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RESUMEN

Se utilizd el marcador molecular codominante REX-1. estrechamente ligado al gen A,
como un indicador de la resistencia a nematodos del género Meloidogyne spp. en plantas de
tomate, Para estandarizar la técnica basada en PCR, se comparo la efectividad de dos kits
comerciales en la amplificacion del fragmento de 750 pb correspondiente a REX-1. Salo
uno de los kits, el de PCR Beads, permitio la amplificacion efectiva del fragmento en los
materiales estudiados. Este kit fue también el tinico que permitid el corte efectivo de la
enzima Taq | de Promega para obtener los fragmentos de restriccion que permiten

identificar los alelos para este marcador.

Luego de estandarizada la técnica, se estudio el genotipo REX-1 de 99 materiales, dentro de
los cuales se incluyd la poblacion hibrida H44 (60 individuos), sus parentales v lineas
relacionadas. Fue posible determinar el genotipo REX-1 para este grupo. no obstante, uno
de los parentales de esta poblacion hibrida. la linea GF 1. presentd un genotipo homocigoto
resistente aun cuando sus ancestros son susceptibles a la infeccion por nematodos.
Aparentemente el marcador resistente REX-1 estd asociado al gen MY susceptible en esta
linea v en otras asociadas al hibrido FAVIY, presentandose falsos positivos. Este hecho ha
sido corroborado por estudios recientes realizados por Maxwell y Williamson (2004). En
relacion a la poblacion hibrida H44 se determind que los individuos presentan un genotipo
heterocigoto v homocigoto resistente v de acuerdo con el método estadistico de  Ji-
cuadrada no se pudo determinar diferencias significativas con la proporcion esperada de

11,

Ll resto de materiales incluidos en el estudio incluven al hibrido 2305-1. los cultivares Sun
Coast. Rodade. Very Firm, Lignon y M-82 asi como las lineas Ty- 197, Ty- 198, Fla
024623-y3. Fla 024524-5, Fla 024525-9, G516 v las variedades Money Maker | v 5 que
presentaron un genotipo susceptible para ¢l marcador REX-1. Para las lincas Ila 024652-v|
y GS9 no se pudo determinar el genotipo REX-1 por haber amplificado ambas 3 bandas de

320, 230 v 160 pb. Es posible que este patron de bandas sea especilico para introgresiones



de la especic silvestre L. chilense en el tomate cultivado puesto que D. Maxwell (2004)

también ha observado este patron en la linea GS9.

Una scgunda técnica fue incluida en el estudio para estudiar la segregacion del marcador
molecular REX-1. Con la colaboracion del Departamento de Patologia Vegetal de la
Universidad de Wisconsin en Madison se hizo la secuenciacion del fragmento REX-1 para
22 individuos que constituyen la progenie de una planta hibrida H44 que previamente se
habia determinado heterocigota para el marcador. El andlisis de las secuencias permitio
determinar por medio de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) su genotipo REX-1.
El método estadistico de Ji-cuadrada no permitié determinar diferencias significativas con

la proporcion esperada de 1:2:1.

De acuerdo con los resultados obtenidos, puede afirmarse que es factible implementar el
uso del marcador REX-1 para asistir regularmente la seleccion de plantas resistentes a
nematodos, pero no se recomienda en el caso particular del programa de mejora genética de
tomate de la Facultad de Agronomia, ya que el mismo esté basado en las lineas derivadas
de FAVI 9 v las lineas de la Universidad de Florida que pueden presentar respectivamente

falsos positivos v patrones de bandeo diferentes a los esperados.
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IMPORTANCIA Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Definicion del problema

Alrededor de 1986, la enfermedad del enrollamienio o acolochamiento de la hoja del
tomate causada por geminivirus fue detectada en Guatemala, constituyendo en los paises
tropicales y subtropicales del munde un factor muy importante en la reduccion de la
produccién. La evaluacion del germoplasma de tomate en nuestro pais inicio en 1998 con
la biisqueda de plantas tolerantes a geminivirus a través de un programa de mejoramiento
genético planteado por el PhD. Luis Mejia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. La seleccion de plantas durante varios ciclos de crecimiento
consecutivos ha permitido la produccion de varias lineas que presentan decrecimiento en
los sintomas de infeccién y alta produccion. Después de cuatro aflos en el 2002, el principal
resultado fue la produccion de varias lineas de tomate resistentes a los geminivirus locales;
dos de los hibridos obtenidos al cruzar estas lineas y que fueron denominados Lianero 2 y
Lianero 7 son de particular interés para poder en un futuro cercano ofrecerlos a los
agricultores locales. Los aspectos en los cuales es necesario trabajar ahora para mejorar la
calidad de estos hibridos son los siguientes: la forma y dureza del fruto que actualmente no
responde a lo requerido por el mercado local y el estudio e introduccion de resistencias
contra otros patdgenos que afectan al tomate tales como los nematodos, hongos y bacterias.
Este Gltimo aspecto fue considerado como prioridad del programa de mejoramiento

genético de tomate a corto plazo.

La posibilidad de poder desarrollar de manera inmediata una técnica de marcadores
moleculares para estudiar la resistencia a nemétodos (Meloidogyne spp.) en las plantas del
programa de mejoramiento fue lo que origind el interés por realizar este estudio. La
resistencia a nematodos en las variedades comerciales actuales es conferida por un solo gen
dominante denominado Mi obtenido por introgresién a partir de la especie silvestre
Lycopersicon peruvianum L. De acuerdo con la literatura, Williamson et af (1994),
desarrollaron el marcador codominante REX-1 que por medio del uso de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), permite amplificar un fragmento de ADN de 750 pb

estrechamente ligado al gen del tomate Mi. Este fragmento tiene un sitio de restriccion en
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las plantas resistentes que permite identificar por el nimero de bandas y su tamafio, cudles
de ellas son heterocigotos u homocigotos resistentes, mientras que las plantas susceptibles
no tienen sitio de restriccion. REX-1 es ventajoso en relacion a otros marcadores
desarrollados con anterioridad como el marcador isoenzima 4ps-1 con alto ligamiento al
gen Mi o los casi 1000 marcadores RFLP desarrollados. Aps-1 por ejemplo se puede
identificar sdlo en plantas de tomate portadoras de un segmento grande de L. peruvianum
de esta isoenzima mientras que los marcadores RFLP requieren de varios dias de trabajo
para la obtencion de resultados lo que hace practicamente imposible hablar de pruebas

rutinarias sencillas.

El laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la FAUSAC cuenta con la infraestructura,
equipp y reactivos necesarios para poder ejecutar un proyecto de este tipo. De
implementarse de manera rutinaria la técnica de PCR con el marcador REX-1, la seleccién
de plantas resistentes a nemdtodos asistida por el uso de téenicas moleculares se realizaria
en un par de dias. Esto obviamente representa ventajas sobre los métodos de seleccion
tradicionales. Esta (ltima implica la evaluacion directa de las plantas realizando la
observacion de los sintomas en las raices de las plantas. Asimismo, tal como lo describen
Messeguer (1991) y Williamson (1994) la inoculacién y posterior seleccion de plantas
resistentes en el campo requiere del mantenimiento de nemétodos vivos lo cual puede llegar
a ser impractico y no permite (por ser Mi un gen dominante) el identificar lineas
homocigotas sin tener que evaluar a la progenie. Cabe mencionar que en Guatemala no se
cuenta con lineas puras de las especies de nemdtodos de interés, habria que generarlas, lo

cual significaria un alto costo econdmico para el proyecto.

1.3.2 Objetivos del estudio

General
Proveer informacion sobre el genotipo REX-1 en las plantas de tomate del programa de
mejoramiento de la FAUSAC como un indicador de la resistencia a nematodos, que permita

asistir la seleccion de plantas resistentes por medio de técnicas de marcadores moleculares.



Especificos

1.

Estandarizar bajo las condiciones del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
FAUSAC el método de PCR desarrollado por Williamson e af (1994) para la
identificacion del marcador REX-1.

Identificar por medio de este método el genotipo REX-1 de plantas con
caracteristicas valiosas para seleccidn pertenecientes a poblaciones de cultivares,
hibridos, lineas y variedades de tomate dentro del programa de mejoramiento de la

Unidad de Riego Sansirisay.

. Evaluar la implementacion de esta técnica para su uso rutinario en la seleccion de

plantas de tomate resistentes a nematodos formadores de nudos radiculares dentro

del programa de mejoramiento de la Unidad de Riego Sansirisay



CAPITULO 1

LOS NEMATODOS FORMADORES DE NUDOS RADICULARES COMO
PATOGENOS DEL TOMATE CULTIVADO Y OTRAS ENFERMEDADES

1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL TOMATE

La importancia de Lycopersicon escultentum Mill. (Familia Solanaccae) como hortaliza a
nivel mundial ha ido aumentando considerablemente en los ltimos afios. Los frutos se
destinan, tanto al consumo fresco como a la transformacion para la industria conservera que
produce diversos productos tales como concentrados, jugos, ketchup, polvo, tomates
pelados, triturados y otros {Depestre y Gomez 1999: WA,

orst.edu/dept’hort/233/tomto.htm-26k).

Por los afios 20 el consumo per capita de tomates en los Estados Unidos era solamente de
8.2 kilogramos por afio; para 1978 era de 25.5 kilogramos ¥ para 1998 se producian casi 1]
millones de toneladas anuales. En el afio 2000 el tomate generd un valor econdmico total a
nivel mundial calculado en $ 2 billones (S 1.2 billones de mercado fresco ¥ 5 633 millones
de tomate procesado), siendo el segundo cuitivo despuds de la papa. Constituye mas del
A0% de la produceion horticola del plancta con una superficie de siembra superior a los tres
millones de hectireas. una produccion de 88 millones de toncladas v un rendimiento
promedio de 27 toneladas por hectarca. ( Rick 1978: Depestre v Gémez 1999

www.orst.edu/dept/hort/233/tomto. htm-26k).

En los paises en desarrollo el rendimiento promedio por hectarea es solo de 19 toneladas
por hectdrea, lo que representa menos del 40% del alcanzado en los paises desarrollados,
En cstos paises el rendimiento se ve afectado por devastadoras infecciones, como las
causadas por geminivirus transmitidos por mosca blanca v mas recientemente por la
marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearnm. Guatemala es el segundo

roductor de tomate de Centroamérica v El Caribe. después de la Rentiblica [ominicana
B 3 P I
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con un area sembrada de 5,600 hectdreas de un total de 28,200. El rendimiento promedio en
Guatemala es de aproximadamente 30 toneladas por hectirea, pero los rendimientos son
inestables y se hace un uso excesivo de los pesticidas (Depestre y Gomez [999; Martinez,

2001).
1.2 LOS NEMATODOS COMO AGENTES DE ENFERMEDAD EN EL TOMATE

1.2.1  Los nemdtodos formadores de nudos radiculares, Meloidogyne spp.

Los nematodos pardsitos de vegetales de la familia Heteroderidae son los causantes
principales de severos dafios econémicos en los cultivos y pueden dividirse en dos grupos:
los nemétodos quisticos que incluyen el género Heterodera y Globodera, v los nemétodos
formadores de nudos radiculares (root-knot) del género Meloidogyne. El tltimo es un
geénero distribuido a nivel mundial y es capaz de atacar mas de 2000 especies vegetales. Las
especies M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla son las principales con
importancia econémica a nivel mundial (Vos et ol 1998). Aun asi, su importancia en la
produccién de los cultivos es pasada por alto o subestimada, porque el dafio no es definido
hasta que las raices y/o el suelo son examinados. Son especialmente dafiinos en los*
invernaderos donde se ven favorecidos por las temperaturas iddneas para su desarrollo.

(Walters v Barker 1994)

En general son organismos pequefios de 300 a 1000 pm, de ancho y por lo tanto sélo
observables en microscopio, Su distribucion en los cultivos es irregular y mayer en toro a
las raices en donde pucden reproducirse mis répido debido a la abundancia de alimento v a
su atraccion por las sustancias liberadas por las rajces. La temperatura. humedad v

aireacion del suelo afectan su supervivencia y movimiento. (Agrios 1985)

1.2.2 Sistemdtica de Meloidogyne spp.

En la actualidad se han descrito alrededor de 70-75 especies para este género aunque
algunos autores reportan 68, El primer nematodo formador de nudos radiculares tfue
descrito ¥ publicado por Cornu en 1879, Goeldi (1892) fue el primer investigador en

reconocer a estos nemdtodos como un género que denomind Meloidogyne por la especic



tipo de M. exigua. La historia de la taxonomia de este género puede dividirse en dos
periodos, el anterior a la revision de Chitwood en 1949 v el periodo de 1949 en adelante.
Chitwood estudio la morfologia de varias razas y encontrd suficientes diferencias que le
permitieron designar 5 especics, | variedad v finalmente separar los nemétodos formadores
de nudos radiculares de los formadores de quistes. La extensa revision de Chitwood se
centra en la identificacién especifica por medio de patrones perineales. (Wouts 1979:

Franklin 1979; http://plpnemweb.ucdavis.edu/nemaplex/Taxadata/)

La citogenética también ha sido una herramienta que ha mejorado el entendimiento de la
biologia y las relaciones filogenéticos entre los nemdtodos de este género. Estos métodos se
desarrollaron para estudiar el proceso de la gametogénesis, modo de reproduccion y el
complemento cromosomal del grupo. Se reproducen por alguna de los siguientes medios: a)
fertilizacién cruzada (anfimixis), b) partenogénesis meidtica facultativa (automictica) y ¢)
partenogénesis mitotica obligatoria (apomictica). Las especies M. incognita, M. javanica y
M. arenaria se reproducen por apomixis. Las antes mencionadas ademas de M hapla
representan en relacion al complemento cromosomico los pasos mas avanzados en la
evolucion del género. La extensa distribucidn geografica de estas especies puede ser
explicada por este medio de reproduccion y por su naturaleza poliploide que permite una

alta heterocigosis (Triantaphyllou 1979).

ceientemente se han desarrollado otros métodos para la identiticacion de los nemdtodos
formadores de nudos radiculares. Entre estos se encuentra la prucha de intervalo de
hospederos  (host range test) desarrollado por LN, Sasser. el conteo de cromosomas de
Triantaphyllou, la estructura de la cabeza de los juveniles de Eisenback, los patrones de
proteinas (patrones en electoforesis en gel ) de Esbenshade v los patrones de ADN usados
para separar especies. Varios de estos métodos se desarrollaron a partir del Proyecto
Internacional Meloidogyne (IMP) auspiciado por la AID y dirigido por Sasser de 1973 a
1984, con el fin de determinar ¢l impacto de este género en la agricultura a nivel mundial
(http:/fwww.cals.nesn.edu:8050/pog/dan_webpape/Nematodes/Endos/Meloidogyne himl

Sasser 1980).




A traves de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que es un método muy sensible,
s¢ ha logrado distinguir distintas especies de Meloidogyne. La PCR ha sido probada
clicientemente para discriminar entre M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla y
M. chitwoodi. Dada la sensibilidad de esta prueba, es posible amplificar el ADN a partir de

un solo juvenil en segundo estado (J2). Las especies M. incognita y M. javanica producen

un fragmento de 1.7 —kb que posteriormente se someten a la digestion con endonucleasas
lo que permite la separacion de las dos especies

(http://www.inbio.ac.cr/bims/ubi/nematodos/ubiespejo/ubi id=4639&-find.html).

1.2.3  Morfologia y anatomia en Melpidogyne spp.

Hembra: El cuerpo tiene forma de pera, la parte posterior es globosa y el cuello se
proyecta anteriormente en linea con el final de la cola (figura 1.1). Tiene una longitud entre
510 y 690 pm y un ancho de 300 a 430 pm. Las hembras estin embebidas complelamente
en el tejido radical, mientras que las masas de huevos se abren paso y sobresalen de la
agalla. El patrén perineal presenta un arco dorsal alto con estrias que varian de lisas a
onduladas. Algunos patrones perineales muestran vn arco dorsal mas bajo, mientras que
otros presentan indicaciones de alas laterales. Algunas estrias también pueden estar
curvadas hacia la vulva. El estilete mide de 15 a 17 pm de largo; el cono es afilado v
claramente curvado dorsalmente, y la columna es liceramente més ancha en su base. Los
nddulos de estilete se encuentran claramente separados de la columna, La abertura de la

glandula dorsal esofigica (AGDE) esta a una distancia de 2 a 4 um posterior a la base de

los nddulos (Rodriguez 2001; http://swww.inbio.ac.cr/bims/ubimematodos).

Macho; Tiene una longitud entre 1.2 y 2.0 mm (figura 1.1). Presenta una cabeza muy
caracteristica. Muestra un disco labial grande, redondeado y céncavo que sobresale de los
labios medios. Carece de labios laterales, aunque en algunas poblaciones se presentan bien
desarrollados. La region cefilica usualmente esta subdivida por anulaciones incompletas
cuyo namero varia dentro y entre poblaciones. El estilete varia en longitud de 23 a 25 jum;
la punta es roma y aplanada lateralmente. La columna es cilindrica. pero gencralmente es

mas angosta cerca de los nodulos del estilete, los cuales se encuentran claramente separados



de la columna. Los nédulos varian en tamafio y forma entre las distintas poblaciones, v
pueden ser desde pequefios y redondos hasta grandes y elongados. La abertura de la
gldndula dorsal esofagica (AGDE) se encuentra a una distancia de 2 a 4 pm posterior a la

base de los nodulos (Rodriguez 2001; http://www.inbio.ac.cr/bims/ubi/nematodos...).

Juveniles en segundo estado(J2): La longitud total promedio es de 405 pm, aunque pucde
variar de 346 a 463 um (figura 1.1). El disco labial y los labios medios se encuentran
fusionados y forman una estructura continua y elongada muy caracteristica cuando es
observada en posicion frontal. La regién anterior de la cabeza es aplanada y la estructura
cefalica puede ser lisa o bien tener de 1 a 3 anulaciones completas o incompletas. La
longitud del estilete es de 10 a 12 pm. Los nédulos del estilete son prominentes,
redondeados posteriormente y claramente separados de la columna. En sentido posterior,
tanto el ancho del cono como el de la columna aumenta gradualmente. La abertura de la
glandula dorsal eséfagica (AGDE) esta situada a una distancia de 2 a 3 pm posterior a la
base de los nodulos. Otras medidas diagndsticas (tiles son la longitud promedio de la cola,
de 52 pm, y la region hialina de la cola de 9 pm en promedio (Rodriguez 2001;

http://www.inbio.ac.cr/bims/ubi/nematodos).

