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Resumen

Las estrategias de mejoramiento genético para encontrar resistencia al pasador del fruto, Neoleucinodes
elegantalis, en tomate, Solanum lycopersicum L. se han basado en métodos tradicionales de introgresion
genética por medio de retrocruzamiento. Sin embargo este proceso es largo y dispendioso. Debido a
esta problematica, se utilizé la técnica molecular cDNA-AFLP para identificar genes involucrados en
la resistencia a esta plaga en poblaciones segregantes de tomate, con el fin de identificar marcadores
moleculares que puedan ser utilizados en futuros programas de fitomejoramiento. Los materiales de
tomate evaluados fueron Unapal-Maravilla (susceptible), S. habrochaites var. glabratum, accesion PI
134418 (resistente) y tres retrocruzamientos obtenidos del cruzamiento interespecifico entre ambas
especies. De estos materiales vegetales se extrajo el RNA total y se sintetizo el cDNA, el cual se utilizo
como material de inicio de la técnica cDNA-AFLP. A partir del preamplificado de cDNA se evaluaron
diferentes combinaciones de primers: +1+1, +3+3 y sus derivados. La combinacién que present6é mejores
amplificados fue la +1+1, para un total de 37 bandas polimoérficas. De estas bandas, 9 fragmentos tipo
EST (Expressed Sequence Target) fueron recuperados, siendo candidatos a explicar la resistencia al
pasador del fruto en tomate.
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Abstract

Breeding strategies for resistance to fruit borer Neoleucinodes elegantalis in tomato Solanum lycopersicum
K L. have relied on traditional methods through genetic introgression by backcrossing. However, this
process is slow and expensive. The cDNA-AFLP molecular technique was used to identify genes involved
on fruit borer resistance in tomato segregating populations, The evaluated materials of tomato were:
Unapal maravilla (susceptible to fruit borer) , S. habrochaites var. glabratum, acc. PI 134418 (resistant
to fruit borer), and three interspecific backcross produced by crossbreeding between those two species.
From these plant materials, total RNA was extracted and cDNA-AFLP technique was implemented.
From the preamplified cDNA, different combinations of primers: +1+1, +3+3 and their derivates were
evaluated. The combination that showed better amplified was +1+1 for a total of 37 polymorphic bands
and 9 fragments type Expressed Sequence Target was isolated, which could explain the resistance of
tomato to fruit borer.
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Introduccion

Aun cuando el tomate, Solanum lycopersicum
L., es la hortaliza mas difundida en todo el
mundo y la de mayor valor econémico (CCI,
2006), aun presenta grandes problemas fi-
tosanitarios limitantes, entre los cuales se
encuentran los insectos plaga. Una de los mas
importantes es el pasador del fruto, Neoleu-
cinodes elegantalis, el cual causa pérdidas
hasta de 70% de la cosecha (Restrepo, 2007)
y hace que el agricultor recurra a practicas
de control severas, como el uso excesivo de
plaguicidas, lo cual aumenta drasticamente
los costos de produccion y causa graves alte-
raciones en el ambiente y en la calidad de vida
de los consumidores. La resistencia genética
al pasador del fruto es la mayor alternativa
para controlar esta plaga y disminuir los cos-
tos economicos y de salud en la poblacion.
Las estrategias de mejoramiento para en-
contrar la resistencia al pasador del fruto en
tomate se han basado en métodos tradicionales.
Sin embargo, existen limitaciones en la celeri-
dad y precision con que muchas caracteristicas
utiles pueden ser identificadas, seleccionadas y
utilizadas en estos programas, siendo necesario
implementar nuevas tecnologias que ayuden en
este proceso. Ante esta problematica, la tecnolo-
gia de DNA recombinante provee herramientas
utiles para aislar genes que se puedan utilizar
en el estudio del mejoramiento genético de las
plantas. Entre estas técnicas se encuentra el
cDNA-AFLP que detecta fragmentos de res-
triccibn de DNA por medio de amplificacion
por PCR, no requiere de informacion previa
de secuencia, lo que la hace una herramienta
excelente para identificar genes nuevos (Qin
et al., 2000; Lopez et al., 2006). La técnica
es bastante sensible y permite la deteccion de
cambios en la expresion de genes aunque sus
niveles de expresion sean muy bajos (Breyne
et al.,, 2003; Fukumura et al., 2003; Kivioja
et al., 2005; Lopez et al., 2006). Tiene un alto
grado de especificidad (Reijans et al., 2003) y
es menos costosa que otros métodos (Rojas,
2006). Con esta técnica es posible identificar
genes de resistencia que se podrian utilizar
como marcadores moleculares, con el fin de
rastrear su flujo en programas de mejoramien-
to, los cuales son detectables facilmente y pue-
den ser evaluados en plantas en sus primeros
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estadios de desarrollo, usando toda la planta
o solo parte de ella (Solis y Andrade, 2005);
ademas, permiten economizar tiempo, dinero
y esfuerzo en diferentes pasos del programa de
mejoramiento.

