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RESUMEN GENERAL

IDENTIFICACION DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A CALIDAD DE FRUTO
Y RENDIMIENTO EN 95 LINEAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

La tecnologia de secuenciacion de ADN de nueva generacion ha llevado al desarrollo de
aplicaciones de deteccion rapida de polimorfismo de nucle6tido tnico (SNP) en todo el
genoma en varias especies de plantas para la creacion de mapas de asociacion (GWAS).
El uso de esta técnica ha permitido definir la participacion de genes en los cromosomas
de caracteres cuantitativos, asi como, reducir los ciclos de seleccion para la creacion de
nuevas variedades. La comprension y recopilacion de informacion sobre los avances e
impactos del estudio del genoma completo es importante para poder aplicar esta técnica
en investigaciones, por tal motivo, primero se copilo informacion sobre los principios
basica de genotipificacion y asociacion del genoma completo. Posteriormente se llevo
acabo la aplicacion de las técnicas antes descritas en 95 lineas avanzadas (F10 a F12)
del programa de mejoramiento genético de la Universidad Autbnoma Chapingo (UACh),
producto de cruces entre variedades e hibridos comerciales de tomate para caracteres
fenotipicos de calidad y rendimiento del fruto de tomate, generando 88 marcadores se
asociaron con 4 variables, niumero de frutos (NF), peso del fruto del racimo (CW), peso

del fruto (FW) y didmetro ecuatorial del fruto (DE).

Palabras clave: SNPs, GWAS, rendimiento, calidad.

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Violeta Calvo Salazar. Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.



GENERAL ABSTRACT

IDENTIFICATION OF GENOMIC REGIONS ASSOCIATED WITH FRUIT QUALITY AND YIELD
IN 95 LINES OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.)

Next-generation DNA sequencing technology has led to the development of applications
for rapid detection of single nucleotide polymorphism (SNP) throughout the genome in
various plant species for the creation of association maps (GWAS). The use of this
technique has made it possible to define the participation of genes in the chromosomes
of quantitative characteristics, as well as to reduce the selection cycles for the creation of
new varieties. Understanding the compilation and be informed on the advances and
impacts of the study of the whole genome is important to be able to apply this technique
in research, for this reason, information was first compiled on the basic principles of
genotyping and association of the whole genome. Subsequently, the application of the
techniques described above was carried out in 95 advanced lines (F10 to F12) of the
genetic improvement program of the Universidad Auténoma Chapingo (UACh), product
of crosses between varieties and commercial hybrids of tomato for phenotypic
characteristics and yield. of tomato fruit, generating 88 markers were associated with 4
variables, number of fruits (NF), bunch fruit weight (CW), fruit weight (FW) and equatorial
diameter of the fruit (DE).

Keywords: SNPs, GWAS, yield, quality.

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Violeta Calvo Salazar. Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.
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CAPITULO 1: AVANCES E IMPACTOS DE LAS TECNICAS DE GENOTIPIFICACION
Y ESTUDIOS DEL GENOMA EN EL TOMATE!

RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las especies en las que se ha realizado
mayor inversion en el mejoramiento genético, ya que es considerada la segunda hortaliza
de mayor importancia a nivel mundial. Actualmente, los consumidores se han interesado
en variedades con un perfil nutraceutico y sensorial superior; situacion que ha repercutido
en los objetivos de los programas de mejoramiento genético, los cuales se han
reorientado no solo a la obtencidn de variedades con altos rendimientos y resistencia a
enfermedades, sino también a frutos de alta calidad nutricional. En la Gltima década, las
técnicas de secuenciacion de genomas y de caracterizacion genotipica (genotipificacion)
han contribuido a detectar variantes genéticas asociadas a caracteres fenotipicos, entre
ellos los de calidad de fruto de tomate, con el fin de detectar de forma mas precisa
marcadores SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido), que, a su vez, permitan
identificar combinaciones genéticas asociadas a los caracteres fenotipicos estudiados.
La seleccibn gendmica realizada con estos métodos requiere de herramientas
estadisticas, matematicas y computacionales cada vez mas potentes. El objetivo de la
presente investigacion fue proporcionar informacion actualizada sobre los avances e
impactos de las técnicas de genotipificacion y estudio del genoma completo en el tomate

para los caracteres de rendimiento y calidad de fruto.

Palabras clave: Genotipificacion, genoma, rendimiento, calidad.

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Violeta Calvo Salazar. Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.
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ADVANCES AND IMPACTS OF GENOTYPING TECHNIQUES AND STUDIES OF
THE GENOME IN TOMATQO?
ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the species in which the greatest investment
has been made in genetic improvement, since it is considered the second most important
vegetable worldwide. In recent times, consumers have been interested in varieties with a
superior nutraceutical and sensory profile. This situation has had an impact on the
objectives of the improvement programs, which have been reoriented not only to obtaining
varieties with high yields and resistance to diseases, but also to fruits of high nutraceutical
quality. In the last decade, genome sequencing and genotypic characterization
(genotyping) techniques have contributed to detecting genetic variants associated with
phenotypic characters, including tomato fruit quality, in order to more accurately detect
SNP markers (single nucleotide polymorphisms), which in turn, seek to identify genetic
combinations associated with the phenotypic characters studied. Genomic selection
carried out with these methods requires increasingly powerful statistical, mathematical
and computational tools. The objective of the present investigation was to provide truthful
and updated information on the advances and impacts of genotyping techniques and
study of the current complete genome in tomato for the characteristics of yield and fruit

quality.

Keywords: Genotyping, genome, yield, quality.

2 Thesis, Ph. D. in Horticultural Sciences. Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Violeta Calvo Salazar. Advisor: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.
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1.1 Introduccién

La disponibilidad de técnicas de genotipificacién rapidas y rentables ha hecho que los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) sean los marcadores con mayor potencial
para utilizarse en los analisis que involucra el estudio de todo el genoma de una especie.
Las estrategias para la identificacion de SNPs involucran la creacion de bibliotecas de
ADN, la secuenciacion de estas y la aplicacion de analisis bioinformaticos (Deperi et al.,
2018), con el fin de detectar variantes en las secuencias de bases en puntos especificos
del genoma.

En los ultimos afios se han generado gran cantidad de informacion acerca de la seleccion
gendmica y su implementacion en los programas de mejoramiento genético de especies
vegetales. Dentro de los estudios que se han realizado en tomate se encuentra el
proyecto “The 100 Tomato Genome Sequencing Consortium” donde se explord la
variacion genética mediante la secuenciacion de 84 accesiones de tomate y especies
silvestres directamente relacionadas con Solanum lycopersicum; lo que genero la
secuenciacion del genoma completo de esta especie; informacion que permitié el estudio
de la diversidad del genoma del tomate con mayor precision (Aflitos et al., 2014). Asi
mismo, este trabajo ha servido como base para continuar con el estudio de la diversidad
de esta especie (Blanca et al., 2015; Bauchet et al., 2017; Mata et al., 2020; Razifard et
al., 2020 y Florez et al., 2021).

Para impulsar la investigacion y facilitar el descubrimiento de genes que confieren rasgos
favorables, el Consorcio del Genoma del Tomate publicé la secuencia del genoma de alta
calidad de Solanum lycopersicum cv. "Heinz 1706" (The Tomato Genome Consortium,

2012).



La disponibilidad de la secuencia del genoma del tomate cultivado ha dado lugar a varios
avances importantes, como la identificacion de genes candidatos (CG) asociados a
caracteres fenotipicos especificos con una alta probabilidad; por ejemplo, aquellos
asociados a caracteres de calidad (Zhong et al., 2013; Liu Ruie, 2016) y al rendimiento
de fruto de tomate (Tieman et al., 2017). Esto gracias a la identificacion de polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) (Viquez et al., 2014). La secuenciacion del genoma del
tomate ha facilitado también el disefio del sistema de edicion de genes (Brooks et al.,
2014).

