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Resumen

El tomate de arbol o tamarillo (Solanum betaceum Cav.) Es un cultivo frutal subutilizado
originario de la region andina y filogenéticamente cercano al tomate y la papa. Los frutos del
tomate de arbol tienen un alto contenido en nutrientes y compuestos bioactivos como
carotenoides, antocianinas, flavonoides y vitaminas. Debido a su potencial de desarrollo como
nuevo cultivo, el tomate de arbol se ha introducido en varias regiones y paises fuera de su
region de origen. Sin embargo, hasta el momento no hay estudios a nivel de genoma o
transcriptoma para esta especie. En este estudio, realizamos el ensamblaje de novo y la
anotacion del transcriptoma para dos accesiones de tomate de arbol, una con frutos de color
purpura (A21) y la otra con frutos de naranja (A23). Se obtuvieron mas de 38 y 54 millones de
lecturas de alta calidad de los tejidos de las hojas y los botones florales de A21 y A23 mediante
secuenciacion de ARN. Se han ensamblado un total de 174,252 (A21) y 194,417 (A23)
transcritos con una longitud promedio de 851 y 849 pb. Una cobertura significativa (> 98%)
del Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO) indic6 que los transcriptomas
se han ensamblado con un alto grado de integridad. Segin la busqueda de similitud de
secuencia, 34,636 (A21) y 36,224 (A23) transcritos mostraron una similitud significativa con
proteinas conocidas en la base de datos Swiss-Prot. De manera similar, se identificaron y
anotaron con éxito los péptidos sefial 1,623 (A21) y 1,745 (A23), 6,899 (A21) y 7,216 (A23)
transmembrana y 22,954 (A21) y 23,637 (A23) Pfam. Entre los unigenes anotados, 22.096
(A21) y 23.095 (A23) se asignaron a la anotacién de término de Gene Ontology (GO) y se
encontrd que 14.035 (A21) y 14.540 (A23) tenian clasificaciones de términos Clusters of
Orthologous Group (COG). Ademas, se asignaron un total de 22.096 (A21) y 23.095 (A23)
transcritos a 155 y 161 (A23) rutas metabolicas de la Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG). Nuestros datos mostraron que los terminos GO del proceso biosintético de

carotenoides se enriquecieron significativamente en la accesion A21. Finalmente, se



identificaron in silico 68.647 single nucleotide variations (SNV) y casi 2 millones de SNV
interespecificas (1.973.023 con S. tuberosum y 1.809.264 con S. lycopersicum). En general, los
resultados de este estudio proporcionan una gran cantidad de datos genémicos para mejorar
nuestra comprensién de los genes involucrados en las rutas metabdlicas clave para dirigir los
esfuerzos futuros en la mejora genética del tomate de arbol. El elevado nimero de SNV
identificados serda muy valioso para la mejora asistida por marcadores y otros estudios

genéticos en tomate de arbol.

Introduccion

El tomate de arbol o tamarillo (Solanum betaceum Cav.) Es un cultivo de solanaceas originario
de la region andina (Duarte, O., & Paull, 2015; Orqueda et al., 2017). El tomate de arbol esta
relacionado filogenéticamente con la papa y el tomate, formando parte del mismo clado
(Sérkinen et al., 2013). La planta de tomate de arbol es un arbol pequefio, aunque algunos
cultivares pueden crecer hasta cuatro metros, con un sistema radicular de rapido crecimiento,
poco profundo y un desarrollo reproductivo y vegetativo simultdneo (Ramirez & Kallarackal,
2019). En los ultimos afos, el tomate de arbol ha Illamado la atencién de los productores y de
la industria gracias a sus atractivos frutos comestibles, que pueden ser consumidos en ensaladas
o como fruta de postre, o procesados para la elaboracion de mermeladas, yogures, jugos o
bebidas alcohdlicas entre otros (Chen et al., 2020). De ser un cultivo desatendido, con un interés
local en las granjas de subsistencia (Acosta-Quezada et al., 2011), se ha convertido en un
cultivo frutal prometedor, habiendo sido introducido en varios paises de Oceania, Sudeste
Asiatico, Europa y Africa (Diep et al., 2020). Aparte de los paises de América del Sur, Nueva
Zelanda es el mayor productor y exportador y donde la palabra comercial "tamarillo” se acufio
del término maori "tama" que significa liderazgo con la palabra espafiola "Amarillo" o la

palabra "Tomatillo" que significa tomate pequefio (Diep et al., 2020). El interés por el tomate



