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SINTESIS

En el presente trabajo, se obtuvieron cuatro lineas de tomate, LD3, LD4, LD5 y LD6
resistentes al Virus del encrespamiento amarillo de la hoja del tomate (Tomato yellow
leaf curl virus-lsrael [Cuba]; TYLCV-IL [CU]), mediante el empleo de métodos
tradicionales de seleccion y el diagndstico molecular. La resistencia genética al
TYLCV-IL [CU] en el tomate, en nuestras condiciones, se definio por: la supresion
del desarrollo de los sintomas de la enfermedad; la reduccion de la multiplicacion
viral y la ausencia de afectacion significativa del rendimiento productivo.

Se realizé la genotipificacion molecular de las lineas con marcadores tipo RFLP,

(Restriction Fragment Length Polymorphism) con sondas ligadas al gen Ty-1,

introgresado, proveniente de Solanum chilense LA1969; lo cual permitid diferenciar
la presencia de al menos dos fuentes de resistencia al TYLCV-IL [CU].

En el trabajo se propone una metodologia de evaluacion de fuentes genéticas de
tomate resistentes al TYLCV-IL [CU]. Una de las lineas, LD5, se liber6 como
variedad (Vyta); la cual mostrd estabilidad e independencia de la aplicacion de
plaguicidas quimicos. Se evaluaron las lineas LD ante el TYLCV-MId [RE], en la

isla Reunion, ubicada en el océano indico.



1. INTRODUCCION

La produccion de tomate (Solanum lycopersicum, L.) en el mundo tiene un
rendimiento promedio de 28 toneladas por hectdrea (t/ha). No todas las zonas
geograficas logran altos resultados productivos. Mientras en EE.UU. y Canada se
alcanza un rendimiento promedio de 55 t/ha, en América Central y el Caribe se logra
20 t/ha (FAOSTAT, 2006). En Cuba, donde el tomate ocupa el 42% de la superficie
destinada para la siembra de las hortalizas tradicionales, s6lo se llega a 13 t/ha
(Cardoza, 2007).

En los paises tropicales, el tomate se cultiva en condiciones climaticas que limitan su
desarrollo y bajo una alta incidencia de plagas y enfermedades (Gémez y col., 2000);
entre ellas, los geminivirus transmitidos por mosca blanca, Bemisia tabaci y, en
especial el Virus del encrespamiento amarillo de la hoja del tomate (Tomato yellow
leaf curl virus, TYLCV) (Delatte, 2005; Caruana, 2007).

El mejoramiento genético para la resistencia a geminivirus en el tomate juega un
papel muy importante en el manejo integrado de esta enfermedad, ya que el control
quimico del vector, es insuficiente y tiene una repercusion negativa en el medio
ambiente (Palumbo y col., 2001).

Los programas de mejoramiento genético en el mundo se han basado en la
transferencia de genes de resistencia presentes en las especies silvestres del género
Solanum (Friedmann y col., 1998; Hanson y col., 2006; Ji y col., 2007). Entre ellos,
el gen Ty-1 ha sido introgresado en lineas de tomate, a partir de la especie Solanum

chilense LA1969 (Zamir y col., 1994). La disponibilidad de marcadores moleculares



estrechamente ligados al mismo representa un objetivo importante en la mejora
genética del cultivo (Pérez de Castro y col., 2007 b).
En Cuba, en la década del noventa, se identificaron tres especies de geminivirus en el
cultivo del tomate: el TYLCV (Gonzilez y Valdés, 1995); el Virus Taino del
moteado del tomate (Tomato mottle Taino virus, ToMoTV) (Ramos y col., 1997) y el
Virus Habana del mosaico del tomate (Tomato mosaic Havana virus, ToMHYV)
(Martinez y col., 1998). En el pais no habia antecedentes de trabajo en la mejora
genética del tomate para la resistencia a geminivirus hasta 1992, cuando se comenz6
en el Instituto de Investigaciones Horticolas "Liliana Dimitrova" (IIHLD) un
programa de mejoramiento genético con este fin.
1.1. Hipodtesis
El uso combinado de métodos tradicionales y moleculares en un programa de
mejoramiento genético del cultivo del tomate para la resistencia a geminivirus,
permite la obtencion de lineas y variedades comerciales resistentes al TYLCV en
Cuba.
1.2. Objetivo general
Obtener lineas y variedades comerciales de tomate resistentes al TYLCV a través del
empleo de métodos tradicionales y moleculares, en un programa de mejoramiento
genético.
1.3. Objetivos especificos

1. Obtener lineas de tomate portadoras de una fuente de resistencia genética al

TYLCYV proveniente de S. chilense LA1969.