El objetivo de este trabajo fue identificar
genes involucrados en la resistencia al pasa-
dor del fruto en poblaciones segregantes de
tomate mediante la técnica molecular cDNA-
AFLP, con el fin de identificar marcadores
moleculares que puedan ser utilizados en
futuros programas de fitomejoramiento.

Materiales y métodos

El trabajo fue realizado en los laboratorios de
Biologia Molecular, Fitopatologia y Microbio-
logia Vegetal de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Palmira.

Material vegetal

El material fue colectado en el Centro Expe-
rimental de la Universidad Nacional de Co-
lombia - sede Palmira (Ceunp). La evaluacion
se hizo en tres retrocruzamientos (RC1, RC2
y RC3) obtenidos del cruzamiento interes-
pecifico entre la variedad comercial Unapal
Maravilla, S. lycopersicum, obtenido por el
Programa de Investigacion de Hortalizas de
la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira, el cual es susceptible al pasador del
fruto (P1) y la especie silvestre S. habrochaites
var. glabratum, accesion PI 134418, resistente
al pasador del fruto (P2) (Restrepo, 2007). E1
lote experimental estuvo rodeado por la varie-
dad comercial de tomate susceptible (P1). Las
hojas jovenes de tomate fueron recolectadas
de cada uno de los materiales P1, P2, RC1,
RC2 y RC3, seleccionando aquellos retrocru-
zamientos que mostraban resistencia al pa-
sador del fruto y presentaban caracteristicas
morfoagronémicas similares a la variedad
comercial. En el momento de la coleccién,
cada muestra fue empacada en papel alumi-
nio, depositada en un recipiente con nitrégeno
liquido y transportada al laboratorio para su
almacenamiento en un congelador a -80 °C
hasta el momento de analisis.

Extraccion del RNA total y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total se realizo con el
Kit RNeasy Plant Mini (Qiagen ®) siguien-
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do las instrucciones del fabricante. Para
el efecto, las hojas jovenes de cada una de
las accesiones de tomate fueron molidas en
mortero con nitréogeno liquido. La calidad del
RNA total se verificé en un gel de agarosa al
08%. Posteriormente, se hizo el aislamiento
de los RNA mensajeros a partir del RNA total
con el Kit mRNA-ONLY™ (Epicentre Biotech-
nologies ®) y a partir de éste se sintetizo el
cDNA (DNA complementario) usando el kit
MonsterScript™ 1%t — Strand cDNA Synthesis.
™ (Epicentre Biotechnologies ®). Todos los
procedimientos se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Montaje de la técnica cDNA-AFLP

Para esta técnica se utilizé el Kit AFLP Analy-
sis System [.™ (Invitrogen ®), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. E1 cDNA fue
cortado con las enzimas EcoRI y Msel y ligado
a adaptadores que tienen secuencia comple-
mentaria a los sitios de restriccion. Posterior-
mente se llevé a cabo una preamplificacion, a
partir de la cual se hicieron amplificaciones
selectivas con diferentes combinaciones +3+3,
+1+3, +3+1 y +1+1, para elegir las mejores,
con buena resolucion de bandas, buen nivel
de polimorfismo y buena reproducibilidad.
Todas las reacciones de amplificacion llevadas
a cabo en este estudio se realizaron en un
termociclador iCycler Biorad ®. El perfil de
temperatura para el PCR fue el siguiente: 1
ciclo de 94 °C y 30 seg., 65 °Cy 30 segy 72
°Cy 1 min. Durante 12 ciclos, la temperatura
de alineamiento descendi6 0.7 en cada ciclo;
12 ciclos de 94 °C y 30 seg, 65 °C y 30 seg,
la temperatura decrece 0.7 °C en cada ciclo
y 72 °C 1 y min; 23 ciclos de 94 °C y 30 seg,
56 °Cy 30 seg. y 72 °C y 1 min.

