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Introduccién.

El TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) constituye en la actualidad uno de los patégenos
virales mas devastadores del cultivo del tomate (Solanum lycopersycum) (1,2). Por la
importancia que tiene esta hortaliza en los habitos alimenticios de gran parte de la poblacion
mundial (3), se han establecido programas de manejo que incluyen tanto la aplicacion de
métodos tradicionales, el control fisico, quimico y biolégico sobre el vector (4), como el empleo
de variedades resistentes, siendo éste Ultimo método una alternativa mas amigable para la
salud del hombre y para el medio ambiente, en general (5,6).

Con el propésito de obtener nuevas variedades que sean altamente resistentes al TYLCV, en
nuestro pais se han establecido importantes programas de mejoramiento genético (7), los
cuales dependen, en gran medida, de la disponibilidad de una amplia variabilidad genética
(8,9).

En la actualidad, los marcadores moleculares constituyen una herramienta Gtil por su aplicacion
tanto en la identificacion de accesiones como en la caracterizacion de la diversidad genética
con fines mejoradores (10,11). Los marcadores RAPD (Ramdon Amplified Polimorphism DNA) y
las enzimas, particularmente, constituyen una técnica poderosa para la identificacion de
variaciones en la secuencia de ADN entre individuos (11,12).

El presente trabajo se realizd con el objetivo de estudiar la variabilidad genética existente entre
seis genotipos promisorios de tomate, obtenidos en programas de mejoramiento genético frente
al TYLCV, mediante el empleo de los RAPD y diferentes sistemas enzimaticos.

Materiales y Métodos.

Los genotipos empleados en el analisis se muestran en la tabla 1 y son procedentes del
programa de mejoramiento desarrollado en el Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana
Dimitrova (IIHLD), en la provincia de La Habana, Cuba. La extraccion de ADN se realizé por el
método de Dellaporta y colaboradores (13) a partir de una mezcla de hojas jévenes frescas,
recolectadas de cinco individuos para cada genotipo, en plantas completamente sanas y con
cuatro semanas de germinadas, las cuales habian sido mantenidas en condiciones
semicontroladas de casa de cristal. Los precipitados finales obtenidos fueron disueltos en
solucién amortiguadora TE, conservados a - 20°C y la concentracion de ADN total se determind
mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm (14).
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TABLA 1: Genotipos de tomate empleados en la determinacion de variabilidad genética.

Genotipos (Origen)
13/8/2 (Parental susceptible)
13/8/1 (Parental resistente)
(13/8/1 x 13/8/2) F2
(13/8/1 x 13/8/2) F1 x 13/8/2
(13/8/1 x 13/8/2) F1 x 13/8/1
(13/8/1 x13/8/2) F1
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Para el desarrollo de la técnica RAPD se utilizaron los siguientes cebadores arbitrarios: OPA2,
OPA3, OPA4, OPA5, OPA8, OPA9, OPA10, OPAll, OPA12, OPA13, OPA20, OPF1,
provenientes de la firma comercial Operon Technologies INC, Alameda, California. La reaccion
de amplificacion se realizé en un volumen total de 25uL que contenia: 10mM Tris-HCl a pH 8.3;
50mM KCI, 2mM MgCl,, 0,001% de gelatina, 100uM de cada dNTPs, 0,2uM de cebador, 50ng
de ADN gendmica y 1U de Tag ADN polimerasa (Amplicen). La amplificacién se produjo en un
termociclador marca Master Cycler, programado para 45 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
36°C y 2 minutos a 72°C, y un ciclo de 10 minutos a 72°C. Los productos de la PCR se
visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en solucion amortiguadora TBE
(45mM Tris-Borato, 1mM EDTA), y se tifieron con bromuro de etidio (14). El peso molecular de
los fragmentos amplificados se estimé usando el marcador 1Kb DNA Ladder (Gibco BRL).

Los productos de la PCR se informaron como presentes [1] o como ausentes [0] en cada
genotipo, creando asi una matriz de valores binarios. Se analizaron las bandas mas intensas y
con los datos obtenidos se calculd el indice de similitud entre cada par de genotipos, segun
Jaccard (15), los que fueron empleados para la construccion de un dendrograma. Estos analisis
se llevaron a cabo mediante el empleo del programa InfoStat (16).