2. Establecer una metodologia de evaluacion de la resistencia al TYLCV en las
condiciones de Cuba.

3. Caracterizar las nuevas fuentes de resistencia obtenidas, mediante marcadores
moleculares asociados al gen Ty-1 proveniente de S. chilense LA1969
(genotipificacion molecular).

4. Recomendar variedades comerciales y lineas resistentes al TYLCV en Cuba.

1.4. Novedad cientifica

1. Por primera vez se obtienen lineas de tomate cubanas resistentes al TYLCV y
adaptadas al tropico. Estas lineas abren nuevas posibilidades para desarrollar
la piridimizacion de genes de resistencia al TYLCV. Ello implica un salto
cuantitativo en los resultados del programa nacional de mejoramiento
genético de este cultivo y su competitividad con programas internacionales en
este tema.

2. Por primera vez se utilizan en Cuba genes de resistencia al TYLCV presentes
en especies silvestres afines al tomate cultivado, en un programa de
mejoramiento genético de esta especie y se realiza la caracterizacion
molecular de las lineas obtenidas mediante el uso de marcadores moleculares
tipo RFLP para comprobar la presencia del gen Ty-1.

1.5. Importancia practica

1. Una de las lineas obtenidas, LDS5, se generalizO como variedad, Vyta,

resistente al TYLCV y productiva; la que ocupa actualmente el 38% de la

siembra nacional y de la produccion de semillas.



2. Empleo de los métodos moleculares en apoyo al programa de mejoramiento
genético del tomate, ante la necesidad de obtener lineas y variedades
comerciales resistentes al TYLCV en Cuba, de forma rapida y precisa.

3. Se recomienda una metodologia de evaluacion para la resistencia al TYLCV
en las condiciones de Cuba.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Origen, domesticacion y taxonomia del tomate

El tomate, Solanum lycopersicum L., es una especie cultigena, resultante de una larga
seleccion hecha por el hombre (Laterrot, 1989). Es originario de América del Sur y se
informa que S. lycopersicum variedad cerasiforme es el ancestro mas probable del
tomate cultivado (Miiller, 1940; Luckwill, 1943; Rick, 1978).

Un conjunto de hechos historicos, lingiiisticos y arqueoldgicos, estan a favor de
Me¢éxico como centro de domesticacion y lugar desde el cual se llevd el tomate al
Viejo Mundo (Jenkins, 1948). En este proceso se logro, fundamentalmente, un
aumento en el peso del fruto (Rick, 1976).

El tomate es un miembro de la familia Solanaceae. Inicialmente fue incluido por
Linneaus en el género Solanum; sin embargo hasta el afio 2005, se adopto la
clasificacion propuesta por Miller desde 1754, en el género Lycopersicon.
Recientemente, el uso de técnicas moleculares reveld que los géneros Solanum y
Lycopersicon son muy parecidos. El género Lycopersicon ha cambiado de categoria
taxonémica y se incluye en la seccion Lycopersicon dentro del género Solanum
(Peralta y Spooner, 2005; Peralta y col., 2006) En la tabla 1 se muestra las

correspondencias entre la nomenclatura de Miller y la clasificacion actual.



Tabla 1. Especie cultivada y afines al tomate, nueva nomenclatura segiin Peralta y col.,

(2006) y clasificacion anterior.