de arbol también radica en sus considerables cantidades de antioxidantes, vitaminas y
carotenoides presentes en la fruta. Las porciones estandar de tomate de arbol proporcionan 67-
75% de la ingesta dietética recomendada (IDR) de &cido ascorbico, 16-23% IDR de a-tocoferol
y 9-20% IDR de B-caroteno (Diep et al., 2020). Sin embargo, el perfil fitoquimico del tomate
de arbol varia entre cultivares y condiciones ambientales (Diep et al., 2020). Los principales
grupos de cultivares (anaranjado, anaranjado punton, morado, rojo y rojo cénico) se diferencian
por el color y la forma del fruto, con diferentes rangos de variacién morfoldgica y genética
entre ellos (Acosta-Quezada et al., 2011, 2012). A pesar del gran potencial del tomate de arbol
como un importante nuevo cultivo frutal, no se han realizado estudios genéticos o genémicos
de alto rendimiento para esta especie. Los avances recientes en RNA next-generation
sequencing (RNA-Seq) y de los recursos bioinformaticos facilitan los estudios
transcriptémicos incluso para especies de plantas no modelo donde no se dispone de genomas
de referencia (Huang et al., 2016; Ward et al., 2012). De hecho, RNA-Seq se ha realizado con
éxito y cada vez mas para descifrar el transcriptoma vegetal de especies de plantas desatendidas
(Xia et al., 2011). Sin embargo, la secuenciacién de ARN ofrece muchas otras caracteristicas
interesantes como evaluacién de la expresion génica, descubrimiento de polimorfismos,
filogendmica, descubrimiento de variantes de empalme, entre otras (Herraiz et al., 2016). En
este estudio, realizamos la secuenciacion del transcriptoma y el ensamblaje de dos accesiones
de tomate de arbol con diferentes colores de fruta (morado y anaranjado) seguido de su
anotacion estructural y funcional integral. Ademas, se identificaron polimorfismos
intraespecificos entre los dos cultivares e interespecificos con tomate y papa. Los
transcriptomas y la informacion generada en el presente estudio serdn un recurso Gtil para
futuros estudios genémicos y moleculares y serdn una herramienta genémica clave para ayudar

a los programas de mejoramiento del tomate de arbol.



Materiales y Métodos

Material vegetal

Para el presente estudio se utilizd una accesion de tomate de arbol de fruta morada (A21, con
epicarpio morado y peso medio del fruto de 108,8 g) y una accesion de tomate de arbol de color
anaranjado (A23, con epicarpio anaranjado con un peso medio de fruta de 75,1 g) (Acosta-
Quezada et al., 2011) (Figura 1), obtenidos del banco de germoplasma de la Universitat
Politécnica de Valéncia (UPV). Las semillas de cada accesion fueron germinadas siguiendo el
protocolo de Ranil et al., (2015). Posteriormente, las plantas fueron cultivadas en un
invernadero en la UPV, Espafa (coordenadas GPS: latitud, 39° 28' 55" N; longitud, 0° 20" 11"
O; 7 m sobre el nivel del mar). De cada accesion, el tejido fue muestreado de hojas jovenes y
de botones florales. Todas las muestras recogidas se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido y se almacenaron a —80 °C para su uso posterior.

Figura 1. Frutos de las accesiones de tomate de arbol A21 (A) y A23 (B).

Extraccion de ARN, construccion de bibliotecas y secuenciacion de ARN
El ARN total se aislo de cada tejido utilizando el Mini spin kit (Macherey-Nage, Dueren,

Alemania). La integridad del ARN fue determinada por electroforesis del gel de la agarosa



1,0% (w/v) y la cuantificacion del ARN fue realizada por el fluorémetro de Qubit 2,0 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, los E.E.U.U.). Para cada una de las dos accesiones,
combinamos cantidades equivalentes de ARN de los dos tejidos muestreados en un pool. Un
total de 2 pg de ARN total para cada grupo fue enviado a Novogene (Cambridge, Reino Unido)
para la preparacién y secuenciacion de la biblioteca. Las bibliotecas paired-end de cDNA de
150 bp (tamafio de insercion de 250 ~ 300 bp) se construyeron de acuerdo con las instrucciones
de Hlumina. EI ARNm de cada muestra se purifico del ARN total mediante el uso de Sera-mag
Magnetic Oligo (dT), luego se dividié en fragmentos cortos utilizando el bafer de
fragmentacion. Usando estos fragmentos como plantillas, la primera hebra de cDNA fue
sintetizada. La segunda hebra de ADNCc se sintetiz6 utilizando el tampdn que contenia dNTPs,
ARNasa H y ADN polimerasa I. Fragmentos cortos (200 + 20 pb) se conectaron a los
adaptadores de secuenciacion y fragmentos adecuados se extirparon de un gel de agarosa
mediante un kit de extraccién de gel. Luego, la biblioteca fue secuenciada usando el

secuenciador Illumina Hiseg-2000.

