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O En los estudios del genoma y su expresion es frecuente relevar un gran
numero de observaciones, ya sea porque se analizan muchas variables
simultaneamente, porque el numero de individuos evaluados es grande
0 porque el problema bajo estudio esta afectado por interacciones de

diferente indole.

Figura 3. Recursos genéticos generados por la Citedra de Genética FCA-UNR a partir del
cruzamiento entre el cultivar Caimanta de S. Ilycopersicum y la linea LA722 de S
pimpinellifolium.
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O A fin de obtener un usufructo 6ptimo de los resultados experimentales,
es necesario recurrir a métodos que reducen la dimensionalidad de las
bases generadas, minimizando la pérdida de informacion vy
jerarquizando los datos retenidos.
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 La aplicacion de estos meétodos debe decidirse en funcion de los
objetivos de la investigacion, la naturaleza y el origen de los datos, la
disponibilidad de recursos informaticos, entre otros factores.

O En esta charla se presentaran cuatro estudios con disenos y objetivos
diferentes (exploratorios, descriptivos, inferenciales y asociativos),
realizados aplicando técnicas de reduccion de dimensionalidad sobre
datos cualitativos, cuantitativos, moleculares, fenotipicos Yy
combinaciones de estos.

L Los procesos Dbiologicos estudiados fueron incompatibilidad
gametofitica, madurez del fruto de tomate, estimacion de heredabilidad
multivariada y expresion de proteinas en cruzamientos dialélicos.



INCOMPATIBILIDAD GAMETOFITICA

El resultado (fecundacion o no
fecundacion) depende de la
interaccion entre el fenotipo del

Stigma grano de polen y el fenotipo del

Genotipo Planta polinizadora 51 52
1 52 51 52 5 52

- - - carpelo.
Analisis biplot: interaccion genotipo
Style X ambiente, planta x patogeno.
Estudio exploratorio y luego,
5152 5153 S84 descriptivo

_ Datos expresados en frecuencias.
Genotipos plantas madres

La incompatibilidad gametofitica es generalmente debida a un uUnico locus
multialélico con expresion del alelo portado por el grano de polen (gametofito
masculino) en el progenitor macho y codominancia para la expresion del
carpacter en el carpelo (progenitor femenino)



O Se reanalizaron con este enfoque datos publicados: Talavera et al.
(2001). Genetic control of self-incompatibility in Anagallis monelli
(Primulaceae: Myrsinaceae). Heredity 87: 589-597.

O Diferentes cruzamientos dialélicos de medio hermanos y hermanos
completos

O Numero de frutos cuajados / numero de polinizaciones manuales
efectuadas

O Resultados del biplot: las dos primeras Componentes principales
explicaron un alto porcentaje de la variacion

 Se formaron grupos de plantas intercompatibles e interincompatibles,
con diferencias al actuar como macho y como hembra

O Interpretacion: ajusta al modelo de incompatibilidad monogénico,
multiloci, gametofitico.
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Figure 1. (a) Lysimachia monelli, biplot analysis for diallel D4, Biplot graphic genotypes are labelled with M when viewed as entry (M plant) and with P when
viewed as tester (pollen donor, P plant). CP1 and CP2 means principal component (PC1 and PC2) output from the original computer program Info-Gen (UNC)
Genotype Environment Interaction [Version 15/09/2013]. (b) L. monelli, biplot analysis for diallel D4R, () L moneli, biplot analysis for the combined diallels
D4 = D4R, Polygon P; biplot origin bo; perpendicular line pl; vector of the tester wt; intra-incompatible group Tig (red circle); compatible group cg (green drcle)
and inter-compatible group ICg (blue dotted circle). Genotype labels and computer program in (b) and ic) as for (a).
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Figure 3. Lysimachia monelli, biplot analysis for diallel D&. Biplot graphic: genotypes are labelled with M when viewed as entry (M plant) and with P when viewed
as tester (pollen donor, P plant). CP1 and CP2 means principal component (FC1 and PC2) output from the original computer program Info-Gen (UNC) Genotype

Environment Interaction [Version 15/08/2013].



MADUREZ DEL FRUTO DE TOMATE

A) Expresion diferencial de proteinas en cruzamientos dialélicos:

El tomate (Solanum lycopersicum) es un fruto climatérico cuya
maduracion se caracteriza por cambios secuenciales en la expresion de
proteinas, dando como resultado diferentes perfiles de bandas
polipeptidicas en cada estado de madurez (Giovannonni, 2004).

Sin embargo, frutos de diversos genotipos de tomate varian en su
madurez (Rodriguez et al., 2008).

