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INCORPORACION DEL GEN Mi A VARIEDADES DE TOMATE
MEDIANTE EL MARCADOR Aps-1*

Marta Alvarez®, Regla M. Lara, J. Rodriguez , R. Fernandez

y J. Cuartero

ABSTRACT. Genetic resistance, together with the application
of antinematode products and other methods of integrated
fight, is the most recommended control choice. Many modern
varieties and hybrids have introduced Mi gene, that confers
incomplete resistance to several species from genus
Meloidogyne. The National Institute of Agricultural Sciences
(INCA), along with La Mayora-CSIC Experimental Station, has
developed a breeding program, with the objective of
introducing the Mi gene to a few tomato varieties with good
acceptance by Cuban producers. The methodology used was
marker-assisted selection by using Aps-1', an isozyme marker
that integrates the same linkage group as Mi gene. Codominant
marker Aps-1' helps the indirect selection of nematode
resistance, with no need of infesting the soil. The selection by
Aps-1' during backcross and selfing process made between
1997 and 2003 enabled to obtain Aps-1'/Aps-1' lines. This paper
reports the first results of incorporating Mi gene to tomato
varieties Mariela, Amalia, Rome and Rilia as well as describes
the methodology followed.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, el mejoramiento genético de va-
riedades se ha realizado mediante la seleccién del fenotipo
y, aunque la seleccién indirecta por marcadores
genéticos se ha utilizado en la mejora desde los prime-
ros tiempos de la genética con marcadores de tipo
morfoldgico, su aplicacién sistematica comenzo con el
empleo de las isoenzimas. Posteriormente, los marca-
dores moleculares de ADN han superado con creces las
expectativas de hace algunos afios, lo que ha impulsado
la utilizacion de la seleccidn indirecta de caracteres, prin-
cipalmente los de herencia simple (1).
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RESUMEN. Frente a los nematodos del género Meloidogyne
es la resistencia genética, junto a métodos de lucha integrada,
la opcién mas recomendada para el tomate, por lo que los
cultivares e hibridos modernos portan, en su mayoria, el gen
Mi, que confiere resistencia no completa a varias especies del
género Meloidogyne. El Instituto Nacional de Ciencias Agri-
colas (INCA), con la colaboracion de la Estacion Experimental
La Mayora-CSIC, Espafia, ha desarrollado un programa de
mejora genética, con el objetivo de incorporar el gen Mi a
variedades de tomate con buena aceptacion por los productores
cubanos. La metodologia empleada fue la de seleccion asisti-
da por el marcador isoenzimatico Aps-1', que integra el grupo
de ligamiento del gen Mi, cuya naturaleza codominante facilito
la seleccidn indirecta de la resistencia, sin necesidad de infes-
tar el suelo. La seleccion por el marcador Aps-1'se realiz6 du-
rante todo el proceso de autofecundaciones y retrocruzamientos
que se efectuaron entre 1997 y 2003, que posibilitd la obten-
cion de lineas Aps-1'/ Aps-1'. En el presente trabajo se descri-
be la metodologia que se siguid y se dan a conocer los prime-
ros resultados de la incorporacion del gen Mi a las variedades
de tomate Mariela, Amalia, Rilia y Roma.

Palabras clave: tomate, Lyooperscon nematodos, Mdoidogyne
marcadores moleculares, seleccion,
isoenzimas, fosfatasa acida, mejora genética

Los marcadores moleculares asociados genéticamente
a una caracteristica especifica son de particular interés
en los programas de mejoramiento, debido a que permi-
ten el r4pido monitoreo de grandes nimeros de plantas
en una edad temprana del desarrollo (2). Otros hicieron
referencia a una aplicacion concreta de los marcadores
moleculares en los programas de introgresion via
retrocruzamiento, donde los marcadores fuertemente li-
gados a los genes que se desean introducir son utiliza-
dos como monitores en las generaciones de
retrocruzamiento (1).