Ante los avances y mejoras constantes en el desarrollo de técnicas de genotipificacion,
es necesario revisar y verificar la forma de aplicacion de estas para obtener mayores
beneficios y facilitar su aplicacion e interpretacién. Por esta razon, el objetivo de la
presente revision fue recopilar informacion actualizada sobre los avances e impactos de
las técnicas de genotipificacién y estudio del genoma completo en el tomate para el
rendimiento y calidad de fruto.

La revisidn se realizo en articulos cientificos en los idiomas inglés y espafiol de revistas
cientificas de prestigio como: Biology, BMC Genomics, Front Plant, Molecular Biology,
Natural Biotechnology, Plant Genome, PLoS Computational Biology, PLoS One, Science,
Theoretical Applied Genetics. Se emplearon en mayor cuantia articulos publicados en el
periodo de 2012 a 2021, aunque fue necesario usar publicaciones de afios anteriores
como aporte a la historia del tema.

Se obtuvo un total de 37 articulos, a los cuales se les aplicaron criterios consistentes en
vigencia y aporte a la tematica a tratar, se efectué un analisis bibliométrico para su

clasificacion por tema de interés, autores y fechas de publicacion.



1.2 Revisién de Literatura

1.2.1 Antecedentes

Los marcadores moleculares constituyen una herramienta poderosa que facilitan la
seleccidon de genotipos o0 poblaciones y la caracterizacion de la diversidad genética; asi
mismo, son de gran utilidad en la construccién y saturacion de mapas genéticos
(diagrama descriptivo de la ubicacién de los genes en cada cromosoma) y en la
identificacion y aislamiento de genes y/o grupos de éstos. Lo anterior ha brindado
informacion relevante sobre la estructura del genoma y la localizacion de genes mayores
especificos que controlan caracteres de interés en diversas especies (Hernandez, 2002).
Existen diferentes tipos de marcadores genéticos, los mas utilizados actualmente son los
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), ya que son abundantes (alta densidad) y
pueden presentarse en forma continua a lo largo de todo el genoma, los cuales son
heredables (Lindblad et al., 2000; Kennedy et al., 2003).

La secuencia de &cidos nucleicos permite establecer el orden de los nucleétidos
presentes en las moléculas de ADN o ARN, razén por la cual, su uso ha aumentado en
los dltimos afios exponencialmente en investigaciones; es asi como las herramientas de
secuenciacion de ADN de nueva generacion (NGS) se ha implementado gracias a la
posibilidad que brindan para realizar secuenciaciones masivas y simultaneas de millones
de fragmentos del ADN y/o ARN presente en la muestra; gracias al empleo de tecnologia
de punta de bajo costo y con alto eficiencia, por lo que, actualmente, es posible

secuenciar un genoma completo en un solo dia (Tagliotti et al., 2020).



Las tecnologias NGS han permitido el desarrollo de aplicaciones de deteccion rapida de
SNPs en todo el genoma en varias especies de plantas; a este proceso de caracterizacion
del genoma se le ha llamado “genatipificacion por secuenciacion” (GBS) (Deschamps et
al., 2012).

La GBS se basa en la creacion de librerias gendmicas y la posterior secuenciacion de
estas en un numero alto de individuos, lo cual permite identificar variacion en el material
genético de una poblacion o especie.

A partir de los resultados del GBS es posible realizar el mapeo de asociacion o mapeo
de desequilibrio de ligamiento con alta precision o resolucion y puede realizarse sobre
todo el genoma completo, a esta técnica se le conoce como “genome-wide association
mapping” (GWAS) (Mateos, 2018). La cual intenta asociar un caracter fenotipico a alguno
de los cientos de miles de marcadores moleculares SNPs distribuidos por todo el genoma
(Zhu et al., 2008). La mayor ventaja que ofrecen la aplicacion de GBS y GWAS, es que
se explora la totalidad del genoma basandose en el estudio de humerosos eventos de
recombinacién y, por tanto, ofrece la posibilidad de interpretar con mayor precision del
control genético de un caracter (Korte et al., 2013; Burghardt et al., 2017).

El mapeo asociativo (GWAS) es una de las herramientas mas utilizadas para estudiar
rasgos gobernados por varios genes (Yang et al., 2010). Esta técnica, también conocida
como mapeo de desequilibrio de ligamiento (LD), surge como una alternativa eficaz para
el mejoramiento genético de caracteres complejos, ya que permite asociar rasgos
fenotipicos cuantitativos con la variacion genética al explorar los eventos de

recombinacion historicos y evolutivos a nivel de la poblacion (Risch, y Merikangas,1996;



Nordborg y Tavaré, 2002).

En funcion de la escala y el enfoque de un estudio en particular, el mapeo de asociacion
generalmente se divide en dos categorias amplias, 1) mapeo de asociacion de un gen
candidato para un rasgo especifico que esta relacionado a un polimorfismo; y 2) mapeo
de asociacion de todo el genoma (GWAS), o exploracion del genoma, que analiza la
variacion genética en todo el genoma para encontrar asociaciones de caracteres
cuantitativos (Tagliotti et al., 2020).

La mayoria de las caracteristicas heredables de importancia econdémica, tales como
componentes de rendimiento, calidad nutricional y tolerancia a estrés, resultan de la
accion conjunta de varios genes y son llamados caracteres poligénicos, cuantitativas o
de herencia compleja. Poco se sabe acerca del numero, posicién cromosdémica, magnitud
del efecto e interacciones de los loci que controlan la expresién de dichas caracteristicas.
Estos loci son denominados QTL (Quantitative trait loci), es decir, loci controladores de
caracteristicas cuantitativas (Tagliotti et al., 2020).

Los mapas de ligamiento son basados en el principio de que los genes (marcadores o
loci) segregan via recombinacion de los cromosomas durante la meiosis, permitiendo asi
su analisis en la progenie; de esta manera, los mapas de ligamiento permiten realizar un
analisis completo de los genotipos, descomponer caracteristicas complejas en sus
componentes mendelianos, localizar regiones gendémicas que controlan caracteres de
importancia agronoémica, ademas de cuantificar el efecto de estas regiones (Barrios,
2011)

El mapeo por GWAS requiere de la informacion detallada sobre las relaciones genéticas



sobre los individuos dentro de una poblacion con el fin de minimizar asociaciones falsas
entre el caracter bajo estudio y los SNPs (Sharma et al., 2018). Adicionalmente, a fin de
evitar la dificultad en diferenciar los efectos de los polimorfismos funcionales (efectos de
SNPs) de numero de alelos, el nivel de ploidia debe ser considerado, especialmente si la
poblacién de estudio contiene introducciones silvestres (Zhu et al., 2008). La diversidad
genética, el LD, el parentesco de individuos dentro de la poblacién, la densidad de
marcadores, los métodos estadisticos a emplear, determinan la resolucién del mapeo
(Sharma et al., 2018).

El analisis del desequilibrio de ligamiento (LD) en el genoma de un organismo es un factor
clave que afecta la precision que proporciona el mapeo de asociacion y, a su vez, se ve
afectado por muchos factores genéticos y no genéticos, como la recombinacion, la deriva
génica, la seleccion natural y artificial, el patrén de apareamiento, y el nimero de alelos
(Yang et al., 2010). En particular el LD busca determinar el grado de asociacién no
aleatoria entre marcadores moleculares con alelos de un locus especifico o entre alelos
de diferentes loci (Tagliotti et al., 2020).

El analisis mediante el mapeo asociativo (GWAS) explota la diversidad existente en el
germoplasma estudiado sin la necesidad de construir poblaciones de mapeo. Resultados
recientes parecen indicar el potencial de esta metodologia en los programas de
mejoramiento de tomate ayudando a identificar marcadores asociados con caracteres de
rendimiento y calidad de fruto en tomate (Ruggieri et al., 2014; Sacco et al., 2015; Zhang

et al., 2015; Zhang et al., 2016).

