Fernandez-Pozo et al. 2015). Este sitio fue creado para almacenar informacién genémica y
fenotipica de cultivos como el tomate, papa, pimiento, berenjena y tabaco, pero también
provee herramientas bioinformaticas para estudios genémicos y de mejoramiento vegetal.

La disponibilidad de informacion gendmica en tomate y el avance en técnicas
moleculares han favorecido y facilitado el desarrollo de marcadores y la construccién de
mapas de ligamiento genético. La utilizacion de un cultivar de tomate argentino como
progenitor en poblaciones de mapeo no ha sido reportada hasta la fecha asi como tampoco
se ha evaluado la presencia de efectos reciprocos en la determinacién de caracteres
cuantitativos de interés agrondémico. Los cruzamientos con especies silvestres permiten
enriguecer la base genética de los genotipos cultivados y su participacion como progenitores
en poblaciones de mapeo brinda la posibilidad de localizar regiones gendmicas que
contribuyen a mejorar caracteres de calidad de fruto. El grupo de investigacion de la Catedra
de Genética de la FCA — UNR ha realizado cruzamientos entre genotipos silvestres y
cultivados con el objetivo de mejorar la vida poscosecha y otros caracteres de calidad de
fruto en tomate. A partir del cruzamiento entre el cultivar argentino Caimanta de S.
lycopersicum L. y la accesion silvestre LA722 de S. pimpinellifolium L. este grupo de
investigacion realizd un programa de seleccion divergente — antagénica para peso y vida
poscosecha de los frutos obteniendo como resultado 18 cultivares o RIL (Recombinant
Inbred Lines o lineas endocriadas recombinantes) discrepantes para el peso, la vida
poscosecha y otros atributos que hacen a la calidad de los frutos (Rodriguez et al. 2006 a y
b). Estas RIL fueron caracterizadas fenotipica y molecularmente con marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism o polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados) detectandose una amplia variabilidad genética y molecular para todos los
caracteres de calidad de fruto evaluados (Pratta et al. 2011 a y b). La diversidad genética
existente entre los progenitores de este cruzamiento impulsd la implementacion de un

proceso de introgresion, basado en el método de retrocruzas asistidas por marcadores tipo
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SSR (Simple Sequence Repeat o repeticion de secuencia simple), de genes silvestres de la
accesion LA722 hacia el cultivar argentino Caimanta con el fin de obtener lineas casi
isogénicas (NIL, Near Isogenics Lines) con mejor comportamiento para caracteres de interés
agronémico. Tanto en las RIL como en las generaciones de retrocruzas se detectaron
asociaciones entre los caracteres de calidad de fruto evaluados y los marcadores de ADN
(AFLP y SSR) utilizados en la caracterizacidon molecular (Pratta et al. 2011 a y b; Pereira da
Costa et al. 2013).

La construccion de mapas de ligamiento genético a partir del cruzamiento reciproco
entre Caimanta y LA722 permitirda por un lado localizar las regiones gendémicas asociadas a
caracteres de interés y profundizar el analisis sobre el efecto causado por estas regiones.
Permitira ademas y por primera vez en el cultivo de tomate evaluar la existencia de efectos

reciprocos tanto a nivel fenotipico como molecular.
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Hipotesis y Objetivo General

HIPOTESIS DE TRABAJO

Existen regiones gendémicas de la accesion LA722 de Solanum pimpinellifolium L.
gue prolongan la vida poscosecha y mejoran otros caracteres de calidad de fruto. Estas
regiones genodmicas tienen efectos diferenciales en la determinacién fenotipica de los
caracteres de calidad de fruto en poblaciones derivadas de cruzamientos reciprocos con el

cultivar Caimanta de S. lycopersicum L.

OBJETIVO GENERAL

Localizar en mapas de ligamiento construidos a partir de cruzamientos reciprocos
entre un cultivar nacional y una accesion silvestre, QTL de larga vida poscosecha y otros
caracteres que hacen a la calidad del fruto.

Para facilitar la presentacion y el analisis de los resultados obtenidos, este trabajo se
presenta en cuatro capitulos en los que se plantean y desarrollan diferentes objetivos
especificos:

Capitulo I Caracterizacion fenotipica y gendmica de los progenitores del cruzamiento
interespecifico y analisis de la variabilidad genética.

Capitulo II: Caracterizacion fenotipica y estimacion de efectos reciprocos en generaciones
F.yF..

Capitulo lll: Caracterizacién genotipica con marcadores moleculares de ADN para la
construccién de mapas de ligamiento genético en poblaciones F».

Capitulo IV: Identificaciobn de regiones gendémicas asociadas a caracteres de calidad de

frutos en poblaciones F, reciprocas.
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CAPITULO |
CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOMICA DE LOS PROGENITORES DEL
CRUZAMIENTO INTERESPECIFICO Y ANALISIS DE LA VARIABILIDAD
GENETICA
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Capitulo | — Objetivos Especificos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipica y gendémicamente el cultivar Caimanta de S. lycopersicum L. y
la accesion LA722 de S. pimpinellifolium L.
Comparar el polimorfismo genédmico de ambos progenitores con el existente en el

germoplasma del tomate cultivado.
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Capitulo | — Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Los progenitores del cruzamiento fueron el cultivar Caimanta de Solanum
lycopersicum L. y la accesion LA722 de la especie silvestre S. pimpinellifolium L. Caimanta
es un cultivar para consumo en fresco desarrollado a partir del afio 1977 en la Estacion
Experimental INTA Cerrillos, Salta, Argentina, siguiendo para su obtencién el método de
retrocruza con seleccion genealdgica. Tal como se observa en la Figura I-1, la genealogia
de Caimanta parte de un cruzamiento entre dos cultivares locales el Triuque INTA y
Platauco INTA. Posteriormente se suceden cuatro ciclos de retrocruzas contra los cultivares:
West Virgina 63, Triuque INTA, Flora Dade y Emperador; finalizando el proceso de
obtencién con tres generaciones de autofecundacion. El cultivar Caimanta presenta una muy
buena sanidad general siendo resistente al virus del mosaico del tabaco (gen Tm-2), a la
raza 1 (gen 1) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) y al tizon temprano del
tomate causado por Alternaria solani (Ell and Mart). Las plantas son compactas, con habito
de crecimiento determinado y los frutos son achatados (mayor didmetro que altura) con un
peso promedio de 98,5 + 9,9 g y una vida poscosecha de 9,7 + 0,9 dias (Rodriguez et al.
2006a). Por su parte, la especie silvestre S. pimpinellifolium L. se caracteriza por presentar
frutos de menor tamafio y peso que los cultivares comerciales, pero de alta calidad nutritiva,
ya que posee una mayor concentracién de vitamina C y azlcares solubles (principalmente
glucosa y fructosa) y un elevado contenido en materia seca total (Zuriaga et al. 2009). La
accesion LA722 de S. pimpinellifolium L. fue recolectada en 1959 en Truijillo, La Libertad,
Peru y presenta plantas con crecimiento indeterminado, un elevado numero de flores por
inflorescencia y frutos redondos y pequefios con un peso promedio de 0,9 + 0,1 g y una vida
poscosecha de 18,7 + 0,4 dias (Rodriguez et al. 2006a).

Figura I-1: Esquema representativo de la genealogia del cultivar Caimanta de Solanum
lycopersicum obtenido en la Estacion Experimental INTA Cerrillos, Salta, Argentina.
Triuque INTA —

Platauco INTA —

West Virgina 63 —

Triuque INTA —

Flora Dade —— 3 autofecundaciones — Caimanta

Emperador —
|

L - -4 ciclos de retrocruzas- - -

16



Capitulo | — Materiales y Métodos

Caracterizacion fenotipica

La siembra del cultivar Caimanta y la accesion LA722 se realiz6 en bandejas de
germinacion de 72 celdas de 55 cm® utilizando el sustrato N°1 de Dynamics
(www.dynamicscompost.com.ar). A los 45 dias de realizada la siembra se procedié con el
trasplante al invernadero manteniendo un disefio completamente aleatorizado con una
distancia entre plantas de 35 cm y un distancia entre surcos de 1 m. Las plantas fueron
regadas por goteo diariamente durante todo el ciclo de cultivo variando la cantidad de agua
suministrada en funcién de la demanda ambiental y del tamafio de las plantas con el objetivo
de evitar estrés hidrico. Se sembraron 10 plantas de cada progenitor y se cosecharon para
el posterior analisis fenotipico un total aproximado de 400 frutos. De cada genotipo se
cosecharon diez frutos por

Figura I-2: Frutos almacenados para evaluacion de vida
planta en estado pintén (cuando

poscosecha.

el 10% de la superficie del fruto
vira hacia el color de madurez) y
se evaluaron los siguientes
caracteres: peso (en @),
didmetro (en cm), altura (en cm),
forma (cociente entre la altura y
el didmetro) y vida poscosecha
(VP), expresada como los dias
transcurridos desde la cosecha
hasta el inicio del ablandamiento

del fruto. Para evaluar este

Ultimo caréacter los frutos fueron
almacenados a 25 £ 3°C en una estanteria como se muestra en la Figura I-2. Siguiendo la
metodologia propuesta por Schuelter et al. (2002) los frutos fueron examinados tres veces
por semana descartando aquellos comercialmente inaceptables por mostrar arrugamiento o
excesivo ablandamiento. Se cosecharon también de cada planta seis frutos en estado rojo
maduro a los cuales se les midi6 la firmeza con un durémetro manual tipo Shore A Durofel y
el color con un cromametro MINOLTA CR400, a través del porcentaje de reflectancia (L),
variando desde 0 para negros a 100 para blancos y el cociente a/b, siendo “a@” la
absorbancia a longitudes de onda de 540 nm y “b” la absorbancia a longitudes de onda de
675 nm. Estos mismos frutos fueron cortados transversalmente determinando el nimero de
I6culos (N° I6culos). Se obtuvo jugo a partir del pericarpio de frutos cosechados en estado
rojo maduro y se evaluaron los siguientes caracteres: contenido en sdlidos solubles (SS en
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°Brix), medido con un refractdmetro manual; acidez, medida a través del pH del jugo

homogeneizado y de la acidez titulable (AT en gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).
Analisis estadistico

Se evalu6 para todas las variables medidas en ambos genotipos la distribucion
normal mediante la prueba propuesta por Shapiro y Wilk (1965). Se compararon los valores
medios entre genotipos mediante una prueba t Student (t). Cuando las variables no
presentaron una distribucion normal se realizd la prueba no paramétrica propuesta por
Kruskal y Wallis (1952).

Extraccién y cuantificacion de ADN para secuenciacion

Se extrajo ADN de hojas jévenes utilizando un Kit comercial (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit from Promega®, Madison, WI, EEUU). La extraccion de ADN se realiz6 a
partir de 40 mg de tejido foliar homogeneizado con pilén en presencia de N, liquido hasta
pulverizar por completo la muestra de tejido, momento en el cuél se adicionaron 600 pl de
una solucién de lisis nuclear provista en el Kit y se agité durante 3 segundos. Posteriormente
se procedié a incubar las muestras durante 15 minutos en un bafio termostatizado a 65 °C.
Para eliminar el ARN presente en las muestras se agregaron 3 ul de ARNasa y se incubaron
a 37 °C por 15 minutos. Luego se eliminaron las proteinas al precipitarlas mediante una
solucion provista en el Kit y centrifugarlas a 13.000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante
obtenido fue trasvasado a un tubo de 1,5 ml con 600 ul de isopropanol a temperatura
ambiente y se agité suavemente antes de centrifugar a 13.000 rpm durante 1 minuto.
Posteriormente se descart6 el sobrenadante y el precipitado se lavé con una solucién de 70
% v/v de etanol. Finalmente se volvié a centrifugar a 13.000 rpm durante 1 minuto y el pellet
obtenido se dej6 secar a temperatura ambiente por 15 minutos para luego resuspenderlo en
100 pl de buffer TE (10 mM Tris pH 7,4y 1 mM EDTA pH 8,0).

La cantidad y calidad de ADN extraido se evalué en geles de agarosa al 1 % plv
tefidos con SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU) por

comparacion con un estandar de ADN del fago lambda y mediante espectrofotometria.
Secuenciacion y alineado de genomas

Para realizar la caracterizacion gendmica de ambos progenitores se enviaron
muestras de ADN (concentracion 50 ng/ul) de cada genotipo al Centro de Acceso a la
Tecnologia del Genoma o GTAC (Universidad de Washington, Saint Louis, Missouri, EE.UU)

para ser secuenciadas en una misma linea mediante un equipo lllumina HiSeq 2500. Se
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utilizé la ecuacion propuesta por Lander y Waterman (1988) para calcular la profundidad de
cobertura esperada:

(N° de Lineas x 150 millones Lecturas x 202 pb por Lectura)

Profundidad de Cobertura = (Tamafio del genoma en pb x N° de Muestras)

La secuencia completa de ambos genomas se logré a partir de fragmentos de 500
pares de bases (pb) de los cuales se obtuvieron lecturas apareadas de 101 pb comenzado
por extremos opuestos de cada fragmento (2x101 paired end reads). Los archivos en
formato FASTQ (formato de archivos con datos de secuenciacién y calidad) obtenidos luego
de la secuenciacion fueron sometidos a evaluaciones de calidad mediante la versioén 0.11.4
del programa FASTQC (Andrews 2010). Ambas secuencias obtenidas fueron alineadas
respecto a la versiéon SL2.50 del genoma de referencia en tomate del cultivar Heinz 1706
(The Tomato Genome Consortium 2012), disponible en el sitio de Internet de la red de
Solanaceas (https://solgenomics.net/organism/Solanum_Ilycopersicum/genome), mediante la
herramienta bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012). Utilizando el paquete de herramientas
SAMtools (Li et al. 2009) y Picard (http://picard.sourceforge.net.) se organizaron,
clasificaron, indexaron y convirtieron los archivos de secuencias al formato BAM (Binary
Alignment Map, archivo que contiene la informacion de secuencia alineada en formato
binario). Para evitar la deteccion de falsos SNP (Single Nucleotide Polymorphism o
polimorfismos de nucle6tido simple) se llevé a cabo un realineamiento localizado alrededor
de inserciones o deleciones de gran tamafio mediante herramientas del programa GATK
(McKenna et al. 2010; DePristo et al. 2011). La versién 2.0.2 del programa Qualimap
(Garcia-Alcalde et al. 2012) fue utilizada para analizar los archivos de secuencias tipo BAM
obtenidos al finalizar el proceso de alineado de los genomas. Finalmente las listas de
polimorfismos de tipo SNP e InDel (inserciones/deleciones) entre los dos genomas
alineados a la misma referencia, fueron logradas mediante el uso de la herramienta
“HaplotypeCaller” del programa GATK (McKenna et al. 2010; DePristo et al. 2011)
obteniendo como resultado archivos de formato VCF (Variant Call Format, formato de
archivos de texto utilizado para almacenar las variaciones detectadas en la comparacion de

secuencias).
Comparacion de genomas completos

Para comparar de manera completa los dos genomas secuenciados, se calculo
mediante un algoritmo de programacion escrito en el lenguaje Python la densidad de SNP.
El algoritmo utilizado permiti6 contar en archivos de formato VCF, que contienen los

polimorfismos detectados, la cantidad de SNP cada 10 kilobases (kb) para cada uno de los
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genomas alineados al mismo genoma de referencia. Para visualizar la densidad de SNP
detectada respecto del genoma de referencia para cada genotipo a lo largo de todo genoma,
se realizaron graficos para cada cromosoma mediante el paquete “ggplot2” (Wickham 2009)

del programa R (R Core Team 2014).
Andlisis de la variabilidad genética

Para determinar la variabilidad existente entre los dos genotipos utilizados como
progenitores del cruzamiento inicial de este trabajo y otros cultivares de tomate que cubren
una amplia variabilidad genética, se llevé a cabo un analisis de conglomerados con datos
genotipicos obtenidos a partir de una caracterizacion con polimorfismos de tipo SNP. Se
seleccionaron un total de 35 cultivares de dos proyectos de re-secuenciacion de genomas
en tomate. Del proyecto de re-secuenciacion de 150 genomas de tomate llevado a cabo por
la Universidad y Centro de Investigacion de Wageningen, Holanda, se seleccionaron 24
cultivares con el objetivo de cubrir toda la variabilidad genética encontrada en la seccion
Lycopersicon (The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium 2014). Del proyecto de re-
secuenciacion de 360 genomas de tomate llevado a cabo por el Instituto de Gendmica
Agricola de Shenzhen, China, se seleccionaron 11 genotipos clasificados como cultivares
para consumo en fresco por Lin et al. (2014). Los cultivares Ailsa Craig, Rutgers y
Marmande fueron utilizados como control, dado que los tres fueron secuenciados en ambos
proyectos. En la Tabla I-1 se presenta una lista de los materiales seleccionados de los
diferentes proyectos de secuenciacion en la cual se detalla el nombre y la especie de cada
cultivar, una clasificacion por tipo de cultivar y por tamafio de fruto y la identificacion
proporcionada por los autores de cada proyecto de re-secuenciacién de los cultivares
secuenciados. La clasificaciéon por tipo de cultivar y por tamafio de fruto se realizé a partir de
los datos publicados de cada uno de los cultivares seleccionados. De esta manera se los
clasifico segun el tipo de cultivar en seis categorias: silvestre (genotipos que pertenecen a
especies silvestres de tomate), cherry (cultivares con frutos de tamafo pequefio), criollo
(cultivares no comerciales), tradicional (cultivares tradicionalmente comerciales), para
procesado (cultivares modernos destinados al procesado) y consumo en fresco (cultivares
modernos destinados al consumo en fresco). La clasificacion por tamafio de fruto contd con
tres categorias: pequefio, intermedio y grande. El navegador genémico JBROWSE 1.11.5
(Skinner et al. 2009) y el programa IGV 2.3 (Robinson et al. 2011) fueron usados para
visualizar y contar los polimorfismos detectados entre los 35 cultivares seleccionados y los
dos genotipos secuenciados en este trabajo respectivamente. Un total de 229 SNP
localizados en regiones no codificantes a lo largo de todo el genoma fueron seleccionados

para realizar la caracterizaciébn genotipica. Utilizando como referencia el mapa genético
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EXPEN 2000 (Fulton et al. 2002) se logré una separacion aproximada entre marcadores de
6 cM. La informacion genotipica generada fue utilizada para realizar un analisis de
conglomerados con los 37 genotipos mediante el paquete estadistico “pvclust” (Suzuki y
Shimodaira 2006) del programa R (R Core Team 2014) que permite llevar a cabo el método
de re-muestreo denominado bootstrapping de mdultiples escalas para calcular los valores de
p de cada grupo obtenido como resultado de la agrupacion jerarquica. EI conglomerado
jerarquico se llevo a cabo realizando 1.000 re-muestreos utilizando la medida de distancia
“Manhattan” (distancia absoluta entre dos vectores) y el método de aglomeracion “ward.D2”,
el cuél implementa correctamente los criterios de agrupamiento planteados por Ward (1963)
como lo demuestran Murtagh y Legendre (2014).
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Tabla I-1: Genotipos seleccionados de diferentes proyectos de re-secuenciacion. Numero

(N°), nombre y especie de cada cultivar, clasificacion por tipo de cultivar y por tamafio de

fruto e identificacion de los cultivares secuenciados.

