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RESUMEN

En estudios anteriores, se han identificado en el laboratorio del Prof. José Manuel Pérez Pérez varios
polimorfismos que presentaban una asociacidn significativa con la formacién de callos ectépicos en las
lineas de la coleccion Varitome-COMAYV cuando se cultivan in vitro. En este trabajo se ha evaluado la
eventual cosegregacidn entre uno de estos polimorfismos y la formacion de callo ectdpico en cuatro
familias F, obtenidas tras el cruzamiento de dos lineas de Solanum lycopersicum y otras dos de S.
pimpinellifolium que formaban callos ectdpicos con otras lineas que no los formaban. Para determinar
la presencia de este polimorfismo, se ha llevado a cabo un andlisis de CAPS tras la amplificacién por
PCR de la regién del ADN gendmico que contiene dicho polimorfismo. Ademads, se ha determinado el
fenotipo de crecimiento temprano y la formacién de raices adventicias en respuesta a herida en
plantulas mutantes more adventitous roots (mar), aisladas previamente por una mayor produccion de

raices adventicias en el tallo en condiciones de invernadero.

PALABRAS CLAVE: Solanum lycopersicum, Solanum pimpinellifolium, formacién de callo, raices

adventicias, Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS).

ABSTRACT

In previous studies, in the laboratory of Prof. José Manuel Pérez-Pérez, several polymorphisms were
identified that showed a significant association with the formation of ectopic callus in the lines of the
Varitome-COMAV collection when cultured in vitro. In this work, the subsequent cosegregation
between one of these polymorphisms and the formation of ectopic callus was evaluated in four F;
families obtained after crossing two Solanum lycopersicum and two S. pimpinellifolium lines that
formed ectopic callus with other lines that did not. To determine the presence of this polymorphism,
a CAPS analysis was performed after PCR amplification of the region of genomic DNA containing this
polymorphism. Furthermore, the early growth phenotype and the formation of adventitious roots in
response to wounding were determined in more adventitous roots (mar) mutant seedlings, previously

isolated by a greater production of adventitious roots in the stem under greenhouse conditions.

KEY WORDS: Solanum lycopersicum, Solanum pimpinellifolium, callus formation, adventitious roots,

Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS).
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1. INTRODUCCION
1.1. Evolucidn del tomate

El tomate que se cultiva en la actualidad (Solanum lycopersicum) es un miembro de la familia
Solanaceae (Nuez et al., 2008) (Figura 1). Sus origenes silvestres apuntan al oeste de Sudamérica,
incluyendo las Islas de las Galapagos, y el ancestro silvestre mas cercano es Solanum pimpinellifolium
(SP), que originariamente, proviene de las regiones costeras de Perl y Ecuador (Peralta y Spooner,
2005) (Figura 1). Solanum lycopersicum se divide en dos variedades botanicas: Solanum lycopersicum
var. cerasiforme (SLC) y Solanum lycopersicum var. lycopersicum (SLL). SLC es nativa de los Andes de
Ecuador y Perq, y también se encuentra en areas subtropicales. Puede crecer como especie silvestre,
en jardines, junto a carreteras, y como cultivo, prosperando en los ambientes himedos de Ecuadory
Peru (Blanca et al., 2015). Mientras que SP, generalmente se encuentra mas en las costas secas de

Peru y la costa mas hiumeda de Ecuador (Blanca et al., 2015).
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Figura 1. Arbol filogenético del género Solanum. Las especies en rojo producen frutos rojos o naranjas mientras
que las especies en verde producen frutos verdes o morados. SC significa que son autocompatibles mientras que

Sl significa autoincompatibilidad. Figura tomada de Bedinger et al. (2010).

La domesticacidn del tomate sigue siendo incierta, especialmente en cuanto al papel de SLC en
este proceso. La hipdtesis que mas sentido cobra es que SLC sea un intermedio evolutivo entre SP y
SLL, ya que no hay barreras reproductivas entre SP y SLC, y este proceso habria ocurrido en
Mesoamérica, en Ecuador, o en Peru (Blanca et al., 2012). Pero alternativamente, podria ser también
que SLC sea el resultado de la hibridacidn entre SP y SLL (Ranc et al., 2008). Volviendo a la primera

hipdtesis, se ha propuesto un proceso de domesticacidon en dos etapas para el tomate. La primera
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etapa consistio en la seleccién de SP o SLC primitivo por los agricultores en Ecuador y Peru. La segunda
etapa ocurrié en Mesoamérica, donde SLC fue seleccionado hasta convertirse en SLL, que es la forma
cultivada del tomate. Datos genéticos confirmaron que las variedades europeas de SLL se originaron

en Mesoamérica y constituyen la base genética de las variedades antiguas de SLL (Blanca et al., 2012).

Se cree que hubo un posible cuello de botella genético ocurrido durante la migracién de SLL
desde Mesoamérica a Europa, lo que redujo mucho la variedad genética en tomates cultivados
(Tanksley y McCouch, 1997). En los ultimos 100 afos, se ha tratado de mejorar SLL para resistir a
enfermedades, adaptarse a diversas dreas de produccidn, rendimiento y uniformidad, todo ello
introduciendo muchas introgresiones de SP y otros parientes del tomate, para de esta manera ampliar
de nuevo la diversidad genética de SLL (Sim et al.,, 2011). Estos programas de mejora también
seleccionaron rasgos especificos para los mercados de tomate fresco y procesado. Los rasgos
seleccionados durante la domesticacion del tomate fueron principalmente el peso del fruto y, en
menor medida, su forma. Varios genes que afectan estos rasgos han sido identificados (Blanca et al.,

2015).

1.2. El tomate como modelo de experimentacion vegetal
1.2.1. Solanum lycopersicum

El tomate cultivado (SLL), se ha consolidado como un modelo de referencia en la investigacion
vegetal debido a suimportancia econdmica, su variabilidad genética y la facilidad para su manipulacién
experimental (Larriba et al., 2024). Ademads, la secuenciacion completa de su genoma ha
proporcionado una base sélida para estudios genéticos, moleculares, y biotecnoldgicos, permitiendo

avances significativos en diversas areas de la biologia vegetal (The Tomato Genome Consortium, 2012).

La popularidad del tomate entre los cientificos ha aumentado con el tiempo, convirtiéndose en
un organismo modelo para programas de investigacion. Esto se debe a varias razones: la capacidad de
cultivar tomate en diferentes condiciones, lo que permite entender su adaptabilidad a diversos
estreses abiodticos (frio, sequia, etc.). Su ciclo de vida es relativamente corto. Posee insensibilidad al
fotoperiodo, es decir, es capaz de florecer y producir semillas en cualquier condicion de duracién del
dia. Tiene una alta capacidad de autofecundacion y no presenta depresion por consanguinidad. Otro
aspecto a destacar es la facilidad para la polinizacién e hibridacién controladas. Sumado a todo ello, se
encuentra la simplicidad de su genética, con un genoma relativamente pequefio (estimado en
aproximadamente 900 Mb para el cultivar “Heinz 1706”, utilizado en la secuenciacidn del genoma del
tomate) (The Tomato Genome Consortium, 2012). Por ultimo, esta su capacidad para propagarse
asexualmente mediante injertos, o para regenerar plantas enteras a partir de diferentes partes de la

planta (Bergougnoux, 2014).



En la actualidad, existen otras plantas que se utilizan como modelos de experimentacién, como
Arabidopsis thaliana, el maiz o el arroz. Sin embargo, el tomate se distingue del resto por dos aspectos
principalmente: en primer lugar, es filogenéticamente distinto a estas plantas y, en segundo lugar,
posee caracteristicas morfoldgicas especificas. Por ejemplo, el tomate tiene un habito de crecimiento
indeterminado debido a cambios reiterativos de fases vegetativas a reproductivas (Lozano et al., 2009).
Existe una gran cantidad de mutantes, tanto espontaneos como inducidos por métodos quimicos o por
radiacion, lo que proporciona una valiosa fuente de recursos para los investigadores, permitiéndoles
aislar y comprender la funcion de los genes que regulan el desarrollo y crecimiento del tomate

(Chetelat y Rick, 2005).

Figura 2. Morfologia de S. pimpinellifoliumy S. lycopersicum var. cerasiforme. (A) Morfologia de fruto, (B) seccién
transversal de fruto, (C) inflorescencia, (D) flor, (E) pistilo y estambres, y (F) hojas maduras de SP y SLC. Las lineas
de escala miden 1 cm (A, B, C); 200 um (D, E), 5 cm (F). Imagen tomada de Takei et al., 2021 con algunas

modificaciones.