Para las enzimas, a los 45 dias de edad de las plantulas, se realizaron las determinaciones de
proteinas totales, compuestos fendlicos, actividades enzimaticas PO, PPO y PAL, asi como las
isoenzimas PO y PPO (segun Arias 2007). Para las determinaciones de proteinas totales,
fenoles y actividades enziméticas, se realizaron tres réplicas. Todos los datos fueron
comparados a través de un Analisis de Varianza Factorial y la Prueba de Rangos Mdltiples de
Duncan con una p<0,05, usando el programa InfoStat version 2009 (InfoStat 2009).

Resultados y discusion.

Los 12 cebadores empleados fueron capaces de amplificar un total de 92 bandas, con un
promedio de 7 bandas por cebador, destacandose el OPA2 con 11 bandas amplificadas,
mientras que el OPA11 solo amplifico 5 bandas. También es importante sefialar que de las 92
bandas amplificadas, solo 20 permitieron encontrar diferencias, en lo cual influyé principalmente
el cebador OPA2 con 6 bandas polimdrficas de las 11 amplificadas.



Promedio (Average linkage)
Distancia; (Jaccard (sgr{{-5)))

: T

0,00 00 019 0,29 0,38

FIGURA 1: Andlisis de agrupamiento entre los genotipos de tomate estudiados.

El dendrograma resultante de las distancias genéticas (Fig.1) mostré la formacion de tres
grupos para un 70% de similitud aproximadamente. Un de ellos quedé formado por los
parentales, los cuales son genotipos que provienen del mismo cruzamiento, por lo que tienen
progenitores en comun. Sin embargo, se conoce que difieren en cuanto a la resistencia frente al
TYLCV (17). Debido a esto es posible que los cebadores empleados no hayan sido capaces de
amplificar las regiones que codifican para esta diferencia. En otra rama se agruparon la F1y los
dos retrocruzamientos, resultados que no son sorprendentes si tenemos en cuenta el nivel de
parentesco entre los progenitores. El tercer grupo quedd formado solamente por la F2, que
aunque también forma parte de la descendencia, existen mayores probabilidades de
recombinacion y segregacion, lo que pudo influir en el hecho de que formara un grupo por
separado.

Los marcadores RAPD pueden conducir, en ocasiones, a una subestimacion de la cantidad de
polimorfismo existente entre individuos debido a, entre otros elementos, que ellos son
dominantes, por lo que no tienen posibilidad de diferenciar heterosis de homocigosis (18). Sin
embargo a pesar de este inconveniente siguen siendo ampliamente usados como una primera
aproximacioén en los estudios de variabilidad genética en las plantas (11).

De forma general se puede decir que se encontré escasa variabilidad entre los genotipos
estudiados, lo que no resulta contradictorio ya que todos los genotipos estan estrechamente
emparentados. Resultados similares de baja variabilidad en el cultivo del tomate, mediante el
empleo de los RAPD, han sido informados con anterioridad (19), atribuyendo la escasez de
diferencias, principalmente, al proceso de desarrollo de variedades comerciales (19,9). Estos
resultados han sido corroborados ademas, con el uso de marcadores isoenzimaticos, a través
de los cuales se ha encontrado una gran homogeneidad dentro del género Lycopersicon (20) y
también utilizando técnicas moleculares como los AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (21) y los SSR (Simple Sequence Repeat) (9).

No obstante, recomendamaos ampliar el nimero de cebadores a utilizar en este tipo de estudio,
seleccionando aquellos que rinden mas bandas producto de la amplificacion.

Los niveles de proteinas totales alcanzados por los genotipos fueron estadisticamente
diferentes, destacandose los genotipos 5 y 6 con los mayores niveles, mientras que el genotipo
2, a pesar de ser el parental resistente, alcanzé los valores mas bajos (Fig. 2). Esto no quiere
decir que al estar en contacto con el TYLCV, no aumenten los niveles de proteinas inducidas y



la planta pueda responder de forma mas eficiente ante la presencia del patdégeno. Los
genotipos 1y 3 también mostraron valores significativos en los niveles de proteinas totales.

