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ASOCIACION GENOMICA PARA TOLERANCIA A CLORURO DE SODIO EN
Solanum lycopersicum L.t

GENOMIC ASSOCIATION FOR SODIUM CHLORIDE TOLERANCE IN
Solanum lycopersicum L.

Alma Aurora Deanda Tovar y Jaime Sahagun Castellanos

RESUMEN

Concentraciones altas de salinidad en suelo y agua
son problemas de gran importancia a nivel mundial
y una limitante para el desarrollo del tomate, por lo
cual es importante disefiar marcadores eficientes
para identificar materiales con tolerancia a esta
condicién. El objetivo de la presente investigacion
fue identificar regiones gendmicas asociadas a la
tolerancia a salinidad durante desarrollo de plantula
mediante analisis de asociacion en 89 lineas de
tomate. Se gener6 una biblioteca gendmica de
SNPs (single nucleotide polymorphism) mediante
un andlisis GBS (genotyping by sequencing).
Posteriormente, se asociaron caracteres
fenotipicos a SNPs mediante un analisis GWAS
(genome wide associations). La evaluacién
fenotipica se realiz6 en plantulas cultivadas en
sistema de balsa flotante en condiciones salinas (0
y 150 mM de NaCl), bajo un disefio de blogques
completos al azar con tres repeticiones. El analisis
de varianza mostro significancia para genotipos en
los caracteres evaluados, sin detectarse
interacciones genotipo x tratamiento. Las lineas
L19, L29 y L47S8 mostraron la mayor tolerancia a
la condicion salina. EI GBS generé 22,127
marcadores o loci SNPs, de los cuales 14,328
fueron funcionales para el analisis GWAS, después
de un estricto analisis de filtrado. El analisis GWAS
revelé 54 marcadores asociados a seis caracteres
de plantula (peso seco de raiz, parte aérea y total,
altura de planta, longitud de raiz y area foliar) en
condiciones salinas; de los cuales, 18 estan
asociados a genes descritos en el genoma de
referencia. Los cromosomas 1 y 8 tuvieron
asociaciones con 3 caracteres, los cromosomas 2,
3,5,6,7,9y 12 con dosy los cromosomas 4, 10 y
11 con 1 caracter. Estos resultados muestran que
el GWAS puede utilizarse como una herramienta
adecuada para mejorar la eficiencia del
mejoramiento para tolerancia a salinidad en la
etapa de plantula.

Palabras clave: genotyping by sequencing,
genome wide associations, single nucleotide
polymorphism.

SUMMARY
High concentrations of salinity in soil and water are
problems of great importance worldwide and limit
tomato development, therefore, it is important to find
efficient markers to identify materials with tolerance
to this condition. The objective of this research was
to identify genomic regions associated with
tolerance to salinity during seedling development
through association analysis in 89 tomato lines. A
genomic library of SNPs (single nucleotide
polymorphism) was generated by GBS analysis
(genotyping by sequencing). Subsequently,
phenotypic characters were associated with SNPs
by means of GWAS (genome wide associations)
analysis. The phenotypic evaluation was carried out
in seedlings in a floating raft system under saline
conditions (0 and 150 mM NaCl), under a
randomized complete block design with three
replications. The analyses of variance showed
significance for genotypes in the evaluated traits,
but genotype x treatment interactions were not
significant. Lines L19, L29 and L47S8 showed the
highest tolerance to the saline condition in seedling
stage. The GBS generated 22,127 markers or SNPs
loci, 14,328 of which were functional for GWAS
analysis, after strict filter analysis. The GWAS
analysis revealed 54 markers associated with six
seedlings characters (dry root weight, aerial and
total parts, plant height, root length and leaf area)
under saline conditions; of which, 18 are associate
to genes described in the reference genome.
Chromosomes 1 y 8 had associations with 3 traits,
chromosomes 2, 3, 5, 6, 7, 9 and 12 with 2 traits,
and chromosomes 4, 10 and 11 with only one trait.
These results show that GWAS can be used as a
suitable tool to improve the efficiency of the
breeding for salinity tolerance at the seedling stage.

Key words: genotyping by sequencing, genome-
wide associations, single nucleotide polymorphism.
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1. INTRODUCCION

Mas de 6 % de la superficie total del mundo (800 millones de hectareas) esté afectada
por salinidad (FAO, 2008). En estos suelos es posible encontrar varios tipos de sales
como cloruros de sodio, calcio y magnesio; sin embargo, el cloruro de sodio (NaCl) es
la sal mas abundante (Munns & Tester, 2008). En cuanto a los 1,500 millones de
hectareas destinadas a la agricultura, 2 % estan afectadas en varios grados de
salinidad (FAO, 2008) y se estima que para el afio 2050, la salinidad impactara al 50
% de los cultivos del mundo, lo que tendra impactos severos en la produccion (Luo et
al. 2017, Butcher et al. 2018).

La salinidad es uno de los factores abidticos que méas afecta a la agricultura en el
mundo. Su origen se debe principalmente a dos factores, el primero es producto de
procesos naturales como intemperizacion de rocas o sales depositadas por lluvia o
viento; y el segundo a la actividad humana (deforestacion, desmonte de tierras,
aplicacion incorrecta del riego, falta de drenaje en los suelos, uso desmedido de
fertilizantes, empleo de aguas residuales, uso inadecuado de abonos organicos, etc.)

(Velmurugan et al., 2020).

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda hortaliza de mayor superficie
sembrada a nivel mundial y es una de las hortalizas mas consumidas. Aunque se
considera como un cultivo medianamente sensible a sales, manifiesta trastornos
cuando se cultiva en suelos salinos, con mayores efectos durante germinacion, y en
menor medida durante la etapa de plantula (Cuartero & Fernandez-Mufioz, 1998).
También es afectada en etapa reproductiva al reducir considerablemente su
crecimiento, ya que afecta al sistema radical, influye sobre el comportamiento del
potencial osmotico de las plantas, evita el abastecimiento de agua y nutrientes, y
disminuye la calidad de fruto, aunque en ciertas condiciones algunos cultivares pueden

incrementar las propiedades organolépticas del fruto (Munns &Tester, 2008).

Algunos objetivos de los programas de mejoramiento genético de tomate se enfocan

en la obtencién de plantas tolerantes a salinidad, lo cual incluye mecanismos



asociados a conjuntos de genes cuantitativos; por lo que se requiere mucho tiempo
para la generacion de plantas tolerantes mediante técnicas de seleccion
convencionales. El reciente desarrollo, disefio y aplicacion de técnicas moleculares de
genotipificacion por secuenciacion (GBS, por sus siglas en inglés) y de estudios de
asociacion genémica (GWAS, por sus siglas en inglés) pueden acortar los periodos de
mejoramiento, al identificar simultdneamente conjuntos de genes asociados a un rasgo
de interés particular de tipo cuantitativo (Korte & Farlow, 2013), por ejemplo, la

tolerancia a salinidad.

2. OBJETIVO

Localizar regiones gendmicas asociadas a la tolerancia a salinidad en 89 lineas
homocigoticas de tomate, mediante estudios de genotipificacién via secuenciacion
(genotyping by-sequencing) y anadlisis de asociacion genomica (Genome Wide
Association Study, GWAS), durante desarrollo de plantula, con el fin de generar
estrategias eficientes para el desarrollo de variedades, progenitores e hibridos de

tomate con tolerancia a salinidad.

3. HIPOTESIS

La tolerancia de tomate al cloruro de sodio esta regulada por genes de efectos aditivos;
los cuales, al estar ubicados en regiones gendmicas especificas, pueden identificarse
mediante la secuenciacion GBS y la técnica GWAS, lo que permiten seleccionar lineas

tolerantes a sales.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia del tomate

En 2018 en México se cosecharon 49 000 hectareas de tomate, con produccion de
3’780, 950 toneladas, lo que lo ubicé a nivel mundial como el noveno productor y el
principal exportador. Este mercado representd 1,734 millones de ddlares, que
corresponde al tercer producto agropecuario nacional generador de divisas, después
del aguacate y las berries (SIAP, 2019).

A pesar del éxito comercial de este cultivo, entre los afios 2017 y 2018 ocurrio la
disminucién del area cosechada en 2 %; sin embargo, la produccién de tomate para el
afo 2018 aumento 8.9 %, debido al incremento del rendimiento unitario que alcanzé
76.8 ton-ha. Con ello, este cultivo representd 22.6 % del total de la produccién de
hortalizas del pais (SIAP, 2019).

Entre las areas de produccion de mayor importancia en nuestro pais Sinaloa, Baja
California y Sonora se encuentran en riesgo debido, entre otros factores, a la
salinizaciéon de suelo, causada por el uso inadecuado de fertilizantes, ya que el clima
gue predomina es calido-seco donde existen elevadas tasas de transpiracion, por lo
gue el agua de fertirriego una vez aplicada al suelo se evapora, lo que deposita en la
superficie sales cristalizadas. Otro de los factores que incrementa la salinidad es el
uso de agua de riego de calidad inadecuada con sales, como ocurre en los valles del
Yaqui y Mayo en Sonora, y del Carrizo en Sinaloa, donde se ha detectado agua de
riego con niveles de conductividad eléctrica de hasta 10 dS-m-! (Pulido et al., 2003),
de ahi que, en un futuro cercano, sera inevitable lidiar con esta condicion en cultivos
horticolas, especialmente tomate, por lo que se requeriran variedades mejoradas con

tolerancia a sales.



