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ANALISIS DE ASOCIACION GENOMICA PARA TOLERANCIA A
Rhizoctonia solani EN TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

GENOMIC ASSOCIATION ANALYSIS FOR TOLERANCE TO
Rhizoctonia solani IN TOMATO (Solanum lycopersicum L.)

Ana Elizabeth Paredes Cervantes y Juan Enrique Rodriguez Pérez

RESUMEN

El tomate es un cultivo altamente susceptible a
Rhizoctonia solani, la cual ataca severamente a la
raiz y actualmente no se cuenta con genes de
resistencia identificados para esta enfermedad. El
objetivo fue identificar regiones gendmicas
asociadas a caracteres fenotipicos de herencia
cuantitativa para la tolerancia a Rhizoctonia solani
en 95 lineas homocigdticas de tomate mediante el
analisis de asociacion de genoma completo
GWAS. Las evaluaciones fenotipicas se realizaron
en un sistema de balsa flotante mediante placas de
poliestireno, con densidad de 166 plantas-m=2. Se
evalud en plantulas la altura (AP), longitud de raiz,
unidades SPAD, area foliar, peso seco de raiz
(PSR) y de parte aérea (PSA). Se usé un disefio
experimental de bloques completos al azar con tres
repeticiones y 5 plantas como unidad experimental.
Los analisis de varianza mostraron significancia
para lineas en todos los rasgos, sin detectarse
significancia en la interaccibn genotipo X
enfermedad. Los coeficientes de variacion variaron
entre 9.75 y 37.11 %, la varianza genotipica entre
0.002 y 0.021, y la heredabilidad entre 0.47 y 0.57.
La genotipificacion por secuenciacién (GBS) de
este panel de diversidad gener6 22,127
marcadores de SNP, aunque solo 14,328 fueron
utiles. El andlisis de asociacién del genoma
completo (GWAS), mediante el modelo lineal
general con el programa Tassel, aplicado para
asociar los SNPs identificados por el GBS con los
caracteres fenotipicos, localizé 47 SNPs
significativos, de los cuales 12 se encuentran
ubicados en los cromosomas 1, 3,4, 5,6, 9y 11.
La AP y SPAD se asociaron a 3 genes cada uno,
PSA y PSR a dos cada uno y LR a uno solo. Estos
resultados indican que el analisis GWAS puede ser
herramienta efectiva en el mejoramiento genético
asistido para ser utilizado en la selecciéon de
tolerancia a Rhizoctonia solani.

SNP,

Palabras clave: GBS, GWAS,

Genotipificacion, Seleccion

ABSTRACT

Tomato is a crop highly susceptible to Rhizoctonia
solani, which attacks the roots severely and
currently there are no identified resistance genes
for this disease. The objective was to identify
genomic regions associated with phenotypic traits
of quantitative inheritance for resistance to
Rhizoctonia solani in 95 homozygous tomato lines
by means of genome-wide association analysis
(GWAS). The phenotypic evaluations were carried
out in a floating raft system using polystyrene
plates, with a density of 166 seedling m=. Height
(PH), root length, SPAD units, foliar area, root dry
weight (RW) and aerial part (AW) were evaluated
in seedlings. A randomized complete block design
with three replicates and 5 seedlings was used as
the experimental unit. The analysis of variance
showed significance for lines in all the traits, without
detecting significance in the genotype x disease
interaction. The coefficients of variation varied
between 9.75 and 37.11%, the genotypic variance
between 0.002 and 0.021, and the heritability
between 0.47 and 0.57. Genotyping by sequencing
(GBS) of this diversity panel generated 22,127 SNP
markers, although only 14,328 were useful. The
whole genome association analysis (GWAS), using
the general linear model with the Tassel program,
applied to associate the SNPs identified by the
GBS with the phenotypic characters, located 47
significant SNPs, of which 12 are located on
chromosomes 1, 3,4, 5,6,9and 11. AP and SPAD
were associated with 3 genes each, AW andRW
with two each and LR with only one. These results
indicate that the GWAS analysis can be an effective
tool in assisted genetic improvement to be used in
the selection of tolerance to Rhizoctonia solani.

Key words: GBS, SNP, GWAS, Genotyping,
Selection



1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda hortaliza mas sembrada en el mundo
después de la papa. China es el principal pais productor, mientras que Estados Unidos
es el principal importador, en tanto que México a nivel mundial es el décimo productor y
el principal exportador de esta hortaliza con una participacion mundial del 25.11% de las
exportaciones totales.

Actualmente el tomate es el cuarto cultivo de importancia por su contribucion en el valor
de la produccién agricola primaria en México después del maiz, aguacate y la cafna de
azucar (FIRA, 2019). Sin embargo, este cultivo es el primer generador de divisas del
sector agropecuario por concepto de exportaciones con un PIB agricola de 3.46 %,
ademas tiene una superficie de 50 mil hectareas tanto en campo abierto como en malla
sombras e invernaderos (SADER, 2019).

En el mejoramiento genético de plantas, los objetivos perseguidos involucran diversas
caracteristicas que garantizan el éxito comercial de los cultivos, donde se encuentra el
rendimiento, la calidad de fruto, morfologia de la planta, resistencia a plagas,
enfermedades y factores abidticos adversos. Debido a que las enfermedades destruyen
aproximadamente 20 % de la produccion de alimentos, actualmente es obligado el uso
excesivo de agroquimicos, la gran mayoria contaminantes, justificado por la necesidad

de garantizar alimentacion mundial (Robinson, 2007).

En general la introduccion de patdgenos exdticos, la homogeneidad genética de los
cultivares y el manejo intensivo de los cultivos contribuyen a la emergencia y
reemergencia de enfermedades que amenazan la sanidad vegetal. El cultivo del tomate
es afectado por mas de 100 enfermedades de diversa indole; tal es el caso del hongo
Rhizoctonia solani que causa la pudricién de raiz en una amplia gama de cultivos. Este
hongo se puede encontrar en la mayoria de los suelos y sobrevive como esclerocios

durante mucho tiempo hasta esperar un hospedero, o que hace mas dificil su control a



diferencia de otras enfermedades. Dafia en su mayaria de veces las primeras etapas del

desarrollo del cultivo tanto en la germinacion y a nivel plantula.

El mejoramiento genético es una de las actividades mas antiguas que se realizan en la
agricultura, esto inicié de manera empirica al seleccionar plantas con caracteristicas que
el hombre requeria. Actualmente es una disciplina preponderante ya que las exigencias
del mercado hacen necesario la mejora permanente de los cultivos (Lobato et al., 2012).
Dentro de las herramientas de reciente desarrollo, gracias al avance de la biotecnologia,
se encuentran las técnicas de GBS (genotyping-by-sequencing) y GWAS (Genome-Wide
Association-Study), los cuales en conjunto permiten la asociacion de caracteres
cuantitativos a marcadores moleculares de alta densidad (SNPs), con lo que la seleccién
promete un avance substancial, al complementar el manejo convencional de genes

mayores de resistencia a enfermedades (Ali y Yan, 2012).

La aplicacion de estas técnicas requiere de la cuantificacion de caracteres fenotipicos
cuantitativos (fenotipificacion), lo que exige evaluaciones precisas, que en el caso de
enfermedades es mas complicado, por lo que es escasa su aplicaciéon en este campo.
Dichas evaluaciones fenotipicas son analizadas simultaneamente con la informacion
genotipica a partir de marcadores moleculares de alta densidad (genotipificacion), con el
propésito de identificar regiones gendmicas asociadas a la resistencia de enfermedades

u otras caracteristicas de herencia cuantitativa.



2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo general

i |dentificar regiones gendmicas asociadas a caracteres fenotipicos de herencia

cuantitativa para la tolerancia de Rhizoctonia solani en 95 lineas avanzadas (F10 a F12)
mediante el analisis de asociacion de genoma completo GWAS (Genome Wide

Association Study),

2.1.10bjetivos especificos

. Evaluar algunas caracteristicas fenotipicas asociadas a la tolerancia a Rhizoctonia
solani, y detectar aquellas que permitan la discriminacion de genotipos con mayores

posibilidades de subsistir ante esta enfermedad.