N°[ Nombre del Cultivar Especie Tipo de Cultivar Tarz;a;t(;de Identificacion del Cultivar
1[* Alisa Craig S. lycopersicum Tradicional Intermedio  [N020212 / EA00240_EA01101
2|* Rutgers S. lycopersicum Tradicional Grande EA00465
3|* Galina S. lycopersicum Criollo Intermedio |EA00325
4[* John's Big Orange S. lycopersicum Para procesado Grande EA00371
5|* Sonata S. lycopersicum Criollo Intermedio |LYC 1969/ EA02724
6|* Cross Country S. lycopersicum Para procesado Grande LYC 3897 T 1662/ EA03701
7[* LYC3340 S. lycopersicum Cherry Pequefio  [LYC 3340_T 1039 / EA03306
8|* LYC3153 S. lycopersicum Para procesado Grande LYC 3153 T 825/ EA03221
9|* LYC3155 S. lycopersicum Criollo Grande LYC 3155 T 828/ EA03222

10]* P1129097 S. lycopersicum Cherry Pequefio  [P1129097 / EA04710

11|* Polish Joe S. lycopersicum Criollo Grande EA00157

12(* Cal J TM VF S. lycopersicum Para procesado Grande CGN20815 / EA02054

13[* Anto S. lycopersicum Para procesado Grande V710092 / EA01835

14(* Belmonte S. lycopersicum Para procesado Grande SG 16 / EA00892

15(* PI311117 S. lycopersicum Cherry Pequefio  |PI1311117 / EA05701

16|* LA0113 S. lycopersicum Cherry Pequefio  |LA0113/EA00526

17(* ES 58 Heinz S. lycopersicum Para procesado Grande LYC 1410/ EA02655

18(* Large Red Cherry S. lycopersicum Para procesado Grande TR00018

19|* Porter S. lycopersicum Para procesado Intermedio  |EA00940

20|* Dixy Golden Giant S. lycopersicum Criollo Grande TR00020

21[* Marmande VFA S. lycopersicum Tradicional Grande TR00022

22[* Thessaloniki S. lycopersicum Criollo Grande TR00023

23|* Watermelon Beefsteak |S. lycopersicum Criollo Grande EA01640

24)* LA1479 S. lycopersicum Cherry Pequefio  [LA1479/ TR00028

25[** Ailsa Craig S. lycopersicum Tradicional Intermedio |LA2838A/ TS-9

26|** N739 S. lycopersicum Consumo en fresco [Grande TS-74

27[** NC EBR-6 S. lycopersicum Consumo en fresco |Grande LA3846 / TS-121

28[** Rutgers S. lycopersicum Tradicional Grande LA1090 / TS-122

29[** Severianin S. lycopersicum Consumo en fresco |Grande LA2413 / TS-130

30[** Marmande S. lycopersicum Tradicional Grande LA1504 / TS-163

31|** B-L-35 S. lycopersicum Consumo en fresco [Intermedio |LA4347/TS-185

32|** Prince Borghese S. lycopersicum Consumo en fresco [Intermedio |[LAO089 / TS-206

33|** Flora Dade S. lycopersicum Consumo en fresco |Grande LA3242 /| TS-212

34|** Platense S. lycopersicum Consumo en fresco [Grande LA3243 / TS-237

35[** Rio Grande S. lycopersicum Para procesado Grande LA3343 / TS-263#

36[*** Caimanta S. lycopersicum Consumo en fresco |Grande Caimanta

37|*** LA722 S. pimpinellifolium |Silvestre Pequeio |LA722

* Material del proyecto de re-secuenciacion de 150 genomas (The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium 2014)
** Material del proyecto de re-secuenciacion de 360 genomas (Lin et al. 2014)
*** Material secuenciado en este trabajo

En negrita: genotipos progenitores

Con fondo gris: materiales utilizados como control
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica

En la Tabla I-2 se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion fenotipica
del cultivar Caimanta y la accesién LA722 presentandose los valores medios y errores
estdndares para cada genotipo. Para todas las variables estudiadas hubo diferencias
significativas entre los progenitores. Se diferenciaron claramente en caracteristicas
relacionadas con la forma y tamafio de los frutos y también en las que hacen a la calidad de
los mismos, destacdndose en este caso las diferencias existentes para el contenido de
solidos solubles y la acidez titulable.

Tabla 1-2: Valor medio y error estdndar de caracteres fenotipicos evaluados en el cultivar

Caimanta y en la accesion LA722.

Variable Y Caimanta LA722
Diametro 742+0,23a | 1,29+0,03b
Altura 531+0,14a | 1,18+0,02b
Forma 0,72+0,01b | 091+0,01a
Peso 163,54 +13,20a| 1,21+0,06 b
VP 8,92+059b |11,08+0,46 a
a/b 0,62+0,05b | 1,36+0,03a
L 4540+ 1,48a |38,72+0,32b
N° Léculos 789+0,89a | 2,07+0,05b
Firmeza 5191+237b |58,98+0,93a
SS 4,46 +0,18b | 7,52+0,18a
pH 469+0,09a | 429+0,05b
AT 0,32+0,01b | 1,02+0,08 a

Letras diferentes indican diferencias significativas al 1% (p < 0,01).

¥ Diametro (cm); Altura (cm); Forma (altura/ diametro); Peso (g); VP, Vida Poscosecha (dias); a/b,
relacién entre absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm (b); L, porcentaje de reflectancia; SS, sélidos
solubles (°Brix); AT, acidez titulable (gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).

Secuenciacion y alineado de genomas

Teniendo en cuenta que el genoma del tomate tiene un tamafio aproximado de 900
Mb y que en este trabajo se secuenciaron las dos muestras en una misma linea con un
secuenciador tipo lllumina HiSeq 2500 que genera 150 millones de lecturas por cada linea,
se determiné utilizando la férmula propuesta por Lander y Waterman (1988) una profundidad

de cobertura esperada de 16,83x para cada genotipo.
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Mediante la implementacion de técnicas de secuenciacién de Ultima generacion se
obtuvieron 128.692.024 y 134.466.322 lecturas de 101 pb de longitud del genoma de
Caimanta y de la accesion LA722 respectivamente. La profundidad de cobertura promedio
obtenida luego del alineamiento contra el genoma de referencia fue de 16,43x para
Caimanta y de 16,42x para LA722. Este calculo incluy6 la profundidad de cobertura obtenida
para el denominado cromosoma 0, el cual esta constituido principalmente por secuencias
repetitivas que aun no se ha podido determinar a cual de los doce cromosomas del genoma
de referencia pertenecen. Por tal motivo, si consideramos solamente la profundidad de
cobertura obtenida para los 12 cromosomas, el promedio de cobertura desciende a un
14,41x para Caimanta y a un 14,88x para LA722. En la Tabla 1-3 se muestra la profundidad
de cobertura y su correspondiente desvio estandar para los 12 cromosomas de cada
genotipo y también para el cromosoma 0. En ambos casos la mayor profundidad de
cobertura se obtuvo para el cromosoma 0, pero teniendo en cuenta solo los 12 cromosomas,
la mayor profundidad de cobertura se obtuvo para los dos genomas en el cromosoma 1y la

menor en el 4.

Tabla I-3: Profundidad de cobertura promedio y desvio estandar para cada cromosoma de
Caimanta y LA722.

CAIMANTA LA722

Cromosoma Profundidad de | Desvio | Profundidad de | Desvio

Cobertura(x) | Estandar | Cobertura(x) | Estandar

0 40,73 731,06 34,86 483,96
1 21,04 422,97 25,19 606,51
2 12,57 121,75 13,30 203,30
3 13,48 194,48 13,81 269,39
4 12,49 95,60 12,23 124,93
5 13,91 206,93 13,46 276,23
6 14,37 366,99 14,57 590,91
7 13,89 484,48 13,31 512,63
8 13,91 116,17 13,69 156,91
9 12,66 84,04 12,98 113,89
10 14,07 121,35 14,53 189,07
11 16,36 184,36 17,28 250,49
12 14,14 87,15 14,26 124,48

En la Figura I-3 se presentan gréficos logrados con la version 2.0.2 del programa

Qualimap (Garcia-Alcalde et al. 2012) de la profundidad de cobertura obtenida en funcién de
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la posicién fisica en pb respecto del genoma de referencia para cada genotipo.

Figura I-3: Profundidad de cobertura en funcion de la posicion fisica en pares de base (pb)
para Caimanta y LA722 respecto del genoma de referencia.

Caimanta

LA722

Profundidad de cobertura (x)

Posicion fisica (pb)

La visualizacién gréafica de la profundidad de cobertura de ambos genotipos permitié
detectar regiones comunes de muy elevada y de muy baja profundidad de cobertura. Estas
mismas regiones explican los elevados valores de desvio estdndar de la profundidad de
cobertura hallados para todos los cromosomas.

A partir del alineado de las secuencias de Caimanta y LA722 al mismo genoma de
referencia, se pudo extraer una lista de polimorfismos detectados a nivel de ADN entre
ambos genotipos la cual estuvo compuesta por 1.081.626 polimorfismos del tipo SNP y por
316.430 InDel distribuidos en los 12 cromosomas como se muestran en la Tabla I-4. En el
cromosoma 7 fue donde se detect6 el mayor numero de SNP (131.624) mientras que el

mayor nimero de InDel se encontrd en el cromosoma 1 (40.493). El cromosoma 3 fue el que
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present6 la menor cantidad de polimorfismos tanto de tipo SNP (44.480) como InDel
(14.765).

Tabla I-4: Polimorfismo entre Caimanta de S. lycopersicum y la accesion LA722 de S.

pimpinellifolium para cada cromosoma.

Cromosoma SNPs InDels Polimorfismo Total
1 128.278 40.493 168.771
2 50.688 15.916 66.604
3 44.480 14.765 59.245
4 101.058 28.679 129.737
5 126.888 34.990 161.878
6 64.121 19.526 83.647
7 131.624 36.013 167.637
8 130.590 37.397 167.987
9 79.521 22.883 102.404
10 87.771 25.343 113.114
11 69.948 20.599 90.547
12 66.659 19.826 86.485
Total 1.081.626 316.430 1.398.056

Comparacion de genomas completos

En la Figura I-4 se presentan los gréficos realizados para visualizar la densidad de
SNP detectada respecto del genoma de referencia para cada genotipo para los 12
cromosomas. Estos graficos proveen una vision integral del polimorfismo existente entre
Caimanta y LA722 a partir de la comparacion de ambos genomas respecto de la misma
referencia. La accesidon LA722 presentd un nivel mucho mayor de polimorfismo respecto al
genoma de referencia a lo largo de todo el genoma que el detectado en el cultivar Caimanta
dado que el genotipo utilizado como referencia fue el cultivar Heinz 1706 de S. lycopersicum
L. Llamativamente dos grandes regiones con muy bajo nivel de polimorfismo fueron halladas
en el inicio del cromosoma 2 y en la region central del cromosoma 3 de ambos genomas. El
cultivar Caimanta presento la mayor cantidad de polimorfismos respecto de la referencia en
la base del cromosoma 2 y 4, en el comienzo del cromosoma 9y 11y a lo largo de casi todo
el cromosoma 12. Si bien la cantidad de polimorfismo detectado en el cromosoma 12 no es
tan grande como la cantidad encontrada en las otras regiones, lo que se evidencia en este

caso son diferencias continuas a lo largo de todo el cromosoma.
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Figura 1-4: Cantidad de SNP detectados cada 10 kilobases (kb) para cada cromosoma
respecto al genoma de referencia para el cultivar Caimanta y la accesion LA722.
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Figura 1-4 (continuacién): Cantidad de SNP detectados cada 10 kilobases (kb) para cada

cromosoma respecto al genoma de referencia para el cultivar Caimanta y la accesién
LA722.
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Andlisis de la variabilidad genética

En la Figura I-5 se presenta el dendrograma obtenido a partir del andlisis de
conglomerados, en el cual se resaltan en color rojo los valores de significancia (en
porcentaje) obtenidos para cada agrupamiento una vez realizado el método de re-muestreo
denominado bootstrapping de mudltiples escalas. Se distinguen claramente dos grandes
grupos denominados G1 y G2. En el G1 se agruparon las accesiones con tamafio de fruto
pequefio junto con LA722 y en el G2 las de tamafio intermedio y grande junto con Caimanta.
La accesion P1311117 fue la Unica con tamafio de fruto pequefio ubicada en el G2. Dentro
del G2 se diferencian a su vez otros dos grupos, el G2-A y G2-B. Dentro del grupo G2-A se
encuentran la mayor parte de los cultivares criollos y tradicionales de diferentes tamafos,
mientras que en el G2-B se agruparon principalmente los cultivares modernos para
procesado y para consumo en fresco con tamafio de fruto grande. El grupo G2-A quedd
dividido en tres subgrupos: el G2-A-l que estuvo integrado por cultivares criollos y
tradicionales de tamafo intermedio; el G2-A-ll integrado por cultivares principalmente
criollos y de tamafio grande y el G2-A-IIl que presento cultivares de diferente tipo y tamafio.
Dentro del grupo G2-B se diferenciaron dos subgrupos: el G2-B-I constituido casi
exclusivamente por cultivares para consumo en fresco y el G2B-ll que incluy6 tanto
cultivares modernos para procesado como para consumo en fresco. El cultivar Caimanta se
ubic6 en el grupo G2-B junto con el otro cultivar de origen argentino incluido en el analisis
llamado Platense y mas especificamente en el subgrupo G2-B-Il junto con Flora Dade,
resultado que concuerda con los datos presentados de la genealogia de Caimanta (Ver
Figura I-1). Respecto de los tres cultivares (Alisa Craig, Rutgers y Marmande) utilizados
como control entre los datos obtenidos de los dos proyectos de re-secuenciacion, el cultivar
Rutgers fue el Unico de los tres que presenté diferencias entre los dos origenes distintos

ubicandose uno en el subgrupo G2-A-1l y el otro en el subgrupo G2-B-I.
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Figura I-5: Distancias genéticas entre 37 genotipos de tomate, realizado con 229 SNP

localizados en regiones no codificantes a lo largo de todo el genoma.
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En color rojo se presentan los valores de significancia (en porcentaje) obtenidos para cada
agrupamiento.

Con lineas punteadas de color azul se resaltan los cultivares utilizados como control.

Con lineas solidas de color rojo se resaltan los genotipos progenitores.
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DISCUSION

Se evidenciaron diferencias significativas entre los progenitores para todos los
caracteres fenotipicos analizados en concordancia con resultados obtenidos en trabajos
previos (Rodriguez et al. 2006 a y b; Pratta et al. 2011 a y b; Pereira da Costa et al. 2013).
Los valores medios de los caracteres morfolégicos fueron semejantes a los informados en
trabajos previos con los mismos genotipos, en cambio los valores medios de los caracteres
de calidad de fruto presentaron algunas diferencias sobre todo para la vida poscosecha de
los frutos, resaltando la importancia del factor ambiental en la determinacion de estas
caracteristicas.

La formula propuesta por Lander y Waterman (1988) para calcular la profundidad de
cobertura esperada permiti6 predecir con notable exactitud la profundidad de cobertura
obtenida para cada genotipo secuenciado. Los elevados valores de desvio estandar
obtenidos al calcular la profundidad de cobertura son semejantes en los dos genomas
alineados. La Figura I-3 revel6 que los sitios en los que se evidencian picos de muy elevada
y de muy baja profundidad de cobertura son compartidos por ambos genomas, indicando
gue esto es causado por cuestiones inherentes al ensamblado del genoma de referencia y
no a propias de los genomas alineados. Al inspeccionar puntualmente en ambos genomas
las regiones de muy elevada y muy baja profundidad de cobertura mediante el programa
IGV (Integrative Genomics Viewer; Robinson et al. 2011) se pudo evidenciar que las mismas
se encuentran generalmente circundando grandes espacios de secuencia desconocida en el
genoma de referencia.

Alinear los dos genomas secuenciados al mismo genoma de referencia permitié su
posterior comparaciéon. Dos grandes regiones ubicadas en el comienzo del cromosoma 2 y
en la region central del cromosoma 3 presentaron un nivel muy bajo de polimorfismo
evidenciando regiones genémicas compartidas entre los genomas de Caimanta, de LA722 y
el de referencia. La repentina caida en el nivel de polimorfismo entre el genoma de
referencia y el de la accesién LA722 indica una posible introgresién de un fragmento del
genoma silvestre en el cultivado. Con la excepcion de las mencionadas regiones del
cromosoma 2 y 3, grandes niveles de polimorfismos fueron detectados entre el cultivar
Caimanta y la accesion LA722 a lo largo de todo el genoma, brindando la posibilidad de
desarrollar marcadores moleculares para caracterizar poblaciones segregantes obtenidas a
partir del cruzamiento de estos genotipos.

La comparacion entre el genoma del cultivar Caimanta y el de referencia permitié
detectar regiones con altos niveles de polimorfismos entre dos genotipos cultivados de

tomate. Si bien las regiones con mayores diferencias estuvieron localizadas en la base del
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cromosoma 2 y 4 y en el comienzo del cromosoma 9 y 11, se destacaron las diferencias
encontradas para el cromosoma 12 ya que aunque estas fueron de menor magnitud se
presentaron de manera casi continua a lo largo de todo el cromosoma. Resultados similares
fueron obtenidos por Sim et al. (2012b) al evaluar las diferencias entre genotipos cultivados
de tomate agrupados en tres categorias: tradicionales, para consumo en fresco y para
procesado.

La utilizacibn como control en el analisis de conglomerados de tres cultivares
tradicionales, que fueron secuenciados en los dos proyectos de re-secuenciacion de
genomas de tomate de donde se tomaron los datos genotipicos, permiti6 demostrar que en
ciertas ocasiones cultivares que han sido registrados con el mismo nombre pueden
presentar importantes diferencias genotipicas. Tal fue el caso del cultivar Rutgers que
present6 un 28% de polimorfismo entre los materiales secuenciados bajo el mismo nombre
en ambos proyectos para los 229 SNP analizados en este trabajo. Destacandose el
porcentaje de polimorfismo detectado en los cromosomas 6, 10, 11 y 12 los cuales
presentaron un 44%, 46%, 58% y 42% de polimorfismo respectivamente, mientras que los
cromosomas 1 y 2 apenas mostraron un 3% y 5% de polimorfismo. Estos resultados
resaltan la importancia de secuenciar los genotipos utilizados en programas de
mejoramiento a pesar de la gran cantidad de informacion de secuencias publicas disponibles
para cientos de cultivares de tomate.

Mediante el analisis de conglomerados se agrup6 a la accesién LA722 junto con los
cultivares de tamafo pequefio y al cultivar Caimanta junto con genotipos de tamafio grande
y clasificados como materiales modernos. El agrupamiento por tamafo de fruto y por tipo de
cultivar concuerda con los resultados obtenidos por Lin et al. (2014) y Blanca et al. (2015) en
los cuales se postula que el tomate ha tenido un proceso de domesticacién en dos etapas
en el cual se fue incrementado el peso del fruto y luego un proceso de mejoramiento en el
gue se obtuvieron los cultivares modernos para consumo en fresco y para procesamiento
industrial. Los cultivares criollos y los tradicionales presentan una menor variabilidad
genética que los modernos, debido a que durante el proceso de mejoramiento de estos
ultimos se les fueron introgresando regiones provenientes de genotipos silvestres en la
busqueda de lograr resistencia a ciertas enfermedades (Blanca et al. 2015). La diferencia de
variabilidad genética existente entre estos dos grupos se evidencié en el analisis de
conglomerados al agruparse los cultivares criollos y tradicionales por un lado y los modernos
por el otro. El cultivar Caimanta se ubicé dentro del grupo de los cultivares modernos junto
con el cultivar Flora Dade confirmando de esta manera la informacion brindada en la

genealogia de Caimanta. En funcion de la ubicacion en el analisis de conglomerados del
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cultivar Caimanta y de la accesién LA722 podemos decir que al realizar el cruzamiento entre
estos dos materiales se esta abarcando una gran parte de la variabilidad genética disponible
en tomate y que la misma se evidenciara en poblaciones segregantes derivadas de este
cruzamiento. Por lo tanto, a partir de las diferencias fenotipicas y gendmicas encontradas
entre estos dos genotipos, sumado a la factibilidad del desarrollo de marcadores
moleculares a partir de los datos de la secuenciacion, resulta viable el desarrollo de
poblaciones segregantes para la construccion de un mapa de ligamiento genético y la
posterior deteccion de regiones gendmicas asociadas a la determinacién de las

caracteristicas fenotipicas evaluadas.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Se detectaron diferencias significativas para todos los caracteres fenotipicos
evaluados entre Caimanta y LA722. A nivel gendmico se evidencié un elevado polimorfismo
genético a lo largo de casi todo el genoma.