4.2 Salinidad en tomate

La salinidad es uno de los factores bi6ticos presente en los suelos que genera dafios
severos e irreversibles en los cultivos. La salinizacion transforma las tierras productivas
y fértiles en tierras estériles, frecuentemente conducen a pérdidas en habitat y
reduccion de biodiversidad. En la agricultura, la causa principal es el uso desmedido
de fertilizantes, con mayores efectos en zonas aridas y semiaridas (Clavero & Razz,
2002).

La salinidad del suelo reduce el potencial hidrico del suelo y las hojas, perturba las
relaciones hidricas y reduce la turgencia de la planta lo cual, posteriormente, conducira
a un estrés osmotico (Nevada et al., 2020). En el tomate, la salinidad produce efectos
negativos en diferentes grados de acuerdo con la etapa de crecimiento, siendo las
etapas juveniles mas sensibles que las adultas. Ademas, depende de otros factores
como la tolerancia de la variedad utilizada (Ruiz et al., 2014).

La gran mayoria de los efectos de las sales en la germinacion son adversos. En esta
etapa, a medida que aumenta la concentracion de sales en el medio, el porcentaje
disminuye y el periodo en que este proceso ocurre se prolonga (Cuartero & Fernandez-
Mufioz, 1998).

A nivel de raices, las sales alteran la absorcion de agua y producen efectos toxicos,
por lo que se disminuye el crecimiento de la planta. La magnitud de estos dafios se
encuentra estrechamente relacionada a la concentracion de las sales, a la duracion
del estrés y a la especie o cultivar de que se trate. El estrés salino, en general, reduce
la masa de la raiz y modifica la distribucion del sistema radical, lo que disminuye la
tasa de crecimiento tanto de la raiz principal, como de las laterales, e inhibe la

formacion de estas ultimas (Van Zelm et al., 2020).

Todos los 6rganos de la parte aérea de la planta de tomate sufren alteraciones cuando
son sometidos a salinidad. Los tallos tienen menor altura, las hojas disminuyen en
namero, el area foliar se reduce, se reduce también el peso de materia fresca y seca

del area foliar, tallo y raices (Ruiz et al., 2014).



La parte aérea de las plantas de tomates es afectada por la salinidad al disminuir su
altura (Ruiz et al., 2014; Romero et al., 2001), el numero de hojas (Ruiz et al., 2014;
Romero et al., 2001) y la densidad estomética en la cara adaxial (Romero et al., 2001),
area foliar (Romero et al., 2001; Al-Karaki, 2000), y desarrollar clorosis y necrosis en
los bordes de las hojas (Romero et al., 2001; Al-Karaki, 2000). Esto genera menor peso
fresco y seco del area foliar, tallo y raices (Ruiz et al., 2014). Los frutos disminuyen su
desarrollo (Pérez-Alfocea, 1996; Carvajal et al., 2006); aunque, en algunas ocasiones
pueden mejorar algunos atributos organolépticos y/o de interés para la agroindustria
al incrementar el contenido de compuestos solubles, sélidos totales, carotenoides y

acidos organicos.

La salinidad del suelo, provoca disminuciones en la actividad fotosintética, disminuye
significativamente la asimilacion de CO:2 (Hajiboland et al., 2010), lo cual es provocado
por el cierre rdpido de estomas y la interferencia con el transporte de electrones
fotosintéticos. Ademas, la energia (ATP) producida en fotosintesis se emplea en la
defensa contra el estrés salino en lugar destinarse al crecimiento (Wu et al., 2019;
Yang et al., 2020).

Las especies tolerantes a salinidad mantienen una tasa de crecimiento constante ante
este estrés, debido a que poseen mecanismos de respuesta como incremento en la
actividad antioxidante, aumento de compuestos osmoprotectores, reabsorcién o
resorpcion de elementos toxicos o esenciales cuando estos son suministrados en
mayor cantidad de la que se requiere, incremento de aminoacidos como la prolina
(Lara et al., 2015).

Existen parientes silvestres del tomate con tolerancia a la salinidad, sin embargo, es
muy dificil transferir esta tolerancia a lineas élite de tomate convencional debido a que
los genes que confieren la tolerancia son numerosos y la mayoria son de efectos
aditivos de magnitud pequefia, en comparacion con aquellos efectos generados por el
ambiente. Ademas, se requiere de esfuerzos considerables para recuperar el fondo
genético del cultivar receptor al ser cruzado con materiales silvestres (Cuartero et al.,
2006).



4.3 Mecanismos de tolerancia a salinidad

La tolerancia a salinidad en las plantas es un rasgo complejo debido a que existen
diferentes genes metabdlicos y estructurales que estan regulados por la presencia de
sal y estan involucrados en la respuesta adaptativa de la especie (Jenks & Hasegawa,
2013).

Las plantas responden a su entorno de forma compleja e integrada, lo cual les permite
adaptarse al conjunto especifico de condiciones y limitaciones presentes en un
momento determinado de su desarrollo. Lo cual implica una serie de modificaciones
fisiolégicas y bioquimicas que incluyen: marchitamiento de hojas, reduccion del area
foliar, abscision de hojas, estimulacion del crecimiento de las raices, cambios en el
contenido relativo de agua, fuga electrolitica y acumulacion de radicales libres, entre
otras. Esto causa la interrupcion de la homeostasis celular al reaccionar con lipidos,
proteinas, pigmentos y &cidos nucleicos, lo que a su vez genera peroxidacion de
lipidos, dafio de la membrana e inactivacion de enzimas, y repercute directamente en

la disminucion en la viabilidad celular (Lata & Prasad, 2011).

Es por ello, que las plantas necesitan desarrollar mecanismos que les permitan tolerar
diferentes tipos de estrés generados por factores abidticos como la salinidad. Uno de
los mecanismos para la tolerancia a salinidad es la reabsorcion o resorpcion, la cual
es regulada por células de transferencia que se ubican en los nudos de las plantas y
tienen la funcion de reabsorber y almacenar en vacuola elementos, que en altas
concentraciones, pueden intoxicar a la planta; cuando en estas vacuolas ya no es
posible almacenar estas substancias, las células de transferencia las envian al floema
para ser transportadas a las raices, donde pueden ser almacenados en vacuolas de
células radicales o expulsados al exterior (Hasegawa, 2013; Flowers et al., 2014). Este
proceso es caracteristico en plantas natrofébicas, como el frijol, en donde el sodio es
retenido en las raices y tallos inferiores, con lo que se evita toxicidad por sodio. Al
parecer, todas las plantas tienen este mecanismo de evasion a este tipo de estrés,

pero en algunas es mas eficiente.



Algunos autores atribuyen la tolerancia a la salinidad a la prolina, de la cual no se sabe
con precision su forma de accion ante este tipo de estrés. Se ha observado en frutales
(Ojeda & Pire, 2011), cereales (Hasanuzzaman et al., 2014) y hortalizas (Pérez-Prat
et al., 1992; Ruiz et al., 2014, Lara et al., 2015), que en presencia de salinidad que se
incrementa la concentracion de este aminoacido y disminuye el potencial osmatico de

la raiz, lo cual favorece la absorcién de agua.

La salinidad, asi como las altas temperaturas y la sequia, pueden causar la
desnaturalizacion y la pérdida de sus funciones en numerosas proteinas. Las proteinas
LEA (siglas en inglés: late embryogenesis abundance) ayudan a proteger las proteinas
celulares contra el estrés, controlando el plegamiento y la conformacién de las
proteinas estructurales y enzimas (Wang et al., 2004). Ademas, se ha demostrado que
las proteinas LEA y las chaperonas estén involucradas en la proteccion de moléculas,
tales como enzimas, lipidos y ARNm, de la deshidratacion (Sairam & Tyagi, 2004). Las
proteinas LEA son un grupo de proteinas inducibles por el 4cido abscisico (ABA) y
originalmente se sugiri6 que pueden estar asociadas con la tolerancia a la desecacion
durante la maduracién de la semilla y también inducidas por la salinidad y el déficit de
agua. Se ha demostrado que estas proteinas pueden preservar la estructura proteica
y la integridad de la membrana, preservando el agua, impidiendo la desnaturalizacion
de proteinas y renaturalizando las proteinas ya desplegadas, ademas secuestrando
iones en los tejidos estresados (Sairam & Tyagi, 2004).

El gen HVAL que codifica para la proteina LEA es inducido por el ABA y varios tipos
de estrés, por ejemplo, la salinidad. Plantas transgénicas de arroz que expresan el
HV1, conducida por un promotor constitutivo del gen de la actina, mostraron un

incremento significativo de la tolerancia a la salinidad (Xu et al., 1996).

En general las plantas regulan muchos genes, factores de transcripcion, proteinas y

metabolitos que les proveen tolerancia contra la salinidad (D’Amelia et al., 2018).

El interés por mejorar la tolerancia de los cultivos a la salinidad ha ido creciendo,
empleando métodos de mejora y seleccion tradicionales o la produccion de

organismos modificados genéticamente (Cuartero et al., 2006). La incorporacion de



genes procedentes de parentales silvestres tolerantes, la domesticacion de plantas
haldfilas silvestres, y la identificacion de caracteres relacionados con tolerancia
empleando marcadores moleculares (Owuso, 2008), o bien la incorporacion de genes
cuya expresion modifica mecanismos bioquimicos y fisiolégicos involucrados en la

tolerancia (Sairam & Tyagi, 2004).