1.2.2. Solanum pimpinellifolium

S. pimpinellifolium, que tiene frutos pequenos, redondos y rojos, es el antecesor silvestre del
tomate cultivado (Zuriaga et al., 2008) (Figura 2). Fue domesticado en Sudamérica, dando lugar a SLC,
que posteriormente fue mejorado en Mesoamérica para producir el tomate de fruto grande SLL
(Blanca et al., 2012) (Figura 2). La capacidad de SP para hibridar de forma natural con SLL y la
identificacion de numerosos loci de rasgos cuantitativos (QTL) ha permitido la incorporacién de alelos
de SP en los distintos cultivares de tomate, mejorando la resistencia a enfermedades, la tolerancia a

estreses abidticos y otras caracteristicas de calidad del fruto (Xin Wang et al., 2020).

SP se encuentra en las regiones costeras secas de Peru, Ecuador y el norte de Chile, donde las

plantas estan expuestas a condiciones ambientales adversas como aguas subterraneas con altos



niveles de salinidad (Razali et al. 2018). Esta exposicidn prolongada ha dotado a SP de una robustez
fenotipica que se ha perdido en el tomate cultivado durante la domesticacion. Por ello, SP es una
fuente valiosa de genes que pueden mejorar la tolerancia al estrés en el tomate cultivado. Por ejemplo,
la resistencia a la enfermedad bacteriana causada por Pseudomonas syringae pv. tomato se logré

mediante la introgresién del gen de resistencia Pto de SP en SLL (Bai y Lindhout, 2007).

1.3. Sistema radicular del tomate
1.3.1. Raiz principal

El sistema radicular es determinante para el crecimiento de las plantas debido a sus funciones
fundamentales: la absorciéon selectiva de agua y nutrientes, proporcionar soporte mecanico y actuar
como érgano de almacenamiento, servir como barrera selectiva contra patégenos, y en la modulacién
de algunas respuestas al estrés (Alaguero-Cordovilla et al., 2018). Como en la mayoria de las especies
de plantas angiospermas, la raiz principal se forma durante la embriogénesis, que posteriormente
emerge cuando se produce la germinacién y crece de forma pivotante y gravitatoria engrosandose
hasta componerse como tal (Bellini et al., 2014). Pero esto no seria posible sin la primera division
asimétrica del tejido meristematico formado en la embriogénesis, que da lugar al centro quiescente,
gue dispone a su alrededor de numerosas células madre que formaran diferentes tipos de tejidos que

conformaran la raiz principal (Dolan et al., 1993).

1.3.2. Raices laterales

Las raices laterales, que tienen un desarrollo postembrionario, surgen a partir de la raiz principal
y su desarrollo depende principalmente de los maximos de respuesta a auxinas (Du y Scheres, 2018).
Cuando se alcanzan estos picos de auxinas, se comienzan a desarrollar las raices laterales, que
generalmente surgen de las células del periciclo adyacentes al xilema (Motte et al., 2019). Las raices
laterales tienen la funcion de mejorar la exploracién horizontal del suelo y con esto, contribuir en gran
medida a la capacidad de superar a las plantas vecinas cuando explotan el mismo nicho de suelo (Kevei

et al., 2024).

1.3.3. Raices adventicias

Existen raices que surgen de forma postembrionaria que no se desarrollan a partir de tejidos
radiculares. Estas raices, se denominan raices adventicias y se forman a partir de otros tipos celulares
de tejidos maduros (Verstraeten et al., 2014). La aparicidn de este tipo de raices no es lo comun, suelen
desarrollarse cuando se encuentran ante condiciones ambientales de estrés, cuando se produce un
dafio mecanico o se realiza el cultivo de tejido vegetal in vitro (Gonin et al., 2019) (Figura 3). Pero ante
esta circunstancia, se presentan muchas especies que desarrollan de forma habitual raices adventicias

para complementar el funcionamiento del sistema radicular (Bellini et al., 2014). La responsabilidad de
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la formacidén o no de las raices adventicias originarias de cualquier tejido, es la acciéon de las
fitohormonas coordinadas con los estimulos externos. Como en muchos procesos de organogénesis
vegetal, se incluye la acumulacién de la auxina acido indol-3-acético para la iniciacién del proceso de
formacién (Lakehal y Bellini, 2019) (Figura 3). Por otro lado, el etileno es una fitohormona relacionada
con el estrés que se induce rdpidamente en respuesta a varios estimulos ambientales, y su biosintesis
estd controlada por las auxinas y viceversa. En el caso de las raices adventicias, auxinas y etileno actian
de forma sinérgica, por ende, el etileno promueve su formaciéon (Negi et al., 2010) (Figura 3).

Contrariamente, una elevada concentracién de citoquininas inhibe la formacion de raices adventicias
(Kareem et al., 2016) (Figura 3).

Este proceso se divide en tres etapas principales. En primer lugar, cuando se produce la
induccidén por las diferentes condiciones, se da la especificacién y reprogramacion celular. En segundo
lugar, las células fundadoras de las raices adventicias que han sido inducidas, que suelen encontrarse
proximas a tejidos vasculares, comienzan a dividirse formando de este modo los primordios. Por

ultimo, el primordio crece y se establecen las conexiones con el sistema vascular (Alaguero-Cordovilla

et al,, 2021).

Plant recovery

Stem-root development

Undamaged plant Wounding/cutting

pith
xylem
cambium
cortex
epidermis

Soluble .
sugars &
carbohydrates

mmmmmm——

A ;
! . L 2
Hydrogen : Y ~4 Nitric
sulfide [ | S --p| OXide >
' i P Cambi ivisi
A ! o Cambial clell divisions
’ ’
: { : B Al
. Jasmonic ,' '. i \ 4
i Acid \ £ " A
! Degradation [ Stem-root emergence .
! “ Ethylene :
T '
Cytokinin 7 %, %, :
8, ' i
% ’ /, ‘ Strigolactone
Strigolactone iy 4 '°o;~ n Cytokinin
% 9/0; S
Root types __‘_" 9@,/6 Cytokinin and strigolactones
0 Primary Polyphenols 1 <] inhibit further root initiation

’ Lateral
ﬂ Wound-induced
stem formed

Steps over time

Figura 3. Regulacion hormonal y procesos implicados en la formacién de raices adventicias inducidas por el corte

del sistema radicular. Figura tomada de Steffens et al. (2016).

1.4. Formacion de callos vegetales

Un callo es una masa desorganizada de células que se forma como respuesta a heridas en la
planta o en explantos durante el cultivo in vitro de tejidos vegetales. La formacidn de estos callos

supone la desdiferenciacion de algunos de los tejidos del explanto, seguida de divisiones celulares



desordenadas (lkeuchi et al., 2013). Las fitohormonas responsables de la formacidn de callos son las
auxinas y las citoquininas. Cuando estas hormonas se encuentran a los mismos niveles, se induce este
tipo de tejido (Melnyk, 2023). Una vez el callo ha proliferado, los tejidos del callo expresan marcadores
de identidad de raices laterales. Aunque dependiendo de la especie, pueden desarrollarse tallos u
otros drganos, dependiendo también de las condiciones ambientales (Segretin, 2006). En el ambito de
la biotecnologia vegetal, la formacién de callos es utilizada en técnicas de cultivo de tejidos,
permitiendo la clonacidn y propagacion de plantas, asi como la ingenieria genética, ya que, en muchos
casos, es posible la generaciéon de una planta funcional a partir de explantos de callos (Mroginski y

Roca, 1991).

1.5. Mutantes mar

Los mutantes more adventitious root (mar) que he estudiado en este TFG presentan un mayor
numero de raices adventicias que la estirpe silvestre de procedencia, la variedad comercial M82. Estas
lineas mutantes se han obtenido por medio de metanosulfonato de etilo (EMS) y bombardeo de
neutrones (FN) en la Universidad Hebrea de Jerusalén, y han sido cedidas por el Dr. Idan Efroni. Este
proyecto tenia como finalidad identificar los determinantes genéticos en el proceso de formacion de
raices adventicias en tomate mediante el uso de mutantes. Identificaron 16 familias de las 2.100
generadas que presentaron un fenotipo distinto de la estirpe silvestre para la formacién de raices
adventicias en el tallo en condiciones de invernadero. Estas 16 familias fueron sometidas a un analisis
de complementacién identificando asi 14 loci distintos. Un tipo de mutantes interesantes producia un
mayor numero de raices adventicias y el otro producia un menor nimero. Cuatro de estos mutantes

mar se han utilizado en este trabajo.

1.6. Lineas Varitome

La mejora de los cultivos de tomate en el futuro se basa en aprovechar la diversidad genética
presente en sus ancestros. El tomate cultivado SLL evoluciond de poblaciones semidomesticadas y
silvestres de SLC, y éstas a su vez de SP. Esto puede permitir la identificacién de genes que controlan
la calidad del fruto y alelos beneficiosos que pueden haber sido ignorados durante la domesticacion.
Con esta informacion, se busca obtener una comprensidon avanzada de las vias moleculares vy

bioquimicas que impactan las caracteristicas del tomate. (Fernandez-Pozo et al., 2015).

