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RESUMEN
Los genes Ty.1, Ty.2 y Ty.3 para la resistencia a Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y el SW5 para Tomato spotted wilt virus
 (TSWV), son los genes que más se han utilizado en los programas de 
mejoramiento genético de tomate. El estudio tuvo como objetivo 
determinar la presencia de estos genes en genotipos de tomate 
conservados en el banco de germoplasma del Instituto Nacional de 
Ciencias Agrícolas (INCA) de Cuba. En el estudio se utilizaron 12 
cultivares a los que se les realizó la extracción de ADN y la 
amplificación de los genes se realizó por PCR con los cebadores 
específicos correspondientes. Se identificó la presencia de la banda 
relacionada con el patrón resistente del gen Ty.3 en tres de las muestras analizadas (201, 205, 210) y fue similar el resultado para el gen Ty.1 (201, 203, 205). El gen SW5
 amplificó en dos de las muestras analizadas (205, 207). A partir de los
 resultados obtenidos se sugirió el uso del cultivar 205 en los 
programas de mejora genética teniendo en cuenta que presenta genes de 
resistencia para TYLCV y TSWV. Se confirma, además, la importancia del 
uso de marcadores moleculares para lograr el avance en la obtención de 
variedades con resistencia a las enfermedades de mayor impacto en la 
producción.
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ABSTRACT
The genes Ty.1, Ty.2, and Ty.3 for resistance to Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) and SW5 for Tomato spotted wilt virus
 (TSWV) are the most widely used in the tomato breeding programs. This 
study was aimed at determining the presence of these genes in tomato 
genotypes preserved in the germplasm bank of the National Institute of 
Agricultural Sciences (INCA), Cuba. The study used 12 cultivars from 
which DNA was extracted. Gene amplification was carried out by PCR with 
the corresponding specific primers. The presence of the band related to 
the resistant pattern of the Ty.3 gene was identified in 3 of the samples analyzed (201, 205, 210), being similar the result for the Ty.1 gene (201, 203, 205). The gene SW5
 was amplified in 2 of the samples analyzed (205, 207). From the results
 obtained, it was suggested the use of the cultivar 205 in the genetic 
improvement programs, considering that it presents resistance genes for 
TYLCV and TSWV. It was also confirmed the importance of the use of 
molecular markers to achieve the advance in obtaining varieties 
resistant to the diseases of greater impact on production. 
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INTRODUCCIÓN
La productividad del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) se ve limitada por la incidencia de numerosas plagas y enfermedades (1); el Begomovirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y los Orthotospovirus (2) Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spotted virus (TCSV) y Grounud ring spotted virus (GRSV) son las entidades virales que provocan mayores pérdidas económicas a nivel mundial en el cultivo (3,4).
En
 Cuba, desde su aparición en la década de los 80, la enfermedad 
ocasionada por TYLCV es la que mayores daños ocasiona en las 
producciones de tomate (5). En los últimos años
 también se han visto afectados los rendimientos por la presencia de 
Orthotospovirus (TCSV) en el cultivo (6).
Una
 alternativa para contrarrestar estas enfermedades ha sido la búsqueda 
de fuentes de resistencia a estos patógenos. Para ello se implementó en 