Laintrogresion de genes asistida por marcadores esta
siendo empleada en los programas de mejora de nume-
rosos cultivos (3). En relacion con el tomate, hay nume-
rosos genes que estan siendo introducidos con selec-
cion asistida por marcadores de forma, que ya es una
practica rutinaria en la mayoria de los programas de me-
jora genética de este cultivo, fundamentalmente con mar-
cadores de ADN (4).



Marta Alvarez, Regla M. Lara, J. Rodriguez , R. Fernandez y J. Cuartero

Si bien los marcadores bioquimicos, como las
isoenzimas, poseen numerosas ventajas, como la
codominancia y el bajo costo relativo, el nUmero de
isoenzimas que se pueden estudiar en el reino vegetal no
es suficiente para poder buscar marcadores para cual-
quier gen. No obstante, se conoce un buen nimero de
casos en que si se han logrado encontrar. Por ejemplo,
en tomate, el locus Mi que controla la resistencia a
nematodos esta ligado al locus de Aps-1 de fosfatasa
acida, y el de androesterilidad Ms lo esta con Prx-2, una
peroxidasa, lo que los ha hecho material de trabajo ideal
por mucho tiempo (5).

En Cuba, la alta incidencia de nematodos en los
suelos en el tomate sembrado en organopénicos y huer-
tos urbanos es uno de los principales problemas de es-
tas areas. Entre los nematodos que afectan el cultivo se
encuentran los que causan las agallas de la raiz, perte-
necientes al género Meloidogyne, donde el control quimi-
co, ademas de ser muy costoso, tiene repercusiones
ecoldgicas negativas sobre el suelo y es muy dafiino para
la salud del hombre. El Instituto Nacional de Sanidad
Vegetal (INISAV) recomienda, para estos casos, el ma-
nejo integrado, que contempla el uso de productos
bionematicidas® y a la que la resistencia genética de las
variedades pudiera incrementar su efectividad.

Las variedades de tomate cubanas para la explota-
cion a cielo abierto son, en su mayoria, susceptibles a
nematodos, por lo que el Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA), con la colaboracién de la Estacién Ex-
perimental La Mayora-CSIC, Espafia, ha estado traba-
jando en la transferencia del gen Mi que confiere la resis-
tencia a los nematodos (Meloidogyne spp), basada en la
seleccién asistida por el marcador Aps-1* a variedades de
tomate de aceptacion por los productores (6). El objetivo
del presente trabajo es dar a conocer la metodologia
empleada para la incorporacién del gen Mi a las varieda-
des de tomate Mariela, Amalia, Roma y Rilia.

MATERIALES Y METODOS

Fueron seleccionados como progenitores suscepti-
bles a nematodos las variedades Mariela, para consumo
en fresco; Amalia, de doble propdsito; Riliay Roma para
la industria (7) y como genotipos resistentes a nematodos
las variedades o hibridos resistentes Garbo, Rambo,
CIx-3779, 16 15 81, Kastalia, VFN 8, 37 85 06, Valentin,
38 85 03, Nemagema e Ipanema, a los que se les com-
probd la presencia o no del marcador isoenzimatico Aps-1*
y del marcador REX-1, del tipo SCAR (Regiones Amplifi-
cadas de Secuencias Caracterizadas), este Ultimo con
el propdsito de corroborar la presencia del gen Mi en los
genotipos que se escogieran como progenitores resis-
tentes.

La presencia o no de los marcadores se determino,
en el caso del marcador Aps-1!, por analisis

l(Fernémdez, comunicacion personal, 2003)
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electroforéticos de isoenzimas de fosfatasas acidas (APS)
en hojas jovenes de plantas individuales de tomate de
aproximadamente 15 dias de sembradas en bandejas de
poliespuma o cepellones que contenian un sustrato com-
puesto por suelo Ferralitico Rojo compactado: materia
organica:zeolita en proporcion de 1:2:1, mantenidos en
condiciones semicontroladas.