El polimorfismo gendémico entre Caimanta y LA722 representa gran parte de la

variabilidad genética disponible en el cultivo de tomate.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y ESTIMACION DE EFECTOS RECIPROCOS
EN GENERACIONES F, Y F,
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar fenotipicamente caracteres de calidad en los frutos en distintas generaciones
del cruzamiento entre el cultivar Caimanta de S. lycopersicum L. y la accesion LA722
de la especie silvestre S. pimpinellifolium L.

Estimar efectos reciprocos para caracteres de calidad de fruto en los hibridos F; y las
generaciones segregantes F, en los que se invirtid la funcién sexual (macho o
hembra) de los progenitores.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
Mediante cruzamientos manuales (Rick 1973) entre el cultivar Caimanta (C) y la

accesion  silvestre  LA722  (P) se  Fjgura II-1: Forma de conduccion de los ensayos

obtuvo el genotipo hibrido (CxP) y su bajo invernadero.

X = N

reciproco (PxC), siendo la primera

letra la correspondiente al progenitor
femenino. Por autofecundacion de
cada hibrido se lograron las
generaciones segregantes F, (F, CxP
y F, PxC). Durante el mismo ciclo se
cultivaron  bajo  invernadero vy
siguiendo un disefio completamente
aleatorizado, 10 plantas de cada
genotipo progenitor como testigos del ensayo, 10 plantas de cada generacién F;y 120 de
cada poblacion F,. La siembra, trasplante y mantenimiento de las plantas se realizé de la

misma manera que se describié en los materiales y métodos del Capitulo |.

Caracterizacion fenotipica

De cada planta F; y F, se cosecharon diez frutos en estado pintén y al menos seis en
estado rojo maduro para realizar las determinaciones de las caracteristicas fenotipicas que
fueron descriptas en el Capitulo | para los genotipos progenitores. En total se cosecharon
cerca de 5.200 para poder llevar a cabo la caracterizacion fenotipica de ambas

generaciones F; y F,.

Andlisis estadistico

En las plantas F; se probo la distribucién normal mediante la prueba propuesta por
Shapiro y Wilk (1965) y se compararon los valores medios entre genotipos mediante una
prueba t Student (t). Cuando las variables no presentaron una distribucién normal se realizé
la prueba no paramétrica propuesta por Kruskal y Wallis (1952). Se establecié que hubo
efectos reciprocos cuando hubo diferencias significativas (p<0,05) entre los valores medios
de los genotipos hibridos.

En las poblaciones F, se probd la normalidad de todos los caracteres y luego se
compararon los valores medios mediante una prueba t. Para determinar la presencia de
efectos reciprocos se realiz6 un grafico de distribuciéon de frecuencias para cada una de las

variables y se compararon las distribuciones de cada F, mediante la prueba de
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homogeneidad del Chi-cuadrado. Para verificar si la segregacién fenotipica en F, se debia a
componentes genéticos, se calculd6 mediante un analisis de la variancia el Grado de
Determinacion Genética (GDG) para todos los caracteres evaluados en cada generacion F,
(Mariotti y Collavino 2014).
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica

En la Tabla IlI-1 se muestran los valores medios y errores estandares para ambas
generaciones F;. Se encontraron efectos reciprocos en los caracteres diametro, altura, peso,
vida poscosecha, parametro L de color, pH y acidez titulabe. Por el contrario, para los
caracteres forma, cociente a/b de color, N° de l6culos, firmeza y solidos solubles no hubo

efectos reciprocos.

Tabla II-1: Valor medio y error estandar para caracteres fenotipicos evaluados en las

generaciones F; reciprocas obtenidas del cruzamiento entre Caimanta (C) y LA722 (P).

Variable ¥ F, CxP F, PxC
Diametro 284+0,04a| 255+0,04b
Altura 249+0,03a| 220+0,04b
Forma 0,88+0,01a| 0,87x0,01la
Peso 11,99+0,37a| 9,10+0,36b
VP 12,53+0,81a| 9,10+0,38b
a/b 1,37+0,0la| 1,41+0,03a
L 36,91+0,18b | 37,89 £ 0,20 a
N° Loculos 225+0,05a| 2,53+0,09 a
Firmeza 43,27 +0,64a | 46,32+ 3,25a
SS 6,43+0,13a| 6,28+0,35a
“pH 429+0,03a| 4,16+0,05b
AT 0,67+0,03b| 0,95+0,09a

Y Didmetro (cm); Altura (cm); Forma (altura/ diametro); Peso (g); VP, Vida Poscosecha (dias); a/b,
relacién entre absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm (b); L, porcentaje de reflectancia; SS, sélidos
solubles (°Brix); AT, acidez titulable (gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).

Letras diferentes indican diferencias significativas al 1%. “ Letras diferentes indican diferencias
significativas al 5%.
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En la Figura II-2 se presentan frutos maduros representativos de los progenitores, los
hibridos reciprocos y las poblaciones F, reciprocas en la que se puede evidenciar la
segregacion fenotipica existente en ambas poblaciones tanto para caracteres de color como

de tamafio y forma.

Figura II-2: Frutos representativos de Caimanta (C), LA722 (P) y de las F; y F; reciprocas.

?Caimgnta
(C)

En la Tabla II-2 se detallan para cada poblacion F, los valores medios con sus
desvios estandares (DS), la variancia genética (¢°G), variancia fenotipica (¢°F) y el GDG
para cada caracter. Para todos los caracteres y en ambas poblaciones se encontraron
valores de GDG significativos (p <0,01).
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Tabla 1I-2. Valores medios, desvios estandares (DS), variancia genética (c°G), variancia

fenotipica (6°F) y el GDG para cada caracter.

Poblacién F, CxP ? Poblacion F, PxC
Variable Y| Media+DS |o? G| o° F |GDG| Media+DS|o” G| o F |GDG
Diametro | 3,06+0,49 0,22 049 045| 2,75+054 0,11 0,25 0,44
Altura 257+0,37 0,12 029 041]| 2,32+035 0,26 0,50 0,52
Forma 0,85+0,09 0,005 0,008 0,62| 0,86+0,10 0,006 0,01 0,60
Peso 15,41 + 6,78 40,83 103,67 0,39| 11,70+ 6,05 33,36 76,57 0,44
VP 11,00 +2,62 4,79 1511 0,32]10,08+2,54 571 14,06 0,41
alb 1,29+0,12 001 002 050| 1,28+0,15 0,02 0,03 0,67
L 38,36+1,80 2,95 4,35 0,68]39,08+215 4,08 656 0,62
N° Léculos| 2,84+0,98 0,91 1,24 0,73| 3,15+1,25 1,42 1,90 0,75
Firmeza | 48,48+6,37 3553 60,38 0,59|47,51+7,01 40,68 70,43 0,58
SS 6,00+0,96 0,89 108 082]| 6,14+134 1,73 1,91 0091
pH 445+0,20 0,03 0,05 0,61| 4,49+0,28 0,06 0,07 0,86
AT 0,54+0,19 0,03 0,04 0,76] 0,60+0,20 0,03 0,04 0,77

Y Diametro (cm); Altura (cm); Forma (altura/ diametro); Peso (g); VP, Vida Poscosecha (dias); a/b, relacion entre
absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm (b); L, porcentaje de reflectancia; SS, sélidos solubles (°Brix); AT, acidez
titulable (gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).

% C, cultivar Caimanta de Solanum lycopersium L. ; P, accesion LA722 de S. pimpinellifolium L.

En la Figura 1I-3 (de la A a la L) se muestran los graficos de distribucion de
frecuencias en cada generacién segregante F,. En cada figura se muestran los valores de
Chi-cuadrado calculado (X%) y tabulado (x%) siendo estas distribuciones significativamente
diferentes (p<0,05) cuando el x% es menor al x%. Del andlisis de las distribuciones de
frecuencias de las F, se detectd la presencia de efecto reciproco para los caracteres
diametro, altura, peso y vida poscosecha de los frutos. Para los valores medios de estos
caracteres se encontraron también diferencias significativas (p<0,01) (Figura II-3 A, B, C y
E). Los caracteres firmeza, pH, acidez titulable, sélidos solubles, N° de I6culos, forma de
fruto, el parametro L y el cociente a/b de color no presentaron efectos reciprocos en las

generaciones F,.
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Figura 11-3: Distribucién de frecuencias en generaciones F, para cada caracter evaluado (de

A a L)y valor de Chi-cuadrado calculado (x%) y tabulado (x?).
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%2:9,5 - %:1,2 vel1,1-%:14,8 14,1 - 4273
G H |
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100 40 60
\ 30 40
50 N 20 // N
\ 10 // \ 0 / \
0 o { N— o
23 34 45 56 67 78 89 34 45 56 67 78 89 910 32-35 3538 3841 4144 4447 47-50
$2:12,6 - 4.1 1’126 - ¢°:11,9 Yel1,1 - 9247
J K L
a/b Firmeza Acidez Titulable
60 40 30
40 % 30 20 %
20 10
20 \ 10 0
Y / 0 601?%9’?¢;°?‘9¢;°€;9‘5,6°"\% ’Q??’GQ?"")'\’S{"%‘ ‘x‘oﬁ'\’"&
0709 0911 1113 1315 1517 25-30 30-35 35-40 40-45 45-50 50-55 55-60 60-65 | ¥ oF o7 oF o oF &b oF oF A¥ WY
29,5 - 42.:0,6 2141 - 97:3,1 %183 - 15,6
= F2 P x C = F2 C X P

Didmetro (cm); Altura (cm); Peso (g); Forma (altura/diametro); Vida Poscosecha (dias); Sélidos
solubles (°Brix); L, porcentaje de reflectancia; a/b, relacién entre absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm
(b); Acidez Titulable (gramos de acido citrico/100 gramos de jugo).

C, cultivar Caimanta de Solanum lycopersium L.; P, accesion LA722 de S. pimpinellifolium L.
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DISCUSION

Para todos los caracteres y en las dos poblaciones F, se verifico que la segregacion
fenotipica observada se debe en gran medida a componentes genéticos.

Para el pardmetro L de color del fruto y los caracteres pH y acidez titulable no se
detectaron efectos reciprocos a nivel de la generacion F, a pesar de haberse encontrado en
las generaciones F;. A nivel de F, se sugieren efectos de la interaccibn nlcleo —
citoplasmaética, ya que al evaluar los genotipos de la F, la informacion fenotipica relevada
puede estar siendo afectada por la interaccion particular de cada genotipo con su
citoplasma, siendo entonces dificil discriminar el efecto de esta interaccion con el de la
segregacion genotipica de la F,. En cambio cuando se analizan los hibridos F; todas las
plantas evaluadas comparten el mismo genotipo nuclear lo que permite discriminar mas
facilmente el efecto del citoplasma. También se debe considerar que en estos casos los
efectos causados por impronta genética pueden ser los causantes de las diferencias
encontradas.

El cociente a/b de color, la forma , el N° de loculos, el contenido de sélidos solubles y
la firmeza de los frutos no mostraron efectos reciprocos en ninguna de las generaciones
evaluadas, confirmando la ausencia de efectos reciprocos en la determinacién de estos
caracteres.

En cuanto a la vida poscosecha, el diametro, la altura y el peso de los frutos se
encontraron efectos reciprocos significativos en todas las generaciones evaluadas. La
estabilidad de los efectos encontrados indica una importante influencia del citoplasma en la
determinacion de estos caracteres. La presencia de interacciones epistaticas cito-nucleares
significativas fueron informadas en maiz para caracteres cuantitativos como altura de planta
y largo de espiga (Tang et al. 2013) en coincidencia con lo observado en este estudio. La
presencia del citoplasma proveniente del genotipo cultivado incrementd los valores para
estos tres caracteres del fruto. En cuanto a la vida poscosecha y contrariamente a lo
manifestado en el genotipo cultivado utilizado como progenitor, los hibridos y las plantas F,
gue portaban el citoplasma cultivado mostraron un aumento de la vida poscosecha de los
frutos. Es importante destacar que si bien los genes nucleares aportados por la especie
silvestre incrementan el valor medio para este caracter, el citoplasma cultivado produce un
sinergismo positivo sobre el mismo. De este modo, resulta importante destacar la interaccion
positiva manifestada tanto en los hibridos como en la poblacion F, con el citoplasma
cultivado en cuanto al caracter vida poscosecha.

La existencia de efectos reciprocos en la determinacion de caracteres de calidad del

fruto en las generaciones F; y F, de este contexto genético pone de manifiesto la necesidad
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de considerar el aporte de la herencia parental al momento de planear cruzamientos en

programas de mejoramiento.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Se detectd un importante componente de variancia genética para todos los
caracteres de calidad de frutos evaluados en las generaciones segregantes derivadas del
cruzamiento reciproco entre Caimanta 'y LA722.

Se demostrd la existencia de efectos reciprocos en la determinacion de algunos
caracteres de calidad de fruto en tomate, tales como didmetro, altura, peso y vida

poscosecha en las generaciones F; y F, del cruzamiento evaluado.
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CAPITULO I

CARACTERIZACION GENOTIPICA CON MARCADORES MOLECULARES DE ADN
PARA LA CONSTRUCCION DE MAPAS DE LIGAMIENTO GENETICO EN
POBLACIONES F,
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los genotipos uniformes (progenitores y F;) y las generaciones F, con
marcadores moleculares de ADN.
Construir un mapa de ligamiento para cada poblacion F, obtenida por

autofecundacion de los hibridos reciprocos entre Caimanta y LA722.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se seleccionaron para la caracterizacion molecular 94 plantas de cada F, para
facilitar y hacer mas eficiente el uso de equipamiento del laboratorio. Solo se seleccionaron

plantas F, que tuviesen datos para todos los valores fenotipicos analizados en el Capitulo II.
Extraccion y cuantificacion de ADN

Tanto las extracciones de ADN de cada una de las plantas evaluadas como la
determinacion de la cantidad y calidad de ADN extraido se llevaron acabo de la misma
manera que se detallé en el Capitulo | para las muestras de ADN que fueron secuenciadas.

Caracterizacion molecular

Se utilizé el mismo protocolo de preparado de muestras y de amplificacion en todas
las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa)
realizadas durante la caracterizacion molecular con todos los diferentes tipos de marcadores
de ADN usados. Cada muestra consistié en 40 ng de ADN genémico, 2,5 mM de dNTPs, 40
mM de cloruro de magnesio (MgCl,), 10 uM de cada cebador, 2 pul 10X de Tag buffer (50
mM KCI, 10 mM Tris-Cl pH 8.3) y 2 unidades de Tag polimerasa.

El protocolo de amplificacion utilizado fue el que se detalla a continuacion:

e Desnaturalizacion del ADN: 1 minuto a 94 °C

e Gradiente térmico de amplificacién constituido por siete ciclos con diferente
temperatura de hibridacion: desnaturalizacion del ADN 30 segundos a 94 °C,
hibridacion 30 segundos a 58 °C — 52 °C (disminuyendo de a 1°C por ciclo) y
extension dos minutos a 72 °C.

e 30 ciclos de amplificacion: desnaturalizacion del ADN 30 segundos a 94 °C,
hibridacion 30 segundos a 52 °C y extensién dos minutos a 72 °C.

e Elongacion: 5 minutos a 72 °C.

La caracterizacion molecular de las generaciones F; se llevo a cabo utilizando:

1) Marcadores de ADN previamente desarrollados y disponibles publicamente para el
cultivo de tomate.

2) Marcadores del tipo InDel desarrollados a partir de la lista de polimorfismos
publicada luego de la comparacion del genoma completo del cultivar Heinz 1706 de S.
lycopersicum L. y la accesion LA1589 de la especie S. pimpinellifolium L. (The Tomato

Genome Consortium 2012)
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3) Marcadores del tipo InDel y CAPS desarrollados a partir de la comparacion de los
datos obtenidos de la secuenciacion de genoma completo del cultivar Caimanta de S.
lycopersicum L. y de la accesion LA722 de S. pimpinellifolium L.

A todos los marcadores moleculares que amplificaron de manera correcta se les evalué
mediante el programa R (R Core Team 2014) la segregacién obtenida luego de realizar la

caracterizacién molecular de cada poblacion F,.
1) Caracterizacion con marcadores moleculares disponibles:

La caracterizacion molecular se comenzé con 26 marcadores del tipo SSR (Simple
Sequence Repeat o0 repeticibn de secuencia  simple) disponibles en

http://www.solgenomics.net que fueron previamente seleccionados por ser polimorficos entre

Caimanta y LA722 (Pereira da Costa et al. 2013). En la Tabla lll-1 se detalla la ubicacién
cromosomica, la posicion fisica en la versibn SL2.50 del ensamblado del genoma de
referencia en tomate, la secuencia de los cebadores y el tamafio de los alelos cultivados y
silvestres de cada uno de los SSR disponibles. Ademas se utilizaron cuatro marcadores
funcionales: dos para peso de fruto FW2.2 (Blanca et al. 2015) y FW3.2 (Chakrabatrti et al.
2013) y dos para el nimero de l6culos y la forma de frutos LC (Mufios et al. 2011) y FAS
(Rodriguez et al. 2011). En la Tabla 1ll-2 se presenta la posicion fisica en la version SL2.50
del ensamblado del genoma de referencia en tomate, la informaciéon de secuencia de los
cebadores, la enzima de restriccion y el tamafio de los alelos cultivados y silvestres para los
cuatro marcadores funcionales utilizados en la caracterizacién molecular de las poblaciones
Fs.
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Tabla lll-1: SSR (Simple Sequence Repeat) utilizados en la caracterizacion molecular.
Ubicaciéon cromosomica, posicion fisica, secuencia de cebadores y tamafio de los alelos.