Procesamiento de secuencias de ADN y ensamblaje de transcriptomas de novo

La calidad de las lecturas se evalu6 mediante FastQC v0.11.8 (Andrews, 2010). Las secuencias
del adaptador, las lecturas de baja calidad (Phred <30) y las lecturas con una longitud media
inferior a 135 pb se recortaron utilizando Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014). Las dos
accesiones se ensamblaron por separado utilizando el software Trinity v2.10 (Grabherr et al.,
2013) con un tamarfio k-mer predeterminado de 25. Los contigs idénticos o casi idénticos se
agruparon en un solo contig por la herramienta CD-HIT-EST v 4.8.1 (Fu et al., 2012) con una
identidad de mas del 80%. La calidad y la integridad de los ensamblajes se evaluaron en primer
lugar con Bowtie2 v2.3.2 2 (Langmead & Salzberg, 2012) para evaluar el nimero de lecturas
que estaban presentes en los transcritos ensamblados, luego la longitud de contig del transcrito

Ex90N50 (el valor de contig N50 basado en el conjunto de transcritos que representan el 90%



de los datos de expresion) se calcul6 utilizando contig ExXN50 statistic.pl script incluido con
Trinity. Finalmente, se evalud la integridad de los ensamblajes utilizando BUSCO v4.1.1
(Simdo et al., 2015; Waterhouse et al., 2018) utilizando un conjunto de genes eucariotas como
base de datos (https://busco-data.ezlab.org/v5/data/lineages/eukaryota_0db10.2020-09-

10.tar.gz).

Anotacion estructural y funcional

Los marcos de lectura abiertos (ORF) se predijeron utilizando Transdecoder v5.5.0
(http://transdecoder.sourceforge.net/) utilizando los transcriptos ensamblados como entrada.
Después de que los ORF fueron extraidos del ensamblaje, los contigs redundantes con mas del
90% de identidad fueron eliminados usando CD-HIT-EST. La anotacion funcional de los
transcritos ensamblados se realizé utilizando el software OmicsBox v 1.4.11 (Gétz et al., 2008)
y el pipeline Trinotate v3.2.1 (https://trinotate.github.io/) (Bryant et al., 2017). Tanto los
transcritos de nucledtidos como las secuencias de proteinas se alinearon contra la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot (uniprot_sprot.trinotate_v2.0.pep.gz), utilizando NCBI-BLASTX y
BLASTp v2.10.1+ (-evalue 1e—3 -max_target_segs 1 -outfmt 6). Los dominios funcionales se
identificaron utilizando la base de datos de dominios Pfam (Pfam-A.hmm.gz) utilizando
HMMER v3.3.1 (Wheeler & Eddy, 2013). Los péptidos de sefial potenciales se identificaron
utilizando la herramienta SignalP v4.1 (Petersen et al., 2011). El programa OmicBox
(https://www.biobam.com/omicsbox/) se utilizo para anotar ain mas los transcritos utilizando
la funcion de anotacion funcional del software Blast2GO para predecir términos de ontologia
génica (GO), codigo de enzimas EC, identificar posibles vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) y relaciones de ortologia utilizando las bases de datos eggNOG v5.0
(Gotz et al., 2008; Huerta-Cepas et al., 2019; Kanehisa & Goto, 2000). El analisis de
enriquecimiento de GO se realiz6 utilizando el paquete de bioconductores 'topGO

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html).



Variaciones de nucle6tido Unico (SNVs)

Para los SNVs intraespecificos, las lecturas limpias de cada accesion Se mapearon por
separado al transcriptoma ensamblado A23 que actu6é como referencia utilizando BWA v0.7.17
(Li & Durbin, 2009), mientras que para los SNVs interespecificos las lecturas se mapearon
contra el genoma de referencia de tomate (Heinz 1706 version SL4.0, Hosmani et al., 2019) y
papa (DM 1-3 516 R44 v6.1; Pham et al., 2020). Posteriormente, SAMtools v1.10 (Li et al.,
2009) se utiliz6 para convertir SAM a formato BAM, mientras que las lecturas duplicadas se
eliminaron de las respectivas secuencias de alineaciéon utilizando Picard-tools v2.23.8
(http://picard.sourceforge.net). Las variantes fueron llamadas por FreeBayes v1.3.4 (Garrison
& Marth, 2012) para identificar polimorfismos intra e interespecificos que se filtraron
utilizando VcfFilter v0.2 (https://github.com/biopet/vcffilter) basado en un minQualScore de
30, minTotalDepth de 40 y un minSampleDepth de 20. Finalmente, los efectos de impacto

variable se predijeron utilizando SnpEff v5.0 (Cingolani et al., 2012).

Resultados y Discusion

Secuenciacion y ensamblaje del transcriptoma

La secuenciacion de ARN de las dos accesiones de tomate de arbol gener6 100,919,310 (14.68
Gb) y 113,802.281 (15.84 Gb) lecturas paired-end para A21 y A23, respectivamente (Tabla 1).
Después del recorte inicial y el estricto filtrado de calidad para eliminar adaptadores y datos de
baja calidad, se obtuvieron 38,411,167 (4.25 Gb) de lecturas limpias paired-end para A21y

54,474,055 (5.97 Gb) para A23 (Tabla 1).



