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RESUMEN

La enfermedad del rizado amarillo del tomate, cuyo agente causal es el Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) constituye, uno de los principales problemas para el
cultivo del tomate en las regiones productoras de Cuba y el mundo. En la actualidad
se han descrito varios genes relacionados con la resistencia. Los genes Ty-1, Ty-2 y
Ty-3 son los que mas se han empleado en los programas de mejoramiento genético
de la especie. En Cuba, solo se cuenta con una variedad portadora del gen Ty-1y
otras accesiones portadoras del gen Ty-2. La amplificacion del gen Ty-3 se realizo
por RCP y se utilizaron los cebadores especificos FLUW-25R y FLUW-25F. En este
trabajo se identificé la presencia de la banda relacionada con el patrén resistente
del gen Ty-3 en uno de las seis accesiones caracterizadas.

Palabras claves: geminivirus rizado amarillo tomate, resistencia genética.

ABSTRACT

Tomato yellow leaf curl disease is one of the most important problems affecting
tomato cultivation in most part of the Cuban growing areas and in other countries.
The casual agent is the Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). At the moment
several genes related with the resistance have been described. The genes Ty-1, Ty-
2 and Ty-3 are those that more they have been used in the plant breeding
programs of the species. In Cuba, Vyta is only variety that had Ty-1 gene and other
accessions carrying the Ty-2 gene. The amplification of the gene Ty-3 was carried
out for PCR and were used the specific primers FLUW-25R and FLUW-25F. In this
work the presence of the band related with the resistant pattern of the gene Ty-3
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was identified in one that six characterized accessions.

Key word: tomato yellow leaf curl geminivirus, genetic resistance.

INTRODUCCION

La enfermedad del encrespamiento y amarillamiento de la hoja, causada por
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), constituye la mayor afectacion del cultivo del
tomate (Solanum lycopersicum L.) a nivel internacional (1). En Cuba, las pérdidas
por esta virosis representan hasta el 100% de la produccién, a nivel nacional,
cuando se emplean cultivares susceptibles (2).

La mayoria de los trabajos de mejoramiento del tomate con el objetivo de obtener
plantas resistentes a los begomovirus se han realizado en el Viejo Mundo, a pesar
de que esta especie vegetal es oriunda de América donde, ademas, se ha
encontrado la mayoria de los geminivirus que azotan a las plantaciones (1).

Hasta la actualidad, con relacion a los programas de mejora genética a TYLCV, se
ha trabajado en la incorporacién de genes de resistencia en tomate, los que han
sido detectados en accesiones de especies silvestres, que van desde las mas
cercanas hasta las mas alejadas de S. lycopersicum. L (3). Esto ha permitido que, a
nivel internacional se esté utilizando la combinacién de varios de estos genes en un
mismo material vegetal, en funcién de lograr una resistencia mas duradera (4).

En Cuba solo se cuenta con el cultivar Vyta, portador del gen Ty-1 (5) en las areas
de produccion, mientras que a nivel internacional diversos genotipos que portan los
genes Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, tcm-1 y tgr-1 de resistencia a begomovirus estan
siendo utilizados en los programas de mejoramiento para la enfermedad (6, 7, 8, 9,
10, 11).

El Ty-3 es un gen de efecto mayor que esta siendo empleado por los programas de
mejoramiento genético de la Florida, por el espectro de resistencia que ofrece a
begomovirus de genoma monopartito y bipartito que afectan al cultivo (7).

El locus de resistencia a begomovirus, Ty-3, se localizé sobre el brazo largo del
cromosoma 6. Este locus se introgresoé en lineas avanzadas de tomate, en la
Florida, EE.UU., provenientes de un cruzamiento con S. chilense, accesiones
LA2779 y LA1932 (7, 12). Los autores identificaron un segmento largo (27 cM),
introgresado de LA2779 y uno mas corto (6cM), introgresado de LA1932 donde con
el estudio de una progenie F2, se pudo evidenciar que el locus Ty-3 explicaba el
65% de la varianza para la resistencia al TYLCV, y el 30% para la resistencia al
Virus del moteado del tomate (ToMoV).

En Cuba se desconoce de la presencia de accesiones que porten este gen de
resistencia y que sean utilizadas para el mejoramiento genético de la enfermedad.
Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, la necesidad de contar con
diversas fuentes genéticas para contrarrestar los efectos nocivos del virus y el
espectro de resistencia que ofrece Ty-3, se plantea como objetivo identificar la
presencia de este gen de resistencia a Begomovirus y determinar el grado de
homocigosis en estos cultivares a evaluar, lo cual seria de gran importancia para
incorporar a la estrategia de mejoramiento genético del cultivo en Cuba.