El material vegetal fue homogeneizado en frio con un
buffer de extraccién que contenia Tris-HCI 0.05 M, acido citri-
€0 0.07 M, PEG al 1 %, PVP-40 al 8 % y 2-mercaptoetanol
al 10 % en proporcidén de 40 ulL por cada hoja a macerar.
El extracto crudo fue sometido a electroforesis vertical en
un sistema de buffer discontinuo sobre gel de
poliacrilamida, empleandose para ello un gel separador
del 10 % con buffer Tris—HCI 0.375 M, pH 8.8 y un gel
concentrador al 4 % con buffer Tris-HCI 0,125 M, pH 6.8 (8).

Eltampon de la cubeta utilizado fue Tris-glicina, pH
8.3y eltiempo de corrida estuvo determinado por el des-
plazamiento de la banda de bromofenol azul hasta aproxi-
madamente 6 cm del inicio del gel separador a intensi-
dad de corriente constante de 25 mAmp en camara de
electroforesis vertical Migthy Small Il Farmacia Biotech.

La tincidn isoenziméatica se desarrollé de acuerdo
con el procedimiento empleado para las APS: el gel se
sumergid en una solucion que contenia 10 mL de buffer
tris-citrato 0.5M, pH 5.5 en volumen final de 50 mL de
agua destilada; 100 mg de 2-naftil fosfato sodio (disuel-
tos en cinco gotas de acetona) y 300 mg de Fast Black K
Salt prograde. Los geles fueron colocados en agitacién y
oscuridad total durante dos horas a temperatura ambien-
te, hasta la aparicion de bandas de color rojo marrén so-
bre un gel transparente?.

Las observaciones fueron realizadas sobre la base
de los fenotipos enzimaticos de cada individuo, por la pre-
sencia 0 ausencia de las bandas e intensidad de tincion (9).
En todos los casos se incorpord la muestra de un testigo
resistente, la variedad VFNS8 (Aps-1'/Aps-1') y la variedad
susceptible (Aps-17/Aps-1*). La naturaleza codominante
del marcador permitié distinguir el patron isoenzimético del
marcador en heterocigosis (Aps-1'/ Aps-17).

Ademas, se corroboré la presencia del marcador
REX-1, de tipo SCAR “Sequence Characterised Amplified
Region” (10), para confirmar la presencia del gen Mi en
los genotipos. Luego de la extraccién de ADN (11), se
efectud su amplificacion basada en la Reaccién en Cade-
na de la Polimerasa (PCR) con los cebadores REX-F1:
(6"-TCGGAGCCTTGGTCTGAATT-3") y REX-R2:
(5"-GCCAGAGATGATTCGTGAGA-3") y su posterior di-
gestion con la endonucleasa Taql en incubacién a 65°C por
tres horas como minimo. Para analizar los productos PCR
digeridos por la endonucleasa, se realiz6 una electroforesis
horizontal de estos en gel de agarosa al 2 %, a una corrida
de 60 a 80 mAmp de 7 a 8 cm; una vez finalizada, se proce-
di6 a latincién del gel con bromuro de etidio y se observaron
las bandas sobre un transiluminador de luz UV (10, 12).

Z(Fernéndez-Muﬁoz, comunicacion personal, 1997)
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Para incorporar el gen Mi a cultivares comerciales
de tomate, se efectuaron cuatro cruzamientos en la cam-
pafia de invierno de 1997: Mariela x Rambo, Amalia x
VFN-8, Roma x Ipanema y Rilia x Nemagema. El proce-
dimiento de seleccion a partir de la generacion F, y hasta
la obtencion de lineas homocigéticas en la campafia de
2002, se muestra en la Figura 1 y consistié en una com-
binacion de la seleccion asistida por el marcador de
fosfatasas acidas Aps-1, retrocruzamientos con la varie-
dad susceptible y autofecundaciones, para facilitar la
seleccion por el marcador, hasta obtener tres
retrocruzamientos y tres autofecundaciones (A R.). En
cada campafia se seleccionaron las plantas que tuvieran
el marcador en homocigosis (plantas Aps-1*/Aps-1%) y/o
en heterocigosis (plantas Aps-1*/Aps-17).