La relevancia de estos estudios también radica en su futura aplicabilidad en los programas de
mejora. Al contar con una poblacién extensa y diversa, ademas de cientos de miles de marcadores
distribuidos a lo largo del genoma, es posible identificar las variantes alélicas responsables del fenotipo
de interés (Huang & Han 2014). Tras la identificacion de las variantes genéticas asociadas al rasgo, se

desarrollan poblaciones de mapeo especificas para validar los posibles genes o QTL candidatos. Una
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vez validados, los individuos portadores de estas variantes pueden ser utilizados en el desarrollo de
variedades comerciales que incluyan el rasgo deseado. Ademas, se puede aprovechar la diversidad
presente en las colecciones de germoplasma y buscar nuevas variantes alélicas en ellas (Mata-Nicolas

etal., 2020).

Para ello, se desarrolld el proyecto Varitome. Este proyecto consta de una gran coleccion de
variedades que representan la diversidad en el centro de origen y domesticacion del tomate. Ya han
sido caracterizadas morfolégicamente la variabilidad de los caracteres vegetativos, del fruto y de la
flor en una coleccidn de 164 entradas de tomate del proyecto Varitome, para el cual también ya esta
disponible el genoma completo. La formacién de callo ocurria en el tomate silvestre (SP) y se fue
perdiendo durante la domesticacién del propio. A parte, en algunas lineas geograficamente préoximas,
la formacidn de callos ectépicos parece estar negativamente correlacionada con la aparicidn de raices
adventicias. (Justamante et al., 2022). Los diferentes SNP identificados han sido anotados y se ha
realizado un analisis de asociacidn a genoma completo o GWAS para detectar regiones candidatas.
Ademas, se ha desarrollado una coleccidon de familias segregantes mediante el cruce de todas las
accesiones con una accesién representativa de cada especie, lo que podria acelerar la validacion de

genes y SNP candidatos (Mata-Nicolas et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En el laboratorio del profesor José Manuel Pérez Pérez se estan realizando diferentes
aproximaciones experimentales para poder entender las bases genéticas de la regeneracion en
plantas, utilizando el tomate (Alaguero-Cordovilla et al. 2021; Larriba et al. 2021a, 2021b, 2022;
Modrego et al. 2023) y Arabidopsis thaliana (Bustillo-Avendafiio et al. 2018; Ibafiez et al., 2020), como

sistemas modelo.

En un trabajo previo, se estudié el crecimiento temprano y la capacidad de formacién de raices
adventicias en respuesta a herida en 164 genotipos de la coleccién Varitome-COMAYV (Mata-Nicolas et
al., 2020). Mediante un analisis de asociacidon a genoma completo o GWA, se identificaron tres regiones
candidatas con varios polimorfismos que presentaron una elevada correlaciéon con la capacidad de
producir callos de forma ectdpica en cultivo in vitro (Justamante et al., sin publicar). Una de estas
regiones candidatas se localiza en el chromosoma 5, en una regién de 29,5 Kb que contiene los genes

SIATHB1 y SIARF24, este ultimo relacionado con la via de sefializacién activada por las auxinas.

A través de nuestra colaboracion con el grupo del Dr. Idan Efroni, de la Universidad Hebrea de
Jerusalén (Israel), hemos recibido semillas de los mutantes more adventitious roots (mar), identificados
en una busqueda de mutantes generados por medio de metanosulfonato de etilo (EMS) y bombardeo
de neutrones (FN) en el fondo genético M82 que presentaban una mayor formaciéon de raices

adventicias en el tallo en condiciones de invernadero.
Se han definido como objetivos en este Trabajo de Fin de Grado:

e Determinar si el polimorfismo presente en la region 5’-UTR del gen SIARF24 estd asociado a la
formacién de callos ectépicos en las lineas de Varitome-COMAYV estudiadas previamente.

e Realizar el fenotipado in vitro de las lineas mar para determinar su fenotipo en la formacion
de raices adventicias en respuesta a herida.

e Llevar a cabo cruzamientos con los mutantes mar para obtener dobles mutantes.

12



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material vegetal

En este trabajo se han utilizado las semillas de la segunda generacion (F) del cruzamiento de
algunos genotipos de la coleccién Varitome-COMAYV, cuyo fondo genético era SLC, que producen callos
de forma natural y que contienen la insercion “TAGTTGGAGGCAC” en la posicion 64811767 del
cromosoma 5 de forma homocigota, con la variedad comercial “Moneymaker” que no produce callos
de forma natural y no contiene esta insercién (Tabla 1). De la misma manera, también se ha
seleccionado algunas F; resultado del cruzamiento de genotipos de la coleccién Varitome-COMAYV,
cuyo fondo genético era SP, que producen callos de forma natural y que contienen la insercidon
“TAGTTGGAGGCAC” en homocigosis, con el genotipo BGV007109, en fondo SP pero que no produce

callos de forma natural y no contiene esta insercion (Tabla 1).

Tabla 1. Familias F2 utilizadas en este trabajo.

BGV006865 (SLC, produce callos) x Moneymaker (SLL)

BGV006229 (SLC, produce callos) x Moneymaker (SLL)

BGV007339 (SP, produce callos) x BGV007109 (SP, no produce callos)

BGV007366 (SP, produce callos) x BGV007109 (SP, no produce callos)

Por otro lado, se trabajé con alguno de los mutantes mar, cedidos por el Dr. Idan Efroni, de la
Universidad Hebrea de Jerusalén (Tabla 2). Se trata de lineas genéticas de tomate obtenidas por ellos,
caracterizdndose por una sobreproduccidn anormal de raices adventicias en condiciones de
invernadero. Como control y fondo genético se utilizé la variedad comercial UC-82 disponible en el
laboratorio, ya que en un estudio previo se indicé de que UC-82 y M82 (variedad de la que provienen
los mutantes y se utiliza como control en el experimento realizado por Beatrice Gedion) comparten
una similitud de entre el 99,33% y 99,74%, presentan un patrén de herencia de haplotipos muy
parecidos y son muy consistentes con un pedigri comun y una seleccion compartida de progenie

parcialmente endogamica (Cambiaso et al., 2020).

Tabla 2. Lineas mar utilizadas en este trabajo.

Cddigo de la linea utilizada Alelo Locus
n5296m1 maril-1 MAR1
e2127m1l mar2-1 MAR2
n2734m1l mar4-1 MAR4
n1747m1l mar5-1 MARS5
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3.2. Seleccion de las lineas de estudio de la coleccidon Varitome-COMAV

Para determinar la presencia o no de la inserciéon en las diferentes lineas parentales de la
coleccion de Varitome-COMAV estudiadas previamente en el laboratorio del Prof. J.M Pérez Pérez
(Tabla 3), se utilizé la herramienta JBrowse de visualizacidon de genomas (Diesh et al., 2023), accesible

desde la pagina de Sol Genomics Network (https://solgenomics.net/). Se localizaba la presencia de la

insercidon “TAGTTGGAGGCAC” en la posicidon 64811767 del cromosoma 5 y se determinaba si estaba
en heterocigosis, homocigosis o no estaba presente, en cada uno de los genotipos seleccionados. Los
genotipos que se han utilizado en este trabajo son SLC que provienen de Mesoamérica y la zona
montafiosa de Ecuador (Figura 4A, B). Por otro lado, los genotipos SP que se han seleccionado son

originarios de la zona costera del norte de Ecuador, asi como del sur de Ecuador y norte de Peru (Figura

4C, D).
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Figura 4. Mapa de ubicaciones de los accé‘s,és selec»t;i‘dnad(‘)‘s (A) Zona de Centroamérica que incluye genotipos
que se encontraban en México y Costa Rica. (B) Genotipos que se encontraban en la zona del interior, al este de
Ecuador. (C) Genotipos que se encontraban en la zona de la costa, al oeste de Ecuador. (D) Zona entre Ecuador
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aparecen los genotipos sin callo (tanto SP como SLC), en verde aparecen SP con callo y en azul SLC con callo.
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3.3. Cultivo in vitro

3.3.1. Esterilizacion y germinacidn de las semillas

En primer lugar, para asegurar las condiciones de esterilidad del material de manipulacién, se
desinfectaron las pinzas con alcohol. Se envolvieron las semillas en paquetes pequefios de papel
Miracloth (8 semillas por paquete). Estos paquetes se sellarony a la vez se identificaron mediante clips

de diferentes colores, correspondiendo cada color a un genotipo distinto.