1.3 Discusion

La importancia de mejorar la calidad del fruto ha sido tema de investigacion y de interés

10



agronomico, aunque los estudios recientes que emplean las técnicas antes mencionadas
son pocos. A pesar de ello, se han ido identificando regiones genéticas candidatas para
la mejora de la calidad de fruto del tomate (Ruggieri et al., 2014; Sacco et al., 2015; Zhang

et al., 2015; Zhang et al., 2016).

Uno de los trabajos mas significativos de asociacion para calidad de fruto fue el que
realizo Ruggieri V. en el 2014 donde identific6 20 SNP que se asociaron
significativamente con siete de los diez caracteres. El analisis revel6 dos marcadores
asociados con la concentracion de compuestos fendlicos, tres con las del acido
ascorbico, p-caroteno y trans-licopeno, seis con acidez titulable y uno con el pH y el peso
fresco de fruto. Ademas, se encontraron 19 genes putativos en desequilibrio de
ligamiento y, ademas, se identificaron combinaciones alélicas favorables entre loci
asociados que mejoraron la expresion del caracter estudiado.

Por otra parte, en el afio 2015 Adriana Sacco identifico 36 marcadores asociados a la
variacion de 15 caracteres de calidad de fruto y rendimiento de tomate; 30 de ellos se
asociaron con la morfologia del fruto, incluidos el grosor del pericarpio y el peso del fruto.
Esto corroboro la fuerte participacion de dos regiones genémicas en los cromosomas 2 y
11 para determinar la forma del fruto.

A partir de un mapeo de asociacion para caracteres nutricionales y de calidad de fruto
Zhang (2015) utilizé 174 accesiones de tomate con 182 marcadores moleculares de
Secuencias Simples Repetidas (SSRs), detecté 111 marcadores SSRs asociados a diez
caracteres medidos; la mayoria de ellos con el diametro ecuatorial del fruto, el acido

ascorbico y el peso del fruto, con presencia en los cromosomas 2 y 11. Posteriormente
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Zhang (2016) con este mismo esquema detecto QTLs para el contenido de sélidos
solubles en los cromosomas 2 y 9.

Para incrementar el rendimiento, el peso de la fruta es un criterio de seleccidon importante
en los programas de mejora de tomate. Este caracter es de herencia cuantitativa
controlada por cerca de 28 loci (Grandillo et al., 1999). Los loci fwl.1, fw2.2, fw2.3, fw3.1,
fw4.1y fw9.1 explican en conjunto mas de 20 % de varianza fenotipica del peso de fruto.
Ademas, los genes fwl.1, fw2.1, fw2.2, fw3.1, fw3.2 y fwll.3 se han identificado en al
menos cuatro estudios independientes (Grandillo et al. 1999). EI QTL de peso de la fruta
del cromosoma 2 (fw2.2), fue el primer gen asociado a QTL que se identifico y clono
(Alpert et al., 1995; Alpert y Tanksley, 1996; Frary et al., 2000). Estos trabajos
mencionados fueron realizados con marcadores moleculares de baja precision.

El estudio GWAS con la utilizacion de SNPs, marcadores de alta resolucion, también
identificaron asociaciones significativas con regiones localizadas en los cromosomas 2,
8y 11 (Huang et al., 2011; Ruggieri et al., 2014; Sacco et al., 2015).

En el 2011 Huang, estudio el peso de la fruta al asociarlo con el cromosoma 11 por medio
de mapas de ligamiento, y determiné la posicién de los genes fas y fwl1.3. Posterior a
este descubrimiento en el 2014 y 2015 Ruggieri V y Sacco A corroboran la participacion
del cromosoma 11 en caracteres de peso de fruto que es un componente de rendimiento
del tomate.

A partir de lo anterior, las perspectivas de futuras investigaciones deben dirigirse a la
busqueda de asociaciones de caracteres cuantitativos que también estan involucrados
en la calidad y rendimiento del fruto del tomate como lo es la concentracién de vitamina

Ay licopeno, firmeza, diametro polar y ecuatorial, numero de frutos, etc. Es importante
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mencionar que se pueden asociar otros caracteres cuantitativos de interés agronomico
como lo es la resistencia a enfermedades o a estrés hidrico. El uso y aplicacion de estas
técnicas permite facilitar los criterios de seleccidon en programas de mejoramiento

genético acortando los ciclos para la obtencion de nuevas variedades.

1.4 Conclusiones

A pesar del esfuerzo que se ha hecho en la investigacion aplicando las técnicas de
genaotipificacion, hace falta impulsar su uso pues ha demostrado ser una técnica confiable
y precisa. La identificacion de SNPs asociados a caracteres cuantitativos, permite
entender la estructura del genoma y las regiones involucradas en caracteres
cuantitativos, pudiendo asi, definir la participacion de los genes para posteriormente ser
clonados y usados para crear nuevas variedades con una carga genética favorable para

diferentes caracteres cuantitativos de interés agronémico.
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CAPITULO 2: IDENTIFICACION DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A CALIDAD DE
FRUTO Y RENDIMIENTO EN 95 LINEAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)*
RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue identificar las regiones gendmicas
asociadas con la calidad y rendimiento de fruto en tomate, los resultados de la
genotipificacion y las evaluaciones fenotipicas realizadas en 95 lineas avanzadas (F10
a F12) del programa de mejoramiento genético de la Universidad Autbnoma Chapingo
(UACh), producto de cruces entre variedades e hibridos comerciales de tomate. Estas
lineas incluyen diversidad de formas, colores y tamafios de frutos, asi como
variedades de ensaladas, cerezas y bolas. Las evaluaciones fenotipicas de los
caracteres relacionados con el rendimiento y la calidad del fruto se realizaron en
condiciones de invernadero en un ensayo de bloques completos al azar con tres
repeticiones y una unidad experimental de seis plantas. El analisis de genotipificacion
por secuenciacion (GBS) gener6 14,328 SNP funcionales después de un andlisis de
filtrado estricto. La agrupacion de muestras mediante la union de vecinos identifico
tres grupos. Realizamos asociaciones de todo el genoma (GWAS) utilizando el modelo
lineal mixto implementado en Tassel para relacionar los SNP descubiertos con GBS
con la variabilidad fenotipica observada. Para los parametros de rendimiento, las
asociaciones fueron altamente significativas y consistentes en todas las repeticiones,
88 marcadores se asociaron con 4 variables, nimero de frutos (NF), peso del fruto del
racimo (CW), peso del fruto (FW) y diametro ecuatorial del fruto (DE). Con los
resultados obtenidos se espera que permita la prediccibn gendmica de futuros,
esfuerzos de mejoramiento que combinen este panel de diversidad para producir
variedades mejoradas.
Palabras calve: Calidad, Rendimiento, genotipificacibn por secuenciacion,

asociaciones de todo el genoma.

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Violeta Calvo Salazar. Director: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.
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IDENTIFICATION OF GENOMIC REGIONS ASSOCIATED WITH FRUIT QUALITY
AND YIELD IN 95 LINES OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.)?
ABSTRACT

The aim of the present investigation was to identify genomic regions associated with
fruit quality and yield traits in tomato, the results of genotyping and phenotypic
evaluations performed on 95 advanced lines (F10 to F12) of the genetic improvement
program at Universidad Autonoma Chapingo (UACh), generated from segregating
selected populations, product of crosses among varieties and commercial tomato
hybrids. These lines include diversity of shape, color and fruit size, as well as varieties
of salad, cherry and ball types. Phenotypic evaluations of traits related to yield and fruit
quality were performed under greenhouse conditions in a randomized complete blocks
trial with three replicates and six plants experimental unit. GBS of this diversity panel
generated 22,127 SNP markers but only 14,328 SNPs were functional after strict
filtering analysis. Sample clustering using Neighbor Joining identified three groups. We
performed Genome-Wide Associations (GWAS) using the Mixed Linear Model
implemented in Tassel to relate SNPs discovered with GBS to the observed phenotypic
variability. For the yield parameters the associations were highly significant and
consistent across replicates. Yield traits associations were highly significant, 88
markers were associated with 4 variables, Number of fruits (NF), Cluster fruit weight
(CW), Fruit weight (FW), and Fruit equatorial diameter (DE). We expect that these
results serve as a basis to enable genomic prediction of phenotypes in future breeding

efforts combining this diversity panel to produce improved varieties for different traits.