Para el caso de la actividad especifica PO, el genotipo 4 se destac6 con valores
significativamente superiores al resto de los genotipos, mientras que el genotipo 3 alcanzé los
menores niveles de actividad enzimatica. Los genotipos 1 y 2 mostraron también valores
elevados de actividad para esta enzima (Fig. 3).
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FIGURA 2: Contenido de proteinas totales FIGURA 3: Actividad enzimatica especifica
para los genotipos de tomate estudiados. PO para los genotipos de tomate
estudiados.

El andlisis de la actividad especifica PPO (Fig. 4) mostré al genotipo 2 con los mayores niveles
de actividad para esta enzima, diferenciandose estadisticamente del resto de los genotipos. En
este caso se destaca también el genotipo 3 con valores significativos, mientras que el genotipo
5 alcanzd los niveles mas bajos de actividad PPO.

En el andlisis de la actividad para la enzima PAL (Fig. 5), se observé poca diferencia entre los
genotipos estudiados, aunque los genotipos 1, 2 y 4 alcanzaron los mayores niveles de
actividad para esta enzima.
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En la Figura 6 aparece el gel de poliacrilamida y el zimograma obtenido para las isoenzimas
PO. En él se observa la expresion de tres isoformas comunes para todos los genotipos



estudiados, diferenciandose fundamentalmente, el genotipo 1 por la intensidad de sus bandas
en comparacion con el resto de los genotipos.

El gel y el zimograma para las osienzimas PPO (Fig. 7), mostraron también la expresion de tres
isoformas comunes para todos los genotipos, aunque el genotipo 1 mostré la expresion de una
banda adicional, destacandose nuevamente por la intensidad de sus bandas.
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zimograma de las isoenzimas PO para los zimograma de las isoenzimas PPO para los
genotipos de tomate estudiados. genotipos de tomate estudiados.

Resultados en estudios anteriores, donde se analizaron otros genotipos de tomate, mostraron
también la expresion de tres isoformas comunes para todos los genotipos en ambos sistemas
enziméticos. La no correspondencia entre las intensidades de las bandas y las actividades
enzimaticas mostradas por los genotipos pudiera deberse a que no siempre existe una relacién
directamente proporcional entre la intensidad y el nimero de bandas con la actividad de las
isoformas detectadas, pues los sistemas enzimaticos PO y PPO estan codificados por familias
de 8 y 7 genes respectivamente, cuya expresion y actividad dependen del estado fenoldgico de
la planta (Arias 2007tesis).

En relacion al contenido de fenoles, tanto el andlisis cuantitativo como el cualitativo, mostré
escasas diferencias entre los genotipos estudiados, pues en todos se observaron valores
similares en los niveles de compuestos fendlicos (Fig. 8) y la composicién para cada uno de
ellos también fue muy parecida, detectandose dos manchas para todos, con iguales valores de
Rf, exceptudndose el genotipo 1, donde la primera de sus manchas no mostré afinidad
suficiente con la fase movil empleada (Tabla 2).
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FIGURA 8: Contenido total de compuestos TABLA 2: Rf de los cromatrogramas de los
fendlicos para los genotipos de tomate compuestos fendlicos en los genotipos de

estudiados. tomate estudiados.

Estos resultados también concuerdan con los obtenidos por Arias (2007), donde se detectaron
siete manchas iguales para todos los genotipos estudiados.

De forma general, los genotipos mostraron poca variabilidad en cuanto a su comportamiento,
concordando plenamente con los resultados obtenidos durante el estudio molecular (15). La
escasa variabilidad bioquimica también puede deberse, a que los genotipos 1 y 2, parentales
del resto, tienen progenitores comunes y solo se diferencian en cuanto a la resistencia frente al
TYLCV (16). No obstante, la F2 mostré6 un comportamiento mas estable para todas las variables
analizadas, en comparaciéon con la F1 y los dos retrocruzamientos.
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