Tabla 1. Resumen de estadisticas de lecturas antes y después del procesamiento, ensamblajes
de novo e integridad de BUSCO para las accesiones de tomate de arbol A21y A23. (Tabla de

Pacheco et al., 2021)

Accessions

Statistics A21 A23
Total raw reads 100,919,310 113,802,281
Total raw reads data size (Gb) 14.68 15.84
G/C (%) 42.2 42.2
Total clean reads 38,411,167 54,474,055
Total clean reads data size (Gb) 4.25 5.97
Number of transcripts 174,252 194,417
Total nucleotide length 148,352,996 165,074,290
Average transcript length 851.37 849.07
Maximum transcript length 17,046 16,865
N50 1,494 1,503
G/C (%) 38.8 38.6
Overall alignment rate (%) 99.09 99.21
BUSCO (%) 98.4 98.8

Las lecturas limpias se ensamblaron independientemente en los transcriptomas usando Trinity.
Para la accesion A21, el transcriptoma ensamblado consistio en 174,252 transcritos
comprendidos por 148,352,996 pb, con una longitud media de transcrito de 851.37 pb (Tabla
1). El valor de N50 fue de 1,494 pb y el contenido de GC de 38.8% (Tabla 1). Por otro lado, el
accession A23 fue ensamblado en 194,417 transcritos con una longitud total de
165,074,290 pb y una longitud media de 849.07 pb (Tabla 1). El valor de N50 para este Gltimo
fue de 1,503 pb y el contenido de GC de 38.6% (Tabla 1). Las longitudes de secuencia
ensambladas variaron desde el valor de corte de 200 pb hasta una longitud méaxima de transcrito
de 17,046 pb para A21 y 16,865 pb para A23 (Tabla 1). La mayoria de las secuencias
ensambladas estaban en los rangos de 200 pb a 500 bp y 501 a 1,000 bp. EI nimero de

transcritos de estas accesiones fue mayor que los obtenidos en estudios anteriores de

transcriptoma en otras Solanaceas relacionadas como el tomate, la papa y el pepino (Herraiz et
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al., 2016; Moon et al., 2018; Scarano et al., 2017), pero fue similar a otras obtenidas en especies
vegetales de la misma familia, como S. commersonii Dunal y S. aculeatissimum (Yang et al.,
2017; Zuluaga et al., 2015), sugiriendo la alta calidad de nuestro ensamble.

Para evaluar la calidad de los ensamblajes, las lecturas limpias se mapearon de nuevo al
transcriptoma ensamblado. Las tasas de alineacion general utilizando el software de alineacion
Bowtie2 fueron de 99.09% para A21 y 99.21% para A23 (Tabla 1). BUSCO se empled para
evaluar la precision y la integridad de nuestro ensamblaje de transcriptomas. Al comparar el
conjunto de genes con el genoma, encontramos que la proporcion de BUSCO fue de 98,4%
para A21y 98,8% para A23 (Tabla 1), estos valores son comparables o incluso superiores a
los de otros transcriptomas recientes de Solanum que exhibieron valores de 97% para S.
tuberosum y 93% para S. chilense (Petek et al., 2020; Stam et al., 2019).

Anotacion estructural y funcional

Se utilizo el software TransDecoder para identificar los marcos de lectura abiertos (ORF) de
los transcritos ensamblados y sus funciones asociadas, prediciendo 27,441 ORFs y 34,636
potenciales proteinas para A21 y 28,336 ORFs y 3,224 636 potenciales proteinas para A23
(Tabla 2), los resultados estuvieron de acuerdo con los observados para los genes codificantes
de proteinas en otras especies de Solanum como el tomate (35,35), papa (39,290), y berenjena
(30,630 y 34,231) (Aversano et al., 2015; Gramazio et al., 2016; Wang et al., 2020).
Posteriormente, los transcritos Unicos y las proteinas identificadas fueron anotadas realizando
busquedas de Blast contra varias bases de datos utilizando el pipeline Trinotate. Un total de
57,422 (33.0%) y 60,772 unigenes (31.3%) mostraron una homologia significativa cuando se
realizo Blastx y 24,311 (14.0%) y 25,054 secuencias de proteinas (12.3%) cuando se realizan
busquedas Blastp en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (valor E de corte de 1e-3) para

A21y A23, respectivamente (Tabla 2).



Tabla 2. Resumen de la anotacidn funcional por homologia de transcriptomas para las

accesiones de tomate de arbol A21y A23. (Tabla de Pacheco et al., 2021)

Accessions

Statistics A2l A23
Predicted ORFs 27,441 28,336
Predicted proteins 34,636 36,224
sprot_Top_ BLASTX hit 57,422 60,772
sprot_Top_BLASTP_hit 24,311 25,054
Pfam 22,954 23,637
SignalP 1,623 1,745
TmHMM 6,899 7,216
GO terms 196,800 204,090
EC numbers 15,828 16,668
Kegg 14,035 14,540

Ademas, se han identificado 22,954 y 23,637 motivos unicos de proteinas Pfam, 1,623y 1,745
secuencias de proteinas con péptidos de sefial (SignalP) y 6,899 y 7,216 transcritos con al
menos un dominio transmembrana (TmMHMM) para A21 y A23, respectivamente (Tabla 2),
Estos porcentajes fueron superiores a los obtenidos en otras especies vegetales de la familia
Solanaceae como S. trilobatum y S. sisymbriifolium (Lateef et al., 2018; Wu et al., 2019). La
distribucion de especies mostr6 que la mayoria de las secuencias exhibieron alta similitud
principalmente con las de Arabidopsis thaliana (17,602 para A21y 18,117 para A23), grupo
Oryza sativa japonica (1,039 y 1,066), Nicotiana tabacum (613 y 653), S. lycopersicum (487

y 486) y S. tuberosum (267 y 276) (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de unigenes de especies anotados para las accesiones A21y A23 de

tomate de arbol. (Figura de Pacheco et al., 2021)