el país un programa de mejora genética para la obtención de líneas o 
variedades, que presentaran un comportamiento resistente ante los 
efectos negativos provocados por TYLCV-IL (7). 
Mediante el programa de mejora genética fue posible obtener el cultivar ‘Vyta’, con la introgresión del gen Ty.1 (8), a partir de la accesión LA 1969 de Solanum chilense (Dunal) Reiche, con características que permitieron su explotación comercial en todas las áreas productoras del país (7). En los últimos años, se han incluido en este programa introgresiones de los genes Ty.2, accesión B6013 de S. habrochaites S. Knapp & D.M. Spooner (9) y Ty.3 a partir de las accesiones LA2779 y LA1932 de Solanum chilense (10)
 para conferir resistencia a TYLCV. Además, se ha trabajado en la 
obtención de cultivares que presenten diferentes combinaciones de los 
genes Ty.1, Ty.2 o Ty.3 para aumentar así la resistencia a Begomovirus (2)
 y en la introgresión de fuentes de resistencia, tanto para TYLCV como 
para Orthotospovirus, en un mismo material vegetal mediante la 
pirimidización de genes. Esta alternativa se ha utilizado en función de 
lograr una resistencia más amplia y duradera (11).
En
 Cuba, la búsqueda constante de fuentes de resistencia a especies 
virales constituye una prioridad de todos los programas de mejora 
genética del cultivo del tomate que se ejecutan actualmente, debido a 
que una de las principales causas de sus pérdidas productivas es la 
presencia de los géneros virales Begomovirus y Orthotospovirus. Este 
trabajo tuvo como objetivo determinar la presencia de los genes Ty.1, Ty.3 y SW5
 en genotipos de tomate conservados en el germoplasma del Instituto 
Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) para su uso en los programas de 
mejora genética.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se
 analizaron 12 genotipos de tomate conservados en el banco de 
germoplasma del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), Cuba, 
para detectar la presencia de los genes de resistencia a TYLCV (Ty.1, Ty.3) y a TSWV (SW5).
La extracción de ADN se realizó según el protocolo propuesto por Permingeat (12). Se colectaron hojas asintomáticas de cada uno de los genotipos y fueron analizadas dos réplicas por cada genotipo. 
La
 identificación de cada uno de los genes de resistencia se realizó 
mediante PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) en el termociclador 
TOUCH T960. Para ello se utilizaron cebadores específicos para los genes
 Ty.1, Ty.3 y SW5. (Tabla 1)
Las
 reacciones de amplificación se ajustaron a un volumen final de 25 ul. 
Se utilizó GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) con una 
concentración final de 1.5 mM MgCl2, 100 μM para cada uno de los dNTPs y
 cebadores utilizados y 15 ng de la muestra. 
El programa de amplificación para detectar el gen Ty.3 consistió en un paso inicial de desnaturalización a 940C durante tres minutos, seguido por 35 ciclos de reacción (30 s a 940C de desnaturalización, 1 min a 530C de anillamiento de los cebadores y 1 min a 720C de extensión), seguido por un paso de extensión final durante 10 min a 720C. Un programa similar se utilizó para el gen Ty.1 teniendo en cuenta que la desnaturalización inicial fue de cinco minutos, seguido de 30 ciclos de reacción (30 s a 940C de desnaturalización, 1 min a 550C de anillamiento de los cebadores y 1 min a 720C de extensión) y un paso de extensión final de 10 min a 720C.