A partir de aqui, se trabajo en cabina de flujo laminar horizontal modelo AH100 (Telstar). En un
tubo Falcon de 50 mL, se prepard una disolucidn que contenia lejia comercial (37 g de cloro activo por
litro a la salida de fabrica) al 30% ademas de 150 pL de una solucién de Tritén X-100 al 10%. Se
introdujeron los paquetes que contienen las semillas en el tubo Falcon con la disolucidn, y se
mantuvieron durante 15 minutos en agitacion. Transcurridos los 15 minutos, se realizaron 3 lavados
de 5 minutos cada uno con agua destilada autoclavada, en agitacion también (Figura 5A). Después de
haber realizado los 3 lavados, en una placa de Petri se humedecieron con agua destilada autoclavada
2 papeles de filtro, del mismo tamafio aproximadamente que la placa, quedando adheridos a ésta. Con
ayuda de pinzas estériles, se desenvolvieron los paquetes y se pasaron las semillas a la Placa de Petri
sobre los papeles de filtro humedecidos. Para evitar contaminacion y la pérdida de humedad, se
sellaron las placas con Parafilm (Bemis) y se introdujeron en una estufa (P Selecta) a 30°C en oscuridad,
donde permanecerian 3 dias para favorecer su germinacién (Figura 5A). Pasados estos dias, se
transfirieron las placas a una cdmara de cultivo modelo MLR-352 (Panasonic) donde permanecerian

un maximo 7 dias en funcién de su germinacién (Figura 5A).

3.3.2. Fenotipado de las familias F

Tras este tiempo (maximo 7 dias), en las placas, se traspasaron las plantulas a cajas de Petri de
120x120x10 mm que contenian 75 mL de medio de cultivo Murashige & Skoog (M0221, Duchefa
Biochemie) (Figura 5A). Para preparar 1 L de medio de cultivo, se agregaron 800 mL de agua destilada
en un vaso de precipitados y se mantuvo en agitacién constante durante todo el proceso. Luego, se
afiadieron 2,15 g de sales de Murashige y Skoog (M0221, Duchefa Biochemie), 10 g de sacarosa (S0809,
Duchefa Biochemie), 0,5 g de MES monohidrato (M1503, Duchefa Biochemie), y 2 mL de una solucion
de vitaminas Gamborg (G0415, Duchefa Biochemie) a una concentracion de 1x. Un paso fundamental
era que todos los compuestos se disolvieran completamente en el agua destilada. Posteriormente, se
ajustod el pH de la solucién a 5,7 con unas gotas de KOH 1M. Luego, se completd la mezcla con agua
destilada hasta alcanzar 1000 mL usando una probeta graduada y se dividia el contenido en dos
botellas de 500 mL, afiadiendo 3,25 g de Plant Agar (P1001, Duchefa Biochemie) a cada botella. Las

botellas se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos y una vez finalizado este paso, se
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dejé enfriar el medio en un bafio termostatizado hasta 50°C, antes de verterlo en las cajas de Petri a
razéon de 75 mL por placa, en una cabina de flujo laminar horizontal modelo AH100 (Telstar) para

mantener las condiciones asépticas.

Las plantulas fueron transferidas a las cajas de Petri con ayuda de unas pinzas estériles en la
cabina de flujo laminar, repartiendo 8 plantulas equidistantes por cada placa. Después se cerraron y
sellaron las cajas de Petri con cinta Micropore 3MM de 12.5 mm y se guardaron en una camara de
cultivo modelo MLR-352 (Panasonic), con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad y una
temperatura de 25°C, en posicidn vertical y con una inclinacién de 120° para asi favorecer el
crecimiento gravitrépico de las plantas. En estas condiciones se mantuvieron las plantas durante 8
dias. A continuacion, se transfirieron las plantulas a cajas cuadradas SteriVent High de 245x245x120
mm con 100 mL de medio de cultivo cada una, empleando para ello unas pinzas estériles y presionando
con cuidado la base del hipocétilo para hundirla en el medio de cultivo, de forma que la planta quedé
en vertical, poniendo hasta 9 plantas como maximo por caja y se cierran con sus respectivas tapas a
presién. Finalmente se guardaron en camara de cultivo, con un fotoperiodo de 16 h de luzy 8 h de
oscuridad y una temperatura de 25°C. A los 4 dias de estar en la caja (25 dias tras siembra), se tomaron
fotos de las plantas, y se llevd a cabo un andlisis a simple vista para determinar la presencia o no de

callos. Se repitid este proceso a los 11 dias de estar en la caja (32 dias tras siembra).

Tras 24 dias en las cajas, se realizd el trasplante a macetas de 450 mL con una mezcla 1:1 de
sustrato comercial (Projar) y perlita (Projar) y se afiadié en cada maceta 4 g/L de fertilizante de
liberacion controlada Osmocote (Everris). Una vez transferidas todas las plantas al sustrato, se regaron
las plantas y se dejaron en la cdmara de cultivo visitable con 16/8 h de fotoperiodo y una humedad
relativa de 59,8 + 2,5 %, con riego ocasional (cada 2 o 3 dias) por subirrigacién. A los 35 dias de estar
en maceta, se tomaron fotos de las plantas, y se realizé un analisis a simple vista para determinar la

cantidad de raices adventicias producidas.

3.3.3. Fenotipado de las lineas mar

Tras 7 dias maximo en la placa de Petri en la cdmara de cultivo, se traspasaron las plantulas a
cajas de Petri de 120x120x10 mm que contenian 75 mL de medio de cultivo previamente autoclavado
durante 20 min a 121°C. Las plantulas fueron transferidas a las cajas de Petri con ayuda de unas pinzas
estériles en la cabina de flujo laminar (Telstar), repartiendo 6 plantulas equidistantes por cada placa.
Después se cerraron y sellaron las cajas de Petri con cinta Micropore 3MM de 12,5 mm y se guardaron
en una camara de cultivo, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad y una temperatura de 25°C,
en posicidn vertical y con una inclinacidn de 120° para asi favorecer el crecimiento gravitrépico de las

plantulas. Y cuando pasaron 3 dias en las cajas de Petri, se les escindié el dpice de la raiz principal de
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cada planta con un bisturi, para provocar la formacidn de raices laterales y en estas condiciones se
mantuvieron las plantas durante 5 dias, en los cuales se realizé un escaneo de las cajas en los dias 3, 4

y 5 después de la escisién del apice de la raiz principal (Figura 5B).

Después de los 5 dias, se corté por completo el sistema radicular de cada planta en la base del
hipocétilo utilizando un bisturi, para favorecer el crecimiento de raices adventicias en la regién cercana
a la herida, y se transfirieron los hipocdtilos a cajas cuadradas SteriVent High de 245x245x20 mm con
100 mL de medio de cultivo cada una, empleando para ello unas pinzas estériles y presionando con
cuidado la base del hipocétilo para hundirla en el medio de cultivo, de forma que la planta quedd en
vertical, poniendo hasta 6 plantas como maximo por caja y se cierran con sus respectivas tapas a
presion (Figura 5B) . Finalmente se guardaron en cdmara de cultivo con un fotoperiodo de 16 h de luz

y 8 h oscuridad y una temperatura de 25°C.

Lejia Placa de Petri Caja de Petri

A 7 d max
— ’m‘ N

Figura 5. (A) Proceso de esterilizacién de semillas y pase a cajas de Petri tras 7 dias como maximo. (B) Fenotipado
de lineas mar en cajas de Petri, mediante corte del apice de la raiz principal a los 3 dias y corte del sistema

radicular completo tras 5 dias.

Alos 2, 5, 6 y 7 dias de haber cortado el sistema radicular completo, se realizaron escaneos. Y
tras los 7 dias en las cajas, se realizd el trasplante a macetas de 450 mL con el mismo contenido
explicado anteriormente. Una vez transferidas todas las plantas al sustrato y puestas, se regaron las
plantasy se dejaron en la cdmara de cultivo visitable con 16/8 h de fotoperiodo y una humedad relativa

de 59,8 + 2,5 %, con riego ocasional (cada 2 o 3 dias) por subirrigacién.
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3.3.4. Cruces entre mutantes mar

Para realizar los cruzamientos entre los distintos genotipos mar, se tuvo que esperar unos
meses, ya que antes no se dieron las condiciones dptimas para que las plantas se encontraran en
perfecto estado para producir flores. Las flores que se utilizan como parentales masculinos deben
tener los pétalos y sépalos abiertos y los estambres al descubierto con polen (Figura 6A). Se escindian
las flores al completo, y sobre una placa y con la flor sujetada mediante unas pinzas, se golpeaba
suavemente el borde de la placa con las pinzas, de manera que los estambres se sacudian y el polen

caia ala placa.