La clasificacion funcional basada en GO para los ensamblajes de transcriptomas A21 y A23
recuperd un total de 196,800 términos GO para A21y 204,090 para A23 de 22,096 y 23,095
transcripciones, respectivamente  (Tabla 2). EI mayor nimero de términos GO (75.2%) se

anotd en secuencias con una longitud entre 100 y 500 pb (Figura 3).
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Figura 3. Numeros de términos GO relativos a la longitud de las secuencias en los
transcriptomas de las accesiones A21 y A23 de tomate de arbol. (Figura de Pacheco et al.,

2021)
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Ambos ensamblajes tenian una distribucion GO similar para cada categoria; de cuatro a nueve
términos en la categoria de proceso biolégico (BP), de tres a nueve en funcién molecular (MF)
y de cuatro a ocho en la categoria de componentes celulares (CC) (Figura 4). Los niveles de
GO que oscilaron entre 5y 15, fueron del 88.9 % para los procesos bioldgicos, del 69.8 % para
la funcion moleculary del 88.2 % para los componentes celulares, lo que indica que la precision
de la anotacion fue buena (Figura 4) y que se muestred una amplia diversidad de genes en
nuestros transcriptomas.
BP mMF 1 CC
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Figura 4. Distribucidn del nivel de GO en cada categoria para los unigenes de tomate de arbol
anotados. El eje X representa el nivel GO y el eje Y el nimero de unigenes anotados. BP =
Proceso bioldgico, MF = Funcién molecular, CC = Componente celular. (Figura de Pacheco et
al., 2021)

Entre todos los términos GO extraidos, 137, 333 (69.8%) para A21 y 140,193 (68.7%) para
A23 fueron asignados a la categoria de proceso biol6gico, 35,153 (17.9%) y (38,464) 18.9% a
clase de funcion molecular y 24,314 (12.4%) y 25,233 (12.5%) a los componentes celulares,
respectivamente (Figura 5). Para la categoria de proceso bioldgico, las tres principales
subcategorias fueron proceso celular con 19,220 (14.0%) secuencias para A2l y 20,660

(14.8%) para A23, proceso metabolico con 15,954 (11.6%) y 17,273 (12.3%) y respuesta al
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estimulo con 13,134 (9.6%) y 13,400 (9.6%) secuencias (Figura 5). Para la categoria de funcion
molecular, la gran mayoria de las secuencias pertenecian a dos subcategorias, binding (15,824;
45.0% para A21y 18,204; 47.3% para A23) y la actividad catalitica (11.940; 34,0% y 13.566;
35,3%) secuencias (Figura 5). Finalmente, para la categoria de componentes celulares, la
mayoria de las secuencias se clasificaron en dos subcategorias, entidad anatomica celular
(20,315 secuencias; 83.6% y 21,109; 83.0%) y complejo que contiene proteinas (4,315; 16.4%

y 3,998; 17.0%) (Figura 5).
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Figura 5. Clasificacion funcional de ontologia génica  (GO) de los transcriptomas A21 (A)
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Para A21, el analisis de enriquecimiento del término GO indicé términos significativos de GO
asociados con la respuesta de defensa (GO:0006952), la protedlisis (GO:0006508), el proceso
metabdlico celular y lipidico (GO:0006629, G0:0044255), el proceso metabdlico de
carotenoides (GO:0016116) y el proceso biosintético de carotenoides (GO:0016117) (Figura
7). Por el contrario, en A21 los términos significativos de GO enriquecido de A23 fueron
localizacion de proteinas (GO:0008104), morfogénesis radicular (GO:0010015), desarrollo
radicular (GO:0048364), morfogénesis de 6rganos vegetales postembrionarios (GO:0090697),
regulacion del proceso catabolico (GO:0009894), regulacion del proceso catabolico celular

(GO:0031329) (Figura 6).
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Los numeros de enzyme commission (EC) se asignaron a 15,828 para A21y 16,668 para A23
unigenes (Tabla 2). Las enzimas mas representadas fueron las hidrolasas (5,489 unigenes en
A21y 5562 en A23), las transferasas (5,430 y 5.857), las oxidorreductasas (1,766 y 2,031) y
las translocases (1,708 y 1,680) (Figura 7). Otras clases de enzimas como liasas, isomerasas y
ligasas fueron representadas en menor grado.
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Figura 7. Numero de unigenes para cada categoria de la comision enzimatica (CE) para los

transcriptomas A21 (A) y A23 (B) del tomate de arbol. (Figura de Pacheco et al., 2021)