Figura 1.1 Hembra, macho y juvenil en 2" esiado de Meloidagyne spp.(tomado de

Google/Meloigogine sppdimages),

1.2.4  Ciclo de vida de Meloidogyne spp.
Los huevecillos pueden estar libres en el suelo o embebidos en una matriz gelatinosa que
puede adherirse al tejido radicular de la planta (Guiran v Ritter 1979.) A partir de un huevo

liberado en el suelo se forma por evolucion dentro del mismo los dos primeros estados



farvarios (J1 y J2). El 2° estado es el que sale del huevo y rdpidamente busca raicillas donde
penetrar ¥ aunque en principio sc alimenta de los tejidos corticales, seguidamente, penetra
en su interior y se instala en una zona mas o menos interna mientras que delante de su
cabeza se forman células gigantes de las que se alimenta (Figura 1.1). Esté claro que el
normal desarrollo de estos nematodos y de su abundante reproduccién depende de la
formacion de células gigantes que son mas abundantes a medida que es mayor el nimero de
larvas que penetran por el mismo punto de la raiz. La evolucién contintia dentro de la raiz y
los nematodos sufren las siguientes mudas pasando por los estados de 3* y 4* larvarios (J3
v J4) hasta convertirse en adultos. Mientras tanto sus cuerpos han ido cambiando de forma
de hilo (filiforme) a forma de pera (piriforme). El macho es un parasito sedentario
solamente durante su desarrollo larvario, por el contrario la hembra es sedentaria durante
toda su vida, pues aquellos una vez llegados al 4° estado de su desarrollo se diferencia de
las hembras y abandonan la cubierta larvaria y la raiz en forma de gusano delgado y sus
habitos de aqui en adelante no son bien conocidos. Por su parte las hembras contindan su
desarrollo en el interior de las raices adoptando una forma cada vez mas globulosa v
depositando huevos en una masa gelatinosa que los mantiene reunidos. Estas masas de
huevos (de 500 a 1000) fluyen por el extremo posterior de las hembras que sobresale o esta
cerca de la superficie de la misma, para que broten al exterior v se diseminen por ¢l suelo.
Muchas masas de puestas quedan mas internas, englobadas por un tejido membranoso
formado  por el mismo vegetal (Guiran y Ritter 1979; Rodriguez 2001;

http:/fwww.inbio.ac.cr/bims/ubi/nematodos).

La duracién del ciclo de vida de los nematodos del género Meloidogyne esta grandemente
influenciado por la temperatura vy ¢l tipo de planta hospedera, Varia segin las gspecies; por
ejemplo, para M. hapla y especies afines de clima frio el intervalo dptimo de temperatura
pucde ir desde 15° a 25° C, mientras que para las especies de clima caliente como M,
Javanica el optimo se sitda de 257 a 30° C, En zonas tropicales el ciclo se completa entre 21
v 28 dias. Para todas las especies la actividad es casi nula por encima de 40° C o por debajo
de 3% C. De acuerdo con un estudio, en Sudafrica M. javanica requicre 36 dias para

completar su ciclo a 147 C y sélo 21 dias a 26° C. (Guiran v Ritter 1979; Rodriguez 2001:

hitp//www.inbio.ac.cr/bims/ubi/nematodos).
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Figura 1.2 Ciclo patologico causado por los nematodos formadores de nudos radiculares
Meloidogyne spp(Tomado de Agrios G. 10835)

1.2.5 Ecologia y distribucidn de Meloidogyne spp.

Los requerimientos para las especies de Mcloidogyne para sobrevivir, infectar v causar
enfermedad en climas tropicales como templados son, una planta hospedera disponible,
humedad adecuada y una temperatura favorable para la planta asi como para ¢l desarrollo
del nematodo. Sasser (1979) indica que para paises como Guatemala (al cual clasifica como
tropical) la supcrvivencia del nematodo depende de un hospedero disponible para mantener
la densidad poblacional alta, mientras que en su ausencia decrecerd la densidad
rapidamente, cspecialmente durante la estacion secca. Las interacciones con otros
microorganismos del suelo pueden favorecer la destruccion de las raices.  Bajo
temperaturas muy altas, las larvas consumen répidamente sus reservas alimenticias v

mueren por hambre o siendo presas de otros orzanismos. Otro factor que puede favorecer



su supervivencia es el crecimiento de  malezas durante los periodos donde no se tienen

cultivos en el campo, pues permite la permanencia en las plantas hospederas, (Sasser 1979)

En los paises templados, la distribucion de Meloidogyne spp. esta basada en la habilidad de
establecerse y sobrevivir el inviemo, es decir, la relacion entre las temperaturas minimas ¥
maximas alcanzadas y la cantidad de tiempo que estas temperaturas permanecen en estos
extremos. El principal factor que limita la capacidad de M. incognita , M. javamica y M.
arenaria al invierno es la temperatura promedio durante el mes més frio del afio (Walters y

Barker 1994),

1.2.6 Sintomas de la enfermedad, daiios histopatologicos y fisiolégicos en la planta.

Los sintomas de la infeccion se aprecian por el amarillamiento de la planta y el
debilitamiento al mediodfa. Los efectos de la infeccion de Meloidogyne spp sobre el
desarrollo de las plantas incluyen una deformacién y reduccién del sistema radicular (figura
1.2). Las raices de las plantas atacadas presentan los tipicos nédulos, estin poco o nada
ramificadas y carentes de pelos radiculares. Por otra parte decrece notablemente la
eficiencia en la traslocacion normal de agua y nutrientes por la obstaculizacién mecanica ¥
como consecuencia ocurren las tipicas marchiteces de las plantas infectadas. (Rodriguez

2001)

: SoselaE T # gan1440048
Figura 1.3 Deformacion y reduccion del sistema radicular en las
plantas de tomate por infeccion de nematodos Meloidogyne spp

{ Tamada de MavwedT 0, 2004),
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Los procesos histopatoldgicos y fisioldgicos que se dan en las plantas hospederas por la
infeccion de estos nemétodos son la formacion de células gigantes vy agallas. En relacion a
las células gigantes, existe una confusion en el uso de este término y “sincitio”. Un sincitio
se define como una masa multinucleada o protoplasma formado por la fusion de células
uninucleadas, mientras que una célula gigante puede ser simplemente una célula alargada,
como las células corticales hipertrofiadas en las paredes de las agallas. La mayoria de los
expertos estan de acuerdo en que Melvidogyne spp. induce células gigantes al inducir la
mitosis sincronizada sin deposicion de la pared celular; ocurre una proliferacion nuclear,
donde 2 nicleos son observados dentro de las primeras veinticuatro horas de Ja penetracion
del estilete y més de § dentro de las siguientes 24 horas. La diferenciacion se ve alterada y
el crecimiento celular da como resultado la compresion de células aledaiias (Bird 1979;

http://plpnemweb.ucdavis.edu/nemaplex/Taxadata/).

Las agallas se definen como células desarrolladas patolégicamente, o bien tejidos u
organos vegetales que han surgido principalmente por hipertrofia (sobre crecimiento) e
hiperplasia (proliferacién celular) bajo la influencia de organismos parasiticos como
bacterias, hongos nematodos, e insectos. Estdn constiluidas por células corticales
hipertrofiadas que rodean al nematodo. Esto ocurre generalmente en el tejido vascular y el
incremento en ¢l tamafio de la agalla varia con la planta y la especie. Por ¢jemplo, M hapla
Y M incognita causan diferentes tamanios de agalla en el tomate (Bird 1979:;

hitp://plpnemweb.ucdavis.edu/nemaplex/Taxadata/).

1.2.7  Interaccion de la planta resistente-susceptible con el nematodo.

Tres son las interacciones posibles que pueden ocurrir entre los nematodos v las plantas:

La neutral (inmune), sin infeccion; la compatible (hospedero apropiado), con una reaccion
susceptible o tolerante; y la incompatible (hospedero inapropiado) con una reaccidn
hipersensitiva (resistente) o intolerante. La resistencia total a los nematodos puede definirse
como cualquier caracteristica(s) o propiedad (es) del hospedero que previene, reduce o
retarda el desarrollo de un pardsito y la enfermedad asociada. Mientras gue la tolerancia
total se define como la habilidad de la planta de superar los niveles de infeccion parasitica v

de la enfermedad que causaria un empeoramicento del erecimiento y produccion si ocurriera



¢n otras plantas de la misma especie 0 de una similar. Tanto la resistencia total como la
tolerancia total, involucran la resistencia al pardsito v la resistencia a la enfermedad ylo

dafo (Barker 1993).

Las plantas hospederas con resistencia preinfeccional (antes de entrar las larvas en las
raices), casi siempre por exudados radiculares repelentes o téxicos para los nematodos,
suele ser especifica para una sola especie. La resistencia postinfeccional (tipo méds comin)
viene expresada por diferentes motivos: incapacidad de las larvas para evolucionar al
estado adulto; prolongacion del ciclo de desarrollo; muerte de larvas en los tejidos de las
raices; alteracion de relacion de sexos hacia los machos; abandono de las raices por las
larvas, etc. La resistencia de un cultivar puede cambiar con las variaciones en la
temperatura del suelo, por el tipo de interaccion con la planta y por la variabilidad genética

de los nematodos (Rodriguez 2001).

Un cultivar resistente a una enfermedad u organismo debe se aceptable tanto
agronomicamente como horticulturalmente para justificar su liberacién al mercado. Por
ejemplo, cerca de 100 cultivares de tomate resistentes a la formacion de nudos radiculares
s¢ han desarrollado, pero pocos de estos se cultivan ampliamente; esto debido a que los
cultivares aceptables para una region pueden fallar en otros ambientes o no ser apropiados
para las précticas culturales locales. Esta situacion se ha dado en la pera Nemaguard;
cuando se usa como resistente a M. incognita, da buenos resultados en California pero esta
asociado con la lesion de invierno de los drboles en ¢l sureste de los Fstados Unidos,

{Barker 1993).

1.2.8 La respuesta hipersensitiva

Una necrosis rapida localizada o respuesta hipersensitiva (HR) cerca de la parte anterior del
nematodo invasor es la caracteristica de la resistencia mediada por el gen M contra los
nematodos formadores de nadulos radiculares (Meloidogyne spp). Esta respuesta es levada
a cabo a las 12 horas de la infeccion v los nematodos que fallan en establecerse. mueren o

dejan las raices (Dropkin ef af. 1969; Kaloshian ef al. 1998: Milligan et al, 1998).
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Las larvas de Meloidogyne entran en el hospedante en la cofia o cerca de ella ¥ migran
intercelularmente a la regidn de diferenciacion del tejido vascular. Se vuelven sedentarias v
dentro de una planta susceptible la larva comienza a crecer mientras los tejidos de la raiz
que lo rodean se rediferencian. Las células de la raiz cerca de la cabeza del nematodo
desarrollan hipertrofia con repetidas divisiones nucleares, junto con la incorporacién de
celulas vecinas, esto resulta en un sincitio multinucleado de pared gruesa (células gigantes).
Las células del periciclo se dividen y alargan para formar agallas; la diferenciacion xilar se
rompe. Las raices laterales frecuentemente crecen para formar agallas. En plantas
resistentes, no obstante, estos patrones no se desarrollan. Las larvas pucden entrar a las
raices en bajos ndmeros o el sincitio puede desarrollarse anormalmente. La reaccién mas
comun en las plantas resistentes es que las células que estin rodeando a la larva, mueran

inmediatamente después de la entrada de la larva entre a las raices (Dropkin et al. 1969).

Numerosos registros han descrito observaciones en microscopio de luz de la HR en las
raices vegetales contra nemétodos. En esta linea de investigacion, Paulson y Webster
(1972) realizaron un estudio sobre los cambios en la ultraestructura celular inmediatamente
después del ataque a las rafces de Nematex (una variedad de tomate cultivado resistente a
M. incognita). Se usdé M incognita y M. hapla con el fin de descifrar los cambios
progresivos ocurridos en las células. Cuando se utilizd M. hapla a la cual las raices de
Nematex son susceptibles la formacién de células gicantes fue evidente despues de 48
horas ¥ la HR no ocurrio. A nivel citoldgico observaron que las inclusiones vacuolares
electrodensas desaparecicron v la electrodensidad del citoplasma incrementd antes de
cualquier cambio visto en paredes celulares, membranas u organelos. Estos cambios
ultraestructurales en el desarrollo de eélulas hipersensitivas sugieren que la HR puede ser
iniciada por la pérdida de varios materiales de la vacuola hacia el citoplasma lo que causa el
deterioro de la organizacion citoplasmica y efectivamente previene la formacion de células
gigantes. Observaron también un incremento aparente en el namero de ribosomas vV un
cambio en la forma del reticulo endoplasmico que va de segmentos corlos aislados
asociados con ribosomas a formas largas y delgadas sin ribosomas. Esos cambios sugieren
el incremento de sintesis proteinica vy no fueron obscrvados en las células advacentes

aparentemente no afectadas. Estas caracteristicas fucron scguidas por la pérdida de
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distincion de la membrana y por el desaparecimiento de la mitocondria, que son

caracteristicas que indican la muerte celular (Paulson y Webster 1972).

Los resultados permitieron concluir que la especie M. incognita parece activar en la
variedad Nematex los mecanismos de resistencia por medio de la HR dentro de 8 a 12
horas. Segin el estudio, es probable que el estimulo que inicia la hipersensitividad sea un
componente de secreciones glandulares del eséfago del nematodo que actian rapidamente
para prevenir la formacion de células gigantes, un proceso que normalmente toma de 24 a
36 horas. Las células adyacentes a las células hipersensitivas no mostraron anormalidades
por lo que la carencia de una respuesta gradual sugiere que el estimulo que inicia la HR no
pasa facilmente de célula a célula y de hecho es inducida solo por la penetracion v

secrecion a la célula por el estilete del nematodo.

Esto explicaria la presencia de la relativamente poca hipersensitividad celular a lo largo del
patron del nematodo a través de los tejidos radiculares. Las células hipersensitivas al no
proveer suficientes nutrientes para el desarrollo del nematodo, desestimulan la blisqueda de
un mejor sitio para su desarrollo. Las larvas en segundo estado que fueron removidas de
raices hipersensitivas dos dias después de la inoculacién fueron capaces de infectar raices
susceptibles subsecuentemente lo cual indica la ausencia de un factor toxico en las raices

hipersensitivas. (Paulson v Webster 1972).

1.2.9  Medidas de Control de nematodos en el tomate

El control quimico se realiza mediante el uso de productos nematicidas fumigantes o no
fumigantes en el suelo. Ademas. se desarrolla actualmente una nueva linea de investigacion
sobre el empleo de enmendantes hamicos o materias organicas, extractos de plantas que
llevan microorganismos o sustancias antagonistas de los nemdtodos. No obstante aungue
alguno de estos productos parecen mostrar cierta accion nematicida, no existen indicios
claros de control efectivo a corto plazo de los nematodos formadores de nudos radiculares.
Sin embargo, ¢l uso de variedades resistentes es sin duda el mejor control actual de los
nemdtodos del género Meloidogyne en ¢l cultive del tomate. Esta resistencia se debe al gen

denominado M, que por introgresion a partir de la especie silvestre L permvianun, se
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introdujo en el genoma del tomate (Rodriguez 2001). Las investigaciones sobre este gen

constituyen ¢l tdpico del siguiente capitulo.

1.2.10 Importancia econdmica de Melvidogyne en Centro v Sudamérica

De acuerdo con los estudios de poblaciones del género Meloidogyne realizados en los
paises tropicales por el proyecto IMP', la dominancia de especies se presenla de la
siguiente manera: M, incognita es la mis dominante, con el 64% de las poblaciones
presentes en estos paises. Segunda en importancia es M. javanica con el 28%, M. arenaria,
M. hapla y M. exigua representan el 8% restante (Sasser 1979, Sasser 1980). En Centro y

Sudamérica las principales especies se presentan en la tabla 2.1, en orden arbitrario.

Tabla 1.1 Distribucion de las especies de Meloidogyne en Centro y Sudamérica

Primer orden ] Segundo orden Tercer orden
M. incognita M. grenaria M. enffeicoln
M. favanica M. hapla M. lordello

M. exipua M. imornata
M. bauruwensis

Tomade de Sasser I, N. Economic Importance of Meloidogyne in tropical countries. 1979,

Los datos de estimados de pérdidas en cultivos a causa de Meloidogyne spp. se obtuvieron
de estudios llevados a cabo en México, Centro América y el Caribe por el IMP. Incluyen 18
diferentes cultivos con un porcentaje medio de pérdida total del 15%. Sin embargo los
cultivos mds afectados en orden de importancia son el tomate v el giiisquil con un 38% de
perdida, la guayaba con un 35% v la calabaza con un 22%: el resto de los cultivos tienen

estimados de pérdida entre el 7 v el 16% (Sasser 1979).

En Guatemala, Del Cid (2002) estudio la determinacién de géneros y la distribucion
horizontal de los nematodos ftoparasiticos que afectan el cultivo de la Sahila en E
Progreso, El Progreso. La poblacion mds alta en el suclo de |a zona v en las raices de las
plantas pertenece al género Meloidogyne. Este género presentd mayor distribucion en

suelos franco arcillosos v franco arenosos.

" International Meloigogyne Project. Sasser J. (1980).




1.3 OTROS PATOGENOS IMPORTANTES EN EL TOMATE

1.3.1 Bacterias y medidas de control

Ralstonia solanacearum causa la denominada marchitez bacteriana v es la enfermedad
mas grave del tomate en el tropico que dafia el sistema vascular de la planta, impidiendo la
produccion y pérdidas adicionales debidas a la restriccién del uso de dreas infectadas. El
control quimico es inoperante y el mejoramiento por resistencia parece ser la estrategia mas
adecuada (Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999)

Xanthomonas campestres pv vesicatoria es una bacteriosis causante de pérdidas
economicas por frutos no comerciables. Se reproduce dptimamente a 25° C v alta humedad
relativa. Se transmite por semilla y se disemina por la lluvia y el riego por aspersién a

través de los estomas de la planta (Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999)

Otras enfermedades bacterianas importantes ‘econémicamente Pero que no estin presentes
en Centro América son el cancer bacteriano causado por Clavibacter michiganense, la
mancha bacteriana causada Xanthomonas vesicatoria y la peca bacteriana por
Pseudomonas tomato (Rodriguez 2001). Las medidas de control se basan principalmente en
su prevencion con el uso de pesticidas y por mejora genética. La resistencia derivada de /.
pimpinellifolivm contra Ralstonia solanacearum se introdujo en 1953. Sin embargo esta
resistencia sélo actia para algunas razas de la especie v es variable seoun la densidad del
indeulo. En 1966 sc confirmo la resistencia para C. michiganense en L. peruviantm, L.
pimpinellifolivm, L. hirsitum v en una linea de este (ltimo, sin embargo la resistencia es

compleja debido a su cardcter multigénico (Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999),

1.3.2 Hongos y medidas de control

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici conocida como fusariosis causa una sintomatologia
caracterizada por marchitamiento de la planta que puede desaparecer a la caida de la tardc,
haciéndose después perenne y causando la muerte de la planta. Su desarrollo es aptimo a

28° C. Existen tres razas (Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999),
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Verticillium dahliae tiene una sintomatologia similar a la de la fusarioris pero su
crecimiento Gptimo se encuentira entre los 20° y 23° C (Rodriguez 2001; Depestre y Goémez
1999),

Stemphylium solani produce manchas pardas pequeias en los foliolos y pedinculos de los
frutos, desarrollandose mejor entre los 26° y 28° C. Existen varias gspecies del mismo
género que pueden causar la enfermedad (Rodriguez 2001: Depestre y Gomez 1999)
Alfernaria solani causa el tizon temprano v se manifiesta generalmente al momento de la
fructificacién aunque puede atacar plantas jévenes. Se desarrolla mejor cuando alternan
periodos de alta y baja humedad ambiental asi como a temperaturas entre los 18° y25°C
(Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999)

Phytophtora infestans se conoce como el tizén tardio y es endémico en algunas zonas,
convirtiéndose en epidemia bajo condiciones de temperaturas entre los 10° Y 250

(Rodriguez 2001; Depestre y Gomez 1999).