. Determinar las asociaciones entre caracteristicas fenotipicas de resistencia o
tolerancia a Rhizoctonia solani con caracteristicas genotipicas mediante métodos

bioinformaticos GBS (genome by sequencing) y GWAS (genome wide association study).

. Identificar marcadores moleculares SNPs eficientes para la seleccion de tolerancia

a Rhizoctonia solani en tomate.

. Investigar el significado biolégico de las asociaciones con mayor significancia,
mediante el genoma de referencia y los SNPs significativos identificados en el presente

estudio.

3. HIPOTESIS.

La tolerancia de tomate a Rhizoctonia solani esta regulada por genes de efectos aditivos;
los cuales, al estar ubicados en regiones gendmicas especificas, es posible identificarlas
mediante la técnica de secuenciacion GBS y de asociacion GWAS, lo que da como

resultado, seleccionar lineas tolerantes asociadas a la variacion genética aditiva.



4. REVISION DE LITERATURA

El tomate tiene origen en Sur América y fue domesticado en México (Délices et al., 2019).
Se distribuy6 a todo el mundo después del descubrimiento de este continente; y debido
a la gran importancia que ha adquirido en la alimentacién mundial, durante mucho tiempo,
tal vez cientos de afos se han realizado estudios relevantes sobre este cultivo.
Actualmente tiene gran importancia en paises con densidades de poblacién muy grandes
como China e India, paises con la mayor produccion a nivel mundial (FIRA, 2019).

El tomate es una planta que se ha empleado como modelo en la investigacién, cuyo
estudio y actual secuenciacién del genoma, ha permitido la aportacion de nuevos
conocimientos utiles para el entendimiento de procesos fisioldgicos y genéticos de las
plantas (Fentik, 2017), en campos como el mapeo genético, caracterizacion genética (por
ejemplo, genes de resistencia a patdégenos vegetales), transferencia de genes (Seisuke
& Neelima, 2011). A pesar de estas caracteristicas distintivas, el tomate ha sufrido
perdida de diversidad genética, por lo que, al igual que muchos cultivos altamente
domesticados, posee problemas inherentes a la produccién como plagas, enfermedades

y de adaptacion.

El tomate es afectado por mas de 100 enfermedades de importancia econémica; por ello
que ha tomado gran relevancia la atencién del mejoramiento hacia la incorporacion de
resistencia a estas. Una herramienta que facilita los procesos de seleccién dentro del
mejoramiento genético son los marcadores moleculares de ADN, los cuales al estar
relacionados con rasgos fenotipicos de importancia, su uso ya es frecuente y obligado en
el proceso de generacion de variedades mejoradas para identificar diversos rasgos de la
calidad de fruto, caracteres morfolégicos y son especialmente empleados en la deteccidn
de resistencias a enfermedades, que son caracteristicas dificiles de observar y costosas

para su evaluacion fenotipica.

La evaluacion de resistencias a enfermedades en ensayos biolégicos no siempre es
confiables, ya que pueden ser afectadas fuertemente por el ambiente. Es por ello, que
los marcadores moleculares ofrecen ventajas complementarias sobre las pruebas

patoldgicas, especialmente en pruebas tempranas y en poblaciones grandes. En tomate,
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los marcadores moleculares son de gran utilidad para lograr diversos propdsitos dentro
del mejoramiento; por ejemplo, caracterizacion conservacion y manejo del germoplasma
silvestre; identificacion del grado de parentesco y diversidad genética entre poblaciones
o lineas; disefio de estrategias de conservacion de recursos genéticos (Marin et al.,
2016), prediccidon del rendimiento de cruzas no generadas a partir de sus progenitores
(Hernandez et al., 2016) y calidad fruto (Hernandez et al., 2014), identificacion eficiente
transgenes; incremento de la eficiencia de la seleccion en el mejoramiento genético,
especialmente resistencias a enfermedades y, en la actualidad, en la asociacion de

caracteres de herencia cuantitativas a marcadores de alta densidad.

4.1. Resistencia a enfermedades

En los programas de mejoramiento uno de los puntos mas importantes es mantener la
resistencia a plagas y enfermedades de rapida evolucion, ya que una de las
caracteristicas importantes que el productor exige, es que las variedades, ademas de un
alto rendimiento y calidad, posean las resistencias genéticas para evitar aplicaciones de
agroquimicos que incrementan los costos de produccion (Botero & Arias, 2018). En este
contexto, la resistencia genética de variedades es el método mas econémico y amigable

con el ambiente para el control de enfermedades.

Una de las problematicas que adolece la seleccion de genes especificos o mayores que
confieren resistencia a enfermedades, es que esta puede ser superada por el patégeno
en cualquier momento debido a la alta presion de seleccidn ejercida en un monocultivo;
por ello, uno de los enfoques en el mejoramiento es la busqueda de genes multiples de
efectos cuantitativos para lograr tolerancias duraderas. Cuando los genes asociados a la
resistencia son de efectos pequefios, pero de alta heredabilidad (genes aditivos), son
dificilmente detectados a través de solo la evaluacion directa del fenotipo; por ello, la
deteccion de la variacién genética aditiva a nivel de ADN se vuelve una técnica de

selecciéon muy importante (Robinson, 2007).



4.2. Resistencia Horizontal

La resistencia horizontal es codificada por varios genes de efectos menores y conduce a
una resistencia parcial a la enfermedad, a diferencia de la resistencia vertical en donde
hay genes unicos que confieren esta resistencia e incluso la inmunidad. La resistencia
horizontal es también denominada resistencia cuantitativa; se expresa en el fenotipo y
tiene la propiedad de conferir a la planta resistencia a varias enfermedades. En este caso,
no existen interacciones especificas entre el patdogeno y el hospedero, por lo que existen
diferentes niveles de respuestas hacia el patégeno; es decir la interaccion entre las razas

del hospedero y el patégeno no es especifica (Burbano, 2019)

En la carrera de adaptacion entre las enfermedades y las plantas, en la mayoria de las
veces, las enfermedades se adaptan mas rapidamente debido a que los ciclos de
reproduccion son mucho mas cortos y numerosos, ademas de realizarse en diversos
entornos, logrado principalmente por mecanismos de mutacion en genes efectores unicos
de los patégenos, lo que les permite evitar el reconocimiento por parte de la planta
huésped (Mehrabi et al., 2011). Debido a que por muchos afios el mejoramiento genético
ha estado enfocado en la busqueda de genes mayores que conferian resistencia, muchos
de los poli genes que daban resistencias de tipo horizontal se fueron perdiendo a pesar
de sus ventajas, ya que, en general, brinda una resistencia permanente, (Robinson,
2007).

4.3. Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kihn es el género mas importante dentro del género Rhizoctonia,
ademas posee una amplia gama de huéspedes con mas de 200 especies de plantas, en
especial de la familia de las solanaceae, como el tomate, berenjena, papa y pimientos
(Adams, 1988) que son especies de importancia para la alimentaciéon mundial. R. solani
es un hongo patégeno importante que se trasmite por el suelo. Ocasiona sintomas como
marchitez en plantulas y pudricion en la base de la planta (Shahzad et al., 2019),

ocasionando la muerte de hasta 70 % de la produccion, (Medeiros et al, 2015). Sobrevive



como un hongo saprofito en ausencia de huéspedes susceptibles durante mucho tiempo
en la rizosfera (Raaijmakers et al., 2009) lo que lo hace mas dificil de controlar. Es un
hongo basidiomiceto que no produce esporas asexuales, ocasionalmente produce
basiodiosporas, pero su caracteristica principal es la reproduccién asexual que se conoce

como micelio vegetativo, presente como hifas de angulo recto (Ajayi & Bradley, 2017).

