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Resumen

ASOCIACION GENOMICA PARA RESISTENCIA A Pythium spp. EN Solanum
lycopersicum L.*

Pythium spp, como patégeno del tomate (Solanum lycopersicum L.), ocasiona
pudricion de semillas, plantulas, raices, frutos y otros rganos vegetales que entran en
contacto con el suelo. En el control de este patdgeno, la resistencia genética de
variedades es una estrategia que no genera impacto ambiental ni deterioro de la salud
humana. El objetivo de la presente investigacion fue identificar regiones genémicas
gue confieren tolerancia a Pythium spp. en plantulas de 95 lineas homocigoéticas de
tomate. Para ello, se realiz6 un analisis de genotipificacion GBS (genotyping by
sequencing) y una evaluacién de la resistencia de plantulas cultivadas en sistema de
balsa flotante, inoculadas con Pythium spp. (4.16 x 10° propagulos/mL), con la técnica
de raiz desnuda, bajo un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones.
Posteriormente, se realiz6 un analisis GWAS (genome wide associations) para asociar
las valoraciones genotipicas y fenotipicas. EI GBS generd una biblioteca de 14,328
SNPs (single nucleotide polymorphism) polimoérficos después de un estricto andlisis de
filtrado. Los genotipos L92D, SS2, L47S8, L47Sinv y Mermaide mostraron la mayor
tolerancia al ataque de Pythium spp. El andlisis GWAS identifico 70 marcadores
asociados al vigor de plantula ante el patéogeno (altura de plantula, materia seca
acumulada de raiz y de parte aérea, area foliar, longitud de raiz y tasa diaria de
incremento de altura), 18 SNPs estan asociados a genes descritos en el genoma de
referencia. Asimismo, se identificaron tres regiones altamente asociadas con la
tolerancia a Pythium spp., la familia de genes WRKY, la regién asociada a proteinas
MORC del dominio dedo de zinc (zf)-CW y el gen 12 que confiere resistencia al ataque
de patégenos de raiz en tomate.

Palabras clave: genotyping by sequencing, genome wide associations,
polimorfismos de un solo nucleétido, patégenos de raiz.

1Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Diego Ortiz Torres
Director de tesis: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez



Abstract

GENOMIC ASSOCIATION FOR Pythium spp. RESISTANCE IN Solanum
lycopersicum L.2

Pythium spp, as a tomato (Solanum lycopersicum L.) Pathogen, causes rotting seeds,
seedlings, roots, fruits and other plant organs that come into contact with the soil. In
the control of this pathogen, the genetic resistance of varieties is a strategy that neither
generate environmental impact nor deterioration of human health. The objective of the
present investigation was to identify genomic regions that confer tolerance to Pythium
spp. in seedlings of 95 homozygous tomato lines. For this, a GBS genotyping analysis
(genotyping by sequencing) was realized as well as an evaluation of seedlings
resistance grown in a floating raft system, inoculated with Pythium spp. (4.16 x 105
propagules/mL), with the bare root technique, under a randomized complete block
design with three replications. Subsequently, a GWAS (genome wide associations)
analysis was performed to associate the genotypic and phenotypic values. GBS
generated a library of 14,328 polymorphic single nucleotide polymorphism (SNPs) after
strict filtering analysis. Five genotypes (L92D, SS2, L47S8, L47Sinv and Mermaide)
showed highest tolerance to Pythium spp. The GWAS analysis revealed 70 markers
associated with seedling vigor against the pathogen (seedling height, accumulated root
and aerial dry matter, leaf area, root length and daily rate of height increase), 18 SNPs
are associated with genes described in the reference genome. Likewise, three regions
highly associated with tolerance to Pythium spp. were identified: the WRKY gene
family, the region associated with MORC proteins of the zinc finger domain (zf) CW,
and the 12 gene that confers resistance to the attack of tomato root pathogens.

Key words: genotyping by sequencing, genome-wide associations, single nucleotide
polymorphism, root fitopathogens

2Thesis of Master in Science in Horticulture, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Diego Ortiz Torres
Advisor: Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas con mayor importancia
a nivel mundial. México es uno de los principales paises exportadores. La demanda y
produccion de esta hortaliza se encuentran en continuo aumento. Sin embargo, su
rendimiento se ve afectado por la incidencia de enfermedades causadas por hongos,
dentro de los mas importantes se encuentran los del género Pythium spp. (Pelegrin et
al., 2004).

Entre los diversos microorganismos fitopatdgenos que atacan a las plantas virus,
hongos, bacterias o0 nematodos, los hongos son el grupo que causa mas
enfermedades y origina grandes pérdidas que ascienden a miles de millones de
dolares al afio. Fusarium, Rhizoctonia y Pythium son hongos del suelo que mas se
estudian debido a su amplio rango de plantas hospedantes que atacan, su amplia
distribucion y a los grandes dafios econdmicos que provocan en cultivos de

importancia, entre ellos el tomate (Martinez et al., 2016).

En diversos sistemas de produccion Pythium spp ocasiona pudricion de semillas,
ahogamiento de plantulas, pudricion de raices, frutos y otros 6rganos vegetales que
se encuentran en contacto con el suelo (Agrios, 2005). En el caso del tomate, Pythium
spp ataca durante estados tempranos de crecimiento, preemergencia Yy
posemergencia, causa podredumbre del tallo con la consecuente muerte de plantulas
(Jones et al., 2001).

Aunque este patdégeno puede controlarse con fungicidas, el uso de estos genera
graves dafios al ambiente y a la salud humana, de tal forma que existe gran interés en
la identificaciébn de genes que confieran resistencia o tolerancia al ataque de dicho
patogeno (Intana et al., 2008) debido a que la generacion y uso de variedades con

resistencia genética es el método mas economico y con menor impacto ambiental.

La tolerancia a algun estrés bidtico como las enfermedades fungicas puede estar
asociada con unos cuantos genes de efecto mayor; o bien, a un conjunto de genes
cuantitativos que, al expresarse simultdaneamente, confieren diversos mecanismos de

tolerancia a la planta durante el ataque de patégenos (Walley et al., 2007).



La identificacién de un conjunto de genes de efectos cuantitativos es dificil y laboriosa
ya que se requiere realizar evaluaciones fenotipicas y caracterizar el genoma de la
especie mediante técnicas de secuenciacidon del ADN conocidas como GBS
(Genotyping by Sequencing) con el fin de identificar polimorfismos de un solo
nucleotido. Posteriormente, la asociacion de la expresion fenotipica con los
polimorfismos detectados puede realizarse mediante técnicas de analisis de
asociacion del genoma completo (GWAS) que permiten identificar simultdneamente
conjuntos de genes asociados a un rasgo de interés fenotipico particular (Korte y
Farlow, 2013), lo que permite acortar significativamente los periodos de mejoramiento

genético.

2. OBJETIVO

Identificar regiones gendémicas que confieren tolerancia a Pythium spp. a partir de 95
lineas homocigéticas de tomate, mediante evaluaciones fenotipicas, de plantulas,
estudios de genaotipificacion via secuenciacion (GBS, genotyping-by-sequencing) y
asociacion genomica (GWAS, Genome-Wide Association Study), con el fin de
identificar genotipos sobresalientes para su uso dentro del mejoramiento genético de

tomate con tolerancia a Pythium spp.

3. HIPOTESIS

La tolerancia del tomate a Pythium spp. esta conferida por genes de efectos aditivos,
los cuales se encuentran en regiones gendmicas especificas que pueden identificarse

mediante evaluaciones fenotipicas, estudios de secuenciacion GBS y analisis GWAS.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia del tomate

En México del total del Producto Interno Bruto Nacional (PIB), el sector agropecuario
contribuye con el 3.4 %. De ese porcentaje, la actividad hortofruticola sobresale con
45 % de las exportaciones del sector y el tomate representa el 8.41 % (SIAP, 2021).