Tamafio | Tamafo

Cr| Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'-3") culatli(\ellz;)do sil?/lsls(:re
(pb) (pb)
SSR095 |SL2.50ch01:77.706.795 ; igg%’:;ﬁg%?ﬁi%g:ﬁ?gCTT 229 242
. SSR220060 | SL2.50ch01:81.703.670 E ZE'EITEEE%E":AZ%;?:A:ASCEEEA 142 132
SSR009 |SL2.50ch01:93.020.940 R-: CCTCCTATGTTGGCTCATGAA 168 150
SSR288 |SL2.50ch01:96.929.367 ; IBCGTGT'I(':TZC(::(,;ATA%?‘Inggig;E 275 270
, SSR295 |SL2.50ch02:37.913.549 E:%%Z%E%}Z%%EZ%&?E 204 224
SSR032 |SL2.50ch02:45.859.621 R.: AGAACGGAGGATGTTCGTTG 186 194
, SSR320 |SL2.50ch03:69.163.650 E g%gg% ﬁg%}g; 165 159
SSR014 |SL2.50ch03:69.761.765 R-: CTTGCTTCACCAGATGCAGA 166 174
] SSR115 | SL2.50ch05:2.732.360 E E%EE%}:%;&E '{{i %SC%A:_E ;—C 200 210
SSR162 |SL2.50ch05:65.471.674 R.: ATCCTIGTTCCTGGCTGTTG 260 264
] SSR211044| SL2.50ch06:1.000.251 E zcz(égézgggg%-%é%gggg 209 203
SSR128 |SL2.50ch06:37.635.715 R-: CGAACCATGAGACGACTTCA 139 147
SSR286 | SL2.50ch07:1.876.222 ; ,ZGC%TTA%TCGCG ?FCE;T(:TTTEéA CGTG é:ACTA 120 130
7| SSR276 | SL2.50ch07:7.397.050 ; iiﬁgf'%ﬁ;r? CC_I'_I'_I'_I' GC (? é: g;:IG- 160 194
SSR045 |SL2.50ch07:65.008.071 ; Ei?%i:’é?@?ci%?ﬁ%%: 158 167
. SSR327 |SL2.50ch08:52.580.462 E é}%%%&%ﬁ%%CCTG 180 186
SSR038 |SL2.50ch08:61.433.851 R-: TGATGGTAGATTTGATGAACCC 215 223
SSR069 | SL2.50ch09:3.545.307 ; iiﬁglg%ﬁrﬁigigégip\ 146 164
9 SSR0O70 | SL2.50ch09:3.628.940 ; EI_-I_-I?_I_G AiiEiEiLGC-I-GGCGAGC-I:FCC% 136 128
SSR110 |SL2.50ch09:64.265.356 ; E;igi%ﬁgﬁ;?g;ig@;ii yy 170 180
0 SSR596 | SL2.50ch10:2.831.041 E g?%é%i%%}i{;&% 184 190
SSR318 [SL2.50ch10:56.819.742 R-: GCGAATGCAATATCCTCTGR 276 290
SSROB0 | SL2.50011:2274 318 |- ATOCTCATGTTCTIGATTATCA 67 | 1m0
11| SSRGO036 |SL2.50ch11:54.409.537 ; Eiﬁ;_?ﬁgiéﬁ?glmgﬁiiﬁfc A 140 150
SSR1061 [SL2.50ch11:55.169.932 ; i;g%i;g%i;g%ﬁxccff GA 222 229
12| ssriao1 [st2socnizea s 677|E CTICATATCTITGATGGCATGT | 1gy |

Cr: Cromosoma, F: cebador directo , R: cebador reverso; pb: tamafio en pares de base

50



Capitulo 1ll — Materiales y Métodos

Tabla Ill1-2: Marcadores funcionales utilizados en la caracterizacion molecular. Posicion fisica,

secuencia de cebadores, enzima de restriccion y tamafio de alelos.

Tamafio | Tamafo

L . Enzimade alelo alelo
Gen Posicién Fisica Secuencia de cebadores (5’ to 3’) Resztlriccién cultivado | silvestre
(pb) (pb)

F- CATATAAAGTGTACTGACCGTCA
a + | SL2.50ch02:52.251. Tsp4si 1 14
Fw2.2* | SL2.50ch02:52.251.863 | o o1 0 CTATTCAAGAGGTAAATGAG sp45 68 o

bPw3.2% | SL2.50ch03:64.798.921 |- AMCTCCAATAMITTAGATGAACTTCA | 1881 326 304
R: ATTGGGTCTCTCCTCGCTCT
F: GCCGAACACATCAACATTTC

cLer | SL2.50ch02:47.188.272 Hindil 2 2
LC* | SL2.50ch02:47.188.272 1. - 11T CTAMMAGATTTGGCATGAAG ind €0 3

F.: CCAATGATAATTAAGATATTGTGACG
dFAS* | SL2.50ch11:54.877.107 |F,: ATGGTGGGGTTTTCTGTTCA - 466 335
R: CAGAAATCAGAGTCCAATTCCA

F: cebador directo; R: cebador reverso.
F.: cebador directo en presencia de la inversion; F,: cebador directo en ausencia de la inversion.
2 Blanca et al. 2015; *: Chakrabarti et al. 2013; ©: Mufios et al. 2011; Rodriguez et al. 2011.

En el caso de los SSR la separacion de los fragmentos de amplificacion se llevé a cabo
en geles de poliacrilamida al 6% p/v realizando corridas electroforéticas de 3 horas a 50 W
constantes. Debido a la diferencia de tamafo existentes entre los marcadores, se los pudo
seleccionar de manera tal de sembrar dos marcadores con un desfasaje de una hora entre
siembras en un mismo gel para evitar superposiciones y poder analizar ambos marcadores
simultdneamente. La visualizacion se realiz6 a través de tincion con nitrato de plata (AgNO3)
procediendo de la siguiente manera: en primer lugar se realizdé un proceso de fijacion que
consistié en 30 minutos en agitacion en 1,5 litros de una solucion de acido acético al 10 %
v/v; luego se hicieron dos lavados con agua destilada de 5 minutos cada uno y finalmente se
revelaron los geles agitandolos en una solucién de carbonato de calcio (CaCO3) 3% plv,
formaldehido 0,07% v/v y tiosulfato de sodio 0,4 % p/v.

Por su parte, la separacion de los fragmentos amplificados de los 4 marcadores
funcionales se realiz6 en geles de agarosa al 3 % p/v realizando corridas electroforéticas de
2 horas a 140 V constantes y se los visualizO mediante tincion con SYBR® Safe (Thermo
Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU).

2) Caracterizacion con marcadores moleculares desarrollados a partir de secuencias

gendmicas disponibles publicamente:

Con el objetivo de incrementar la densidad de marcadores moleculares por
cromosoma se planted, antes de contar con la secuencia de ADN de los progenitores, esta
primera estrategia utilizando como referencia para el desarrollo de marcadores tipo InDel la

lista de inserciones y deleciones predichas que surgieron de comparar las secuencias de los
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genomas del cultivar Heinz 1706 de S. lycopersicum L. y la entrada LA1589 de S.
pimpinellifolium L. (The Tomato Genome Consortium 2012) disponible en sitio de Internet de

la red de Solanaceas (http://solgenomics.net/oldhighlights.pl). Las inserciones y deleciones

de S. pimpinellifolium L. se confirmaron por comparacién de las secuencias flanqueantes de
los InDel predichos con los genomas respectivos a través de BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool). De este modo se valido el tamafio en pares de bases (pb) de la
insercion/delecion y la localizacion cromosomica. Las secuencias que contenian los InDel se
utilizaron para desarrollar los cebadores directo y reverso con el programa libre Primer 3
version 0.4.0 (Untergasser et al. 2012). Se desarrollaron marcadores con productos de
amplificacién de aproximadamente 200 pb debido a que la mayoria de la inserciones y
deleciones detectadas fueron de entre 15 y 20 pb. Antes de utilizar los marcadores
desarrollados para caracterizar la poblacion F, se comprobé para cada marcador la
existencia del polimorfismo utilizando la misma metodologia descripta para los marcadores
funcionales para separar fragmentos amplificados en geles de agarosa al 3% p/v. En este
caso el polimorfismo en cada marcador se probé utilizando siete genotipos diferentes: tres
cultivares de S. lycopersicum L. (Caimanta, Rio Grande y un cultivar con los genes nor); un
cultivar de S. lycopersicum var. cerasiforme (Dunal) Spooner, G.J. Anderson y R.K. Jansen;
dos cultivares de S. pimpinellifolium L. (la accesion LA722 y LA1589) y el hibrido F; entre
Caimanta y LA722. Solo los marcadores que resultaron ser polimorficos entre Caimanta y

LA722 fueron utilizados para caracterizar la poblacion F.

3) Caracterizacion con marcadores moleculares desarrollados a partir de la secuencia
de los genotipos utilizados como progenitores de las poblaciones segregantes:

Tal como se detalla en el Capitulo |, una vez obtenida y alineada la secuencia completa del
genoma de Caimanta y de LA722 se procedid a realizar una comparacion de ambos
genomas y se obtuvo una lista de polimorfismos SNP (Polimorfismo de Nucle6tido Simple) e
InDel encontrados a lo largo de todo el genoma con su posicién fisica exacta. La lista de
inserciones y deleciones se utiliz6 para desarrollar marcadores moleculares del tipo InDel y
la lista de SNP se utiliz6 para desarrollar marcadores tipo CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences o Secuencias Polimérficas Amplificadas y Cortadas). Inserciones y
deleciones de entre 15 y 50 pares de base (pb) fueron utilizadas para desarrollar InDel de
diferentes tamafnos con el objetivo de poder incluir hasta tres marcadores en una misma
reaccion de PCR (PCR multiple) sin que exista superposicion de tamafios en los fragmentos
amplificados al momento de visualizarlos en geles de agarosa al 3% p/v. Las inserciones y
deleciones de 15 - 22 pb; de 23 - 40 pb y de 41 - 50 pb fueron utilizadas para desarrollar
marcadores con longitudes de fragmentos totales de 100 — 200 pb; de 220 — 350 pb y de
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400 — 500 pb respectivamente. Las regiones candidatas para el desarrollo de InDel fueron
evaluadas visualmente mediante el programa IGV 2.3 (Integrative Genomics Viewer)
(Robinson et al. 2011). Por su parte, para desarrollar los marcadores tipo CAPS se utilizé la
herramienta “CAPS Designer” disponible en el sitio Sol Genomics Network

(https://solgenomics.net/tools/caps designer/caps_input.pl), la cual permite encontrar sitios

de restriccion sobre los SNP polimoérficos. El disefio de los cebadores de los marcadores tipo
CAPS e InDel se llevo a cabo mediante el programa libre Primer 3 versiéon 0.4.0
(Untergasser et al. 2012). La separacion de los fragmentos amplificados de los CAPS e
InDel en PCR multiples se realiz6 en geles de agarosa al 3 % p/v realizando corridas
electroforéticas de 2 horas a 140 V constantes y se los visualiz6 mediante tinciébn con
SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EEUU).

Construccion de mapas de ligamiento

La construccion de ambos mapas de ligamiento se realizé con el programa R (R
Core Team 2014) utilizando el paquete R/QTL (Broman et al. 2003). Los marcadores fueron
agrupados en el mismo grupo de ligamiento cuando presentaron valores de puntuacién LOD
(Logarithm Of Odds o logaritmo de probabilidades) mayores a 3,8 y valores de frecuencia de
recombinacion (Rf) menores de 0,35. La funcion “orderMarkers” y “ripple” fueron utilizadas
para establecer y verificar el orden de los marcadores dentro de cada grupo de ligamiento.

La distancia entre marcadores fue calculada mediante la funcion de Kosambi (1943).
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RESULTADOS

Caracterizacion molecular
1) Caracterizacién con marcadores moleculares disponibles:

De los 26 SSR utilizados solo dos (SSR009 y SSRH301) no pudieron ser
amplificados correctamente y solo uno (SSR032) presenté una segregacion distorsionada
respecto de la esperada para un marcador codominante en una poblacion F,. En la Figura
IlI-1 se presenta un gel de poliacrilamida al 6% p/v en el cual se evidencia el polimorfismo
detectado entre Caimanta (C) y LA722 (P) y la segregacion encontrada en una poblacion F,
para un marcador tipo SSR.

Figura 1ll-1: Polimorfismo detectado en plantas de una generacién F, por un marcador SSR

en un gel de poliacrilamida al 6% p/v.

P: Alelo de LA722; C: Alelo de Caimanta

Los cuatro marcadores funcionales fueron amplificados correctamente y los datos
obtenidos no presentaron distorsiones en la segregacién esperada. En la Figura IlI-2 se
muestra un gel de agarosa al 3% p/v para el marcador funcional para peso FW3.2, el

polimorfismo entre los progenitores y la segregacion en una poblacion F.

Figura llI-2: Polimorfismo detectado en generacion F, por el marcador funcional para peso

FW3.2 en un gel de agarosa al 3% p/v.

P: Alelo de LA722; C: Alelo de Caimanta
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2) Caracterizacion con marcadores moleculares desarrollados a partir de secuencias

gendmicas disponibles publicamente:

Mediante esta estrategia se desarrollaron 51 marcadores distribuidos en los 12
cromosomas del genoma de tomate de los cuales 11 (21,5%) resultaron ser monomorficos
entre Caimanta y LA722. Los cromosomas 2, 3 y 12 fueron los que presentaron la mayor
cantidad de marcadores monomorficos, mientras que en los cromosomas 6, 8, 9, 10y 11
todos los marcadores desarrollados resultaron ser polimérficos entre Caimanta y LA722. En
la Figura IlI-3 se muestra un gel de agarosa al 3% p/v en el cual se puede visualizar el
resultado de la prueba del polimorfismo existente para uno de los InDel desarrollados
mediante esta estrategia. En la Tabla IlI-3 se presentan la ubicacibn cromosémica y la
posicion fisica en la version SL2.50 del ensamblado del genoma de referencia en tomate; la
secuencia de los cebadores y el tamafio en pares de bases del alelo cultivado y silvestre
para cada uno de los marcadores desarrollados.

Figura 1ll-3. Gel de agarosa 3% p/v que muestra el polimorfismo existente para uno de los
InDel desarrollados a partir de secuencias genémicas disponibles.
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Tabla IlI-3 (1ra Parte): InDel desarrollados a partir de secuencias gendmicas disponibles.

Ubicaciéon cromosomica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los alelos.

Tamafio | Tamafio
Cr | Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3') cu?tliilgdo silaxilsls(;re
(pb) (pb)
IND1-0021 |SL2.50ch01:215.456 ; i&:’gzi(é?rﬁgéiﬁgig%iT CTTT 187 209
1 | IND1-4036* [SL2.50ch01:45.790.960 ; Céé&g%i'ﬁé;%?;?;:ﬁ; ;Eg:TAAGA 149 127
IND1-9003 |SL2.50ch01:98.276.467 ; AA?rggﬁié'?ééggAc?TﬁTrErfTA 146 121
IND2-0874* |SL2.50ch02:17.542.936 ; ':LGCGA:%(;\LAGGCA:?GC AGC-I:I'A("JG'I'?EI:' 132 152
IND2-2794* |SL2.50ch02:33.367.775 ; L%i%i??;?f%%iﬁgﬁgﬁggTT CA 116 136
| wozaous [sasoenozeron e EE?EE?&%’%EEEQ%%?@A o | 15
IND2-4010 |SL2.50ch02:45.530.156 R.: CAGGCAAGCTTCATICATTTT 155 167
IND2-4465 |SL2.50ch02:50.075.134 ; Tci?c?%@&?ﬁééﬁf?llﬂgg G 142 163
IND2-4824 |SL2.50ch02:53.667.913 ; ?_ggm/_gf é; GT"I'A‘I? C?:gf A%Tr(écéA 131 151
ND30180° 512 50ch0a1 000,168 |- ICTTOGATAMITACMGTATCASE | o |1
IND3-0868 |SL2.50ch03:4.408.764 ; Tcigig;mg;;ﬁim;%ﬁi ™ 78 95
3 | Wog-a703- [stos00h0050 457 9ma [ TSCCATCAGACECTATEM T g [
IND3-5695 |SL2.50ch03:62.902.395 ; ﬁg;?%gﬂl}%ﬁil%iﬁ 101 120
IND3-6435 |SL2.50ch03:70.305.170 ; 1%?212%%2;1222?1?@? 114 129
ND#-0008 [SL250ch0 5430 |- CCACAGCAARGCAGCACATA 5 | a7
ND- 0531 [SL2.500h045 819,086 |EICASCATTTAGCTATIARTGETTCC | o™ |
4 F: AACCTCTTCCATTTCTTATTTTTGTA
IND4-5254* |SL2.50ch04:53.401.072 R TCCCAAGGT GAMATTAAGAACA 119 140
ND6399 512 50ch04:66,396.715 [ [OCT ACGGTTTACAATCTCACA 0 | 197
IND5-0016 |SL2.50ch05:164.222 ;:: ;;gil;ggiilg@@gfﬁf&e 187 202
: IND5-1148 |SL2.50ch05:11.481.047 E }EEEE%?%%?}&E:% C}Il:ég:ri-;i 86 107
IND5-5981* |SL2.50ch05:60.667.207 R.: GCCTGCAAGAAGCAMACATT 81 101
IND5-6474 |SL2.50ch05:65.602.455 ; ngﬁi%éfAi%ﬁE;igAM 180 197
NDG0135 |2 50ch06:1.354.345 |- COCAATATCAMGCARCCACA__ @ | 1o
. IND6-2915 |SL2.50ch06:32.661.561 E %E?}E?i A?Eii%?i%iﬁ%& _ 83 100
IND6-4186 |SL2.50ch06:45.472.050 R.: ACAATGCTTCTCTATTAGGCAAA 108 129
IND6-4561 |SL2.50ch06:49.324.666 ; E%igngﬁngigiﬁggT’z 124 139

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; * : Marcador monomofico entre Caimanta y LA722
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Tabla 111-3 (Continuacion): InDel desarrollados a partir de secuencias gendmicas
disponibles. Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio
de los alelos.
Tamafio | Tamafo
Cr | Marcador Posicion Fisica Secuenciade cebadores (5'- 3) cu?tli‘\ellgdo silf\i/lzls(:re
(pb) (pb)
NDT-0050 [sL250co7501.400 |- CITCACCTATTTAGCCARGTITTATAC |1, | 150
IND7-5180 |SL2.50ch07:54.484.431 ;': %i;gigﬁ%i;gﬁggfgéfg 84 104
7 | IND7-5550 |SL2.50ch07:58.185.110 ;': ?ﬁﬁi’éﬁéﬁﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬂe’k 141 120
IND7-5642 |SL2.50ch07:59.101.035 ;;g%g%fgﬁ;fgﬁggggmec 81 100
IND7-6521* |SL2.50ch07:67.992.303 ;’?:CC’TFATTCT::TACTS?TCT%%/TFZACT 89 107
IND8-0171 |SL2.50ch08:1.714.022 Ezi’gﬁ%ﬁiﬁgﬁ’éﬁgfxmw 99 119
. IND8-0357 |SL2.50ch08:3.677.413 E} EE%EE}}%%E&%%C c 95 110
IND8-4649  |SL2.500h08:49.282.424 [-— === =~ o~ — = 123 143
IND8-6185 |SL2.50ch08:64.998.161 E;ig’gg:ggf%ﬁgg;ﬁ;gfg 168 188
IND9-0006 |SL2.50ch09:67.633 ;:: TTTTig;giTTfTCTgATTéTTgfﬁTTfTTTG 134 155
. IND9-0232 |SL2.50ch09:2.323.223 E:%Z%}é%ggig%}gﬁfg S 138 156
IND9-5961  |SL2.50ch09:64.016.484 ==~ = === s — 2 = 73 91
IND9-6732 |SL2.50ch09:72.048.689 ;?&?2&@2&?&2&? cA 98 117
IND10-0015 |SL2.50ch10:55.000 ;:: ;;iéi’;@??fg&iﬂi&cc 122 141
F: GAACTTAAATTTATTGGAAACATCTCA
y IND10-0265 |SL2.50ch10:2.658.489 Ef g :gg ﬂ?gg :ﬁACCCTTTCgATfTTTiTCT 63 85
IND10-4698 |SL2.50ch10:51.506.547 [~~~ — ~=— ===~ r 155 173
IND10-6196 |SL2.50ch10:65.075.125 ;': %‘E‘?TTCCégzig’éﬁﬁﬁﬁﬁ 93 114
IND11-0017 |SL2.50ch11:172.705 ;:: Zﬁ%ﬁ%ﬁ;ﬁéﬁi‘fﬁgﬁggﬁm " 114 134
F: TCTTATTTTATGTTTTCCTGTGCAA
. IND11-1073 |SL2.50ch11:10.735.544 E,: gg ?ﬂggﬂ :ggggTC/ITTTTTTGTAA 79 98
IND11-4770 |SL2.500h11:50.625.957 [o— =~ = — = o e e e = 107 126
IND11-5323 |SL2.50ch11:56.150.684 ;'zﬁg’gi’:ﬁiﬁlmﬁznm A 111 130
IND12-0038 |SL2.50ch12:389.209 :: ?éiﬁﬁgfggggﬁfgggfg’* 108 127
) . . F: TGCAATGTACTTGAGCATTCTTC
b IND12-0421* [SL2.50ch12:4.219.718 Ef mCCTGAﬁTC;iTGi /;%2;: GAAAAA 92 114
IND12-6253* |SL2.50ch12:64.089.632 [o—~=— =~ = = === == 106 124
IND12-6405* [SL2.50ch12:65.714.582 ;':mfgg;‘\cfsgﬁfgggfc 128 148

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; * : Marcador monoméfico entre Caimanta y LA722
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3) Caracterizacion con marcadores moleculares desarrollados a partir de la secuencia

de los genotipos utilizados como progenitores de las poblaciones segregantes:

Una vez confeccionadas las listas de polimorfismos se desarrollaron a lo largo de
todo el genoma 126 marcadores tipo InDel y seis CAPS. El polimorfismo de los marcadores
desarrollados se probd en primer lugar en los genotipos progenitores para luego procederse
con la caracterizacion molecular de las poblaciones F,. En la Tabla IlI-4 se presenta la
ubicacion cromosomica; la posicion fisica en la version SL2.50 del ensamblado del genoma
de referencia en tomate, la secuencia de los cebadores, la enzima de restriccion utilizada y
el tamafio en pares de bases de los alelos cultivados y silvestres obtenidos para los seis
marcadores tipo CAPS desarrollados a partir de la lista de SNP polimorficos entre Caimanta
y LA722.