Las temperaturas en que se desarrolla oscilan entre los 5 y 36 °C, en suelos con
presencia de humedad y pH neutros (Blancard, 1990). La invasion de este hongo inicia
con la propagacion del micelio en las superficies de la raiz o partes de la planta que estan
en contacto con el suelo; después, el micelio penetra la cuticula para la infeccion de los
tejidos, donde provoca la destruccion de estos rapidamente, debido a las reacciones
enzimaticas que desencadena causando caida de plantulas y su posterior muerte (Agrios,
2010).

Actualmente no se reportan materiales genéticos de tomate con resistencia a dicho
patdgeno lo que justifica la importancia de la identificacién de resistencias con la ayuda
SNPs a Rhizoctonia solani, lo que ha ocasionado que su unica forma de control sea
quimico (Ajayi & Bradley, 2017), la solarizacion del suelo y la rotacion de cultivos (Baysal
et al., 2019).

4.4. Marcador genético

Los marcadores genéticos moleculares son de gran importancia en el mejoramiento de
plantas. Sus ventajas radican en que no estan sujetos a la influencia ambiental, estan
disponibles en grandes cantidades y en su mayoria, son mas constantes y especificos
que los marcadores fenotipicos. Actualmente existen ya multiples técnicas que permiten
identifican generar marcadores moleculares y que ofrecen aplicaciones diversas en el
contexto del mejoramiento. Inicialmente fueron desarrollados loas basados en bibliotecas
gendmicas como los fragmentos de restriccidon polimérficos (RFLP), posteriormente, los
asociados a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), entre los que se pueden

mencionar la amplificacion aleatoria de ADN (RAPD), fragmentos polimorficos de ADN



amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR) y microsatélites (ISSR). Los de desarrollo mas
reciente se basan en la secuenciacion de bandas de ADN de tamafio reducido con una
gran capacidad de detectar polimorfismos en forma masiva (SNIPs) (Becerra & Paredes,
2000).

Diversas investigaciones han demostrado la posibilidad de relacionar caracteres
fenotipicos de interés antropocéntrico con marcadores genético-moleculares. Uno de
estos propdsitos es identificar grupos de individuos que generen respuestas heteroticas
sobresalientes, tanto en el rendimiento (Hernandez et al., 2014), como en la calidad
postcosecha y nutraceutica, formas, colores y sabor de fruto, asi como en otros
caracteres confieren ventajas agronomicas (Carrillo & Chavez, 2010; Crisanto et al.,
2010).

4.5. GBS (Genotyping by Sequencing)

El GBS produce gran cantidad de marcadores genéticos de alta calidad a través de todo
el genoma que son adecuados para el analisis de diversidad y, ademas, para detectar
asociaciones de rasgos fenotipicos a marcadores (Raman, 2012). Ademas, es altamente
rentable debido a que permite el analisis de poblaciones enteras con gran cantidad de

individuos.

Para desarrollar esta técnica es necesario el uso de enzimas de restriccion conocidas
sensibles a metilacién para digerir el genoma, las cuales son componentes que ayudan
a la digestidon del ADN, fragmentandolo, generando sitios de restriccion predecibles y
reproducibles. La longitud de lectura, llamada asi a la longitud de bandas de ADN a ser
secuenciadas, es una de las principales variables y limitaciones que se deben tener en
cuenta en el uso de estos analisis. Una longitud de lecturas corta implica necesariamente
contar con el mapeo del genoma de referencia o el ensamblaje de novo de dichas
lecturas, mientras que las lecturas largas implican mayor tasa de error en la identificacion
de los nucledtidos (Liu et al.,, 2012). La identificaciéon de los cada individuo se realiza

mediante la adicion de uno o dos “barcodes” (cédigos de barra) a los adaptadores que



flanquean los sitios de restriccion (Schweyen et al., 2014), lo cual permite verificar la

localizacion precisa cada individuo y su secuencia.

El GBS generalmente muestra resultados adecuados cuando se aplica a una especie
diploide endogamica con un genoma de referencia bien establecido (Changsoo, et al.,
2016); ademas, su bajo costo facilita la obtencion de variedades superiores en muchas
especies de cultivos (Zargar et al., 2020). Este método no requiere conocimiento
gendmico a priori de las especies estudiadas, debido a que es posible identificar en forma
simultanea SNPs asociados a los genotipos, y omite toda la etapa de desarrollo del
ensayo de marcadores gracias a la tecnologia NGS ( Next Generation Sequencing) que
es una tecnologia que consiste en la preparacion inicial y segmentacion de las muestras
del genoma estudiado, secuenciacion, visualizacidn ensamblaje de los componentes

secuenciados y el analisis de datos (Abbasi & Masoumi, 2020)

4.6. Analisis de asociacion genémica (GWAS)

Entre las ultimas técnicas desarrolladas para el manejo en la seleccion de caracteres
cuantitativas, es la combinacion de GBS y GWAS, que constituyen un modelo con
mayores ventajas que las aportadas por los QTL. El desarrollo reciente de los estudios
GWAS en plantas provee una oportunidad para detectar QTLs tanto en colecciones de
germoplasma como en poblaciones estructuradas de los programas de mejoramiento
(Wang et al., 2012) y se ha demostrado que el uso de GWAS en cultivos es una estrategia
robusta para complementar el mapeo clasico a partir de cruzas biparentales, ademas de

permitir mapear muchos caracteres en forma simultanea (Kichaev et al., 2019).

El método prueba variantes genéticas en los genomas de muchos individuos para la
identificacion de asociaciones con el fenotipo (Tam et al., 2019) lo cual se basa en los
SNPs, estan ampliamente distribuidos a lo largo de los genomas en las regiones
codificantes y no codificantes de todos los organismo y que implican cambios de un solo
par de bases en la secuencia de ADN, por lo que permiten diferenciar en forma muy

precisa a los individuos estudiados (Scherer & Christensen, 2016)



La seleccion gendmica basada en GWAS no requiere informacion previa sobre las
asociaciones del fenotipo con el marcador y puede usarse para seleccionar multiples loci
de pequenos efectos genéticos. En este enfoque, las poblaciones deben estar
genotipificadas en forma muy precisa y exacta para brindar la posibilidad de encontrar
asociaciones entre el genotipo y el fenotipo (Tester & Langridge. 2010). Los datos
permiten predecir la tolerancia a enfermedades de un individuo sobre la base de
marcadores de genoma completo (Yang et al. 2015). Este método es particularmente
valioso para detectar genes o alelos responsables de variacion cuantitativa en caracteres
de especies para las cuales no se tienen estudios gendmicos previos, tales como
progenitores silvestres de plantas cultivadas, cultivos de importancia econémica menor,

y otras especies poco caracterizadas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacién

La presente investigacion se llevé a cabo dentro del Proyecto de Mejoramiento Genético
de Jitomate para Invernadero del Instituto de Horticultura de la Universidad Auténoma
Chapingo (UACh).

Se empled un invernadero de nivel tecnologico medio, cubierta plastica calibre 600 con
transmision de luz de 60 %, y ventilacion frontal, lateral y superior protegida con malla
anti-afidos, ubicado en el Campo Agricola Experimental de la UACh (19°29°35” LN,
98°52°19” y 2,267 msnm).

El inéculo se preparoé en el laboratorio de fitopatologia del Departamento de Parasitologia

Agricola.

Los estudios de GBS se realizaron via servicios de LANGEBIO-CINVESTAV-IPN

5.2. Genotipos evaluados

Los genotipos evaluados fueron 92 lineas homocigéticas avanzadas de tomate (F10 a
F12) del Proyecto de Mejoramiento genético de tomate en la “Universidad Autdbnoma
Chapingo” (UACh), México, generado a partir de la segregacion de las poblaciones
seleccionadas que se originaron a partir de cruces entre hibridos comerciales.