4.4 Estrategias de mejoramiento genético para resistencia a sales

Para la obtencion de plantas tolerantes a salinidad se requiere contar con la expresion
simultanea de multiples genes asociados a mecanismos fisioldégicos, anatémicos y
bioquimicos (Adem et al., 2014). Por ello, el mejoramiento se realiza principalmente
por medio de esquemas de seleccidn que intentan la acumulacion progresiva de genes
aditivos, para lo cual se requiere de varios afios para la obtencion de genotipos con

estas cualidades.

Se han desarrollo técnicas biotecnoldgicas en las que el principal objetivo es acortar
los periodos para la obtencién de hibridos o variedades con tolerancia a factores
abidticos como la salinidad y el déficit hidrico. Una de las herramientas recientemente
desarrollada es el andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS), la cual se
basa en la obtencion inicial de marcadores de alta densidad (SNPs) y la
caracterizacion fenotipica de la caracteristica de interés. Con ello, técnicas de
asociacién entre marcadores y la expresion fenotipica buscan la identificacion de
conjuntos de marcadores utiles para la seleccion. El resultado de esto es la posibilidad
de incrementar la eficiencia de la seleccion y acortar el periodo de obtencion de

genotipos tolerantes a diferentes tipos de estrés.

Para la realizacién de los andlisis de asociacion gendmica (GWAS), se requiere

inicialmente de la genaotipificacion por secuenciacion (GBS).

4.5 Genotipificacidon por secuenciacion (GBS, Genotyping by Sequencing)

Los polimorfismos de un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) son

una tecnologia de marcadores moleculares de ADN de tercera generacion, son



cambios en una sola base en una posicion especifica de nucleétido a través del
genoma de los organismos (McCouch et al., 2010). Los SNPs son marcadores
abundantes, estables y facilmente detectables mediante tecnologias de
secuenciacion, por ejemplo, en la tecnologia genotipificacion por secuenciacion (GBS)
(Wu & Blair, 2017).

La flexibilidad y el bajo costo de GBS hacen de esta una excelente herramienta para
muchas aplicaciones y preguntas de investigacion en genética y mejoramiento. Esta
herramienta permite la genotipificacion de miles de SNP en una gran cantidad de
genotipos al mismo tiempo, al hacerlo, aumenta la probabilidad de identificar SNP

correlacionados con rasgos de interés (Kumar et al., 2012; Beissinger et al., 2013).

El GBS es un procedimiento para la produccion de bibliotecas genémicas, que puede
ser utilizado en un gran numero de individuos o lineas (Elshire et al., 2011). Una
biblioteca gendmica es una compilacion de secuencias de ADN, en la cual se espera
gue se incluya el mayor numero de fragmentos posibles de un genoma (Bruce et al.,
1994). El procedimiento del GBS comienza con la extraccion de ADN de los genotipos,
posteriormente se realiza la digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion
seguida de la ligadura de los primers y adaptador de codigo de barras, lo cual permite
conocer la posicion de los SNPs en el genoma, después se realiza la amplificacion por
PCR y la secuenciacién del conjunto de ADN amplificado. EI GBS se ha utilizado con
éxito en la implementacion de estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
(He et al., 2014).

Los protocolos de GBS realizan la genotipificacién a través de una secuenciacion de
alto rendimiento. Por ello, es indispensable el soporte de programas de coOmputo
bioinforméatico para el analisis de datos. Las lecturas secuenciadas obtenidas del GBS
se pueden alinear con el genoma de referencia para obtener sitios polimorficos dentro

de la poblacion secuenciada (Perea et al., 2016).

Para el anadlisis de datos de GBS se han utilizado paquetes como Bwa (Li, 2009) o
Bowtie (Langmead et al., 2012), TASSEL GBS (Glaubitz et al., 2014) y NGSEP (Perea
et al., 2016). El paquete estadistico NGSEP (Next Generation Sequencing Experience



Platform) realiza pruebas estadisticas a partir de datos secuenciados, genera e
identifica marcadores SNPs una vez que los datos del GBS se alinean con el genoma
de referencia. Posteriormente NGSEP crea un archivo con informacion de los SNPs
que corresponde a: identificacion del cromosoma, posicion del marcador y calidad de
la muestra, lo cual reduce la cantidad de trabajo requerido para obtener conjuntos de
datos de variacion sobre las poblaciones, debido a que crea un filtro de datos de alta
calidad con la informacion obtenida de los marcadores SNPs para la lectura de
alineacion y deteccion de variantes a través de diferentes muestras (Perea et al.,
2016).

4.6 Analisis de asociacion gendmica (Genome-Wide Association Study, GWAS)

Los analisis de asociacion gendmica (GWAS) son una valiosa y poderosa herramienta
para estudiar la genética de rasgos complejos en plantas. El nUmero de asociaciones
detectadas estd aumentando rapidamente debido a que se realizan nuevos ensayos
en diferentes especies para diversos rasgos (Bonhomme et al., 2014; Slavov et al.,
2014).

Los GWAS se han utilizado con éxito para explorar la base genética de una amplia
gama de rasgos complejos en muchas especies de plantas como Arabidopsis (Horton
et al., 2012), cereales como: arroz (Yang et al., 2014), maiz (Kump et al., 2011; Li et
al., 2013) y soja (Zhou et al., 2015; Zhang et al., 2016; Chang y Hartman, 2017) y
tomate (Sauvage et al., 2014; Zhang et al., 2015).

Estos analisis se basan en la identificacion de polimorfismos genéticos asociados
significativamente a un rasgo o caracter cuantitativo a partir de una poblacion grande.
Las asociaciones entre la variacion genética en un caracter fenotipico con cada uno
de miles o millones de marcadores en todo el genoma son probadas estadisticamente
(Brachi et al., 2011), con el fin de identificar marcadores especificos significativos

asociados a la expresion del caracter fenotipico estudiado.
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Los programas computacionales para analizar GWAS son, entre otros, SNPassoc,
GenABEL, ProbABEL, PLINK y TASSEL. SNPassoc, GenABEL y ProbABEL son
paquetes de R (Monir & Jun, 2014).

TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution and Linkage) es un software para el
mapeo de asociaciones de rasgos complejos. Realiza analisis de componentes
principales para estudiar la estructura de poblaciones (Bradbury et al., 2007), analisis
de desequilibrio de ligamiento (LD, Linkage disequilibrium), visualizacién la grafica del
estadistico de desequilibrio de ligamiento actualizado con frecuencia los métodos
recientemente desarrollados, incluye teoria sobre el modelo lineal general y modelos
de regresion multiple. TASSEL también incluye el analisis de inserciones / deleciones
(indels), el calculo de estadisticas de diversidad, la integracién de datos fenotipicos y
genotipicos, la imputacion de datos faltantes mediante el algoritmo del vecino més

cercano (K-nereast-neighbor) (Soto-Cerda & Cloutier, 2012).
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5. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en un invernadero del posgrado de Genética del
Colegio de Postgraduados campus Montecillo (19° 27' 41.3" latitud norte y 98° 54" 33.1"
longitud oeste y 2250 msnm) y en el laboratorio de Marcadores Moleculares del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo (UACh), México
(19°29° LN, 98°53" LO y 2240 msnm).

5.1 Genotipos evaluados

Los genotipos evaluados fueron 89 lineas homocigéticas (Fi1-Fi13) del Proyecto de
Mejoramiento Genético de Jitomate para Invernadero de la Universidad Autbnoma
Chapingo (UACh), México, entre las cuales se tienen materiales de crecimiento
determinado e indeterminado, asi como fruto de tipo saladette, bola y cereza, ademas
de color rojo, anaranjado y amarillo. Las lineas fueron generadas a partir de la
seleccién de poblaciones segregantes originadas mediante cruzas entre hibridos

comerciales y seleccionadas con el método de pedigri.

Se realizaron dos fases: la fase de genotipificacidén (estudio del genoma) y la fase de
fenotipificacion (evaluacion de caracteres fenotipicos).

5.2 Fase de genotipificacion

La evaluacion fenotipica se realizo de julio a septiembre de 2020 en condiciones de
invernadero en el Colegio de Postgraduados campus Montecillo (19° 27' 41.3" latitud
norte y 98° 54' 33.1" longitud oeste y 2250 msnm), las temperaturas dentro del

invernadero fueron de 13.5 °C como minima y 35 °C como maxima.

Los genotipos se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades con espuma
agricola (peat foam foami) Oasis® como sustrato. Se utilizaron cajas de madera de 2.4

m x 1.2 my 20 cm de altura, cubiertas con geomembrana y capacidad de 500 litros de
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solucion nutritiva. La solucion nutritiva utilizada fue la de Cadahia (2000) modificada
para etapa de plantula. El trasplante se realiz6 23 dias después de la siembra en
sistema de balsa flotante en condiciones de invernadero. Las plantulas se
trasplantaron a placas de polietileno colocadas sobre los contenedores de madera.