El control quimico puede hacerse con fungicidas de accion preventiva y de accién curativa.
El control por uso de variedades resistentes ha presentado hasta el momento serias
dificultades. La variedad silvestre Solanum demissum cs aparentemente inmune a P
infestans y se han desarrollado a partir de ella variedades de papas resistentes que han
resultado susceptibles a nuevas razas del patdeeno (Rodriguez 2001: Depestre v Gomez
1999). Contra las especies de Fusarium las primeras variedades resistentes fueron
desarrolladas en Estados Unidos antes de 1939 pero sucumbian ante condiciones elimaticas
favorables a ellas. Las resistencias que existen a las razas 0 y | derivan de L.
pimpinellifolium y son debidas a los genes I e 1-2, que estin situados en el mismo
cromosoma y han sido introducidas en muchos cultivares comerciales. Después de la
aparicion de la raza 2 de F. Lycopersici las plantas con el gen | sucumbian. Se obtuvo
entonces nuevas lineas de variedades inmunes a las razas | y 2 de las cuales se disponen
hoy para cultivo al aire libre y en invernadero. La resistencia a Verticilliom esta
condicionada por el gen dominante Ve proveniente de L. pimpinellifolium.. Otra resistencia
obtenida a partir de esta especie silvesire de tomate actia contra Stemphylum y estd
determinada por el gen dominante Sur que sc encuentra localizado cerca de los genes [ ¢ [-2

en ¢l cromosoma 11 (Rodriguer 2001 Depestre y Gomez 1999).



1.3.3  Virus y medidas de control

Virus del mosaico del tabaco (TMV) producen mosaico amarillo en las hojas v afectan
acasionalmente a los frutos. Son transmisibles por via mecanica v a través de las semillas.
Existen diversos genes que confieren resistencia a dilerentes patotipos del virus (Depestre v
Gomez 1999)

Geminivirus Se han convertido en el patdégeno que mas obstaculiza la produccion de
tomate en Centroamérica v el Caribe. Transmitidos por moscas blancas (Bemisia), pueden
provocar pérdidas en las plantaciones que oscilan desde el 30 al 100% dependiendo de la
variedad, la fecha de siembra, manejo agronomico y el momento de aribo de la
enfermedad. Se cree que la explosion de la enfermedad pudo haberse debido al abuso de
productos quimicos en el control del vector o en la introduccion de una nueva forma o
especie del vector. Los sintomas varian de acuerdo al virus en cuestion, pero en general,
comprende ¢l enrollamiento de las hojas, amarillamiento de sus bordes, inhibicion del
crecimiento de las plantas y pobre cuajado de los frutos (Depestre y Goémez 1999;

Rodriguez 2001).

Se han identificado resistencias de diferentes tipo en las especies silvestres afines, que van
desde poligénica recesiva hasta monogénica parcialmente dominante. En Guatemala. el
programa de mejoramiento de la FAUSAC inicio la investigacion de resistencia a
geminivirus con el uso de lineas derivadas del hibrido FAVI-9 (obtenido de la Universidad
Hebrea de Jerusalem. Isracl) con L. Airsurum como luente de resistencia; también las lineas
TY-197 v TY-198 (obtenidos del Centro Volcani de Israel) con resistencia derivada de L,
peruvianum ¥ las derivadas de la poblacién Pimper J-13 (obtenidas de INRA, Francia) con
resistencia originada de L. pimpinellifolivim y L. peruvianmm. A estas se han ido agregando

lincas de universidades estadounidenses. (Mejia 2001; Depestre y Gomez 1999;),

1.3.4  Insectos y medidas de control
Los minadores Liriomyza spp. v Keifferia lveopersici son muy [recuentes en el tropico v
responsables de graves dafios. Se ha trabajado en la bisqueda de resistencia a partir de L.

hirsuitm v L. cheesmanii (Rodriguez 2001; Depestre v Gomez 1999).
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CAPITULO 2
El GEN Mi DESDE LA PERSPECTIVA DE LA GENETICA MOLECULAR
2.1  GENERALIDADES DE LA MEJORA GENETICA EN EL TOMATE

Lycopersicon esculentum Mill. es una especie dipolide con 2n = 24 cromosomas. Su
genoma es de pequefio tamafio, (.74 picogramos por genoma haploide. La flor es
hermafrodita y su estructura asegura una estricta autogamia, lo cual favorece los estudios
genéticos puesto que conduce a una pronta expresion de las mutaciones recesivas, la
facilidad de hibridaciones controladas v la falta de duplicacion génica. La riqueza de
mutantes ha permitido la confeccion del mapa cromosémico de la especie, que cuenta con
mas de 235 genes localizados con precisién en cada uno de los 12 cromosomas existentes v
mds de 90 genes atribuidos a un cromosoma dado sin que su localizacion haya sido
precisada atin (Rick 1978; Depestre y Gémez 1999). Debido a su autogamia, el tomate
cultivado presenta una variabilidad reducida para determinados caracteres; este problema se
ha superado exitosamente con el uso de especies silvestres que representan una importante
fuente de variabilidad. De hecho es la especie cultivada en la cual han sido mas utilizadas
estas ultimas. Por ejemplo L. perwvianum. la especie de la cual se obtuvo la resistencia a
nematodos formadores de nudos radiculares. también es fuente, entre otras, de las
resistencias a Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici (gen Fri), Pyrenochaeta
byeopersici (gen pyl); virus del mosaico del tabaco (genes Tm-2 v Tm-2°): virus del
bronceado del tomate (gen Sw-3) vy algunos eeminivirus transmitidos por mosca blanca

(Bemisia). (Depestre y Gomez 1999).

El género Lycopersicon es originario de América del Sur. De una estrecha franja que
incluye el sur de Ecuador ( 0° latitud) hasta el norte de Chile (30 ° latitud) v entre el
Océano Pacifico y las estribaciones de los Andes. Se incluyen las Islas Galdpagos (Figura
2.1). El género comprende 9 especies de las cuales 8 se han mantenido dentro de los
limites de su lugar de origen. L. escufentum en su forma silvestre cerasiforme fue |levada

como maleza hacia América Central por los mayas v en México fue domesticada en I1 zona
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tropical de Pucbla, Veracruz. Fue introducida a Europa en el siglo XVI donde por mucho
tiempo se le considerd venenosa dado su parentesco con la hierbamora, el belefio v la
belladona  (Nevins  er ol 1988; Rick 1978; Depestre y Gomez 1999:
www.orst.edu/dept/hort/23 3/tomto.htm-26k).
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Figura 2.1 Distribucion natural de 6 especies de Lvcopersicon
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Las especies silvestres al igual que ¢l tomate cultivado son plantas herbéaceas, anuales o
perennes. Todas son diploides con el mismo namero de cromosomas que la especie
cultivada. Los cruzamientos interespecificos tienen éxito cuando se utiliza [. esculentum
como madre y para las que presentan problemas como L peruvianum vy L. chilense se

utiliza el cultivo de embriones inmaduros (Depestre v Gamez 1999).

L.a mejora genética del tomate se inicid en Estados Unidos a partir de los afios 20 con la
hibridacion v seleccion. En los afos 40 se desarrolld la bisqueda de resistencia genética,

lanto en cse pais como en Europa. tomando en los anos 60 un gran auge. Hasta esa época ¢l



objetivo era la obtencion de variedades que se diferenciaran en precocidad, forma ¥ Erosor
de los frutos. Casi todos los cultivares de tomate existentes hoy dia han sido desarrollados
por los metodos clisicos de mejora de plantas autdgamas, aunque cada vez més se utilizan
los hibridos Fl. Los mejoradores de los programas en curso actuales tienden a acumular en
los nuevos cultivares el maximo de resistencias ya conocidas y estudiadas, junto con
caracteres agronomicos favorables y calidad de los frutos. También se busca la
introduccion de resistencia a enfermedades todavia no controladas genéticamente o nuevas
razas de agentes patogenos. El uso de la seleccion asistida por marcadores moleculares,
ofrece nuevas perspectivas pues permitird reunir mcecanismos complementarios de
resistencia durable a diversas enfermedades de importancia econdmica de este cultivo.

(Depestre y Gomez 1999).

22 ORIGEN DEL GEN Mi

Este gen fue introducido al tomate cultivado a partir de la especie silvestre Lycopersicon
peruvianum L. por rescate de embriones en un cruce interespecifico realizado por Smith en
1944. La resistencia cs derivada de una accesion de L. peruvianum P1128657 que fue
colectada en 1938 en la region costera sur del Perd en el oeste de Tanca, que es el habitat
natural de distribucion al sur de esta especie. De una sola planta F1 se obtuvo la resistencia
a nematodos en los cultivares de tomate modernos v ha sido explotado extensivamente en
las altimas dos décadas (Yaghoobi er al. 1995; Milligan er al. 1998; Veremis e al. 1999),
El gen M7 cuya resisiencia esta expresada por un solo gen dominante denominado Afi-/.2
ha sido localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (figura 2.2) {Messeguer 1991; Ho

1992: Williamsom 1994 v Kaloshian 1998, Veremis ef al. 1999, Milligan ef al. 1998).

k-l gen Mi confiere resistencia a tres de las especies mas dafiinas de nematodos formadores
de nudos radiculares, Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria v Meloidogvne
incognita (Ammiraju 2002). asi como al éfido de la papa Macrosiphum euphorbive (Rossi
et al. 1998). Este gen ha sido un clasico ¢jemplo del uso de la resistencia del hospedero
para reducir la necesidad de aplicacion de pesticidas. Con la asistencia de marcadores

ligados comenzando con el marcador isoenzima Aps-/ v mds recientemente con marcadores
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de ADN tales como Rex-1, Mi ha sido incorporado a varios cultivares modernos (Milligan

et al. 1998).

2.3 MARCADORES MOLECULARES LIGADOS A Mi UTILIZADOS PARA
IDENTIFICACION RUTINARIA (Aps-1 v REX-1)

En las investigaciones realizadas en la biisqueda de la clonacion del gen Mi se desarrollaron
mapas genéticos y fisicos del gen con el uso de marcadores moleculares como RFLP's (de
los cuales hay mas de 1000 para tomate), asi como marcadores RAPD s e isoenzimas. Los
ultimos dos, son los tipos de marcador molecular mas utilizados actualmente para la
seleccion de plantas de manera rutinaria en laboratorios especializados (Williamson er al.

1994),

2.3.1 Isoenzima marcador Aps-1

Esta isoenzima es codificadora de la acido-fosfatasa-1 y estd fuertemente ligada al gen Mi
(Kaloshian, 1998). Como marcador ha sido ampliamente usada por compaifiias de semillas
como una seleccion indirecta del gen Mi con el fin de evitar la evaluacién directa de
progenies. Existe un alto ligamiento entre Mi v Aps-/ por lo cual es un indicador de alta
fidelidad de la presencia del gen de resistencia. Ademads por ser codominante esie marcador
puede ser usado para identificar plantas resistentes homocigotas. Desafortunadamente, la
seleccion con Aps-/ trabaja solo cuando se hace mejora con variedades del orupo A, que
portan el alelo de L. peruviemmn de esta isoenzima (Medina-Filho v Stevens (1980) citados
por Messeguer ef al. 1991 y Kaloshian ef al. 1998). Las variedades dentro de los srupos B
y C que contiencn menos ADN de 1. peruvianun va no portan del alelo Aps-1, por lo cual
esta enzima no puede usarse para seleccion indirecta de M7 (seccion 2.4). El alelo Aps-1 de
L. esculentum denominado Aps-1+ puede encontrarse en germoplasma que porta M
presumiblemente debido a la recombinacion entre estos dos genes. La region del
cromasoma 6 obtenida por introgresion en estas lincas es mucho mds pequeiia que en

plantas con el alelo Aps-7 (Kaloshian ef al. 1998).
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Recientemente se ha obtenido informacion afirmando que Mi-1 v Aps-1 estan al menos a
40Mb de distancia. Zhong er al. (1999) generaron estos resultados, por medio del uso de
clones BAC-Mi y de clones YAC Aps-I con la técnica de hibridacion fluorescente in situ
(FISH). aplicada a cromosomas en paguitene. De tal manera proveyeron evidencia fisica
que muestra a My -/ localizado cn el borde la region eucromitica v heterocromitica del
brazo corto (6S) v a Aps-/ en la heterocromatina pericentromérica del brazo largo (6L)

cerca de la eucromatina (Zhong et al. 1999),

2.3.2 Desarrollo y usos del marcador PCR REX-1

El marcador codominante REX-1 basado en PCR y fuertemente ligado a Mi fue
desarrollado por Williamson et al. (1994). Surgid de la necesidad de desarrollar marcadores
de uso rutinario. Como se conoce los RFLP’s han sido especialmente (tiles para el mapeo
de genes en regiones con introgresiones en el tomate, pero se¢ necesita llevar a cabo

hibridacién por Southern blot lo cual los hace imprécticos para analisis de rutina.

La amplificacién por PCR de ADN genémico con oligomeros arbitrarios genera
marcadores RAPD para el mapeo. Estos marcadores se han identificado ligados a genes
de resistencia contra enfermedades del tomate, al evaluar lincas casi isogénicas que difieren
en la presencia de un solo gen de resistencia. Los marcadores RAPD ticnen la ventaja de
ser faciles de generar v no requerir del uso de isétopos. Sin embargo, por las condiciones de
hibridacion no astringente usados para generarlos, los patrones de amplificacion varian
entre preparaciones de ADN y las condiciones del ensayo, El método es por tanto no
rentable para analisis rutinarios (Klein-Lankhorst er of. 1991b: Martin et af, 1991 v

Williamson er af. 1990 citados por Williamson et al. 1994).

Sin embargo estos marcadores RAPD pueden ser convertidos en marcadores estables y
conliables al clonar las bandas amplificadas, secuenciando sus extremos v luego usando
esta secuencia para generar cebadores olipdmeros. Estos oligomeros cuando se alinean bajo
condiciones de hibridacién estringente llevan a cabo de manera reproducible  la
amplificacion de bandas solas, que corresponden a loci genéticamente definidos, Hamados

SCARs (sequence-characterized. amplified regions) (Paran y Michelmore 1993 citados por
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Williamson et al. 1994). Los SCARs asemejan los sitios de secuencia marcados (STSs) que
han sido una de las principales herramientas en la alineacién de clones en el proyecto del
genoma humano (Olson ef al. 1989; Chumakov et al. 1992 citados por Williamson er al.

1994),

Para desarrollar un marcador de este tipo en la identificacion del gen Mi, Williamson et al.
(1994) usaron una metodologia que consistio en la amplificacién por PCR (usando 160
diferentes primers decameros) del ADN de seis lineas de tomate que diferian en los alelos
de la isoenzima Aps-l1 v Mi. Cuando estos decameros fueron usados en pares para
amplificar el ADN de tomate, varias bandas (en promedio 7) fueron obtenidas, permitiendo
generar marcadores adicionales a los decameros disponibles. Usaron entonces 55 de esos
pares para amplificar el ADN de las lineas de tomate. Entre los primers alli evaluados, un
par, OPGO1 y OPX17, produjeron bandas dominantes que estuvieron presentes en todas las
lineas evaluadas que portaban Afi y ausentes en las lineas susceptibles. Esta marcador fue

designado REX-1 {Williamson er al. 1994).

La caracterizacion de REX-1 consistio en aislar el fragmento correspondiente al marcador
dominante de RAPID REX-1 y clonarlo. Se determinaron las secuencias de ADN de los
extremos de los insertos clonados. Se obtuvieron de un extremo del inserto 177 nucledtidos
comenzando con la secuencia del decdmero OPGO! v 169 nucledtidos comenzando con la
secuencia OFX17, Se disefio un par de primers de 20 mer, REX-F1 y REX-R, a partir de
los datos de la sccuencia. Las sccuencias de oligonucledtidos de los primers fueron
escogidos para que tuvieran un 50% GC y carecieran de estructura secundaria por examen
visual. Los primers fueron localizados a 49 v 146 bases de los extremos del marcador
RAPD clonado. Por medio de PCR se obtuvo la amplificacién de una banda esperada de
750 pb en el ADN del tomate resistente como susceptible a una temperatura de alineacion
de 55°C. EI ADN amplificado del tomate resistente v susceptible fue cortado con varias

a)

enzimas de restriccion (Ahi I, Dral, Hind 111, Mspl, Sau 3% Sspl y Tagl). Salo la Taql
revelo polimorfismos. E1 ADN amplificado de las plantas resistentes fue cortado en 2
bandas de aproximadamente 570 y 160 pb, micntras que ¢l ADN amplificado de las plantas

susceptibles no contenia un sitio de corte para Tag | Los heterocigotos desplegaron las 3
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bandas, generando por tanto un marcador codominante del tipo CAPS (Cleaved amplified

polymorphism) (Williamson ef al. 1994).

El marcador fue luego evaluado en los extractos de ADN de 69 individuos en una
poblacion F2 segregando para la resistencia contra nematodos. Los individuos en esta
poblacion habian sido previamente caracterizados para los alelos Mi y Aps-l y para
marcadores RFLP ligados a Mi (Ho et al. 1992). En todos los casos el fragmento
amplilicado derivado de las plantas con el alelo resistente de Mi fue cortado con Taq |
micntras que el fragmento de las plantas susceptibles no fue cortado. Ademas se hicieron
otros ensayos adicionales con los mismos resultados. Hicieron un mapa detallado de RFLP
de la region M{ del cromosoma 6 comparando los polimorfismos ligados a Mi en las lincas
disponibles y en los recombinantes de la poblacién F2 segregando para la resistencia a
nemdtodos (figura 2.2). El alelo REX-1 de L. peruvianum es inseparable de Mi en todas las
lineas cvaluadas y por lo tanto, a la par de LC379 representa el (nico marcador de
diagnéstico descrito presente en Motelle, que parece retener la region introgresionada mds

pequefia de las lineas resistentes disponibles (Williamson et al. 1994).
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Figura 2.2 Mapa genético de la region del ven Mi. A la izquicrda se observa wn mapa del
cromosoma 6 y se indica la posicien relativa de los marcadores RELP altamente ligados
(Ho et al, 1992). 4 lu derecha se indica la posicion del los marcadores RAPD deducida de
un analisis de caracterizacion de lineas de tomate(Tomadn de Williamson ot af. 1995),
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Este marcador funciona con el ADN extraido por procedimientos sencillos que permiten
cientos de extracciones en un dia, por lo cual puede usarse rutinariamente en evaluaciones
de programas de mejoramiento genético. Ademds, estd mas fuertemente ligado a M que
Aps.-1 y permite el tamizaje de germoplasma donde el ligamiento entre Mi v Aps-/ se ha
perdido (Williamson ef al. 1994). Investigaciones recientes como la de Debert er al. (1999)
registran el uso de este marcador para estudiar la segregacion de A v la resistencia BV
para Ralstonia solanacearum. Ellos reportan evidencias de gue ambos genes estén
altamente ligados y que la introgresion de M7 desde L. peruvianum al cromosoma 6 llevé a

la pérdida en el mismo cromosoma de los alelos de resistencia de BW.