México aportd 2.4 % de la produccién mundial de tomate en 2020 y se coloco en la
novena posicion entre los paises que cultivan esta hortaliza, ademas, es el mayor
exportador del mundo con ventas anuales por mas de 1 millébn 650 toneladas, donde,
su cliente principal fue Estados Unidos de América. Las exportaciones del tomate en
2020 generaron 1 883 millones de ddlares. Esta hortaliza es el tercer cultivo agricola
que mas divisas genera, solo después del aguacate y las frutillas (SIAP, 2021).

La participacion del tomate en la produccion nacional de hortalizas en 2020, fue 20.9
%, se sembraron 45 mil 300 hectareas que produjeron 3 millones 371 mil toneladas.
El 52 % de la produccion nacional de tomate fue aportada por cinco estados: Sinaloa,
San Luis Potosi, Michoacan, Zacatecas y Jalisco (SIAP, 2021).

4.2 Pythium spp. en tomate

De los factores biéticos que afectan al tomate, sobresalen las enfermedades causadas
por organismos fitopatdgenos, entre los cuales destaca Pythium spp. (Flores et al.,
2008). Pythium spp. se encuentra en todo el mundo. Se encuentra sobre cultivos, suelo
o sustratos y afecta semillas, plantulas y plantas adultas de la mayoria de las hortalizas
cultivadas. Esta enfermedad se presenta con mas frecuencia en climas templados y

tropicales (Agrios, 2005).

El sintoma mas comun asociado al ataque de Pythium spp. en tomate es el
estrangulamiento de tallo y la subsecuente muerte de plantulas. La enfermedad inicia
con una lesion oscura y acuosa en la raiz que se extiende en forma ascendente a lo

largo del tallo por encima de la superficie del suelo (2 a 4 cm) con coloracion café pardo



o negra (Punja et al., 2003, Grijalba et al., 2015). Cuando esta lesion se desarrolla en
una porcion grande o total del tallo, la planta se dobla, marchita y muere. En partes de
la planta afectadas por Pythium spp y sometidas a alta humedad relativa, puede
generarse un crecimiento de micelio de color blanco algodonoso. Si la planta sobrevive
se genera retraso general del crecimiento, amarillamiento leve del follaje y perdida de

produccion de fruto (Punja et al., 2003).

Diferentes especies de Pythium pueden afectar al tomate, entre ellas, P.
aphanidermatum, P. myriotilum, P. arrheromanes, P. ultimun. y P. debarianum. Con
temperaturas de moderadas a altas, P. aphanidermatum y P. ultimun se presentan con

mayor frecuencia en plantulas (Jones et al., 2001).

De manera ocasional afectan plantas con longitud mayor a 10 cm, inicialmente causan
en el tallo una lesion himeda color café oscuro a negra. Lo que generalmente conduce

a la marchitez y muerte de la planta (Grijalba et al., 2015).

En condiciones propicias, Pythium spp tiene la capacidad de crecer de forma
indefinida en el suelo como micelio vegetativo sobre varios sustratos organicos. Lo
cual puede ser influenciado por el material vegetal en el que se desarrolle, pH,
humedad y actividad de microorganismos asociados. La produccion de zoosporas del
patdgeno se favorece con la presencia de agua libre en el suelo, caracteristico de un
mal drenaje. Después de germinar, el patégeno penetra por tallo o raiz de la planta en
forma directa, aunque la presencia de heridas incrementa la infeccién. En condiciones
favorables el patégeno produce oosporas de pared engrosada que le permiten
sobrevivir en el suelo en ausencia de huésped por largos periodos de tiempo (Persley
et al., 2010).

4.3 Mecanismos de tolerancia a Pythium spp.

Los cultivos estan constantemente amenazados por numerosos factores ambientales
bidticos y abidticos que les generan estrés, lo que limita su crecimiento, desarrollo y

produccion. Las plantas enfrentan estos factores en forma eficaz, generando cambios



fisiol6gicos, anatémicos, bioquimicos y moleculares a partir de la regulacion especifica,

temporal y espacial de genes de defensa (Walley et al., 2007).

Estudios de microarreglos indican que mas de 100 genes se regulan en los primeros
30 minutos después de la infeccidn por alguan patégeno (Zipfel et al., 2004). Mientras
gue algunos genes estan involucrados en las cascadas de traduccion de sefales, otros
activan enzimas implicadas en la biosintesis de fitoalexinas o enzimas protectoras
(Richter et al., 2005).

Estos genes son activados por compuestos que los patégenos liberan sobre o dentro
de la planta, lo que desencadena series de sefales de traduccion, que activa genes
con funciones especificas de defensa como la hipersensibilidad, muerte celular

programada y respuesta sistémica adquirida (Zamioudis & Pieterse, 2012).

La muerte celular programada es un proceso de suicidio celular controlado
genéticamente, que cumple un rol esencial en la biologia de las plantas, Este proceso
se lleva a cabo en determinadas células y en el momento apropiado (Ellis et al., 1991).
Este proceso induce cambios celulares como condensacion de la cromatina,
fragmentacién de ADN, cambios ultraestructurales en membranas y organelos y
activacion de proteasa (Rojo et al., 2003). Esto se desencadena durante la respuesta
hipersensible lo que permite aislar al patégeno, restringir su acceso a nutrimentos y

factores celulares necesarios para su crecimiento o propagacion (Lorrain et al., 2003).

La resistencia sistémica adquirida, presente en la mayoria de las plantas, confiere
tolerancia ante una infeccion secundaria por patégenos; sin embargo, el tiempo y nivel
de proteccion depende de la especie vegetal y del efecto. Este mecanismo se
caracteriza por dos procesos de defensa, uno local y otro sistémico, en los que se
requiere la acumulacién de proteinas con actividad antimicrobiana relacionadas al

patdgeno (Van Loon et al., 2006).

Por ello este proceso inducible en los tejidos distales de la planta en respuesta a una
infeccion local por un patégeno, también incrementa la resistencia frente a futuros

ataques de una amplia gama de patdgenos (Vlot et al., 2008).



4.4 Estrategias de mejoramiento genético para tolerancia a Pythium spp.

El manejo integrado de enfermedades fungosas incluye manejo cultural, el control
bioldgico y el control quimico, sin embargo, no son tan eficaces, debido a que, los
fitopatbgenos poseen diversos mecanismos de amplia adaptabilidad que les permite
superarlos (Martinez et al., 2016). EI mejoramiento genético es otra alternativa para el
control de fitopatdgenos, que al generar variedades vegetales con resistencia a plagas
y enfermedades se reduce el uso de agroquimicos (Botero & Arias, 2018), por lo que

es un control amigable con el ambiente.

La resistencia conferida por genes mayores expresados en estado de plantula y/o
planta adulta son de herencia cualitativa (resistencia vertical), este tipo de resistencia
se presenta a lo largo de todo el ciclo de crecimiento del cultivo. Sin embargo, es
facilmente superada en periodos cortos debido al constante ataque y microevolucion
de los fitopatdgenos. En contraste, la resistencia genética generada por la accion de
numerosos genes de efectos menores (resistencia horizontal), genera menor
frecuencia de infeccién y mayor durabilidad de la tolerancia a través del tiempo. Si
bien, los genes menores no logran expresar altos niveles de resistencia, la
combinacion de muchos de ellos confiere niveles de resistencia que pueden ser incluso

cercanos a la inmunidad (Singh et al., 2011, Herrera et al., 2012).

En las dltimas décadas el mejoramiento genético ha logrado avances significativos en
la agricultura, debido principalmente a la aplicacién de herramientas de la biologia
molecular, la gendmicay la bioinformatica. La combinacién de la informacién fenotipica
con la genémica puede proveer el conocimiento requerido para identificar caracteres
agronomicamente importantes y producir rapidamente cultivares superiores con mejor
adaptacion a los nuevos escenarios ambientales (Varshney et al., 2014). Por ejemplo,
el mapeo de ligamiento genético, mapeo por asociacion y la seleccion genémica han
generado impactos relevantes en el desarrollo de variedades de especies cultivadas
(Jannink et al., 2016).