5.2.1 Concentraciones de NaCl

Cuatro dias después del trasplante (DDT), se aplico la concentracion de 150 mM de
NaCl a la solucién nutritiva; asi mismo, se considerd un tratamiento sin aplicacion de
sales (0 mM de NacCl), los cudles consistieron en aplicaciones de 0 g y 4,383 gramos

de NaCl a la solucién nutritiva en los contenedores.

5.2.2 Unidad y disefio experimental
La unidad experimental (UE) constd de 5 plantulas distanciadas por 5 cm. La distancia
entre UE fue de 9.5 cm, lo cual correspondié a 178.7 plantulas-m. Se utilizé un disefio

experimental de bloques completos al azar con 3 repeticiones.

5.2.3 Caracteres evaluados

Los caracteres evaluados fueron:

Altura de plantula (AP, en cm) medida en tres plantulas de la UE, en tres
oportunidades: 4 DDT (inicio de tratamientos), 7 DDT y 14 DDT (final de la prueba).

Al finalizar la prueba con NaCl a los 14 DDT, se evalué a partir de las 5 plantulas de la
UE:

Longitud de raiz promedio (LR, en cm).
Materia seca parte aérea (MSPA, en g), secada durante 96 horas a 46 °C.

Materia seca de raiz (MSR, en g), secada durante 96 horas a 46 °C.
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Area foliar (FA, en cm?) se capturaron fotografias digitales y posteriormente se

determiné mediante el software ImageJ (v1.4.3.67; National Institutes of Health).

5.3 Andlisis de datos fenotipicos

5.3.1 Andlisis estadisticos

Se obtuvieron relaciones de reduccion o incremento con respecto al tratamiento testigo
(sales/testigo) en los caracteres: altura final, longitud de raiz, area foliar, materia seca
de raiz, materia seca de parte area, materia seca total y relacion de materia seca de
raiz con respecto a la materia seca total (RRT), para lo cual, se dividieron los valores
obtenidos en las tres repeticiones que contenian 150 mM de NaCl de cada una de las
variables entre el valor promedio de la variable correspondiente en el tratamiento

testigo.

Se realizaron analisis de varianza para las relaciones sales/testigo de los caracteres
evaluados y comparaciones de medias de Tukey (p<0.05). Adicionalmente se

obtuvieron las correlaciones lineales de Pearson para cada par de variables

Con base en la AP determinada en tres oportunidades, para cada UE se realizaron

andlisis de regresion no lineal con el modelo exponencial:
E(AP) = Be™*

Donde: AP = altura de planta; x = dias después del trasplante; B= Parametro asociado
a la ordenada al origen; ¢ = Parametro relacionado con la velocidad de crecimiento de

altura de planta; e = Base del logaritmo natural (e=2.718281828).

Estos analisis se obtuvieron con el paquete estadistico SAS version 9.4.
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5.4 Fase de genotipificacion

5.4.1 Extraccién de ADN

Para la extraccion de ADN, se sembraron los genotipos en charolas de poliestireno de
doscientas cavidades con turba como sustrato. El tejido vegetal de hojas verdes tiernas
y sin dafio aparente se obtuvo a los 35 dias después de la siembra. Este se pulverizd

con nitrégeno liquido y se triturd.

La extraccibn de ADN se realizd6 con el método CTAB (bromuro de
alquiltrimetilamonio). La pureza e integridad del ADN se realiz6 mediante su
corrimiento en un gel de agarosa con concentracion de 1.5 % y se cuantificO mediante
un espectrofotometro (marca Thermo Scientific modelo NanoDrop Lite) en el
laboratorio de Marcadores Moleculares del Departamento de Fitotecnia de la

Universidad Autonoma Chapingo.

La digestion de ADN se realiz6 con las enzimas Bglll y Ddel; posteriormente se
purificaron fragmentos de 75 pb, la preparacion de las bibliotecas etiquetadas, la
cuantificacion y secuenciacion se realizdé con el equipo llumna NextSeq 2x75 del

Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Langebio).

5.5 Andlisis de datos genotipicos

5.5.1 Secuenciacion del genoma

Los datos sin procesar de la biblioteca genémica generada por el GBS se analizaron
mediante los softwares NGSEP 4.0.1 y Bowtie 2.3.5.1, para detectar SNPs e InDels
(inserciones o deleciones). Posteriormente, se alinearon las lecturas con el genoma
de referencia Slycopersicum 390 obtenido en la direccién: Phytozome,
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html. Se utilizo el software NGSEP 4.0.1 para
la anotacion funcional de las variantes, el filtrado y la conversiéon del archivo VCF a

otros formatos para su posterior analisis.
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Con los SNPs obtenidos del GBS se generd la matriz de distancias genéticas por
medio del software NGSEP, calculada a partir de la distancia de identidad por estado
(IBS). Con esta matriz se gener6é un dendrograma no jerarquico con el algoritmo del
vecino mas cercano con el software iTOL v5 (http://itol.embl.de).

5.6 Analisis de asociacién gendmica

A partir de los datos fenotipicos se obtuvieron los mejores predictores lineales e
insesgados (BLUPs, Best Linear Unbiased Predictors) mediante el software Meta-R
6.0, basado en teoria de los modelos mixtos, considerando al modelo de efectos fijos.

Dichos predictores se utilizaron posteriormente en el analisis de asociacion gendmica.

EL analisis de asociacién entre los SNPs filtrados con los predictores BLUPs de los
datos fenotipicos se realizé con el paquete TASSEL v5.2.60 al aplicar el andlisis de

componentes principales (PCA) y el modelo lineal general (GLM).

Para la identificacion de los marcadores significativos, se considero la significancia (p-
value) de la razén de verosimilitud de cada uno de los marcadores SNPs, basado en
el modelo lineal mixto ponderado generado por TASSEL.

Los SNPs significativos y visualizados en las graficas de Manhattan, se ubicaron en el
genoma de referencia y se verificO su posible asociacion o proximidad con genes
funcionales cercanos. El genoma de referencia usado fue Slycopersicum 390

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En los programas de mejoramiento genético de tomate se buscan genes o grupos de
genes que puedan contribuir a la expresiéon de rasgos asociados a la tolerancia
factores abitticos como la salinidad.

La tolerancia a salinidad esta asociada con diversos rasgos cuantitativos que son
dificiles de incorporar mediante programas de mejoramiento genético convencional,
debido a que se requieren de largos periodos y su identificacion es dificil. La aplicacion
de técnicas de seleccion asistida como genotipificacién por secuenciacion (GBS) y los
estudios de asociacion gendmica (GWAS) pueden acortar dichos periodos al identificar
simultdneamente conjuntos de genes asociados a un rasgo de interés particular de

tipo cuantitativo (Korte & Farlow, 2013).

La presente investigacion analizé 89 lineas homocigoéticas de tomate con datos
genotipicos y fenotipicos para identificar marcadores SNP asociados con la tolerancia
a salinidad y también genotipos con mejor desempefio en esta condicién (150 mM de

NaCl) en un sistema de balsa flotante.

6.1 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos de la evaluacién fenotipica indicaron a través de los andlisis
de varianza que la materia seca de parte aérea y total (Cuadro 1), presentaron la mayor
varianza genotipica y por lo tanto heredabilidad, indicando que la aportacion de efectos
aditivos en la definicion de estos caracteres es mas importante que en el resto de

caracteres evaluados.
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Cuadro 1. Varianza genotipica y heredabilidad de seis caracteres de desarrollo de
plantula en condiciones salinas.

, - | varanza oo dapilidad
Caracter Repeticiones Media CV%  Genotipica h2
0g?

AF 3 0.544 17.3 0.064 0.329
MSR 3 2.121 32.7 0.437 0.776
MSPA 3 0.705 25.5 0.685 0.911

MST 3 0.823 29.3 0.621 0.891

LR 3 0.877 14.8 0.257 0.538

FA 3 0.501 25.9 0.078 0.275

B1 3 0.044 26.7 0.123 0.393

AF= altura final, MSR= materia seca de raiz, MSPA= materia seca de parte aérea, MST= materia seca
total, LR= longitud de raiz y FA= &rea foliar.

Los analisis de varianza (Cuadro 2) mostraron diferencias estadisticas en todas las
relaciones de las variables evaluadas: p<0.05 para altura de planta (AF) y area foliar
(FA) y p < 0.01 para longitud de raiz (LR), materia seca de raiz (MSR), materia seca
de parte area (MSPA), materia seca total (MST) y relacién de materia seca de raiz con
respecto a la materia seca total (RRT), es decir, al menos uno de los genotipos mostro
comportamiento diferente, por lo cual se realizaron comparaciones de medias de

Tukey.

De acuerdo con las comparaciones de medias de las relaciones sales/testigo de los
caracteres evaluados (Cuadro 1A) hubo reduccion de crecimiento de todos los
genotipos evaluados en las variables altura final y area foliar, entre 27 y 60 % y de 21
y 80 %, respectivamente. La longitud de raiz, la materia seca de raiz, de la parte area
y la total, en algunos genotipos mostraron reduccion con respecto al testigo, y en otros
se observaron incrementos con respecto al testigo; otro conjunto de genotipos tuvo el

mismo comportamiento en ambas condiciones de salinidad (0 y 150 mM).
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En el caso de materia seca de raiz, la mayoria de los genotipos tuvieron incrementos
con respecto al testigo, entre 8 y hasta 395 %; en tanto que las lineas que redujeron

este caracter lo hicieron de 2 a 89 %.