2.4  MAPEO DEL GEN Mi

Se han hecho mapas de este cromosoma con detalle considerable v se han identificado
multiples marcadores que estan ligados a Mi. La abundancia de polimorfismos entre L.
esculentum y L peruvianum ha sido atil en el desarrollo de un mapa detallado de la region

Mi (fipura 2.3).

Entre los mapas que han generado importante informacion se encuentra el desarrollado por
Messeguer et al. (1991). Su trabajo consistio en elaborar un  mapa que cubre las nueve
unidades de mapa mas distales del cromosoma 6, contiene al gen Mi. nueve marcadores
RFLP y el marcador isoenzima Aps-/. Con 1000 plantas F2, fueron capaces de marcar ¢l
gen Mi entre el intervalo entre dos de estos marcadores. GGP79 v Aps-1. Usando los
marcadores alrededor de A7 como sondas, clasificaron las variedades de tomate resistentes
a nematodos en tres tipos basados en la cantidad de ADN de L. peruvianum i gado y aln
presente. Los dos primeros tipos (representando la mayoria de las variedades evaluadas)
aun contienen mds de 5 ¢M del cromosoma de L. peruvianum. Este resultado podria
explicar algo de los efectos negativos asociados con la resistencia a nematodos debido a
que otros genes de L. peruviaman pucden estar contenidos dentro del scemento transferido.

{Messeguer er af, 1991)

De acuerdo con sus resultados las variedudes en la primera categoria (Grupo A) tipificadas

por VNF§ han retenido ADN de L. peravianum por el extremo entero del grupo de
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ligamiento del cromosoma 6, incluyendo 9 marcadores RFLP y un locus de isoenzima
(Aps-1). El tamafio del segmento transferido, mas grande de lo esperado en el grupo A
puede deberse al nivel reducido de recombinacién en la region Mi del cromosoma 6.
Messeguer apunta ademdas que una situacién similar se ha encontrado para el gen Tm2a
(tobacco mosaic virus ) que también fue transferido al tomate cultivado desde L.
peruvianum. A pesar de varias generaciones de retrocruza, pedazos relativamente largos de
ADN de L. peruvianum ligado persisten aun en las variedades de tomate portadoras de este

gen (Young and Tanksley 1989 citados por Messeguer er al.1991).

En el segundo grupo de variedades (grupo B) que tienen su origen en la linea Anahu, la
longitud del segmento se ha reducido y se extiende solo desde M7 al extremo del grupo de
ligamiento del cromosoma ( aproximadamente 5 cM o 5% del cromosoma 6). Este grupo
no contiene el alelo de L. peruvianum en Aps-1 o cualquiera de los marcadores moleculares
pasados de este punto (hacia el brazo largo). El tercer grupo representado por una sola
variedad, Motelle, es aun resistente a nematodos, aunque ya no contiens alelos de L.
peruvianun en ninguno de los marcadores evaluados. Por lo tanto, Motelle contiene menos
de 2 cM del cromosoma de L. peruvianum. Kaloshian et al. (1998) reporta que el tamafio
fisico de esta regi6n introducida en Motelle restringe Afi a una region de 650 kb del genoma
y que les marcadores LC379 (Ho er al. 1992) y el marcador PCR REX-1 (Williamson er al.
1994} fueron identificados dentro de la region de 650 kb. (Ho er al. 1992, Kaloshian ef al.

1998, Messeguer ef al. 1991)

Messeguer er al., observaron ademas bajos niveles de recombinacién en la region del
cromosoma 6 conteniendo a AMi. Indican que la causa de la recombinacion reducida en los
cruces conteniendo Mi puede deberse a la reducida homologia entre el ADN de L.
esculentum y el ADN de L. peruvianum conteniendo M, lo cual también es apoyado por
Kaloshian ef al. (1998). Esta baja recombinacion no ocurre en cruces que no portan ¢l gen
en mencion. La transferencia del gen M7 junto con ADN de L. peruvianum ligado puede de

alguna manera estar impidiendo la recombinacion y el apareamiento meidtico normal.
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Otros resultados importantes se han obtenido del trabajo de Kaloshian ef al. (1998). Este
equipo identificé puntos de recombinacion cercanos al gen M7 al evaluar grandes
poblaciones de tomate para recombinantes. Evaluaron un total de 21,089 individuos de la
F2 usando marcadores morfologicos y 1887 individuos F2 usando marcadores de flanqueo
basados en PCR. Realizaron mapeo de estructura fina de los recombinantes con
marcadores AFLP y RFLP derivados de subclones de cosmidos, localizando al gen Mi en
una region genémica de 550 kb. Encontraron ademds una baja frecuencia de recombinantes,
lo que indicaba que la recombinacién fue en general suprimida en estos cruces y las
recombinaciones estuvieron restringidas a regiones particulares. Para circunscribir este
problema, hicieron crecer una poblacién segregante de L. peruvianum. Con el tamizaje de
esta poblacién usando marcadores RFLP, AFLP y PCR identificaron varias plantas con
recombinaciones cerca de Mi. La frecuencia de recombinacion fue aproximadamente 8
veces mayor en la region Mi del cruce de L. peruvianum. No obstante, aun dentro del cruce
de la especie silvestre, los sitios de recombinacion no estaban uniformemente distribuidos
en la regién. Combinando los datos de los andlisis de recombinantes de [. esculentum v L
peruvianum localizaron Mi en una region del genoma que se expande menos de 6.5 kb

(Kaloshian 1998).
2.5  CLONACION Y CARACTERIZACION DEL GEN Mi

Recientemente, varios genes de resistencia a fitopatdgenos han sido clonados usando
estralegias basadas en mapas. El gen Mi era un objeto de clonacion particularmente
atractivo por la importancia de los nemdtodos formadores de nudos radiculares como

patdgenos y su amplio rango de hospederos (Kaloshian et al. 1998).

Milligan et al. (1998) quienes llevaron a cabo la clonacion v caracterizacién de A seiialan
que ha sido un alcance importante por dos razones generales. La primera es que el gen
provecrd un punto de inicio para entender la biologia basica de la resistencia a plantas a un
animal parasitico y la relacion de Mi con otros genes R de patdgenos. La segunda es que Mi
puede ser introducido a varias especies diferentes seriamente dafiadas por nematodos

formadores de nudos radiculares y para las cuales no se ha identificado aun una fuente de
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resistencia gen€tica. Los esfuerzos por localizar el gen Mi fueron impedidos por varios afios
debido a la represion severa de recombinacion cerca de este gen en las lineas de [.
esculentum portadoras por introgresion del ADN de L. perwvianum (Messeguer ef al. 1991;
Ho et al. 1992; Milligan et al. 1998). Basados en ¢l trabajo de Kaloshian et al. (1998) sobre
analisis de recombinantes de L. esculentum y L. peruvianum que permitio localizar al gen
Mi en una region del genoma menor a las 65 kb (figura 2.3), el trabajo de Milligan et al.
(1998). fue entonces dirigido a la pregunta de dénde esta localizado M dentro de esta
regién por secuenciacion de 52 kb de ADN contiguo. La metodologia y resultados

generales se presentan en los siguientes parrafos.
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Figura 2.3 Region del cromosoma 6 donde se ubica el gen Mi (Tomado de Milligan et al 1998)
(A)La barra negra indica la region de ~650 kb de introgresion de ADN de [, pernvianum
en el cual Mi ha sido localizado. Cel y Tel indican las direcciones hacia el centromero ¥
telomero respectivamente. Por andlisis de recombinantes (Kaloshian et al. 1 995) se
localizé Mi en una region de 65 kb entre los marcadores €32.1 w03 La barra Manca
representa la posicion del YAC 2/1256. (B}EI BAC contiguo identificado usando las sondas
de ADN C32.1 y C93.1y B3E. La regidn de 52 kb para la cual se determing la secuencia de
ADN estd indicada por la barra negra ancha. Las flechas 1, 2 v 3 representan las
posiciones de tres genes R homdlogos. RBP, HAT y A-EST indican marcos abiertos de
lectura con similitud a la proteina de union retinoblastoma, una transposasa de fa familio
HATy una secuencia tag expresada de Arabidopsis respectivamente

2.5.1 Identificacion de los homdlogos de genes R, su franscripeion y estructura génicq

Primero desarrollaron una biblioteca de cromosomas artificiales bacterianos (BAC) a partir
de una cepa de levadura portando el YAC2/1256. Este incluye la regién entera en la cual
fue localizado M7 (Kaloshian et al. 1998). Se identificaron cuatro clones BAC, BAC2,

BAC3 y BAC4 por hibridacion con sondas de ADN que flanquean a Mi. La secuenciacion a
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gran escala se llevé a cabo con BAC3 y BAC4. En todas las 52 kb, incluyendo el inserto
entero de BAC3 de 50 kb y sumadas 2 kb de BAC4, asi como 20 kb de secuencia comiin
entre los dos BACS. Se encontraron seis marcos abiertos de lectura de al menos 400
nucledtidos en la region de los 52 kb. Tres de estos resultaron homélogos entre si y
homologos con los genes R previamente identificados de la clase LRR. La mayor
homologia fue con el gen del tomate Prf (Salmeron er al. 1996 citado por Milligan er al.
1998). Dos de los tres marcos abiertos de lectura tenfan mds o menos 95% de residuos
idénticos; estos genes candidatos fueron designados como Mi-l.] y Mi-1.2
respectivamente. El tercero carece de las secuencias de los extremos N y C y contiene una
delecion y varios codones sin sentido relacionados con los otros dos. Otros tres marcos

abiertos de lectura en la regién contenian secuencias con similitudes a Arabidopsis.

Para estudiar la transcripcién construyeron una biblioteca de cADN a partir de ARNm
aislado a partir de tejido de raices de una linea de tomate resistente a nematodos. Fue
evaluada y se identificaron 24 clones de hibridacién. El analisis de secuenciacién reveld
que tres clones de hibridacion correspondian al Mi-1.1, que dos correspondian al Mi-1.2 y
los tres restantes a otros dos genes adicionales con secuencia similar. El marco abierto de
lectura deducido fue de 1255 aminodcidos para el Mi-1.] y de 1257 aminoacidos para
Mil 2.

En cuanto a la estructura génica la comparacion de cADN Y secuencias gendamicas
revelaron que Mi-1./ y Mil.2 contienen cada uno dos intrones en posiciones conservadas
cerca de su extremo 5°. El intron 1 es mas largo en Mi-1.2 que en Mi-1./ (1306 y 556
nucleotidos respectivamente). Las secuencias del intron | de Afi-1.7 y Mil,2 comparten
regiones similares. Los [83 nucledtidos de 37 son 97% idénticos entre las dos copias y las
regiones de 383 nucledtidos de 5° son 70% idénticos y comparten regiones de homologia
esparcidas entre pequefias inserciones. Una insercion de 738 nucledtidos parece haber
ocurrido en la mitad del intrdn 1 de Ai1.2. El intron 2 tiene 75 nucledtidos de longitud en
ambos genes R homologos, y sus secuencias son 97% idénticas. La posicion del codon de
iniciacion ATG es conservada entre los dos genes y comienza a 42 pb 5°del intrén 2. De

esta manera, si los cADNs tienen la longitud completa, cada transecrito maduro ticne una
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region 5” no traducida de ~86 nucleétidos. Las lon gitudes de las regiones no traducidas 3°
para Mi-I.1 y Mil.2 son de 132 y 108 nucledtidos respectivamente. Los dos genes tienen
una sccuencia TATA box idéntica a 30 pb a partir del comienzo del transcrito putativo,
Ademds, Mi-I.] tiene una secuencia CAAT box a -76 pb. Los resultados de
complementacién indican que el fragmento de 14.7kb conteniendo al gen Mi-1.2 y no otro
marco abierto de lectura es suficiente para conferir resistencia a las lineas de tomate
susceptibles; es decir, que no hay otros genes que sean especificos para la region de
introgresion en lineas de tomate resistentes que sean requeridos para la resistencia contra
M. javanica y M. incognita y que el fenotipo se transmite establemente a las plantas

progenie.

2.5.2  Estructura de las proteinas codificadas ¥ similitud con otros genes de resistencia.

Las proteinas predichas codificadas por Mi-1.1 y Mi-1.2 tienen 91% de aminodcidos
idénticos. La comparacién con secuencias disponibles reveld que pertenecen a la familia de
productos génicos LRR-de unién nucleotidica, asociados a la resistencia. La mas alta
similitud entre las proteinas LRR-de unién nucleotidica-cremallera de leucina es una region
conservada central de 260 aminoécidos que sugiere una funcién conservada para esta parte
de la proteina. La proteina putativa codificada por Prf es la que presenta mayor similitud

con las proteinas de Mi-/. [ y Mi-]1.2 (Milligan ef al. 1998).

Las regiones del extremo terminal N de los miembros de esta familia pueden dividirse en
dos subclases. En una, la regién N-terminal contiene una secuencia que se asemeja a los
dominios de sefiales intercelulares de la proteina de la Drosophila toll y de la proteina
receptora interleucina-1 de mamiferos. Mi-7.2 no contiene este motivo. La segunda clase,
ejemplificada por las proteinas codificadas por los genes de Arabidopsis RPMI y RPS2 y
el gen del tomate Prf, contienen un potencial motivo de cremallera de leucina, Mi-1. 1 y Mi-
1.2 contienen este motivo por lo que caben dentro de esta subclase. Para Vos ef af. (1998)

el producto del gen Mj se asemeja cercanamente al producto del gen Prfde L. esculentum.

Para Ammiraju (2002), la mayoria de los genes de resistencia a enfermedades parecen estar

agrupados en el genoma vegetal. La duplicacion y divergencia subsecuente parece ser un
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proceso comin en la evolucion de los genes vegetales. Tal es el caso del locus Mi-7 donde
solo Mi-1.2 confiere la resistencia, mientras que el caso del locus Cf2 del tomate, contiene

dos miembros de esta familia génica que reconocen el mismo factor de avirulencia del

hongo Cladosporium fulvum.

2.5.3 Como Mi-1.2 confiere resistencia?

Basados en la carencia de una sefial peptidica es muy probable que Mi-1.2 vy otros
miembros de esta clase estén localizados en el citoplasma. Si Mi-].2 reconoce de hecho un
producto del nematodo, es muy probable que este producto del nematodo esté presente
dentro de la célula vegetal. Aunque los nematodos son patdgenos extracelulares, se
alimentan del citoplasma de cclulas vivientes vegetales y se piensa que inyectan
secreciones dentro del citoplasma para desarrollar células alimenticias (Williamson y
Hussey 1996, citados por Milligan et al. 1998). La reaccion hipersensitiva (HR) celular
asociada con la presencia de Mi ocurre cerca del extremo anterior del nematodo mds o
menos 12 horas después de la inoculacién. Esto corresponde al tiempo en el cual se espera
que el nematodo inyecte saliva en el citoplasma de las células del tejido vascular en
desarrollo para iniciar la formacion de células gigantes. Este tiempo es consistente con la
hipotesis de que Mi-1.2 reconozea algo que el nematodo inyecta dentro de la planta. El
encontrar tal molécula sera dificil a pesar de la disponibilidad de cepas de nemdtodos que
pueden infectar plantas conteniendo M porque este grupo de nemdtodos no se reproduce
sexualmente haciendo imposible el uso de técnicas genéticas estdndar para identificar los

genes de parasitos asociados (Milligan et al. 1998).

Recientemente se han identificado otros genes con caracteristicas estructurales similares a
Mi; Brommonschenkel er al. (2000) usaron un método de clonacion posicional para aislar el
locus Sw-5 del tomate que confiere resistencia de amplio espectro al tospovirus.
Experimentos complementarios con césmidos les permitieron demostrar que Sw-35 es un
gen de un solo locus capaz de reconocer varios aislados de tospovirus v especies. Ademas,
basados en sus caracteristicas estructurales, Sw-3 pertencce a la clase de genes de
resistencia NBS-LRR. La similitud general entre las proteinas Mi v Sw-3 del tomate sugicre

que una ruta de sefial de transduccién compartida o comparable conduce a la resistencia de
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nematodos y virus; ademas también apoya la hipétesis de que Sw-3 provee resistencia por

la via de la respuesta sensible.

2.6 ESTUDIOS SOBRE TERMOESTABILIDAD DEL GEN Mi EN

L. pervuvianum

La ruptura de la resistencia mediada por Mi-7 debido a la alta temperatura ha sido reportada
tanto en condiciones de campo como de invernadero, Por tanto, la incorporacidn de una
resistencia termo estable contra nematodos formadores de nudos radiculares seria un
avance genético valioso en el tomate. De hecho algunos investigadores han identificado
accesiones de L. peruvianum poseedoras de resistencia termo estable (Ammati ef al. 1986;

Veremis y Roberts 1996b citados por Ammiraju et al. 2002).

Entre los estudios de resistencia terlnoeétubie contra nematodos el de Yaghoobi et al.
(1995) consistié en evaluar accesiones del tomate silvestre con la poblacion de nematodos
formadores de nudos radiculares 557R que infecta plantas de tomate portadoras del gen Mi.
Varias accesiones demostraron portar la resistencia contra 557R. De acuerdo con los
resultados, la proporcion de segregacion de las plantas resistentes a las plantas susceptibles
sugiere que un solo gen dominante fue el principal factor en la nueva resistencia y fue
designado como Ai-3. Este gen u otro cercanamente ligado confiere ademds resistencia a
32°C, una temperatura a la cual M-/ no es efectivo. Con el uso de marcadores RFLP se
determino el ligamiento del marcador NR14 con Mi-3 y se sabe que pueden ubicarse de
acuerdo con los mapes en el brazo corto del cromosoma 12: esto fue confirmado con
andlisis Southern en la poblacién segregante para Mi-3. En este estudio pudieron ademas
posicionar a Mi-3 cerca del marcador RFLP TGI80, que se mapea en la region telomérica

del brazo corto del cromosoma 12 del tomate.

El estudio de Veremis ef al. (1999) se enfocd en la realizacién de un mapd en el cromosoma
6 del locus de resistencia termo estable de 7. peruvianum LA2157 pertenece al erupo
colectado en ¢l norte de Peril, en una region qgue puede ser el eentro ancestral del complejo

peruvianum. Como se conoce, L. peruvicnm es una especie autoincompatible excepto por
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la accesion LA2157 que es autocompatible y altamente resistente a nemitodos a
temperaturas del suelo entre 25 vy 30°C. (De Nettancourt 1997: Ammati ef al. 1986; Rick
1986 citados por Veremis er al. 1999). Varias especies de angiospermas emplean la
autoincompatibilidad para mantener la diversidad genética en una poblacién y se cree que

la autocompatibilidad evoluciond de la autoincompatibilidad.