Tabla 1ll-4: CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) desarrollados a partir de la
secuencia Caimanta y LA722. Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los

cebadores, enzima de restriccion utilizada y tamafio de los alelos.

Tamafio | Tamafio
Cr| Marcador Posicion fisica Secuencia de cebadores (5'- 3') Enz|rna'c!e al'elos 'alelos
restricciéon|cultivados|silvestres
(pb) (pb)
. F: ATATATTGCCCACATAAACATAACAAG 160 91
CAPS1-8685 |SL2.50ch01:86.855.520 R AAGCAGATTCTCTITITCCTCCT Rsal 69
F: CATGAATTTGAGTTGTGAATACAGTG 289 218
1 CAPS1-8996 |SL2.50ch01:89.960.150 R TTGGGCTAATGTTGTGAGTCC Hpy188I 7
F: TTTGTATCTTCCTTAACGAATTGATTT 194 145
_ *k .
CAPS1-9221** [SL.2.50ch01:92.216.600 R: TTCTGTACATTCTCCACAATTTGA Hpy188I 145 18068
F: CAGAAACAAGAATTTTAAGCACCA i 209 160
CAPS12-0097 [SL2.50ch12:972.781 R CATTGGTTGATGCATCTGAA Hinfl 29
F: TTCCATATGAGAATGAAATGACAA 127 196
12| CAPS12-0290 |SL2.50ch12:2.904.713 R TTTGAATTAGTCATATTAGTTGGAACC Hpy188I 69

F: AATGTGTGGCGTGATGAGAT 221 144
CAPS12-0354 [SL2.50ch12:3.548.700 R. AGCGGCATGGATTATGGTAG Rsal 7

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; **: Marcador que no amplificd

En la Tabla IlI-5 se muestra la ubicacion cromosémica; la posicion fisica en la version
SL2.50 del ensamblado del genoma de referencia en tomate, la secuencia de los cebadores
y el tamafio en pares de bases del alelo cultivado y silvestre de los 126 InDel desarrollados
a partir de la secuencia de Caimanta y LA722. Para cada cromosoma se desarrollaron como
minimo 10 InDel (cromosoma 11) y como maximo 33 (cromosoma 1). La cantidad de InDel
desarrollados mediante esta estrategia varid principalmente en funcién del nivel de
recombinacion existente en cada cromosoma, pero también en funcién de la cantidad de
marcadores polimérficos desarrollados mediante la primera estrategia y la cantidad de SSR

polimorficos con lo que se contaba.
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Tabla 11I-5 (1ra Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicaciéon cromosomica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los alelos.

R:CGTGGACCATTAAGGGAAGA

Tamafio | Tamafio
Cr Marcador Posicién Fisica Secuenciade cebadores (5'- 3') cu:itli(\ellsdo sile\l/leelsct)re

F:GGTCACCACGACCAAAAAGA ) )

IND1-0054 SL2.50ch01:542.395 Rl:TGTCTTTGCCTACTCTTGGACTC 406 365
IND1-0149 SL2.50ch01:1.497.410 ;ggg:fgﬁég:l:l?gﬁg_?égc 133 106
IND1-0317 SL2.50ch01:3.170.728 ;;ig:@izrg;gfg Ai-(l—:cclif‘:%G 261 228
IND1-0512 SL2.50ch01:5.125.727 ;mE%Ts g_l-_r_l-_r_l_G Am%%ﬁ%ACTCG 127 103
IND1-0897 SL2.50ch01:8.972.899 ;'Gl'g'(l?;ﬁ"? g;:;;i_?%iﬁgg (? ACTG 140 120
IND1-4035 SL2.50ch01:40.353.186 ;?ggﬁ%ﬁi’iﬁ%%ﬁ;ﬁgﬁ?@ﬁT oT 449 399
IND1-4731 SL2.50ch01:47.314.509 ;?gg%iﬁgi;?;gi%;%ﬁ 459 403
IND1-5963 SL2.50ch01:59.632.031 ;Triz(?rAC-l:riggs GG cﬁﬁgzig;_r 260 225

F: T TGT

. IND1-8018 SL2.50ch01:80.183.362 Eﬁi%%%gi Frfg%g: :‘S EECCAA 275 248
IND1-8182 SL2.50ch01:81.820.319 Rl:TCACCTTCTCCAGTTTAAATACCA 242 206
NDL82t4 | L2 50chor8naa0975 |LALATATCACTECCCCTCCTG = | 2
IND1-8347 SL2.50ch01:83.470.322 ;-_I;_EA(?_I(_; GG GA'I('3 Aiﬁigé$$$ééig 422 379
IND1-8428 SL2.50ch01:84.287.478 ;?gg?ﬂ? gfgm%ﬁi%ﬁ; e 248 216
IND1-8441 SL2.50ch01:84.416.092 ;—EZC';‘I'AC\-}CEZAG—I—'I—'F'S 'Q:G;_TCAS GATT ggéAAi_?TTCG 436 387
IND1-8542 SL2.50ch01:85.423.404 ;ii?g_?_?:: GC ;—1('3 (ISEZEE%ATTT 151 123
IND1-9422 SL2.50ch01:94.220.270 ;ggﬁ?gﬁi?:;gi?@i@%gce 140 120
IND1-9461 SL2.50ch01:94.617.516 ;ié;g’:ﬁ_?:gg;ﬁéi;i_crg;$g_r 450 405
IND1-9652 SL2.50ch01:96.524.181 ;%ﬁ;ig_?ﬁgl;gﬁiﬁ;gﬁ?ﬁéﬁl aC 137 109
IND2-2019 SL2.50ch02:20.190.423 ;gﬁiﬁggﬁ?g:;?ggéiﬁéiﬁ 264 223
IND2-3815 SL2.50ch02:38.151.569 ;L%iigﬁ;iigginff (:— éAAA 457 406

, IND2-3976 SL2.50ch02:39.761.162 E-?g;ifﬁgf CE CA?%%;TEC 240 208
IND2-4384 SL2.50ch02:43.840.109 Rl:TGATTTTCATAACAAGTAATGCTGCT 136 118
IND2-5218 SL2.50ch02:52.188.354 ;%gzzixggi%giﬁilgiﬁg A 160 131
IND2-5414 SL2.50ch02:54.148.125 FCCTGATCCAAGTTGC TGAMT 469 415

Cr: Cromosoma,; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases
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Tabla 1lI-5 (2da Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los

alelos
Tamafio | Tamafo
Cr Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3') cuili(\ellzdo sililsls(‘zre

(pb) (pb)

IND3-0011 SL2.50ch03:113.523 ;ﬁgli'ﬁfggfgggﬁfTﬁﬁiCTCMT 127 105
IND3-0117 SL2.50ch03:1.177.205 :ziiiﬁﬁigégiigﬁligﬁé yy 478 417
IND3-0375 SL2.50ch03:3.758.695 ;%E@ﬁlii?gﬁgrgg'?ﬁiﬁTT 459 406
IND3-0448 SL2.50ch03:4.480.134 ;A(;(?:AC?EC':A\ATC:- C(S:'I('; A%%%C':FC(:Z"AIJI-'TI'AGL 250 222
IND3-0601 SL2.50ch03:6.016.874 ;;E%%g;g?ﬁ gfg;? C';(_B A(Z-IC—:-I;'T 150 132
ND35470 | SL2.500h03:54 702 027 [LICTICCTTTIGCARATCAGG: s | 100

3 IND3-6289 | SL2.50ch03:62.898.396 ;;?_gg?#égiﬁg;?ggﬁ_r éé 230 207
IND3-6466 SL2.50ch03:64.662.041 ;gig;i’:éigg_? ;g:l_?;;:;g ((:: CTTA 247 210

IND3-6570 SL2.50ch03:65.770.634 ;;;g?(\;cec CG GCTC(:B'?I;((BZ%CE‘I'?Z-:Z(%I’L A 116 97
IND3-6722 SL2.50ch03:67.225.507 :%Eiiﬁgiigﬁfggggﬁg?CA 204 228
IND3-6853 SL2.50ch03:68.535.818 ;igigi:g;: ;'_I'_I' ggﬁg;géi?_ CA 461 417
IND3-6900 SL2.50ch03:69.002.639 ;AAL%igigiisfé;gAAiéiI?gzr CA 225 200
ND37057 | SL2500h03:70 577 267 [ICCACACCATATACAGCACCTAM |17 | 159
ND-0235 | SLo500n04 2,384 959 | ICACAATGGTAGGOGTAGGTC s | 1w
IND4-0954 SL2.50ch04:9.541.735 ;iﬁ$§¢¢:§§§;ﬁéﬁ:€i¥gg 269 238
IND4-3519 SL2.50ch04:35.195.747 :iiiiélg;iﬁ;lgiﬁlgﬁgM 449 400

. IND4-4286 SL2.50ch04:42.869.465 EE:AACi %EEE%%%%%E%EE&:%% 446 402
IND4-5507 SL2.50ch04:55.075.989 R.:GACTTTGCTTGCCTTTTGGA 259 229
IND4-6078 SL2.50ch04:60.783.326 ;;%m%i;gﬁiggﬁf C':I'_I'_I' T 119 140
ND-6155 | L2 50ch061 665 713 [ CCCRCATAACCTGOCATCAG 2o | 21
ND#6310 | SL 500043 105054 [ACTAARACTACACTGCCTITGACTT |15 | 1

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases
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Tabla IlI-5 (3ra Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los

alelos.
Tamafio | Tamafo
Cr Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3') cuili(\ellzdo sililsls(‘zre

(pb) (pb)

IND5-0191 SL2.50ch05:1.912.631 ;%iif_? GC'I%ATA(S'IT ACZZZI(-BC':I',C;:(ABIB CAATG 451 400
IND5-0325 SL2.50ch05:3.253.878 :igﬁgﬁgii;;g;—_}r_?: (;'régiTT e 142 119
IND5-0418 SL2.50ch05:4.185.503 ;%’:Egg:gégiziilggiigf TAAGA 132 114
IND5-0546 SL2.50ch05:5.464.300 ;gﬁgﬁgiﬁéfﬁggiféﬁ G 232 206
IND5-0697 SL2.50ch05:6.972.292 ;%’:?2:_?1?? C(: C(Z: g:_ﬁ: GAC;I-E{_A\ (;I;I: 230 203

5 IND5-1450 SL2.50ch05:14.502.433 ;EEGA(Z?'??(?QEE;E%%EF:%?F;; 451 408
NDS-4612 | SL2.50chos 46125516 |LLCCTCATSGCTTTGAGTCTTG s | 200
IND5-5411 SL2.50ch05:54.111.354 ;%igii?_?_?éig:gﬁégiﬁigé A 450 388
IND5-6112 SL2.50ch05:61.125.549 ;%ii;??gﬁ?ﬁ%%ﬁiﬁT ACA 113 143
IND5-6262 SL2.50ch05:62.621.607 :%ﬁ;ﬁ?ﬁgﬁTgf é:TAGGgAGA%TCT AATGA 242 203
IND5-6475 SL2.50ch05:64.754.311 ;?gﬁgﬁﬁiﬁiﬁﬁgﬁggé&c 123 103
IND6-0068 SL2.50ch06:684.878 ;iégﬁ;g%ﬁf C’:Ag(-l;-‘ll-'-g:(':ré(‘:rgAAA 151 121
NDG0311 | SL2.50ch063 113320 [LCCITTICTCOACTATTITTARITIEE | 7 | o,
NDG-0465 | 5L S0chae 4 6es 35 | LICCACTIGAVCTIGAMGCRA | o0 |,
ND62574 | SL2.500h06:23 746 315 | ICACCTACCTCGARATCAAGC _ o | 1

] IND6-3385 SL2.50ch06:33.851.627 E%i%%%g%ﬁi%%A 236 208
IND6-3717 SL2.50ch06:37.171.980 R.:TCTCC/—\AATGCCAAGACAAA 460 403
IND6-3930 SL2.50ch06:39.303.864 ;Li?;? ((;: é: ;;TFAG(?I%%;%LAJZST 246 214
IND6-4232 SL2.50ch06:42.323.106 ;%ngccgﬁgﬁzgﬁgiggﬁ:TT 479 429
NDG-4570 | L2 50ch06:45 705 064 [[ICAMMATTACCCCTARTCARCGAG | ™31 | oy
NDS4707 | L2 50ch06.47 076 001 [FICATIGMMGTAMGCTIGTEE |y | 155

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases
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Tabla IlI-5 (4ta Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los

alelos.
Tamafio | Tamafio
Cr Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3') cuiliilgdo silz\i/lzlsct)re

(pb) (pb)

IND7-0152 SL2.50ch07:1.525.059 ;m%iigg?fTTxg;gCT 138 111
IND7-0312* SL2.50ch07:3.126.024 ;ﬁggiéggi@ﬂ;iﬁ;ﬁCAT 469 411
IND7-0397 SL2.50ch07:3.972.336 ;;giggﬁ&ig;?s ::;: A':\G 230 200
No7.0605 | SLosochoressions [LLICTAACCTIGGECACCATA w1 | a0
IND7-0918 SL2.50ch07:9.185.262 ;i;?__?f_?géigéiéﬁig gﬁgﬁ 264 225

7 IND7-1436 SL2.50ch07:14.367.058 ;i’:gi@%?cc‘ A-I: CGGCEI'C(BE-I:ACEI:GC (;:G 250 211
IND7-4808 SL2.50ch07:48.089.508 ;ii;gﬁiigg_f; G(,‘; GG ggiﬁé\; 451 401
IND7-6047 SL2.50ch07:60.475.382 E?_g;f;: C(-‘;B é; GG_I'_I:I'_I' C(;B émﬁg 141 117
IND7-6266 SL2.50ch07:62.665.186 ;CA:E:'IC'; ACAAG(?I:I:I:I(-S(ZFC? ggﬁg;ﬁgﬁg_? 232 204
IND7-6489 SL2.50ch07:64.896.521 ;ii?éé;ggﬁ@fgg‘?f (;T:G 143 122
IND7-6590 SL2.50ch07:65.906.456 ;iLEG;ITGCE‘FA(ﬁIFT-gGA:AC'I? AC_-l'_-_rl_TG(_:I_g:AG 158 133
IND8-0698 SL2.50ch08:6.980.675 ;giizaiiiﬁg?lféﬁﬁ ((:B'Ié\ g'(l? g;: 154 134
IND8-4090 SL2.50ch08:40.905.028 ;%g’:ﬁg%:i;%g@in%fg AGAA 259 228
IND8-5292 SL2.50ch08:52.923.106 ;;ggiﬁ;gi??gﬁggmcﬁrCA 443 397
IND8-5445 SL2.50ch08:54.452.499 ;;igg%ﬁ%T;rTCGg;Tgf ;:_f CA 145 125

8 IND8-5616 SL2.50ch08:56.161.016 ;%ﬁigi;iﬁ?ggiégl%%ﬁgﬁ?CA 445 389
IND8-5823 SL2.50ch08:58.237.833 Eéﬁég C?/T\BC-II—A(\:T-I;-\GCE(ZE?I'AC‘EAC\ICC? AA: C;r A 140 120
IND8-6049 SL2.50ch08:60.491.868 ;ngAAGACAg;gTCAS%ACATG c!.— CCCACA 446 386
IND8-6206 SL2.50ch08:62.069.867 ;igg%;?_.?;;gl_?:giig:;g ATCTTG 250 213
IND8-6582 SL2.50ch08:65.826.614 ;2%%?%@;?&i%ﬁég&%A 258 224

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; *: Marcador monomdfico entre Caimanta 'y LA722
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Tabla IlI-5 (5ta Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los

alelos.

Tamafio | Tamafio

Cr Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3") cu?tlif/l;)do sil?/lsls(zre
(pb) (pb)
IND9-0093 SL2.50ch09:935.331 ;g&%ﬁ;ﬁ?g%ngAgg ;—TTTT GAG 149 124
NDS.0744 | SL2.50ch007.443.003 |LCICTATCACCAGGOORCG _ ws | a0
IND9-1322 SL2.50ch09:13.228.934 :;%;gigTixggTﬁiigigéT G 245 214
IND9-4508 SL2.50ch09:45.089.334 ;((;CA;,CA::(S gé—(gTAgngTiﬁglﬁ:ﬁ%A 254 222
9 IND9-5376 SL2.50ch09:53.762.594 ;;ﬁgﬁ%g%%ﬁi%i?gi;ﬁg;ﬁ 149 129
IND9-5909 SL2.50ch09:59.090.196 ;mﬁs A%ASQISSTC CC::'I"A::'I? ACCA 453 401
IND9-6611 SL2.50ch09:66.111.464 :?gﬁgiﬁé@gﬁ%ﬁ?& GT$ (CZ:'I)'A/SAA 244 211
IND9-6829 SL2.50ch09:68.297.103 ;éiiﬁigg ggg?g:é;ﬁg?é A 435 394
NDS7010 | SL2.500h00:70.108 663 | LCLACACTICNCTIACNAMAGTCA |19 | 1
IND10-0064* SL2.50ch10:640.371 :%gi%gﬁrg (SAAGAACAC(:BC(:BA'I\'C':I'C/-:\Q(-B yy 254 225
IND10-0163 SL2.50ch10:1.631.600 ;iggﬁ%ﬂcii;gi¢gé§ig¢gé 446 399
ND100194 | SL250chi01 40515 [ ICAACCOATT TICTAGAGTITCA | 1
IND10-0429 SL2.50ch10:4.293.453 :gl;?_:- (':I' ((3:21('3 CC (BC?I:I:I'C':I:XI(-:-I:I:I:I:A'\I'("JI'((;ZC(; AT 407 459
IND10-0939 SL2.50ch10:9.393.712 :iéiéﬁﬁi;;?$§:ggggggﬁg 243 213
0 IND10-3978 | SL2.50ch10:39.780.866 Ei_%%iégg}ii%;g%ggéi{%LT 456 400
IND10-4583 | SL2.50ch10:45.839.729 R.:CAAATCTATGAAAAGTTGCAAGAGAA 151 127
IND10-4910 | SL2.50ch10:49.101.803 :':L%:Eggg;?fgﬁ?giﬁgﬁ_;@ A 140 119
IND10-5332** | SL2.50ch10:53.324.802 ;;?_ﬁgg(é?_éﬁ;?ﬁggﬁiﬁlg? GGTe 451 401
IND10-5706 | SL2.50ch10:57.068.960 ;%@ggg@;ﬁmﬁgﬁ ggiG 250 210
IND10-5801 SL2.50ch10:58.014.264 :igggﬁ_ﬁiggg SAASE(;—ZQAA; C 135 112
IND10-6245 SL2.50ch10:62.457.995 ;Zziiiézaigiiiizi;%i G 278 246

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; *: Marcador monomdfico entre Caimanta y LA722

**: Marcador que no amplificé
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Tabla IlI-5 (6ta Parte): InDel desarrollados a partir de la secuencia Caimanta y LA722.

