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RESUMEN: EI tomate es uno de los cultivos horticolas mas importante a nivel mundial. El virus
del encrespamiento amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) es uno de los patdégenos més agr esivos
para esta hortaliza. La obtencion de variedades resistentes para su manejo, depende de la
disponibilidad de materiales promisorios para ser empleados como parentales. Aspectos relacionados
con la resistencia de los hospedantes y el efecto de los patdgenos sobre el metabolismo de los
mismos, han sido estudiados a nivel bioquimico, a través del empleo de las isoenzimas. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar seis genotipos de tomate obtenidos en programas de me oramiento
a partir de la determinacion de las actividades especificas de tres sistemas enziméticos y € contenido
de compuestos fendlicos. Segun los resultados obtenidos, € genotipo 3 parece ser €l mas promisorio
para estos propositos.

(Palabras clave: peroxidasa; polifenoloxidasa; fenilalanina amonio-liasa; compuestos fendlicos; Solanum
lycopersicum; TYLCV)

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF SIX PROMYSSORY TOMATO GENOTYPES
OBTAINED INIMPROVEMENT PROGRAMSTOTYLCV RESISTANCE

ABSTRACT: Tomato is one of the most important crops of the world. The tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) is one of the most aggressive pathogen to this vegetable. The resistant varieties
for the TYLCV control depend on the availability of promissory genotypes. The isoenzymes have
been used to investigate the aspects related to the host resistance and the pathogens effect on
host metabolism at a biochemical level. The aim of this work was to characterize six promissory
tomato genotypes obtained in breeding programs for TYLCV resistance by means of enzymatic
activities and phenolyc compound deter mination. The results showed that the 3 genotypes could
be the most promissory for these purposes.
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INTRODUCCION Se plantea que este cultivo es susceptible a mas

de 200 fitopatdgenos entre bacterias, hongos y virus

El tomate (Solanum lycopersicum L), esunodelos  (4), siendo el virus del encrespamiento amarillo de la

cultivos horticolas mas relevantes a nivel mundial, con- hoja del tomate (TYLCV) uno de los patégenos mas
siderado como el segundo en importancia dentro del agresivos para la hortaliza a nivel global (5).

género (1). En Cuba, ocupa el 50% del area destinada

a estos cultivos (2) y goza de gran aceptacion para

consumo fresco o como condimento (3).

Una de las alternativas mas empleadas en la ac-
tualidad para el control de este fitopatdégeno, es el uso
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de variedades resistentes (6,7). En tal sentido, los
marcadores isoenzimaticos cumplen una funciéon muy
importante y han sido reconocidos como un medio para
investigar, a nivel bioquimico, aspectos relacionados
con la resistencia de los hospedantes y el efecto de
ciertos patdgenos sobre el metabolismo de los mis-
mos (8). Entre los sistemas enzimaticos que mas se
emplean con este fin se encuentran las peroxidasas
(PO), polifenoloxidasas (PPO) (9) y fenilalanina amonio-
liasas (PAL) (10).

Estas enzimas estan relacionadas con procesos
involucrados en la respuesta de defensa de las plantas
como son el reforzamiento de las paredes celulares
mediante la formacion de lignina y suberina; el efecto
antinutritivo de las plantas, como consecuencia de la
generacion de sustancias citotdxicas que resultan peli-
grosas para los patdégenos y la inhibicion de las enzimas
hidroliticas que los mismos emplean para la infecciony
el establecimiento. Ademés, se han asociado con la
desintegracion de las células hospedantes y tienen una
importante participacion en procesos metabdlicos ve-
getales como la sintesis de fenilpropanoides, compues-
tos que son necesarios para el normal crecimiento y
desarrollo de las plantas, y la sintesis de compuestos
relacionados con la defensa de las mismas, como son
los compuestos fendlicos (11).