1997-1998 Cruzamiento Q V) X g (Vn)

l

1998 Obtencién del hibrido (F)
y autofecundacién l
1998-1999  Seleccién por el marcador (F)
Retrocruzamiento (V) X Plantas con Aps-1*
1999 Autofecundacion (R)
1999-2000 (AR)
2000-2002 Repeticién del proceso de (AR,

autofecundaciones, )
retrocruces y seleccién por
el marcador hasta obtener

2002-2005 Seleccién agronémica y ampliacion de semilla

Figura 1. Esquema de seleccion asistida por el marcador
Aps 1! en el tomate

Una vez obtenidas las primeras lineas derivadas del
cruce con la variedad Mariela (lineas 100, 101, 111, 119,
163, 164y 169), se evalud su respuesta de resistencia o
susceptibilidad en suelo infestado con nematodos. Para
la mencionada prueba, se emplearon como controles
susceptibles las variedades Mariela y Rutgers (mi/mi) y
como control resistente el hibrido resistente (Mi/mi) Early
Nemapride. Las semillas de cada linea y controles se
pusieron a germinar en cinco alvéolos (de 100 cm® de
volumen) en bandejas rellenas de turba. Las plantulas se
mantuvieron en camara de condiciones controladas
16 horas luz dia, 25°C dia, 20°C noche. Las inoculaciones
se realizaron en la misma bandeja de germinacién, cuan-
do las plantulas tenian 15 dias. Cada alvéolo se inocul6
con 2 300 huevos de Meloidogyne spp. Para determinar
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la respuesta de las lineas, se observo la presencia-au-
sencia de agallas en las raices a los 75 dias después de
la inoculacion, asi como en las plantas adultas que se
desarrollaron a partir del trasplante a suelo infestado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla T se muestran los resultados de la pre-
sencia de los marcadores REX-1y Aps-1' en las varieda-
des e hibridos candidatos a ser los progenitores resisten-
tes a nematodos. Se observd que la totalidad de las va-
riedades tuvieron el marcador REX-1; en cambio, no to-
das tuvieron el marcador Aps-1*, por ejemplo, las varieda-
des Garbo, 16 15 81 y 37 85 06. Estos resultados estan
de acuerdo con otros, en los que REX-1 esta mas cerca-
no al gen Mi que Aps-1 (13). Es tanto mas fiable un mar-
cador cuanto mayor sea su proximidad con el caracter
en cuestion, en el caso del gen Mi, que se cuenta con
dos marcadores, seria mas fiable el marcador REX-1, por
estar mas cercano. Sin embargo, en muchos programas
se emplea aun el marcador isoenzimatico Aps-1, por ser
mucho mas barato y asequible su identificacion (5).

Tablal. Resultados del analisis de marcadores REX-1
y Aps-1'en variedades e hibridos de tomate
resistentes anematodos

=
=
#

-1 Aps-1!

X

Hibridos y variedades

Clx 3779
Garbo
Kastalia
16 15 81
Ipanema
Nemagema
Valentin
378506
388503
Rambo
VFN-8

Laregién del cromosoma 6 donde se encuentran los
loci Miy Aps-1 es una zona de recombinacion reprimida,
lo que ha dado lugar a que ese gran blogue de ligamiento
introgresado se herede como una unidad. No obstante,
se han podido obtener algunas lineas con una pequefia
zona introgresada que tiene incluido el gen Mi, aprove-
chando la ocurrencia de las escasas recombinaciones
que han tenido lugar en la mencionada zona, de las que
debieron ser derivadas las variedades resistentes Garbo,
16 1581y 37 85 06, aqui analizadas (14, 15).

Se seleccionaron como progenitores resistentes aque-
llos genotipos que tuvieran el marcador Aps-1*, por ser este
el que se empleara en la seleccidn asistida y que tuvieran,
ademas, semejanzas agrondmicas con los progenitores
susceptibles, ya que esto posibilita efectuar un menor nd-
mero de retrocruzamientos. Para el caso de las varieda-
des de consumo en fresco, se escogié el hibrido Rambo
(Mi/mi; Aps-1&9; REX-1, 560 760 y 160 pb) y la variedad
VFN-8 (Mi/Mi ; Aps-1®9; REX-1 de 560y 160 pb), y para
las variedades de industria se eligieron Ipanema y
Nemagema (Mi/Mi; Aps-1¢Y; REX-1 de 560y 160 pb).