Keywords: Quality, yield, Genotyping by sequencing, Genome-wide association.

2 Thesis, Ph. D. in Horticultural Sciences. Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Violeta Calvo Salazar. Advisor: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez.
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2.1 Introducciodn

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es después de la papa (Solanum tuberosum),
la segunda hortaliza mas importante a nivel mundial, el tomate demanda alta
calidad de insumos y mano de obra para maximizar el rendimiento (Melomey et
al., 2019).

Las lineas con alto rendimiento y calidad de fruto adecuada, con resistencia a
enfermedades y otros factores adversos, se utilizan como progenitores en
programas de hibridacibn para generar nuevas variedades con potencial
sobresaliente para aprovechar efectos genéticos como heterosis y aditividad
(Melomey et al., 2019).

En las ultimas décadas, el mejoramiento de tomate con fines comerciales se ha
orientado hacia la produccion vy liberacién de variedades hibridas F1, ya que el
mejoramiento de tomates se lleva a cabo principalmente por el sector privado y solo
de manera limitada por programas publicos. La evaluacion fenotipica para la
seleccién de nuevos cultivares implica una alta inversion financiera. Para hacerlo
mas productivo es necesario implementar estrategias, como la prediccion del
rendimiento de frutos, que permitan realizar y evaluar solo aquellos cruces con

mayor probabilidad de éxito (Hernandez et al., 2017).

Las herramientas biotecnoldgicas desarrolladas recientemente, como los
marcadores genéticos de alta densidad y las técnicas estadisticas especializadas,
junto con las evaluaciones fenotipicas de lineas destacadas, permiten identificar
regiones del genoma asociadas a caracteres fenotipicos y asi obtener predicciones

de su rendimiento per se y como progenitores de hibridos.
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Estas metodologias pueden reducir significativamente el tiempo y los costos
requeridos para obtener nuevas variedades con alto rendimiento y calidad de fruto
y otros atributos de interés agronémico (Schaid et al., 2018), especialmente

aquellas asociadas a efectos aditivos.

Bajo este escenario, una de las técnicas que se utilizan actualmente es el GWAS
(Genome wide association study), basado en el uso de marcadores moleculares
de polimorfismo de nucle6tido Unico (SNP), cuyo objetivo es asociar la variacién
genética detectada por marcadores moleculares con las evaluaciones fenotipicas
de un rasgo especifico de interés para el mejoramiento de cultivos (Schaid et al.,
2018).

Estas técnicas abren un abanico de posibilidades que permiten acelerar el
mejoramiento genético del tomate, debido a la posibilidad de aplicarlo a diversos
rasgos cuantitativos, que son importantes en variedades comerciales, como la
tolerancia a factores adversos bioticos y abidticos, y en especial, al fruto; calidad
evaluada a través de diferentes rasgos (firmeza, color, forma y concentracién de
sélidos solubles, vitamina C y &cidos organicos, por nombrar algunos). Algunos de
estos son caracteres favorables asociados al rendimiento del fruto, como la forma,
el peso y el tamafio del fruto, que ya han sido asociados con SNPs altamente
significativos. (Schaid et al., 2018).

2.2 Objetivos

2.2.1 General

Localizar regiones gendmicas asociadas a caracteres fenotipicos de herencia
cuantitativa de la calidad y rendimiento de fruto en 95 lineas homocigéticas de
tomate mediante el analisis de asociacién de genoma completo GWAS (Genetic

wide analisis).

2.2.2 Particulares
Identificar y evaluar caracteres de herencia cuantitativas asociados a calidad y

rendimiento de fruto en 95 lineas de tomate.
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Realizar analisis GBS (Genotyping by Sequencing), con cadenas cortas de 75pb
para el alineamiento de secuencias con respecto al genoma de referencia e
identificar marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) altamente
significativos a través del analisis de GWAS (Genome-wide association study) de
95 lineas de Solanum lycopersicum asociados a caracteres cuantitativos de calidad

y rendimiento de fruto.

Investigar SNPs significativos, ver su relacién en el genoma de referencia y obtener

conocimiento de su estudio.

2.3 Hipotesis
Mediante el uso de analisis de asociacion del genoma completo (GWAS), se permite
la identificacion de SNPs asociados a genes cuantitativos que regulan la calidad y

rendimiento de fruto de tomate.
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2.4 Revision de literatura

2.4.1 Cultivo de tomate y su importancia

En México el tomate (Solanum lycopersicum L.) ha sido una hortaliza muy apreciada
desde la época prehispanica (Escofet et al., 2013; Medina et al., 2017), representa
un alimento con propiedades beneficiosas para la salud humana por su contenido
de compuestos bio-activos como el licopeno, el &cido ascorbico, el tocoferol, el B-
caroteno, los &cidos fenolicos, los flavonoides, folatos, fibra, heterosidos
cumarinicos (esculdsidos), fitoeno y fitoflueno, vitamina E, acidos grasos,
carbohidratos, potasio, calcio, magnesio y otros microelementos como zinc, hierro

y manganeso, entre otros (Ahmed et al., 2011; Perveen et al., 2015).

México se ha mantenido como eficaz productor y principal proveedor de tomate en
el mercado internacional (SAGARPA, 2017) donde el valor de las exportaciones
en 2012-2017 aumentd de 15.6 % a 58.1 % equivalentes de 1,001 a 1,583 millones
de ddlares (SAGARPA/SIAP, 2018).

Por otro lado, la demanda de dicho cultivo coloca a Estados Unidos como el principal
mercado de destino de las exportaciones mexicanas con 90.1 %, lo cual posiciona
a nuestro pais como el décimo productor mundial de tomate con una produccion
de 3'469,707 t-afio! (SAGARPA SIAP, 2018).

2.4.2 Mejoramiento genético

La manipulacion de la funcién génica es una herramienta basica en la obtencion
de cultivares mejorados, ha sido utilizada por los programas de mejoramiento
genético tradicional a través de la incorporacion de mutaciones naturales o
inducidas en genotipos élites. A pesar de ser exitoso en la obtencion de numerosas

variedades, este enfoque es impreciso, trabajoso y azaroso (Concepcién, 2018).
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El desarrollo de las técnicas de secuenciacion de ADN unido al aumento de la
capacidad de procesamiento de los sistemas informéticos ha favorecido la
disponibilidad de los genomas y transcriptomas de un namero siempre creciente

de organismos (Concepcion, 2018).

2.4.3 Marcadores genéticos

Los marcadores moleculares constituyen una herramienta poderosa que facilitan
la seleccion de genotipos o poblaciones y la caracterizacion de la diversidad
genética; asi mismo, son de gran utilidad en la construccion y saturacion de mapas
genéticos (diagrama descriptivo de la ubicacion de los genes en cada cromosoma)
y en la identificacion y aislamiento de genes y/o grupos de éstos. Lo anterior ha
brindado informacion valiosa sobre la estructura gendmica y la localizacién de
genes mayores especificos que controlan caracteres de interés en diversas

especies (Cornide, 2002).

2.4.4 Marcadores SNPs

Existen diferentes tipos de marcadores genéticos: los morfologicos, proteicos y los
basados en polimorfismo del ADN. Actualmente los marcadores moleculares mas
utilizados son los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), ya que son abundantes
(alta densidad) y pueden localizarse en forma uniforme a lo largo de todo el genoma
de un individuo. Se caracterizan por ser estables genéticamente y poseer baja tasa
de mutacion (~10-8) y requerir una minima cantidad de muestra para su
identificacion; sin embargo, se necesita de una gran cantidad de marcadores SNPs
para obtener un nivel de informacion adecuada y confiable. La gran ventaja de los
SNPs por sobre el resto de los marcadores, es la posibilidad de identificarlos en
forma automatizada, de manera que pueden encontrarse millones de SNPs

simultdaneamente (Lindblad et al., 2000).