Ubicacion cromosémica, posicion fisica, secuencia de los cebadores y tamafio de los

alelos.

Tamafio | Tamafio

Cr Marcador Posicion Fisica Secuencia de cebadores (5'- 3") cu?tliilgdo sil?/lsls(zre
(pb) (pb)
IND11-0530 SL2.50ch11:5.034.020 ;IE:T? g;gg?;::;gf;Tg A-IZGGTGC G 232 204
ND11-0690 * | SL2500h116 005 589 | S TCACCCOATICTTICACC _ |
" IND11-1458 ** | SL2.50ch11:14.586.359 EE%EEE%&%’;‘?&{F CE;%;;AGAGT 155 136
IND11-4108 | SL2.50ch11:41.083.975 R.:TGTTTAGTCGAAACTTCACTATCTCC 446 383
IND11-4502 ** | SL2.50ch11:45.025.339 ;m'lc': ;;:I’ :z:cg (ZA'?:(.S ;_I-_r GCTGC;I-(I'?;A(; 411 458
IND11-5266 | SL2.50ch11:52.668.620 :gé@;ﬁiﬁéﬁ?ﬁ;ﬁiﬁgﬁGTTG 235 209
IND12-0058 SL2.50ch12:589.824 ;?ggig?ggii’:lﬁg;iﬁig; 129 114
IND12-0379 SL2.50ch12:3.792.533 ;?gi?;_?;_?ﬁ_i:g:%iiﬁg oTT 247 221
IND12-0572 SL2.50ch12:5.723.262 :géﬁgﬁ?ﬁﬁ;ﬁf g;?r?_?r;ﬁ;ﬁrr G 130 108
IND12-0670 SL2.50ch12:6.709.970 ;ﬁgﬁgilfg;;iggg gé;'?‘rG CAA 445 405
ND12.0852 | St20chi26520.480 [LCACKTTAACATACCACATETIGHG |15 | 15
IND12-1197 | SL2.50ch12:11.970.185 ;zi%igrcc_r;%—?s CGCS: ?I'A'I\'C':I'AGC';I% 270 235
12| IND12-4227 | SL2.50ch12:42.275.129 :;g?_%g;igiﬁ_iﬁg gﬁggﬁ G 125 107
IND12-4813 | SL2.50ch12:48.139.123 ;?Ii;;g?_?gi? g'? é\ (?AA':C?C(;:TT G 329 365
ND12-5565 | 125001255 650,221 |00 COCCTAMNTGGARGA w1 | o
IND12-5727 SL2.50ch12:57.273.186 ;g?_AG\TGT (?';FA?AAGASZZF?‘? GG‘,I(? gf:f G 234 208
IND12-5919 | SL2.50ch12:59.195.221 ;Eiéﬁgﬁégiigféig éél 399 467
ND12-6095" | 512 50ch12:60.956.006 [ ICICTTOMGGTCTCCTAMIGNR | e |
IND12-6230 | SL2.50ch12:62.309.904 FACCTCATGTTCTCAACCCACTT 141 120

R:AATCAAGGATAAGTTGTGGTGCT

Cr: Cromosoma; F: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; *: Marcador monomdfico entre Caimanta y LA722

**: Marcador que no amplificd
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Del total de marcadores desarrollados mediante esta estrategia solo cinco no
pudieron ser amplificados (IND10-5332, IND11-0690, IND11-1458, IND11-4502 y CAPS1-
9221) y cuatro resultaron ser monomorficos entre Caimanta y LA722 (IND7-0312, IND10-
0064, IND12-0852 y IND12-6095) obteniéndose de esta manera una efectividad del 93% en
el desarrollo de marcadores.

La eficiencia en el proceso de caracterizacion molecular se vio notablemente
incrementada por la utilizacion de la técnica de PCR mudltiple, la cual pudo ser implementada
debido a la posibilidad de desarrollar marcadores de diferente peso molecular. Esta técnica
permitid agrupar los InDel de a tres segun su peso molecular de manera tal de poder
incluirlos en una misma reaccion de PCR y luego poder diferenciar el polimorfismo de cada
marcador en una misma corrida electroforética en geles agarosa al 3% p/v como se muestra

en la Figura Il-4.

Figura llI-4: Gel de agarosa al 3% p/v en que puede diferenciarse el polimorfismo detectado
en una generacion F, por tres marcadores tipo InDel de diferente peso molecular

amplificados en la misma PCR multiple.
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Construccion de mapas de ligamiento

El primer mapa de ligamiento se construyé en base a la caracterizacion molecular de
la poblacion F, CxP y a partir de las distancias genéticas obtenidas en este mapa se
seleccionaron los marcadores moleculares para caracterizar y construir el mapa de

ligamiento de la poblacién F, PxC.
1) Construccion del mapa de ligamiento en la poblaciéon F, CxP:

Si bien se utilizaron 192 marcadores moleculares de ADN (24 SSR, 4 marcadores
funcionales, 162 InDel y 2 CAPS) para realizar la caracterizacion molecular de la poblacion

F,, el mapa de ligamiento genético obtenido estuvo constituido por 157 marcadores
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agrupados en 12 grupos de ligamiento los cuales se corresponden con los 12 cromosomas
presentes en el tomate. El resto de los marcadores fueron excluidos del mapa final debido a
gue tuvieron un alto nimero de datos faltantes o bien una segregacion distorsionada de la
esperada para marcadores codominantes en una generacién F,. Los Unicos marcadores que
igualmente se tuvieron en cuenta para construir el mapa a pesar de que presentaron una
segregacion distorsionada fueron los primeros cuatro marcadores del cromosoma 11
(IND11-0017, IND11-0530, IND11-1073 y IND11-4108), debido a que toda la region
cromosomica presento la misma distorsion sesgada en direccion al progenitor silvestre.

El orden de todos los marcadores mapeados se correspondio con el esperado segun
su posicion fisica. La longitud total del mapa de ligamiento obtenido fue de 1.495,6
centimorgan (cM) con una distancia promedio entre dos marcadores consecutivos de 10,3
cM y una distancia méxima de 43,8 cM ubicada en el cromosoma 1, como puede observarse
en la Figura Il1-5.
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Figura IlI-5: Mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacion F, CxP derivada del cruzamiento interespecifico entre el cultivar Caimanta de

S. lycopersicum y la accesion LA722 de S. pimpinellifoluim.
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En la Tabla Ill-6 se presenta un resumen del mapa de ligamiento genético obtenido
en la F, CxP, detallando la cantidad de marcadores, la longitud, la distancia promedio y
maxima en cM para cada cromosoma. El nUmero promedio de marcadores por cromosoma
fue de 13 variando entre 22 marcadores para el cromosoma 1 y ocho para el cromosoma 4.
El cromosoma 1 fue el de mayor longitud (214,8 cM) y también fue el que presenté la mayor
distancia entre dos marcadores contiguos alcanzando los 43,8 cM entre los marcadores
CAPS1-8685 y IND1-9422. Mientras que la menor distancia méxima entre dos marcadores
contiguos se obtuvo en el cromosoma 6, la menor distancia promedio entre marcadores se
logré en el cromosoma 10 con apenas 6,0 cM, siendo a su vez el cromosoma de menor
longitud con 77,8 cM. La mayor distancia promedio entre marcadores fue de 19,4 cM
obtenida en el cromosoma 11.

Tabla IlI-6: Tabla resumen del mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacién F, CxP.
Cantidad de marcadores, longitud, distancia promedio y maxima entre marcadores

expresada en centimorgan (cM) para cada cromosoma.

Cromosoma|N° de marcadores |Longitud (cM) | Distancia promedio (cM) | Distancia maxima (cM)
1 22 2148 10,2 43,8
2 10 146,1 16,2 30,3
3 15 157,8 11,3 33,0
4 8 117,0 16,7 26,7
5 13 97,7 8,1 26,5
6 14 90,7 7,0 15,2
7 15 119,4 8,5 22,2
8 16 99,2 6,6 21,3
9 11 137,5 13,8 33,8
10 14 77,8 6,0 33,6
11 9 154,8 19,4 43,6
12 10 82,7 9,2 34,1
Total 157 1495,6 10,3 43,8
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2) Construccion del mapa de ligamiento en la poblacién F, PxC:

La poblacion F, PxC se caracteriz6 con 119 marcadores moleculares de ADN (3
SSR, 4 marcadores funcionales, 109 InDel y 3 CAPS) seleccionados en funcién de las
posiciones genéticas en el mapa de ligamiento construido en base a la poblacién F, CxP.
Finalmente el mapa de ligamiento obtenido estuvo constituido por 116 marcadores
agrupados en 12 grupos de ligamiento. Tan solo tres marcadores fueron excluidos del mapa
final debido a que tuvieron un alto nimero de datos faltantes.

Tal como se detecté en la poblacion F, CxP, los marcadores IND11-0530, IND11-
4108 e IND11-4770 presentaron una segregacion distorsionada, mientras que en este caso
los dos primeros marcadores de este cromosoma (IND11-0017 y SSR080) presentaron una
segregacion levemente distorsionada. Sin embargo, al igual que en la poblaciéon F, CxP toda
la regiébn cromosomica presentd una distorsién sesgada en direccion al progenitor silvestre.

El orden de todos los marcadores mapeados se correspondié con el esperado segun
su posicion fisica. La longitud total del mapa de ligamiento obtenido fue de 1.424,4
centimorgan (cM) con una distancia promedio entre dos marcadores consecutivos de 13,7
cM y una distancia maxima de 49,3 cM ubicada en el cromosoma 9, como puede observarse

en la Figura 1l1-6.
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Figura 111-6: Mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacion F, PxC derivada del cruzamiento interespecifico entre el cultivar Caimanta de
S. lycopersicum y la accesion LA722 de S. pimpinellifoluim.
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En la Tabla lll-7 se presenta un resumen del mapa de ligamiento genético obtenido
en la F, PxC, detallando la cantidad de marcadores, la longitud, la distancia promedio y
maxima en cM para cada cromosoma. El nimero de marcadores por cromosoma se
mantuvo entre nueve y once.

El cromosoma 1 fue el de mayor longitud (160,6 cM) mientras que el 10 fue el de
menor longitud (71,9 cM) y a su vez fue el que presentd la menor distancia promedio entre
marcadores con apenas 9,0 cM. La mayor distancia entre dos marcadores contiguos fue de
49,3 cM entre los marcadores IND9-0232 e IND9-1322 del cromosoma 9. La menor
distancia méaxima entre dos marcadores contiguos fue de 24,2 cM en el cromosoma 3y la
mayor distancia promedio entre marcadores fue de 19,6 cM obtenida en el cromosoma 4.

Tabla IlI-7: Tabla resumen del mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacién F, PxC.
Cantidad de marcadores, longitud, distancia promedio y maxima entre marcadores

expresada en centimorgan (cM) para cada cromosoma.

Cromosoma|N° de marcadores|Longitud (cM) | Distancia promedio (cM) | Distancia maxima (cM)
1 11 160,6 16,1 34,1
2 9 114,3 14,3 26,6
3 11 135,6 13,6 24,2
4 9 157,1 19,6 44,9
5 10 90,8 10,1 34,9
6 9 99,3 12,4 24,5
7 10 147,2 16,4 43,8
8 10 95,6 10,6 27,8
9 9 123,9 15,5 49,3
10 9 71,9 9,0 31,8
11 9 132,5 16,6 35,7
12 10 95,6 10,6 33,1
Total 116 1424,4 13,7 49,3
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DISCUSION

Se pudo corroborar para la gran mayoria de los marcadores tipo SSR el polimorfismo
entre Caimanta y LA722 previamente detectado por Pereira da Costa et al. (2013). La
utilizacion de estos SSR junto con los marcadores funcionales permitié establecer el punto
de partida en la construccion de los mapas de ligamiento focalizando el desarrollo de nuevos
marcadores en las regiones menos saturadas.

El desarrollo de marcadores tipo InDel a partir de los datos de secuencias
disponibles en bases de datos publicas resultd exitoso para casi todos los cromosomas
mostrando una efectividad del 78,5%, aunque en determinadas regiones del cromosoma 2,
3y 12 la efectividad disminuy6 notablemente. Las regiones del cromosoma 2 y 3 con baja
efectividad para el desarrollo de marcadores con esta estrategia se corresponden con las
regiones de bajo nivel de polimorfismo detectadas en la comparacién entre el genoma de
Caimanta y LA722 presentada en el Capitulo | de este trabajo (ver Figura I-4). Respecto del
cromosoma 12, la dificultad para desarrollar marcadores polimérficos con esta estrategia se
encontr6 a lo largo de casi todo el cromosoma, correspondiéndose con las diferencias
continuas en todo el cromosoma 12 detectadas en el Capitulo | de este trabajo (ver Figura |-
4) al comparar el genoma de Caimanta con el del cultivar Heinz 1706. La lista de inserciones
y deleciones predichas que se usaron para el desarrollo de marcadores en esta estrategia
surgieron de comparar las secuencias de los genomas del cultivar Heinz 1706 de S.
lycopersicum L. y la entrada LA1589 de S. pimpinellifolium L. El principal supuesto en el que
se sustentd el desarrollo de marcadores con esta estrategia radica en las semejanzas
esperadas entre los genomas de dos genotipos cultivados como son Heinz 1706 y Caimanta
por un lado y entre dos accesiones distintas de la misma especie silvestre como son LA1589
y LA722 por el otro. De esta manera es de esperar que la gran mayoria de regiones
polimoérficas entre Heinz 1706 y LA1589 también lo sean entre Caimanta y LA722. Los
resultados presentados en el Capitulo | de esta tesis luego de la comparacién de genomas
completos, demuestran que este supuesto no se cumple ni el inicio del cromosoma 2 y ni en
la regiéon central del cromosoma 3, ya que para estas regiones las diferencias entre
Caimanta, LA722 y Heinz 1706 son escasas. Es por ello que la mayaria de los marcadores
desarrollados con esta estrategia en estas regiones no resultaron polimérficos entre
Caimanta y LA722. Respecto de lo ocurrido en el cromosoma 12, los resultados obtenidos
en el Capitulo | demuestran que entre el genoma de Caimanta y el de Heinz 1706 existen
diferencias continuas a lo largo de todo el cromosoma. Por lo tanto el supuesto de

semejanza entre estos dos genomas planteado para el desarrollo de marcadores con esta
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estrategia tampoco se cumple dificultando asi la obtencién de marcadores polimérficos entre
Caimanta y LA722 a lo largo de todo el cromosoma 12.

A partir de la secuenciacion, alineamiento respecto al genoma de referencia y
comparacion de los genomas completos de los progenitores de las poblaciones F, se pudo
desarrollar marcadores en las regiones donde la primera estrategia utilizada habia
presentado inconvenientes y ademas se logré incrementar la cantidad de marcadores
disponibles para completar los mapas de ligamiento. A su vez se aumento la eficiencia en el
proceso de caracterizacion molecular de las poblaciones F, mediante la implementacion de
la técnica de PCR muiltiple, disminuyendo los tiempos y la cantidad de insumos requeridos
para caracterizar cada poblacion.

En ambas poblaciones F, se detecté una regibn cromosomica al inicio del
cromosoma 11 con una distorsion sesgada en direccion al progenitor silvestre. Estos
resultados concuerdan con los encontrados por Lippman y Tanksley (2001), Gonzalo y van
der Knaap (2008) y por Robbins et al. (2011) en mapas de ligamiento genéticos
desarrollados a partir de poblaciones F, derivadas de cruzamientos interespecificos entre
diferentes genotipos de S. lycopersicum L. y S. pimpinellifolium L. A su vez, Shirasawa et al.
(2010) también informaron una segregacion distorsionada en la misma regién del
cromosoma 11 pero en un mapa de ligamiento construido a partir de una poblacion F»
obtenida de un cruzamiento intraespecifico entre cultivares de S. lycopersicum L.

Los mapas presentados en esta tesis constituyen el primer antecedente de obtencion
de mapas de ligamiento a partir de poblaciones segregantes reciprocas. Ambos mapas
tuvieron una longitud total semejante entre si, 1.495 cM (F, CxP) y 1.424 cM (F, PxC) y
también respecto a la de los mapas de alta densidad publicados hasta el momento en
tomate: 1.276 cM (Tanksley et al. 1992); 1.670 cM (EXPEN2000-SNP), 1.155 cM
(EXPEN2012) y 1.049 cM (EXPIM2012) (Sim et al. 2012a). Si bien la longitud total de ambos
mapas fue similar, la distancia genética entre los marcadores mapeados en ambas
poblaciones no fue siempre semejante marcando diferencias en la recombinacién ocurrida
en ambas poblaciones. A pesar de que la distancia promedio obtenida entre dos marcadores
fue mucho mayor a la que presentan los mapas de alta densidad, los mapas de ligamiento
obtenidos en este trabajo seran de gran utilidad para el estudio y la deteccion en las
poblaciones F, de regiones cromosémicas asociadas a las caracteristicas fenotipicas

evaluadas.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Se valido el polimorfismo entre Caimanta y LA722 a lo largo de todo el genoma y se
logro caracterizar genotipicamente ambas poblaciones F.

Se obtuvieron los primeros mapas de ligamiento genético a partir de poblaciones F,
reciprocas con una longitud total y una distancia promedio entre dos marcadores
consecutivos de 1.495 cM y 10,3 cM para la F, CxP y de 1.424 cM y 13,7 cM para la F, PxC.
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CAPITULO IV

IDENTIFICACION DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A CARACTERES
DE CALIDAD DE FRUTOS EN POBLACIONES F, RECIPROCAS
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar y localizar QTL en mapas de ligamiento obtenidos a partir de poblaciones
F, reciprocas.

Estimar los efectos génicos de los marcadores moleculares asociados a la
determinacion de los caracteres cuantitativos evaluados.

Comparar los QTL detectados en las poblaciones F, reciprocas.
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MATERIALES Y METODOS

Deteccidon de QTL y estimacién de efectos génicos

Obtenidos los dos mapas de ligamiento genético se utilizaron los datos de la
caracterizacién fenotipica presentados en el Capitulo Il y los datos de la caracterizacién
molecular del Capitulo Ill, para llevar a cabo mediante el programa R (R Core Team 2014)
la deteccion de QTL (Loci de caracteres cuantitativos). En ambas poblaciones F, se realizé
en primer lugar el mapeo de QTL por intervalos simples (Lander y Botstein 1989) y luego por
intervalos compuestos (Zeng 1993). Se utilizé la funcion “sim.geno” del paquete R/QTL
(Broman et al. 2003) para generar datos genotipicos y obtener marcadores simulados cada
dos centiMorgan (cM) de distancia como maximo. La simulacién de los datos se realizé a
partir de los datos genotipicos obtenidos durante la caracterizacion molecular de cada
poblacion F, y teniendo en cuenta la frecuencia de recombinacién detectada entre
marcadores adyacentes durante la construccion del mapa. Los marcadores simulados se
codificaron como “cx.locn” remplazando “x” con el numero de cromosoma y “n” con la
posicion en cM en la que se generd cada marcador. Se fij6 un LOD = 2,4 como limite
inferior del nivel de significancia el cual se corresponde con un valor de probabilidad p
<0,001 (Paterson et al. 1988; Lander y Botstein 1989; Grandillo y Tanksley 1996). Los
marcadores utilizados como cofactores para llevar a cabo el mapeo por intervalos
compuestos fueron seleccionados a partir de los resultados obtenidos del mapeo por
intervalos simples. Los marcadores que presentaron asociaciones significativas (LOD =
2,4) a alguno de los caracteres estudiados durante el mapeo por intervalos simples
fueron utilizados como cofactores en el mapeo por intervalos compuestos, con la
excepcion de:

e aquellos marcadores que presentaron una segregacion distorsionada.

e aquellos casos en que se detectaron mas de un QTL mediante el mapeo por
intervalos simples, como maximo fueron utilizados como cofactores los tres
marcadores con mayor valor de LOD.

e aquellos casos en que los picos detectados con el mapeo por intervalos simples
fueron muy cercanos entre si, solo se utilizo como cofactor el marcador que
present6 el mayor valor de LOD.