KRR KK KR KR
el Rl o R ool Ro RNl
HKX K XXX X




Marta Alvarez, Regla M. Lara, J. Rodriguez , R. Fernandez y J. Cuartero

El esquema de seleccién que se siguid se describe
en la Figura 1, el cual estuvo basado en la seleccién por
el marcador isoenzimético Aps-1* a partir de las pobla-
ciones segregantes F.. En esta primera etapa se evaluo
la proporcion esperada de homocigéticos para el marca-
dor, cumpliéndose en el caso de Mariela x Rambo la pro-
porcion de 1:1 para Aps-¥: Aps-**), ya que el progeni-
tor resistente Rambo es un hibrido (Aps-*") y para el
resto de los cruzamientos, donde los progenitores resis-
tentes eran homocigo6ticos, se observd la proporcion 1:2:1
para APS-MD:2 Aps-W:Aps-C1),

La expresion de codominancia de Aps-1 se puede
apreciar en la Figura 2, en que se muestra el perfil
electroforético de las fosfatasas acidas (APS). Las APS
en el tomate muestran un patrén de seis bandas de
isoenzimas bien definido, una de estas es la zona de
APS-1, la de mayor movilidad electroforética, donde se
puede apreciar la expresion fenotipica del alelo Aps-1%,
introgresado de L. peruvianum y el alelo Aps-1*, caracte-
ristico de L. esculentum. Al analizar la figura, se distin-
gue claramente el fenotipo homocigético (Aps 1Y), que
es tipico de la variedad resistente VFNS8, por presentar
una sola banda a 0.7 cm de alta actividad de tincion
isoenzimatica (Aps-11), del fenotipo heterozigotico (Aps-14+)
gue presenta tres bandas, una banda de alta actividad de
tincién que se corresponde con la banda del marcador
Aps 1*, una nueva banda de posicién media y una tercera
banda que se corresponde con el fenotipo isoenzimatico
Aps 17, tipico de las variedades susceptibles.

T

Aps 1wn
Resistente
homocigotico

T

Aps 1%
Resistente
heterocig6tico

1

ApS 1(+/+)
Susceptible

Figura 2. Gel de poliacrilamida con tincién de
fosfatasas acidas en que se muestra la
codominancia del marcador Aps-1

A partir de las plantas F, seleccionadas por el mar-
cador, se realizaron tres retrocruces con el progenitor
susceptible, con la finalidad de incorporar caracteristicas
agronémicas de este, alternando con autofecundaciones
gue garantizaran la homocigosis esperada para el mar-
cador, lo que dio lugar a que luego de tres
retrocruzamientos y tres autofecundaciones, se identifi-
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caran lineas con determinado grado de semejanza con la
variedad susceptible y de genotipo Aps 14/ Aps 14,
como son: siete lineas derivadas del cruce Mariela x
Rambo, ocho lineas del cruce Amalia x VFN8, cinco li-
neas Rilia x Ipanemay tres lineas Roma x Nemagema.

Laresistencia genética a ciertas plagas y enferme-
dades es el medio mas eficaz, y en ocasiones el Unico
utilizable econémicamente, para el cultivo del tomate para
conserva. De ahi el interés de incorporar el maximo nu-
mero de resistencias genéticas a las variedades mas uti-
lizadas. Las resistencias que presentan mayor interés
son las que se refieren a los parasitos del suelo, como
Verticillium, Fusarium y nematodos (16).