El uso de técnicas de seleccion asistida como la genotipificacion por secuenciacion
(GBS) y estudios de asociacion gendmica (GWAS) pueden favorecer en la seleccion

de genotipos con genes de tipo cuantitativo asociados a un rasgo de interés en
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particular (Korte & Farlow, 2013), como es el caso de la tolerancia al ataque de Pythium

spp.

4.5 Genotipificacion por secuenciacion (GBS, Genotyping by Sequencing)

La genotipificacion por secuenciacion (GBS) es uno de los métodos de creacion de
bibliotecas gendmicas de complejidad reducida, debido a que, emplea enzimas de
restriccién sensibles a la metilacion, lo cual permite evitar regiones repetitivas de los
genomas, ademas, genera gran numero de variantes SNP en poblaciones grandes
(Beissinger et al., 2013). El método GBS ha sido aplicado exitosamente en varios
cultivos incluyendo el tomate, puede realizarse tanto en genomas pequefios, grandes
y de alta diversidad (Kim et al., 2021).

La técnica GBS crea bibliotecas gendmicas, que implica cinco pasos principales:
preparacién de muestras, ensamblaje de bibliotecas, secuenciacion, identificacién de
SNPs y andlisis de diversidad (Taranto et al., 2016). Inicialmente, se realiza la
extracciéon de ADN de los genotipos que conforman la poblacién que sera secuenciada,
se corta el ADN de cada uno de los genotipos con enzimas de restriccion (ER), las
cuales deben mantener salientes de 2 a 3 pb y no deben cortar con frecuencia la
principal fraccién repetitiva del genoma, lo cual es Gtil para promover la ligacién de

adaptadores que permiten secuenciar los fragmentos de ADN.

La secuenciacion mediante las plataformas Illumina requiere de dos tipos de
adaptadores: codigo de barras y adaptador comudn, los cuales se adhieren en los
extremos de los fragmentos de ADN. Posteriormente, se procede a incrementar el
conjunto de fragmentos mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y los productos obtenidos de PCR se secuencian mediante alguna plataforma
de secuenciacion (Elshire et al., 2011).

Los fragmentos secuenciados obtenidos del GBS se pueden alinear con el genoma de
referencia de la especie estudiada. En caso de que no se cuente con este se utiliza

como genoma de referencia el de una especie o pariente cercano (Perea et al., 2016)



o mediante la identificacion de pares de lecturas casi idénticas, que se presume
representan alelos alternativos. La alineacion con el genoma de referencia se puede
hacer mediante programas computacionales como NGSEP (Perea et al., 2016),
TASSEL GBS, UNEAK (Universal Network Enabled Analysis Kit), Stacks (reference-
base and de novo), IGST (IBIS Genotyping-by-sequencing Tool), Fast-GBS
(Torkamaneh et al., 2016), lo cual permite la identificacion de SNPs. La informacion
generalmente se resguarda en un archivo electrénico con formato “vcf’ para su

posterior analisis.

Para determinar la estructura de la poblacién, evaluar la diversidad genética y eliminar
casi duplicados (es decir, genotipos muy similares), se suelen utilizar enfoques tanto
parameétricos como no paramétricos. La estructura de la poblacion puede determinarse
mediante el método de agrupamiento paramétrico basado en modelos bayesianos

implementado en el paquete computacional STRUCTURE v.2.3 (Taranto, et al., 2016).

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

La aplicacion de los analisis GWAS en plantas puede dividirse en cuatro categorias
principales: resistencia bidtica, tolerancia abidtica, caracteres asociados al rendimiento
y composiciéon metabdlica. Con respecto a la resistencia biotica, los andlisis GWAS
son de importancia debido a que se estima que entre 20 y 40 % de las pérdidas en
rendimiento de los cultivos es debido a interacciones bioticas (Alseekh et al., 2021).

Es escasa la aplicacién de analisis GWAS en problemas fitopatol6gicos en tomate.
Mediante esta técnica se han detectado loci asociados con resistencia a mancha
bacteriana causada por Xhantomonas euvesicatoria y Xhantomonas perforans (Sim et
al., 2015). También, se han detectado QTLs asociados con la resistencia a marchitez

bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Nguyen et al., 2021).

El objetivo de los analisis de asociacion gendmica es identificar regiones genémicas
gue se asocian con la variacion fenotipica de un caracter de interés (Alseekh et al.,
2021). Para ello, se requiere evaluar el rasgo de interés de la poblacion mediante

experimentos in vivo que permitan el registro de caracteres cuantitativos; por otra
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parte, se requiere realizar la genotipificacion de la misma poblacién, a través de
estudios GBS (Tam et al., 2019).

La secuenciacion del genoma completo de plantas ayuda a detectar polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP). Los SNPs son de los marcadores mas utilizados
recientemente en diversos estudios de diversidad genética y como herramienta del
mejoramiento genético de cultivos econdmicamente importantes, debido a que poseen
excelentes atributos: son abundantes, tienen distribuciéon uniforme, tasa de error

reducida y herencia codominante (Jimenez et al., 2013).

5. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el Programa de Mejoramiento Genético de Tomate
para Invernadero de la Universidad Autonoma Chapingo (UACh) durante el afio 2021,
en condiciones de invernadero de mediana tecnologia tipo “full vent” cubierto con

plastico calibre 600, de color blanco lechoso y filtro UV.

La fase fenotipica se desarroll6 en un invernadero situado en el campo experimental
del Departamento de Fitotecnia de la UACh (19°29°35” LN, 98°52°19” LO y 2,267

msnm).

El incremento de Pythium spp. se realizd en el laboratorio de Micologia Agricola del

Departamento de Parasitologia Agricola de la UACh.

El estudio molecular se realiz6 en el laboratorio de Marcadores Moleculares del
Departamento de Fitotecnia de la UACh (19°29" LN, 98°53" LO y 2240 msnm) y en el

Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad del CINVESTAYV, Irapuato.



5.1 Genotipos evaluados.

Los genotipos evaluados fueron 95 lineas homocigoticas (Fis-Fis) del Programa de
Mejoramiento Genético de Tomate para Invernadero de la UACh, entre los materiales
se cuenta con habitos de crecimiento determinado e indeterminado, frutos tipo
saladette, bola y cereza, ademas de color rojo, anaranjado y amarillo, entre otras
caracteristicas de variacion fenotipica. Las lineas fueron generadas a partir de la
segregacion de poblaciones originadas mediante cruzas entre hibridos comerciales y

seleccionadas mediante pedigri.

5.2 Evaluacion fenotipica (fenotipificacion).

Los 95 genotipos se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades, usando
como sustrato espuma agricola (peat foam foami) Oasis®. Dieciocho dias después de
la siembra, se trasplantaron a un sistema de hidroponia en balsa flotante con placas
de poliestireno como sostén. Para ello se utilizaron cajas de maderade 2.4 mx 1.2 m
y 20 cm de altura, con capacidad de 500 litros, cubiertas con plastico para invernadero
blanco lechoso calibre 600. La solucién nutritiva utilizada fue la propuesta por Cadahia
(2005) modificada para etapa de plantula. Las plantulas se trasplantaron a placas de

polietileno las cuales funcionaron como sostén.
Incremento de inoculo.

Previo a la inoculacion de las plantulas se realizé el incremento de Pythium ultimum,
el cual, se obtuvo de la coleccién de hongos del Departamento de Parasitologia
Agricola de la UACh.

El incremento de este hongo se realizé en cajas Petri con un medio de cultivo PDA
(200 g-L de papa, 20 g-L de Agar y 15 g-L de dextrosa). Se sembraron 600 cajas, de

9 cm de diametro las cuales fueron incubadas durante 8 dias a temperatura constante
de 24 °C. Al concluir la incubacion se moli6 el inoculo contenido en 5 Petri en un litro

de agua estéril mas 1mL de Tween 20 como emulsionante. Se obtuvo 120 litros de
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solucion inoculante con concentracion de 4.16 x 10° propagulos/mL la cual fue

determinada mediante un hematocitbmetro (marca: MARIENFELD, modelo:
SUPERIOR).

