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INTRODUCCION

El cultivo de tomate es de fundamental importancia en la actividad horticola nacional e
internacional. Es uno de los cultivos principales en cuanto a superficie sembrada y
rendimiento. La semilla mejorada genéticamente constituye la principal fuente de
agregado de valor a los productos primarios agricolas. Sin embargo, el pais posee un
perfil netamente importador de semillas horticolas, especialmente para tomate.

La morfologia del fruto en tomate tiene importancia econdmica, histérica y bioldgica.
Desde el punto de vista econdmico la forma del fruto define el destino de la produccién
(mercado en fresco o industria) y la eleccién del consumidor en el mercado en fresco
(Rodriguez et al 2013). Desde el punto de vista historico, la forma del fruto ha sido un
criterio de seleccion durante el proceso de domesticacion y mejoramiento del cultivo. Y
desde el punto de vista biolégico, la morfogénesis es un mecanismo complejo y
diverso entre los distintos tipos de 6rganos y entre las especies (Rodriguez et al 2015).
En consecuencia nos enfocamos en la morfologia del fruto en tomate para identificar
genes candidatos y descubrir los mecanismos moleculares subyacentes a la
diversidad presente en los frutos.

OBJETIVO

El objetivo del trabajo fue estudiar la variabilidad genética para caracteres de
morfologia de fruto en cruzamientos entre cultivares de tomate e identificar regiones
en el genoma que controlan estos caracteres por tecnologias de secuenciacion de
altima generacion.

METODOLOGIA

Se eligieron como genotipos progenitores cuatro cultivares de tomate (Solanum
lycopersicum) que difieren para caracteristicas de fruto de interés, tales como peso,
numero de l6culos, y regularidad externa del fruto. Se obtuvieron mediante castracion
y polinizacién manual los hibridos F; y luego por autofecundacién las poblaciones F,
derivadas de los cruzamientos: Old Brooks x Voyage y Yellow Stuffer x Heinz 1439. Se
cosecharon un promedio de 8 frutos por planta en 122 plantas de la generacion F,
Heinz 1439 x Yellow Stuffer y 79 plantas de la generaciéon F, Old Brooks x Voyage. La
cosecha fue realizada en forma manual y escalonada a medida que los frutos
alcanzaban la madurez. Se tom6 en cada fruto el peso (en g), y luego se los cortd
transversalmente por su didmetro mayor para cuantificar el nimero de léculos. Se
escane0 cada mitad del fruto y a partir de las imagenes se realiz6 la medicion
automética de atributos morfolégicos con el software Tomato Analyer 3.0 (Rodriguez et
al 2010). Los atributos que analizamos con el software fueron area y grado de
uniformidad de la superficie exterior (GUSE). Como el progenitor Voyage presenta la
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caracteristica de tener carpelos no fusionados, se evaludé visualmente esta
caracteristica en la poblacibn F, Old Brooks x Voyage. Se estimaron en las
poblaciones F; los valores medios y desvios estandares para todos los caracteres. Se
analizé la normalidad de los caracteres por la prueba de Shapiro-Wilk. También se
realizaron los histogramas de frecuencia para cada caracter. Se estimd la
heredabilidad en sentido amplio o Grado de Determinacién Genética (GDG) a través
de una ANDEVA. Se evalu6 la existencia de correlacion fenotipica entre todos los
caracteres (Mariotti y Collavino 2014).

Para identificar las regiones genémicas subyacentes a la variabilidad en la morfologia
de los frutos se utiliz6 la metodologia QTL-seq (Takagi et al 2013). Se tomé como
caracter de estudio el tipo de carpelo (fusionado vs no fusionado) en la poblacion F,
Old Brooks x Voyage. Para formar los bulks (grupos) se escogieron en la poblacion F,
10 plantas que mostraron carpelos fusionados y 10 plantas que mostraron carpelos no
fusionados. ADN de buena calidad y cantidad extraido por protocolos estandares
(Bernatzky y Tanksley 1986; Fulton et al 1995) fueron homogeneizados en
concentracién y mezclados por grupos (fusionados vs no fusionados). Las muestras de
los dos grupos se enviaron a secuenciar en un flow cell de 2x101 pair ended con una
cobertura del genoma de 16X en el Centro de Acceso a la Tecnologia del Genoma o
GTAC (Universidad de Washington, Saint Louis, Missouri, USA) con un equipo lllumina
HiSeq 2500. Las secuencias fueron alineadas contra la secuencia de referencia (The
Tomato Genome Consortium 2012) a través de la herramienta bowtie2. Otras
herramientas bioinforméticas se utilizaron para identificar el polimorfismo molecular
subyacente a las diferencias fenotipicas de los dos grupos (llla-Berenguer et al 2015).