Cabe destacar que han sido fundamentales en el analisis de genesy descubrimiento
de la base genética molecular de importantes caracteristicas agronomico-
industriales. En el 2013 se realiz6 una genotipificacion completa de 2,815
accesiones consanguineas de maiz mostrando la distribucion de 681,257
marcadores de SNP en todo el genoma, en el que algunos SNP estan vinculados a
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los genes candidatos conocidos para el color del nucleo, la dulzura y el tiempo de
floracion (Romay et al., 2013). También se ha identificado un conjunto de 205,614
SNP en 31 genotipos de soya, lo que constituye un valioso recurso genémico para
0s programas de mejoramiento de soya (Lam et al., 2010).

Estos marcadores permiten realizar investigaciones reduciendo los tiempos de
andlisis y por ende, la disminucién de los costos para el descubrimiento de genes

de interés (Kumar et al. 2012).

Los SNPs son identificados mediante el alineamiento de las secuencias con
respecto a un genoma de referencia. Esta se puede llevar a cabo facilmente en
genomas de plantas pequefias con genomas de referencia disponibles, como en
el caso de arroz (Yamamoto et al., 2010) o Arabidopsis (Ossowski et al., 2008),
aunque la identificacion de SNPs en genomas complejos sin un genoma de
referencia como el trigo, cebada y avena se puede lograr mediante técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS) o
incluso, usando datos transcriptomicos o representaciones de complejidad
reducidas, las que son facilitadas por las técnicas de secuenciacibn masiva
(Kumar et al., 2012).

2.4.5 Genotipificacion por Secuenciacion (Genotyping by Sequencing, GBS)
Actualmente, dentro de las estrategias para identificacion de SNPs, se encuentran
la creacion de bibliotecas de genoma reducido de ADN, para luego secuenciarlas
y realizar los analisis bioinformaticos respectivos. Una biblioteca o libreria
genomica, es una compilacion de secuencias de ADN, en la que se espera que
esté incluido el mayor numero de fragmentos posibles de un genoma (Bruce et al.,
1994).

Para realizar la digestion, se utilizan enzimas de restriccion que generan cortes en
regiones especificas del genoma, cuyo objetivo es eliminar regiones altamente
repetidas y poco informativas, debido a que existen enzimas que son sensibles a
las regiones metiladas y no son capaces de cortar en estos sitios (Davey et al.,
2011).
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Los genomas complejos, presentan muchas secuencias repetidas, por ejemplo,
aproximadamente la mitad del genoma humano corresponde a repeticiones, estas
surgen a partir de los mecanismos biolégicos de replicacion, donde surgen copias
extras de un fragmento del genoma; sin embargo, algunas de estas
repeticionespodrian ser funcionales, actuando incluso como marcadores

moleculares (Davey etal., 2011).

Genotipificacidon por Secuenciacion, es un método de creacion de librerias
gendmicas, que permite secuenciar un gran nudmero de individuos de forma
simultanea, se diferencia de otras metodologias (como RAD-seq y RRL) debido a
gue en el GBS no se realiza una seleccién de fragmentos por tamafio (los mas
grandes) antes de la secuenciacion. NGS, requiere una menor cantidad de ADN,
ademas la secuenciacion es bastante rapida, simple y reproducible. La creacién
de librerias gendmicas mediante este método presenta un bajo costo de

secuenciacion (Davey et al., 2011).

Esta técnica requiere de dos tipos de adaptadores, los primeros corresponden a
oligonucledtidos que son complementarios a la secuencia que se encuentra unido
a la celda de flujo del secuenciador y los segundos son denominados codigo de
barras (barcodes), que corresponden a adaptadores que permiten la identificacion
de las muestras. La amplificacién de los fragmentos con los adaptadores ocurre
mediante PCR y se realiza una purificacion para eliminar restos de adaptadores y
reactivos, los que son evaluados mediante una electroforesis en gel de agarosa y

un espectrofotdmetro PicroGreen antes de la secuenciacion (Elshire et al., 2011).

En el 2016 fue lanzado el paquete estadistico NGSEP (Next Generation Sequencing
Experience Platform), el cual fue publicado por el Dr. Jorge Duitama, creador del
Software, en la revista MCGenomics, bajo el articulo “"Bioinformatic analysis of
genotype by sequencing (GBS) data with NGSEP™ en el cual se menciona la

eficiencia de la aplicacion al hacer un analisis preciso y eficiente (Duitama, 2015).

NGSEP hace pruebas estadisticas a partir de datos de secuencia sin procesar

generando e identificando marcadores SNPs, posteriormente se crea un archivo
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con informacion relativa a: identificacion del cromosoma, posicion del marcador y
calidad de la muestra. Esta funcionalidad reduce enormemente la cantidad de
trabajo requerido para obtener conjuntos de datos de variacidbn sobre las
poblaciones ya 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 (Duitama, 2015).

2.4.6 Andlisis de asociacion del genoma (GWAS)
Los estudios de asociacién genética tienen como objetivo identificar variacién en
el material genético de una poblacién o especie que estan relacionadas con una

caracteristica de interés.

El reciente desarrollo y disponibilidad de diferentes genotipos mediante protocolos
de secuenciacion (GBS), proporcion6é un enfoque rentable para realizar analisis
gendmicos de alta resolucion de poblaciones enteras en diferentes especies. El
componente central de todos estos protocolos es la digestion del ADN con enzimas

de restriccion para generar fragmentos de secuenciacién. (Duitama, 2015).

Los GWAS (Genome-wide association study) utilizan tecnologias de
genaotipificacion a gran escala (lllumina o Affymetrix) para evaluar la asociacion de
cientos de miles de SNPs con diferentes variables. Actualmente existen diferentes
software para analizar GWAS como PLINK, SNPTEST, snpMatrix, SNPassco,

pero el mas actual y usado es Tassel y R. (Causse, 2016).

TASSEL es un software de uso comun para el mapeo de desequilibrio de ligamiento
(LD, Linkage disequilibrium) en plantas, actualizado con frecuencia con métodos
recientemente desarrollados, incluyen teoria sobre el modelo lineal general y
modelos de regresion multiple. TASSEL también puede calcular y visualizar la
gréafica del estadistico de desequilibrio de ligamiento, analisis de la estructura de
la poblacion mediante PCA (analisis de componentes principales) y diagramas de
distancia genética de arboles. TASSEL puede manejar los marcadores SSR y SNP,

pero la version mas reciente solo acepta SNP (Braulio et al., 2012).
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2.5 Materiales y métodos

2.5.1 Genotipos evaluados

Los genotipos evaluados fueron 95 lineas avanzadas de tomate (F10 a F12) del
Proyecto de Mejoramiento Genético del Tomate de la Universidad Autonoma
Chapingo (UACh), México, generadas a partir de la segregacion de poblaciones

seleccionadas originadas de cruces entre hibridos comerciales.

2.5.2 Evaluacién fenotipica
La evaluacion fenotipica se realiz6 en 2018 en condiciones de invernadero en la
Universidad Autonoma Chapingo (19 ° 29’35 ” latitud norte, 98 ° 52 19 " longitud

oeste y 2267 msnm).