5.3. Preparacion del inéculo

El aislamiento de Rhizoctonia solani utilizado en este estudio, se obtuvo de la coleccion
de la Universidad Autonoma de Chapingo, del departamento de Parasitologia Agricola.

Para la inoculaciéon de las plantulas, se utilizaron placas con Rhizoctonia solani crecida
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en medio de cultivo de papa dextrosa agar (PDA, 200 gr papa, 15 gr dextrosa, 20 gr agar-
agar en 1 L de agua destilada), 1000 placas preparadas con medio de cultivo, fueron
sembradas con un bocado de 5 mm del patdégeno y posteriormente fueron incubadas por
7 dias a 25 °C. Al concluir el tiempo de incubacion, se prepar6 una solucion de hifas y
esclerocios del patégeno en agua estéril, obtenida de licuar el contenido de 5 placas de
Petri, por litro de agua, de esta manera para todas las placas para 200 litros de solucion,
ademas se agrego Tween 20 como emulsionante. La concentracién de la suspension
empleada fue 322 x103 a 35 x10* esporas ml"' de Rhizoctonia solani, medida con un

hemocitémetro.

5.4. Prueba de patogenicidad

Las lineas se sembraron en esponja agricola de 2x2x2 cm y se trasplantaron a los 18
dias después de la siembra (DDS) en tinas con dimensiones de 120x240 cm. con
capacidad de 400 litros, bajo un sistema de balsa flotante mediante placas de poliestireno,
con densidad de 166 plantas por metro cuadrado, La solucién nutritiva utilizada fue la
propuesta por Adaia (2000) para tomate.

A los 23 DDS se retird la solucion nutritiva de las plantas durante tres horas, se recortd
la raiz dejando una longitud de 2 cm fuera de la esponja, y posteriormente fueron
sumergidas en el indculo durante tres horas. Finalmente, las plantas fueron ubicadas en

las tinas con solucion nutritiva para su desarrollo

La unidad experimental (UE) consistié en 5 plantas. El disefio experimental fue bloques

completos al azar desbalanceado con dos repeticiones.
Los caracteres evaluados fueron:

Altura de planta promedio (en cm), determinada en tres oportunidades, a los 23 (inicio de
la prueba), 30 y 38 DDS (final de la prueba), a partir de 3 plantas de la UE.

Clorofila (Unidades SPAD-502), determinada a partir del promedio de tres plantas por
UE alos 37 DDS. Que mide la transmisién de luz a 650nm y 940nm.
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Al finalizar la prueba, 38 DDS, se registro:

Longitud de raiz (LR, en cm). Se obtuvieron fotografias digitales de las raices con
presencia de una escala lineal conocida. Con el paquete Image J se determino el
promedio de la longitud de raices.

Las plantas se desecaron en raiz, tallo y hojas y se registré:

Area foliar (en cm?). Las hojas se colocaron en superficie plana de color blanco y se
obtuvieron imagenes digitalizadas con la presencia de una escala de medicion lineal

conocida. Posteriormente, mediante el paquete Imaged, se estimé el area foliar.

Las estructuras se secaron en secadora de aire forzado a 50 °C durante 5 dias y se

obtuvo mediante balanza analitica OHAUS 310g * 0.1mg calib inter. mod. discovery.
Peso seco de parte aérea (PSA, en g), incluyendo tallos y hojas.

Peso seco de raiz (PSR, en g).

5.5. Analisis de datos fenotipicos (fenotipificacién)

Se realizd un analisis de varianza para las variables evaluadas con el paquete estadistico
SAS, version 9.4. Comparaciones de media de Tukey y correlaciones de Pearson con las

relaciones entre tratamientos y testigos.

Se obtuvieron las correlaciones fenotipicas y genéticas, la heredabilidad en sentido
amplio, asi como los mejores predictores lineales e insesgados (BLUP, por sus siglas en
idioma inglés) mediante el programa Meta R version 6.0 .1 (Schwarzeral, 2020)
(CRAN.R-project.org/package=meta) considerar un disefo de bloques completos al azar
y un modelo lineal mixto. Realiza un analisis multivariante utilizando el método de maxima

verosimilitud.
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5.6. Analisis de datos gendmicos (genotipificacion)

5.6.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los genotipos se realizo, a partir de tejido de plantula de hojas
verdes, tiernas, sin dafo aparente, de 35 dias de edad, desarrolladas en bandejas de

poliestireno con 200 cavidades con turba como sustrato.

El tejido vegetal se triturd y pulverizé con ayuda de nitrogeno liquido. La extraccion de
ADN se realizé con el método CTAB (bromuro de alquiltrimetilamonio). La pureza e
integridad del ADN se realizé mediante el corrimiento de un gel de agarosa con
concentracion de 1.5 %. 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 Autbnoma 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 realizd con el equipo llumna NextSeq 2x75 en el
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Langebio).

5.6.2. Descubrimiento y procesamiento de datos de SNP

Para el mapeo y genotificacion de SNPs se emple6 el genoma de referencia
Slycopersicum 390. Dicha informacién se encuentra disponible a través de internet en la
siguiente direccion: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Se utilizé el software
NGSEP 4.0.1 y Bowtie 2.3.5.1 para alinear las lecturas con la referencia y descubrir
SNPs. Se utilizo el software NGSEP para la anotacion funcional de las variantes, el
filtrado y la conversion de archivos a formato VCF y otros formatos para su posterior
analisis. Ademas, se empled el software Flapjack 1.19.09.04 para visualizar los SNPs

presentes en cada genotipo.
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Los datos genotipicos fueron evaluados con el paquete TASSEL, el cual evalua
asociaciones de rasgos complejos en diversas muestras, patrones evolutivos y
desequilibrio de ligamiento (Bradbury, 2007). El archivo VFC proveniente del programa
eclipse. Fue procesado en el paquete TASSEL v5.2.60, el mapeo de asociacion se
calculé siguiendo el PCA (analisis de componentes principales) y GLM (modelo lineal
general). Se generaron las graficas de manhattan y se determind la altura de corte

significativa para casa asociacion.
5.7. Localizacion de SNP en el genoma de Solanum lycopersicum.

Se ubicaron cada uno de los SNP significativos de todas las variables en del genoma de
tomate Solamun licopersicum iTAG2.4.obtenido del portal Phytozome (Hornick et al.,

1997) (bttps://phytozome.jgi.doe.gov). Asi mismo, se detectaron genes aledafos a los

marcadores para verificar su funcion y verificar su posible asociacion con la tolerancia a

Rhizoctonia solani.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacién con Rhizoctonia solani garantizé la entrada del patégeno a la raiz. Durante
los cinco dias posteriores, las raices inoculadas presentaron una coloraciéon marron, lo
que se represento los sintomas ocasionados por la enfermedad; es decir, la pudricion de
raiz (Shahzad et al., 2019). Sin embargo, dias después se observd una recuperacion
considerable y la infeccion no alcanzoé la base de la planta, esto se explica debido a que
las plantas poseen genes de diversos mecanismos de defensa cuya activacion protege al

ataque de agentes patdgenos (Gomez & Reis, 2011).

De acuerdo con los analisis de varianza (Cuadro 1) se detectaron diferencias estadisticas
(p<0.01) para el factor lineas en todas las variables, excepto para LR. Con respecto a la
inoculacién de Rhizoctonia solani (RH) y su testigo sin inoculacién, modificé las variables
evaluadas a excepcion de PSR. Los coeficientes de variacion tuvieron valores aceptables

a excepcion de los caracteres asociados a AF y LR.

Cuadro 1 . Cuadrados medios de analisis de varianza de variables fenotipicas de
92 lineas (F10 a F12).