Teniendo en cuenta que es de vital importancia con-
tar con nuevos materiales promisorios para ser em-
pleados como parentales en la obtencién de variedades
mas resistentes al TYLCV, el objetivo de este trabajo se
centra en la caracterizacion de seis genotipos de toma-
te, obtenidos en el programa de mejoramiento del Insti-
tuto de Investigaciones Horticolas Liliana Dimitrova
(IIHLD), mediante la determinacion de las actividades
enzimaticas PO, PPO y PAL, el contenido total de
fenoles y el andlisis de la isoenzimas PO y PPO.

MATERIALESY METODOS

El experimento se realiz6 en el Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria (CENSA). Las semillas de los
genotipos empleados (procedentes del programa de
mejoramiento genético del IIHLD) (Tabla 1) fueron sem-
bradas en cepellones y en el estadio de dos hojas
verdaderas, fueron transplantadas a macetas que con-
tenian suelo ferralitico rojo esterilizado. Las plantulas
se mantuvieron en condiciones de casa de cristal a
una temperatura de 23°C aproximadamente, humedad
relativa entre el 80y el 85% y fotoperiodo natural.

A los 45 dias de edad de las plantas, se realizaron
las determinaciones de proteinas totales, compuestos
fendlicos, actividades enziméticas PO, PPO y PAL,
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TABLA 1. Genotipos de tomate empleados en el
estudio./ Tomato genotypes used in the study

Genotipos
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

o|a|s|wnv|rE

asi como las isoenzimas PO y PPO en hojas, segun
el método descrito por Peteira et al. (11).

Analisis estadistico

Para las determinaciones de proteinas totales,
fenoles y actividades enzimaticas, se realizaron tres
réplicas y tres repeticiones. Todos los datos fueron
comparados a través de un Andlisis de Varianza
Factorial y la Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan
(p<0,05), usando el programa InfoStat version 2009 (12).

RESULTADOSY DISCUSION

Los niveles de proteinas totales alcanzados por los
genotipos fueron estadisticamente diferentes, desta-
candose los genotipos 5y 6 con los mayores niveles,
mientras que el genotipo 2, a pesar de ser el parental
resistente, alcanzd los valores mas bajos (Fig. 1).
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FIGURA 1. Contenido deproteinastotal es paral asgenctipas
detomate estudiados./Total protein content for thetomato
genotypes studied.
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Para el caso de la actividad especifica PO, el
genotipo 4 se destacé con valores significativamente
superiores al resto de los genotipos, mientras que el
genotipo 3 alcanzo los menores niveles de actividad
enzimatica. Los genotipos 1y 2 mostraron también va-
lores elevados de actividad para esta enzima (Fig. 2).
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FIGURA 2. Actividad enzimética especifica PO paralos
genotipos de tomate estudiados./ Specific enzymatic
activity PO for the tomato genotypes studied.

act. enzimatica/g de proteina

El analisis de la actividad especifica PPO (Fig. 3)
mostro al genotipo 2 con los mayores niveles de activi-
dad para esta enzima, diferenciandose estadisticamente
del resto de los genotipos. En este caso, se destaca
también el genotipo 3 con valores significativamente
superiores, mientras que el genotipo 5 alcanzo los ni-
veles mas bajos de actividad PPO.
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FIGURA 3. Actividad enzimatica especifica PPO paralos
genotipos de tomate estudiados./ Specific enzymatic
activity PPO for the tomato genotypes studied.
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En el andlisis de la actividad para la enzima PAL
(Fig. 4), se observé poca diferencia entre los genotipos
estudiados, aunque los genotipos 1, 2y 4 alcanzaron
los mayores niveles de actividad para esta enzima.

Enla Figura 5 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 fun-
damentalmente, el genotipo 1 por la intensidad de sus
bandas en comparacion con el resto de los genotipos.