137



MATERIALES Y METODOS

El material vegetal empleado en la investigacion (Tabla 1), fueron lineas obtenidas a
partir de materiales hibridos con niveles de resistencia a TYLCV, provenientes del
Volcani Center del Israel (13). Se emple6 el cultivar Campbell 28 como testigo
susceptible.

Las semillas, seis de cada accesion y del cultivar Campbell 28, fueron sembradas en
bandejas de poliestireno que contenian un sustrato compuesto por suelo Ferralitico
Rojo Compactado: cachaza: zeolita, en proporciéon 1:2:1, siendo la capacidad de
cada alveolo de 32,5 cm3. Las plantulas se mantuvieron en casa de posturas, de
manera protegida hasta alcanzar el estadio fenolégico de cuatro hojas verdaderas.

Tablal. Accesiones de 5. lycopersicum L. utilizados para la identificacion del gen.

Accesiones Fuente de resistenda Referencia
STY2 5. lycopersicum cv. “8484" 13
STY3 5. Wcopersicum cv. “Fiona” 13
STvd S. lycapersicum cv. “378L7 13
STYS 5. lycopersicum cv. "Tyking"” 13
STV S. peruvianum (P1 126930, PI 3906381 and LA 441) 14
STY7 5. peruvianum (P1 126930, PI 390681 and LA 441) 14
Camphbell 28! -— 2

1 enifivar suscepiible que porta los alelos susceptibles del gen.

Para detectar la presencia del gen Ty-3, el ADN se extrajo a partir de 5g de cada
material vegetal. Las muestras se maceraron en mortero con ayuda de nitrégeno
liquido siguiendo la metodologia de Dellaporta y col., (15). Se procesaron un total
de tres réplicas con tres repeticiones para cada caso y la calidad del ADN se
determind con una lectura a los 260 nm en un espectrofotometro (Ultroespec Plus
Spectrophotometer, Pharmacia LKB).

Para su identificacion se emplearon los cebadores, mezclas de reaccién y el
programa especifico para este gen, utilizando un termociclador (MJ Research, Inc.)
y los cebadores especificos FLUW-25F y FLUW-25R para su identificacion (16).

El programa de amplificacion consistié en un paso inicial de desnaturalizacion a
940C durante 3 min., seguido por 35 ciclos de reaccién (30s a 940C de
desnaturalizacion, 1 min. a 530C de anillamiento de los cebadores y 1min. a 720C
de extensioén), seguido por un paso de extension final durante 10 min. a 720C. Las
reacciones de amplificaciéon se ajustaron a un volumen final de 25ul. Se utilizé 1U
de la enzima Taq ADN Polimerasa, con 2,5mM de cada dNTP, 2,5mM de tampoén de
reaccion 10X (Promega), 1,5mM de MgCI2 (Promega), 2,5uM de cada cebador y
15ng de la muestra.

Los productos obtenidos de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), se
analizaron en geles de agarosa al 1,5%, utilizandose como patrén de peso
molecular un marcador de 100pb (Gibco). Los geles se observaron en un tras
iluminador UV.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las accesiones evaluadas se expresé una homocigosis recesiva (patron
susceptible), para la presencia del Ty-3 (Tabla I1); solamente el genotipo STY4,
mostro la presencia del gen (patron resistente), en condiciones de homocigosis
dominante el cual se observé en los patrones electroforéticos para todas las plantas
evaluadas de este material (Figura 1). La banda que se relacion6 con el patréon
resistente presentd un tamafno de 640pb. y la del patréon susceptible un tamario de
480pb. aproximadamente, resultado que coincidié con los obtenidos por Salus y
col., (16), en la comprobacion de la presencia del locus Ty-3 en lineas e hibridos de
tomate obtenidos por el programa de mejoramiento a Begomovirus en Guatemala.

Tabla Il. Genotipificacion de las accesiones evaluadas, segin los resultados detectados
a partir de la técnica de RCP.
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Fig. 1 Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de fragmentos amplificados por RCP con
los cebadores FLUW25F y FLUW-25R {16). Carril 1: Marcador de peso molecular 100ph.
Carriles 2, 3. 5. 6, 7, 8: Patron resistente del gen Ty-3 en plantas de la accesion STY4.
Carriles 4 y 9: Patron susceptible del gen Ty-3 en plantas del cultivar Campbell 28. Carril
9: Control negative de la reaccidén.

El patrén susceptible del cultivar Campbell 28 comprobdé la susceptibilidad de este
material a TYLCV y su empleo acertado como control susceptible en los programas
de mejoramiento a la enfermedad en el pais. Este material no solo carece de este
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gen sino de otros genes (Ty-1, Ty-2, Ty-4 y Ty-5), descritos y utilizados para la
resistencia al TYLCV (5, 6, 7, 8, 9, 10, 17).