Los resultados obtenidos permitieron afirmar que todas las entradas del tomate silvestre
LAZI57 y de su progenie Sl, evaluadas a 32°C, resultaron resistentes a aislados de
Meloidogyne spp Mi-avirulentos, pero susceptibles a Mi-virulentos. Esto indica que la
accesion autocompatible es homocigota para la resistencia termoestable. La posicién de
esta nueva resistencia termoestable de LA2157 fue localizada en el brazo corto del
cromasoma 6, en el grupo de genes de resistencia cerca del gen Mi-1. Veremis et al. (1999)
califican de interesante el hecho que la resistencia de LA2157 esté posicionada en la misma
regién del cromosoma 6 que el gen termo inestable Mi (Mi-/). También indican que el
resultado provee evidencia de que el gen de resistencia termoestable en LA2157 es
diferente de los genes Mi-3, Mi-7 y Mi-8 que confieren resistencia a los aislados de M
incognita Mi-1 virulentos en L. peruvianum P1126443-1MH, PI270435-3MH Y PI270435-
2R2 respectivamente (Veremis 1995 citado por Veremis e al. 1999). No obstante LAZ2157
tiene el mismo fenotipo de los genes de resistencia termoestables Mi-2, Mi-4, Mi-5 y Mi-6
en L. peruvianum PI270435-2R2, LAI1708, PII126443-IMH y PI270435-3MH

respectivamente.

Las accesiones LA1708 y LA2172 son resistentes a Mi-/-avirulento y susceptibles al Mi-]-
virulento lo que las hace similares a LA2157. De acuerdo con los autores. existe la
posibilidad que hayan diferentes y multiples origenes de resistencia seleccionados
independientemente a través de coevolucion paralela en diferentes 4reas. Esto debido a que
los organismos estin constantemente evolucionando; en cada interaccion coevolutiva
algunas variantes son generadas y pocas son seleccionadas y retenidas dentro de los
genomas. La duplicacion génica pudo haber sido el mecanismo de origen de casi todos los

genes incluyendo los loci Mi (Veremis et al. 1999).
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El estudio de Ammiraju er al. (2002) esta muy relacionado con el presentado en los
parrafos anteriores, siendo una caracterizacion avanzada de la resistencia termo estable
contra tres biotipos avirulentos Mi-I de M. javanica, M. arenaria ¥ M incognita. En este
trabajo (que incluyé a REX-1 como uno de los marcadores), la metodologia consistid en la
evaluacion de progenies F2 y F3, derivadas de un cruce interespecifico entre el resistente a
nematodos LA2157 y la susceptible LA392, a 25°C y 32° C. Los resultados revelaron una
herencia monogénica simple dominante con todos los biotipos evaluados. El gen fue
designado como Mi-9. Como un primer paso para clonar Mi-9, construyeron un mapa de
ligamiento alrededor de este gen. El mapeo avanzado de recombinantes con marcadores
basados en RFLP y PCR localizaron Afi-9 en el brazo corto del cromosoma 6 v dentro del
mismo intervalo genético que dispersa la region Mi-1. Con este trabajo concluyeron hasta
ahora que Mi-9 tiene la misma expresion fenotipica que Mi-/ en términos de especificidad a
especies de Meloidogyne y biotipos, y difiere fenotipicamente de Mi-1 solo en la estabilidad

de la resistencia a alta temperatura.
2.7  RESISTENCIA A AFIDOS-NEMATODOS

El &fido de la papa, Macrosiphum euphorbiae, es capaz de infestar varias especies
vegetales. Aunque principalmente parasita a Rosa sp., es altamente polifago en Solanaceae
especialmente en la papa y puede crecer en grandes niimeros en el tomate causando dafios
severos en algunas variedades. Este afido transmite mas de 40 diferentes virus. de los
cuales el virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) es llevado de manera
persistente (Kaloshian er al. 1998, Vos ef al. 1998). El dafio causado a diferentes especies
incluye las pérdidas de la produccion causadas por la disminucion del crecimiento. muerte
gradual de la planta joven, malformacion de las hojas, clorosis y necrosis de las hojas. Los
pesticidas son ¢l control que comtinmente se utiliza contra el insecto pero se ha reportado la
resistencia al afido de la papa en Lycopersicum pennellii, un pariente silvestre del tomate
cultivado, por lo cual se busca un método para crear resistencia en la planta hospedante.

(Kaloshian et af. 1995),
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Kaloshian ef al. (1995) denominaron como Meu-1 al gen de resistencia contra el afido de
la papa. En ese estudio la resistencia de campo a M. euphorbiae se encontrd presente en
todas las lineas de tomate portadoras del gen Mi v los datos de campo indicaban que la
lineas no portadoras de Mi diferian en la resistencia a afidos. Con la clonaci6n del gen Mi
en 1998, se pudo determinar las relaciones entre Mi y Meu-/. Se ha concluido que Afi se
expresa en las hojas y tiene una especificidad dual, confiere resistencia contra los dfidos v
nematodos que son organismos de diferentes fila, lo cual demuestra que un miembro de la
familia de los genes de resistencia de unién nucleotidica rica en leucina es capaz de conferir

resistencia especifica aislada contra un insecto (Rossi ef al. 1998; Vos et al. 1998).

Rossi et al. (1998) apuntan que en este caso en el cual un solo gen mediatiza la resistencia a
dos organismos tan diversos, surgen preguntas intrigantes acerca del posible mecanismo de
reconocimiento. Parece improbable que la proteina codificada por Mi interactiic con
ligandos idénticos que estén presentes en nematodos y afidos particularmente porque, para
M. euphorbiae y los nemitodos formadores de nudos radiculares, hay variabilidad entre
especies en cuanto a la efectividad de la resistencia conferida por Mi. Existen otras
posibilidades. Primero, Mi pucde ser capaz de mediar un respuesta a diferentes ligandos.
Existe evidencia que otros genes R responden a mds de un patégeno dado. El mejor
ejemplo estudiado es el gen RPMI de Arabidopsis, que codifica una proteina que comparte
las mismas secuencias de motivos y estructura general de Mi. Este gen confiere resistencia
a cepas de P syringae portadoras de los genes avirulentos no relacionados, avrRpm{ v
avifl.  Se desconoce si RPMJ interactiia fisicamente con cada una de estas proteinas de
avirulencia, Segundo, Mi puede no reconocer directamente un li gando de cada organismo,
en vez de esto codificar un compuesto involucrado en la sefal de la cascada de
transduccion entre receptores primarios y la respuesta de resistencia. En este caso, los
receptores especificos desencadenarian el mismo patrén de sefiales de transduccion via M.
Bajo esta hipotesis, todos los componentes ademas de Mi estarian presentes en ¢l tomate

susceptible (Rossi ef al. 1998, Vos ef al. 1998).

Ya sca que las respuestas de defensa mediadas por Mi sea la misma para los afidos, existe

algo interesante que sefialar. Existen similitudes en la alimentacion, por lo que un



mecanismo que bloquea la ingestion de nutrientes al inducir cambios fisicos o quimicos en
las células penetradas o en los elementos cribosos es un ejemplo de una defensa que podria
funcionar contra diferentes parasitos. No se ha descrito ninguna reaccién hipersensitiva
(HR) para la resistencia mediada por Mi contra afidos pero podria ser porque ha habido una
limitada investigacion. La secuencia predicha de la proteina codificada por Afi sugiere una
localizacion citoplasmica. Si este producto génico reconoce directamente los productos del
patdgeno, entonces estos productos deberian estar presentes dentro de la célula vegetal,
posiblemente inyectados via estiletes de nematodos y afidos. Para el afido. la molécula

reconocida podria ser ya sea del afido u originarse de un endosimbionte (Rossi et al. 1998).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS USADOS PARA LA IDENTIFICACION
DEL MARCADOR REX-1 EN EL ADN DE PLANTAS DE TOMATE USANDO LA
TECNICA DE PCR Y LA SECUENCIACION DE ADN

3.1. SITIO DE COLECTA. UNIDAD DE RIEGO SANSIRISAY ~URS-

La URS fue seleccionada en 1998 inicialmente como un drea piloto para el estudio del
complejo mosca blanca/geminivirus, sin embargo hasta el presente se han desarrollado
varios proyectos de investigacion relacionados con los geminivirus y mas recientemente
estudios sobre otras enfermedades que afectan al tomate como el marchitamiento
bacteriano causado por Ralstonia solanacearum vy la infeccién en las raices del tomate por
los nematodos del género Meloidogyne. L.a URS esta ubicada en el municipio de Sanarate,
Departamento del Progreso a 800 msnm, en un drea que se caracteriza por ser un sistema
cerrado, aislado de otras dreas agricolas y de produccion intensiva de hortalizas durante
todo el afio. Es accesible por medio de una carretera de terraceria, que es transitable todao el
afo. Sus caracteristicas ecolégicas corresponden a un bosque seco subtropical con una
precipitacion media anual de 667 mm y una temperatura promedio de 32°C. Existe una
incidencia de la enlermedad del enrollamiento de Ia hoja del tomate del 100% con

presencia de 5 geminivirus diferentes (Mejia 2002: Teni 1998).

3.2 CULTIVARES, HIBRIDOS, LINEAS ¥ VARIEDADES ESTUDIADOS

Los materiales estudiados para el genotipo REX-1 estan sicndo evaluados actualmente en |a
URS para la resistencia a geminivirus v por sus caracteristicas agronomicas favorables.
Todas provienen de donaciones hechas por los programa de H. Laterrot del INRA. Francia:
H. Czosnck y F. Vidavsky de la Universidad hebrea de Jerusalén, Israel (HUIE, del Centro
Volcani de Israel, del Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana Dimitrova de Cuba v
de las Universidades de la Florida v Wisconsin en Madison de Estados Unidos (ver scecion

1.3.3). Algunas lincas o hibridos han sido producidos en la URS con origen ¢n los
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materiales donados (Tabla 3.1). Para el presente estudio se utilizaron los materiales que se

describen en los siguientes parratos (Mejia 2002).

3.2.1 CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO USADOS CON EL MARCADOR PCR
REX-1

Murina

El control positivo es un hibrido comercial de la empresa Sakata Seed America Inc..
considerada por los productores locales como uno de los mejores cultivares disponibles
actualmente en el mercado, pues es ampliamente adaptable y tiene una buena uniformidad,
Las resistencias/tolerancias con las que cuenta incluyen T= Tomato mosaic virus, una a
mas cepas; F= marchitamiento por Fusarium, razas | (F1)} ¥ 2 (F2); V= marchitamiento
por Ferticillium, raza |; N= nematodos formadores de nudos radiculares; C= Cladosporium
leaf mold, algunas razas; A= Alternaria item canker; S= Stemphylium v Sk= Bacterial

speck, raza 0 (http://cuke.hort.nesu.edwcucurbit/wehner/veocult/tomatoir, html).

Tomatillo

Conocido también como tomate-cereza silvestre, Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme es el antecesor mas directo del tomate cultivado. Crece espontineo en toda
América tropical y subtropical v se ha extendido a lo largo de los tropicos del Vieio Mundo

{Rick 1978). Se utilizo como el control negativo en el presente estudio,

1.2.2 CONTROL POSITIVO ¥ NEGATIVO PARA LA SECUENCIACION DE ADN
Better Boy

Se utilizd este hibrido como control positivo de resistencia a nematodos en la secuenciacion
del fragmento de 750 pb correspondientes al marcador REX-1. Las plantas del hibrido de
tomate Betier Boy son de crecimiento indeterminado y producen frutos largos en todas las
estaciones. Presenta tolerancia a la marchitez por Fusarium, Verticilliwm ¥ nematodos

(http:/www.vankeesardener.com/seeds/hartseed | 1.html).
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HC-7880

Cultivar cubano, de crecimiento determinado, fruto firme, tipo de procesamiento, con
resistencia a Verticillium, Fusarium y Stemphyllium. Ademds cs altamente tolerante a la
temperatura, con un fruto firme y con altas cosechas. Se utilizd como control negativo para

Mi en las muestras utilizadas en secuenciacidn de ADN (Mejia 2002 ; Maxwell 2003).

3.2.3 EL HIBRIDO H44, SUS PARENTALES Y LINEAS RELACIONADAS
Hi4
El hibrido H44 constituye la F; del cruce de los siguientes parentales: Linea comercial

Marina de la compafiia Sakata X el hibrido H5 (Mejia 2002).

HS
El hibrido HS es un cruce entre las lineas GP10 (P2-1132) v GF1 (F6522) desarrolladas en

la URS. (Mejia 2002).

GPI10
Esta linca fue obtenida a partir de la poblacion segregante Pimper J13-1A  obtenida del
INRA. Su resistencia a geminivirus deriva de las especies silvestres de L. pimpinellifolium

y L. peruvianum (Mejia 2002; Maxwell 2003},

FAVIY
Es un hibrido obtenido de la Universidad Hebrea de Jerusalén., producido por el
cruzamiento de la linea 902, que presenta resistencia a geminivirus deriva de la especie

silvestre L. hirsutim, con una linea susceptible (Vidavski v Czosnek, 1998).

GFi, GF3y GFI3
Son lineas seleccionadas dentro del programa de mejoramiento de tomate que tienen su
origen c¢n el hibrido FAVI 9. La linea GF1 proviene de la linea F9-3, mientras que GF3 v

GF13 de la linea F9-1 (Mejia 2002).

L . o F

Comunicacion personal con el PhD. Douglas Maxwell del departamento de Patologia Vegetal de la
Universidad de Wisconsin en Madison (10020030, Se discotio fa importancia agrondmica de alounos
materiales incluidos en el presente estudia,
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3.24 CULTIVARES, HIBRIDOS, LINEAS Y VARIEDADES COMERCIALES DE
DIFERENTES PROCEDENCIAS

3.2.4.1 Materiales de lu Universidad Hebrea de Jerusalén (HUJY) ¥ el Centro
Volcani de Israel

2305-1

Es una seleccion de una poblacion F2 obtenida de HUJI, que se incorpord al programa de

mejoramicnto de tomate desde el afio 2002 (Mejia 2002).

Sun Couast

Es un cultivar originario de Carolina del Norte, enviado desde HUJI, de fruto grande y
resistente a Vervicillium, Fusarium razas 1y 2, pero susceptible a geminivirus. Ademas se
considera importante dentro del programa de mejoramiento debido a que su fruto es

redondo para ensalada (Mejia 2002; Maxwell 2003).

Rodade
Es un cultivar originario de Africa del Sur enviado desde HUJIL. es de tipo determinado y
resistente a la marchitez bacteriana, Verticillium, Fusarium razas | ¥ 2, pero susceptible a

geminivirus. (Mejia 2002).

Very Firm
Este cultivar de Isracl enviado por HUJL tiene larga vida en anaquel con un fruto muy
firme, es de tipo determinado, resistencias a Ferticillium. Fusarium raza | ¥ susceptible a

geminivirus. (Mejia 2002).

M-82
s un cultivar desarrollado también en Isracl, con un tipo para procesamicnto, muy firme y
de alta produccion. Tiene resistencias a Fericillium v Fusarium raza 1 pero es susceptible a

geminivirus, (Mejia 2002; Maxwell 2003).



TY-197y TY-198
Estos genotipos son lineas de mejoramiento con resistencia 4 geminivirus derivada de la
especie silvestre L. peruvianum. Se utilizaron las semillas originales de 1998 enviadas

desde el Centro Voleani de Isracl. (Mejia 2001).

3.2.4.2 Materiales de la Universidad de Florida v Universidad de Wisconsin en

Madison, EUA

Lineas Fla
Cuatro lineas de la Universidad de Florida que derivan su resistencia a geminivirus de la

especie silvestre L. chilense (Fla 024623-y3, Fla 024524-5, Fla 024652-Y1 y Fla 024525-
9) (Mejia 2002).

GS9y GSI6

Lineas scleccionadas dentro del programa de mejoramiento de tomate por su resistencia a
geminivirus, La linea G516 es la de mds alto rendimiento ¥ proviene de la linea Fla 658. La
linea GS9 se origind de la linea Fla 595. Presentan resistencia a geminivirus derivada de I,

chilense. (Mejia 2002).

Money Maker

L.ineas con y sin resistencia a nemdatodos obtenidas del Departamento de Patologia Vegetal
de la Universidad de Wisconsin en Madison. Es el origen de todas las variedades de frutos
pequerios. De crecimiento indeterminado y tardio. Los frutos son de tamafio pequefio con
peso medio de 70 g. La forma s redonda. de color uniforme rojo vivo v sin dorso verde. Es
bilocular de tipo liso ¥ con cuello verde. Es resistente a Cladosporim  (Rodriguez 2001,

Mejia 2002).
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3.2.4.6 Materiales del Instituto de Investicaciones Horticolas Liliana Dimitrova,

Criba

Lignon

Es un cultivar de origen cubano con resistencia a altas temperaturas asi como a

Verticillium, Fusarium y Stemphyllium. De acuerdo con Maxwell (2003) presenta una

resistencia leve a geminivirus.

Tab!r: 3.1 Rresumen de los mmermfm utilizados en el esmd.rﬂy su procedencia

F wltivar, hibrido, linea y variedad

Procedencia

_thrtdn Marina

Comercial

Tomatillo, Lycopersicon esculentum var.

Crecimiento silvestre

| cerasiforme
Hibrido Better Boy

Comercial

Cultivar HC-T880

Inst. de Invest. Horticolas Liliana Dimitrova,

Cuba
thndu Hd4 URS*
Hibrido H5 URS

Linea GP10

Pimper J13 de INRA desarrollada en la URS

Hibrido FAVI 9

HUII linea 902

Lineas GF1, GF3 y GF13

FAVI_? desarrolladas en la URS

| Hibrido 2305-1 HUJI

| Cultivar Sun Coast Carolina del Norte/HUJI
Cultivar Rodade Sudafrica/HUJ! ;
Cultivar Very Firm HUII
Cultivar M-32 HUII

| Lineas Ty-197 y Ty-198

Centro Voleani

Linea Fla 024623-y3

| Universidad de Florida

Linea Fla 024524-5
Fla 024652-Y|
Fla 024525-9

| Lmea Gs9

Linca {_1‘5]1}

| Universidad de Florida

Universidad de Florida

Variedad Wunex Maker

Universidad de Florida
I inca Fla 395 desarrollada cn la URS
LITIe‘i Fla 658 desarrollada en la URS
Unl‘-.”‘r’iidad de Wisconsin en Madison

Cultivar Llﬂfn{m

Inst. de Invest. Horticolas Liliana Dimitrova,
Cuba

*URS: Unidad de Riego Sansirisay

3.3 TOMA DE MUESTRAS

La primera toma de muestras se realizo en la URS en la seounda semana de marzo de 2003,

Se colectd material foliar de las plantas del hibrido H44 de la siguicnte manera:
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I. Se identificaron las plantas sanas, con brotes jévenes y se marcaron con tiras de
pldstico numeradas con tinta indeleble atadas a la base del tallo principal, dando un
total de 60 plantas.

2, De cada planta se tomaron de 10 a 15 hojas Jovenes con la ayuda de una tijera. Se
colocaron en bolsas de plastico con cierre hermético previamente identificadas y se
conservaron sobre hielo hasta su traslade a Guatemala donde se colocaron en una
relrigeradora a 4° C (Figura 3.1).

3. Se almacend el tejido fresco por 2 dias a 4° C previo a realizar la extraccion del

ADN. El tejido no utilizado para extraccion fue congelado colocandolo en tubos

Eppendorf debidamente etiquetados a una temperatura de — 20° C.