La mayoria de las lineas tuvieron reduccién de materia seca de parte aérea, aunque
las lineas L19, L29 y L47S8 mostraron el mayor incremento de esta variable, al igual

gue en la materia seca total.

Con respecto a la materia seca total, en 70 de las 89 lineas evaluadas se presentaron

reducciones en la condicién salina.

Akran et al. (2010) y Ruiz et al., (2014) encontraron resultados similares con respecto
a incremento de materia seca o comportamiento igual al testigo bajo condiciones
salinas en plantas de maiz y tomate, respectivamente. Este incremento de materia
seca puede deberse al genotipo (Dogan, Tipirdamaz & Demir, 2010), a la expresion de
genes metabdlicos y estructurales que estan regulados por la presencia de sal y a que
los mismos estan involucrados para una mejor respuesta adaptativa de la especie
(Jenks & Hasegawa, 2013) o a un incremento en la sintesis de solutos organicos como:
azucares, prolina y otros aminoacidos, y fitohormonas como el &cido indolacético y
acido abscisico (Babu, Sing & Gothandam, 2012; Saha et al., 2015). Lo cual permite
contrarrestar los efectos osmoticos de la salinidad y puede estar asociado con la

presencia de mecanismos de tolerancia a la salinidad.

La linea L76-H mostr0 mayor reduccion de crecimiento en todas las variables
evaluadas, esto se debe a que en condiciones salinas se reduce la altura, area foliar y
materia seca de raices y parte aérea de plantas de tomate (Babu, Sing & Gothandam,
2012; Ruiz et al., 2014; Lara et al., 2015) asi como la longitud de raices (Ruiz et al.,
2014; Van Zelm et al., 2020), este efecto pueden atribuirse a que la planta gasta su
energia en forma de ATP para combatir el estrés por salinidad, en lugar de destinarla

al crecimiento y desarrollo de la misma (Wu et al., 2019; Yang et al., 2020).
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6.1.1 Andlisis de varianza'y comparaciones de medias de Tukey

Cuadro 2. Andlisis de varianza de relaciones en condicion salina con respecto al testigo de caracters evaluados
en 89 lineas de tomate en condiciones salinas (150 mM de NacCl) y testigo bajo cultivo de balsa flotante.

FV GL AF LR FA MSR MSPA MST RRT

GEN 88 0.0133 * 0.0362 ** 0.0231 * 2.1511 ** 0.3622 ** 0.5336 ** 0.9792 **

BLOQ 2 1.6560 0.2963 1.1061 32.1799 2.5970 5.3341 2.5335
ERROR 176 0.0088 0.0168 0.0167 0.4826 0.0322 0.0581 0.6178
CV (%) 17.2 14.8 25.8 32.7 254 29.3 28.9
MEDIA 0.5446 0.8771 0.5005 2.1217 0.7052 0.8227 2.7171

FV: fuente de variacién, GL: grados de libertad, GEN: genotipo, BLO: bloque, AF: altura final, LR: Longitud de raiz, FA: &rea foliar, MSR:
materia seca de raiz, MSPA: materia seca de parte aérea, MST: materia seca total, RRT: relacion materia seca de raiz con respecto a

materia seca total, CV: Coeficiente de variacion. ** Significativo con P < 0.01.
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6.1.2 Correlaciones de Pearson

Las correlaciones de Pearson (Cuadro 3) indicaron que a medida que aumenta
la materia seca de raiz se incrementé la materia seca de parte aérea (p<0.05) y
la materia seca total (p<0.05). También indicaron que la materia seca de parte
aérea tuvo fuerte asociacion con el contenido de materia seca total. Ademas, la
longitud de raiz disminuy6 cuando hubo menor altura y area foliar. Todos los
caracteres evaluados disminuyeron cuando hubo menor area foliar (p<0.05). Esto
es atribuido a la dificultad de la planta para la absorcidon de agua y nutrimentos,

cuando ésta se desarrolla en condiciones salinas.

Cuadro 3. Correlaciones lineales entre pares de caracteres evaluados en 89
lineas de tomate en condiciones de salinidad.

LR AF MSR MSPA MST

AF 0.272 **

MSR 0.053 0.109
MSPA -0.013 0.160 0.812 **
MST 0.028 0.201 * 0.836 ** 0.986 **

FA 0.387 *»* 0371 ** 0309 * 0.303 ** 0.331 **

LR=longitud de raiz, AF= altura final, MSR= materia seca de raiz, MSPA= materia seca de parte
aerea, MST= materia seca total y FA= area foliar ** Significativo con P < 0.01, * Significativo con
P <0.05.

6.1.3 Andlisis de regresion no lineal

Los andlisis de regresion no lineal (Figura 1) mostraron que las tasas de
crecimiento diario variaron de acuerdo con la concentracién de salinidad (0 y 150
mM de NaCl), siendo estas mayores (p<0.05) en la concentracion 0 mM. Ademas,
dentro de cada concentracion hubo variacion entre las tasas de crecimiento diario
de las lineas evaluadas e interaccion del comportamiento de las lineas de

acuerdo con la concentracion de salinidad.

21



Romero-Aranda & Cuartero (2001) encontraron resultados similares de reduccion
del crecimiento de la parte aérea de plantas de tomate cuando crecieron
condiciones de salinidad. La reduccion de la longitud de tallo de plantas
cultivadas en condiciones salinas se debe a la reduccién en la turgencia celular
y perdida de agua, que se refleja en el tamario de los tejidos (Taiz & Zaiger, 2006),
ademas, los tallos se manifiestan como estructuras muy delgadas y quebradizas,
debido a que el contacto fisico de los pelos radicales con el cloruro de sodio
induce plasmadlisis de las células del tejido y necrosis localizada, lo que dificulta
aun mas el transporte de nutrimentos hacia los diferentes 6rganos de la planta
(Bazile, Jacobsen & Verniau, 2016).

6.2 Resultados de la secuenciacion del genoma

Las lineas fueron genotipificadas en mas de 90% y generaron 22,127 marcadores
SNPs, de los cuales 14,328 SNPs fueron funcionales después de un estricto
andlisis de filtrado. Se genero6 un archivo VCF con los SNPs detectados, el cual

se utilizo posteriormente en el andlisis de asociacion gendémica.

El dendrograma gener6 tres grupos (Figura 2), el grupo |, representado en color
azul contiene las lineas L19, L29 y L47S8, las cuales mostraron tolerancia a
salinidad. De acuerdo a las comparaciones de medias, en el grupo Il (color

naranja) se encuentra la mayor cantidad de lineas susceptibles a salinidad.
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Tasa de incremento diario de altura de planta de 89 lineas de tomate
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Figura 1. Tasas de crecimiento diario (mm-dia) y sus 95 % intervalos de confianza de 89 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.).
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Figura 2. Dendrograma basado en el célculo de distancias genéticas de identidad por estado
(IBS) estimadas a partir de SNP de alta calidad. El dendrograma se construy6 con 95 lineas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) con 14.328 marcadores SNP.

6.3 Andlisis de asociacion gendémica

El analisis GWAS identificé 54 marcadores asociados significativamente a los
siete rasgos fenotipicos, 18 de ellos estan reportados en el genoma de referencia

(Cuadro 4) y los restantes no han sido descritos (Cuadro 2A).

Con respecto a la altura de plantula se asociaron 6 SNPs ubicados en el
cromosoma 6, de los cuales 5 estan descritos en el genoma de referencia y uno

de ellos se encuentra en una regién que no ha sido estudiada.

La region Solyc069g005100.2.1 estd asociada a proteinas de transferencia de

fosfatidilinositol, en Arabidopsis regula una etapa especifica en el desarrollo de
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los pelos radiculares, hidatodos, meristemo apical del brote y células apicales de
la raiz (Vincent et al., 2005). La regiéon Solyc069005190.2.1 codifica para la
proteina CCR4-NOT, la cual desempefia un papel importante en el control de la
transcripcion y la desintegracion del ARNm (Sarowar et al., 2007) y en la region
Solyc069005270.1.1 se ubica la proteina F2103.28, la cual tiene funcion

desconocida.

Se encontraron 12 SNPs asociados a tasa de crecimiento diario, de los cuales 9
se ubican en regiones que no han sido reportadas y los otros 3 se en el
cromosoma 6 en regiones muy cercanas, por lo cual, identificaron al mismo gen
(Solyc06g017970.2.1) que codifica para la proteina hidrolasa carboxilo terminal
de ubiquitina, implicada en una serie de procesos celulares esenciales que
incluyen la transduccion y transcripcion de sefiales, a menudo iniciando la

degradacion de sustratos especificos (Hayama et al., 2019).

En los cromosomas 1y 3 se identificaron 4 marcadores asociados al area foliar.
Los marcadores ubicados en el cromosoma 1 estan reportados en el genoma de
referencia. La region Solyc01g006150.2.1 se asocia a una proteina FieF
desintoxicante de hierro ferroso, pero también puede dar cierta resistencia contra
otros cationes de metales divalentes como Zn, Co, Cd, y Ni (Munkelt, Grass &
Nies, 2004).