Solanum

Lycopersicon

S. lycopersicum L.

L. esculentum Miller

S. pimpinellifolium L.

L. pimpinellifolium (Jusl.) Miller

S. cheesmaniae (L.Riley) Fosberg

L. cheesmaniae L. Riley

S. galapagense S. Darwin y Peralta

Parte de L. cheesmaniae L. Riley
(previamente conocida como var. minor)

S. habrochaites S.Knapp y D.M Spooner

L. hirsutum Dunal

S. neorickii D.M. Spooner, G.J. Anderson y
R.K. Jansen

L. parviflorum C.M.Rick, Kesicki, Fobes
y M. Holle

S. chmielewskii (C.M.Rick, Kesicki, Fobes y

M.Holle) D.M. Spooner, G.J Anderson y R.K.

Jansen

L. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes
y Holle

S. chilense (Dunal) Reiche

L. chilense Dunal

S. peruvianum L.

L. peruvianum (L.) Miller

S. corneliomuelleri J.F. Macbr.

Parte de L. peruvianum (L.) Miller;
también conocida como L. glandulosum
C.F. Mull.

S. arcanum Peralta

Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. huaylasense Peralta y Knapp

Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. pennellii Correll

L. pennellii (Correll) D'Arcy

2.2. Especies silvestres afines al tomate cultivado

Las especies silvestres del género Solanum, afines al tomate cultivado, pueden

encontrarse en una banda costera al oeste de América del Sur (3 200 kilémetros desde

Ecuador hasta Chile), la que se extiende a una distancia de 80 kilémetros hacia el

interior, en habitats muy diferentes, desde el nivel del mar hasta una altitud de

3 300 metros en la cordillera de los Andes; incluye las Islas Galapagos (Darwin y

col., 2003). Estas constituyen una fuente importante de variabilidad para la resistencia

a enfermedades (Darwin y col., 2003; Shagarodsky, 2006; Carravedo, 2006). Los

genes de resistencia al TYLCV, presentes en S. chilense, se utilizan con éxito en los

programas de mejoramiento genético del tomate cultivado (Scott, 2001; Gomez y

col., 2004). Esta especiec se localiza en la ladera oeste de los Andes desde el




Departamento de Tacna en el sur de Pert hasta el norte de Chile, en llanos rocosos

muy aridos y desiertos costeros, desde el nivel del mar hasta los 2 000 metros sobre

su nivel (Peralta y col., 2006) (figura 1).

Figura 1. En la parte superior de la figura se observa la especie Solanum chilense
de frutos muy pequefios y verdes. En la parte inferior, se observa un fruto de la
especie S. lycopersicum, grande y rojo. Cortesia del Dr. Peter Hanson, AVRDC,

Taiwan

2.3. Importancia nutritiva y terapéutica del tomate

Las vitaminas A y C estan presentes en el fruto del tomate (Wagner, 2002) pero este
no se encuentra entre las hortalizas de mayor contenido en compuestos nutricionales.
Sin embargo, cuando se tiene en cuenta su preferencia y nivel de consumo a escala
mundial, su contribucion en vitaminas y minerales es importante (Rick, 1978).

En la actualidad, se le considera un alimento funcional o nutracéutico, ya que
contiene compuestos que son beneficiosos para la salud humana, capaces de prevenir
enfermedades, como el licopeno, uno de los carotenoides mas potentes como

antioxidante; su consumo se asocia a una disminucién de los riesgos de contraer



cancer pulmonar y prostatico y enfermedades cardiovasculares (Easdown y Kalb,
2004). Este compuesto se encuentra en el tomate fresco pero también en los
productos procesados, como el tomate deshidratado, pasta de tomate y en polvo
(Candelas y col., 2005).

Recientes estudios indican que el consumo de cantidades adecuadas de hortalizas y
frutas puede prevenir enfermedades crénicas en el organismo humano. En este
sentido, se recomienda la ingestion de “5 al dia” o “5 colores al dia”, en lo cual el
tomate posee un papel importante (Li, 2008).

Por las cualidades y preferencia de esta hortaliza, los programas de mejoramiento
genético para la resistencia a enfermedades, tienen como objetivo proporcionar un
producto mds sano, al eliminar o disminuir las aplicaciones de plaguicidas quimicos
(Laterrot, 1989; Morales, 2006).