Los genotipos se sembraron en bandejas de poliestireno con turba como sustrato.
El trasplante se realizé 35 dias después de la siembra en invernadero bajo sistema
hidroponico. Se utilizaron bolsas negras de polietileno de 18 L con sustrato de
espuma volcanica. La solucion nutritiva utilizada fue la propuesta por Cadahia
(2000) para tomate; la cantidad aplicada varié segun la etapa fenoldgica y las
condiciones climéticas mediante un sistema de riego por goteo con goteros cada
50 centimetros. La densidad de plantas fue de 3,3 por m2. La unidad experimental
consistio en 2 macetas, conteniendo dos plantas cada una (4 plantas por parcela
experimental). Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con tres réplicas
para evaluar los caracteres de calidad y 6 réplicas para los caracteres de

rendimiento.

2.5.3 Caracteres evaluados
De tres frutos de cada réplica se extrajeron 30 g de pulpa, la cual se congelé a -20

° Cy posteriormente se determinaron los siguientes parametros:

Acidez titulable (TA,%): Determinada segun el método A.O.A.C. (1990). Para lo
cual se neutralizaron 5 mL de filtrado de muestra de tomate con NaOH 0.1 N, se

utilizé timolftaleina como indicador.
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Vitamina C (VC, mg): Determinada realizando una curva tipo con concentraciones
conocidas de acido ascorbico y titulada con solucion de Tillman segun la
metodologia establecida por la A.O.A.C. (1990).

Firmeza (F, N): Se registré en la linea ecuatorial del fruto y en tres puntos diferentes.
Se utilizé un penetrémetro digital de la marca Mecmesin CE.

Potencial de hidrégeno (pH): La medicion se realiz6 mediante potenciometria

utilizando un medidor de pH automaético.

Solidos solubles totales (SST, ° Brix): Determinado segun el método descrito por
la AOAC (1990), con un refractometro digital marca ATAGO modelo PAL-1 con
una escala de 0 a 53%.

Para caracteres fenotipicos, los caracteres evaluados fueron:

Distanciainternodal (DI, cm), Diametro polar del fruto (PD, mm), Didmetro ecuatorial
del fruto (DE, mm), Peso del fruto (FW, g), Peso del fruto del racimo CW, g) y

Numero de frutos (NF).
2.5.4 Andlisis de datos fenotipicos

Los componentes de la varianza, las heredabilidades, los mejores estimadores
lineales insesgados (BLUE) y los mejores predictores lineales insesgados (BLUP)
se obtuvieron con los valores de los datos fenotipicos utilizando Meta R (Multi
Environment Trail Analysis with R para Windows) v.6.0.1 utilizando un disefio de
bloques completos al azar. Las pruebas normales, los valores minimos, maximo,
medio y correlaciones se determinaron utilizando el paquete estadistico Meta R
Software.

2.5.5 Analisis molecular

(Extraccion de ADN)

Para realizar la extraccibn de ADN, los genotipos se sembraron en bandejas de
poliestireno de dos cavidades con turba como sustrato. El tejido vegetal de hojas

verdes y tiernas, sin dafio aparente se obtuvo a los 35 dias después de la siembra.
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Eltejido vegetal se pulverizé con nitrdgeno liquido y se triturd. La extraccion de ADN
se realizo con el método CTAB (bromuro de alquiltrimetilamonio), para verificar que
el ADN estaba intacto, limpio y sin contaminacion, se corrié en un gel de agarosa
a una concentracion de 1.5% y se cuantific6 en una nanogota Thermo Scientific,
2000/ Espectrofotometro 2000c en el laboratorio de Marcadores Moleculares del

Departamento de Ciencias de los Cultivos de la Universidad Autdbnoma Chapingo.

La digestion de las muestras se realizé utilizando las enzimas Bglll y Ddel,
obteniendo fragmentos de 75 pb, la preparacion de las bibliotecas etiquetadas, la
cuantificacion y secuenciacion se realizé con el equipo llumna NextSeq 2x75 del
Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad (Langebio).

2.5.6 Mapeo y genotipificacion de SNP

El genoma de referencia (Slycopersicum 390) se descargo de la pagina Phytozome,
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Se utiliz6 el software NGSEP 4.0.1y
Bowtie 2.3.5.1 para alinear las lecturas con la referencia y descubrir SNP e indeles.
Se utilizé el software NGSEP para la anotacion funcional de las variantes, el filtrado
y la conversion de VCF a otros formatos para su posterior andlisis. Se utilizo el
software Flapjack 1.19.09.04 para visualizar los genotipos de SNP a través de las

muestras.

La estructura de la poblacion se determind mediante el software STRUCTURE 2.3.4
y el software iTOL v5 (http://itol.embl.de) se utilizd para la construccion y
visualizacion de dendrogramas. Las distancias genéticas entre pares de genotipos
se obtuvieron por medio de la matriz de parentesco NGSEP calculada a partir de
identidad por estado (IBS). La estrategia de construccion de dendrogramas fue el

algoritmo de unién de vecinos.

Los datos genotipicos se evaluaron utilizando TASSEL v5.2.60, el mapeo de
asociacion se calcul6 siguiendo el PCA (analisis de componentes principales) y

GLM (modelo lineal general).
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2.6 Resultados y discusion

Los programas de mejoramiento genético del tomate buscan genes o grupos de
genes que puedan contribuir a la expresion de rasgos relacionados con la calidad
nutricional del fruto y el rendimiento (Bhandari et al., 2016). La fruta se caracteriza
por su calidad en el alto contenido de compuestos bioactivos como soélidos solubles
(fructosa y glucosa), carotenoides, betacarotenos, licopeno, vitamina C vy
polifenoles (Lahoz et al., 2016), compuestos que se han demostrado tener posibles
efectos beneficiosos sobre la salud, desde el punto de vista antioxidante,
anticanceroso, antihipertensivo, anti mutagénico e inhibidor de la angiogénesis
(Vinha et al.,2014).

El mejoramiento genético, especialmente en tomate (a pesar de su gran valor
metodolégico), tiene una corta historia de prediccion de caracteristicas de
rendimiento. Esto posiblemente se deba a que el mejoramiento vegetal lo lleva a
cabo el sector privado y, en cierta medida, los programas publicos. El coste de
produccién del tomate es muy elevado, especialmente si se elabora en invernadero.
La evaluacion de campo de nuevos cultivares implica una alta inversion financiera
(Hernandez I, L. et al., 2017).

En este estudio, analizamos 95 genotipos, que fueron seleccionados para
representar una amplia gama de diversidad fenotipica en tomate. Se utilizaron datos
fenotipicos y gendmicos (genotipificacion basado en SNP) para determinar las
correlaciones entre variables, estructura poblacional y GWAS.

Se evaluaron 5 fenotipos relacionados con la calidad y 6 con el rendimiento en 95
lineas de tomate élite, con diferentes caracteristicas como forma (redonda,
alargada, en forma de rifién, cuadrada, en forma de pera), tamafio (pequefio,
mediano, grande) tipo de crecimiento (determinado, semideterminado e

indeterminado) y color (amarillo, naranja, rojo).
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Los rasgos de calidad del fruto, pH y °© Bx mostraron los valores mas bajos de
varianza genotipica (0.68, 0.66) y Heredabilidad (0.93, 0.92). Para las variables de
rendimiento ID 2-3 y NF fueron las que presentaron los valores mas bajos de 0.55
para varianza genotipica en ambos casos y 0.88 para heredabilidad, mismo valor

para ambas variables (Cuadro 1).

Cuadro 1. Las réplicas, la media, el coeficiente de variaciéon (CV), la varianza genotipica y la
heredabilidad delos datos fenotipicos se estimaron apartir del andlisis de varianza utilizando un analisis
de prueba en multiples entornos con el software R (Alvarado et al. 2015).

Variable Replicas Media CV% Var!a.nza Heredabilidad h?
Genotipica og?