A B C

Figura 6. (A) Flor abierta y madura para utilizar como parental masculino. (B) Flor cerrada capaz de ser utilizada
como parental femenino. (C) Flor con el pistilo al descubierto lista para ser polinizada por haberle escindido
sépalos, pétalos y estambres. (D) Flor ya polinizada con su correspondiente sobre y etiqueta identificativos. (E)
Flor que ya estd comenzando a crecer formando asi tomate. (F) Tomate maduro a partir de un cruce. Todas las

barras de escala miden 1 cm.

Para la flor que se utilizaba como parental femenino, era necesario que se encontrara con los
sépalos a medio abrir y los pétalos cerrados de manera que cubrieran los estambres y el pistilo (Figura

6B). Se eliminaban los sépalos, pétalos y estambres mediante la ayuda de unas pinzas y con cuidado
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de no girar la flor para no estrangularla. De esta manera, quedaba el pistilo al descubierto, listo para
ser impregnado con el polen previamente extraido, tocando suavemente sobre el mismo (Figura 6C).
Tras realizar este proceso, se empleaba un sobre de papel rotulado con el nombre del parental
masculino para cubrir el pistilo fecundado y evitar cruzamientos indeseados o dafios mecdnicos (Figura
6D). Ademas, se ponia etiquetas con el nombre del parental masculino utilizado también sobre las
ramas de las que emergia la flor fecundada del parental femenino para evitar posibles errores de

identificaciéon. Finalmente se formaba el tomate tras unos dias (Figura 6E, F).

3.3.5. Obtencion de imagenes

Las medidas del fenotipado de las lineas mutantes mar se documentaron mediante la obtencién
de imdgenes de las Cajas de Petri y de las Cajas SteriVent High con un escéner Epson Perfection V330
Photo a través del cual se tomaron imdagenes a color (24 bits) con una resolucion de 1.200 ppp y en
formato de archivo JPG. Las fotos a las plantas de la coleccidn Varitome-COMAYV se realizaron mediante

una camara de fotografia modelo Canon EOS 1100D.

3.3.6. Analisis del fenotipo radicular

Con la finalidad de realizar un analisis estadistico para comprobar si las diferencias observadas
entre las distintas lineas genéticas eran significativas, se realizaron medidas de longitud de la raiz
principal; del nimero y la longitud de las raices laterales y adventicias. Para el estudio de la longitud
de la raiz principal, se analizaron las fotografias obtenidas a los 7 dias después de la siembra con ayuda

del programa Image J (https://imagej.net/ii/). Una vez abierta la imagen en esta aplicacion se procedid

a la fijacion de la escala y posteriormente, de forma manual y con ayuda de la herramienta “freehand
line”, se realizaron trazas por encima de la raiz principal hasta obtener una copia idéntica de la raiz a
estudio. Por ultimo, se anotaron los datos de longitud de cada raiz principal en una tabla de Excel. Para
la longitud de las raices laterales se siguié exactamente el mismo procedimiento, pero 4 dias tras la
escision del apice de la raiz principal. Y finalmente, para la longitud de las raices adventicias, con el
mismo mecanismo, pero se realizaron las medidas 7 dias después del corte del sistema radicular

completo. Todas estas longitudes se pasaban a un documento de Microsoft Excel.

Los datos obtenidos en el programa Microsoft Excel, se analizaron estadisticamente utilizando

el software Statgraphics Centurion XVI (http://statvision.com/statpoint.htm). Primero, se identificaron

los valores atipicos y luego se verifico la distribucion de los datos para cada parametro, transformando
aquellos que no se ajustaban a una distribuciéon normal. Posteriormente, se llevaron a cabo analisis
multifactorial para detectar diferencias entre series, placas y lineas. Por ultimo, analisis de varianza
simple (ANOVA) con un nivel de significacion del 1% para comprobar si existia diferencia significativa

entre las diferentes lineas genéticas.
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3.4. Genotipado de las lineas Varitome-COMAV
3.4.1. Extraccion de ADN gendmico

Una vez se realizaron los distintos fenotipados necesarios, y se seleccioné el material que era de
interés, se procedid a realizar las extracciones de ADN gendémico (ADNg) oportunas. Para ello, se
recogieron 100 mg de tejido vegetal fresco procedente de hojas jévenes en un tubo Eppendorf de 1,5
mL y se mantuvo en hielo. Antes de comenzar la homogeneizacién, fue necesario preparar el tampdn
de extraccidn, el cual contenia 100 mL/L de Tris-CL pH 8,0 (1M), 100 mL/L de EDTA pH 8,0 (0,5 M), 200
mL/L de NaCl (2,5 M), 600 mL/L de agua destilada previamente autoclavada a 121°Cy 1,2 mL/L de la
enzima RNAsa. Una vez preparado el tampdn, se afiadieron 250 L de éste y se macerd el material
vegetal, utilizando un palillo estéril, hasta obtener una mezcla practicamente homogénea.
Seguidamente se agregaron otros 250 pL del tampdn de extraccién y se volvid a macerar hasta
conseguir la homogeneidad. Después se retird el palillo y se aregaron 35 pL (a cada tubo) de SDS al
20%, y se incubd a 65°C en el termobloque durante 5 min. Transcurridos los 5 min, se pasaron los tubos
a hielo, se les afiadié 130 puL de KOAc 5M vy se incubaron en hielo durante 8 min. Después, se
centrifugaron a 4°C durante 15 min a 12000 g en una centrifuga refrigerada Digicen 21R (Ortoalresa).
El siguiente paso fue coger 550 pL del sobrenadante resultado de la centrifugacién, y pasarlo a un
nuevo tubo, para obtener un resultado mas puro, se volvié a centrifugar a la misma temperatura y
velocidad de giro, pero durante 5 min. De nuevo, se transfirieron 530 pL a otro tubo nuevo, se le
afiadieron 640 pL de isopropanol, 40 pL de NaOAc 3M y se metieron los tubos al congelador a —20°C

durante 1 h, para permitir la precipitacidn del ADN.

Tras la espera de 1 h, se volvieron a centrifugar los tubos a 4°C 12000 g durante 15 min. Una vez
centrifugados, se elimind el sobrenadante por decantacién y se afiadié 1 mL de etanol al 70%. Se volvio
a realizar otra centrifugacién, a 4°C 12000 g durante 5 min y se elimind el sobrenadante resultante
mediante micropipeta, para evitar arrastrar el pellet de ADN. Para terminar de eliminar los posibles
restos de etanol, se incubaron los tubos a 45°C con la tapa abierta durante 8 min aproximadamente.
Cuando se consiguio eliminar el etanol por completo, se resuspendio el precipitado de ADN en 50 pL

de agua libre de nucleasas y se almacend en el congelador a —20°C para su posterior utilizacion.

3.4.2. Amplificacion del ADN mediante PCR

El fragmento de ADN que se amplificé por PCR tiene un tamafio de 1.349 y 1.362 pares de bases
(pb) dependiendo de si no tienen la insercion o si la tienen, respectivamente, y se usé el Kit GoTaq
DNA Polymerase (Promega). Para llevar a cabo la reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR), (por tubo
de PCR de 0,2 mL) se afiadieron 4 pL de tampdn 5x del kit; 2 uL de MgCl, 25 mM; 1 uL del cebador
forward “CallosSecF (CCCAGCCCACCCCTCTATTT)” 10 uM q; 1 uL del cebador reverse “CallosSecR
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(CGAGTGTGTTTGGTGTTTAGCCT)” 10 uM; 0,4 uL de dNTPs 10 mM; 9,35 uL de agua libre de nucleasas;

0,25 plL de GoTag 5 U/Ly 2 pL de ADN de interés previamente extraido y resuspendido.

Tras mezclar bien la mezcla, se introdujeron los tubos de PCR en un termociclador T100 (BioRad).
El programa para llevar a cabo la amplificacion del fragmento de interés fue: 95°C durante 2 min, un
bucle que se repitié 40 veces que consistia en 95°C durante 20 segundos, 60°C durante 30 segundos y
72°C durante 1,5 minutos. Finalmente, después del bucle se programd una etapa de 72°C durante 5
minutos. Al acabar el termociclador, se almacenaron las muestras en el congelador a —20°C para su

posterior utilizacién.