Se utilizé el valor de R? para estimar el porcentaje de variancia fenotipica total

explicada por cada marcador asociado a un QTL (Liu 1998). Se calcularon los grados de

dominancia (d/a) y la accion génica para cada QTL detectado mediante el mapeo por
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intervalos compuestos, a partir de los datos fenotipicos registrados para los tres
genotipos posibles (homocigota con alelos aportados por el genotipo cultivado (CC),
homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP)) en cada marcador asociado a
un QTL. Para poder discriminar entre accion génica de aditividad o de dominancia
parcial se calcularon intervalos de confianza del 95% para la media de los individuos
heterocigotas para el marcador asociado al caracter evaluado. Se considerd aditividad
cuando el punto de origen (PO) o valor medio entre los genotipos homocigotas se
encontraba dentro del intervalo calculado y dominancia parcial cuando se encontraba
por fuera. No se calcularon los grados de dominancia ni la accion génica cuando las
diferencias entre los valores medios de los genotipos homocigotas no fueron
estadisticamente significativas. En los casos en los que se detectaron asociaciones a
marcadores simulados, se calcul6 el valor de R? los grados de dominancia y la accién
génica utilizando los datos genotipicos obtenidos para el marcador molecular mas

cercano a la posicion simulada.
Comparacion de los QTL detectados

A partir de la detecciébn de QTL mediante el método de mapeo por intervalos
compuestos en poblaciones F, reciprocas, se realiz6 una comparacion de los resultados
obtenidos en cada poblacién y se determinaron las regiones genémicas compartidas en las

gue se detectaron asociaciones a los mismos caracteres.
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RESULTADOS

Detecciéon de QTL y estimacién de efectos génicos en la poblaciéon F, CxP

Utilizando como cofactores del mapeo por intervalos compuestos los QTL detectados
mediante el mapeo por intervalos simples, se detectaron un total de 16 QTL con un LOD 2
2,4 encontrandose asociaciones a casi todos los caracteres evaluados con la excepcion de
la altura de frutos. En la Tabla IV-1 se presentan los resultados de la deteccion de QTL
mediante el mapeo por intervalos compuestos, detallando para cada QTL el caracter
asociado; la ubicacién cromosémica; el marcador asociado (para los marcadores simulados
se indica entre paréntesis el marcador mas cercano); la posicion en centiMorgans (cM) del
pico de deteccion: el tamafio del intervalo (en cM) ocupado por el pico y el valor de LOD y
de R? obtenido. El cromosoma 11 fue el que presentd la mayor cantidad de asociaciones
con un total de cuatro. En este cromosoma el marcador simulado c11.loc150 estuvo
asociado al caracter forma y el c11.loc148 al N° de l6culos, en ambos casos el marcador
mas cercano fue FAS. El marcador simulado cll.loc114 estuvo asociado al caréacter
diametro siendo el marcador SSRG036 el mas cercano, el cual a su vez resulté asociado a
la vida poscosecha de los frutos. Las asociaciones entre los marcadores simulados
cercanos al marcador FAS con la forma de frutos y el N° de léculos fueron las que
presentaron los mayores valores de R? explicando un 27% y 32% de la variancia
fenotipica total respectivamente. A su vez se destacaron los valores de R?detectados en
las asociaciones al pH en el cromosoma 1 y a la vida poscosecha de los frutos en el
cromosoma 11 explicando respectivamente un 17% y 15% del total de la variancia
fenotipica. En la Tabla V-1 se muestra la estimacion de los efectos génicos de cada QTL
mediante el valor fenotipico medio de cada genotipo: homocigota con alelos aportados por el
genotipo cultivado (CC), homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP); el
namero de individuos que presentaron cada genotipo; el punto de origen (PO); el grado de
dominancia (d/a) y la accion génica. La gran mayoria de los QTL presentaron una accién
génica de dominancia completa hacia los alelos silvestres (PP), salvo dos QTL del
cromosoma 1 asociados al diametro y peso de los frutos que mostraron dominancia

completa hacia los alelos aportados por el genotipo cultivado (CC).
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Tabla 1V-1: Deteccion de QTL mediante el mapeo por intervalos compuestos en la poblacion F, CxP. Caracter asociado, cromosoma (Cr);
marcador asociado; posicién en centiMorgan (cM) del pico de asociacion; intervalo comprendido por el pico (en cM); valor de LOD y de R%.
Estimacion de los efectos génicos de cada QTL mediante el valor fenotipico medio de cada genotipo: homocigota con alelos aportados por el
genotipo cultivado (CC), homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP); el nimero de individuos (Nr) que presentaron cada

genotipo; el punto de origen (PO); el grado de dominancia (d/a) y la accion génica.

Posicion
W Caracter |Cr| *Marcador asociado | del pico Int(ecrl\\;lf;tlo LOD| R? | YMediaCC |NrCC| MediaCP |NrCP| MediaPP [NrPP| PO | d/a Z Accion Génica
(cM)

Diametro | 1 [SSR220060 111 12 2,46 |10,13| 3,16 £0,09a | 24 |[3,06+007a| 41 |274+0,09 | 24 |295| 0,52 [Dominancia completade CC
Diametro |11[SSRG036 110 22 2,41 10,101 3,28+ 0,10a | 19 |2,92+0,06b| 47 |292+0,10b| 21 | 3,10 | -1,00 | Dominancia completa de PP
Forma 11|c11.loc150 (FAS) 150 7 5,88 (0,27] 0,76 £ 0,02b 11 (0,86+0,0la| 37 [0,89+0,0la| 30 | 0,83 ]| -0,54 | Dominancia completa de PP
Peso 1 |IND1-8182 111 12 3,15 (0,13|17,62+1,23a| 24 |14,85+0,91a| 44 |11,30+1,21b| 25 (14,46| 0,12 | Dominancia completa de CC
VP 11|c1l.loc114 (SSRGO036) 114 12 3,09 10,15/ 9,27 +£0,45b | 19 |[11,12+0,28a| 47 [11,34+0,42a| 21 [10,31| -0,79 | Dominancia completa de PP
SS 5 [c5.loc4 (IND5-0325) 4 6 2,8410,13| 6,67 +£0,20a | 23 [594+0,15b| 42 |571+0,21b| 20 | 6,19 | -0,52 | Dominancia completa de PP
SS 6 [c6.loc52 (IND6-4232) 52 12 2,8110,11|547+0,21b| 21 [6,29+0,13a| 56 |6,10+0,23a| 17 | 5,79 | -1,60 | Dominancia completa de PP
SS 9 (c9.loc64 (IND9-0744) 64 12 4,00 (0,12| 556+0,23b | 18 |6,41+0,17a| 32 ([6,09+0,23ab| 18 | 5,83 - No Calculado

pH 1 |IND1-4731 63 11 2,79 10,17| 4,33 £ 0,04b 26 |450+0,03a| 43 |4,49+0,05a| 12 | 4,41 | -1,13 | Dominancia completa de PP
AT 2 [IND2-5218 146 6 3,16 |10,12| 0,44 £+ 0,04b 22 |1057+0,03a| 45 |0,61+0,04a| 20 | 0,53 | -0,53 | Dominancia completa de PP
AT 3 [c3.loc6 (IND3-0117) 6 16 2,99 |0,09| 0,45+0,04b | 19 [059+0,03a| 49 |(0,53+0,04ab| 21 | 0,49 - No Calculado

N° Loculos |11 [c11.loc148 (FAS) 148 8 10,31]|0,32( 4,30+ 0,26a | 11 |2,74+0,14b| 37 |255+0,16b | 30 | 3,43 | -0,78 | Dominancia completa de PP
a/b 7 |c7.loc24 (IND7-0152) 24 12 2,51 (0,13| 1,20 £ 0,03b 15 (1,32+0,02a| 44 [1,31+0,02a| 33 | 1,26 | -1,18 | Dominancia completa de PP
a/b 8 [c8.loc32 (IND8-5616) 32 22 2,4710,09| 1,25+0,02b | 25 [1,33+0,02a| 28 (1,30+0,03ab| 20 | 1,28 - No Calculado

L 7 |c7.loc24 (IND7-0152) 24 12 3,17 |10,14|39,61 +0,42a| 15 (38,18 +0,25b| 44 |37,68+0,29b| 33 |38,65( -0,48 | Dominancia completa de PP
Firmeza 9 [IND9-5909 73 12 3,05|0,10|51,96 + 1,56a| 15 (47,16 +0,99b| 37 [46,97 £1,29b| 22 [49,47( -0,92 | Dominancia completa de PP

" Diametro (cm); Forma (altura/diametro); Peso (g); VP, Vida Poscosecha (dias); SS, sélidos solubles (°Brix); AT, acidez titulable (gramos de &cido citrico/100
gramos de jugo); a/b, relacién entre absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm (b); L, porcentaje de reflectancia.

* ex.locn: codificacion para marcadores simulados. Se indica con “x” el nimero de cromosoma y “n” la posicién en cM donde se generd el marcador. Entre
paréntesis se indica el marcador mas cercano.

Y Letras diferentes indican diferencias significativas al 1% (p<0,01)

? No se calcul6 la accién génica cuando no hubo diferencias significativas entre los valores fenotipicos medios de los genotipos homocigotas.
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Deteccidon de QTL y estimacién de efectos génicos en la poblacion F, PxC

Utilizando como cofactores del mapeo por intervalos compuestos los QTL detectados
mediante el mapeo por intervalos simples, se detectaron un total de 33 QTL con un LOD 2
2,4 encontrdndose asociaciones a casi todos los caracteres evaluados con la excepciéon del
contenido de sélidos solubles. En la Tabla IV-2 se presentan los resultados de la deteccion
de QTL mediante el mapeo por intervalos compuestos, detallando para cada QTL el caracter
asociado; la ubicacién cromosémica; el marcador asociado (para los marcadores simulados
se indica entre paréntesis el marcador mas cercano); la posicion en centiMorgans (cM) del
pico de deteccion, el tamafio del intervalo (en cM) ocupado por el pico y el valor de LOD y
de R? obtenido. El cromosoma 2 fue el que presenté la mayor cantidad de asociaciones con
un total de cinco. En este cromosoma el marcador IND2-5218 estuvo asociado al caracter
diametro, altura y peso de fruto, el marcador simulado c2.loc72 y el c2.loc90 a la forma y al
N° de I6culos respectivamente, siendo los marcadores IND2-4384 y LC los més cercanos en
cada caso. El marcador SSR1061 fue el méas cercano a los marcadores simulados
cll.loc124, cll.loc126 y cll.loc128 los cuales presentaron las asociaciones con los
mayores valores de R% Los marcadores simulados cercanos al SSR1061 presentaron
asociaciones al N° de loculos, el diametro, la forma y el peso de los frutos explicando un
62%, 29%, 51% y 21% de la variancia fenotipica total respectivamente para cada caracter. A
su vez las asociaciones entre el IND2-5218 y el didmetro, la altura y el peso de los frutos
presentaron también valores elevados de R? explicando un 29%, 23% y 29% de la variancia
fenotipica total respectivamente para cada caracter. En esta poblacién se detectaron dos
QTL asociados a la vida poscosecha de los frutos, uno en el cromosoma 3 y otro en el 5 los
cuales explicaron un 12% y un 14% de la variancia fenotipica total respectivamente.
También en la Tabla IV-2 se muestra la estimacién de los efectos génicos de cada QTL
mediante el valor fenotipico medio de cada genotipo: homocigota con alelos aportados por el
genotipo cultivado (CC), homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP); el
namero de individuos que presentaron cada genotipo; el punto de origen (PO); el grado de
dominancia (d/a) y la accion génica. La gran mayoria de los QTL detectados presentaron
una acciéon génica de dominancia completa o parcial hacia los alelos provenientes del
progenitor silvestre (PP). Efectos de dominancia hacia el progenitor cultivado (CC) se
manifestaron principalmente al evaluar las asociaciones con la forma y el peso de los frutos
y en menor medida con la vida poscosecha y la firmeza. Efectos de aditividad se
encontraron al evaluar marcadores asociados principalmente al diametro, la altura y peso de

los frutos y en menor medida al N° de I6culos y la acidez titulable.
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Tabla 1V-2: Deteccién de QTL mediante el mapeo por intervalos compuestos en la poblacion F, PxC. Caracter asociado, cromosoma (Cr);

marcador asociado; posicién en centiMorgan (cM) del pico de asociacion; intervalo comprendido por el pico (en cM); valor de LOD y de R

Estimacion de los efectos génicos de cada QTL mediante el valor fenotipico medio de cada genotipo: homocigota con
genotipo cultivado (CC), homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP); el numero de individuos (Nr)

genotipo; el punto de origen (PO); el grado de dominancia (d/a) y la accion génica.

alelos aportados por el
que presentaron cada

Posicion

W Caracter [Cr| *Marcador asociado | del pico |nt((il’|\\l/§|0 LOD| R? | YMediaCC |NrCC| MediaCP |NrCP| MediaPP |NrPP| PO | d/a Z Accion Génica
(cM)

Diametro | 1 |c1.loc100 (IND1-8542) 100 24 2,5310,08|293+0,10a| 27 |[2,70+0,08ab | 45 |251+012b| 19 | 2,72 | -0,10 Aditividad
Didmetro | 2 [IND2-5218 114 6 9,58 (0,29 3,20+ 0,10a | 24 | 2,66+0,07b | 41 |2,40+0,10c | 24 | 2,80 -0,35 Aditividad
Diametro | 3 |c3.loc48 (IND3-0601) 48 24 3,568 10,06 3,00+0,13a| 14 | 2,68+0,08b | 43 |2,61+0,09b| 34 | 281 ]| -0,64 | Dominancia completa de PP
Diametro | 4 |c4.loc76 (IND4-0581) 76 24 2,78 10,08 2,97+0,11a| 24 | 2,63+0,09b | 37 |263+0,10b| 31 | 2,80 | -1,00 | Dominancia completa de PP
Diametro |10{IND10-0163 11 12 6,99 (0,12] 3,03+0,11a | 22 2,67 +0,07b 50 |252+0,11b| 21 | 2,78 | -0,41 | Dominancia completa de PP
Diametro [11|c11.loc128 (SSR1061) 128 10 8,99 (0,29 3,05+0,12a | 11 | 2,78+0,06b [ 48 [2,31+0,08c | 27 | 2,68 | 0,27 Aditividad
Altura 1 [c1l.loc102 (IND1-8542) 102 24 4,35 10,12 2,50 +0,07a | 27 2,29 + 0,05b 45 12,13+0,08b | 19 | 2,32 | -0,14 | Dominancia completa de PP
Altura 2 |IND2-5218 114 6 6,72 10,23| 2,56 +0,07a| 24 | 2,32+0,05b | 41 |2,08+0,07c| 24 [2,32| 0,00 Aditividad
Altura 4 |c4.loc76 (IND4-0581) 76 24 2,57 10,08 2,48+ 0,07a| 24 | 2,22+0,06b | 37 |2,31+0,06ab| 31 | 2,40 - No Calculado
Altura 9 [IND9-0093 0 10 2,73 10,10(2,30+0,08ab| 20 | 2,44+0,05a | 44 |2,18+0,07b | 26 |2,24 - No Calculado
Altura 10|IND10-0163 11 12 5,26 (0,13]| 2,53+ 0,07a | 22 2,29+0,05b | 50 |2,15+0,08b| 21 | 2,34 | -0,26 | Dominancia completa de PP
Forma 2 [c2.loc72 (IND2-4384) 72 24 4,63 10,121 0,83+0,02b| 20 [ 0,85+0,0lb | 42 | 0,90+0,02a| 26 [0,87 | 0,43 |[Dominancia completade CC
Forma 9 [c9.loc32 (IND9-0232) 32 24 3,03 (0,12|10,89+0,02a| 20 | 0,87+0,0la | 45 |0,82+0,0lb| 25 | 0,86 | 0,43 | Dominancia completa de CC
Forma 11|c11.loc126 (SSR1061) 126 11 17,12|0,51] 0,74 £ 0,02c 11 0,87 £0,01b 48 10,91+0,0la| 27 |0,83| -0,53 | Dominancia parcial de PP
Peso 1 [c1l.loc102 (IND1-8542) 102 24 3,87 (0,10|14,12+1,13a| 27 |10,97+0,88ab| 45 |8,87+1,35b | 19 |11,50| -0,20 Aditividad
Peso 2 |IND2-5218 114 6 9,45 10,29]16,70+ 1,09a| 24 |10,74+0,83b | 41 |7,83+1,09c | 24 [12,27]| -0,34 Aditividad
Peso 3 |c3.loc46 (IND3-0601) 46 22 3,45 (0,07(14,71+151a| 14 |10,96+0,86b | 43 [10,24+0,97b[ 34 |12,48| -0,68 | Dominancia completa de PP
Peso 4 |IND4-0581 75 22 2,78 10,09|14,49+1,21a| 24 |10,29+0,97b | 37 |10,41+1,06b| 31 |12,45| -1,06 | Dominancia completa de PP
Peso 10|IND10-0163 11 12 7,60 (0,14 (15,27 +1,18a| 22 |1058+0,78b| 50 |9,24+121b| 21 (12,26 -0,56 | Dominancia completa de PP
Peso 11|c11.loc128 (SSR1061) 128 11 529 (0,21]13,79+1,46a| 11 |12,15+0,70a| 48 |7,34+0,93b | 27 |10,57| 0,49 | Dominancia completa de CC

" Diametro(cm), Altura(cm), Forma (altura/diametro), Peso(g). * cx.locn: codificaciéon para marcadores simulados. Se indica con “x” el nimero de cromosoma y
“n” la posicion en cM donde se generd el marcador. Entre paréntesis se indica el marcador mas cercano. Y Letras diferentes indican diferencias significativas
al 1% (p<0,01). * No se calculé la accién génica cuando no hubo diferencias significativas entre los valores fenotipicos medios de los genotipos homocigotas.
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Tabla 1V-2 (Continuacion): Deteccién de QTL mediante el mapeo por intervalos compuestos en la poblacién F, PxC. Caracter asociado,

cromosoma (Cr); marcador asociado; posicion en centiMorgan (cM) del pico de asociacion; intervalo comprendido por el pico (en cM); valor de

LOD y de R? Estimacion de los efectos génicos de cada QTL mediante el valor fenotipico medio de cada genotipo: homocigota con alelos

aportados por el genotipo cultivado (CC), homocigota con alelos silvestres (PP) y heterocigota (CP); el niumero

presentaron cada genotipo; el punto de origen (PO); el grado de dominancia (d/a) y la accién génica.

de individuos (Nr) que

Posicion

W Caracter [Cr| * Marcador asociado del pico Int(irl:/glo LOD| R? | YMediaCC |NrCC| MediaCP |NrCP| MediaPP |NrPP| PO d/a Z Accion Génica
(cM)