2.4. Problematica mosca blanca-geminivirus en el cultivo del tomate

Cerca de 200 enfermedades afectan al tomate a nivel mundial. Entre estas se
encuentran los hongos, las bacterias y los virus, en especial los geminivirus
transmitidos por mosca blanca, Bemisia tabaci (Cuba, MINAGRI, 2002; Bernal,
2007).

2.4.1. Bemisia tabaci

La mosca blanca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) fue descrita por primera
vez en 1889 en Grecia (Gennadius, 1889) y habia sido informada en diferentes
regiones con otros nombres, hasta que Mound (1963) comprobd que las
caracteristicas morfologicas de la pupa, que son las utilizadas para los estudios

taxondmicos, variaban segin la morfologia de la superficie de la hoja de sus plantas



hospederas, por lo que muchas de las especies antes descritas se convirtieron en
sindnimos de B. tabaci (Bellow y col., 1994; Mound, 1963).

Esta especie ha sido informada en regiones tropicales y subtropicales; se encuentra
distribuida en el sur de Europa, Africa, India, Australia y en las islas del suroeste del
océano Indico, América Latina y el Caribe (Delatte, 2005; McAuslane, 2007).

La importancia, distribucion e incidencia de los geminivirus (transmitidos por moscas
blancas), esta directamente asociada con la distribucion y dindmica poblacional de B.
tabaci (Morales, 2006).

El ciclo bioldgico del insecto tiene cuatro estadios: huevo, ninfa, pupa o ninfa IV y
adulto. A su vez, el estado de ninfa tiene tres estadios (I, II y III), mientras que el
cuarto es la pupa. El primer estadio ninfal es mévil, lo cual facilita su desplazamiento
sobre la superficie de la hoja, hasta que se fija en un sitio antes de pasar el siguiente,
en que permanece inmovil (sésil) por el resto de los estadios (Morales y col., 2006).
La hembra pone entre 2,5 y 7,1 huevos/dia, existe una importante reduccion al bajar
la temperatura (Delatte, 2005).

La longevidad de los adultos es muy variable dependiendo de la planta y la
temperatura. Los machos tienen una longevidad de unos 15 dias a 28°C, mientras que
en las hembras es de 30 dias a 16°C (McAuslane, 2007).

La forma de reproduccion es por partenogénesis arrenotoquica (huevos fecundados
originan hembras, huevos sin fecundar originan machos). Los adultos se localizan,
preferentemente, en el envés de las hojas (figura 2); en ellas, las hembras realizan la

puesta. Los huevos son depositados de forma dispersa y pueden llegar a 300 de forma



individual. El rango de temperatura para su desarrollo estd entre 16°C y 34°C

(McAuslane, 2007).

Figura 2. Adultos de Bemisia tabaci en el envés de las hojas de una planta de
tomate. Cortesia del Dr. Peter Hanson, AVRDC, Taiwan.

Los biotipos mas difundidos son el A, originalmente en América; B, region
comprendida por el noreste de Africa-Medio Este-Peninsula Arabiga (Frohlich y col.,
1999); y Q, localizado en la cuenca del mar Mediterrdneo. En la década del noventa, el
biotipo B, invadio el continente americano y se diseminé rapidamente, lo cual favorecid
el desarrollo de nuevos problemas con geminivirus previamente desconocidos (Morales
y Anderson, 2001; Varma y Malathi, 2003).

El biotipo B tiene una alta capacidad reproductiva, completa su desarrollo en el tomate,
tiene mayor tolerancia al frio, puede soportar los periodos adversos y recuperar de
inmediato sus poblaciones (Brown, 1994; Perring, 1996; Naranjo y col., 2004); ademas,
se ha podido comprobar que es més eficiente en la transmision de virosis (Hilje, 2003).
En América Latina, el biotipo B ha desplazado al biotipo A en regiones agricolas de

importancia (Morales y col., 2005).



Particularmente en Cuba, en la segunda mitad de 1989, las poblaciones de B. tabaci
se incrementaron abruptamente en el tomate y frijol (Phaseolus vulgaris) (Murguido
y col., 2002) y otros cultivos como calabaza (Cucurbita moschata), pepino (Cucumis
sativus), melon (Citrullus lanatus), col (Brassica oleracea var. capitata) y berenjena
(Solanum melongena) (Vazquez y col., 1995).

