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RESUMEN: Una de las alternativas més usadas en la actualidad, para el manejo de fitopatdgenos,
es el empleo de variedades resistentes. La disponibilidad de una amplia variabilidad genética resulta
de vital importancia para el éxito de un programa de mejoramiento. L os marcadores moleculares
constituyen poderosas herramientas para la caracterizacion de la diversidad genética. El objetivo
del trabajo fue conocer la variabilidad genética entre seis genotipos promisorios de tomate obtenidos
en el programa de mejoramiento genético para la resistencia al TYLCV mediante € empleo de los
RAPDs. Los resultados obtenidos mostraron, de forma general, una escasa variabilidad entre los
genotipos estudiados.
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GENETICVARIABILITYAMONGTOMATO PROMISSORY GENOTYPESOBTAINEDIN
IMPROVEMENT PROGRAMSIN FRONT OF TYLCV

ABSTRACT: The introduction of varieties resistant to phytopatogens is one of the most used
alternatives at present. The availability of a broad genetic variability is very important for the success
of an improvement program. The molecular markers are powerful tools to study the genetic diversity
characterization. The aim of this work was to know the genetic variability among six promissory
tomato genotypes obtained in breeding programs for TYLCV resistance by means of RAPDs. Scarce
genetic variability among studied genotypes was observed in the results.
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EITYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) constitu-
ye en la actualidad uno de los patégenos virales mas
devastadores del cultivo del tomate (Solanum
lycopersycum L.) (1,2). Por la importancia que tiene
esta hortaliza en los habitos alimenticios de gran parte
de la poblacion mundial (3), se han establecido pro-
gramas de manejo que incluyen la aplicacién de méto-
dos tradicionales, el control fisico, quimico y biologico
sobre el vector (4), asi como el empleo de variedades
resistentes, siendo este Ultimo método una alternativa
més amigable para la salud del hombre y para el me-
dio 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 mejora-
miento genético (7), los cuales dependen, en gran
medida, de la disponibilidad de una amplia variabilidad
genética (8,9).

En la actualidad, los marcadores moleculares cons-
tituyen una herramienta Util por su aplicacion tanto en
la identificacién de accesiones como en la caracteri-
zacion de la diversidad genética para el mejoramiento
(10,11). Los marcadores RAPD (Ramdon Amplified
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Polimorphism DNA), particularmente, constituyen una
técnica poderosa para la identificacion de variaciones
en la secuencia de ADN entre individuos (11,12).

El presente trabajo se realizé con el objetivo de
estudiar la variabilidad genética existente entre seis
genotipos promisorios de tomate, obtenidos en pro-
gramas de mejoramiento genético frente al TYLCV,
mediante el empleo de los RAPD.

Los genotipos utilizados en el andlisis (Tabla 1) pro-
ceden del programa de mejoramiento desarrollado en
el Instituto de Investigaciones Horticolas «Liliana
Dimitrova» (IIHLD), en la provincia de La Habana, Cuba.
La extraccion del ADN se realizé por el método de
Dellaporta et al. (13) a partir de una mezcla de hojas
jovenes frescas, recolectadas de cinco individuos para
cada genotipo, en plantas completamente sanasy con
cuatro semanas de germinadas, las cuales habian sido
mantenidas en condiciones semicontroladas de casa
de cristal. Los precipitados finales obtenidos se disol-
vieron en solucién amortiguadora TE (Tris 50 mM, EDTA
0,5 mM), se conservaron a -20°C y la concentracion
de ADN total se determiné mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm (14).

TABLA 1. Genotipos de tomate empleados en la
determinacion de variabilidad genética/ Tomato
genotypes used for the genetic variability determination

No. 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

OB |WIN|F

Para el desarrollo de la técnica RAPD se utilizaron
los siguientes cebadores arbitrarios: OPA2, OPAS,
OPA4, OPAS5, OPAS, OPA9, OPA10, OPA11, OPA12,
OPA13, OPA20, OPF1, provenientes de la firma co-
mercial 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, 100pM
de cada dNTPs, 0,2uM de cebador, 50ng de ADN
gendmicay 1U de Taq ADN polimerasa (Amplicen). La
amplificacion se produjo en un termociclador marca
Master Cycler, programado para 45 ciclos de: 1 minu-
to a 94°C, 1 minuto a 36°C y 2 minutos a 72°C, y un
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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, ImM EDTA), y se tifieron con bromuro de etidio
(14). El peso molecular de los fragmentos amplifica-
dos se estim6 usando el marcador 1Kb DNA Ladder
(Gibco BRL).

Los productos de la PCR se informaron como pre-
sentes [1] o como ausentes [0] en cada genotipo,
creando asi una matriz de valores binarios. Se anali-
zaron las bandas més intensas y con los datos obte-
nidos se calcul6 el indice de similitud entre cada par
de genotipos, segun Jaccard (15), los que fueron em-
pleados para la construccién de un dendrograma.
Estos andlisis se realizaron mediante el programa
InfoStat (16).

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 OPA1l solo
amplificd 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 polimérficas de las 11
amplificadas.

El dendrograma resultante de las distancias
genéticas mostro la formacion de tres grupos para un
70% de similitud aproximadamente. Uno de ellos que-
dé formado por los parentales, los cuales son genotipos
gue provienen del mismo cruzamiento, por lo que tie-
nen progenitores en comun (Fig.1). 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 dife-rencia. En otra
rama se agruparon la F1y los dos retrocruzamientos,
resultados que no son sorprendentes por el nivel de
parentesco que existe entre los progenitores. El tercer
grupo quedd formado solamente por la F2, que aunque
también forma parte de la descendencia, existen ma-
yores 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 oca-
siones, a una subestimacion de la cantidad de
polimorfismo existente entre individuos, debido entre
otros elementos, a que ellos son dominantes, por lo
gue no tienen posibilidad de diferenciar heterosis de
homocigosis (18). Sin embargo a pesar de este incon-
veniente siguen siendo ampliamente usados como una
primera aproximacion en los estudios de variabilidad
genética en las plantas (11).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (faccard (sqrf{1-5)))

0,00 010 019 029 038

FIGURA 1. Andlisis de agrupamiento entre | os gencti pos
de tomate estudiados./ Cluster analysis among the tomato
genotypes studied.

De forma general, se encontrd escasa variabilidad
entre los genotipos estudiados, lo que no resulta con-
tradictorio ya que todos los genotipos estéan estrecha-
mente emparentados. Resultados similares de baja
variabilidad en el cultivo del tomate, mediante el em-
pleo de los RAPD, han sido informados con anteriori-
dad (19), atribuyendo la escasez de diferencias, prin-
cipalmente, al proceso de desarrollo de variedades co-
merciales (9,19). Estos resultados han sido corrobora-
dos ademas, con el uso de marcadores isoenzimaticos,
através de los cuales se ha encontrado una gran ho-
mogeneidad dentro del género Lycopersicon (20) y tam-
bién utilizando técnicas moleculares como los AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (21) y los
SSR (Simple Sequence Repeat) (9). No obstante, se
recomienda ampliar el nimero de cebadores a utilizar
en este tipo de estudio, seleccionando aquellos que
rinden méas bandas producto de la amplificacion.
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