				
 
Tabla 1. 
				Cebadores utilizados para detectar los alelos (o locus) correspondientes a la presencia de los genes Ty.1, Ty.3 y SW5, relacionados con la resistencia a begomovirus y orthotospovirus. / Primers
 used to detect the alleles (or locus) corresponding to the presence of 
the genes Ty.1, Ty.3 and SW5, related to resistance to begomovirus and 
orthotospovirus.
	Gen	Cebador y secuencia	Referencia 
	Ty.1	
									
										
	UWTy1F 5´ ATA AGC ATT TCA TGT CAG ATG TCT AGA C 3´

	UWTy1R 5´ CTA GAT CCT GGA TGA CTT CAA TAG C 3´




									

									
									 13
								
	Ty.3	
									
										
	FLUW-25F 5´ CAAGTGTGCATATACTTCATATTCACC 3´

	FLUW-25R 5´ CCATATATAACCTCTGTTTCTATTTCGAC 3´




									

									
									 14
								
	SW5	
									
										
	Sw421F 5´GAC TTG TTG CCA TAG GTT CC 3´

	Sw421R 5´ GCC CAC CCC GAA GTT AAT CC 3´




									

									
									 15
								




 

			
El programa de PCR para la amplificación del gen SW5 consistió en una desnaturalización inicial a 940C por un minuto, seguido de 34 ciclos de reacción (30 s a 940C de desnaturalización, 30 s a 560C de anillamiento de los cebadores y 1 min a 720C de extensión), seguido por un paso de extensión final durante 10 min a 720C. 
Los
 productos de amplificación se analizaron en geles de agarosa a 1 %, en 
tampón TE 0.5X pH 8,0 (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA), corridos durante 30 
minutos a 110 volt y teñidos con Bromuro de Etidio (0,5 ug/ml) (equipo 
DOC-PRINT VX5). En todos los casos se utilizó un marcador de peso 
molecular de 1 Kb (Promega, Madison, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Al analizar la presencia del gen Ty.3,
 de los 12 cultivares analizados, solo tres genotipos (201, 205 y 210) 
mostraron el alelo correspondiente a dicho gen que confiere resistencia a
 TYLCV-IL (Tabla 2); mientras que, el resto de 
los cultivares presentaron el patrón susceptible. La banda que se 
relacionó con el patrón resistente presentó un tamaño de 640 pb. El 
resultado coincidió con los obtenidos por Salus et al. (14), al comprobar la presencia del locus Ty.3 en líneas e híbridos de tomate obtenidos por el programa de mejoramiento a Begomovirus en Guatemala. 
El locus correspondiente al gen Ty.1 se detectó en los genotipos 201, 203 y 205 (Tabla 2), mediante la amplificación específica de un fragmento de 750 pb. Estos resultados coinciden con Aragon et al. (3), que comprobó que al utilizar el marcador TG231, el gen Ty.1
 presenta un alelo homocigoto de 750 pb que confiere resistencia a 
Begomovirus. Además, en estudios previos se ha determinado que el gen Ty.1 presenta un efecto de dominancia incompleta y que la mayoría de los cultivares comerciales de tomate con resistencia a TYLCV, poseen dicho gen (3)
La detección del gen Ty.3
 en tres de los genotipos estudiados sugiere la posibilidad de la 
utilización de los mismos para el avance de los programas de 
mejoramiento genético del tomate. Además, al menos en dos genotipos (201
 y 205) existe la combinación de los de los genes Ty.1 y Ty.3.
 Este resultado sugiere la presencia de genotipos con genes 
pirimidizados para la resistencia a TYLCV-IL, lo cual se ha demostrado 
que constituye una estrategia útil para el incremento de la resistencia a
 TYLCV-IL (16,11).

				
 
Tabla 2. 
				Detección de alelos para los genes de resistencia Ty.1 y Ty.3 en 12 genotipos de tomate mantenidos en la colección del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), Cuba /
 Allele detection for Ty.1 and Ty.3 resistance genes in 12 tomato 
genotypes kept in the collection of the National Institute of 
Agricultural Sciences (INCA), Cuba.
	Muestras	Gen Ty.1	Gen Ty.3
	201	+	+
	202	-	-
	203	+	-
	204	-	-
	205	+	+
	206	-	-
	207	-	-
	208	-	-
	209	-	-
	210	-	+
	211	-	-
	212	-	-




 

			
La amplificación de un fragmento (o locus) de 940 pb evidenció la presencia del gen SW5 que confiere resistencia al Orthotospovirus TSWV, en los genotipos 205 y 207 (Fig. 1). Estos resultados coinciden con los tamaños de banda obtenidos por Gabriel et al. (17)
 al estudiar la resistencia de híbridos de tomate a los virus GRSV, TSWV
 y TCSV en Bolivia, mediante la detección de la presencia de alelos del 
gen SW5.
Debido a la gran variabilidad de especies virales 
existentes, a nivel internacional, numerosos son los trabajos en los que
 se reconoce la incorporación de varios genes/alelos como una estrategia
 apropiada en la búsqueda de una resistencia estable y amplia a estas 
enfermedades. Hoy en día, la piramidación de genes de resistencia en una
 línea o cultivar ha devenido como una estrategia potente que permite 
incrementar la durabilidad y estabilidad de la resistencia, además de 
que ha propiciado un avance considerable en las etapas del programa de 
mejoramiento genético de tomate (18). 

				
 








Figura 1. 
			Patrón electroforético de las amplificaciones del gen SW5 (cebadores Sw421F/R), donde: carril 1 PPM, patrón de peso molecular de 1kb; carril 2 al 13 cultivares 201-212./ Electrophoretic
 pattern of SW5 gene amplifications (primers Sw421F/R): lane 1 PPM, 1 kb
 molecular weight marker; lanes 2 to13, cultivars 201-212.
 

			
Estos resultados permiten sugerir el uso de los genotipos 205 y
 201 para obtener cultivares con genes pirimidizados para la resistencia
 a TYLCV-IL. Particularmente importante es la presencia en el genotipo 
205 de los tres genes estudiados, lo que lo señala como un genotipo 
promisorio con genes pirimidizados para la resistencia a las principales
 enfermedades virales que afectan el cultivo del tomate en Cuba. Además,
 se confirmó la importancia del uso de marcadores moleculares para 
lograr el avance en la obtención de variedades con resistencia a las 
enfermedades de mayor impacto en la producción. 
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