El gel y el zimograma para las isoenzimas PPO
(Fig. 6), mostraron también la expresion de tres
isoformas comunes para todos los genotipos, aunque
el genotipo 1 mostré la expresion de una banda adicio-
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FIGURA 4. Actividad enzimatica especifica PAL paralos
genotipos de tomate estudiados./ Specific enzymatic.
activity PAL for the tomato genotypes studied.
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FIGURA 5. Gd de dectroforesis y zimograma para las
izoenzimas PO en | os diferentes genoti pos de tomate estu-
diados./ Electrophoresisgel and zimogram of PO isoforms
for the tomato genotypes studied (1-PS; 2-PR; 3-F2; 4-
F1xPS 5-FIxPR; 6-F1).
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FIGURA 6. Gel de dectroforesis y zimograma para las
izoenzimas PPO en | osdiferentes genatiposde tomate estu-
diados./ Electrophoresisgel and zmogramof PPO isoforms
for the tomato genotypes studied (1-PS 2-PR; 3-F2; 4-
F1xPS 5-FIxPR; 6-F1).

nal, destacandose nuevamente por la intensidad de
sus bandas.
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FIGURA 7. Contenidototal defenolesparalos genotipos
de tomate estudiados./ Total content of phenolic
compounds for the tomato genotypes studied.

Resultados en estudios anteriores, donde se anali-
zaron otros genotipos de tomate, también mostraron
la expresion de tres isoformas comunes para todos
los genotipos en ambos sistemas enziméaticos (11).

La no correspondencia entre las intensidades de
las bandas y las actividades enziméaticas mostradas
por los genotipos pudiera deberse a que no siempre
existe una relacion directamente proporcional entre la
intensidad y el nimero de bandas con la actividad de
las isoformas detectadas (11), pues los sistemas
enzimaticos PO y PPO estan codificados por familias
de 8y 7 genes respectivamente (13), cuya expresion y
actividad constitutiva dependen del estado fenoldgico
de la planta (14).

En relacion al contenido de fenoles, tanto el anali-
sis 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. 7) y la composicion para
cada uno de ellos también fue muy parecida, detec-
tandose dos manchas para todos, con iguales valores
de Rf, con la excepcién del genotipo 1, donde la prime-
ra de sus manchas no mostro afinidad suficiente con
la fase movil empleada (Tabla 2).

Estos resultados también concuerdan con los ob-
tenidos por Peteira et al. (11), donde se detectaron
siete manchas iguales para todos los genotipos es-
tudiados.

De forma general, los genotipos mostraron poca
variabilidad en cuanto a su comportamiento, concor-
dando plenamente con los resultados obtenidos du-
rante el estudio de variabilidad genética realizado an-
teriormente a estos genotipos, utilizando los marcado-
res RAPD (15). La escasa variabilidad bioguimica tam-
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TABLA 2. Vdores de Rf para los cromatogramas
correspondientes a los compuestos fendlicos de los
genotipos de tomate estudiados/ Rf values and
chromatograms of the phenolic compounds for the
tomato genotypes studied

Genotipos Mancha 1 Mancha 2
PS Ocm 0.7 cm
PR 0.1cm 0.7 cm
F2 0.1cm 0.7 cm
F1xPS 0.1cm 0.7 cm
FIXPR 0.1cm 0.7cm
F1 0.1cm 0.7 cm

bién puede deberse, a que los genotipos 1y 2,
parentales del resto, tienen progenitores comunes y
solo se diferencian en cuanto a la resistencia frente al
TYLCV (16). No obstante, la F2 mostré un comporta-
miento mas estable para todas las variables analiza-
das, en comparacién con la F1 y los dos
retrocruzamientos. Si tenemos en cuenta las impor-
tantes funciones que cumplen, tanto los compuestos
fendlicos como los sistemas enzimaticos estudiados,
en los mecanismos de defensa de las plantas frente a
los patégenos, pudiéramos decir que el genotipo 3 (F2)
resultdé ser el mas promisorio para emplear como
parental, por estar mejor preparado para enfrentar el
ataque del TYLCV.
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