5.2.1 Inoculacion de plantulas.

La inoculacion se realiz6 5 dias después del trasplante (23 dias después de la
siembra), una vez que se garantizd el establecimiento adecuado de las plantulas al

sistema de balsa flotante.

La inoculacion consistio en extraer de la solucion nutritiva las placas de polietileno con
plantulas, generar dafio mecéanico a las raices mediante el corte con longitud de 4 cm.
Posteriormente, se expusieron en la solucién inoculante durante 1 hora. En las
plantulas correspondientes a los testigos Unicamente se cort6 raiz con longitud de 4

cm.

La duracion de la evaluacion fue de 7 dias, contados a partir de la inoculacion de las

plantulas.

5.2.2 Unidad y disefio experimental.

La unidad experimental (UE) se conformé de 5 plantulas. Distanciadas a 5 cm; en tanto
que la distancia entre UEs fue 9.5 cm, lo que resulté en una densidad de 178.7

plantulas/m2.

El disefio experimental utilizado fue bloques completos al azar con tres repeticiones

en el caso de la aplicacion de Pythium y dos para el testigo.
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5.2.3 Caracteristicas evaluadas.

Las caracteristicas estudiadas fueron evaluadas en plantulas de 30 dias de edad a
partir de la siembra. Con 10 dias después del trasplante en el sistema de balsa flotante

y 7 dias después de la exposicion al patdgeno.

Altura de plantula (AP, en cm) medida en tres plantulas de la UE en tres oportunidades:

1, 3y 7 dias después de haber provocado la infeccion de Pythium.

Al final de la prueba (7 dias después de la inoculacién) se midieron las siguientes

caracteristicas:

Longitud de raiz (LR, en cm) obtenida mediante fotografias digitales con una escala
conocida y posteriormente se determind mediante el sofware ImageJ (v1.4.3.67;

National Institutes of Health).
Materia seca de raiz (MSR, en g), secada a 50 °C hasta peso constante.
Materia seca parte aérea (MSP, en g), secada a 50 °C hasta peso constante.

Area foliar (AF, en cm?2), Se tomaron fotografias digitales con una escala conocida y
posteriormente se determind mediante el software ImageJ (v1.4.3.67; National

Institutes of Health).

Materia seca total (MST en g).

5.3 Andlisis de datos fenotipicos.

5.3.1 Andlisis estadisticos.

Con base en la altura de planta medida en tres ocasiones para cada UE, se realizaron

analisis de regresion no lineal con el modelo exponencial:

E(AP) = Be™*
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Donde: AP = altura de planta; x = dias después del trasplante; = Parametro asociado
a la ordenada al origen; €= velocidad de crecimiento de altura de planta; e = Base del
logaritmo natural (e=2.718281828).

La tasa de crecimiento diario C, calculada en cada unidad experimental, fue sometida
a analisis subsecuentes.

Los datos de los caracteres evaluados fueron estudiados mediante analisis de varianza
y comparaciones de medias de Tukey (p<0.05). Adicionalmente se obtuvieron

correlaciones lineales de Pearson para cada par de variables.

Estos analisis se obtuvieron con el paquete estadistico SAS version 9.4.

5.4 Fase de genotipificacion.

5.4.1 Extraccion 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 nitrdgeno liquido y se trituro.

La extraccion de ADN se realizd6 con el método CTAB (bromuro de
alquiltrimetilamonio). La pureza e integridad del ADN se realiz0 mediante su
corrimiento en un gel de agarosa con concentracion de 1.5 % y se cuantificé mediante
un espectrofotometro (marca Thermo Scientific modelo NanoDrop Lite) en el
laboratorio de Marcadores Moleculares del Departamento de Fitotecnia de la

Universidad Auténoma Chapingo.

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

Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Langebio).
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5.5 Andlisis de datos genotipicos.

5.5.1 Secuenciacion del genoma.

La informacion inicial de la biblioteca genémica generada por el GBS se analizo
mediante los softwares NGSEP 4.0.1 y Bowtie 2.3.5.1 con el fin de detectar los SNP e
InDels (inserciones o deleciones). Para ello, las secuencias se alinearon con el
genoma de referencia Slycopersicum 390, obtenido en la direccion de internet de
Phytozome: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html. Se utiliz6 el software NGSEP
4.0.1 para la anotacion funcional de las variantes, el filtrado y la conversion de VCF a

otros formatos para su posterior analisis.

5.6 Anédlisis de asociacién genomica.

Se realiz6 el analisis de asociacion de los SNPs detectados y los Best Linear Unbiased
Predictors (BLUPSs) obtenidos de Meta-R. Los datos fenotipicos se evaluaron utilizando
TASSEL v5.2.60 siguiendo el analisis de componentes principales (PCA) y el modelo
lineal general (GLM). Para la identificacion de los marcadores (SNP) significativos, se
tom6é en cuenta la significancia estadistica (p-value) de cada una ellos como
predictores del comportamiento fenotipico, basado en el modelo lineal mixto
ponderado y generado por TASSEL, con lo que se generaron graficas Manhatan para
los caracteres evaluados. A los SNPs con alta significancia estadistica se les
determind su ubicacidén y su asociacion con genes descritos dentro del genoma de
referencia de Solanum lycopersicum ITAG4.0

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

6.1 Evaluacion fenotipica.

La infeccidén de Pythium ssp en plantulas de tomate se desarrollé rdpidamente. En 7
dias se mostraron los sintomas caracteristicos de dafio por Pythium: lesion de color
café oscuro en el tallo, poco desarrollo del sistema radical y marchitez (Grijalba et al.,
2015). Sin embargo, algunos genotipos no presentaron ningun dafio, lo que indicé que
el método empleado genero variacion necesaria para la identificacion de niveles de

tolerancia de los genotipos al patdgeno.

Figura 1. Sistema radical de plantas infectadas con Pythium spp. en la
parte superior vs plantas sin infeccion en la parte inferior.
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Figura 2. Tallo de plantas infectadas con Pythium spp.

6.2 Anédlisis estadistico.

Los analisis de varianza (Cuadro 1) mostraron diferencias estadisticas (p<0.01) para
los factores tratamientos y genotipos en todas las variables evaluadas. Es decir, la

inoculacion de Pythium modifico todas las variables respuesta.

En la interaccion tratamiento x genotipo se obtuvo significancia (p<0.01) en materia
seca de raiz (MSR), area foliar (AF), longitud de raiz (LR) tasa de crecimiento diario
(C) lo cual implica que las diferencias en las respuestas de las dos condiciones
fitopatégenas no fueron iguales a través de los genotipos.

Por lo cual, se realizaron comparaciones de medias de Tukey de los factores genotipos
y tratamientos.
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Cuadro 1. Analisis de varianza de caracteres evaluados en plantulas de 95 lineas de
tomate inoculadas con Pythium spp.

FV GL AP MSR MSP MST AF LR C
TRAT 1 247755.1 * 5.67 ** 57.6 ** 9941 ** 5142821.4 ** 13855.2 ** 0.7500 **
GEN 95 4271  ** 0.036 ** 497 ** 5742 * 130330.6 ** 4.99691 ** 0.0005 **

TRAT*GEN 95 5245 0.012 * 0.19 0.209 15097.5 ** 4.48858 ** 0.0002 **
BLOQ 2 411879 0.014 33.63 35.02 543754.2 25.42882 0
ERROR 382 299.1 0.004 0.24 0.266 7324 2.21678 0
Ccv 12.1 27.716 14.87 14.7 17 14.03826 0
MEDIA 143.3 0.236 3.28 3.51 503.4 10.6059 0.092

FV: fuente de variacion, GL: grados de libertad, TRAT: tratamiento, GEN: genotipo, BLOQ: bloques, AP:
altura de planta, MSR: materia seca de raiz, MSP: materia seca de parte aérea, MST: materia seca
total, AF: &rea foliar, LR: Longitud de raiz, C: tasa de crecimiento diario, CV: Coeficiente de variacion.
** Significativo con P < 0.01.