TCGTATCTGTGTTTCAGAAATAGTTGGAGGCACAATGTTCTTAATTAGTGTCGTTAAAACGGGCTTAGC
Inse
icol Cfriol
MnlI Bpul102I Eco471
GTTTCAG AGTTGGAGGCAC
CATCTTTTTCGTATCTGTGTTTCAGAAATAGT TGGAGGCACAATGTTCTTAATTAGTGTCGTTAAAACGGGCTITAGCCATGGGACCGGCCTAACCCA
GTAGAAAAAGCATAGACACAAAGTCTTITATCAACCTCCGTGTTACAAGAATTAATCACAGCAATTTTGCCCGAATCGGTACCCTGGCCGGATTGGGT
CGAATCGGTACCCTGGCC
Inse

Mnll (IIs class)

[T |
1]

Figura 7. (A) Secuencia parcial de la regién del ADN que contiene la insercion (resaltada en naranja). (B) Enzima
de restriccion Mnll que reconoce la diana GAGG/CTCC, que al ser de tipo Il, produce el corte a 6 pb de distancia
de su diana, la cual se encuentra dentro de la insercidn. (C) Patrén de bandas producidas por el corte de la enzima
Mnll en un gel de electroforesis, en el cual, en la calle 1 se observa el patréon que presentan las plantas sin

insercion y en la calle 2, las que si la presentan.
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3.4.3. Digestion del fragmento de ADN amplificado

Obtenido el producto de PCR en buenas condiciones, se procedié a realizar un analisis
denominado Cleaved Amplified Polymorphism Sequence (CAPS) (Figura 7A-B). Esta técnica nos
permite diferenciar las plantas que contienen la inserciéon de las que no, ya que, si el fragmento
amplificado de ~1,4 Kb PCR contiene la insercidn, presentara tres dianas de restriccién para la enzima
Mnll, mientras que si el producto de PCR no contiene la insercidn presentara solo dos dianas. De esta
manera, se genera un patron de bandas diferente en las plantas que presentan la insercion (4
fragmentos del producto de PCR tras la digestion) del de las que no la presentan (3 fragmentos del

producto de PCR tras la digestién) (Figura 7C).

3.4.4. Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar el resultado de las extracciones de ADN, de las PCR y las digestiones enzimaticas,
fue necesario en todas realizar posteriormente una electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se
prepararon geles de agarosa al 1%. Se afiadid 1 g de Agarosa E (Pronadisa) a un matraz de 250 mL, y a
continuacién se agregaron 100 mL de Tampdn TBE 0,5x. Se calenté la mezcla en el microondas hasta
obtener una disolucién transparente y se dejé atemperar por un tiempo. Mientras se atemperaba, se
montaba el portageles, colocandole en los laterales dos gomas negras que impiden que se derrame el
gel hasta que solidificase, y el peine en la parte superior que formaria los pocillos. Una vez atemperada
la agarosa, se le afiadieron 5 pL de GreenSafe View, y se agité suavemente para su correcta distribucién
por toda la disolucién. Se vertié el contenido del matraz al portageles y se dejé solidificar por 15 min
aproximadamente. Mientras solidificaba, se afiadia Tampdn TBE 0,5x a la cubeta de electroforesis
hasta cubrir la plataforma central sin sobrepasar la marca indicadora de volumen maximo. Una vez
solidificaba, se retiraban las gomas y el peine, y se introducia el portageles en la cubeta de
electroforesis. Se cargaron 7 uL de marcador de peso molecular Gene Ruler DNA ladder 1 kb [SM0313,
Thermofisher] en el primer pocillo siempre y en los demas pocillos, las muestras a observar. Para las
extracciones de ADN y el producto de PCR, se cargaban 8 uL de muestray 2 pL de tampdn de carga 5x.
Mientras que, para el producto de la digestion, se cargaban 16 pL de muestra y 4 uL de tampdn de
carga 5x. Se tapaba la cubeta y se conectaba a la fuente de alimentacidn a 100 V. Una vez el gel corria
lo necesario, se llevaba al documentador de geles (SML-01, Maestrogen), provisto de luz ultravioleta

para poder visualizar el ADN.
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4. RESULTADOS

4.1. Formacion de callo en lineas Varitome-COMAV

4.1.1. Deteccion de la insercion en las lineas Varitome-COMAV

En un trabajo previo se llevd a cabo un estudio fenotipico del crecimiento temprano en 164

genotipos de la coleccidn de lineas Varitome-COMAV. En estos experimentos se observd que 14 de

estas lineas mostraban una formacién ectépica de callo en la parte aérea de las plantulas crecidas en

condiciones in vitro (Tabla 3). En este trabajo se han elegido otras 21 lineas de esta misma coleccién

gue no presentaban formacién ectdpica de callo y que se localizaban en una localizacién geografica

proxima a las 14 que formaban callo de forma ectépica (Tabla 3). Mediante la herramienta JBrowse de

SolGenomics se identific6 que 11 de las lineas que formaban callo contenian la insercion

“TAGTTGGAGGCAC” (78,57%) y de éstas, 9 la presentaban en homocigosis (81,81%) y 2 en

heterocigosis (18,18%). Esta insercidon “TAGTTGGAGGCAC” fue estudiada debido a que mostré una alta

correlacién con la formacién de callo en un analisis detallado de haplotipos, obtenidos de un analisis

GWAS que revelaba un valor de P significativo.

Tabla 3. Caracteristica de las lineas Varitome-COMAV estudiadas en este trabajo.

Cadigo Zona geografica Localizacion Fondo Produce callo de Insercion
(latitud, longitud) genético | forma ectdpica “TAGTTGGAGGCAC”
BGV007927 Noroeste de México 24.725, -107.79166 SLC No -
BGV007934 Noroeste de México 21.80833, -105.34166 SLC Si -
BGV007900 Este de México 20.16666, -98.05 SLC No -
BGV007910 Este de México 21.90833, -99.15833 SLC No -
BGV007911 Este de México 21.99166, -98.99166 SLC No -
BGV007918 Este de México 21.25833, -99.125 SLC No -
BGV007920 Este de México 21.34166, -99.04166 SLC No -
BGV007854 Sureste de México 21.29166, -89.25833 SLL No -
BGV007860 Sureste de México 21.25833, -89.04166 SLL No -
BGV007872 Sureste de México 20.30833, -89.425 SLL No -
BGV007936 Sureste de México 20.975, -89.64166 SLL No -
BGV008219 Costa Rica 11.075, -85.64166 SLC No -
BGV008354 Costa Rica 9.94186, -84.10561 SLC No -
BGV007109 Noroeste de Ecuador 0.98944, -79.53361 SP No -
BGV007158 Noroeste de Ecuador -0.09222, -79.76055 SP Si -
BGV007198 | Noroeste de Ecuador -0.30111, -80.32916 SP Si En heterocigosis
BGV008041 | Noroeste de Ecuador -13, -72.53333 SP No -
BGV006229 Centro de Ecuador -3.06305, -78.48638 SLC Si En homocigosis
BGV006231 Centro de Ecuador -2.48138, -78.16194 SLC No -
BGV006232 Centro de Ecuador -2.61249, -78.2225 SLC Si En homocigosis
BGV006753 Centro de Ecuador -0.90342, -77.8031 SLC No -
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BGV006825 Centro de Ecuador -1.23777, -77.88027 SLC No -
BGV006859 Centro de Ecuador -1.72388, -77.88055 SLC Si -
BGV006865 Centro de Ecuador -1.80916, -77.82916 SLC Si En homocigosis
BGV006881 Centro de Ecuador -2.30361, -78.11888 SLC No -
BGV006896 Centro de Ecuador -2.45055, -78.16972 SLC Si En homocigosis
BGV006899 Centro de Ecuador -3.06305, -78.48638 SLC No -
BGV006904 Centro de Ecuador -2.61527, -78.19833 SLC Si En heterocigosis
BGV006910 Centro de Ecuador -2.75166, -78.30472 SLC No -
BGV006175 Suroeste de Ecuador -3.63083, -79.67972 SLC No -
BGV006208 Suroeste de Ecuador -3.30805, -79.34805 SP Si En homocigosis
BGV007339 Suroeste de Ecuador -3.32277, -79.83222 SP Si En homocigosis
BGV007366 Suroeste de Ecuador -3.32833, -79.60805 SP Si En homocigosis
BGV006327 Noroeste de Peru -4.89222, -80.3752 SP Si En homocigosis
BGV006347 Noroeste de Peru -5.27833, -80.10583 SP Si En homocigosis

4.1.2. Fenotipado de la F> de los cruces de Varitome-COMAV

Para determinar la base genética de la formacién de callo ectépico en la coleccién de lineas
Varitome-COMAV vy la eventual correlacién con la presencia de la insercion “TAGTTGGAGGCAC”, se
estudié la formacién de callo ectdpico en cuatro familias F,: dos de ellas derivadas del cruzamiento
entre lineas SP, y otras dos derivadas del cruzamiento utilizando lineas SLC. En el fondo SP, las lineas
BGV007339 y BGV007366, que presentaban formacion ectépica de callo y presencia de la insercién en
homocigosis, se cruzaron con la linea BGV007109, que no producia callo ectépico y no presentaba la
insercion (Figura 8A). En el fondo SLC, las lineas BGV006865 y BGV006229 presentaban formacion
ectdpica de callo y presencia de la insercion en homocigosis, y se cruzaron con la linea Moneymaker,
en fondo SLL, sin formacién de callo ectépico y sin la insercién (Figura 8B). Se ha determinado la
presencia de callo ectépico en la regidn aérea de las plantulas F; a los 25 y 32 dias tras la siembra (DTS)
observandose, en todos los casos, que el nimero de plantulas que muestran callo se incrementa con

la edad de la planta (Tabla 4).