Por lo tanto, la maduracion del fruto de tomate es un proceso biolégico
afectado por fuentes multidimensionales de variacion: el estado de
madurez, el genotipo y la expresion de proteinas.

Analisis descriptivo: Analisis de Correspondencias



Por Analisis de Correspondencia se identificé un hibrido como el individuo
mas variable a lo largo de la maduracion, y siete bandas de polipeptidos
altamente asociadas a su rendimiento discrepante en relacion con los
otros genotipos del cruzamiento dialélico.
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Figure 7. Representacion de las 25 bandas polipeptidicas (PP) y los 60 genotipos (RILs indicados
como LN y SCH indicados como LNXXLNY, siendo N el numero asignado a cada RIL obtenido por los
criadores de tomates) de acuerdo al AC integrador de los cuatro estados de madurez.



B) Analisis inferencial: enfoque dialélico de la expresion de

polipeptidos
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Analisis de agrupamiento de los genotipos de tomate (RILS, representadas por L, e
hibridos, s6lo por numeros), del disefio de cruzamientos dialélicos por perfiles
polipeptidicos, en cuatro estados de madurez. Métrica utilizada: distancia de Jaccard .



Gardner y Eberhart (1966) , considerando efectos fijos,
propusieron el siguiente modelo:

Yii' = p + Ya(pi + pi’) + O(HM + hi + hi’ + sii’) + eii’

donde n es la media de los padres (lineas puras), pi es el
efecto del padre i, 6 = 0 para padres y 1 para los hibridos, Hm
es la heterosis media, hi es la heterosis del padre | (heterosis
varietal), sii’ es la heterosis especifica y eii’j es el error
experimental.

Hm, hi y sii’ son los componentes de |la heterosis respecto al
promedio entre los padres (H), que se computa como

H=Hm + hi+ hi" + sii



Permutational Manova (PM) es un Analisis multivariado
permutacional de la variancia que utiliza matrices de distancia. Es
un metodo no paramétrico, basado en test de permutacion con
estadisticas pseudo-F. Es una alternativa al analisis multivariado
de la variancia tradicional (MANOVA) gue es demasiado estricto
en sus supuestos para la mayoria de los conjuntos de datos
multivariados ecologicos y geneticos.

Las aplicaciones tipicas de este metodo incluyen el analisis de
datos ecologicos o datos geneticos donde podriamos tener un
numero limitado de muestras de individuos y miles o millones de
columnas de datos de expresion génica.

PM es ademas una alternativa a AMOVA (analisis molecular de la
variancia).



Para la expresion de polipeptidos, se detectaron diferencias
significativas entre padres, entre padres vs. hibridos, entre
hibridos de un mismo padre vs. el resto y entre hibridos sin tener
en cuenta su origen.

Interpretacion: se encontraron efectos varietales y de heterosis
(media, varietal y especifica) para la expresion de polipéptidos
(variable dictdmica), que permiten explicar lo observado en el
dendrograma.

Ademas, incorporando al peso y la vida poscosecha de los
frutos como covariables del PERMANOVA, peso no tuvo
efectos sobre los perfiles de polipéptidos, pero vida
poscosecha mostrd un efecto significativo para perfiles de
polipéptidos en VM, interaccionando con la fuente de variacion
Genotipo. Esta interaccion sugiere que las diferencias en la
vida poscosecha del fruto entre los genotipos homocigotas y
heterocigotas podrian estar asociados con la presencia /
ausencia de al menos algunas bandas de polipéptidos en la
etapa temprana de la madurez.



C) Estimacion de la heredabilidad multivariada para
caracteres fenotipicos asociados a la madurez del fruto de
tomate

. Objetivos:

Conocer y cuantificar la variabilidad total de las generaciones F, y F;
para caracteres de calidad de fruto en un programa de
mejoramiento de tomate a partir de Hibrido de Segundo Ciclo

Caracterizar los genotipos seleccionados de acuerdo a sus valores
para los atributos evaluados en cada generacion.