Las principales enfermedades observadas fueron la del encrespamiento amarillo de la
hoja del tomate (TYLCV) y la del mosaico dorado amarillo del frijol (BGMV)
(Gonzalez y Valdés, 1995). En 1992, las pérdidas llegaron al 42% del area cultivada
de tomate en el territorio nacional (Vazquez y col., 1995). De igual forma, se
determind en Cuba que en el caso del TYLCV, la progresion de la enfermedad
presentd una tendencia exponencial en el tiempo, con una marcada crisis entre la
sexta y la séptima semana después del trasplante.

Estudios conducidos en Cuba durante los primeros afios de incidencia del complejo
mosca blanca-geminivirus (Vazquez, 1995), permitieron comprobar la existencia de
al menos dos biotipos. Resultados recientes plantean la dominancia de las
poblaciones del biotipo B en el Caribe, comparado con las poblaciones indigenas
(Peterschmitt, 2007).

Las estrategias de manejo deben ser de naturaleza multiple y basadas en la
comprension del patosistema en cuestion (Hilje, 2004; Kumar, 2005; Caruana, 2007,
Martinez, 2007), por ello se recurre al Manejo Integrado de Plagas (MIP), como

alternativa promisoria (Vazquez y col., 2006).
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En la region del Caribe, a partir de encuestas en areas tomateras, donde se valoraron
todos los posibles elementos de control del vector, se desarrolld un modelo
epidemiologico para estudiar el progreso de dichas enfermedades y la dinamica de las
poblaciones de B. tabaci dentro del cultivo del tomate, el cual permite una nueva
comprension de los efectos de diferentes elementos de control (Muiiiz y col., 2006;
Holt y Chancellor, 2007).

Los resultados finales de un proyecto internacional sobre “Manejo de enfermedades
producidas por geminivirus para la produccioén sostenible de tomate en el Caribe”,
llevado a cabo entre los afios 2002 y 2006, el cual incluyé a Cuba, Republica
Dominicana, Trinidad-Tobago, Guadalupe y Martinica, sefialan que el uso de una
variedad resistente al patdogeno, brinda una solucion para la produccion de tomate en
areas infectadas por los geminivirus (Caruana, 2007; Gémez, 2007).

2.4.2. Geminivirus

Los geminivirus son virus de plantas que pertenecen a la familia Geminiviridae y se
caracterizan por presentar genomas de una o dos cadenas sencillas de ADN circular.
Los genomas estdn empaquetados en dos particulas gemelas. La familia
Geminiviridae esta dividida en cuatro géneros, que se clasifican en funcioén de la
organizacion del genoma, la planta hospedera y el insecto vector (van Regenmortel y

col., 2000) (tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de la familia Geminiviridae.

Género Organizacion Planta hospedera Insecto vector
del genoma

Mastrevirus Monopartito Monocotiledoneas | salta hojas
(Homoptera:
Cicadellidae)

Curtovirus Monopartito Dicotiledoneas | salta hojas

(Homoptera:
Cicadellidae)

Topocuvirus Monopartito Dicotiledoéneas | salta arboles
(Microtalalis
malleifera Fowler)

Begomovirus Bipartito, con Dicotiledoneas | Bemisia tabaci

excepciones, Monopartito

En el género Begomovirus se agrupan los geminivirus. La mayoria de sus miembros
contienen genomas bipartitos designados como ADN A y ADN B. El TYLCV
pertenece a este género y presenta un genoma monopartito, ADN A (van
Regenmortel y col., 2000).

En la naturaleza, B. tabaci transmite el TYLCV de forma persistente circulativa, el
virus es retenido durante la vida del insecto adulto después de la adquisicion, y
circula en su cuerpo desde las glandulas salivares. Sin embargo, la eficiencia en la
transmision declina con el tiempo. La transmision dptima se establece después de un
tiempo de adquisicion de 16-24 horas seguido de un periodo de inoculacion de 20-24
horas (Cohen y Harpaz, 1964).