FV GL ALF SPAD PSR PSA AF LR C

L 95 270066 ** 3578 ** 0.122 ** 1.845 ** 78209.53 ** 27.17 0.0008
RH 1 578641.62 ** 1166.44 ** 0.079 109.502 ** 7385744.88 ** 279.24 ** 0.3127 **
L*RH 95 667.91 6.93 0.030 0.323 17359.69 11.66 0.0004
BLO 1 620312.05 ** 4.76 3.679 ** 73.992 ** 4977721.92 ** 490.61 0.0304 **
Error 287 747.10 12.61 0.035 0.381 19941.63 41.79 0.0008
Total 479

CV % 14.74 9.75 12.61 21.289 24 .34 37.11 20.4837
Media 185.38 36.40 1.488 2.899 579.98 17.41 0.1418

*significancia con p< 0.05; ** significancia con p< 0.01: FV: fuentes de variacién; GL: grados de libertad;
CV: coeficiente de variacion; AL: altura de planta; USPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA:
peso seco aéreo; AF: area foliar; LR: largo de raiz; C: tasa de crecimiento de la planta.

De acuerdo con las comparaciones de medias del factor RH (Cuadro 2), la inoculacion
del patogeno disminuyo significativamente el desarrollo de la plantula, expresado en la
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reduccion de AP, PSA, AF y LR (p<0.05); sin embargo, se incrementaron las unidades
SPAD (p=<0.05), asociado a la concentracién de clorofila. En el caso de PSR no hubo

diferencia en los dos tratamientos.

Cuadro 2. Comparacion de medias de caracteres fenotipicos para el factor RH

RH ALF SPAD PSR PSA AF LR C

Sin 22183 a 3440 b 148 a 342 a 71568 a 1623 b 0.172
Con 161.08 b 37.7a a 1.49 a 255 b 4894 b 1820 a 0.121
DMS 5.12 0.66 0.035 0.115 26.45 1.21 0.0054

RH: Rhizoctonia solani; DMS: diferencia minima significativa; ALF: altura final de planta; SPAD: Unidades
SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF: area foliar; LR: largo de raiz; C: tasa de
crecimiento de la planta.

La comparacion de medias de las lineas (Cuadro 1A) no permitio identificar desde el
punto de vista estadistico en forma clara aquellas con mayores ventajas en cuanto a la
tolerancia a la enfermedad en términos de desarrollo, ya que los grupos de significancia
agruparon numerosas lineas. Las lineas L64, L43, L60, L71 y L59 fueron las que

destacaron en mayor numero de caracteres con alta expresion.

Los valores de heredabilidad de los caracteres evaluados fueron relativamente bajos,
entre 0.57 y 0.47; lo cual refleja también los bajos valores de varianza genotipica, entre
0.007 y 0.005. Asi, el PSR mostré la mayor heredabilidad, situacion atribuida a efectos
aditivos, aunque los valores del resto de variables es similar, lo que indica que alrededor

de 50 % de los efectos genéticos son atribuidos a varianza aditiva.
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Cuadro 3. Réplicas, varianza genotipica y la heredabilidad de los datos fenotipicos
se estimaron a partir del analisis de varianza utilizando un analisis de prueba en

multiples entornos con el software R (Alvarado et al. 2015).

FV Replica Varianza genotipica og? Heredabilidad

ALF 3 0.004074655 0.5034228
SPAD 3 0.002828417 0.52877943
PSR 3 0.007095971 0.57707315

PSA 3 0.008120219 0.47063912

AF 3 0.00923561 0.5293612

LR 3 0.021905212 0.51315291

C 3 0.005167001 0.49124434

FV: fuentes de variacion; ALF: altura final de planta; USPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz;
PSA: peso seco aéreo; AF: area foliar; LR: largo de raiz; C: tasa de crecimiento de la planta.

Los coeficientes de correlacion de Pearson entre pares de rasgos revelaron que AP se

asocio en forma positiva con todos los caracteres, a excepcion de SPAD. En contraste,

las unidades SPAD se relacionaron en forma da negativa con todos los factores excepto

con PSR.

El peso seco de la parte aérea de la planta junto con AF fueron los caracteres con mayor

asociacion (p <0.01). Sin embargo, la falta de asociacion significativa entre la tasa de

crecimiento en altura de plantula C con el PSR indica cierta independencia entre estas

dos estructuras, aunque la relacion con LR fue significativa con 0.55.

Cuadro 4. El coeficiente de correlacion de Pearson entre variables fenotipicas
evaluadas.

AP SPAD PSR PSA AF LR
SPAD -0.294 **
PSR 0.3055 ** 0.09542
PSA 0.6133 ** -0.17929 **  0.6444 **
AF 0.6804 ** -0.28273 **  0.5715 **  0.8994 **
LR 0.5767 ** -0.4104 **  0.2392 **  0.5777 **  0.6342 **
C 0.7683 ** -0.3928 ** 0.074 0.3734 ** 0.5154 ** 0.5568 **

Los valores con ** y * indican correlaciones con p <0.01 y p <0.05, respectivamente; AP: altura de planta;
USPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF: area foliar; LR: largo de
raiz; C: tasa de crecimiento de la planta.
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Resultados de la secuenciacion del genoma y estructura de la poblacién

Se obtuvo informacién genotipica de las lineas evaluadas al seguir el protocolo GBS
(Genotype-By-Sequencing), de donde se identificaron 22,127 marcadores SNP
polimorficos; de ellos, solo 14,328 fueron funcionales después de un estricto analisis de
filtrado.

Se construyd un dendrograma (Figura 1) con 14,328 marcadores, lo que permitié
distinguir tres grupos. El grupo | esta conformado por 44 lineas, en el cual 93 % de plantas
son de crecimiento indeterminado, el segundo grupo esta conformado por 24 genotipos
con dos tipos de crecimiento, determinado e indeterminado. En ambos grupos hubo
diversidad en cuanto a forma y color de los frutos. Sin embargo, el grupo 3 predomino en

96 % el color rojo de los frutos que lo conforman.

. Grupo |
|:| Grupo I
. Grupo llI

=

Figura 1. Dendrograma generado mediante distancias genéticas de identidad por estado (IBS)
estimadas con 14.328 SNP de alta calidad y el algoritmo del vecino mas cercano, estimadas a partir
de SNP de alta calidad, de 92 lineas homocigéticas de tomate (Solanum Iycopersicum L.).
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Inicialmente se obtuvieron estimadores BLUE (Best lineal unbias estimators) a partir de
los registros fenotipicos mediante el paquete Meta R. Posteriormente con los 14,328
SNPs utiles identificados por al analisis GBS y mediante el modelo lineal general aplicado
con el programa Tassel, se realizé el analisis GWAS con el cual se valoraron la aportaciéon
de cada uno de los SNPs en la prediccién de los valores fenotipicos estudiados. Los
resultados se muestran graficamente en la Figura 2 a partir de las graficas de Manhattan
(Figura 2) para cada uno de los caracteres evaluados, en las cuales cada punto
represente el valor de probabilidad de la aportacién de cada SNP al caracter fenotipico
en cuestion. Asi mismo, los SNPs se presentan ordenados por cromosoma, y desde el

programa Tassel es posible determinar su ubicacién precisa dentro del cromosoma.

A partir de estas graficas y al basarse en las pruebas de razén verosimilitud (eje de
ordenadas) se identificaron 47 SNPs significativos, los cuales se localizan por encima de
la linea de color rojo. De éstos, doce se encuentran ubicados en los cromosomas 1, 3, 4,
5,6,9y 11 (Cuadro 5) . La AP y SPAD se asociaron a 3 genes cada uno, PSAy PSR a

dos cada uno y LR a uno solo.

P-Values by Chromosome for PSA P-Values by Chromosome for PSR
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P-Values by Chromosome for AF P-Values by Chromosome for LR
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Figura 2. Graficos de Manhattan para 7 rasgos fenotipicos. Todos los valores de -Log1o(P-value)>3
para todo el genoma obtenidos de TASSEL v5.2.67 basados en un modelo lineal general ponderado
con 92 lineas de tomate (Solanum lycopersicum L), con 14,328 marcadores SNP. AP: altura de
planta; USPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF: area foliar; LR:
largo de raiz; C: tasa de crecimiento de la planta . En los graficos de Manhattan, la linea roja indica
el umbral elegido para asociacion significativa del SNP.