TA 3 6.51 4.4 0.91 0.98
VC 3 50.36 17.97 0.81 0.96
F 3 1.56 15.77 0.89 0.98
pH 3 4.88 2.49 0.68 0.93
°Bx 3 0.68 10.7 0.66 0.92
ID 2-3 6 24.4 18.34 0.55 0.88
NF 6 6.08 30.26 0.55 0.88
cw 6 797.39 24.29 0.61 0.9
FW 6 158.25 23.98 0.77 0.95
PD 6 63.88 8.28 0.8 0.97
DE 6 62.87 9.15 0.8 0.96

Acidez titulable (TA), Vitamina C (VC), Firmeza (F), Potencial de hidrégeno (pH), Sélidos solubles totales (° Bx),
Distancia entre nodos del segundo al tercer racimo (ID 2-3), Numero de frutos (NF ), Peso del fruto del racimo
(CW), peso del fruto (FW), diametro polar del fruto (PD), diametro ecuatorial del fruto (DE).

Los coeficientes de correlacion de Pearson entre todos los rasgos revelaron que
el pH esté asociado negativamente con TA (Cuadro 2).

Cuadro 2. El coeficiente de correlacion de Pearson entre los componentes de calidad y rendimiento.

TA VvC F pH °Bx ID 2-3 NF cw FW PD
TA 1
vC 0.14 1
F -0.072 -0.175 1
pH -0.549**  -0.06 -0.051 1
°Bx 0.431* 0.318* -0.135 -0.373** 1
ID 2-3 0.003 0.256* -0.155 -0.023 0.317* 1
NF 0.232* 0.157 -0.242** -0.209** 0.205* 0.2 1
cw -0.021 0.023 0.190 0.073 0.011 0.249*  0.187 1
FW -0.314**  -0.23** 0.192 0.296* -0.273** -0.179  -0.696** 0.213 1
PD -0.249** -0.148  0.300* 0.212* -0.163 0.024 -0.303**  0.149 0.208* 1
DE -0.283** -0.135 0.170 0.271* -0.264** -0.171  -0.690** 0.205* 0.908* -0.038

Los valores con ** y * indican correlaciones con p <0.01 yp <0.05, respectivamente. Acidez titulable (TA),
Vitamina C (VC), Firmeza (F), Potencial de hidrégeno (pH), Sélidos solubles totales (° Bx), Diferencia entre
los nodos del segundo al tercer racimo (ID 2-3), Numero de frutos (NF), Peso del fruto del racimo (CW), Peso
del fruto (FW), Diametro polar del fruto (PD), Diametro ecuatorial del fruto (DE).
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La acidez titulable se expresa como porcentaje de acido citrico (acido organico) y
su valoracion se realiz6 mediante técnica de titulacion. El pH es una medida de la
concentracion de iones de hidrogeno que expresa el grado de acidez o alcalinidad.
El pH es importante para el control de microorganismos en los alimentos y la acidez
en los alimentos depende de las concentraciones de acidos organicos en la fruta,
de los cuales el predominante es el acido citrico, seguido del acido malico y luego
el acido tartérico (Kader, 2008).

El nimero de frutos y el peso del fruto por racimo son un caracter importante que
contribuye al rendimiento, la DE ayuda a determinar la forma del fruto, que puede
seralargada, aplanada, grande, mediana o pequefia. En este estudio, la NF también

se asocia negativamente con FW y DE con un valor de -0,696 en ambos.

2.6.1 Resultados de la secuenciacién del genomay estructura de la poblacion
Obtuvimos informacién genotipica de las lineas evaluadas siguiendo el protocolo
Genotype-By-Sequencing, se generaron 22,127 marcadores SNP y las lineas
fueron genotipadas en mas del 90%, pero solo 14,328 SNPs fueron funcionales

después de un estricto analisis de filtrado.

Se construyé un dendrograma con 14.328 marcadores SNP generando tres grupos.
El grupo | estd conformado por 44 lineas, este grupo estd conformado
mayoritariamente por lineas de crecimiento indeterminadas (93%), el segundo
grupo esta conformado por 24 genotipos en su mayoria heterogéneos, agrupados
con lineas de crecimiento determinado e indeterminado, saladette, bola, frutos en

forma de pera y de color amarillo y rojo.

Finalmente, el grupo Il mas alejado con 28 genotipos donde predomina el color

rojo del fruto con un 96% (Figura 1).
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Figura 1. Arbol de enlace vecino basado en el célculo de distancias genéticas desde la identidad por
estado (IBS) estimadas a partir de SNP de alta calidad. El arbol se construyé con 95 lineas de tomate
élite (Solanum lycopersicum L.), con 14.328 marcadores SNP. El dendrograma muestra 3 grupos, el
primer (I) color azul donde se encuentran lineas de crecimiento mayoritariamente indeterminadas, el
segundo (ll) color naranja que contiene lineas mayoritariamente heterogéneas, y finalmente el grupo
(Il mayoritariamente con lineas donde el color rojo del fruto predomina.

Los graficos de barras de estructura poblacional generados por el software
STRUCTURE en K = 2, 95 genotipos de Tomate agrupados en tres grupos
genéticos o subpoblaciones utilizando el marcador de 14.328 SNP. Cada barra
soélida representa un solo genotipo y diferentes colores (azul, rojo y una combinacion
de ambos) representan genotipos que pertenecen a tres subpoblaciones diferentes.
Las proporciones de las barras de color representan las mezclas en las variedades
(Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la poblacion: enfoque basado en modelos para el andlisis de la estructura de
la poblacion K = 2.

De los 95 genotipos, 52 se agrupan en uno de los tres grupos representados en
azul, 19 genotipos son del grupo en rojo y finalmente se mezclan 24 genotipos
(obteniendo una tasa de heterocigotos del 24%) de los cuales el 56% estan mas

influenciados por el grupo azul y el 46% tienen mas influencia del grupo rojo.

El andlisis de estructura mostré 3 subpoblaciones en el panel determinadas por el
mejor K (K = 2). Los 95 genotipos de tomate evaluados son lineas élite. Se han
mejorado mediante retro cruzamiento. Sin embargo, 20 de ellos todavia muestran

algun grado de heterocigosidad.

2.6.2 Resultados de asociacion

Los analisis de asociacion se realizaron utilizando PCA y GLM con TASSEL para
identificar sefiales de asociacion. Se observé que, para los rasgos de rendimiento,
las asociaciones mas significativas fueron peso de fruto (FW), nimero de frutos por
racimo (NF), peso de racimo (CW) y diametro ecuatorial de fruto (DE).

Teniendo en cuenta estos 4 caracteres fenotipicos, tenemos un total de 88
asociaciones de marcadores SNP, de las cuales 61 estan relacionadas con genes

reportados en el genoma de referencia, 27 asociaciones no reportadas y 13 con
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proteina desconocida. Los cromosomas 1y 3 demostraron ser los mas influyentes

porque tenian marcadores significativos de 26 y 23 SNP, respectivamente.

El caracter NF tiene el mayor nimero de marcadores asociados, 44 marcadores

en los cromosomas 2-4y 7-10.

CW tenia 4 marcadores de SNP asociados y relacionados con NF, 2 marcadores

de SNP en el cromosoma 3 y uno en los cromosomas 8 y 10.

El caracter FW tenia 31 marcadores SNP’s con mayor influencia en el cromosoma
1 con 25 SNP’s, 3 SNP’s en el cromosoma 8 y finalmente un marcador en los

cromosomas 2,5y 12.

Finalmente, la DE tuvo 19 asociaciones, de las cuales 7 estan relacionadas con FW
en los cromosomas 1, 2, 5,8 y 12. El cromosoma que tuvo mayor influencia en este

caracter es el cromosoma 3 con 9 asociaciones (Figura 3).