4. En la época de fructificacidn se colectaron de 3 a 5 frutos maduros de cada una de
las 60 plantas y se trasladaron al laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Agronomia en donde se extrajeron las semillas a cada fruto. Se lavaron Y secaron a
temperatura ambiente en platos plisticos previamente identificados,

2. Las semillas sccas de cada planta fueron colocadas en sobres de papel manila

etiquetados.
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Para la segunda toma de muestras se utilizaron en promedio 10 semillas de cada una de las

restantes variedades, lineas, hibridos v cultivares. Asimismo, se usaron alrededor de 30

semillas (I'2) colectadas de los frutos de la planta identificada como la No. 29 del hibrido

H44. La germinacion se realizd dentro del laboratorio de Biotecnologia, utilizando el

siguiente procedimiento:

[

Ly

Se colocd substrato de turba (peat moss) en 2 bolsas plasticas que fueron luego
sometidas a esterilizacién en autoclave.

El substrato fue esparcido en 2 bandejas de duroport especiales para semilleros que
habian sido también sometidas a desinfeccidn con cloro al 10%.

Se procedio a colocar una semilla por orificio a medio centimetro de la superficie
aproximadamente. Se realizo riego constante a las plantas.

Cuando las plantas presentaron el tercer par de hojas se procedio a la toma de
muestras. Ya que germinaron en promedio 7 plantas por material, la muestra
consistio en cortar aproximadamente una hoja joven de cada planta del mismo
material para obtener una muestra representativa de la poblacion (andlisis por
conglomerados), mientras que para los hibridos las muestras se tomaron por
individuo. En las lineas F9, Ty-197 y Ty-198 solo germinaron 1, 2 y 2 semillas
respectivamente.

Se almacend el tejido [resco por 1 dia en una refrigeradora a 4° C en bolsas de
plastico con cierre hermético previamente identificadas, previo a realizar la

extraccion del ADN.

3.4 PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DEL ADN DE TEJIDO VEGETAL

El procedimiento utilizado fue el indicado para el kit Purcgene™ de Gentra, catilogo

nimeros D-5500a, D-5000a, D-50KA, D40KA.

3.4.1 Purificacidn de ADN

3.4 L1 Manipulacion y Lisis Celular

Para cada planta se tomaron aproximadamente 20 mg de tejido fresco que se colocd

enun tubo Eppendorf de 1.5 ml. Cada tubo fue sumergido dentro de nitrdgeno
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liquido con la ayuda de una pinza e inmediatamente se macers el tejido congelado
con ayuda de un pistilo de plastico previamente esterilizado en autoclave.
2. Se agregaron 300 pl de solucion de lisis celular al tejido. Para homogenizar se
macero suavemente con un pistilo.
3. Se incubd el lisado celular a 65° C por 60 minutos. Despues de 30 v 60 minutos se
mezeld la solucion por inversion (20 veces).
3.4.2 Tratamiento con ARNasa
4. Seagregaron |.5pl de solucién de ARNasa al lisado celular.
5. Se mezclé la muestra invirtiendo el tubo 25 veces e incubando a 37° C por 30
minutos.
3.4.3 Precipitacion de proteina
6. Se enfrid la muestra a temperatura ambiente.
7. Se agregaron 100 pl de solucion para precipitacion de proteinas al lisado celular,
8. Se mezcld uniformemente la solucién al invertir la gradilla conteniendo los tubos
con las muestras 150 veces (2 minutos aproximadamente).
9. Se centrifugd a 14,000 rpm por 4 minutos.
3.4.4 Precipitacidgn de ADN
10. Se vertié el sobrenadante conteniendo el ADN en un tubo limpio de 1.5 ml al que se
agregaron previamente 300 ul de isopropanol al 100%. El precipitado  fue
descartado.
I1. Se mezeld la muestra al invertir el wbo 50 veces,
12. Se centrifugd a 14,000 rpm por | minuto.
[3.Se descartd el sobrenadante y se colocd brevemente el tubo abierto sobre papel
absorbente. Se agregaron 300 ul de etanol al 70% ¥ se mezcld con la pastilla de
ADN varias veces por inversion.
14. Se centrifugd a 14,000 rpm por | minuto. Cuidadosamente se eliming el etanol,
15. El tubo abierto fue colocado sobre papel absorbente para eliminar los restos de
etanol por un periodo de 15 minutos.
3.4.5 Hidratacion del ADN
16. Se agregaron 50 ul de solucién de hidratacion de ADN al tubo conteniendo la

pastilla,
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17. EI ADN se rehidraté utilizando 50 pl al tubo y dejandolo reposar por 24 horas a
temperatura ambiente.
18. El ADN sc almacend a 4° C para su posterior uso en PCR.
3.4.6 Limpieza del ADN
La limpieza de las muestras que presentaron alta concentracion de proteinas se hizo con un
protocolo proparcionado por Furusawa (2003) de la siguiente manera:
19. Con una micropipeta s¢ tomé una muestra de 40 ul de ADN Y $& vertio en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.
20. Se agregd luego 160ul de agua estéril y 200 pl de una solucion comercial de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (Merck) y se mezclé por inversion,
21. Se centrifugo por 5 minutos a 12,000 RPM.
22. Con una micropipeta se tomé la fase superior (acuosa) de la solucién y se coloco en
un tubo limpio de las mismas caracteristicas, descartando la otra fase.
23. A este tubo se agregaron 600 pl de etanol absoluto y se centri fugo por 10 minutos a
12,000 RPM.
24. Se descart¢ el alcohol usando una micropipeta y se agregaron 1000 ul de etanol al
70% para luego centrifugar por 5 minutos a 12,000 RPM.
25. Se elimind el etanol y se secd la pastilla a temperatura ambiente,
26. Se rehidratd el ADN agregando 50 pl de solucion de hidratacion de ADN del kit

Pure Gene.

3.5 PROCEDIMIENTO PARA LA AMPLIFICACION DEL MARCADOR PCR REX-]
CON LOS KITS PROMEGA Y PCR BEADS AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH

La amplificacion por PCR (anexo | p.83) del marcador REX-1 se realizd en un
termociclador marca Peltier Termal Cycler PTC-200 MJ Research utilizando los primers o
cebadores REX-F1 (5'- TCG GAG CCT TGG TCT GAA TT — 3) ¥y REX-R3 (3- ATG
CCA GAG ATG ATT CGT GA-3)  producidos por la empresa Intcgrated DNA

Technologies, Inc.
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Se evalud el mejor método de amplificacion del fragmento REX-] comparando la
efectividad de los dos kits, el manufacturado por Promega y las PCR Beads de Amersham
Pharmacia Biotech. El de Promega fue ajustado a las condiciones del procedimiento de

Williamson er al, (1994).

3.3.1  Procedimiento de amplificacion con el kit FPromega

Para el kit Promega se ajustaron la concentraciones de los reactivos de acuerdo con las
condiciones de amplificacién sugeridas por Williamson et al (1994) (tabla 3.2). Cada
reaccion se realizo en un tubo para PCR con capacidad de 0.5 ml colocando la muestra de
ADN primero, seguida de los demds reactivos. La Taq polimerasa siempre se agrego de
ltimo. Las reacciones se hicieron sobre hiclo e inmediatamente fueron colocados los tubos

en el termociclador previamente ajustado a la temperatura de inicio.

Tabla 3.2 Condiciones de reaccion para PCR para el
marcador REX-1 utilizando el kit Promega

]

L Reactivos 1 individuo
I. Agua estéril 9.4 ul
2. Buffer 10X 2.5 ul
3. MgCl 50mM-  L5pl ]
4. dNTP 2.5 mM- 1.5l
5.REXFI 2.0 pM- 2.5ul |
6. REXR3 2.0 uM- 2.5 ul
7. Tag polimerasa 5 w/ul 0.1 pl _‘
| ADN (20 ng. pl) 50ul ]
| Volumen de reaccion final: 25 |

Dada la dificultad para amplificar ¢l ADN con este kit se hizo una prueha de
estandarizacion evaluando 8 diferentes condiciones de amplificacion del fragmento REX-]

(tabla 3.3).
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Tabla 3.3 Condiciones de amplificacion
evaluadas con el kit Promega

Misma del procedimiento de Williamson et al.
Primers 2X |
Magnesio 2X |
Magnesio 2x Primers 2x
ADN /10 cone.

ADN 1/10 conc. Primers 2x
Enzima Taq Polimerasa 2x
ADN ' conc.

(= et F Byl RE Y N E ) Y

—

La prueba de estandarizacion se realizo bajo el siguiente procedimiento:

[

Se escogio el ADN de la planta 29 del hibrido H44 para realizar la amplificacion del
fragmento REX-1 puesto que en amplificaciones preliminares con PCR Beads
presento bandas bien definidas en el gel de agarosa.

Se tom6 una alicuota de 5 pl de la muestra de ADN y se trasladé a un tubo
cppendorf que fue colocado en una bandeja con hielo.

Se midid la concentracion de la muestra (1.069 pg/ml) en un espectrometro
Spectronic Genesys 2 y se ajustd la concentracion a 20 ng/ i

Ajustada la concentracion se tomo otro tubo eppendorf y sc hizo una dilucién a Y2 y
al/ln.

Se prepararon 8 tubos de PCR (0.5ml), se rotularon v se colocaron sobre hiclo.

En 5 tubos se colocd la muestra de ADN (3 ul) a una coneentracion de 20 ng/ul, en
dos se puso la muestra a 1/10 de la concentracion v en la altima a % de la
concentracion.

Después se agregd el resto de reactivos de acuerdo con las condiciones de la tabla
3.2, finalizando con la Taq polimerasa.

Se uso la programacion del termociclador del procedimiento de Williamson er .
(1994)(1abla 3.4)

5S¢ prepard un gel de agarosa al 0.8% para verificar la amplificacion de las muestras,
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Una segunda prueba de amplificacion con este kit se llevé a cabo con el ADN de 39 plantas
del segundo grupo de muestras correspondiente a cultivares, hibridos, lineas v variedades
de diferentes procedencias. Se usé la condicion original del procedimiento de Williamson
ef al. (1994) para la prueba. Debido a que hubo problemas en la amplificacion se midig la
concentracion de ADN e impurezas en las muestras que fueron limpiadas con el método del

fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (seccion 3.4.6).

Finalmente se hizo una tercera prueba de amplificacion se llevé a cabo con las mismas 39
muestras después de la limpieza, evaluando las siguientes condiciones do amplificacién:

L. Condiciones del procedimiento de Williamson er al. (1994)

2. Condicion original del procedimiento de Williamson et al. (1994) variando la

temperatura de alineamiento de 55° C a 52° C.

3. Aumento del cloruro de magnesio al doble y temperatura de alineamiento normal
4. Aumento de la Taq polimerasa a doble concentracion
3. Aumento de la Taq polimerasa a doble concentracion y la temperatura de

alineamiento a 50° C
6. Las muestras amplificadas en cualquiera de las condiciones anteriores se usaron

i T i +
para realizar un PCR anidado

3.5.2° Procedimiento de amplificacién con PCR Beads

Para el kit de los PCR Beads de la empresa Amersham Pharmacia Biotech las condiciones
s¢ mancjaron de acuerdo a las sugerencias del fabricante (tabla 3.4). Un PCR bead consiste
en un tubo de reaccién para PCR con capacidad para 0.5 ml que contiene en su interior una
esfera seca vy compacia de unos 3 mm de didmetro constituida por los reactivos necesarios
para realizar una reaccion. La muestra de ADN se agrego primero, seguida del agua estéril
y finalmente los primers o cebadores. Las reacciones se realizaron sobre hielo y al finalizar
la preparacidn fueron colocados los tubos en el termociclador previamente precalentado, Se

evalud su efectividad en Ia amplificacion de las 60 muestras del primer 2rupo

Para ¢l PCR anidado se toma 5 ul del producta de PCR v se realizd nuevamente la ampiificacion utilizando
la candician original del protocolo.
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correspondiente al hibrido 1144 y luego con las 39 muestras del segundo grupo quc

necesitaron de limpieza con fenol-cloroformo-aleohol isoamilico para am plificar.

Tabla 3.4 Condiciones para la reaccion de PCR
wsarndo Amersham PCR Beacds

Reactivos 1 individuo |
_Agun estéril [5 ul
Primer REX F 25u |
Primer REX R3 2.5l
ADN 5.0 pl
Volumen de reaccion final 25 ul

3.3.3  Programacidn del termociclador

La programacién del termociclador utilizada fue la del procedimiento de Williamson et af.
(1994) (tabla 3.5). Se disefio un programa en el termociclador con la informacion de las
temperaturas y ciclos requeridos para la amplificacién de las muestras y en algunos casos

especificos se hicieron variaciones temporales en la temperatura de alineamiento.

Tabla 3.5 Procramacion del termocicladar

Ciclo | Teniperatura Duracién |
1 93°C 13 min

(30 [94°C | min

| 55°C [Zmin

T C Tmin |
| 290 10 min
E i

(0= C 24 h
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3.6  PROCEDIMIENTO PARA EL CORTE DEL FRAGMENTO REX-1 CON IA
ENZIMA DE RESTRICCION TAQ 1.

La enzima Taq | utilizada en el estudio fue manufacturada por la empresa Promega y esta
reconoce una secuencia particular de 4 bases nitrogenadas (tetranucledtido) siendo esta
TICGA. Se utilizd el mismo volumen del producto de PCR v de  concentracion de la
enzima sugeridos por el procedimiento de Williamson et al, (1994), mientras que los demas
reactivos se utilizaron en las concentraciones sugeridas por Promega (tabla 3.6). La

digestion se llevd a cabo por incubacion en el termociclador por 3 horas a 65° C.

Tabla 3.6 Condiciones para la digestion por la
enzima Taq I (endonucleasa) del marcador REX-1.

Reactivos I individuo

I. Agua estéril 7 ul

2. buffer de la enzima Multicore 10X | 2.5 p!

3. BSA (Bovine serum albuminum) | 0.25 pl

3. Enzima 5 u: Taq | 025 ul
4, Producto de PCR 15l
Volumen de reaccion final: 25 pul

3.7  ANALISIS DE RESULTADOS

Los productos de la amplificacion se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8 %, mientras
que los productos del corte con la enzima de restriccion en un gel de agarosa al 1.5%. La
lectura y andlisis de las bandas se realizé con ¢l uso de una camara de luz ultravioleta
marca UVE ultraviolet product y para cada gel obtenido después del corte con la enzima de

restriceion se tomaron fotografias con una camara Kodak.



La deteccion de bandas correspondientes al gen REX-1 sobre el gel de agarosa se realizé

como lo describen Williamson et al. (1994):

Homocigotos susceptibles: | banda de 750 pb
Homocigotos resistentes: 2 bandas de 570 + 160 pb

Heterocigotos: 3 bandas de 740 +570 +160 pb.

3.8 SECUENCIACION DE REX-1 EN LA PROGENIE DE UNA PLANTA HIBRIDA
H44,

3.8.1 Extraccién de ADN y su amplificacidn.

Se extrajo el ADN de 22 de estas plantas progenic de la planta hibrida H44 No. 29,
heterocigota para el marcador, tal como se describe en la seccién 4.2 v se enviaron en
tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad en 50 pul de la solucién de rehidratacion del kit
Puregene al Departamento de Patologia Vegetal de la Universidad de Wisconsin en
Madison. El estudio de la segregacion del gen REX-1 fue realizado por el PhD Luis Mejia
y el Ingeniero Agronomo Amilcar Sinchez. En ese lugar se llevé a cabo la extraccion de
ADN del control positivo (hibrido Better Boy) y del control negativo (cultivar HC 7880)
asi como también la amplificacion por PCR del fragmento de ADN de 750 pb
correspondiente al marcador REX-1 utilizando las mismas condiciones del procedimiento

de Williamson er ol. (1994).

3.8.2  Secuenciacién de ADN e interpretacion de secuencias en el programa Chromas.
Después de la amplificacion, los productos de PCR fueron sometidos al proceso de Cut &
Kill que consistio en:
I, Preparar un tubo para PCR con | ul de la enzima de restriccion Exonucleasa | mas 5
ul del producto de PCR v 1 ul de una fosfatasa alcalina de camardn para dar un

volumen total de 7 ul.
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El tubo se colocd en el termociclador por 15 minutos a una temperatura de 37 ° C
y a 85° C por otros 15 minutos.

Se adicionaron 6 ul de agua, 4 ul del buffer Big dye.

En cada reaccion de secuenciacion se usa 1 pl de primer v 2 pl de colorante para un
total de 20 pl de solucion de reaccidn.

Se limpiaron las muestras con beads magnéticos y luego fueron enviados al Centro
de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin en Madison para su secuenciacion

por el método Dideoxi (anexo 2 p.86).

Los resultados de las 22 secuencias fueron enviados desde el Centro de Biotecnologia en el

programa Chromas 1.5. que puede obtenerse por internet v despliega los archivos de

cromatogramas a partir de secuenciadores automatizados de “Applied Byosistems” y

archivos en el formato Staden SCF. La interpretacidn de los cromatogramas se hizo con la

secuencia del cebador forward de la siguiente manera:

(]

lad

Se abre el archivo del cromatograma de una secuencia dada.

Se activa el icono Find y se escribe en la pantalla la secuencia de corte de la enzima
Taq I modificando el primer nucleétido, NCGA en lugar de TCGA.

Se presiona el botdn de Find first v luego Find next para ubicar la secuencia de corte
de Taq | que presenta el polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) del marcador
PCR REX-1 en el marcaje del gen Mi. Una T corresponde al marcador del gen Mi vy
una G al marcador susceptible del gen. Debajo de la identidad del nucledtido
aparece un pico que representa la concentracion relativa del mismo. En la parte

superior puede observarse ademas el ndmero de nucledtidos de la secuencia.
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Figura 3.2 Ejemplo de un cromatograma de secuencias de ADN. Cada nucledtido estd
representado por un color; 4 se observa en color verde, T en color rojo, C en azul y G en
negro. En a. un individuo homocigoto vesistente; la flecha indica el sitio del polimorfismo
para la enzima Tag-I. En b, un heterocigoto, el cual presenta una N y se observa una
mezcla en los picos de los nucledtidos T/G; la flecha indica el sitio del polimorfismo para

la enzima Tag-1.



CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION SOBRE LA IDENTIFICACION DEL MARCADOR
REX-1 EN EL ADN DE PLANTAS DE TOMATE PCR PCR Y SECUENCIACION
DE ADN.

En este capitulo se presentan los resultados v discusion sobre los genotipos REX-1 de 99
materiales de tomate obtenidos por la técnica de PCR y los genotipos REX-1 obtenidos
mediante la secuenciacidn de ADN de 22 plantas de tomate. Se incluye ademas la
comparacion de la efectividad de los procedimientos de PCR evaluados en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia v la factibilidad de implementacion de
esta técnica para asistir regularmente la seleccién de plantas resistentes a nematodos en el

programa de mejoramiento genético de tomate en la Unidad de Riego Sansirisay.