El anélisis de KEGG fue realizado para identificar los mecanismos y las rutas potenciales
representados en los unigenes identificados. Se asignaron un total de 14,035 uni  genes para
A21y 14,540 uni  genes para A23 a 155 y 161 vias KEGG respectivamente (Tabla 2). Las
rutas mas representadas en cuanto al numero de transcripciones homdlogas fueron el
metabolismo de la purina (map00230, 58 secuencias), el metabolismo de la cisteina y la

metionina (map00270, 58 secuencias), el metabolismo del azlcar amino y del azlcar
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nucledtido (map00520, 46 secuencias), la biosintesis terpenoide (map00900, 33 secuencias),
el metabolismo de farmacos (map00983, 20 secuencias), la biosintesis flavonoide (map00941,
17 secuencias) y la biosintesis de carotenoides (map00906, 17 secuencias). El aumento de la
acumulacion de flavonoides y carotenoides en los cultivos frutales mejora sus valores
comerciales y saludables (Karasawa & Mohan, 2018). Entre las caracteristicas bioldgicas, la
propiedad mas reconocida de los flavonoides y carotenoides son sus efectos antioxidantes, que
a menudo son mucho mas altos que los de la vitamina E y la vitamina C (Britton, 2020; Nabavi
et al., 2020). Nuestros resultados transcripcionales confirmaron la presencia de genes y
enzimas conocidos en rutas relacionadas con la sintesis de flavonoides y carotenoides. Estos
resultados estan de acuerdo con estudios anteriores que informaron que el tomate de arbol es
una fuente abundante de carotenoides, antocianinas, flavonoides y compuestos fenélicos y
tiene una mayor actividad antioxidante que otras frutas ricas en antioxidantes como el kiwi o
la uva (Diep et al., 2020). En la accesion A21, nuestros datos mostraron que el proceso
biosintético del carotenoide GO términos fue enriquecido significativamente. Esto esta de
acuerdo con los resultados anteriores (Acosta-Quezada et al., 2015; Vasco et al., 2009) que
informaron que el cultivar morado tenia niveles mas altos de caroteneides en comparacion con
los cultivares amarillos o anaranjados. Nuestros resultados sugieren que los genes relacionados
con la via de biosintesis de flavonoides y carotenoides estan bastante bien conservados en el
tomate de arbol en comparacion con el tomate (Ye et al., 2015). Las variantes de secuencia en
esos genes entre las variedades de tomate de arbol podrian utilizarse como marcadores
funcionales para el mejoramiento asistido por marcadores para obtener nuevas variedades de

tomate de arbol con valores nutricionales mejorados.

Clasificacion COG
Un grupo ortdlogo de claster (COG) se define como un cllster de tres 0 mas secuencias

homologas que divergen del mismo evento de especiacion. Los grupos ortélogos fueron
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anotados funcionalmente utilizando la base de datos EggNog (evolutionary genealogy of
genes: Non-supervised Orthologous Groups). En total, 97, 437 para A21 y 99,471 para A23
GO se asignaron a 14,530 y 14,928 secuencias unicas respectivamente (Figura 8). El grupo
mas numeroso esta representado por el cluster de procesos celulares y sefializacion (CPS)
(6,311; 21.4%y 6,443; 21.0%), seguido del metabolismo (MB) (6,052; 20.5% y 6,417; 20.9%),
almacenamiento y procesamiento de informacién (ISP) (6,040; 20.4% y 6,396; 20.9%) (Figura
8). Dentro de la categoria CPS, la mayor proporcion fue asignada a, mecanismos de
transduccion de sefiales (T) (2,359 para A21y 2,392 para A23) y modificacion postraduccional,
recambio de proteinas, chaperonas (O) (2,051 y 2,104), dentro de la categoria MB: transporte
y metabolismo de aminodcidos (E) (1,232 y 1,342) y transporte y metabolismo de
carbohidratos (G) (1,249 y 1,314) y dentro de la categoria ISP, la mayoria fueron asignados a
la replicacion , recombinacion y reparacion (L) (2,043 y 2,254) y transcripcion (K) (1,997 y

2,043) (Figura 8).
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Identificacion y Caracterizacion de SNVs

Se identificaron polimorfismos intra e interespecificos tanto en accesiones como entre los
genomas del tomate y la papa. EI nimero de SNVs intraespecificos fue significativamente
mayor en A23 (49,530) que en la accesion A21 (19,117) (Tabla 3). De ellos, 14,837 (77.6%)
en A21y 38,183 (77.1%) en A23 fueron SNPs, 3,283 (17.2%) y 8,213 (16.6%) polimorfismos
de nucle6tidos multiples (MNP), 767 (4.0%) y 2,391 (4.8%) InDelsy 227 (1.2%) y 726 (1.5%),
nucledtido maltiple y un InDel (MIXTO) (Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticas de polimorfismo para los transcriptomas A21 y A23 del tomate de arbol.