Los coeficientes de variacion (Cuadro 1) fueron bajos al considerar que las plantulas

estuvieron sometidas a un fuerte estrés causado por la inoculacion de Pythium spp.,
ya que las concentraciones de indculo (4.16 x 10° propagulos/mL), son excesivamente

superiores a las posibles encontradas en condiciones de produccién.

Las comparaciones de medias de Tukey para condicién fitopatolégica (Cuadro 2)
indicaron que hubo reduccion (p<0.01) de crecimiento en todos los genotipos al ser
inoculados con el patégeno. Las reducciones afectaron (p<0.05) principalmente a la
raiz ya que la MSR y LR disminuyeron (p<0.01) 59 y 63 %, respectivamente. También
hubo fuertes reducciones en el desarrollo de la parte aérea, aunque en menores
porcentajes, ya que AP, MSP y AF disminuyeron (p<0.01) 25, 17 y 31 %,
respectivamente. Este comportamiento se atribuye a que el patégeno al causar dafios
en el sistema vascular inicialmente demerita el desarrollo radicular, lo que impacta
directamente el desarrollo deficiente de la parte aérea (Ferreyra et al., 2015; Grijalba
et al., 2015). Asimismo, el sistema de balsa flotante permitié el desarrollo éptimo de
Pythium spp., ya que formo, liberé y disemind en forma eficiente oosporas que
infectaron el sistema radical impidiendo que la planta absorbiera nutrimentos, por lo

gue se limito fuertemente el desarrollo de la parte aérea.
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Cuadro 2. Comparaciones de medias para caracteres evaluados del factor tratamiento.

TRATAMIENTO AP MSR MSP MST AF LR C
Testigo 164.002 a 0.335637 a 3.59139 a 3.927 a 597.921 a 15.5104 a 0.1289 a
Inoculado 122.523 b 0.137208 b 2.95891 b 3.096 b 40894 b 5.7 b 0.0563 b

DMS 3.7309 0.0141 0.1051 0.111 18.462 0.32 0

AP: altura de planta, MSR: materia seca de raiz, MSP: materia seca de parte aérea, MST: materia seca
total, AF: area foliar, LR: Longitud de raiz, C: tasa de crecimiento diario, DMS: diferencia minima
significativa.

La tasa de crecimiento (C) diario de altura de plantula, obtenida mediante regresion no
lineal, disminuy6 (p<0.01) 56 % en las plantulas inoculadas con respecto al testigo.
Las comparaciones de medias de genotipos (Cuadro Al) no permiten determinar
claramente aquellas lineas sobresalientes en todos los caracteres evaluados. Sin
embargo, los genotipos L92D, SS2, L47S8, L47Sinv y Mermaide fueron los mas
sobresalientes en la mayoria de las caracteristicas evaluadas.

Debido a que los analisis de comparaciones de medias de la interaccidon genotipo por
tratamiento no permitieron identificar en forma eficiente, aquellos genotipos con mayor
tolerancia debido a la alta magnitud de las variaciones dentro de cada tratamiento, se
decidio aplicar un analisis de agrupamiento considerando solamente los tratamientos
con la presencia de Pythium, el dendrograma obtenido con las distancias euclidianas
y el algoritmo de la minima varianza de Ward (Figura 3). El criterio cubico de
agrupamiento la pseudo F y pseudo T cuadrada sugirieron una altura de corte con 5
grupos que correspondié a una r cuadrada semiparcial de 0.0373. Sin embargo, este
analisis no permite identificar las variables responsables de las agrupaciones

generadas.
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Figura 3. Dendrograma de agrupamiento de 95 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) con
inoculacién de Pythium spp.

Para solventar lo anterior se realiz6 un andlisis discriminante utilizando como criterio
de clasificacion los grupos del analisis anterior, el cual indicé que las distancias entre
centroides de grupos fueron estadisticamente diferentes de cero y que con una sola
variante discriminante (VD1) se capt6 el 97 % de la variabilidad de los datos lo que
indica alta eficiencia en las agrupaciones, con un valor propio de 8.98 (Cuadro A2),
también atribuida por la alta asociacion de los caracteres evaluados ya que todos

indican el vigor de las plantas.
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Cuadro 3. Estructura canoénica total.

Variable Label VD1 VD2 VD3 VD4
AP AP 0.638 0.474 -0.472 0.008
MSR MSR 0.737 0.087 -0.238 -0.212
MSP  MSP 0.922 -0.202 -0.311 -0.021
AF AF 0.996 -0.041 0.014 -0.027
LR LR 0.200 -0.335 0.030 -0.184
C C 0.104 0.228 0.1/3 0.910

AP: altura de planta, MSR: materia seca de raiz, MSP: materia seca de parte aérea, AF: area foliar, LR:
Longitud de raiz, C: tasa de crecimiento diario, DMS: diferencia minima significativa.

En el vector caracteristico de VD1 del Cuadro 3, sobresalen MSP y AF como variables
de mayor peso, aunque también aparecen AP Y MSR, todos con signo positivo, lo que
indica que altos valores de VD1, presentan genotipos con mayor vigor ante la
presencia de Pythium expresado por dichas variables. Es decir, presentan mayor

biomasa y vigor de la parte aérea.

La variable LR no figura como una variable de importancia debido a que al momento
de la inoculacién del fitopatdgeno se gener6 dafio mecanico cortando la raiz, posterior

a la infeccion el sistema radical detuvo su desarrollo.

La prueba de validacion cruzada sugirio la necesidad de reagrupar 7 genotipos en

diferentes grupos

Las correlaciones lineales de Pearson (Cuadro 4) en condiciones de crecimiento
normal, son positivas y tienden a ser altas debido a que los caracteres evaluados son
indicadores del crecimiento y vigor de plantulas. En esta condicion la MSP con LRy C
tuvieron la menor magnitud. En el caso de la tasa de crecimiento (C) no se presentaron
asociaciones. Esto es un indicador de la pérdida de organizacién del crecimiento y del
vigor de las plantulas ante el patdgeno, que altera el crecimiento. Esto se debe, a que
el desarrollo radicular de las plantas esta directamente afectado por diversos factores
como humedad, temperatura, oxigenacion y ataque de patégenos, por lo que, el buen
manejo de estos factores impactara directamente en la calidad del sistema radicular y
por consiguiente en un mejor desarrollo de la parte aérea de la planta (Ferreyra et al.,
2015).
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Cuadro 4. Coeficientes de correlacion de Pearson de caracteres evaluados en 95
genotipos de tomate inoculados con Pythium spp. (debajo de la diagonal) y sin inocular
(arriba de la diagonal).

AP MSR MSP AF LR C
AP 0.495 ** 0.637 * 0.657 ** 0.243 ** 0.055
MSR 0.349 ** 0.707 ** 0.830 ** 0.297 * -0.152
MSP 0.647 ** 0.595 ** 0.877 ** 0.229 ** -0.0583
AF 0.633 ** 0587 * 0.871 ** 0.238 ** -0.098
LR -0.008 0.051 0.033 0.111 -0.037
C 0.047 -0.029 -0.043 0.052 -0.007

AP: altura final, MSR: materia seca de raiz, MSP: materia seca de parte aérea, AF: &rea foliar, LR:
Longitud de raiz, C: tasa de crecimiento de planta. ** Significativo con P < 0.01.

Las tasas de crecimiento diario (Figura 4), obtenidas mediante regresion no lineal,
varian de acuerdo con los tratamientos (testigo e inoculado). Se presenté mayor tasa
de crecimiento en el tratamiento testigo (p<0.05). Esto puede deberse a que el
desarrollo de plantulas se reduce considerablemente al interactuar con factores
biéticos o abidticos que afectan el desarrollo de raiz, ya que el patdogeno redujo
(p<0.05) 64 % el desarrollo de LR reflejado en la AP, debido a que este tipo de factores
dificultan el transporte de agua y nutrimentos hacia los diferentes érganos de la planta,

reducen turgencia en los tejidos y limitan el crecimiento de tallo (Taiz et al., 2006).
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Figura 4. Tasas de crecimiento diario (mm-dial) y sus intervalos de confianza al 95 % de 95 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) con y sin inoculacion
de Pythium spp.
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6.2 Genotipificacion

A partir de los datos obtenidos en archivos iniciales, se realiz6 el filtrado de datos con
los softwares NGSEP 4.0.1 y Bowtie 2.3.5.1 esto con el fin de detectar SNPs e InDels
(inserciones o deleciones), lo que llevo a la identificacion inicial de 22, 127 marcadores
SNPs, de los que finalmente se conservaron 14, 328 para analisis posteriores en
GWAS.