Las ninfas son tan eficientes en la adquisicion del virus como los adultos (Caciagli y
col., 2000); sin embargo, se ha informado una disminucion de la eficiencia en la

transmision con la edad del insecto (Rubinstein y Czosnek, 1997). Ghanim y
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Czosnek., (2000) observaron la transmision transovarica del TYLCV en, al menos,
dos generaciones del biotipo B de Bemisia.

Tradicionalmente, los virus son clasificados teniendo en cuenta el hospedero, los
sintomas producidos y su origen geografico, pero en el caso de los begomovirus,
diferentes especies causan sintomas similares en el mismo cultivo o infectan el
mismo cultivo en la misma region geografica. Esta complejidad se incrementa debido
a la recombinacion entre especies de begomovirus y la emergencia de nuevos virus de
la familia Geminiviridae (Padidam y col.,, 1999; Nakhla y col.,, 2005).
Consecuentemente, Fauquet y col., (2000) propusieron un sistema de nomenclatura
que tiene en cuenta el nombre de la especie y la raza. No hay una clasificacion oficial
para esta Ultima, pero se aplica para los virus que pertenecen a la misma especie pero
poseen diferencias bioldgicas, seroldgicas y moleculares estables y heredables; los
aislados corresponden a una zona geografica especifica. En el presente trabajo de
tesis se utiliza esta nomenclatura.

Se han descrito mas de 35 begomovirus que infectan el tomate (Fauquet y col., 2003).
La recombinacion entre ellos ha contribuido a su diversidad y continuard siendo un
factor en la evolucion de estos virus (Fauquet y col., 2005; Kon y col., 2006)

El TYLCV se considera una especie de begomovirus; éste fue descrito por primera
vez en Israel (Cohen y Nitzany, 1966). La infeccion en plantas susceptibles resulta en
una clorosis, hojas en forma de cuchara, encrespamiento, caida de las flores y
enanismo. En dependencia del momento de la infeccion, en cultivares susceptibles
ocurren las pérdidas en el rendimiento, las que pueden llegar a ser del 100% (Lapidot

y Friedmann, 2002).
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Previo a 1990, el TYLCV no se conocia en el hemisferio occidental (Rojas y col.,
2004). Su incidencia se incrementd considerablemente en el periodo 1990-1996
(Czosnek y Laterrot, 1997). Este fue uno de los eventos mas importantes en la
historia de los begomovirus en América Latina y el Caribe (Polston y col., 2004;
Morales, 2006).

La introduccion de plantulas infectadas de tomate provenientes de Israel, se informo
como la posible causa de la llegada del TYLCV a Republica Dominicana (Polston y
col., 1994; Polston y Anderson, 1997). El virus se disemin6 rapidamente en la Isla y
la produccién de tomate para procesamiento industrial colapso.

En la region del Caribe, el TYLCV llegd también a Jamaica, Guadalupe y Puerto
Rico (McGlashan y col., 1994; Urbino y Tassius, 1999; Bird y col., 2001). En
México, se informd en la peninsula de Yucatan en 1997 (Ascencio-Ibanez y col.,
1999). El TYLCV fue detectado por primera vez en los Estados Unidos, en el estado
de Florida, en 1997; en Georgia en 1998; Luisiana en 2000 y en Mississipi y Carolina
del Norte en 2001 (Polston y col., 1999; Pappu y col., 2000; Ingram y Henn, 2001;
Valverde y col., 2001 y Polston y col., 2002).

En Cuba, el TYLCV predomina en dicho cultivo con un porcentaje de infeccion por
encima del 80% y desplazd6 a los dos begomovirus bipartitos identificados
posteriormente (Martinez y col., 2003; Martinez y col., 2006). Trabajos que se
realizaron en Republica Dominicana, Jamaica, sur de los EE.UU. y Espaiia,
mostraron el predominio del TYLCV sobre los virus endémicos (Salati y col., 2002).
El TYLCV presente en Cuba, denominado TYLCV-IL [CU], muestra un 98% de

homologia con el TYLCV de Israel (Martinez y col., 1998).
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En lugares tan distantes como la isla de Madagascar, Mayote y Reunidn, ubicadas en
el océano Indico, se evidenciaron sintomas de encrespamiento y enanismo en plantas
de tomate, caracteristicos de los begomovirus (Delatte y col., 2003). En la isla
Reunion se informo el Tomato yellow leaf curl virus -Mild (suave), TYLCV-MId
[RE], en 1997 (Peterschmitt y col., 1999).