Statistics SNPs MNP INDELs MIXED Total SNVs
SNVs intraspecific variations
A21 14,837 3283 767 227 19,117
A23 38,183 8213 2391 726 49,530
SNVs interspecific variations
A21 and S. tuberosum 619,626 174,982 28,2835 23,115 1,973,023
A23 and S. tuberosum 805,997 242,484 42,142 36,352

A21 and S. lycopersicum 624,503 194,857 23,407 20,788 1,809,264
A23 and S. lycopersicum 684,775 218,205 27,102 24,627

Los SNVs reportados aqui son mas altos que los SNVs identificadas en otros estudios
transcriptdmicos de Solanaceae, como los 17,000 SNVs encontrados en el tomate (Scarano et
al., 2017); sin embargo, en el caso de la papa se ha reportado un nimero similar de SNPs 69,011
(Hamilton et al., 2011).

Entre los SNPs, el niUmero de transiciones (10,687 en A21y 25,925 en A23) fue mayor que el
namero de transversiones (5,758 y 13,810), con una relacion transicion/transversion (Ts/Tv)
de 1.86 y 1.88, respectivamente (Tabla 4). Para la sustitucion de transicion, los mas abundantes
fueron C/T (17.4% en A21 y 17.0% A23) seguidos de G/A (16.8% y 16.6%), A/G (15.7% y
16.1%)y T/C (14.2% y 15.4%) (Tabla 4). En caso de sustitucion por transversion, la frecuencia
de ocurrencia de los SNPs fue A/T (6.2% y 5.4%) seguido de T/A (5.6% y 5.4%), G/T (4.6%
y 4.8%), C/A (4.3% y 4.5%), A/C (4.1% y 4.3%), G/C (3.0% y 2.9%) y C/G (2.7% Y 2.6%)
(Tabla 4). La frecuencia media de variacién gendmica de SNPs e InDels fue de uno en 242 pb
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en A21y uno en 204 pb en A23. En ambas accesiones, el nimero y la proporcion de variantes
heterocigotas fueron mayores,74% en A21y 79% en A23, que las homocigéticas (Tabla 4).
Esto ultimo podria deberse al hecho de que, a pesar de que algunos cultivares de tomate de
arbol se consideran autocompatibles y autbgamos, las flores son visitadas con frecuencia por
insectos polinizadores que pueden conducir a la polinizacion cruzada (Ramirez & Kallarackal,
2019).

Tabla 4. Namero de (transiciones / transversiones), tasa de variante y variante homocigota y

heterocigota en las accesiones A21 y A23 de tomate de arbol. (Tabla de Pacheco et al., 2021)

A2l A23
Transitions 10,687 25,925
CIT (%) 17.4 17.0
G/A (%) 16.8 16.6
A/G (%) 15.7 16.1
T/C (%) 14.2 15.4
Transversions 5,758 13,810
AT (%) 6.2 5.4
T/A (%) 5.6 5.4
GIT (%) 4.6 4.8
CI/A (%) 4.3 4.5
AJIC (%) 4.1 4.3
G/C (%) 3.0 2.9
CIG (%) 2.7 2.6
Ts/Tv ratio 1.86 1.88
Variant rate (bp) 242 204
homozygous (%) 74 79
heterozygous (%) 26 21

La gran mayoria de las variantes (12,095; 50.4% en A21 a 38,632; 61.3% en A23), clasificadas
segin SNPeff, fueron predichas como “modifier” (es decir, las variantes se localizaron en
regiones intergénicas o intronicas, o en un exon de una transcripcion no codificante), lo que
indica que no hay evidencia de impacto o que sus predicciones son dificiles de evaluar (Tabla

5). Los segundos efectos de impacto mas abundantes previstos fueron “low” (6,507; 27.1% y
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11,732; 18.7%), que son en su mayoria variantes inofensivas o poco probables que cambien el
comportamiento de las proteinas (Tabla 5). Los terceros fueron los que se predijo que tenian
efectos de impacto “moderate” (5,39; 21.4% y 11,637; 18.6%), es decir, variantes no
disruptivas, como la insercion/delecion de codones o la sustitucion de codones, que podrian
cambiar la efectividad de las proteinas (Tabla 5). Finalmente, la clase de impacto menos
abundante correspondi6 a los efectos de variacion “high” (262; 1,1% y 808; 1,3%), que se
consideran de impacto disruptivo sobre la proteina como truncamiento o pérdida de funcion

causada por delecion/delecion de exones (Tabla 5).

Tabla 5. Namero de efectos por impacto en las accesiones A21 y A23 de tomate de arbol.

(Tabla de Pacheco et al., 2021)

MODIFIER LOW MODERATE HIGH
Number of effects intraspecific

A21 12,095 6,507 5,139 262
A23 38,362 11,732 11,637 808
Number of effects interpecific

A21 and Solanum tuberosum 1,325,386 547527 461,527 8,686
A23 and Solanum tuberosum 1,861,338 644,515 568,120 15,010
A21 and Solanum lycopersicum 5,568 377,062 291,925 5,568
A23 and Solanum lycopersicum 1,110,318 403,147 319,944 6,700

Las principales categorias de variantes fueron en regiones de exones (48% para A21 'y 37%,
para A23), regién intergénica (21% y 30%), variante 3' UTR (17%), variante UTR 5' (14% y
16%) y variante sindnima (25% y 17%) (Tabla 6). Con respecto a los efectos sobre la funcién
proteica, en promedio, (58% en A21y 52% en A23) de las variantes se predijo que producirian
un efecto silencioso, (41% y 47%) un impacto sin sentido y (1%) un producto proteico sin

sentido (Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentaje de efectos por region y clase funcional en las accesiones A21y A23 de

tomate de arbol. (Tabla de Pacheco et al., 2021)