Se encontraron 13 marcadores asociados a la longitud de raiz, 5 de ellos
ubicados en el cromosoma 8, 2 en el cromosoma 10, 3 en el cromosoma 1y un
marcador en los cromosomas 4 y 11. 2 de los marcadores del cromosoma 3 se
han reportado en el genoma de referencia. La region Solyc03g113350.2.1 se
relaciona a proteinas vegetales con dedos de zinc (ZFP), las cuales comprenden
una gran familia y participan principalmente en la tolerancia al estrés abiotico
(Zang et al., 2016). Cheuk & Houde (2016) investigaron 53 proteinas de dedos
de zinc C2H2 de tipo Q (TaZFP) de Triticum aestivum, y mostraron que 37 de
estas TaZFP respondieron a sequia, por lo cual se asocian a la tolerancia al

estrés abiotico.
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Cuadro 4. Descripcion de SNPs identificados de acuerdo a los caracteres evaluados (AF, LR, AF, MSR, MSPA,
MST y 1) en 89 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del programa de mejoramiento genético de la
Universidad Autonoma Chapingo.

Caracter Cromosoma p-value Posicion Regién localizada Descripcién
AF 6 2.85 122,951 Solyc069g005100.2.1 Phosphatidylinositol transfer protein expressed (AHRD V1

**x  QL1ON10_ORYSJ); contains Interpro domain(s)
IPR001666 Phosphatidylinositol transfer protein

AF 6 2.88 209,710 Solyc069g005190.2.1 CCR4-NOT transcription complex subunit 4 (AHRD V1 *---
Q498M7_RAT); contains Interpro domain(s) IPR003954 RNA
recognition, region 1

AF 6 2.78 204,832 Solyc069005190.2.1 CCR4-NOT transcription complex subunit 4 (AHRD V1 *---
Q498M7_RAT); contains Interpro domain(s) IPR003954 RNA
recognition, region 1

AF 6 2.83 277,182 Solyc06g005270.1.1 F2103.28 protein  (Fragment) (AHRD V1  **x
QI9SRQ9_ARATH)

AF 6 3.45 44,857,844 Solyc06g072730.2.1 Cingulin-like (AHRD V1 ***- Q6Z7G3_ORYSJ)

D 6 3.02 15,698,021 Solyc06g017970.2.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment) (AHRD V1

*--- D8UG84 VOLCA); contains Interpro domain(s)
IPR0O02083 MATH

D 6 3.28 15,698,011 Solyc06g017970.2.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment) (AHRD V1
*.--  D8UG84_VOLCA); contains Interpro domain(s)
IPR002083 MATH

D 6 3.23 15,697,984 Solyc06g017970.2.2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment) (AHRD V1
*.--  D8UG84_VOLCA); contains Interpro domain(s)
IPR0O02083 MATH

FA 1 6.5 570,945 Solyc01g005830.2.1 Glucan endo-1 3-beta-glucosidase 4 (AHRD V1 *-*-
B6TLO3_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR012946 X8

FA 1 3.04 799,345 Solyc01g006150.2.1 Cation-efflux pump fieF (AHRD V1 ***- FIEF_KLEPN);
contains Interpro domain(s) IPR002524 Cation efflux protein

Cromosoma y p-value obtenidos de TASSEL v5.2.60 analizados bajo el modelo lineal general, posicién del SNP de acuerdo a la grafica
de Manhattan, nombre del marcador de acuerdo al genoma de referencia (Slycopersicum 390) obtenido del sitio web oficial

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
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Continuacién Cuadro 4. Descripcién de SNPs identificados de acuerdo a los caracteres evaluados (AF, LR, AF,
MSR, MSPA, MST y 1) en 89 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del programa de mejoramiento
genético de la Universidad Autonoma Chapingo.

Caracter Cromosoma  p-value Posicion Regién localizada Descripcién

LR 3 2.57 63,510,019 Solyc03g113360.2.1 LOB domain family protein (AHRD V1 *-*-
D7L292 ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR004883 Lateral organ boundaries, LOB
LR 3 2.54 63,499,878 Solyc03g113350.2.1 CHY zinc finger containing protein (AHRD V1 *-*-

C5P643_COCPY); contains Interpro domain(s)
IPR008913 Zinc finger, CHY-type

MSPA, MST 5 7.77 60,669,507 Solyc05g050530.2.1 Pyridoxamine 5&apos-phosphate oxidase family
protein (AHRD V1 **.  Q2JQH5_SYNJA);
contains Interpro domain(s) IPR012349 FMN-
binding split barrel

MSPA, MST 5 6.77 65,172,651 Solyc05g055610.2.1 tRNA wybutosine-synthesizing protein (AHRD V1
*—--  C4QXF1_PICPG); contains Interpro
domain(s) IPR003827 tRNA wybutosine-
synthesizing protein

MSPA, MST 8 7.81 61,598,882 Solyc08g077690.2.1 Chromodomain helicase DNA binding protein 5
(AHRD V1 **-- B1AK51_HUMAN); contains
Interpro domain(s) IPRO00330 SNF2-related

MSPA, MST 9 7 67,700,064 Solyc09g076010.2.1 PHD finger family protein (AHRD V1 *---
D7MI23_ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR019787 Zinc finger, PHD-finger

MSPA, MST 1 7.04 1,284,823 Solyc01g006700.2.1 Downstream neighbor of SON (AHRD V1 *-*-
Q5U2V7_RAT)
MSR 2 3.57 45,231,322 Solyc02g081160.2.1 Diphosphate-fructose-6-phosphate 1-

phosphotransferase (AHRD V1 rrk
D1JTA2_9BACE); contains Interpro domain(s)
IPR011183 Pyrophosphate-dependent
phosphofructokinase PfpB
Cromosoma y p-value obtenidos de TASSEL v5.2.60 analizados bajo el modelo lineal general, posicion del SNP de acuerdo a la gréafica
de Manhattan, nombre del marcador de acuerdo al genoma de referencia (Slycopersicum 390) obtenido del sitio web oficial

https://phytozome.jgi.doe.qgov/pz/portal.html.
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Las proteinas ZFP regulan la expresion de una serie de genes activados por
estrés en plantas a través de la sefializacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) para resistir la sal, la sequia o el estrés oxidativo (Hsu et al., 2014) y
pueden conferir tolerancia al estrés abidtico al aumentar el contenido de acido
abscisico, prolina, azucares solubles o clorofila, y reducir la tasa de pérdida de
agua (Luo et al., 2012; Wang et al., 2016).

La regién Solyc03g113360.2.1 ubicada en el cromosoma 3 y asociada a longitud
de raiz, es una proteina de la familia del dominio LOB, que son importantes en el
crecimiento y desarrollo de raices y hojas, y los procesos de respuesta de
defensa en las plantas, también, sirven como factores de transcripcion esenciales

para regular el desarrollo de érganos de las plantas (Zhang et al., 2020).

Por otro parte, solo se encontr6 un SNP asociado a la materia seca de raiz, el
cual se encuentra en la posicidon 45,231,322 en el cromosoma 2 y que no ha sido

reportado en alguna relacién de tolerancia de la planta a algun tipo de estrés.

La materia seca de parte aérea y la materia seca total se asociaron a los mismos
SNPs ubicados en los cromosomas 1, 5,8 9y 12.

En el cromosoma 5 se encontraron dos marcadores descritos en el genoma de
referencia, uno de ellos codifica para wybutosina, nucledsido implicado en

proceso de trascripcion del ARNm (Suzuki et al., 2009).

En el cromosoma 7 en la posicion 67,700,064 se asocio la region
Solyc099g076010.2.1, la cual codifica para proteinas de la familia de dedos del
homeodominio vegetal (PHD) las cuales se han reportado como involucradas en
la respuesta de la planta al estrés por sequia y salinidad en maiz (Wang et al.,
2015) y arroz (Waziriy et al., 2020) y a estrés por sequia en soja (Wu et al., 2011).
Estas proteinas estan implicadas en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Chen, Hayat, & Cheng (2016) encontraron 45 genes putativos en tomate, que
codifican para proteinas PHD distribuidas en 11 cromosomas, sin embargo, no

se ha reportado con exactitud cual es su funcion en esta especie.
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(Solanum lycopersicum L). Marcadores ubicados por encima de la linea punteada son
significativos.

SL2.500H03 = SL2SOCHO4 + SL2.500H0S - SL2.50CH06 » SL2,S0CHD7 § SL2,500H08 ‘

2500412

29



7. CONCLUSIONES

Se identificaron tres lineas, L19, L29 y L47S8, con mayor tolerancia a la condiciéon
salina, las cuales pueden ser consideradas en estudios posteriores. Una de ellas
L47S8, se ha mostrado como un progenitor sobresaliente en la generacion de
hibridos.

El GBS gener6 22,127 marcadores o loci SNPs, de los cuales 14,328 fueron
funcionales para el analisis GWAS. El analisis GWAS reveld 54 significativos
marcadores asociados a seis caracteres de plantula (AF, LR, FA, MSR, MSPA 'y
MST) en condiciones salinas. De los SNPs significativos, 18, se asociaron a

genes descritos en el genoma de referencia.

En el cromosoma 3 se localizaron las regiones Solyc03g113350.2.1 y
Solyc039g113360.2.1 que codifican para las proteinas con dedos de zinc (ZFP) y
de la familia del dominio LOB, respectivamente, que pueden conferir tolerancia a
salinidad. Adicionalmente, en el cromosoma 7 se localizé la regién
Solyc099g076010.2.1 que codifica para proteinas de la familia de dedos del
homeodominio vegetal (PHD) que también estan implicadas en la tolerancia a

estrés por salinidad y otros factores abiéticos.