Tabla 4. Estudio del modo de herencia de la formacion de callo ectdpico en la progenie F».

Cruzamiento 25 DTS 32 DTS

Sin callo Concallo | Sincallo | Concallo | Chi-cuadrado | Valor de P
BGV006885 x Moneymaker 30 4 26 8 0,039 0,842
BGV006229 x Moneymaker 27 8 23 12 1,610 0,205
BGV007339 x BGV007109 31 8 27 12 0,692 0,406
BGV007366 x BGV007109 31 5 29 7 0,593 0,442

El valor de Chi-cuadrado representa el ajuste de los datos de la poblacidn F; indicada a una segregacion fenotipica % sin callo

y % con callo. El valor de P se ha obtenido a partir del Chi-cuadrado con la aplicacién web: https://www.graphpad.com/

quickcalcs/pvaluel.cfm.
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Figura 8. Formacion de callo ectépico en las lineas Varitome-COMAV. (A) Imagenes representativas de la
formacion de callos ectépicos. La barra de escala mide 5 mm. (B) Gréfico de formacién de callo ectdpico en los
parentales. (C) Grafico de formacion de callo ectépico en los cruces. (D) Gréfico de asociacion del callo con las
RA. (E) Grafico de la respuesta de enraizamiento. (F) Fotografias representativas de plantas del genotipo
BGV006865 sin RAy con RA. La linea de escala representa 50 mm. Las letras minusculas A-D indican las diferencias

estadisticamente significativas (valor de p < 0.05; ANOVA) entre los distintos genotipos para el tiempo indicado.
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En la generacion de las parentales, se confirmd la ausencia de callo ectdpico en los genotipos
Moneymaker y BGV007109, y la presencia de al menos un 70% de formacion de callos ectépicos en
BGV006865, BGV006229 y BGV007366. El genotipo BGV007339 mostrd un 40% de formacién de callo

ectépico (Figura 8B).

En cuanto a la generacién F, producida por los cruzamientos, a los 25 DTS los genotipos
BGV006865 x Moneymaker y BGV007366 x BGV007109 mostraron un 10% de formacidn de callo
ectépico, mientras que en BGV006229 x Moneymaker y BGV007339 x BGV007109 se observé un 20%.
Alos 32 DTS, el porcentaje de formacidn de callo ectépico en los genotipos BGV006865 x Moneymaker
y BGV007366 x BGV007109 subid al 30%, mientras que en BGV006229 x Moneymaker y BGV007339 x

BGV007109 la formacién de callo ectdpico se incremento al 20% (Figura 8C).

También se estudid si existia asociacidon entre la formacién de callo ectépico y la formacion de
raices adventicias. Pero debido a los dispares resultados obtenidos se descarta esta posible relacion
en estos genotipos. En los cruces respectivos a SLC, la tendencia era que, a mayor formacién de callo
ectdpico, menor nimero de raices adventicias, mientras que en SP se invierte la tendencia, ya que
habia un mayor nimero de plantas que formaban callo y raices adventicias, y otras que no formaban
callo ectépico ni raices adventicias (Figura 8D). A los 70 DTS, se determind la presencia de raices
adventicias. Las plantas del cruce BGV006865 x Moneymaker presentaron el valor mas alto de raices
adventicias, con un 70%, mientras que el resto presentaban un 40% (Figura 8E). Las proporciones
observadas de plantulas que mostraban la formacién ectdpica de callo en las cuatro familias F, fueron
compatibles con el cardcter monogénico de este rasgo, independientemente del fondo genético (SP o

SLC), tal como evidencian los resultados mostrados en la Tabla 4.

4.1.3. Genotipado de la insercion “TAGTTGGAGGCAC” mediante analisis CAPS
La presencia de la insercidn se determind mediante un andlisis CAPS utilizando ADN gendmico

extraido de plantas individuales. A partir de este ADN gendmico se llevé a cabo una amplificacién por

PCR del fragmento de 1.349 pb (sin la insercion) o 1.362 pb (con la insercidn), y su digestion posterior

mediante la enzima Mnll (véase el apartado de Materiales y Métodos).

De cada familia F, se han elegido un minimo de tres plantulas que formaron callo ectépico a los
25 DTS y siete plantas que no formaron callo ectépico a los 25 DTS. En un primer momento, se confirmé
que los parentales BGV006865 (SLC), BGV006229 (SLC), BGV007339 (SP) y BGV007366 (SP), eran
homocigotos para la insercidn, mientras que MoneyMaker (SLL) y BGV007109 (SP) no la contenian

(Figura 9).
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A B

MW 6229 6865 7109 7339 7366 7934 MM MW 6229 6865 7109 7339 7366 MM H20

HM HM WT HM HM WT

Figura 9. (A) PCR del fragmento de ~1,4 Kb que contiene la insercion “TAGTTGGAGGCAC” en los parentales de los
cruces. (B) Analisis CAPS de los parentales. MW es el marcador de peso molecular. WT para las plantas que no
presentaron la insercion “TAGTTGGAGGCAC”, HT y HM para las plantas que presentaron la insercion

“TAGTTGGAGGCAC” en homocigosis.

En la Figura 10 se muestran geles representativos con los resultados del analisis CAPS de
plantulas F, de los cruzamientos BGV006865 x Moneymaker (Figura 10A), BGV006229 x Moneymaker
(Figura 10B), BGV007339 x BGV007109 (Figura 10C) y BGV007366 x BGV007109 (Figura 10D). En la F,
de BGV006865 x Moneymaker, ninguna de las cuatro plantas con callo ectdpico seleccionadas
presentd la insercion “TAGTTGGAGGCAC” (Figura 10A), mientras que en la F, de BGV006229 x
Moneymaker sélo una de las cuatro plantas con callo ectépico la presentaron (Figura 10B). Por otro
lado, las plantas seleccionadas sin callo ectdpico no presentaron la insercidn en ningln caso. Estos
resultados indican claramente que la presencia de la insercion “TAGTTGGAGGCAC” no esta asociada a

la formacidn de callo ectdpico en las lineas BGV006865 y BGV006229, en fondo SLC.

En la F, de BGV007339 x BGV007109, ninguna de las tres plantas con callo ectdpico
seleccionadas presento la insercion “TAGTTGGAGGCAC” (Figura 10C). Tampoco ninguna la presenté
en la F, de BGV007366 x BGV007109 de las cuatro plantas con callo ectépico, tan solo dos de ellas la
manifestaron de forma homocigota (Figura 10D). Por otro lado, las plantas seleccionadas sin callo
ectdpico presentaron la insercion en tres casos (Figura 10). Estos resultados indican claramente que la
presencia de la insercion “TAGTTGGAGGCAC” tampoco esta asociada a la formacidn de callo ectépico

en las lineas BGV007339 y BGV007366, en fondo SP.
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Figura 10. (A) Andlisis CAPS de la F2 de BGV006865 x Moneymaker. (B) Analisis CAPS de la F2 del genotipo BGV006229
x Moneymaker. (C) Analisis CAPS de la F2 del genotipo BGV007339 x BGV007109. (D) Analisis CAPS de la F2 del
genotipo BGV007366 x BGV007109. Cada numero representa una planta diferente. Si el nimero de la planta es
verde, significa que la planta presentaba formacion de callos ectdpicos. En cambio, si es negro, significa que la planta
no presentaba formacion de callos ectépicos. MW es el marcador de peso molecular. WT para las plantas que no
presentaron la insercién, HT para las plantas que presentaron la insercidn en heterocigosis y HM para las plantas que

presentaron la insercidn en homocigosis.
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4.2. Mutantes mar
4.2.1. Fenotipado radicular de los mutantes mar

En la Figura 11 se muestran los resultados del estudio fenotipico del sistema radicular temprano
de los mutantes mar en comparacién con la estirpe silvestre UC-82. A los 7 DTS, la raiz principal de los
mutantes marl-1y mar5-1 presentd una menor longitud que UC-82, mientras que en los mutantes
mar2-1y mar4-1 las diferencias en la longitud de la raiz principal no fueron significativas (Figura 11A).
Aunque a los 7 DTS, el numero de raices laterales en la mayoria de los mutantes mar fue mayor que
en UC-82 (Figura 11B), no se encontraron diferencias significativas en el nimero de raices laterales
entre los mutantes mary UC-82 tras la escision del apice radicular (Figura 11C). La longitud de las raices
laterales a los 4 dias tras la escision (DTE) fue sensiblemente mayor en los mutantes mar que en la
estirpe UC-82 (Figura 11D). En consecuencia, las diferencias fenotipicas entre la estirpe UC-82 y los
mutantes mar estudiados en este trabajo en la etapa temprana del crecimiento vegetativo no son

demasiado aparentes (Figura 11E).