Posteriormente, el genoma de referencia de la especie de Solamun lycopersicum
iTAG2.4.0btenido fue obtenido en el portal Phytozome (Hornick et al., 1997)

(https://phytozome.jgi.doe.gov). A partir de éste, se buscaron asociaciones de los SNPs

significativos identificados con el GWAS, ya que se conoce la ubicacion exacta de los

marcadores en el genoma.
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El primer gen asociado a PSA recibié el nombre de Solyc019068260.2.1 el cual se
describe como proteina que contiene dominio BRCT, se ha estudiado que esta proteina
se activa al haber dano en el ADN, esto debido a que se han encontrado innumerables
interacciones entre proteinas para el mantenimiento del ADN, ademas tiene funciones en
el metabolismo (Yun & Mark, 2011). Se ha encontrado que el BRCT no solo se involucra
en dafos ocasionados en el ADN, sino también por agentes fisicos a nivel celular ya que

puede adquirir diferentes estructuras y funciones (Wang et al., 2019).

Para el Solyc04g081000.2.1 asociado al factor SPAD, dio como resultado una cercania
con el factor de transcripcion para la familia de genes MADS-box, asociados a diferentes
respuestas de estrés a diversas condiciones como sequia, sal, frio calor y estrés oxidativo
de diferentes especies de plantas (Castelan et al., 2019), también responde a cambios
ambientales que muchas veces influyen en el nivel de clorofila que tiene la planta, es por
ello que se ubico este marcador para este factor, ya que las unidades SPAD tienen alta
asociacion con la concentracién de clorofila de las hojas. Solanum lycopersicum contiene
131 genes MADS, que participan en su mayoria en procesos de crecimiento vegetativo
de las plantas y en algunas respuestas al estrés en diferentes plantas como Arabidopsis,

col china, trigo y arroz (Wang et al., 2019)

Para el caso de la AP, se asoci6 con la proteina repetida tetratricopeptide 15 ubicado en
el cromosoma 5 Solyc05g051840.1.1, relacionada con efectos pleiotrépicos del etileno

que provocan estatura reducida (Rosado et al., 2016).

Solyc06g060080.2.1, asociada al PSR, localiza a la sintasa mitocondrial, que es un
complejo enzimatico altamente distribuido en las membranas transductoras de energia,
su composicion depende de la especie en la que se encuentre (Sanchez & Gonzalez,).
Solyc05g054240.2.1 es una proteina que provoca la metilacion de la arginina, es decir
interrumpe el crecimiento de la planta debido a que la arginina debido a que es la principal

fuente nitrogenada de la planta.
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Cuadro 5.Total de 12 genes de tomate con valores p < 3.00. localizados

SNP

Regién Localizada

Log1o

(p-value)

Descripcion

PSA

SPAD

PSA

ALF

LA

SPAD

ALF

PSR

PSR

ALF

SPAD

CHO01_77385766

CH01_88168077

CHO01_95555980

CHO03_64059284

CHO04_59726166

CH04_65060178

CHO05_62239814

CHO05_64206556

CHO06_37991799

CHO09_177037

CHO09_38969140

CH11_4236484

Solyc019068260.2.1

Solyc01g097250.2.1

Solyc01g108200.2.1

Solyc03g114020.2.1

Solyc04g072750.2.1

Solyc04g081000.2.1

Solyc05g051840.1.1

Solyc05g054240.2.1

Solyc069060080.2.1

Solyc09g005230.2.1

Solyc09g055300.1.1

Solyc11g011160.1.1

3.678

3.069

3.525

4.397

3.695

2.988

4.299

4.878

3.789

3.997

4514

3.067

La proteina que contiene el dominio BRCT
(AHRD V1 * --- D3BB36_POLPA)% 3B
contiene dominio (s) Interpro IPR001357
BRCT.

ADN gendmico cromosoma 5 clon P1 MJJ3
(AHRD V1 * --- Q9FFJ8_ARATH).

Secuencia de insercion completa del clon de
ADNc J013057C16 (AHRD V1 * - * -
B7F5R8_ORYSJ)

Cromosoma 5 de ADN gendmico P1 clon
MQB2 (AHRD V1 ** - QOFM06_ARATH)
Proteina desconocida (AHRD V1)

Factor de transcripcion de la caja MADS
(AHRD V1 *** - Q8L5F5_DAUCA)% 3B
contiene dominios Interpro IPR002100 Factor
de transcripcion% 2C Caja MADS IPR002487
Factor de transcripcion% 2C Caja K

La proteina repetida tetratricopeptide 15
(AHRD V1 ** - B6TY66_MAIZE)% 3B
contiene dominio (s) Interpro IPR011990
helicoidal similar a tetratricopeptide.

Proteina de la familia de la arginina N-
metiltransferasa  (AHRD V1 e -
D7L611_ARALY)% 3B contiene.

Subunidad de ATP sintasa mitocondrial
(AHRD V1 *** - DTRXX9_ORYSI)

ADN gendmico cromosoma 3 clon P1 MDC11
(AHRD V1 ** - QOLTT9_ARATH)

ADN gendmico cromosoma 3 clon P1 MDC11
(AHRD V1 ** - QILTT9_ARATH)

La proteina del grupo de alta movilidad
(AHRD V1 * --—- Q42461_CANGL)% 3B

contiene dominio (s)

SNP polimorfismo de nucleétido Unico; ALF: altura final de planta; USPAD: Unidades SPAD; PSR: peso
seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF: area foliar; LR: largo de raiz; D: tasa de crecimiento de la planta.
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CONCLUSIONES

Se identificaron un total de 14,328 loci SNP en 95 lineas de tomate, y el enfoque GWAS
reveldé 47 marcadores asociados a: asociados a la altura final (10 SNPs), a la tasa de
crecimiento (11 SNPs), al peso seco de raiz (10), a unidades SPAD o concentracion de
clorofila (7 SNPs), al peso seco de parte aérea (5 SNPs), al area foliar (2 SNPs) y a la
longitud de raiz (2 SNPs).

Existe alta frecuencia de marcadores SNPs en los cromosomas 5 y 12, especialmente
asociados a la altura de planta, tasa de crecimiento y peso seco de raiz, caracteres que

reflejan el crecimiento.

El mayor numero de genes reconocidos ocurrié en el cromosoma 1 con 3 genes, el 4, 5

y nueve con dos y el 3, 6 y 11 unicamente con un gen reconocido.

El cromosoma 12 y 5 tiene una alta participacion en los caracteres antes mencionados,
sin embargo, los SNPs localizados no se ubican en ningun gen reconocido actualmente.
Es necesario realizar estudios exhaustivos en estas regiones del genoma ya el presente

estudio identifico0 SNPs asociados a la tolerancia a Rhizoctonia solani, pero aun no se
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sabe que genes estan involucrados asi como su funcion en la tolerancia a esta y otras

enfermedades.
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Cuadro 1A. Comparacion de medias de variables fenotipicas entre lineas