Estos resultados muestran que el GWAS puede utilizarse como una herramienta
adecuada para mejorar la eficiencia del mejoramiento para tolerancia a salinidad

en la etapa de plantula de tomate.
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Cuadro 1A. Comparacion de medias (Tukey, < 0.05) de altura final (AF), longitud de raiz (LR), area foliar (FA), materia seca de raiz
(MSR), materia seca de parte area (MSPA), materia seca total (MST) y relacién de materia seca de raiz con respecto a la materia
seca total (RRT).

GEN AF LR FA MSR MSPA MST RRT
L1 047 a 0.81 abc 0.53 abc 1.10 fghijk 0.47 fghijklmno 0.54 ghijk 201 ab
L2 0.59 a 0.85 abc 0.55 abc 1.64 abcdefghik  0.52 efghijkimno 0.61 fghijk 2.63 ab
L3 0.53 a 0.85 abc 0.43 abc 2.02 abcdefghijkk 0.62 defghijkimno 0.75 efghijk 2.69 ab
L4-1 0.47 a 0.93 abc 0.50 abc 3.19 abcdefgh 1.10 bcdefg 1.21 defgh 3.01 ab
L4-3 0.49 a 1.03 abc 0.57 abc 2.62 abcdefghij 0.72 cdefghijklmno 0.83 efghijk 3.05 ab
L5 0.67 a 0.72 abc 0.57 abc 1.18 fghijk 0.40 ijklmno 0.45 ghijk 2.60 ab
L6 0.60 a 0.89 abc 0.56 abc 1.57 abcdefghik  0.46 ghijkimno 0.53 ghijk 3.40 ab
L7 0.48 a 1.00 abc 0.61 abc 2.09 abcdefghik  0.58 defghijkimno 0.65 fghijk 3.79 ab
L8 052 a 1.01 abc 0.79 a 1.26 fghijk 0.37 jklmno 0.44 hijk 290 ab
L9 0.57 a 0.99 abc 0.53 abc 1.42 defghijk 0.40 ijklmno 0.47 ghijk 3.02 ab
L10 0.50 a 0.71 abc 0.35 abc 0.71 ik 0.28 mno 0.31 ijk 2.22 ab
L11-4 0.50 a 1.02 abc 0.62 abc 1.59 abcdefghijk  0.45 hijklmno 0.53 ghijk 3.08 ab
L12 058 a 1.15 a 0.44 abc 2.43 abcdefghijk 0.71 cdefghijklmno 0.97 defghij 2.62 ab
L13 0.51 a 0.84 abc 0.60 abc 1.50 abcdefghik  0.64 defghijklmno 0.62 fghijk 243 ab
L14 054 a 0.94 abc 0.54 abc 1.21 fghijk 0.30 Imno 0.34 ijk 405 a
L15 0.44 a 1.01 abc 0.48 abc 1.43 cdefghijk 0.44 hijkimno 0.52 ghijk 277 ab
L18 0.59 a 0.86 abc 0.51 abc 2.38 abcdefghik  0.69 cdefghijkimno 0.91 defghijk 2.61 ab
L19 0.61 a 0.88 abc 0.50 abc 2.80 abcdefghi 1.71 ab 2.26 abc 124 b
L20 0.62 a 0.98 abc 0.49 abc 1.29 efghijk 0.48 fghijkimno 0.55 ghijk 231 ab
DMSH 0.33 0.46 0.46 2.46 0.64 0.85 2.79

AF=altura final, LR= longitud de raiz, FA= area foliar, MSR=materia seca de raiz, MSPA=materia seca de parte aérea, MST= materia
seca total y RRA= relacién de materia seca raiz con respecto a materia seca de parte aérea. DMSH= diferencia minima significativa
honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (p < 0.05), de acuerdo con comparaciones de
medias de Tukey.
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Cuadro 1A. Continuacion.

L45 0.40
L46 0.48

0.86 abc 0.45 abc 2.15 abcdefghijk 0.58 defghijkilmno 0.68 efghik 3.14 ab
0.82 abc 0.54 abc 1.51 abcdefghijk 0.59 defghijkilmno 0.65 fghijk 247 ab

GEN AF LR FA MSR MSPA MST RRT

L22 054 a 1.05 abc 0.56 abc 1.26 fghik 0.55 efghijkimno 0.64 fghijk 2.02 ab
L23 055 a 1.12 ab 0.59 abc 2.12 abcdefghijk 0.96 cdefghijk 0.96 defghij 2.55 ab
L24 0.47 a 0.77 abc 0.53 abc 2.01 abcdefghijk 0.69 cdefghijkimno 0.69 efghik 3.35 ab
L27 059 a 0.76 abc 0.43 abc 2.55 abcdefghijk 0.76 cdefghijkim 0.91 defghijk 2.74 ab
L28 0.61 a 0.83 abc 045 abc 1.26 fghik 0.39 ijkimno 0.46 ghijk 277 ab
L29 0.49 a 094 abc 0.52 abc 3.48 abcdefg 213 a 241 ab 1.45 ab
L30 0.53 a 0.94 abc 0.52 abc 1.64 abcdefghijk 0.49 fghijkimno 0.56 fghijk 3.48 ab
L31 0.63 a 0.87 abc 0.47 abc 1.55 abcdefghijk 0.69 cdefghijkilmno 0.76 efghijk 2.17 ab
L33 0.47 a 0.94 abc 0.43 abc 2.69 abcdefghi 0.66 defghijkimno  0.78 efghijk 3.37 ab
L34 055 a 0.86 abc 0.50 abc 1.85 abcdefghijk 0.60 defghikimno 0.71 efghijk 2.60 ab
L35 0.69 a 0.98 abc 0.49 abc 1.42 defghijk 0.39 ijkimno 0.46 ghijk 3.72 ab
L36 0.46 a 1.03 abc 0.47 abc 1.50 abcdefghijk 0.42 hijklmno 0.50 ghijk 3.14 ab
L37 066 a 0.84 abc 055 abc 1.08 ghik 0.40 ijklmno 0.46 ghijk 234 ab
L39 0.60 a 0.88 abc 0.46 abc 2.57 abcdefghijk 0.69 cdefghijkimno 0.81 efghijk 3.27 ab
L40 0.72 a 0.86 abc 0.54 abc 1.46 bcdefghik 0.62 defghijkimno 0.87 efghijk 1.81 ab
L41 057 a 1.03 abc 0.65 abc 0.98 hijk 0.48 fghijkimno 0.54 ghijk 1.82 ab
L42 0.43 a 0.66 bc 0.25 bc 3.09 abcdefghi 0.69 cdefghijkimno 0.80 efghijk 3.31 ab
L43 0.62 a 0.83 abc 055 abc 1.33 defghijk 0.35 klmno 0.40 hijk 3.85 ab
L44 050 a 0.72 abc 0.50 abc 1.95 abcdefghijk 0.52 efghijklmno 0.62 fghijk 3.07 ab

a
a

DMSH 0.33 0.46 0.46 2.46 0.64 0.85 2.79

AF=altura final, LR= longitud de raiz, FA= area foliar, MSR=materia seca de raiz, MSPA=materia seca de parte aérea, MST= materia
seca total y RRA= relacion de materia seca raiz con respecto a materia seca de parte aérea. DMSH= diferencia minima significativa
honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (p < 0.05), de acuerdo con comparaciones de
medias de Tukey.
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Cuadro 1A. Continuacion.

GEN AF LR FA MSR MSPA MST RRT
L45 040 a 0.86 abc 0.45 abc 2.15 abcdefghijk 0.58 defghikilmno 0.68 efghik 3.14 ab
L46 048 a 0.82 abc 054 abc 1.51 abcdefghik 0.59 defghikilmno 0.65 fghijk 2.47 ab
L47B1 060 a 090 abc 0.60 abc 2.03 abcdefghijk 0.63 defghikilmno 0.72 efghik 3.16 ab
L47S2 066 a 098 abc 0.47 abc 2.30 abcdefghik 1.04 cdefgh 1.16 defghi 1.98 ab
L47S8 059 a 0.76 abc 049 abc 3.77 abcd 226 a 270 a 1.40 ab
L47SINV 0.73 a 093 abc 051 abc 0.11 k 0.13 no 0.12 jk 1.69 ab
L48 057 a 075 abc 066 ab 3.74 abcde 1.15 bcde 1.25 defgh 3.00 ab
L49 054 a 0.76 abc 045 abc 2.37 abcdefghijk 0.84 cdefghijkim 0.90 defghijk 2.65 ab
L50 049 a 094 abc 049 abc 1.86 abcdefghik 0.61 defghijkimno 0.71 efghik 2.54 ab
L51 057 a 0.79 abc 043 abc 1.80 abcdefghik 0.66 defghijkilmno 0.75 efghik 2.36 ab
L51-H 057 a 1.00 abc 0.46 abc 2.22 abcdefghijk 0.72 cdefghijkilmn 0.86 efghik 255 ab
L52 060 a 098 abc 0.44 abc 2.59 abcdefghij 0.60 defghijkilmno 0.72 efghik 3.69 ab
L53 052 a 0.70 abc 0.66 abc 1.28 fghijk 0.80 cdefghijkim 0.85 efghik 1.72 ab
L54 049 a 085 abc 055 abc 1.53 abcdefghijk 0.47 ghijkimno 0.55 ghijk 277 ab
L55 051 a 1.00 abc 0.44 abc 2.38 abcdefghijk 0.78 cdefghijkim 0.91 defghik 2.50 ab
L56 050 a 094 abc 0.37 abc 1.89 abcdefghijk 0.58 defghijkimno 0.68 efghik 2.82 ab
L57 050 a 096 abc 050 abc 2.24 abcdefghijk 0.67 cdefghijkilmno 0.78 efghik 2.73 ab
L58 053 a 0.77 abc 050 abc 1.50 abcdefghijk 0.47 fghijklmno 0.53 ghijk 3.23 ab
L59 052 a 0.78 abc 031 bc 1.33 defghik 0.52 efghijklmno 0.58 fghijk 235 ab
L60 055 a 083 abc 0.31 bc 3.29 abcdefgh 0.93 cdefghijkl 0.98 defghij 3.40 ab
L61 0.63 a 0.83 abc 057 abc 1.92 abcdefghijk 0.71 cdefghijkilmno 0.77 efghik 2.61 ab