La seleccion para resistencia a nematodos o a los
patdégenos del suelo suele ser dificil y poco eficaz, por lo
gue el empleo del MAS en este tipo de resistencias ad-
guiere mayor relevancia, al no tener que manejar suelo
infestado para chequear las progenies, lo cual es tedioso
y ofrece poca precision de los ensayos, ademas de la
contaminacion no deseada. En el caso en que el gen de
resistencia sea de dominancia completa, como es el gen
Mi, se hace necesario en el método clasico de seleccién
directa por la resistencia, incorporar pruebas de proge-
nies para distinguir los genotipos homocigoéticos (Mi/Mi)
de los genotipos heterocigdticos (Mi/mi), lo cual
incrementa el trabajo y hace mucho mas largo el proceso
de obtencién de lineas resistentes, lo que se evita por la
aplicacién de MAS.

Las primeras lineas que se obtuvieron fueron deriva-
das del cruce Mariela x Rambo, con fenotipo Aps 1Y, y
fueron sometidas a las pruebas de tolerancia ante los
nematodos. Los resultados, segiin se aprecia en laTabla ll,
demuestran que el 100 % de las lineas evaluadas y su-
puestamente resistentes, en efecto, mostraron resisten-
cia, por lo que se asume que en el proceso de obtencion
de estas no tuvo lugar ninguna recombinacién en la zona
de ADN comprendida entre el gen Miy Aps-1. Este tipo
de prueba es decisiva y se considera un reto, ya que la
seleccién fue practicada sin que hubiese inoculacion del
patdégeno, por lo que los resultados obtenidos en condi-
ciones de inoculacién artificial con nematodos, constitu-
yen una prueba de la efectividad de la seleccién indirecta
practicada mediante el marcador en este programa.

Tabla Il. Resultados de la prueba de resistencia a
nematodos (Meloidogyne spp.) en las lineas
obtenidas del cruce Mariela x Rambo

Variedad o linea Agallasen raiz Fenotipo
Mariela si S
Early Nemapride no R
Rutgers si S
Linea 100 no R
Linea 101 no R
Linea111 no R
Linea119 no R
Linea 163 no R
Linea 164 no R
Linea 169 no R

S: fenotipo susceptible; R: fenotipo resistente



Incorporacion del gen Mi a variedades de tomate mediante el marcador Aps-1*

En estudios realizados para la incorporacion y eva-
luacién de la resistencia a la raza 2 del género
Meloidogyne, en variedades susceptibles de tomate me-
diante el marcador molecular REX-1, se ha demostrado
gue existe una clara correlaciéon entre los métodos de
seleccion tradicionales y el empleo de marcadores por
MAS para el mejoramiento en la resistencia a nematodos
del género Meloidogyne (15).

Asimismo, se han realizado bioensayos por parte
del Instituto Nacional de Sanidad Vegetal (INISAV), don-
de se incluy6 la variedad Eliana, creada a partir de la
linea 100 del cruce Mariela x Rambo, junto a productos
bionematicidas obtenidos en la mencionada institucion,
y donde se obtuvieron resultados muy alentadores en el
control de la plaga.

El desarrollo obtenido en los ultimos afios denota
gue en el mejoramiento de plantas el paradigma ha cam-
biado: de la seleccién de fenotipos a la seleccién de
genes, ya sea directa o indirectamente. En el futuro cer-
cano, el mejorador de plantas tratara de optimizar el uso
de la variacion genética en la naturaleza, integrando de
conjunto en un mismo genotipo aquellos alelos que
maximicen el rendimiento, la resistencia a enfermeda-
des, estrés, etc. (3). El incremento de la aplicacion de
MAS en los programas de mejora actuales de forma ruti-
naria corrobora este planteamiento.

Se puede concluir que la metodologia de seleccién
asistida por el marcador Aps-1* aplicada en el cultivo del
tomate fue efectiva, pues permitio seleccionar genotipos
resistentes a los nematodos del género Meloidogyne,
obteniéndose en una primera fase 7 lineas a partir del
cruce Mariela x Rambo, ocho lineas derivadas del cruce
Amalia x VFN-8, tres de Roma X Ipanema y cinco de
Rilia x Nemagema. Actualmente estas lineas estan en
fase de ampliacion de semillas, para ser valoradas
agronémicamente y evaluadas en condiciones de produc-
cién en suelo infestado con nematodos como parte de la
lucha integrada.
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