6.3 Andlisis de asociacion gendémica

El analisis de asociacion gendmica (GWAS) integré los 14,328 SNPs detectados con
el GBS y los BLUPs (Best Lineal Unbiased Predictor) obtenidos previamente a partir
de los registros de caracteres fenotipicos evaluados. El analisis GWAS detectdé 70
SNPs significativos asociados a 5 caracteres fenotipicos, de los cuales, 19 estan
descritos en las distintas versiones del genoma de referencia (Cuadro 5) publicadas
en la pagina web de Phytozome, los 51 SNPs restantes aun no han sido descritos
(Cuadro A2).

Dentro de las regiones identificadas y descritas, se sugiere que la regién
Solyc05g050050.1.1 confiere tolerancia a Pythium spp. en tomate ya que se asocia a
los genes WRKY una de las familias de factores de transcripcion mas importantes que
regula la respuesta de las plantas al estrés bidtico y abidtico (Banerjee et al., 2015).
En un estudio realizado en el cultivo de pepino, se identificé que esta familia de genes
se expreso en mayor medida en respuesta al ataque de Pseudoperonospora cubensis
y Podosphaera fusca lo que generé mayor tolerancia de las plantas de pepino al estrés
causado por dichos patdgenos (Chen et al, 2020). En otros cultivos como berenjena,
zanahoria, canola y pifia, se ha reportado la expresion de genes de la familia WRKY
al inducir estrés por salinidad, sequia, calor y frio, lo que sugiere, que esta familia de
genes confiere tolerancia a estrés, tanto de tipo bidtico, como abiotico, debido a que la
red transcripcional de genes WRKY produce proteinas en una amplia gama de
procesos bioldgicos asociados con respuestas a estos tipos de estrés, incluida la

produccion de compuestos antimicrobianos (por ejemplo fitoalexinas), autofagia,
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respuestas reguladas por acido jasmonico y homeostasis redox (Nan & Gao, 2019; He
et al., 2016; Yang et al., 2020; Zhou et al., 2015).

Otra region identificada en el cromosoma 2 de los caracteres AP Y AF que puede
conferir tolerancia a estrés es Solyc02g082290.4.1 asociada a proteinas MORC del
dominio dedo de zinc (zf)-CW, que participan principalmente en la remodelacion de la
cromatina inducida por patdégenos y la regulacion de genes epigenéticos, como la
metilacion del ADN o las modificaciones de las histonas (Koch et al., 2017). Un estudio
realizado en Arabidopsis thaliana, mostré que la planta detecta la infeccién de Turnip
Crinkle Virus (TCV), al identificar la presencia de la proteina de la cubierta del TCV, lo
cual desencadena la activacion de respuestas inmunitarias de las plantas en los sitios
de entrada del patdgeno, incluidas la mayor expresion de genes de defensa,
acumulacion de acido salicilico (hormona de defensa), desarrollo de hipersensibilidad,

y muerte celular programada (Kang et al., 2008).

En el cromosoma 11 se localiza la region Solyc11g010620.3.1 que codifica para genes
miembros de la familia del complejo de mantenimiento estructural de cromosomas
(Structural Maintenance of Chromosomes, SMC), que son maquinas moleculares
conservadas evolutivamente encargadas de organizar a los cromosomas a lo largo del
ciclo celular, median la compactacion de los cromosomas, promueven la reparacion
del ADN y/o controlan la unién de las cromatidas hermanas en los procesos de meiosis
y mitosis (Yang & Pecinka, 2022). En Arabidopsis, algunas subunidades de genes de
esta familia estan implicadas en la reparacion del ADN y en el desarrollo de anteras
(Bolafios-Villegas et al., 2013); en tanto que otras subunidades de condensina de esta
familia influyen directamente el desarrollo de raices y pelos radicales en plantas de

Arabidpsis sometidas a estrés por boro (Sakamoto et al., 2011).

La region Solyc11g071390.1.1 codifica la expresion del gen 12, el cual confiere
resistencia al ataque por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 2 en tomate
(Gonzalez et al., 2016). El gen 12 codifica una proteina de resistencia, esta region se
caracteriza por ser una region repetitiva rica en leucina, lo que le da mayor o menor

especificidad ante el ataque del patdogeno (Simons et al., 1998).
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Cuadro 5. Descripcion de SNPs significativos asociados a los caracteres evaluados (AP, AF, LR, MSP Y MSR) en 95
lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del programa de mejoramiento genético de tomate de la Universidad
Autonoma Chapingo inoculadas con Pythium spp.

Caracter Cromosoma p-value  Posicion Transcrito Descripcion

AP 2 5.054 43995142  Solyc029082290.4.1 PTHR23336//PTHR23336:SF11 - ZINC
FINGER CW-TYPE  COILED-COIL
DOMAIN PROTEIN 3.

AP 2 4.708 43907415  Solyc029079300.2.1 PTHR12549:SF13 - PROTEIN BINDING
/ TRANSCRIPTION FACTOR/ ZINC ION
BINDING PROTEIN.

AP 5 4171 59369290  Solyc05g050050.1.1 PF03106 - WRKY DNA-BINDING
DOMAIN (WRKY).
AF 2 5.365 43995142  Solyc02g082290.4.1 PTHR23336/PTHR23336:SF11 - ZINC

FINGER CW-TYPE  COILED-COIL
DOMAIN PROTEIN 3.

LR 4 4.277 511143  Solyc04g005770.3.1  PF01535//PF13041 - PPR REPEAT
(PPR) // PPR REPEAT FAMILY (PPR_2).

LR 4 2.404 205164  Solyc04g005250.4.1  PTHR23068/PTHR23068:SF12 - DNA
CYTOSINE-5- -
METHYLTRANSFERASE 3-RELATED

LR 4 2.248 426586  Solyc04g005620.3.1  IPRO06459//IPRO06702 - CASPARIAN
STRIP MEMBRANE PROTEIN

LR 8 2.431 59510825  Solyc08g075300.3.1 PTHR13586/PTHR13586:SF3 - SCD6

PROTEIN-RELATED

AP: altura final, AF: area foliar, LR: Longitud de raiz

25



Continuacién cuadro 5. Descripcion de SNPs significativos asociados a los caracteres evaluados (AF, A.FOL, LR, MSPA
Y MSR) en 95 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.) del programa de mejoramiento genético de tomate de la
Universidad Autonoma Chapingo inoculadas con Pythium spp.

Caracter Cromosoma p-value Posicion  Transcrito Descripcién

MSP 2 4.641 43907415 Solyc029g079300.2.1 PTHR12549:SF13 - PROTEIN BINDING /
TRANSCRIPTION FACTOR/ ZINC ION
BINDING PROTEIN.

MSR 2 3.171 21875932 Solyc029021180.1.1 2.7.11.1 - NON-SPECIFIC
SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE /
THREONINE-SPECIFIC PROTEIN KINASE.

MSR 2 3.122 43907415 Solyc02g079300.2.1 PTHR12549:SF13 - PROTEIN BINDING /
TRANSCRIPTION FACTOR/ ZINC ION
BINDING PROTEIN

MSR 3 3.357 62545537 Solyc03g111970.2.1 PF00067 - CYTOCHROME P450 (P450)

MSR 5 3.013 3495128 Solyc05¢g009350.3.1 PTHR13119:SF12 - PROTEIN SUPPRESSOR
OF SABLE.

MSR 9 3.759 1767438 Solyc09g008310.3.1 2.7.7.2 - FAD SYNTHETASE.