4.1  COMPARACION DE LOS KIT PROMEGA Y PCR BEADS DE AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH EN LA AMPLIFICACION DE REX-1

Se compard la efectividad de los kit Promega v PCR Beads en la amplificacion del
fragmenio de 750 pb del marcador REX-1 en las muestras de ADN de dos grupos. El
primero constituido por el ADN de 60 plantas del hibrido H44 y el segundo constituido por
¢l ADN de 39 plantas entre cultivares, hibridos, lineas y variedades comerciales usados en

el programa de mejoramiento de tomate de la URS (figura 4.1; figura 4.2)

Se llevaron a cabo amplificaciones preliminares con el ADN de 3 plantas del hibrido H44,
ademas de los controles positivo (Marina) vy negativo (Tomatillo) para comparar las dos
técnicas. Las 5 muestras amplificaron con los PCR Beads mientras que con el uso del kit
Promega amplificaron 2 muestras. Debido al éxito obtenido, se utilizo el kit de PCR Beads
en la amplificacion de las 57 muestras restantes del hibrido H44., de las cuales amplificaron
36. La mucstra restante amplificd después de someterse a una limpieza con fenol-

cloroformo-alcohol. No se utilizé el kit Promega en la amplificacion de estas muestras.
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Para determinar si cambiando |as condiciones de amplificacion se podria tener éxito con
kit Promega, se hizo una prucha de estandarizacion bajo 8 diferentes condiciones (tabla 3.5)
utilizando el ADN de una planta del hibrido H44 que amplificé exitosamente con el kit de
PCR beads. El aumento de los primers REX al doble fue la tinica condicion que no permitio
la amplificacién, mientras que las demds presentaron la misma calidad de bandas en los
geles de agarosa. Debido a que los resultados fueron semejantes en la mayoria de las
condiciones probadas, se utilizé la condicion del procedimiento original cubano para la
amplificacion de las 39 muestras del segundo grupo bajo estudio, pero solamente
amplificaron 3 de ellas. La medicién de la concentracion de ADN en el espectrofotémetro
permitié determinar que todas presentaban la concentracién requerida (20 ng/tl) y que
aproximadamente el 70% de las muestras presentaba una alta concentracion de proteinas.
Luego de realizar su limpieza con fenol-cloroformo-alcohol y después de evaluar varias
condiciones de amplificacion no se logrd la amplificacidn masiva con el kit Promega, puecs
de cada 10 muestras amplificaban 2, que presentaron siempre bandas muy tenues en los
geles de agarosa. Paralelamente se realizaron pruebas de amplificacién con los PCR Beads
en varias de estas muestras del segundo grupo antes de ser sometidas a limpieza y también

presentaron problemas de amplificacion.

La concentracién de proteinas en las muestras se redujo después de la limpieza del ADN, lo
cual fue suficiente para que se amplificara con el kit de PCR Beads pero no con el de kit de
Promega. Es probable que el kit de Promega necesite ADN de mas alta purcza para
amplificar o que otras impurezas presentes afecten el procedimiento. Se descarta el hecho
de que algln reactivo se encontrara en mal estado pues recientemente el kit Promega se ha
utilizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal en un estudio relacionado con
Ralstonia solanacearum y se han obtenido bucnos resultados. Ademas, el procedimiento de
extraccion de ADN utilizado en esas 39 muestras {ue ¢l mismo que para la poblacidn del
hibrido H44. por lo que no se considera posible que la alta concentracién de impurezas se
deba al procedimiento. Los factores que diferencian este segundo grupo del anterior son la

cdad de las plantas en el momento de la toma de muestras y ¢l ambiente de crecimiento.
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Fstas altimas crecieron dentro del laboratorio con poca luz solar v tenian aproximadamente
23 dias después de la germinacion cuando se hizo la toma de muestras a dilerencia de las
del primer grupo de extraccion que eran plantas adultas a finales de la floracion y crecian

en el suclo en campo abierto.

42  EFECTIVIDAD DEL CORTE CON LA ENZIMA TAQ-1 DE PROMEGA

[a electividad de la condicion de corte se evalud en duplicado con 36 productos de ADN
del hibrido 1144 amplificados previamente con el kit de PCR Beads, obteniéndose los
mismos resultados en ambos. Se observaron con claridad las bandas de 750. 570 y 160 pb
en los geles de agarosa v por tanto se pudo analizar la identidad de los alelos para REX-]
en cada planta. El resto de productos de PCR amplificados con este mismo kit presentaron
resultados facilmente analizables después del corte con la enzima, mientras que las
muestras amplificadas con el kit Promega presentaron bandas poco observables en todos los

CAs05.

4.3 GENOTIPO REX-1 DE LOS CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS

Las plantas hibridas Marina v Better Boy estdn registradas comercialmente como
portadoras del gen Mi, Las primeras se usaron como control positivo con ¢l método de PCR
mientras que las scgundas fueron el control positivo para la secuenciacion de ADN. Para
Marina se evalue el ADN de 5 diferentes plantas. resultando todos los individuos
heterocigotos para REX-1(1abla 4.1; figura 4.1: figura 4.2). El hibrido Betier Boy también
¢s heteroeigoto para este marcador de acuerdo con los resultados de la secuenciacion (tabla
4.1: anexo 3 p 87 ) El tomatillo (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme) fue el control
negativo para las muestras evaluadas por el método de PCR mientras que el cultivar cubano
HC 7880 fue el control negativo usade en la secuenciacion de ADN. Ambos resultaron
susceptibles para ¢l marcador como se esperaba (tabla 4.1: figura 4.1 figura 4.2, anexo 3

p&v.
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Figura 4.1 Fotografias de los geles de agarosa después de la amplificacion del marcador
PCR REX-T y su corte con la enzima de restriccion Taqg | en 39 plantas hibridas H44. Los
individuos heterocigoios despliegan tres banduas de 750, 370 y 160 ph mientras que los
homacigotos resistentes despliegan las bandas de 370 y [60 ph. No se encontraron
individuos susceptibles en esta poblacion. El control positivo es el hibrido comercial
Marina y el control negativo la especie silvestre Lycopersicon esculentum var, cerasiforme
(Tomatillo). El marcador molecular esta representado por una 1.
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Figura 4.2 otografias de los geles de agarosa después de la amplificacion del marcador PCR
REXN-1 v su corte con la enzima de restriceion Tag I en 39 plantas de cultivares, hibridos, lineas ¥
variedades de diferente procedencia. Los individuos heterocigotos despliegan tres bandas de 750,
37U y 160 ph. los homocigotos resistentes despliegan las bandas de 570 ¥ 160 ph y los susceptibles
no tienen sitio de corte. El control positive es el hibrido comercial Marina v el control negaiive fo
especie silvestre Lycopersicon esculentum var, cerasiforme (Tomatillo). £l marcador molecular
esta represenicdo por unea L.
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Tabla 4.1 Genotipo para el marcador REX-1 de Tos controles positivas
Y negativos S
Hibrido, Cultivar, especie | Genotipo para REX-1 i

Marina | Heterocigoto (REX-I/REX-11) |
| Better Boy* Heterocigoto (REX-1/REX-11)
| Tomatillo Susceptible (REX-T1-/REX-]+)
(HC 7880%* Susceplible (REX-/ 1 /REX-/+)

*Datos de secuenciacién de ADN
**Datos de secuenciacion de ADN y PCR

44  GENOTIPO REX-1 DE LA POBLACION HIBRIDA H44 ¥ SUS PARENTALES,
USANDO LA TECNICA DE PCR ¥ SECUENCIACION DE ADN

En la figura 4.3 se observa el arbol genealogico del hibrido H44. La poblacion H44
proviene del cruce entre el hibrido H3 (GFl X GPI10) v &l hibrido comercial Marina
(resistente a nematodos). Marina presentd un genotipo heterocigoto (REX-1/REX-1+) para
REX-1 (seccion 4.3), mientras que para el hibrido HS se evaluaron 5 individuos, 4 de ellos
con genotipo heterocigoto (REX-1/REX-1 1) y 1 con genotipo homocigoto resistente (REX-
[/REX-1). Esto quiere decir que ¢l hibrido H5 no es una linea genética uniforme (tabla 4.2
figura 4.2). De acuerdo con los genotipos REX-1 observados para HS3 v Marina. los
posibles genotipos a presentarse en la poblacion H44 serian homocigotos resistentes.
heterocigotos y homocigotos susceptibles es una proporcion de 1:2:1 respectivamente o

bien. individuos homocigotos resistentes v heterocigotos en una proporeion de 1:1,

En relacion al genotipo REX-1 de los parentales del hibrido H3. la linea GP10 (P2-1132)
fue susceptible, mientras que GF1 (F6 522) resulté homacigoto resistente para el marcador
(figura 4.2; figura 4.3: tabla 4.2). Recientemente D, Maxwell® v V Williamson han
encontrado. por andlisis de secuencias de ADN (1abla 4.4). que los polimorfismos de un
solo nucleotido SNPs para la linea GF1 concuerdan con los polimorfismos encontrados
para la linea Motelle que es portadora de la introgresion de L. peruvianum conteniendo al
gen Mi. Motelle presenta un genotipo Mi homocigoto resistente (Williamson ef al. 1994,

De acuerdo con esta informacion. el genotipo REX-1 para GF1 (REX-1/R-1} concordaria

" Comunicacion personal con el Dr. Douglas Maxwell (08 /03/2004) en relacion a las SNPs encontrados en
varias lineas incluidas en el provecto de investizacion a su cargo,



su genotipo para Mi (Mi/Mi). No obstante, la linea GF1 proviene del hibrido FAVI 9 gue
presenta resistencia a geminivirus proveniente de L. hirsutum, pero no se reporta resistente
a nematodos formadores de nudos radiculares®. De hecho el hibrido FAV] 9 y las lineas
derivadas de ¢l, GF3 y GF13 no presentaron el marcador REX-1 asociado a la resistencia

(figura 4.2; figura 4.3; tabla 4.2).

D. Maxwell y V. Williamson*™ (quien desarroll6 el marcador REX-1) cuestionan la utilidad
del marcador REX-1 como indicador de resistencia a nematodos en las lineas asociadas a
FAVI. Eilos encontraron que el marcador de resistencia REX-1 estaba presente en la linea
902 que es susceptible a nematodos de acuerdo con los bioensayos realizados por F.
Vidavsky. Esta linea fue usada como uno de los parentales en cruces como FAVI 9 y es
resistente a geminivirus a partic de L. hirsutum (figura 4.3). Por esto, concluyen que el
marcador REX-1 da falsos positivos en las lineas asociadas a FAVI 9 que incluyen las

lineas GI" de Guatemala, opinién que es apoyada por F. Vidavsky".

Aparentemente el marcador resistente REX-1 estd asociado al gen Mi susceptible en la
linea GF1. Los posibles eventos genéticos que pudicron dar como resultado esta asociacion
incluyen la recombinacién, que pudo ocurrir en las lineas de L. escudentum utilizadas en el
cruce para obtener la linea 902 (figura 4.3). En este caso L. esculentum pudo haber tenido el
fragmento REX-1 de algin ancestro L. peruvianum. También una mutacion en el exdn del
gen Mi o una mutacion en ¢l promotor del gen Mi pudo generar la susceptibilidad a
nematodos. Una tercera posibilidad es que los SNP's de L. peruvianum en la introgresion

que incluye a REX-1 coincidan con los SNP's de L. hirsutum presentes en la linea 902.

* Comunicacidn personal con el Dr. Favi Widavsky (2702/2004) en relacion a la resistencia a nematodos de
las lineas derivadas de la linea 902,

*Comunicacion personal [ 26/02/2008)con el Phi. Douglas Maxwell sobre la investizacion que realiza con el
marcador REX-1 en las lineas de FAVL,

* Comunicacién personal (27/02/2004) con el PhD. Favi Vidavski sobre los bioensayos de resistencia a
nematodos realizados por & en la linea 902 ¥ los penotipos esperados para lineas derivadas de ds1a,
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Figura 4.3 Arbol genealogico del hibrido H44 y de la linea 902, Todos los mareriales han
sido evaluados en la Unidad de Riego Sansirisay a excepeion de la linea 902 (Recuadro

tomado de Vidavsky y Czosnek, 2004).

* wenotipo REX-1desconocido
** genotipo Mi desconocido.
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Tabla 4.2 Genotipo para el marcador REX-1 de los parentales del hibrido

H44 y lineas relacionadas
! Parentales y lineas relacionadas | Genotipo para REX-1 ]

‘Marina _ Heterocigoto (REX-1/REX-]+)
FAVI9 Susceptible (REX-7+/REX-1+ )
GFI _|Homocigoto (REX-I/REX-1)
GF3 _ Susceptible (REX-1+/REX-1+)
(GF13 Susceptible (REX-1+/REX-1+)
|GP10 Susceptible  (REX-]+/REX-1+)
H5 (5 individuos) 4 homocigotos (REX-1/REX-1)

| | heterocigoto (REX-1/REX-] k)

En relacion a las 60 plantas hibridas H44 estudiadas todas resultaron ser resistentes para el
marcador REX-1. De ellas, 28 plantas son heterocigotos (REX-I/REX-1 +) y 32
homocigotos resistentes (REX-I/REX-1) como se predeciria de acuerdo con el genotipo de
los parentales si uno es heterocigoto y el otro homocigoto resistente para el marcador REX-
I. El método estadistico de Ji-cuadrada no permitié determinar diferencias significativas
con la proporcion esperada de 1:1 (y° = 3.84. p=0.46). Los individuos heterocigotos
desplegaron como se esperaba las tres bandas mientras que los homocigotos desplegaron
las bandas de 570 y 160 pares de bases (figura 4.1). La asociacion observada entre los
genotipos REX-1 y los genotipos Mi en las lineas que tiene como origen a FAVI9 permite
inferir que en la poblacién del hibrido H44 los individuos homocigotos para REX-1, en
realidad son heterocigotos para el gen de resistencia Afi, v los heterocigotos para REX-1

son homocigotos para el gen susceptible A+,

En el estudio se incluyé la progenic de la planta No. 29 del hibrido Hd4, que presentd un
genotipo heterocigoto para REX-1 por la téenica de PCR. Se utilizé la secuenciacion del
fragmento REX-1 para determinar ¢l genotipo de 22 de estos individuos. En los
cromatogramas de las secuencias correspondicntes se encontraron SNPs que permitieron
identificar 9 individuos heterocigotos para REX-1, 8 homocigotos resistentes y 5
susceplibles (anexo 4 p 88). El método estadistico de  Ji-cuadrada no permitié determinar

diferencias significativas con la proporcion esperada de 1:2:1 (¥ = 1.541, p=0.46),
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4.5 GENOTIPO REX-1 DE CULTIVARES, HIBRIDOS, LINEAS Y VARIEDADES DE
DIFERENTES PROCEDENCIAS.

Los materiales en esta seccion fueron incluidos en el estudio debido a que presentan
caracteristicas agronomicas {avorables como el rendimiento, resistencia a altas
temperaturas o la forma del fruto que requiere el mercado local, mientras que otros
presentan resistencia contra geminivirus de diferentes fuentes de especies silvestres. Todas
fueron evaluadas con el marcador PCR REX-1. El hibrido 2305-1, los cultivares Sun Coast,
Rodade, Very Firm, Lignon y M-82 asi como las lineas Ty- 197 y Ty- 198 resultaron
susceptibles para el marcador (tabla 4.3; figura 4.2). Para las dos altimas se ha encontrado
que presentan resistencia a geminivirus a partir de L. peruvianum, pero son susceptibles a la
infeccion por nematodos™ confirmando los resultados del marcador. Se evaluaron ademés
dos variedades, una registrada como resistente a nematodos (Money Maker 5) y una
registrada como susceptible (Money Maker 1). Ambas presentaron genotipe susceptible por
lo que es probable que los datos de almacenamiento para Money Maker 5 estén

equivocados (tabla 4.3; figura 4.2).

Las lincas obtenidas de la Universidad de Florida derivan su resistencia a geminivirus de la
especie silvestre L. chilense. De ellas, Fla 024623-y3, Fla 024524-5, y Fla 024525-9
presentan un genotipo REX-1 susceptible al igual que la linea GS16 que fue seleccionada
dentro del programa de mejoramiento de la URS por su resistencia promedio. En relacion a
las lineas Fla 024652-y1 y GS9 amplificaron ambas, 3 bandas de 320, 230 y 160 pb que no
corresponden a los tamafios esperados para ¢l fragmento REX-1 (REX-1,4). por lo cual no
pudo determinarse su genotipo para ¢l marcador (tabla 4.3; figura 4.2). EI mismo patrén de
bandas fue observado por D, Maxwell para las lineas GS9 y Ty-32 por lo que es posible
que este patron de bandas sea especifico para introgresiones de la especie silvestre L.

chilense en ¢l womate cultivado(Maxwell D, 2004).

¥ Comunicacion persenal con el Dr. Maoshe Lapidot (Centro Voleand, 1srael) hecha por el Br. Douglas
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Tabla 4.3 Genotipo para el marcador REX-1 de otros cultivares, hibridos, lineas y
variedades
Hibridos, cultivares, | Genatipo Institucion il
Lineay y variedades Para REX-1 donante
2305-1 Susceptible (REX-/+/REX-1 +) HU:T I, Isracl
| Sun Coast Susceptible (REX-1+/REX-1+) | HUJL, Israel
 Rodade Susceptible (REX-T+/REX-1+) | HUII, Israel
| Very Firm Susceptible (REX-1 +/REX-1+) |HUII, Isracl |
M82 Su;ccplihlc (REX-[+/REX-] +) | HUJL, Israel |
Ty-197 Susceptible (REX-1 HREX-1+) | Voleani, Isracl |
Ty-198 Susceptible (REX-1 H/REX-1+) | Voleani, Israel R
Money Maker | Susceptible (REX-1+/REX-1+) | Universidad -gle Wisconsin
Money Maker 5 Susceptible (REX-1 +/REX-1+) | Universidad de Wisconsin
Fla 0245259 Susccpﬂhie (REA-IH/REX-T+) | Universidad de Florida
Fla 024623 y3 Susceptible (REX-/+/REX-1+) | Universidad de Florida
Fla 024652-y1 REX-1,* Universidad de Florida
Fla 024524-5 Susceptible (REX-1+/REX-1+) | Universidad de Florida
| GS9 REX-[,* Universidad de Florida
G516 Susceptible (REX-1+/REX-]+) | Universidad de Florida
Lignon Susceptible (REX-1+/REX-1+) | Instituto de lnvestigaciones |
| Horticolas Liliana Dimitrova, Cuba |

*Alelo para el marcador REX-1 que despliega tres bandas de 320, 230 y 160 pb.

4.6 ANALISIS DEL ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS
DEL MARCADOR REX-1 EN CUATRO LINEAS DE TOMATE
Se usé el programa de Clustalw para alinear cuatro secuencias del marcador REX-]
correspondientes a las lineas de tomate cultivado Motelle, GFI1, M-82 y TY52-R2 (Tabla
4.4). Dichas secuencias fueron proporcionadas por ¢l Departamento de Patologia Vegetal
de la Universidad de Wisconsin en Madison (Maxwell D, 2004). Al compararlas y
analizarlas se encontrd que efectivamente las secuencias para Motelle ¥ GF1 son idénticas
aun cuando se sabe que la primera es resistente a nematodos y la segunda es susceptible tal
y como se discute en la seccion 4.4. La linea Motelle porta una introgresion de L.
peruvianum que incluye a REX-1, mientras que la linea GF| porla una introgresion de [.
hirsutum que le confiere resistencia a geminivirus ¥ no existen registros en cuanto posibles

introgresiones de L. peruvianum cn ella.