A los 12 DTS se corté el sistema radicular de raiz principal y laterales en la base del hipocétilo y
se determind la aparicion de raices adventicias en la base del hipocdtilo a diferentes dias tras el corte
(DTC). La mayoria de los mutantes mar presentaron una respuesta de formacién de raices adventicias
similar a la estirpe UC-82. La excepcion fue marl-1, que presentd un adelanto en la formacién de raices
adventicias en respuesta a herida en comparacion con la estirpe UC-82 o el resto de mutantes mar
estudiados (Figura 12A). A pesar de ello, el nimero de raices adventicias en respuesta a herida
producidas por los mutantes mar2-1, mar4-1y mar5-1 fueron mucho mayores que las producidas por
UC-82 o el mutante maril-1, tanto alos 5 como alos 7 DTC (Figura 12B, C). Solo la longitud de las raices
adventicias del mutante mar1-1 fue claramente mayor que la de la estirpe UC-82 (Figura 12D), aunque
la longitud de algunas raices adventicias del mutante mar2-1 fue mayor que el promedio de las de UC-

82 (Figura 12E).
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Figura 11. Sistema radicular temprano de los mutantes mar. (A) Longitud, en mm, de la raiz principal a los 7 DTS.
(B) Nimero de raices laterales a los 7 DTS. (C) Numero de raices laterales a los 4 DTE. (D) Longitud, en mm, de las
raices laterales a los 4 DTE. (E) Fotografia representativa de plantulas de 7 DTS de cada genotipo. La linea de
escala representa 3 cm. Las letras minusculas en A-B indican las diferencias estadisticamente significativas (valor

de p < 0.01; ANOVA) entre los distintos genotipos para el tiempo indicado.
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Figura 12. Formacion de raices adventicias en los mutantes mar. (A) Porcentaje de plantas que desarrollaron
raices adventicias a los 3 DTC. (B) Nimero de raices adventicias a los 5 DTC. (C) Numero de raices adventicias a
los 7 DTC. (D) Longitud, en cm, de las raices adventicias a los 7 DTC. (E) Fotografias representativas de plantas de
cada genotipo a los 7 DTC. La barra de escala representa 3 cm. Las letras minusculas A-C indican las diferencias

estadisticamente significativas (valor de p < 0.01; ANOVA) entre los distintos genotipos.
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4.2.2. Cruzamiento entre los mutantes mar

Tras realizar los cruces pertinentes entre las lineas mar para iniciar la obtencién de los dobles
mutantes de todas las combinaciones posibles, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 5.
El porcentaje de éxito se refiere a los cruzamientos realizados que finalmente culminaron en formacién
de tomates maduros con semillas. La diferencia de éxito entre los diferentes cruces se debe a una
combinacion de factores relacionados con la experiencia a la hora de realizar los cruces. También
influyen otros factores como la flor utilizada como parental femenino, siendo éptimas aquellas flores

gue estan a punto de abrirse.

Tabla 5. Cruces realizados entre los mutantes mar y su porcentaje de éxito (entre paréntesis).

d

mar2-1 mar4-1 mar5-1

mar2-1 5(60%) | 13 (69%)

Q mard-1 | 8 (25%) 6 (33%)

mar5-1 | 6(83%) | 7(71%)
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5. DISCUSION

El estudio detallado de las plantulas F, de los cruzamientos estudiados en este trabajo reveld
una segregacion de % para el fenotipo de formacidn de callos ectépicos observado en algunas lineas
SP y SLC de la coleccidn Varitome-COMAYV. Dado que en un trabajo previo de asociacién a genoma
completo se habia identificado que la presencia de la insercién “TAGTTGGAGGCAC” estaba altamente
correlacionada con la formacidn de raices adventicias, se procedié a su comprobacion. Esta misma
segregacion, era la esperada para la insercion en el polimorfismo en la F, en homocigosis. Ya que, si
los parentales eran homocigotos para la insercion, se cruzaban con plantas sin esa insercién y la
generacion resultante se autofecundaba, se obtenia un 25% de probabilidad de que el individuo fuera
homocigoto para la insercion. Como consecuencia, este suceso apoya la hipdtesis inicial que se desea
comprobar de ver si lainsercion “TAGTTGGAGGCAC” en el polimorfismo es determinante en el proceso

de formacion de callos ectdpicos.

Sin embargo, el posterior analisis CAPS rechaza la hipdtesis propuesta. La razén fundamental es
que, en las digestiones con la enzima de restriccién, deberiamos haber obtenido que las plantas que
formaban callos fueran todas homocigotas para la insercién presentando asi el correspondiente patron
de bandas. Pero este suceso no ocurrié y en las plantas que formaban callo, en los cuatro genotipos
de sus respectivas especies, habia tanto plantas tanto homocigotas como heterocigotas para la
insercidon y ademas también habia algunas que ni la presentaban. Ademas, algunas de las plantas que
no presentaban callo contenian la insercién incluso en homocigosis. Estos dos hechos descartan la
posibilidad de que la insercién en la regidn candidata sea determinante en la formacidn de los callos
ectdpicos que hemos observado en estas lineas. Tendria sentido que la insercién en la regién 5’-UTR
del gen SIARF24 estuviera implicada directamente en el proceso de formacién de callo, ya que esto
podria provocar alguna alteracion en la regulacidn de la expresién de este gen y como consecuencia,
que los niveles de auxinas se vieran afectados y ese desequilibrio promoviese la formacion de callos.
Porque como se menciona en la introduccién del trabajo, un mismo nivel de auxinas y citoquininas
induce la formacidn de callos (Melnyk, 2023). Pero al tratarse de una regién candidata, no tiene por
qué ser la indicada y pueden ser las otras dos regiones determinadas como candidatas en el estudio
previo, ya que la segregacion de callos producida en la F, de los cruzamientos cumple con la

segregacion de un polimorfismo en homocigosis con un modo de herencia recesivo.

En cuanto a las lineas genéticas mar, podemos observar que no se observan diferencias
significativas en cuanto al nimero de raices laterales inducidas por corte en comparaciéon con su
ancestro silvestre. Lo que si se aprecia, es una diferencia significativa en relacion con el tamafio de esas
raices laterales si se comparan algunos de los mutantes con la variedad UC-82. Pero poniendo el foco

de atencién en las raices adventicias, podemos afirmar que todos los mutantes mar producen
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significativamente mas raices adventicias que la variedad UC-82, confirmando asi también lo
establecido en el trabajo previo en condiciones de invernadero. En la longitud de las raices adventicias,
solo dos de los cuatro genotipos estudiados producen raices adventicias mas largas. Con estos
resultados, se confirma la hipdtesis y el fenotipado realizado previamente, de que estas 4 lineas
genéticas tienen una produccién alterada de raices adventicias y tienen una capacidad de regeneracion
atipica, lo que resulta interesante para investigar mas a fondo y averiguar que procesos genéticos son

los responsables de dicho fendmeno.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

e 11 delas 14 lineas Varitome-COMAYV que formaban callo de forma ectdpica presentaban la
insercidon “TAGTTGGAGGCAC” en la region 5’-UTR del gen SIARF24, 9 de ellas en homocigosis.

e El fenotipo de formacién de callo ectdpico presentd un modo de herencia compatible con un
caracter monogénico recesivo en las cuatro familias F, que se han analizado en este trabajo.

e Segln los resultados obtenidos en el andlisis CAPS, se descarta la asociacién entre el
polimorfismo en la region 5’-UTR del gen SIARF24 y la formacidén de callo ectépico en las
cuatro familias F, que se han analizado en este trabajo.

e Laslineas mutantes mar2-1, mar4-1y mar5-1 presentan un incremento en la formacion de
raices adventicias en explantos de hipocétilo respecto a la estirpe silvestre UC-82.

e Tanto marl-1 como mar2-1 presentan unas raices adventicias mas largas que UC-82.

e Los mutantes mar no presentan problemas de fertilidad, ya que se han cruzado con éxito

entre ellos en todos los casos ensayados.

Para poder completar este trabajo, seria conveniente genotipar las plantulas seleccionadas para
otros polimorfismos presentes en la region candidata, asi como para las otras dos regiones candidatas
identificadas en el analisis GWA. Alternativamente, se podrian utilizar otras familias F, obtenidas del
cruzamiento con el resto de los genotipos productores de callo ectdpico y estudiar la segregacién de
estos polimorfismos.

Para continuar el trabajo con los mutantes mar, se deberian obtener familias F2 y realizar estudios
de segregacion para identificar el fenotipo doble mutante y la interaccidn aditiva, epistatica o sinérgica

de las mutaciones mar.
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