A2l A23
Exon 48 37
Intergenic 21 30
3' UTR variant 17 17
5'UTR variant 14 16
synonymous variant 17 25
Silent 58 52
Missense 41 47
Nonsense 1 1

En cuanto a los SNVs interespecificos, el mayor nimero de SNVs se identificd con la papa
(1,973,023) y un poco menos con el tomate (1,809,264), confirmando que el tomate de arbol
esta filogenéticamente mas cerca de este Ultimo (Olmstead et al., 2008). De ellos, 1,425,623
(72.3%) con papa y 1,309,278 (72.0%) con tomate eran SNPs; 417,416 (21.2%) y 413,062
(22.7%) eran MNP; 70,427 (3.6%) y 50,509 (2.8%) eran InDels, y 59,507 (3.0%) y 45,415
(2,5%) fueron MIXED (Tabla 7). La accesion A23 exhibié un mayor nimero de variantes

interespecificas que A21 (Tabla 7).

Tabla 7. Estadisticas de polimorfismo para los transcriptomas A21 y A23 del tomate de

arbol. (Tabla de Pacheco et al., 2021)

Statistics SNPs MNP INDELs MIXED  Total SNVs

SNVs intraspecific variations

A2l 14,837 3,283 767 227 19,117
A23 38,183 8,213 2,391 726 49,530
SNVs interspecific variations

A21 and S. tuberosum 619,626 174,982 28,2835 23,115 1,973,023
A23 and S. tuberosum 805,997 242,484 42,142 36,352

A21 and S. lycopersicum 624,503 194,857 23,407 20,788 1,809,264
A23 and S. lycopersicum 684,775 218,205 27,102 24,627
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En contraste con los SNVs intraespecificos, la proporcion de variantes homocigéticas fue
mayor (mas del 95%) que los heterocigotos. Se observaron diferencias considerables en el
numero medio de polimorfismos entre los cromosomas, con diferencias de mas de 2 veces entre
el cromosoma 1 (259,267 en papa y 237,098 en tomate) y el cromosoma 12 (127,595 y

113,202) en ambas accesiones (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucién cromosdmica de variantes de tomate de arbol con papa (S. tuberosum)

y tomate (S. lycopersicum). (Tabla de Pacheco et al., 2021)

Species
Chromosome S. tuberosum  S. lycopersicum

1 259,267 237,496
2 200,827 90,558
3 205,561 92,045
4 176,113 78,104
5 133,442 59,508
6 164,694 72,583
7 152,942 67,774
8 140,397 62,569
9 148,610 64,651
10 130,071 58,183
11 133,138 59,040
12 127,595 54,634

El impacto de 3,186,724 SNVs (58,7%) en papa y 2.095.805 (59,9%) en tomate se clasifico
como “modifier”, 1,192,042 (21.9%) y 728,209 (22.3%) se clasific6 como "low", 1,029,629
(19.0%) y 611,869 (17.5%) se clasifico como “moderate”, y el impacto de los 23,696 restantes
(0.4%) y 12,268 (0.4%) Los SNPs fueron "hight" (Tabla 5). La mayoria de categorias de las
variantes estaba en los exones (el 39% a el 43%), la region intergénica de la variante

downstream del gen (el 25% vy el 28%), la variante upstream del gen (el 15% y el 19%), la
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variante de 3' UTR (el 5% y el 8%), la variante del intron (el 2% y el 6%), la region intergénica
(el 2% vy el 3%), y 5' variante de UTR (el 2% vy el 3%). La identificacién de las variantes
intraespecificas e interespecificas fomentara varias aplicaciones, incluyendo el mapeo
genético, identificacion de genotipos, seleccién asistida por marcadores, mejora, y la
comprension del control genético de los rasgos adaptativos en el tomate de arbol (He et al.,

2014)

Conclusiones

En este trabajo, ensamblamos secuencias de transcriptomas de alta calidad de dos cultivares de
tomate de arbol, un cultivo frutal estrechamente relacionado con el tomate y la papa, con gran
potencial en regiones subtropicales. La exhaustiva anotacion aporté informacién extensa y
detallada que facilitara la diseccion de rasgos de interés agrondmico, como el contenido en
compuestos bioactivos o la respuesta a estrés  entre otros. Ademas, este es el primer estudio
en tomate de &rbol donde se ha identificado un elevado nimero de polimorfismos, tanto
intraespecificos como con especies estrechamente relacionadas que podrian ser utilizadas en
andlisis de diversidad genética, mapeo cualitativo y cuantitativo de rasgos y programas de
mejora en tomate de arbol. Esta informacion constituye un recurso valioso para los programas
de mejoramiento de tomates, estudios de diversidad genética y ayudara en la mejora del tomate

de arbol y su introduccion exitosa en otras regiones y paises.
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