VP 3 [c3.loc104 (fw3.2) 104 12 2,71 10,12(10,19+0,48a| 22 |10,85+0,33a| 46 |882+046b| 24 |951 | 1,96 | Dominancia completa de CC
VP 5 |c5.loc12 (IND5-0546) 12 12 3,85 (0,14(10,78 +0,40a| 27 | 9,12+0,33b | 39 [10,83+0,45a| 21 |10,81| - No Calculado
pH 4 (IND4-6078 119 22 2,63 (0,12|1 4,60+0,07a | 15 4,38 £ 0,04b 42 [4,55+0,06ab| 16 | 4,58 - No Calculado
pH 9 [c9.loc118 (IND9-7010) 118 12 4,08 10,13|4,61+0,05a| 31 | 445+0,05b | 34 |4,36+0,06b | 19 | 4,49 | -0,28 | Dominancia completa de PP
AT 9 |c9.loc116 (IND9-7010) 116 20 2,42 10,11 0,53+0,03b| 31 |0,60+0,03ab| 34 |0,70+0,04a| 19 [0,62| 0,18 Aditividad
AT 10|IND10-0005 0 6 2,40 10,141 0,49+0,04b | 20 0,61 + 0,03a 34 1069+0,04a| 22 |0,59 | -0,20 [ Dominancia completa de PP
N° Léculos | 2 |c2.1oc90 (LC) 90 22 8,96 |10,09| 3,42+0,25a| 14 [291+0,17ab| 32 |258+0,21b| 21 |3,00( -0,21 Aditividad
N° Loculos |11|c11l.loc124 (SSR1061) 124 9 22,57|0,62( 520+ 0,20a | 11 291+0,10b | 48 |2,43+0,14c | 25 |[3,82| -0,65 | Dominancia parcial de PP
a/b 7 [c7.loc130 (IND7-6266) 130 12 3,130,14| 1,17+0,03b | 18 1,31 +0,02a 50 [1,29+0,03a| 17 | 1,23 ]| -1,33 [ Dominancia completa de PP
L 6 [c6.loc84 (IND6-4707) 84 24 2,47 |0,09(39,39 +0,44a| 17 |38,06+0,33b| 29 [B8,36+0,4lan 19 (38,83 - No Calculado
L 7 |c7.loc8 (IND7-0152) 8 12 5,01 (0,11(40,12+0,63a|] 8 |38,29+0,29b| 38 |[38,08+0,40bf 20 [39,10| -0,79 [ Dominancia completa de PP
Firmeza 1 |IND1-0054 0 6 2,57 |0,17(49,53+1,48a| 16 |50,09+1,12a| 28 [44,29+1,33b| 20 (46,91| 1,21 [Dominancia completa de CC
Firmeza 6 |IND6-4232 65 22 3,29 |0,12|50,72+1,73a| 12 |[4571+1,13b| 28 K9,34+1,50ay 16 |50,03 - No Calculado

" VP, Vida Poscosecha (dias); AT, acidez titulable (gramos de &cido citrico/100 gramos de jugo); a/b, relacién entre absorbancia a 540 nm (a) y 675 nm (b);
L, porcentaje de reflectancia.

* cx.locn: codificacion del marcador simulado. Indicando con “x” el nimero de cromosoma y “n

paréntesis se indica el marcador mas cercano.
Y Letras diferentes indican diferencias significativas al 1% (p<0,01)
? No se calculé la accién génica cuando no hubo diferencias significativas entre los valores fenotipicos medios de los genotipos homocigotas.

la posicion en cM donde se generd el marcador. Entre
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Comparacion de los QTL detectados

Se detectaron tres regiones del genoma que presentaron asociaciones a los mismos
caracteres en ambas poblaciones F,, mientras que todos los deméas QTL encontrados fueron
exclusivos de una u otra poblacion. Se encontraron asociaciones comunes en el cromosoma
1 para el caracter diametro y peso de frutos; en el cromosoma 7 para el parametro L de
color y en el cromosoma 11 se detectaron asociaciones al nimero de I6culos, al diametro y
a la forma de fruto. En la Tabla IV-3 se detalla para las tres regiones del genoma que
presentaron asociaciones en comun en ambas F,, el cromosoma (Cr) en el que se
detectaron; el caracter y el marcador asociado con su respectiva posicion fisica para cada
poblacién F,. En los casos en los que el caracter estuvo asociado a un marcador simulado,

se indica entre paréntesis el marcador mas cercano.

Tabla IV-3: Comparacién de regiones gendmicas asociadas a los mismos caracteres en
ambas poblaciones F, reciprocas. Cromosoma (Cr) en el que se detectaron las regiones;

caracter y marcador asociado con su respectiva posicion fisica.

X F, CxP x F, PxC
Cr " Caracter ) Marcador asociado| ? Posicion Fisica |Y Marcador asociado ? Posicion Fisica
Diametro SSR220060 SL2.50ch01:81.703.670 IND1-8542
1 Peso IND1-8182 SL2.50ch01:81.820.319 |c1.loc102 (IND1-8542) SL2.50ch01:85.423.404
7L c7.loc24 (IND7-0152) |SL2.50ch07:1.525.059 c7.loc8 (IND7-0152) |SL2.50ch07:1.525.059
Diametro SSRG036 SL2.50ch11:54.409.537 | c11loc128 (SSR1061)
11|Forma c11.loc150 (FAS) c11loc126 (SSR1061) |SL2.50ch11:55.169.932
L2. h11:54.877.107
N° Loculos | c11.loc148 (FAS) SL2.50c 54.877.10 cllloc124 (SSR1061)

"L, porcentaje de reflectancia; Forma (altura/diametro).

¥ Poblacién F, proveniente del cruzamiento entre Caimanta (C) y LA722 (P). La primera letra
corresponde al progenitor femenino.

Y cx.locn: codificacién del marcador simulado. Indicando con “x” el nimero de cromosoma y “n” la
posicion en cM donde se generé el marcador. Entre paréntesis se indica el marcador mas cercano.

Z posicion fisica en la version SL2.50 del ensamblado del genoma de referencia en tomate

De los cuatro marcadores funcionales utilizados en este trabajo se encontraron
asociaciones en ambas poblaciones F, solo para la region del marcador FAS. En la
poblacién F, CxP no se detectaron asociaciones a ninguno de los otros tres marcadores
funcionales, mientras que en la F, PxC se encontraron también asociaciones entre la forma
y el numero de l6culos al marcador LC y entre el peso de los frutos y una regién cercana a la
del marcador FW2.2.
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DISCUSION

La cantidad y la ubicacién de los QTL detectados en las poblaciones F, reciprocas
fueron notablemente diferentes. Solo tres regiones gendmicas resultaron asociadas a los
mismos caracteres en ambas poblaciones F,. Estas regiones se encontraron cerca de QTL
previamente reportados por otros autores en diferentes trasfondos genéticos: QTL fwl.2
(Grandillo y Tanksley 1996; Lippman y Tanksley 2001); QTL fc7.1 (Tanksley et al. 1996);
QTL L*.7F (Liu et al. 2003a) y gen FAS (Lippman y Tanksley 2001; Barrero y Tanksley 2004;
Cong et al. 2008). Los QTL del cromosoma 1 asociados al caracter diametro y peso de
frutos se detectaron en una region cercana al QTL fw1.2; el QTL del cromosoma 7 asociado
al pardmetro L de color se ubicd en una region cercana al QTL fc7.1 y al QTL L*.7F y los
QTL del cromosoma 11 asociados al niamero de l6culos, diametro y forma de fruto se
encontraron en una region cercana al gen FAS. Todos los demas QTL detectados en este
trabajo fueron exclusivos de una u otra poblacién F, evidenciando que segun la direccién del
cruzamiento inicial distintas regiones cromosomicas toman relevancia en la determinacion
de los caracteres de calidad de fruto evaluados.

La utilizaciébn de marcadores funcionales para peso y para numero de léculos y
forma de fruto permitieron analizar algunas de estas regiones puntuales del genoma que
tomaron una relevancia distinta en ambas F,. Respecto del nimero del nimero de I6culos y
la forma de los frutos, la region cercana al gen FAS estuvo asociada en ambas poblaciones
F, a los dos caracteres en cambio para la region donde se encuentra ubicado el gen LC
(Lippman y Tanksley 2001; van der Knaap y Tanksley 2003; Barrero y Tanksley 2004) se
detectaron asociaciones solo en la poblacion F, PxC. Algo semejante sucedi6 al analizar los
marcadores funcionales para peso de fruto asociados al QTL fw3.2 (Chen et al. 1999;
Saliba-Colombani et al. 2001; Lippman y Tanksley 2001; van der Knaap y Tanksley 2003) y
al QTL fw2.2 (Grandillo y Tanksley 1996; Chen et al. 1999; Lippman y Tanksley 2001; van
der Knaap y Tanksley 2003). En la region cercana al QTL fw3.2 no se encontraron
asociaciones en ninguna de las poblaciones F,, mientras que en la region del QTL fw2.2 se
detectaron asociaciones al diametro, altura y peso de frutos solo en la F, PxC. Otras
regiones del genoma que han sido asociadas al peso de los frutos consistentemente por
otros autores pero para las cuales no se encuentran disponibles marcadores funcionales son
la region del QTL fwl.2 (Grandillo y Tanksley 1996; Lippman y Tanksley 2001); QTL fw2.1
(Grandillo y Tanksley 1996; Saliba-Colombani et al. 2001; Lippman y Tanksley 2001) y QTL
fw11.3 (Grandillo y Tanksley 1996; Saliba-Colombani et al. 2001; Lippman y Tanksley 2001;
van der Knaap y Tanksley 2003). Al estudiar estas regiones se evidencia que en la region

cercana al QTL fwl.2 se encontraron asociaciones en ambas poblaciones F,, mientras que
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cerca del fw2.1 no hubo asociaciones en ninguna de las dos y en la regién del fwl1.3 solo
se detectaron asociaciones en la F, PxC. Por lo tanto a partir del andlisis de regiones
gendmicas en las que ya han sido comprobadas las asociaciones a caracteres de forma y
peso de frutos en diferentes fondos genéticos, se reafirma que la direccion del cruzamiento
inicial influye en la relevancia que toman las distintas regiones cromosomicas involucradas
en la determinacion de estas caracteristicas.

Para el caracter vida poscosecha se detectaron en total tres QTL, uno en la
poblaciéon F, CxP ubicado en el cromosoma 11 y dos en la poblacion F, PxC localizados en
los cromosomas 3y 5. El QTL ubicado en el cromosoma 5 fue detectado en la misma region
en la que se encuentra el gen mutante para la maduracion de los frutos rin (ripening-
inhibitor; (Giovannoni et al. 1995; Giovannoni et al. 1999) siendo posible entonces que este
sea un alelo diferente a los ya reportados. Se evidencié una relevancia diferencial de
distintas regiones del genoma en la determinacion del caracter y del analisis de la accion
génica de los QTL detectados se destaca que tanto el cultivar Caimanta como la accesion
LA722 aportaron alelos que permitieron prolongar la vida poscosecha de los frutos. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Pratta et al. (2011b).

Tres QTL detectados en este trabajo se encontraron en regiones gendmicas
cercanas a QTL detectados previamente por Pereira da Costa et al. (2013) en poblaciones
de retrocruzas derivadas también del cruzamiento entre el cultivar Caimanta y la accesion
silvestre LA722. El QTL asociado al parametro a/b de color detectado en la F, CxP que
estuvo ligado al IND7-0152 (posicién fisica SL2.50ch07:1.525.059) fue también detectado en
una retrocruza pero asociado al SSR286 (posicion fisica SL2.50ch07:1.876.222). La regién
gendmica asociada a la forma de los frutos marcada por el IND9-0232 (posicion fisica
SL2.50ch09:2.323.223) en la poblacion F, PxC fue también detectada en una retrocruza
pero asociada al SSR070 (posicion fisica SL2.50ch09:3.628.940). Finalmente, la region del
cromosoma 10 asociada a los caracteres diametro, altura y peso de los frutos detectada en
la F, PxC al estar ligada al IND10-0163 (posicion fisica SL2.50ch10:1.631.600) habia sido
detectada previamente en una retrocruza pero ligada al SSR596 (posicion fisica
SL2.50ch10:2.831.041). La deteccion de estos tres QTL en diferentes generaciones
segregantes obtenidas a partir de cruzamientos entre los mismos progenitores y en
diferentes afios permite validar la estabilidad del efecto que poseen estas regiones
gendmicas en este trasfondo genético en la determinacion de las caracteristicas fenotipicas

asociadas.
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CONCLUSIONES PARCIALES

En la poblacion F, CxP se detecté un QTL en el cromosoma 11 para vida
poscosecha y 15 QTL asociados a otros caracteres de calidad de fruto. En la poblacion F,
PxC se detectaron dos QTL para vida poscosecha, uno el en el cromosoma 3 y otro en el 5
y 31 QTL asociados a otros caracteres de calidad de fruto.

En ambas poblaciones F, la dominancia hacia el progenitor silvestre fue la accién
génica prevaleciente. La dominancia hacia el progenitor cultivado se manifesto
principalmente al evaluar el efecto génico de marcadores moleculares asociados a
caracteristicas relacionadas con el tamafio y la forma de los frutos. Tanto el cultivar
Caimanta como la accesion LA722 aportaron alelos que permiten prolongar la vida
poscosecha de los frutos.

En funcién de la direccion del cruzamiento realizado ciertas regiones gendémicas
tienen efectos diferenciales en la determinacion fenotipica de los caracteres de calidad de
fruto evaluados. Se valido la estabilidad del efecto causado por ciertas regiones del genoma
asociadas al color, tamafio y forma de los frutos.
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CONSIDERACIONES FINALES

La obtenciéon de la secuencia del cultivar Caimanta de S. lycopersicum L. y la
accesion LA722 de S. pimpinellifolium L. y la posterior comparacién con otros genomas
secuenciados permitié determinar que el cruzamiento entre estos dos genotipos abarca una
gran parte de la variabilidad genética disponible en tomate. Los marcadores moleculares
desarrollados y los mapas de ligamiento construidos a partir de este cruzamiento permitieron
caracterizar molecularmente los diferentes materiales vegetales derivados y profundizar el
andlisis de las regiones gendémicas asociadas a caracteres cuantitativos.

Hasta el momento los efectos reciprocos en tomate habian sido estudiados solo a
nivel fenotipico para pocos caracteres y en generaciones F; (Smith et al. 2008). La
originalidad de este trabajo radica en que ademas de evaluarse los efectos para 12
caracteres cuantitativos de importancia agrondémica, también se avanzé en el andlisis
fenotipico de las generaciones F, detectandose efectos reciprocos para cuatro caracteres
gue hacen a la calidad de los frutos como lo son el diametro, la altura, el peso y la vida
poscosecha.

Se han publicado numerosos mapas de ligamiento a partir de cruzamientos
interespecificos en tomate y todos han sido obtenidos utilizando el genotipo cultivado como
progenitor femenino (Foolad 2007). Esta tesis presenta el primer mapa de ligamiento en
tomate utilizando el genotipo silvestre como progenitor femenino. Esto permitié realizar de
una manera inédita la evaluaciéon de los efectos reciprocos a nivel molecular mediante la
comparacion de mapas de ligamiento obtenidos en poblaciones F, reciprocas y el posterior
mapeo de QTL. El tamafio de ambos mapas fue semejante y el orden de los marcadores fue
el mismo en los 12 grupos de ligamiento. Las diferencias entre los mapas estuvieron en la
distancia genética encontrada entre algunos marcadores adyacentes mostrando que para
determinadas regiones del genoma las poblaciones F, presentaron diferencias en la
recombinacion ocurrida. La deteccion de QTL en ambas F, permitié6 comparar los resultados
e identificar que distintas regiones del genoma toman una relevancia diferencial en la
determinacion de caracteres de calidad de frutos en funcion de la direccién del cruzamiento
inicial. Por ejemplo, la region cercana al QTL fw2.2 (SL2.50ch02:52.251.863) mostré un
relevancia diferencial en ambas poblaciones en cuanto a la determinacion del peso de los
frutos. Por un lado present6 el mayor efecto en la poblacion F, PxC (marcador asociado =
IND2-5218, R? = 29%; ver Tabla IV-2) mientras que en la F, CxP (Tabla IV-1) ni siquiera
estuvo asociada al peso. A su vez, el marcador IND2-5218 (SL2.50ch02:52.188.354)
también estuvo asociado al diametro y la altura de los frutos solo en la poblacion F, PxC. El

gen involucrado en el efecto causado por el QTL fw2.2 (Grandillo y Tanksley 1996; Chen et
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Consideraciones Finales

al. 1999; Lippman y Tanksley 2001; van der Knaap y Tanksley 2003) ha sido identificado y
se ha determinado que es un regulador de la divisiéon celular que afecta tanto el diametro
como la altura de los frutos modificando el peso de los mismos pero no su forma y que se
expresa en tejidos maternos de frutos en desarrollo como son la placenta y el pericarpio
(Frary et al. 2000; Cong et al. 2002; Liu et al. 2003b; Cong y Tanksley 2006). Estos
resultados permiten postular que la relevancia diferencial que tomé la region cercana al QTL
fw2.2 en la determinacion del diametro, altura y peso de los frutos en las poblaciones F,
reciprocas fue causada por una interaccion diferencial entre el genotipo utilizado como
progenitor femenino y la expresion del gen FW2.2 que se expresa en tejidos de origen
materno. La falta de estudios con la suficiente profundidad en otras regiones asociadas al
diametro, altura y peso de los frutos o a las regiones que se expresaron diferencialmente
para el caracter vida poscosecha en ambas F, impiden realizar el mismo andlisis que el
llevado a cabo con la region del QTL fw2.2, pero los resultados obtenidos permiten postular
gue algo similar puede estar ocurriendo en otras regiones del genoma que estuvieron
asociadas a caracteres que presentaron efectos reciprocos a nivel fenotipico.

Se debe considerar también que la deteccion de diferentes regiones en ambos
mapas asociadas a los mismos caracteres pero que no presentaron efectos reciprocos a
nivel fenotipico pueden deberse a cuestiones de estructura de las poblaciones F, evaluadas
0 a asociaciones espurias. Por lo tanto estudios de validacién de los QTL detectados en este
trabajo son necesarios como primer paso para luego poder avanzar con el mapeo fino de
estas regiones candidatas y finalmente lograr la identificacién y evaluacién de la expresion
de los genes involucrados en la determinacion de las caracteristicas asociadas. A pesar de
ello, la deteccién de efectos reciprocos a nivel fenotipico y la identificacién de distintas
regiones del genoma que tienen efectos diferenciales en la determinacion de caracteres de
calidad de frutos en funcion de la direccién del cruzamiento inicial, resaltan la importancia de
evaluar y considerar el material a utilizar como progenitor femenino en un programa de

mejoramiento.
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Conclusion General

CONCLUSION GENERAL

Se validé la existencia de regiones gendmicas de la accesién LA722 de Solanum
pimpinellifolium L. que prolongan la vida poscosecha y mejoran otros caracteres de calidad
de fruto. En el mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacién F, CxP, se localizaron un
QTL en el cromosoma 11 para vida poscosecha y 15 QTL asociados a otros caracteres de
calidad de fruto, mientras que en la poblaciéon F, PxC se detectaron dos QTL para vida
poscosecha, uno el en el cromosoma 3 y otro en el 5y 31 QTL asociados a otros caracteres
de calidad de fruto. En ambas poblaciones F, reciprocas se detectaron tres regiones
gendémicas asociadas a los mismos caracteres cuantitativos. La primera en el cromosoma 1
asociada al didmetro y peso de los frutos; la segunda en el cromosoma 7 asociada al
porcentaje de reflectancia (L) del color y la tercera en el cromosoma 11 asociada al

diametro, forma y nimero de l6culos.
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