ANEXOS

L ALF J SPAD J PSR J PSA AF LR D

L1 0.83205 a-c  1.10517 ab  0.9547 a-d 0.6293 ab 0.5132 b 1.013 a 0.8786 ab
L10 0.845 a-c 1.05939 ab 09194 b-d 0.7596 ab 0.7696 ab 1.1898 a 0.9166 ab
L11-4 0.66047 a-c 11216 ab 1.0375 a-d 0.9334 ab 0.7974 ab 1.0527 a 0.6488 ab
L12 0.8748 a-c 0.9734 b 1.0472 a-d 1.0539 ab 1.0038 ab 1.6141 a 0.7281 ab
L13 0.92857 a-c  1.06571 ab 1.134 a-d 1.0038 ab 0.964 ab 1.2224 a 0.7743 ab
L14 0.73504 a-c 1.02865 ab  1.0428 a-d 0.8591 ab 0.8822 ab 1.0787 a 0.7005 ab
L15 0.72992 a-c 1.08682 ab 1.0856 a-d 0.8975 ab 0.8837 ab 1.1188 a 0.6721 ab
L18 0.79678 a-c 0.98578 ab  0.9928 a-d 1.0381 ab 0.8378 ab 1.5616 a 0.67 ab
L19 0.63366 a-c 1.09444 ab 0.9684 a-d 0.7265 ab 0.8189 ab  1.4999 a 0.7997 ab
L2 0.72813 a-c  1.07826 ab  1.2359 a-c 0.7951 ab 0.7519 ab  1.3551 a 0.6421 ab
L20 0.82407 a-c  1.02796 ab 1.1573 a-d 0.9565 ab 1.0727 a 1.3006 a 0.7212 ab
L22 0.74478 a-c  1.16038 ab 0.9805 a-d 0.7503 ab 0.6733 ab 1.0084 a 0.6783 ab
L23 0.73288 a-c 1.2254 ab 1.091 a-d 0.6694 ab  0.5894 ab 0.878 a 0.6478 ab
L24 0.7062 a-c  1.05098 ab 1.085 a-d 0.8713 ab 0.7759 ab  1.3636 a 0.6968 ab
L27 0.78704 a-c 1.00782 ab 0.7789 d 0.6301 ab 0.5234 ab 0.9912 a 0.9287 ab
L28 0.71239 a-c  1.11808 ab  1.1036 a-d 0.8428 ab 0.7752 ab  1.0606 a 0.6671 ab
L29 0.66526 a-c  1.05183 ab  1.0313 a-d 0.8081 ab 0.6178 ab 1.0516 a 0.6193 ab
L3 0.66542 a-c  1.05108 ab  0.9914 a-d 0.7158 ab 0.588 ab  1.1507 a 0.6833 ab
L30 0.84255 a-c  1.21059 ab  0.8983 b-d 0.6694 ab 0.5794 ab 1.3607 a 0.7357 ab
L31 0.66507 a-c  1.06725 ab 1.064 a-d 0.7835 ab 0.6484 ab 1.3023 a 0.5268 b
L33 0.7744 a-c 1.05192 ab 0.8929 b-d 0.6581 ab 0.6086 ab 0.9417 a 0.8649 ab
L34 0.83381 a-c  1.20801 ab  1.0386 a-d 0.8277 ab 0.7494 ab 1.2615 a 0.923 ab
L35 0.96095 ab 1.16389 ab  0.8344 cd 0.6865 ab 0.5195 ab  0.9827 a 0.8178 ab
L36 0.76375 a-c 1.23145 ab 0.9587 a-d 0.7633 ab 0.7899 ab 1.1395 a 0.936 ab
L37 0.61978 a-c  1.14183 ab  0.9484 a-d 0.6819 ab  0.6257 ab 0.9823 a 0.6186 ab
L39 0.66289 a-c 1.0005 ab  1.0315 a-d 0.7186 ab  0.7057 ab  1.1298 a 0.716 ab
L40 0.66384 a-c  1.00394 ab 0.9223 b-d 0.7295 ab 0.6455 ab  1.0631 a 0.6698 ab
L41 0.74539 a-c 1.1438 ab 0.8338 cd 0.5722 b 0.5115 b 0.8905 a 0.8071 ab
L4-1 0.68383 a-c 1.13918 ab  1.0177 a-d 0.6869 ab 0.5839 ab 1.1206 a 0.9225 ab
L42 0.71429 A-C 11189 AB 1.1258 A-D 0.9401 AB 0.8974 AB 1.2501 A 0.6683 AB

ALF: altura final de planta; SPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz;

area foliar; LR: largo de raiz; D: tasa de crecimiento de la planta.

PSA: peso seco aéreo; AF:
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Cuadro 1A. Comparacion de medias de variables fenotipicas entre lineas,

continuacion

L ALF J SPAD J PSR J PSA AF LR D

L43 0.76602 a-c 1.28485 a 1.0941 a-d 0.8364 ab 0.7397 ab 1.0684 a 0.7779 ab
L4-3 0.88398 a-c 1.05405 ab 1.0592 a-d 0.6092 ab 0.6392 ab 0.8438 a 0.829 ab
L44 0.68174 a-c 1.13531 ab 0.949 a-d 0.7821 ab 0.6185 ab 1.2455 a 0.7393 ab
L45 0.74074 a-c 1.01259 ab 1.069 a-d 0.8929 ab 0.7148 ab 1.0198 a 0.6301 ab
L46 0.81244 a-c 1.09664 ab 1.0748 a-d 0.7205 ab 0.7078 ab 1.4244 a 0.7273 ab
L47-2 0.82121 a-c 1.15082 ab 0.9114 b-d 0.5755 b 0.5053 b 1.0903 a 0.654 ab
L47-8 0.67816 a-c 1.09613 ab 0.9973 a-d 0.6873 ab 0.5835 ab 1.2487 a 0.8088 ab
L47B1 0.71995 a-c 1.04235 ab 0.9286 b-d 0.6676 ab 0.6253 ab 0.8438 a 0.6954 ab
L47inv 0.71816 a-c 1.09385 ab 0.8496 cd 0.5628 b 0.529 ab 0.9536 a 0.7572 ab
L48 0.69226 a-c 1.12544 ab 0.9542 a-d 0.634 ab 0.5376 ab 1.2928 a 0.6439 ab
L49 0.60156 a-c 1.16142 ab 1.1418 a-d 0.8262 ab 0.786 ab 1.2774 a 0.6252 ab
L5 0.67511 a-c 1.09386 ab 1.1621 a-d 0.7239 ab 0.7126 ab 1.2032 a 0.6561 ab
L50 0.72785 a-c 0.97372 b 0.9438 a-d 0.7478 ab 0.6961 ab 1.3564 a 0.7485 ab
L51 0.74088 a-c 1.15584 ab 1.0251 a-d 0.789 ab 0.6726 ab 0.8283 a 0.6948 ab
L51H 0.84253 a-c 1.16791 ab 1.0613 a-d 0.8828 ab 0.8284 ab 0.9196 a 0.7674 ab
L52 0.92381 a-c  0.9464 b 0.9963 a-d 0.9908 ab 0.934 ab 1.0578 a 0.8947 ab
L53 0.68027 a-c  1.0727 ab 1.1414 a-d 0.8401 ab 0.7833 ab 1.268 a 0.6061 ab
L54 0.68718 a-c 1.09593 ab 0.9755 a-d 0.771 ab 0.6664 ab 1.0909 a 0.7973 ab
L55 0.77251 a-c  1.11145 ab 1.0438 a-d 1.0078 ab 0.9253 ab 1.2242 a 0.6668 ab
L56 0.56423 c 1.07975 ab 1.1919 a-d 0.7538 ab 0.6952 ab 1.2871 a 0.7382 ab
L57 0.63002 a-c 1.16843 ab 0.9572 a-d 0.6993 ab 0.6014 ab 1.1787 a 0.6456 ab
L58 0.70667 a-c 1.14647 ab 0.9875 a-d 0.7518 ab 0.6578 ab 0.9558 a 0.7141 ab
L59 0.80498 a-c 1.10896 ab 0.9168 b-d 0.7535 ab 0.6173 ab 1.4318 a 0.9922 a
L6 0.67917 a-c 1.07 ab 0.974 a-d 0.6347 ab 0.6408 ab 1.208 a 0.6858 ab
L60 0.82899 a-c 1.12164 ab 1.3866 a 0.77 ab 0.9083 ab 1.2207 a 0.9739 ab
L61 0.5963 a-c 1.07996 ab 0.8752 b-d 0.6118 ab 0.5058 b 0.9404 a 0.74 ab
L62 0.73267 a-c 1.16219 ab 1.2447 a-c 0.7791 ab 0.7217 ab 0.8793 a 0.6464 ab
L63 0.71631 a-c 1.07917 ab 0.9258 b-d 0.68 ab 0.6815 ab 1.246 a 0.8179 ab
L64 0.98403 a 1.24421 ab 1.0489 a-d 0.8684 ab 0.7623 ab 0.9626 a 0.8336 ab
L65 0.69943 a-c 1.09442 ab 1.1116 a-d 09133 ab 0.7779 ab 1.0881 a 0.632 ab
L66 0.7221 a-c 112291 ab 1.1382 a-d 0.758 ab 0.7794 ab 1.4672 a 0.764 ab