MSR 11 4.372 55901282 Solyc11g072700.1.1 PTHR10811/PTHR10811:SF27 - FRINGE-
RELATED

MSR 11 3.793 3709639 Solyc11g010620.3.1 PTHR18937//PTHR18937:SF222 -
STRUCTURAL MAINTENANCE OF
CHROMOSOMES SMC FAMILY MEMBER

MSR 11 3.697 3598973 Solyc11g010550.1.1 KO05310 -
ETHANOLAMINEPHOSPHOTRANSFERASE
(GPI17)

MSR 11 3.467 55176476 Solyc11g071390.1.1 DISEASE RESISTANCE PROTEIN 12 /

PF00560 - LEUCINE RICH REPEAT (LRR_1)

MSP: materia seca de parte aérea, MSR: materia seca de raiz.
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Figura 5. Graficas de Manhattan de asociacion de marcadores de cinco caracteres
fenotipicos, construidas a partir de la asociacion de 14, 328 SNPs y caracteres
fenotipicos, obtenidas en el programa TASSEL v5.2.60 con el modelo lineal general
ponderado con 95 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Se consideran
significativos los marcadores ubicados por encima de la linea punteada.
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7. CONCLUSIONES

Los genotipos inoculados con Pythium spp. presentaron reduccién en todos los
caracteres evaluados altura final, materia seca de raiz, materia seca de parte aérea,
area foliar, longitud de raiz y tasa de crecimiento diario. Se identificaron 5 genotipos
(L92D, SS2, L47S8, L47Sinv y Mermaide) con mayor tolerancia al ataque de Pythium

spp. Estos fueron los mas sobresalientes en la mayoria de los caracteres evaluados.

El analisis GBS identific6 14, 328 marcadores SNPs los cuales se integraron en
conjunto con BLUPs para realizar el analisis GWAS. En el analisis GWAS se
detectaron 70 SNPs significativos asociados a los caracteres evaluados altura final,
materia seca de raiz, materia seca de parte aérea, area foliar, longitud de raiz, en
plantulas inoculadas con Pythium spp. del total de los SNPs significativos, Unicamente

18 se encuentran descritos en el genoma de referencia de tomate.

Se identificaron tres regiones altamente asociadas con la tolerancia a Pythium spp. la
regiéon Solyc05g050050.1.1 del cromosoma 5 asociada a la familia de genes WRKY
gue regula procesos bioldgicos que confieren tolerancia a estrés de tipo bibtico y
abidtico, la region Solyc02g082290.4.1 del cromosoma 2 asociada a proteinas MORC
del dominio dedo de zinc (zf)-CW, que participan en la remodelacién de la cromatina
inducida por patdégenos y regulacion de genes epigenéticos y la region
Solyc11g071390.1.1 confiere resistencia al atague de patdgenos de raiz en tomate,

por ejemplo, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 2.

El uso de herramientas como el GWAS permite identificar genotipos sobresalientes

para ser empleados en programas de mejoramiento genético.
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ANEXO

Cuadro Al. Comparaciones de medias para caracteres evaluados del factor Genotipo.

GENOTIPO AP MSR AF LR
L92D 192.00 AB 0.434 A 972.01 A 10.33 ABC
SS2 233.33 A 0.427 AB 945.4 AB 10.00 ABC
MERM 141.33 D-V 0.408 A-C 767.16 A-C 11.42 ABC
L59 170.33 B-J 0.294 A-M 772.95 A-C 10.50 ABC
L47B1 168.28 B-L 0.337 A-l 727.99 B-E 11.75 AB
L2 156.72 B-Q 0.341 A-1 72452 B-F 10.50 ABC
L51 190.28 A-C 0.322 A-J 706.88 C-G 11.33 ABC
L29 159.61 B-O 0.345 A-H 700.84 C-H 10.67 ABC
L28 151.39 B-T 0.303 A-L 669.54 C-| 11.17 ABC
L45 123.28 J-X 0.321 A-J 673.01 C-l 10.42 ABC
L19 186.83 A-E 0.320 A-J 644.42 C-J 10.75 ABC
L73 159.11 B-O 0.242 D-R 634.47 C-K 11.58 ABC
L10 128.00 H-X 0.351 A-G 638.24 C-K 10.67 ABC
L15 154.94 B-S 0.252 B-R 621.74 C-L 11.08 ABC
L48 182.72 B-F 0.308 A-L 624.55 C-L 10.75 ABC
L65 139.56 E-V 0.237 D-R 605.27 C-M 11.00 ABC
L63 131.61 G-X 0.238 D-R 597.6 D-N 10.08 ABC
L64 148.28 B-T 0.229 E-R 597.91 D-N 10.58 ABC
L27 129.11 H-X 0.166 |-R 598.53 D-N 9.58 BC
L30 170.28 B-J 0.228 E-R 601.01 D-N 11.50 ABC
L42 156.33 B-R 0.229 E-R 582.67 D-O 10.00 ABC
L39 168.72 B-L 0.239 D-R 582.9 D-O 11.08 ABC
L90 155.11 B-S 0.354 A-F 586.55 D-O 11.17 ABC
L47SINV 190.89 A-C 0.259 A-Q 587.34 D-O 10.67 ABC
L91 169.67 B-K 0.367 A-E 588.03 D-O 10.83 ABC
L14 135.17 G-X 0.293 A-O 589.01 D-O 9.92 ABC
L47S8 187.39 A-D 0.285 A-P 573.23 D-P 11.92 AB
L22 127.39 H-X 0.316 A-K 581.49 D-p 11.50 ABC
DMS 47.302 0.179 234.07 4.0723

AP: altura final, MSR: materia seca de raiz, AF: &rea foliar, LR: Longitud de raiz, DMS: diferencia minima
significativa. Dentro de columnas, genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales (P < 0.05)
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Cuadro A1l continuacion.

GENOTIPO AP MSR AF LR
L69 146.61 B-U 0.225 E-R 562.92 C-Q 10.67 ABC
L60 162.44 B-M 0.221 E-R 568.49 C-Q 10.42 ABC
L33 138.89 F-v 0.203 E-R 569.25 C-Q 10.50 ABC
L36 162.06 B-M 0.308 A-L 560.19 C-R 11.75 AB
L76-H 151.22 B-T 0.290 A-O 561.37 C-R 10.50 ABC
L7 133.61 G-X 0.341 A-l 543.28 C-S 11.00 ABC
L47S2 189.28 A-C 0.283 A-P 548.86 C-S 10.25 ABC
SS5 141.94 D-v 0.424 A-C 549.56 C-S 13.75 A
L66 161.22 B-M 0.257 A-Q 551.03 C-S 10.67 ABC
L23 155.11 B-S 0.274 A-Q 556.03 C-S 10.33 ABC
L37 110.94 Q-X 0.260 A-Q 516.55 D-T 10.75 ABC
L20 116.56 M-X 0.205 D-R 518.43 D-T 11.50 ABC
L46 131.94 G-X 0.231 D-R 519.91 D-T 10.67 ABC
L43 133.83 G-X 0.227 E-R 524.51 D-T 9.83 ABC
L4-1 174.33 B-H 0.231 D-R 527.17 D-T 10.33 ABC
L35 177.78 B-G 0.251 B-R 528.26 D-T 11.58 ABC
L86 160.00 B-O 0.239 D-R 530.98 D-T 10.17 ABC
L78 130.89 G-X 0.246 C-R 507.07 E-T 10.83 ABC
L62 137.06 F-X 0.242 D-R 509 E-T 11.42 ABC
L32 133.11 G-X 0.217 E-R 502.71 E-U 9.08 BC
L13 160.11 B-M 0.253 B-R 498.65 E-V 11.83 AB
L50 168.39 B-L 0.262 A-Q 491.37 F-W 11.83 AB
L1 184.11 B-F 0.230 D-R 491.87 F-W 10.67 ABC
L68 117.17 M-X 0.204 E-R 488.69 G-W 9.08 BC
L89 160.06 B-O 0.307 A-L 488.76 G-W 9.92 ABC
RF48 121.89 L-X 0.246 C-R 474.49 G-X 10.83 ABC
L3 14411 C-v 0.267 A-Q 475.16 G-X 9.75 ABC
L24 123.39 J-X 0.301 A-M 475.98 G-X 10.33 ABC
L88 158.39 B-P 0.170 H-R 466.89 H-X 11.25 ABC
L4-3 173.44 B-| 0.210 E-R 469.22 H-X 9.92 ABC
RF41 119.44 M-X 0.243 D-R 444.41 |-X 12.25 AB
L75 125.61 J-X 0.131 L-R 446.73 |-X 10.42 ABC
L8 111.78 P-X 0.238 D-R 454.07 |-X 9.92 ABC
L56 123.61 J-X 0.193 E-R 454.58 |-X 11.92 AB
RF38 139.06 F-v 0.256 A-Q 461.75 |-X 9.92 ABC
L55 122.94 K-X 0.185 F-R 418.79 J-Y 10.50 ABC
L21 158.00 B-Q 0.168 H-R 421.12 J-Y 10.83 ABC
L40 139.28 F-v 0.196 E-R 422.64 J-Y 12.00 AB
DMS 47.302 0.179 234.07 4.0723