Los productos fueron separados en geles
de agarosa al 2% para verificar los productos
amplificados y, si estos tenian una cantidad
de bandas significativas, se procedia a rea-
lizar un gel de poliacrilamida al 6% en una
camara de electroforesis vertical (Fisher
Biotech ref. FB-SEQ-3545) a 100 Watt cons-
tantes durante 2 h, en una fuente de poder
(Power Pac 3000 Bio Rad ®). Es importante
evaluar las amplificaciones primero en un
gel de agarosa para corroborar si existe am-
plificacion de bandas antes de hacer un gel

de poliacrilamida, el cual es muy costoso y
dispendioso de manipular.

El protocolo utilizado para la realizacion
de los geles de poliacrilamida y su tincion
con nitrato de plata fue estandarizada por
el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia sede Pal-
mira, tomando como fuente original a Sam-
brook et al., 1989. Una vez se hizo la lectura
de las bandas, el gel fue escaneado con un
escaner Hp scanjet G3010 para analizar su
informacion. El conteo de las bandas se hizo
manualmente con ayuda de un transilumi-
nador de luz blanca.

Aislamiento de las bandas de interés del gel de
poliacrilamida

Las bandas de interés se aislaron del gel de
poliacrilamida agregando 4 ul de TE 1X (Tris
HCI (pH 8.0) 1M + EDTA 0.5 M) sobre la banda
para suavizar el gel y facilitar su corte con
una cuchilla estéril; la banda de gel se coloco
en un tubo eppendorf y se le agregé 100 pl
de TE 1X. Con una punta de micropipeta se
rompi6 la banda y se incub6 a 65 °C durante
15 min y posteriormente, durante 1 h a tem-
peratura ambiente. Luego se centrifugé por 1
min 13,000 r.p.m. y se ubico el sobrenadante
en un tubo nuevo. Para recuperar la banda se
hizo una PCR para lo cual se tomaron Sul de
DNA (recuperado de la banda) en un volumen
final de reaccion de 25 pl y se utilizaron los
primers EcoRI-0/Msel-0. Las condiciones de
PCR fueron: 1 ciclo de 94 °C y 3 min, 30 ciclos
de 94 °Cy 30 seg, 52 °Cy 1 min, 72 °Cy 1
min, 1 ciclo de 72 °C por 7 min.

Resultados y discusion

Con el fin de identificar genes involucrados en
la resistencia a pasador del fruto en tomate,
se utilizo la técnica cDNA-AFLP que permite
identificar bandas polimérficas y al emplear
el cDNA como material de inicio, las bandas
identificadas son referidas como secuencias
EST.

Al realizar el montaje de la técnica cDNA-
AFLP, se observo que las combinaciones de
primers +3+3, +1+3 y +3+1 no dieron buenos
amplificados de bandas, es decir, no permi-
tian determinar bandas polimoérficas, por lo
cual se procedi6 a hacer una combinacion
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de primers +1+1. Esta combinacion dio un
numero de fragmentos significativo en cada
una de las muestras analizadas, informacion
que fue confirmada mediante un gel de po-
liacrilamida de secuenciacion (Foto 1). Esta
combinacion +1+1 presenté un mayor niumero
de bandas amplificadas, lo que genera una
mayor probabilidad de encontrar bandas po-
limorficas. Bachem et al. (1996) y Qin et al.
(2000) encontraron resultados similares al
evaluar las combinaciones de primers +1+1
y +3+3, no obstante, obtuvieron las mejores
amplificaciones de bandas con la combina-
cion +1+1.

Entre 13 combinaciones de primers +1+1
evaluadas se seleccionaron las nueve mejores:
C17 (EcoRI-AT/Msel-A), C6 (EcoRI-AA/Msel-

G), C24 (EcoRI-AT/Msel-T), C23 (EcoRI-AA/
Msel-T), C13 (EcoRI-A/Msel-G), C15 (Eco-
RI-G/Msel-G), C19 (EcoRI-A/Msel-T), C18
(EcoRI-AT/Msel-G) y C11 (EcoRI-AT/Msel-A)
(Cuadrol). Con estas combinaciones de pri-
mers +1+1 se amplificaron un total de 1997
bandas, donde las combinaciones: C17, C6,
C24, C23, C13, C15, C19 y C18 presentaron,
respectivamente, 9, 8, 6, 5, 4, 2, 2y 1 bandas
polimorficas, (Cuadro 1 y Foto 1).