RESULTADOS

Estudios variabilidad genética en la Poblaciéon F, Heinz 1439 x Yellow Stuffer

Caracteres X DE | GDG | Probabilidad Numero Area
de (sz) GUSE
Peso (9) 70,60 | 2511 | 0,43 <0,0001 l6culos
Numero de Peso (g) 0.47 0.92 0.19
l6culos 4,27 1,02 0,28 <0,0001 g — P .
- Nimero 0.53 0.19
Area(cm? | 22,94 | 6,33 | 053 <0,0001 de léculos stk "
Area 0.37
GUSE 1,60 0,47 0,20 <0,0001 (cmz) kkk
Tabla 1: Valores promedios (X), desvios estandares (DE), Tabla 2: Correlaciones de Pearson entre todos los
GDG vy su valor de probabilidad para todos los caracteres caracteres evaluados e*n la geniiff*lm F2> Heinz
evaluados en la generacién F, Heinz 1439 x Yellow Stuffer. 1439 x Yellow Stuffer.*P<0,05; P< 0,00001;
*hkk P < 0,0001.
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Estudios de variabilidad genética en la Poblacion F, Old Brooks x Voyage

- Ndmero < 2
X DE GDG | Probabilidad < Area (cm”) GUSE
Caracteres de I6culos
Peso (g) 0,63 0,89 0,49
Peso (g) 7457 | 34,23 | 0,50 <0,0001 e e e
- NUmero de 0,5 0,71
Area (sz) 26,35 8,85 0,62 <0,0001 l6culos il ool
- o 2 0,47
Ndmero de 660 | 278 | 069 <0,0001 Area (cm’) o
loculos
GUSE 2,52 1,20 0,36 <0,0001
Tabla 3: Valores promedios (X), desvios estandares (DE), Tabla 4: Correlaciones de Pearson entre todos los
GDG y probabilidad para todos los caracteres evaluados en caracteres evaluados en la generacion F, Old
la generacion F,Old Brooks x Voyage. Brooks x Voyage. ***** P<0,00001; ****P <0,0001.
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Todos los caracteres se distribuyeron de manera normal. Los valores de GDG fueron
altamente significativos para todos los caracteres y variaron entre 0,20 para el caracter
GUSE en la poblacién F, Heinz 1439 x Yellow Stuffer y 0,69 para el nimero de l6culos
en la Poblacion F, Old Brooks x Voyage. Los caracteres evaluados estuvieron todos
correlacionados entre si (p<0,05) encontrandose los indices de correlacion mas altos
entre los caracteres peso y area del fruto en ambas poblaciones.

En la poblacién F, Old Brooks x Voyage, el caracter tipo de carpelo (fusionados versus
no fusionados) segregd en forma mendeliana (relacion 3:1, x*> = 1,12 ns) lo que
indicaria que el caracter estaria controlado por un Unico locus.

La evaluacion del polimorfismo molecular entre los grupos fenotipicos discrepantes a
través de todo el genoma de tomate, permitid6 detectar una region localizada en la
posicion 41,41 Mb del cromosoma 6 asociada al tipo de carpelo fusionado versus no
fusionado (Gréfico 3).



Grafico 3: Identificacion de la
1.0 regibn gendémica controlando
Cromosoma 6 tipo de carpelo en la poblacion
F, OIld Brooks x Voyage
(marcada con un asterisco).
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CONCLUSIONES

Se concluye que en las poblaciones segregantes evaluadas se encontrd variabilidad
genética para caracteres relacionados a la morfologia del fruto en tomate y que la
aplicacion de tecnologias de secuenciacién de Ultima generacion (NGS) en grupos
fenotipicos discrepantes en estas poblaciones permitiria identificar las regiones
gendmicas que controlan estos caracteres de interés.
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