A diferencia del fenotipo que mostré el cultivar STY6 en los analisis moleculares y
utilizandose una misma combinacién de cebadores para la amplificacion del gen, se
encontré en una linea seleccionada en Marruecos, obtenida a partir de la cruza de
STY6 con el hibrido Daniella, que presenté el gen Ty-3 en heterocigosis (16). Este
hallazgo pudo estar favorecido por la combinacion de esta linea con el hibrido, pues
estudios anteriores, a estos resultados enunciaron que la resistencia de STY6
estaba mediada por la accion combinada de varios genes de resistencia
introgresados a partir de S. peruvianum (13). Esta es una accesion que ha tenido
un buen comportamiento ante los aislados de begomovirus presentes en
Guatemala, y que ha sido utilizada por los programas de mejoramiento genético de
la hortaliza en este pais que es afectado por, al menos, siete begomovirus de
genomas bipartitos (18).

Esta accesion, ademas, ha sido utilizada en los trabajos de resistencia a
begomovirus, presentes en Brasil (19), donde en todas las plantas inoculadas no se
observo6 afectaciones provocadas por begomovirus, luego de ser infectadas con
mosca blanca (Bemisia tabaci Gen.), lo cual indicé que constituia una fuente de
resistencia a emplear ante los aislados circulantes en ese pais.

El fenotipo susceptible para el gen Ty-3 en la accesién STY7, se corresponde con los
estudios de genética de la resistencia de este material al ser inoculado con el
aislado de Israel del TYLCV.

Esta accesion proviene de la especie silvestre S. peruvianum y presenté una
resistencia determinada por una dominancia parcial y oligogénica. Los resultados
obtenidos sugirieron el modelo de dos genes, uno parcialmente dominante (AA) y
otro recesivo (bb), donde cada uno puede contribuir a la resistencia, pero ambos
genes controlados de manera dominante y epistatica por un tercer gen recesivo
(cc) (20). Investigaciones recientes, describieron que la resistencia a TYLCV, en
STY7, esta mediada por un QTL mayor el cual llamaron Ty-5, localizado en el
cromosoma 4 de la especie. La accion de este QTL es modificada, a su vez, por
otros QTL menores situados en los cromosomas 1, 7y 11 (9), siendo diferentes a
los encontrados en los cromosomas 1 y 11 ya descritos por su resistencia al TYLCV
(5, 21).

Los resultados de la RCP para la accesion STY5 no mostraron la presencia del gen.
Un estudio genético en una linea F6 derivada del hibrido comercial Tyking,
manifestd resistencia a un begomovirus bipartito en Brasil Tomato chlorotic mottle
virus, la que estuvo condicionada por un solo gen recesivo, del cual se desconoce
su localizaciéon en el genoma y fue llamado tcm-1 (10), argumento que pudiera
explicar la no presencia de Ty-3 en este material. Otras investigaciones destacaron,
que una linea portadora del gen tcm-1 mostré un buen comportamiento ante el
TYLCV, aislado de Israel (21), lo que amplia el espectro de resistencia de este gen.

Las accesiones STY2 y STY3 mostraron el mismo patréon susceptible que las
accesiones STY5, STY6 y STY7. Estos genotipos provienen de otras fuentes de
resistencia (Tabla I), y han sido utilizados por los programas de mejoramiento en el
Volcani Center desde la validaciéon de sus lineas resistentes a TYLCV-IL (14) hasta
la confeccidn de una escala internacional de severidad para la evaluacion de los
sintomas causados por este begomovirus (13).

El locus Ty-3, también se ha encontrado en otras especies silvestres asi como, en

lineas avanzadas derivadas de las especies S. peruvianum y S. habrochaites, que
presentaron un alto nivel de resistencia a begomovirus bipartitos en Guatemala (7).
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El incremento del nivel de resistencia a begomovirus a nivel internacional se podra
obtener por la combinacién de diferentes genes de resistencia en un solo cultivar;
para lograr el éxito, es necesario combinar los genes de resistencia a distintos
virus. Por ello, es importante distinguir los genes en los genotipos resistentes, lo
cual puede efectuarse por la caracterizacion mediante marcadores moleculares (4,
21).

El desarrollo de marcadores relacionados con los genes de resistencia descritos
para la especie viral TYLCV y basados en la técnica de RCP, permite la selecciéon
asistida de aquellos hibridos, lineas y cultivares portadores de estos genes en los
estados de homaocigosis adecuados para su utilizacion por los programas de
mejoramiento genético. Esta técnica permite a un costo muy bajo, con un alto nivel
de reproducibilidad y baja complejidad el avance por selecciéon asistida de aquellos
materiales élites que combinen mas de dos genes de resistencia.

La deteccion del gen Ty-3 en una de las accesiones caracterizadas, propiciara su
aprovechamiento en los programas de mejoramiento genético de la hortaliza para
begomovirus en el pais y en la consolidacion del programa de manejo integrado de
plagas (MIP), que se desarrolla en Cuba.
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