DMSH 0.33 0.46 0.46 2.46 0.64 0.85 2.79

AF=altura final, LR= longitud de raiz, FA= area foliar, MSR=materia seca de raiz, MSPA=materia seca de parte aérea, MST= materia
seca total y RRA= relacién de materia seca raiz con respecto a materia seca de parte aérea. DMSH= diferencia minima significativa
honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (p < 0.05), de acuerdo con comparaciones de
medias de Tukey.
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Cuadro 1A. Continuacion.

GEN AF LR FA MSR MSPA MST RRT
L62 050 a 083 abc 049 abc 2.64 abcdefghij 0.86 cdefghijklm 0.90 defghijk 2.84 ab
L63 056 a 1.05 abc 0.63 abc 2.37 abcdefghik 0.71 cdefghijkimno 0.83 efghik 2.84 ab
L64 052 a 070 abc 0.44 abc 1.27 fghijk 0.56 efghijkimno 0.64 fghijk 1.97 ab
L65 052 a 092 abc 043 abc 2.21 abcdefghik 0.78 cdefghijkim 0.90 defghijk 2.42 ab
L66 062 a 080 abc 0.46 abc 2.09 abcdefghik 0.82 cdefghijklm 0.95 defghij 221 ab
L67 056 a 091 abc 048 abc 0.21 jk 0.09 o 0.10 k 193 ab
L68 049 a 0.79 abc 052 abc 3.08 abcdefghi 0.70 cdefghijkimno 0.85 efghijk 3.63 ab
L69 050 a 094 abc 049 abc 3.13 abcdefghi 0.85 cdefghijklm 1.00 defghi 3.01 ab
L72 0.67 a 091 abc 050 abc 3.53 abcdefg 1.30 bc 1.51 cde 222 ab
L73 051 a 081 abc 056 abc 3.40 abcdefgh 1.09 bcdefg 1.30 defg 2.60 ab
L74 055 a 0.87 abc 046 abc 3.25 abcdefgh 1.05 cdefgh 1.21 defgh 267 ab
L75 0.67 a 0.98 abc 0.63 abc 3.06 abcdefghi 0.99 cdefghij 1.15 defghi 257 ab
L76-H 044 a 065 c 0.20 c 1.35 defghijk 0.49 fghijkimno 0.46 ghijk 202 ab
L78 055 a 0.78 abc 0.45 abc 2.77 abcdefghi 1.10 bcdef 1.25 defgh 2.14 ab
L80 051 a 082 abc 043 abc 2.62 abcdefghij 0.88 cdefghijklm 1.02 defghi 259 ab
L85 056 a 1.01 abc 0.46 abc 3.55 abcdef 0.97 cdefghijk 1.09 defghi 3.44 ab
L86 051 a 0.69 abc 043 abc 291 abcdefghi 0.78 cdefghijklm 0.88 defghijk 3.17 ab
L88 054 a 087 abc 050 abc 2.04 abcdefghik 0.53 efghijklmno 0.62 fghijk 3.11 ab
L90 052 a 0.79 abc 052 abc 2.33 abcdefghik 0.77 cdefghijklm 0.92 defghijk 251 ab
L91 053 a 0.71 abc 052 abc 3.15 abcdefghi 0.95 cdefghijk 1.14 defghi 2.78 ab
L92D 050 a 0.98 abc 0.36 abc 2.79 abcdefghi 0.87 cdefghijklm 1.04 defghi 275 ab
DMSH 0.33 0.46 0.46 2.46 0.64 0.85 2.79

AF=altura final, LR= longitud de raiz, FA= area foliar, MSR=materia seca de raiz, MSPA=materia seca de parte aérea, MST= materia
seca total y RRA= relacién de materia seca raiz con respecto a materia seca de parte aérea. DMSH= diferencia minima significativa
honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (p < 0.05), de acuerdo con comparaciones de
medias de Tukey.
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Cuadro 1A. Continuacion.

GEN AF LR FA MSR MSPA MST RRT

RF1 048 a 0.77 abc 0.68 ab 1.63 abcdefghik 0.46 hijklmno 0.56 fghijk 2.75 ab
RF12 040 a 0.73 abc 0.46 abc 1.94 abcdefghik 0.50 fghijkimno 0.61 fghijk 3.07 ab
RF38 050 a 081 abc 056 abc 395 a 0.88 cdefghijklm 1.09 defghi 3.74 ab
RF41 052 a 093 abc 052 abc 1.25 fghik 0.34 klmno 0.41 hijk 3.14 ab
RF46 056 a 1.07 abc 0.51 abc 1.94 abcdefghik 0.60 defghijkimno 0.70 efghik 2.74 ab
RF81 054 a 095 abc 049 abc 391 ab 1.20 bcd 1.41 cdef 278 ab
SS2 055 a 0.82 abc 052 abc 3.89 abc 1.02 cdefghi 1.73 bcd 2.66 ab
SS5 050 a 0.76 abc 0.53 abc 1.58 abcdefghijk 0.50 fghijkimno 0.62 fghijk 2.58 ab
MERM 057 a 0.88 abc 048 abc 2.00 abcdefghijk 0.55 efghijkimno 0.67 efghik 2.97 ab
DMSH 0.33 0.46 0.46 2.46 0.64 0.85 2.79

AF=altura final, LR= longitud de raiz, FA= area foliar, MSR=materia seca de raiz, MSPA=materia seca de parte aérea, MST= materia
seca total y RRA= relacién de materia seca raiz con respecto a materia seca de parte aérea. DMSH= diferencia minima significativa
honesta. Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (p < 0.05), de acuerdo con comparaciones de
medias de Tukey.
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Cuadro 2A. Descripcién de SNPs no identificados en el genoma de referencia de
tomate de acuerdo a los caracteres evaluados (AF, LR, AF, MSR, MSPA, MSTy 1)
en 89 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del programa de mejoramiento
genético de la Universidad Autonoma Chapingo.

Caracter Cromosoma  p-value Posicion Regidn localizada  Descripcion
AF 6 3.16 851,176 NA NA

D 2 3.04 4,917,117 NA NA

D 2 3.13 4,917,108 NA NA

D 6 3.05 19,497,130 NA NA

D 6 3.05 4,121,223 NA NA

D 6 3.18 4,121,198 NA NA

D 6 3.14 4,121,157 NA NA

D 6 3.27 49,313,365 NA NA

D 7 3.11 9,915,010 NA NA

D 7 3.23 9,914,946 NA NA

FA 3 3.25 44,030,028 NA NA

FA 3 3.24 20,235,286 NA NA

LR 3 2.64 64,221,292 NA NA

LR 4 2.50 42,491,746 NA NA

LR 7 2.58 20,012,280 NA NA

LR 8 2.56 15,929,131 NA NA

LR 8 2.69 12,304,310 NA NA

LR 8 2.75 17,497,106 NA NA

LR 8 2.78 27,588,814 NA NA

LR 8 3.20 46,713,919 NA NA

LR 10 2.60 260,724 NA NA

LR 10 2.68 351,658 NA NA

LR 11 2.52 48,424,089 NA NA
MSPA 5 6.02 60,276,840 NA NA
MSPA, MST 5 6.99 60,476,768 NA NA
MSPA, MST 8 7.45 60,851,879 NA NA
MSPA, MST 8 7.57 60,851,983 NA NA
MSPA, MST 9 6.31 24,888,712 NA NA
MSPA, MST 12 6.44 11,722,856 NA NA
MSPA, MST 1 6.17 13,909,334 NA NA
MSPA, MST 1 6.47 61,682,652 NA NA
MSPA, MST 1 6.52 53,699,283 NA NA
MSPA, MST 1 7.46 47,919,270 NA NA
MSPA, MST 1 7.86 25,999,930 NA NA
MSPA, MST 1 7.89 8,498,256 NA NA
MSPA, MST 1 8.08 15,227,619 NA NA

Cromosoma y p-value obtenidos de TASSEL v5.2.60 analizados bajo el modelo lineal general,
posicién del SNP de acuerdo a la grafica de Manhattan.
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