Con la técnica cDNA-AFLP se identifica-
ron 37 bandas polimorficas, es decir, bandas
presentes tanto en el P2 (material silvestre
resistente) como en alguno de los retrocru-
zamientos, y ausente en el P1 (material sus-
ceptible) (Foto 2), y se espera que al menos
una banda esté involucrada con la resistencia

Cuadro 1. Numero total de bandas y porcentaje de polimorfismo de nueve combinaciones de primers +1+1 en

plantas de tomate.

Combinaciéon Primer Primer Msel Numero de Nimero de bandas % polimorfismo
EcoRI bandas polimérficas

6 E - AT M-A 210 9 16.80

11 E - AA M-C 308 0 0.00

13 E-A M-G 90 4 3.60

15 E-G M-G 276 2 5.52

17 E - AA M-G 284 8 25.56

18 E - AT M-G 121 1 1.21

19 E-A M-T 273 2 5.46

23 E-AA M-T 210 5 10.50

24 E - AT M-T 225 6 13.50
Total de bandas 1997 37 9.03%

= £k cu ris 0] 571 £fi est [
Foto 1. cDNA-AFLP, técnica utilizada para identificar

-
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genes involucrados en resistencia al pasador
del fruto en tomate. Visualizacion de
fragmentos amplificados de la combinaciéon
+1+1 en un gel de poliacrilamida de
secuenciaciéon al 6%. Se analizaron
diferentes combinaciones de primers: C13,
C15, C18, C23, C24, C11, C17 y C6. Los
numeros representan a: 1, P1; 2, P2; 3,
RC1; 4, RC2; 5, RC3 y 6, Mix. El marcador
de peso molecular corresponde a 1 kb (100-
12000 pb). Los recuadros indican aquellas
combinaciones que mostraron bandas
polimoérficas entre el progenitor silvestre y
el comercial.
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Foto 2.

ausente en el progenitor comercial (susceptible).
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Identificacion de bandas polimorficas presentes en el progenitor silvestre (resistente) y en los retrocruzamientos, pero

Izquierda:resultados esperados. Las letras representan: P1, progenitor comercial; P2, progenitor silvestre; RC1, retrocruzamiento
1; RC2, retrocruzamiento 2 y RC3, retrocruzamiento 3. Los recuadros indican aquellas combinaciones que muestran
bandas polimérficas entre el progenitor silvestre, comercial y retrocruzamientos.

Derecha: resultados obtenidos de la ampliacion de la imagen de la Figura 1, donde se observan las combinaciones 6 (A),
24 (B) y 13 (C), las cuales muestran bandas polimoérficas. Las flechas indican las bandas que estan presentes en el
progenitor silvestre y en alguno de las retrocruzamientos, pero ausente en el progenitor comercial.

del tomate al pasador del fruto. Los diferentes
ensayos preliminares realizados para obtener
las bandas polimoérficas con la combinaciéon
+1+1 fueron reproducibles al presentar un
patron de bandas igual al obtenido en las
mismas condiciones y en las mismas combi-
naciones de primers.

Con el fin de conocer la identidad de cada
banda polimoérfica, se aislo cada banda de
interés identificada en el gel de poliacrilamida
y se amplificé por PCR (Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa) con el fin de enviarla a
un proveedor para conocer su secuencia de
nucledtidos. De las 37 bandas polimorficas
aisladas, se amplificaron 9 fragmentos de
DNA, los cuales presentaron tamanos entre
200 y 450 pb.

Conclusiones

* Mediante la técnica molecular cDNA-AFLP
se identificaron 37 bandas polimoérficas
utilizando la combinacién de primers
+1+1.

e Se recuperaron nueve fragmentos tipo EST,
los cuales son candidatos a explicar la re-
sistencia al pasador del fruto en tomate,

los que podran ser utilizados en un futuro
como marcadores moleculares funcionales
en nuevos programas de fitomejoramiento
o introducirlos a la planta mediante inge-
nieria genética.

* Es de resaltar que en tomate se han iden-
tificado genes de resistencia contra nema-
todos (Williamson et al., 1994; Yaghoobi
et al., 1995) y afidos (Rossi et al., 1998);
pero aun no existe informacién sobre la
identificaciéon de un gen que confiera re-
sistencia al pasador del fruto. Por tanto,
el presente trabajo seria el primero donde
se identifican fragmentos tipo EST rela-
cionados con la resistencia al pasador del
fruto en tomate.
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