AP: altura final, MSR: materia seca de raiz, AF: area foliar, LR: Longitud de raiz, DMS: diferencia minima
significativa. Dentro de columnas, genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales (P < 0.05)
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Continuacion cuadro Al.

GENOTIPO AP MSR AF LR
L53 104.94 T-X 0.217 E-R 426.69 J-Y 9.83 ABC
L80 141.61 D-V 0.208 E-R 429.94 J-y 8.58 BC
L44 157.00 B-Q 0.189 E-R 410.79 J-7 11.00 ABC
L54 106.67 T-X 0.218 E-R 414.43 J-7 9.92 ABC
L12 144.06 C-v 0.174 G-R 407.44 |-z 10.75 ABC
RF81 128.78 H-X 0.191 E-R 408.57 L-7 9.75 ABC
L49 138.56 F-v 0.155 J-R 396.65 -7 9.33 BC
L58 161.39 B-M 0.155 J-R 379.37 M-Z 11.67 ABC
L74 147.61 B-T 0.145 J-R 360.21 0O-Z 9.33 BC
L72 120.17 mMm-w  0.175 H-R 369.12 N-Z 11.83 AB
L31 106.72 T-X 0.182 F-R 369.19 N-Z 11.00 ABC
RF69 151.33 B-T 0.122 M-R 348.52 p-7 10.25 ABC
L5 137.78 G-V 0.166 |-R 337.96 Q-Z 9.75 ABC
L34 97.78 V-X 0.118 N-R 338.28 Q-Z 10.42 ABC
L51-H 89.83 X 0.176 F-R 338.41 Q-z 9.92 ABC
RF46 113.39 O-X 0.165 |-R 328.27 R-Z 9.83 ABC
L52 107.89 S-X 0.102 QR 325.8 S-7 7.67 C
L57 100.11 U-X 0.123 M-R 302.22 T-Z 9.17 BC
L6 121.56 L-X 0.226 E-R 307.39 T-Z 11.67 ABC
L9 98.67 V-X 0.140 K-R 308.12 T-Z 9.17 BC
L71 146.94 B-U 0.163 |-R 308.53 T-Z 11.25 ABC
RF1 137.56 F-w 0.134 L-R 271.93 U-Z 10.58 ABC
L18 117.78 M-X 0.152 J-R 267.88 V-7 11.58 ABC
L11-4 106.50 T-X 0.121 N-R 263.31 W-Z 9.75 ABC
RF12 126.83 |-X 0.146 J-R 263.86 W-Z 10.75 ABC
L41 109.11 R-X 0.109 P-R 250.85 X-7Z 11.33 ABC
L85 113.67 N-X 0.113 O-R 207.58 YZ 10.25 ABC
L67 90.89 xXwW 0.076 R 181.96 7 8.42 BC
DMS 47.302 0.179 234.07 4.0723

AP: altura final, MSR: materia seca de raiz, AF: &rea foliar, LR: Longitud de raiz, DMS: diferencia minima
significativa. Dentro de columnas, genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales (P < 0.05)
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Cuadro A2. Andlisis Discriminante Candnico.

Correlacién | Correlacion | Error Correlacién Eigenvalues of Inv(E)*H Prueba de HO: Las correlacicones canonicas en estas columnas son cero
canonica canonica estandar canonica =CanRsq/(1-CanRsq)
ajustada aproximado | cuadrada
Eigenvalue | Diferencia | Proporcion | Acumulativo | Likelihood Valor de F Num DF Den DF | Pr>F
Ratio aproximado
1 0.948 0.944 0.010 0.899 8.989 8.7758 0.97 0.9706 0.077 13.53 24 301.23 |<.0001
2 0.419 0.351 0.084 0.175 0.213 0.1564 0.02 0.9937 0.778 1.52 15 240.57 0.098
3 0.231 0.161 0.097 0.053 0.056 0.0551 0.006 0.9998 0.944 0.64 8 176 0.747
4 0.041 -0.200 0.102 0.001 0.001 0.0002 1 0.998 0.05 3 89 0.985
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Cuadro A3. SNPs no identificados en el genoma de referencia de tomate (Solanum
lycopersicum L.) asociados a los caracteres evaluados (AP, AF, LR, MSPA'Y MSR) en
95 lineas de tomate del programa de mejoramiento genético de la Universidad
Auténoma Chapingo.

Caracter Cromosoma  p-value Posicion  Transcrito  Descripcion
AP 2 4.970 43995098 NA NA
AP 2 4.208 45308326 NA NA
AP 6 4.122 29356614 NA NA
AF 6 5.879 15698021 NA NA
AF 6 5.827 15698049 NA NA
AF 6 5.528 19799572 NA NA
AF 6 5.514 28859853 NA NA
AF 6 5.470 28822925 NA NA
AF 6 5.432 22754583 NA NA
AF 6 5.397 7993004 NA NA
AF 6 5.344 7993018 NA NA
AF 6 5.344 19883337 NA NA
AF 6 5.294 19883262 NA NA
AF 6 5.282 7992990 NA NA
AF 6 5.282 27823109 NA NA
AF 6 5.215 19883275 NA NA
AF 6 5.190 29356614 NA NA
LR 4 2.311 532294 NA NA
LR 8 2.435 37523832 NA NA

MSP 6 5.719 15698021 NA NA
MSP 6 5.668 15698049 NA NA
MSP 6 5.482 28859853 NA NA
MSP 6 5.461 22754583 NA NA
MSP 6 5.351 28859910 NA NA
MSP 6 5.333 19799572 NA NA
MSP 6 5.288 28822924 NA NA
MSP 6 5.249 19168569 NA NA
MSP 6 5.199 27823109 NA NA
MSP 6 5.186 19168472 NA NA
MSP 6 5.175 7993018 NA NA
MSP 6 5.116 7992990 NA NA
MSP 6 4.936 7993004 NA NA
MSP 6 4.820 19883337 NA NA
MSP 6 4.760 19883262 NA NA
MSP 6 4.719 19883275 NA NA
MSP 6 4.689 15697984 NA NA
MSP 6 4.663 29356614 NA NA
MSR 2 5.009 35587340 NA NA
MSR 2 3.377 43272667 NA NA

AP: altura final, AF: area foliar, LR: Longitud de raiz, MSP: materia seca de parte aérea, MSR: materia

seca de raiz
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Continuacion Cuadro A3.

Caracter Cromosoma  p-value Posicion  Transcrito Descripcion
MSR 2 3.183 13798965 NA NA
MSR 3 3.156 11744413 NA NA
MSR 3 3.118 37048725 NA NA
MSR 4 3.268 1188985 NA NA
MSR 4 3.080 3830613 NA NA
MSR 5 3.478 62603253 NA NA
MSR 6 3.088 37037035 NA NA
MSR 8 3.290 356802 NA NA
MSR 11 3.841 3678472 NA NA
MSR 11 3.569 4012908 NA NA
MSR 11 3.496 55118012 NA NA
MSR 12 3.037 38645153 NA NA

MSR: materia seca de raiz
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