La linea de L. esculentum M-82 no cs resistente a geminivirus o nematodos y en el presente
estudio esta linea resulté portadora del alelo susceptible del marcador REX-1 usando Ia

técnica de PCR (figura 4.2, tabla 4.3). La secuencia alineada de M-82 diliere de Morelle v
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GF1 en 10 nucledtidos y se considera posible que M-82 sea portadora de la regién REX-1
de L. esculentum. Finalmente, la linca Ty52-R2 es resistente a geminivirus a partir de L.
chilense y su secuencia difiere en 7 nucleotidos de Motelle y en 9 nucledtidos respecto de
M-82. Esla linea fue evaluada para REX-] por Maxwell (2003) utilizando la técnica de
PCR vy obtuvo los mismaos tamafios de bandas (320, 230 y 160 pb) que en nuestro estudio se
obtuvieron para la linea GS9 (seccién 4.5) con la cual comparte el mismo origen ¥

resistencia geminivirus a partir de L. chilense.

Las evidencias indican que la secuencia de nucledtidos de REX-1 en estas cuatro lincas de
tomate cultivado difieren de acuerdo con el origen silvestre de su introgresion. Es decir que
las plantas que portan introgresiones de L. chilense presentan secuencias idénticas entre
ellas para REX-1, pero son diferentes (en pocos nucledtidos) de las que portan
introgresiones de otra especie silvestre. En cuanto a Motelle y GF1 es posible que las
secuencias de REX-1 para introgresiones de L. hirsutum y L. peryvianum sean idénticas o
bien que GFI, aunque no existan registros sea portadora de introgresiones de L.

peruvianum a partir de alguno de sus ancestros (seccion 4.4).

4.7 UTILIDAD DE LA TECNICA DE PCR Y FACTIBILIDAD DE
IMPLEMENTARIA COMQ UNA PRUEBA RUTINARIA

Los resultados obtenidos con ¢l marcador PCR REX-1 permiticron determinar ¢l genotipo
REX-1 en los materiales de tomate estudiados v utilizar al marcador como un indicador de
la presencia del gen de resistencia a nematodos Mi, lo que comprucba la utilidad de la
técnica en la asistencia de la mejora genctica. Las excepciones incluyen las lineas
emparentadas con el hibrido FAVI 9 que presentaron falsos positivos (resultados obtenidos
por D. Maxwell v V. Williamson, seccion 4.4) v dos lineas provenientes de la Universidad
de Florida que amplificaron bandas diferentes de las esperadas para REX-1 vy que se
presume corresponden a una introgresion de [, chilense relacionada con la resistencia a

geminivirus,

En relacion a la factibilidad de implementar esta téenica de manera rutinaria, se puede

indicar que ¢l proceso de extraccion de ADN para 60 muestras (con tres personas
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realizandolo), tomé un promedio de 4 horas, al igual que el proceso de amplificacion por
PCR con el kit PCR Bead de Amersham Pharmacia Biotechs, La puesta de muestras en un

gel, la electroforesis y el andlisis de resultados tomé un aproximade de dos horas, por lo
que se nccesitarian 10 horas para completar estos procedimientos. La preparacion de la
reaccion de corte con la enzima Taq 1, el proceso de incubacion, la puesta de muestras en
un gel. la electroforesis y el andlisis de resultados tomé alrededor de 2 horas con 30
minutos. Por tanto, el proceso completo toma 12 horas con 30 minutos, siempre vy cuando
las muestras de ADN no presenten problemas de contaminantes. En el futuro inmediato
seria importante lograr la estandarizacién con los reactivos del kit Promega con el fin de
reducir los costos de cada reaccion, puesto que cada reaccion de PCR Beads tiene un costo

aproximado de $90.00 para 90 reacciones.

La opcidn alternativa al uso de los marcadores moleculares serfan los bioensayos de
resistencia a nematodos. Para poder realizar estos experimentos en Guatemala, seria
necesario importar cepas puras de nematodos del género Meloidogyne de Estados Unidos o
bien generarlas. Para la produccién de una cepa pura, el Ingeniero Agronomo Gustavo
Alvarez”" indica que debe realizarse una expedicion al interior del pais en bilisqueda dc
plantas de tomate infectadas de las cuales puedan aislarse los nematodos y realizar
posteriormente la identificacién taxondmica (para lo cual la compra de claves dicotémicas
fuera del pais seria necesaria). El desarrollo del pie de cria de los nematodos en plantas de
tomate scria el préximo paso. para luego poder inocular las plantas de interés. De
preferencia en un terreno donde se pueda controlar perfectamente los parametros
ambientales para cvitar la contaminacion de los suelos con el parédsito. Todo el proceso
tomaria aproximadamente de 60 a 80 dias. El implementar estos experimentos implicarfa la
contratacion de personal de campo en un periodo de tres meses aproximadamente, ¢l
arrendamiento de terreno, viaticos para viajes, asi como la compra de material bibliogrfico

0 bien de cepas de nematodos.

e & H .. " . F ~ " g . . .
Comunicacion personal con Gustavo Alvarez (03/2003) sobre la factibilidad de realizar bioensavos de
resistencia a nematodos en la Facultad de Agronomia.
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Si comparamos la inversion econdmica v de tiempo que requieren ambas técnicas, vemos
que con los marcadores moleculares los resultados se obtienen en 12 % horas mientras que
con los bivensayos deben invertirse de dos a tres meses de trabajo. En cuanto a los costos.
los bioensayos requicren de una inversion mucho mas alta, por lo que bien vale la pena
apostar a los marcadores moleculares que han probado ser efectivos en la mayoria de los

materiales evaluados en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal.
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Tabla 4.4. Alineamiento de las secuencias del marcador REX-] obtenidas por el método dideoxi para

las lineas Motelle, GFI, TY32-R2 y M82. Los sitios de corte aparecen en letras oscuras.

Motelle
GE1REX
TY52-R2Z

MB 2

Motelle
GELREX
TYS2-R2
MBZ

Motelleﬂ
GFLREX
T¥52-R2
M2

Motelle
GF1REX
TY52-R2_
Ma2

Motelle
GF1REX
TY52-R2
MEZ

Motelle
GELREX_
TY52-R2
MEz
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CONCLUSIONES

De los dos kits utilizados para la amplificacion del ADN, el kit de PCR Beads fue
el tnico que permitié la amplificacion masiva y de calidad del fragmento REX-1.

Para el kit de Promega no se pudo establecer Ia condicién optima de amplificacion.

La alta concentracién de contaminantes, posiblemente proteinas, fueron los factores
limitantes en la amplificacion del ADN de las plantas de tomate que crecieron
dentro del laboratorio de Biotecnologia Vegetal. No obstante, la limpieza de las
muestras con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico permitio la exitosa amplificacion
con los PCR. Beads.

La enzima Tag-l de Promega fue efectiva en el corte de las bandas de 750, 570 ¥
160 pb que identifican a los alelos del marcador codominante REX-1, cuando se usé

¢l kit de PCR Beads en la amplificacién de dicho fragmento.

Los materiales experimentales utilizados como controles positivos (Marina v Better
Boy) presentan un genotipo heterocigoto para el marcador REX-1 mientras que los
controles negativos (Tomatillo y cultivar HC 7880) tienen el alelo susceptible del

marcador,

El genotipo REX-1 de la linea GF1 de tomate cultivado es homocigoto resistente
(REX-I/REX-I) aun cuando proviene del hibrido FAVI 9 v la linea 902 que
presentan un genotipo  REX-1 susceptible (REX-/+/REX-1+) y un genotipo MY
susceptible (Mi+/Afi+) respectivamente. Aparentemente ¢l marcador resistente
REX-1 estd asociado al gen Mi susceptible en esta linea y en otras asociadas al

hibrido FAVI9, presenténdose falsos positivos.
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La asociacion del marcador resistente REX-1 con el gen Mi susceptible en las
lineas asociadas al genotipo FAVI9 pueden deberse a eventos de recombinacion o
bien de mutacion en el exén o el promotor del gen A, lo cual generd las
susceptibilidad a los nematodos. Una tercera posibilidad es que los polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs) observados en la secuenciacion del marcador REX-1
de la introgresion de L. peruviamun coincidan con los SNPs de L. hirsitum quees la

especie silvestre de la cual provino la linea 902.

El hibrido H5 proveniente de la linea GF1 no es genéticamente puro. Presentd
genotipos REX-1 heterocigotos (4 individuos) v homocigoto resistente (1

individuo).

La poblacion de 60 plantas hibridas H44 presentan un genotipo heterocigoto v
homocigoto resistente. EIl método estadistico de Ji-cuadrada no permitié determinar
diferencias significativas con la proporcion esperada de 1:1 (3* = 3.84, p=0.46). Esta
proporcion coincide con lo esperado después de determinar los genotipos de sus
parentales (H5 y Marina), en cuyo caso, H5 debid tener el gen REX-1 en forma

homocigoto resistente y Marina en forma heterocigota.

Por ser la poblacion hibrida H44 descendiente de FAVI9 puede inferirse que Jos
individuos homocigotos para REX-1, en realidad son heteracigotos para el gen de
resistencia M, y los heterocigotos para REX-1 son homocigotos para el gen

susceptible Mi+.

. El andlisis de las secuencias del fragmento REX-1 de 22 individuos que constituyen

la progenie de una planta hibrida H44 heterocigota para el marcador REX-1,
permitié - determinar por medio de SNPs su genotipo REX-1 y demostrar la
segregacion del gen. [l método estadistico de  li-cuadrada no permitid determinar

diferencias significativas con la proporcion esperada de 1:2:1 (y° = 1.541, p=0.46)
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para los individuos homocigotos resistentes, heterocigotos vy homocigotos

susceptibles respectivamente, por lo que corresponde a una herencia mendeliana,

. El hibrido 2305-1, los cultivares Sun Coast, Rodade, Very Firm, Lignon y M-82 asi

como las lineas Ty- 197 y Ty- 198 y las variedades Money Maker 1 y 5 presentaron

un genotipo susceptible para ¢l marcador REX-1.

.Las lineas Fla 024623-y3, Fla 024524-5, y Fla 024525-9 presentan un genotipo

REX-1 susceptible al igual que la linea GS16. Para las lineas Fla 024652-y1 y GS9
no se pudo determinar el genotipo REX-1 por haber amplificado ambas, 3 bandas de
320, 230 y 160 pb. Es posible que este patréon de bandas sea especifico para
introgresiones de la especie silvestre L. chilense en el tomate cultivado puesto que

D. Maxwell (2004) también ha observado este patron en la linea GS9.

. El marcador REX-1 funcioné efectivamente como un indicador de la resistencia a

nematodos en la mayoria de los materiales evaluados, a excepcion de los materiales
provenientes del hibrido FAVI9 que pueden presentar falsos positivos debido a
eventos genéticos aun no determinados y dos lineas obtenidas de la Universidad de
Florida que presentaron un patron de bandas diferente del esperado para el

marcador.

. La técnica de PCR utilizada en este estudio puede implementarse en el laboratorio

de Biotecnologia Vegetal como una prueba rutinaria para determinar la resistencia a
nematodos en la plantas de tomate del programa de mejoramiento de la Unidad de
Riego Sansirisay. Requiere de |2 V. horas de trabajo para poder determinar el
genotipo REX-1 de 60 plantas con un equipo de tres personas vy los costos son bajos

en comparacion con los bioensayos de resistencia a nematodos.
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RECOMENDACIONES

No se recomienda en ¢l caso particular del programa de mejora genélica de tomate de la
Facultad de Agronomia la implementacién de la téenica de PCR usada en este estudio, va
que este programa estd basado en el uso de las lineas derivadas de FAVI 9 y de Ia
Universidad de Florida que pueden presentar respectivamente falsos positivos y patrones de
bandeo diferentes a los esperados. Por tanto, debe investigarse la posibilidad de encontrar o
disefiar otros marcadores moleculares de uso rutinario para estos patdgenos que no
presenten ¢l mismo problema con las lineas ya mencionadas e iniciar el estudio de
implementacién de técnicas similares para otros patogenos del tomate como los hongos v

las bacterias principalmente.

S¢ recomienda seguir fomentando las relaciones de colaboracion con la Universidad de
Wisconsin en Madison, puesto que su apoyo fue indispensable para obtener resultados
valiosos en este estudio, especialmente en cuanto la informacién obtenida de la
secuenciacion de ADN. Ademads, seria importante poder contar en el futuro préximo con el
apoyo del Dr. Favi Vidavsky de la Universidad Hebrea de Jerusalén, para que se puedan
incluir algunos materiales de interés en los bioensayos de resistencia a nematodos que

realiza actualmente.
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ANEXO 1. Reaccion en cadena de la polimerasa

En 1986 se desarrollo la téenica conocida como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR ). La significancia de este avance ha sido enfatizado con la adjudicacion en 1993 del
premio nobel de quimica a su inventor Kary Mullis. La PCR es un método répido de
clonacion de ADN fuera de la célula que ha encontrado aplicaciones en un amplio rango de
disciplinas, incluyendo la biologia molccular, la genética humana, la evolucidn, v la

medicina forense.

La PCR permite la amplificacién directa de secuencias especificas de ADN dentro de una
poblacion de moléculas de ADN y puede usarse con fragmentos de ADN que estdn
inicialmente presentes en infinitisimamente pequefias cantidades. Para amplificar una
secuencia de ADN por PCR, se requiere alguna informacion acerca de la secuencia de
nucleotidos del ADN objetivo. Esta informacion es usada para sintetizar dos primers o
cebadores oligonucledtidos que son agregados a la reaccién que contiene la muestra de
ADN desnaturalizada (una sola cadena). Los primers o cebadores se hibridizan con las
secuencias complementarias que flanquean la secuencia de una sola cadena a ser
amplificada. Se utilizan una forma termo-estable de la ADN polimerasa (llamada Tag

polimerasa ) para sintetizar una segunda cadena del ADN objetivo.

Existen tres pasos bisicos en una reaccién de PCR y la cantidad de ADN producida esta

solamente limitada en teoria por el ndmero de veces que estos pasos son repetidos.

. En el primer paso, ¢l ADN a ser amplificado es desnaturalizado en cadenas simples.
Este ADN no tiene que estar purificado y puede proceder de varias fuentes,
incluyendo ADN gendmico, muestras forenses tales como sangre v semen secos,
pelos, restos momificados y fosiles. La doble cadena de ADN  se desnaturaliza por
calentamiento  (a 90-95° () hasta que se disocia en cadenas simples

(aproximadamente a los 5 minutos).

[~

lLa temperatura de reaccion se baja entre los 50 y 70° C. y esto permite gue los

primers se unan al ADN desnaturalizado. Los primers son oligonucledtidos
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sintéticos (de 15 a 30 nucledtidos de longitud que se unen especificamente a las
secuencias que flanquean el segmento a ser amplificado. Estos primers se disefian
para servir como puntos de inicio para la sintesis de nuevas cadenas de ADN
complementarias al ADN objetivo.

3. Una forma ecstable de la ADN polimerasa (TagPolimerasa, una enzima bacteriana
que vive en ambientes calientes) se agrega a la mezcla de reaccidn v la sintesis del
ADN se lleva a cabo a temperaturas entre los 70 y 75° C. La polimerasa extiende
los primera al agregar nucledtidos en la direccion 5'— 37, haciendo una copia de

doble cadena del ADN objetivo.

Cada conjunto de tres pasos, es decir la desnaturalizacion del producto de la doble cadena,
el alineamiento de los primers y la extension hecha por la polimerasa, se denomina un
ciclo. La PCR es una reaccion en cadena porque el niimero de nuevas cadenas de ADN se
duplica en cada ciclo, y las nuevas cadenas sirven como moldes en el siguiente ciclo (figura
1). Cada ciclo, que toma entre 4-5 minutos, puede repetirse al llevar a cabo cada paso otra
vez. De 25 a 30 ciclos dan como resultado mds de 1,000,000 de miultiplos del ADN. El
proceso ha sido automatizado con el desarrollo de maquinas llamadas termocicladores que
pueden programarse para realizar un predeterminado nimero de ciclos, produciendo
grandes cantidades de ADN objetivo, que puede ser usado en otros procedimientos tales

como clonacidn, secuenciacion, diagnéstico clinico y tamizaje genético.

La clonacién de ADN por PCR tiene ventajas sobre la clonacién basada en un hospedero
celular. La PCR e¢s répida y puede llevarse a cabo en pocas horas a diferencia de la otra que
lleva semanas. Otra ventaja es que el diseiio de los primers para PCR se puede hacer con
software y la sintesis comercializada es rdpida y econémica. Sus limitaciones incluyen la
necesidad de saber acerca de la secuencia nucleotidica del ADN objetivo, el pequefio
tamafio de los productos amplificados y la posibilidad de contaminacion aun con restos de

la piel del laboratorista (Klug W & Cummings M, 2000),



Figura 1. Ciclos de la PCR
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ANEXQOQ 2. Meérodo de secuenciacion dideoxi

El método dideoxi hace una copia del ADN a ser secuenciado por medio del fragmento de
Klenow de la Polimerasa de ADN '. El molde para esta reaccién es ADN de cadena simple
y un primer o cebador debe agregarse para proveer al extremo 3 de la polimerasa de ADN
un sitio de inicio de sintesis de la copia. La produccion de un fragmento anidado se logra
por la incorporacion de dNTPs modificados que carecen de un grupo hidroxilo en la
posicion 3 de la desoxiribosa, que es necesaria para que ocurra la elongacion de la cadena.
Estos dNTPs modificados se conocen como dideoxi-nucleosido-trifosfatos (ddNTPs) v las
cuatro formas (A, G, T y C) estdn incluidos en una serie de cuatro reacciones, cada una de
las cuales contiene los dNTPs normales. La concentracion de los nucledtidos dideoxi es tal
que se .incnrpumn a la cadena creciente de manera infrecuente. Cada reaccién por lo tanto
produce una serie de fragmentos que terminan en un nucledtido especifico y las cuatro
reacciones juntas proveen un juego de fragmentos anidados. La cadena de ADN es marcada
al incluir un dNTP radioactivo en la mezela de reaccion. Este cs generalmente un (@ — >
SYATP, que permite leer una mayor secuencia a partir de un solo gel que con el uso de

dNTPs marcados con *P que solia usarse previamente ( Nichall 1994).

1 i o =5 T i .. » . B

Para abtencr ¢l fragmento de Kienow se elimina la funcion de exonucleasa 5°- 3° de 1a enzima por medio de
un core en esty lo que permite retener las actividades como polimerasa ¥ exonucleasa en direceiom 323
(Nicholl, [3 [994),
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ANEXO 3. Cromatogramas del genotipo REX-1 para el control positivo Better Boy
(heterocigoto) y para el control negativa HC-7880 (susceptible). La flecha muestra el
polimofismo de un solo nucleotido.
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ANEXO 4.

Cromatogramas de las secuencias de ADN de 3 plantas F; del hibrido H44 para la region
correspondiente al sitio de la enzima de restriccion Tag I del marcador PCR REX-] en el
marcaje del gen Mi. El polimorfismo de un solo nucleotido —SNP- (T/G) estd marcado con
una flecha. Una T corresponde al marcador del gen Mi y una G al marcador susceptible
del gen. El primer cromatograma representa a una planta homocigoto resistente para el
marcador, el segundo a un heterocigoto y el tercero a una planta susceptible

Planta homocigoto resistente 4
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Planta heterocigoto
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