Estimar la heredabilidad multivariada a través de Analisis Factorial
Multiple de acuerdo a la caracterizacion global de ambas

generaciones (analisis inferencial y variables cuantitativas).
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CALCULO DE HEREDABILIDAD

REGRESION PROGENIE-PROGENITOR (RPP)

Estos valores fueron tomados como referencia para comparar resultados con el
método multivariado

Caracteres Heredabilidad EE
Peso 0,33 0,11
Altura 0,46 0,09
Diametro 0,41 0,16
Forma 0,43 0,12
pH 0,11 0,06
Vida Poscosecha 0,00 0,00
L 0,00 0,00 .. ..
o 0.00 0.00 Coef|C|en.tes.d.e r(-:_-gresmn:
S6lidos solubles 0,00 0,00 no significativos
Firmeza 0,00 0,00

Resultados presentados en Congreso SBR 2015 (“Estimacion de componentes de variancia genética en
un hibrido de segundo ciclo de tomate (Solanum lycopersicum)”) y en Congreso SAG 2015 (“Disefio de
estrategias de mejoramiento en un hibrido de segundo ciclo de tomate”)



Estimacion Multivariada: ANALISIS FACTORIAL MULTIPLE (AFM)

Encontrar una estructura comun o representativa de todas las

tablas
) Estudiar las relaciones entre los individuos o elementos.

) Estudiar las relaciones entre variables.

. Encontrar una estructura comun respecto a los grupos, que

ponga en evidencia las especificidades de cada grupo.



— Consta de dos etapas: L_
A Y/
Etapa preliminar del AFM Etapa principal del AFM

b b
X]. . XI{ w XH X — xl/ll : - : Xk 11 : . : X’K/_"il
A
AE‘Pi ACP i Acpi I | |
ACP
A % .

v Se mantiene la estructura de cada
matriz

v’ Se logra que ninguna matriz tenga
un peso preponderante



tr[(Xp X' ) (X X)) ]

J (tr(X, e X')) (tr(Xe X))

>RV ) RV (X, X)) =

N\

Permite medir la semejanza entre tablas
o matrices de datos. Con lo cual puede
asociarse con la heredabilidad general

del conjunto de datos.




ANALISIS FACTORIAL MULTIPLE

Los dos primeros ejes representan el 51% de |a variabilidad
total de los datos

10

Dim 2 (17 .31%)

Dim1 (3367%)



ANALISIS FACTORIAL MULTIPLE

Representacion de las generaciones sobre los dos primeros ejes globales
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D) Consenso entre caracterizacion molecular y
caracterizacion fenotipica de atributos de calidad de fruto

en tomate
1. Caracterizar la diversidad genética en las generaciones segregantes F, de los tres

hibridos de segundo ciclo (HSC RIL18xRIL1, RIL1xRIL8 y RIL1xRIL5) mediante seis
combinaciones de marcadores moleculares AFLP

v" elevados numero de bandas
6 combinaciones de cebadores de AFLP | /' 3ito porcentaje de polimorfismo

(Cachiarelli et al., 2015)

* total de bandas
* numero de bandas polimdérficas
* porcentaje de polimorfismo

°* numero de bandas que ajustaron a la segregacion
mendeliana esperada

* analisis de conglomerados




2. Evaluar la variacion para 11 caracteres cuantitativos relacionados a la calidad de fruto
en estas tres generaciones segregantes F,

Diametro (D)

Altura (A) | Firmeza (F)

Color
Porcentaje de reflectancia (L)
Cociente de absorbancias (a/b)

V7 &
SO|IC|OS solubles (SS)

©
—#I.




3. Explorar el consenso entre la diversidad molecular y la variacion para caracteres
cuantitativos mediante Andlisis de Procrustes Generalizado (APG)

Anadlisis de Componentes Principales (ACP): 11 variables cuantitativas
(fenotipicas).

Analisis de Coordenadas Principales (ACoP): AFLP / bandas con segregacion
mendeliana.

Analisis de Procrustes Generalizado (APG): evaluar la asociacion/consenso
entre la informacioén fenotipica y molecular.




CP 2 (20,6%)

Analisis de Componentes Principales

5,00+
I-56
A
-89
VI-43
Vi-39 70 L
2,50 A ) 35 g
a2 2
.
1v-60" S8
I-58
V-6 59 .
.
V54 ¢ 138
.
VI-55
A vilT wees57, V61,
000 VEG vtz . . A
004 . .
VI-51 AT +—
-
IV-59 .
WIE)
VI-15
. * -
vit-1g 74 . . V-6
75 57
V45 J .
vi-T7 137 199
.
-2,501 IV-53
.
V-6
-5,007| T T T 1
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00
CP 1 (30,2%)
I

CP1: 30%; CP2: 21%; CP3: 16%; CP4: 11% (4CP: 78%)




Andlisis de Coordenadas Principales

ACoP: 12 coordenadas para explicar el 79%.

Analisis de Procrustes Generalizado

APG: 7 componentes para explicar el 79%.
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En todos los casos, la aplicacion de analisis
de reduccidn de la dimensionalidad
permitid dilucidar las bases genéticas
subyacentes a los procesos bajo estudio.

Muchas gracias!