Figura 3. Graficos de Manhattan para cuatro rasgos fenotipicos construidos a partir de valores p de todo
el genomaobtenidos de TASSEL v5.2.60 basados en un modelo lineal general ponderado con 95 lineas
élite de tomate (Solanum lycopersicum L), con 14.328 marcadores SNP. Los genomas A, B, Cy D son
el peso del fruto, el numero de frutos, el peso del racimo y finalmente el diametro ecuatorial. En los
gréaficos de Manhattan, la linea azul indica el umbral para una asociacion SNP significativa.
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El peso de la fruta es un criterio de seleccién importante en los programas de mejora
de muchos cultivos de frutas y hortalizas. Esta es una herencia cuantitativa que esta
controlada por hasta 28 loci de rasgos cuantitativos (QTL) (Grandillo et al., 1999).
Los loci fwl.1, fw2.2, fw2.3, fw3.1, fw4.1 y fw9.1 explican cada uno mas del 20%
de varianza fenotipica. Ademas, fwl.1, fw2.1, fw2.2, fw3.1, fw3.2 y fwll.3 se han
identificado en al menos cuatro estudios independientes (Grandillo et al., 1999). El
QTL de peso de la fruta del cromosoma 2, numero 2 (fw2.2), fue el primer gen
asociado a QTL que se identificé y cloné (Alpert etal., 1995; Alperty Tanksley, 1996;
Frary et al., 2000).

Hay estudios donde el peso del fruto del tomate se asocia con el cromosoma 11,
estudios posteriores refuerzan la asociacion de este caracter fenotipico en el
cromosoma 11. Sin embargo, también reflejan asociaciones significativas que
mejoran los cromosomas 2 y 8 (Huang et al., 2011; Ruggieri et al. 2014; Sacco et
al. 2015).

Para el cromosoma 2, Ruggieri et al. (2014) asocian el gen Solyc02g078790.2.1 2
en la posicién 38.009.446 y Sacco, A. et al. (2015) asocian el gen Solyc02g083900
en la posicion 47.148.187, en nuestro trabajo de investigacion el gen asociado es
Solyc02g080400.1 en una posicion 44, 637,394, donde relativamente los genes

estan cerca.

En el trabajo de Valentino Ruggieri et al. (2014) el gen significativo para este
caracter en el cromosoma 8 es Solyc08g006170.1.1 en una posicion de 886,583-
887435. En esta investigacion tenemos un marcador asociado solo para FW en la
posicion 17,759,657 para el cual no hay informacion adicional en el genoma de
referencia, por otro lado, tenemos dos asociaciones mas en los mismos
cromosomas que estan relacionados con FW y DE en las posiciones 41,468,186

(sin informacion adicional) y 8.098.810 para el gen Solyc08g016630.

Barrantes W. et al. (2016) también estudiaron FW en tomate y encontraron 2
asociaciones QTL en el cromosoma 1 (fwl.1, fwl.2) en las posiciones 74,000 y
78,000. En el presente estudio, la mayoria de las asociaciones se obtuvieron en el

cromosoma 1 con 26 de las 32 asociaciones, de las cuales 13 no se informan en
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el genoma de referencia y solo una asociacion en la posicion 72,611,111 para el
gen Solyc019g065920. 1.1 podria estar relacionado con el trabajo de Walter, por lo
gue podriamos considerar un descubrimiento importante con marcadores SNP

relacionados con FW en este trabajo.

Adriana Sacco y col. (2015) también estudiaron el diametro ecuatorial y tuvieron
asociaciones en los cromosomas 2 y 11, en el cromosoma 2 con un marcador
asociado al gen Solyc02g082030, en la posiciéon 45,761,358, hemos encontrado
gue el gen Solyc02g081380.2 estaba asociado en la posicion 45,365,766 , pues el
mismo personaje que este es muy cercano al marcador que Adriana encontrd en

su obra para que pudieran estar relacionados.

Las proteinas de la familia OVATE (OFP) son una clase de proteinas con un dominio
OVATE conservado. Esta proteina se identifico por primera vez en el tomate como

un regulador clave de la forma de la fruta. (Wang et al., 2016).

El gen OVATE determina la conversion de frutos redondos a frutos con forma de
pera en el tomate y es uno de los genes de forma de frutos del tomate mas
utilizados. Este se encuentra en el cromosoma 2 en la posicion 48,300
(https://solgenomics.net/locus/1094/view), en esta investigacion no se confirma la
presencia del gen, pero seria importante en un estudio posterior confirmar su

presencia o ausencia.

Sin embargo, en esta investigacion el cromosoma 3 fue el mas importante para este
personaje con 9 de 12 asociaciones, ninguna de las cuales ha sido reportada y 3
de ellas tampoco estan reportadas en el genoma de referencia. Por lo que también

podria considerarse una contribucion importante al caracter DE.

La FQ siempre estuvo asociada con NF en los cromosomas 3, 8 y 10, dos
asociaciones en el cromosoma 3, en laposicién 352y 397 corresponden alos genes
Solyc03g005460.2 y Solyc03g005520.1.1. En el cromosoma 8 existe una
Asociacion que corresponde al gen Solyc089g006650.2 y finalmente en el

cromosoma 10 asociado al gen Solyc10g081070.1.1. Las asociaciones son muy
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significativas; sin embargo, los genes aun no estan relacionados con estos

caracteres en ninguna literatura citada (Tabla 3).

NF mostrO mas asociaciones (44), 8 no tienen informacion en el genoma de

referencia y 6 son genes con proteina desconocida.

El cromosoma 3 fue el més significativo con 12 asociados. El siguiente fue el
cromosoma 4 con 11 genes, dos de ellos no estan asociados a ningun gen. El
cromosoma 7 con 5 asociaciones, pero ninguno de ellos relacionado con un gen,
los cromosomas 8 y 10 tenian cada uno 3 genes asociados. Finalmente, el
cromosoma 2 tenia cuatro genes asociados y el cromosoma 9 con dos genes

asociados (uno que no esta asociado a ningun gen).

ElI NF ha sido un caréacter estudiado para incrementar el rendimiento, generalmente
se ha incrementado el rendimiento de frutos, modificando uno o varios de los
componentes primarios 0 secundarios: numero de frutos / planta, peso medio de
fruto, nimero de inflorescencias / planta, peso medio de fruto, nimero de
inflorescencias / planta, flores / inflorescencia, nimero de I6culos / fruto o peso
medio del l6culo (Vallejo, 2021). Sin embargo, no se han determinado los genes

relacionados con este caracter.

Aqui hemos estudiado esta variacion genética mediante la secuenciacion del
genoma de una seleccidn de accesiones representativas de tomate pertenecientes
al programa de mejoramiento de la Universidad Auténoma Chapingo,
proporcionando un recurso ampliado para estudios genomicos comparativos.
También presentamos resultados altamente confiables y la identificacion de
asociaciones para variables de rendimiento especialmente. Este estudio
proporciona un conjunto de datos invaluable para estudios avanzados sobre las
relaciones de los rasgos de secuencia y los mecanismos moleculares de la
evolucion del genoma del tomate, asi como el desarrollo de enfoques genéticos

para la mejora genética a través de la secuenciacion.
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2.7 Conclusiones

Se generaron un total de 14.328 loci SNP a partir de 95 lineas de tomate, y el
enfoque GWAS reveld 88 marcadores asociados con 4 caracteres de rendimiento
fenotipico. De los 88 SNP significativos, 44 se asociaron con el numero de frutos.
Nuestros resultados confirmaron la fuerte participacion de las regiones genémicas
del cromosoma 8 estando presentes en 4 caracteres (FW. NW, DEy CW), asi como

los cromosomas 2, 3y 10 con asociaciones en al menos 2 de los 4 caracteres.

La importante participacion del cromosoma 1 para FW y del cromosoma 7 para el
caracter NF con asociaciones que no estan vinculadas a ningun gen reportado
puede usarse como referencia para futuras investigaciones y definir la participacion

de genes en los cromosomas de estos caracteres.

Finalmente, los cromosomas 5,9 y 12 que se asociaron a un caracter,
contribuyendo a un mejor conocimiento de los genes menores que definen la
determinacién del peso del fruto, numero de frutos, peso del racimo y diametro
ecuatorial en el germoplasma de tomate de la Universidad Autbnoma Chapingo.
Esta informacién es importante y podria proporcionar una estrategia esencial para

los productores de tomates.
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