ALF: altura final de planta; SPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF:
area foliar; LR: largo de raiz; D: tasa de crecimiento de la planta.
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Cuadro 1A. Comparacion de
continuacion

medias de variables fenotipicas entre lineas,

L ALF J SPAD J PSR J PSA AF LR D

L67 0.6969 a-c 0.94049 b 0.8669 cd 0.6634 ab 0.6047 ab 1.2998 a 0.7395 ab
L68 0.94303 a-c 1.00309 ab 0.8935 b-d 0.576 b 0.5394 ab 1.0191 a 0.9654 ab
L69 0.62667 a-c 1.13537 ab 1.0652 a-d 0.7357 ab 0.6985 ab 1.0828 a 0.5684 ab
L7 0.72583 a-c 1.21973 ab 1.0451 a-d 0.9006 ab 0.6934 ab 1.0503 a 0.6283 ab
L71 0.75685 a-c 1.20076 ab 1.3178 ab 119 a 0.8244 ab 0.8856 a 0.5585 ab
L72 0.60483 a-c  1.0265 ab 1.1642 a-d 0.8458 ab 0.8405 ab 0.8676 a 0.6703 ab
L73 0.77364 a-c 1.05204 ab 1.0159 a-d 0.7409 ab 0.7501 ab 0.91 a 0.8437 ab
L74 0.57931 bc 1.16936 ab 0.8787 b-d 0.5581 b 0.5739 ab 0.9128 a 0.6804 ab
L75 0.71057 a-c 1.11988 ab 0.9631 a-d 0.7728 ab 0.8157 ab 1.3158 a 0.7741 ab
L76 0.65507 a-c 1.00769 ab 0.8842 b-d 0.578 b 0.6313 ab 0.9003 a 0.7768 ab
L78 0.64453 a-c 1.20952 ab 0.9491 a-d 0.649 ab 04878 b 1.1656 a 0.6496 ab
L8 0.84884 a-c 1.02437 ab 1.1843 a-d 0.8991 ab 0.8294 ab 117 a 0.6808 ab
L80 0.66217 a-c 1.22507 ab 1.1955 a-d 0.7399 ab 0.7269 ab 0.9346 a 0.7467 ab
L85 0.71111 a-c 1.13774 ab 1.0179 a-d 0.6637 ab 0.5819 ab 0.9115 a 0.7991 ab
L86 0.70405 a-c 1.10574 ab 0.9776 a-d 0.5939 b 0.6405 ab 0.9003 a 0.6856 ab
L88 0.61214 a-c 1.06869 ab 0.9824 a-d 0.8046 ab 0.7823 ab 1.342 a 0.6918 ab
L89 0.65891 a-c 1.10437 ab 0.858 cd 0.5511 b 0.4779 b 1.445 a 0.5375 b
L9 0.62222 a-c 1.05143 ab 0.9928 a-d 0.7852 ab 0.7054 ab 1.2545 a 0.6282 ab
L90 0.71818 a-c 1.05759 ab 0.9068 b-d 0.6568 ab 0.6589 ab 1.0145 a 0.7383 ab
L91 0.69257 a-c 1.24502 ab 1.0046 a-d 0.8489 ab 0.9193 ab 1.2873 a 0.6683 ab
L92DET 0.73554 a-c 1.07849 ab 1.0532 a-d 0.888 ab 0.8296 ab 1.4388 a 0.7555 ab
Mermaide 0.69728 a-c 1.14012 ab 0.8767 b-d 0.6171 ab 0.5227 ab 1.0676 a 0.6825 ab
RF1 0.66531 a-c 1.05795 ab 0.951 a-d 0.6092 ab 0.5446 ab 1.2383 a 0.7214 ab
RF12 0.73285 a-c 0.95659 b 0.8428 cd 0.5586 b 0.5405 ab 1.085 a 0.9637 ab
RF38 0.76349 a-c 1.19479 ab 0.9491 a-d 0.8468 ab 0.823 ab 1.049 a 0.7542 ab
RF41 0.80952 a-c 1.09862 ab 0.9122 b-d 0.5938 b 0.4981 b 1.1916 a 0.7957 ab
RF46 0.84848 a-c 1.02435 ab 0.9869 a-d 0.6252 ab 0.5807 ab 1.3061 a 0.6722 ab
RF48 0.8463 a-c 1.13524 ab 1.0212 a-d 0.8569 ab 0.677 ab 1.4768 a 0.7705 ab
RF81 0.62745 a-c 1.04801 ab 0.8821 b-d 0.5984 b 0.5565 ab 0.994 a 0.6182 ab
SS2 0.70321 a-c 1.07514 ab 0.981 a-d 0.6169 ab 0.6518 ab 1.2227 a 0.7892 ab
SS5 0.60044 a-c  1.20648 ab 0.9354 b-d 0.5844 b 0.5048 b 1.1404 a 0.6656 ab

ALF: altura final de planta; SPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA
area foliar; LR: largo de raiz; D: tasa de crecimiento de la planta.

. peso seco aéreo; AF:
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Cuadro 2A. SNPs no localizados en el genoma de referencia

FV  SNP posiciones \I;;%gp- FV  SNP posicions \';gﬁ’;e"gp'
PSA CHO1 04430247 94439247 4101 D  CHO6_2000624 2,000,624 3.869
ALF  CHO2_ 18263926 18,263,926 4.085 PSA CHO6_29180870 29,180,870 3.747
PSR CHO2 20741490 20,741,490 4572 AF  CHO06_7931753 7,931,753 5.899
LR CHO2_ 24487760 24,487,760 3.721 SPAD CHO7_19871869 19,871,869 3.664
PSR CH03 3515857 3,515857 3.698 SPAD CHO7 19871912 19,871,912 3.794
PSR CH03 47031938 47,031,938 3.86 PSR CHO08_36291080 36,291,080 4.713
AF  CHO3 48949711 48949711 4625 PSR CHO09 62562197 62,562,197 3.624
PSA  CHO5 41434152 41,434,152 3586 ALF  CH11_29957977 29,957,977 4.314
ALF  CHO5_43804667 43,894,667 464 D  CH12_ 16664450 16,664,450 3.852
PSR CHO5 51585810 51,585,810 3.615 D  CH12 21846495 21,846,495 3.909
D  CHO5 64206556 64,206,556 4.878 D  CH12 27331920 27,331,020 3.909
D  CHO5 64206556 64,206,556 4.878 D  CH12 32759826 32,759,826 3.909
D  CHO5 64206556 64,206,556 4.878 PSR CH12 33393174 33,393,174 4.141
SPAD CHO5_7742809 7,742,809 3.145 SPAD CH12 3480683 3,480,683 3.491
ALF  CHO5 8785397 8785397 4.681 D  CH12 56922034 56,922,034 3.755
ALF  CHO5_ 9515985 9,515985 4.467 D  CH12 8054988 8,054,988 3.909
ALF  CHO5 9950190 9,050,190 4436 PSR CH12 9562887 9,562,887 3.9

ALF: altura final de planta; SPAD: Unidades SPAD; PSR: peso seco de raiz; PSA: peso seco aéreo; AF:
area foliar; LR: largo de raiz; D: tasa de crecimiento de la planta.
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