Fauquet y col., (2008) propusieron un criterio de demarcacion y una guia para
clasificar los begomovirus por debajo del nivel taxonémico de especie, teniendo en
cuenta la comparacion de secuencias de pares de bases. Estos autores establecieron
para el nivel de raza una identidad entre el 85 y 94%. En consecuencia con ello, el
TYLCV-MId presenta un 93% de homologia con el TYLCV-IL (Delatte, 2005).

2.5. Mejoramiento genético del tomate

Los trabajos de investigacion sobre la busqueda de fuentes de resistencia a
enfermedades en el tomate se desarrollaron desde los afios 1940, inicialmente en los
EE.UU. y después en Europa. En el transcurso de los afios sesenta se obtuvieron las
primeras variedades mejoradas mediante la introgresion de genes de especies
silvestres, las cuales presentaban uno o varios genes de resistencia (Laterrot, 2002).
Todas las especies afines al tomate cultivado tienen igual niimero de cromosomas
(2n=24). Este se cruza facilmente con las especies silvestres, salvo con S. peruvianum
y S. chilense, en las que es necesario recurrir al rescate de embriones in vitro (Goémez
y col., 2000).

En el Caribe, el tomate se cultiva en ambientes muy diversos, el nimero de agentes
patogenos que lo afectan es muy elevado; no obstante mas de una docena de

enfermedades poseen control por la via genética, la mayoria monogénico dominante.
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Su eficiencia es variable, ya sea por el nivel de expresion de la resistencia o por su
estabilidad (Laterrot, 2002).

A nivel mundial, se desarrollan programas de mejoramiento con el objetivo de
introducir en los cultivares genes de resistencia a enfermedades atn no controladas
genéticamente, o a razas nuevas de agentes patdgenos. Paralelamente, los
seleccionadores tratan de acumular el méaximo de resistencias, ya conocidas y
utilizadas, conjuntamente con caracteristicas agronémicas, de calidad de los frutos y
adaptacion climatica. (AVRDC, 2002).

En los paises tropicales y subtropicales, la tolerancia del tomate al calor en
condiciones himedas constituye un objetivo fundamental de la mejora (Laterrot,
1989; Nuez, 1995; AVRDC, 2004); ya que en los mismos es dificil encontrar la
temperatura promedio Optima para el desarrollo del cultivo (21 a 24°C).

En los programas de mejoramiento genético del tomate en Cuba, se ha tenido en
cuenta la creacion de cultivares con tolerancia al calor y con alto potencial productivo
(Mukandama, 2005; Florido, 2007).

Numerosos autores a nivel mundial concuerdan en la necesidad de ensayar genotipos
promisorios en condiciones ambientales diferentes para una mejor evaluacion de sus
potencialidades, adaptacion y estabilidad (Zavala-Garcia y Eastin, 1992; AVRDC,
2004).

La calidad del fruto es un criterio complejo en el que intervienen aspectos internos y

externos del fruto, tales como sabor, aroma y textura, los que estan influenciados por
el ambiente (Causse, 2007). El gusto del tomate ha pasado a ser un objetivo

fundamental de la mejora de esta especie; en la actualidad se han identificado
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marcadores moleculares para la seleccion de genotipos de interés agrondémico
(Angosto, 2005; Cebolla-Cornejo y col., 2005).

Casi todos los cultivares de tomate existentes hoy dia han sido desarrollados por los
métodos clasicos de mejora de plantas autdgamas, aunque cada vez mads se utilizan
hibridos F; (Gomez y col., 2004).

A partir de 1970, los hibridos F; han ido reemplazando a las variedades del tipo linea
pura en esta especie, tanto para el consumo en fresco como para el procesamiento
industrial. Estos son apreciados por sus diversas caracteristicas agronomicas,
estabilidad, plasticidad y posibilidad de combinar diversos caracteres de interés en un
solo genotipo (Georgiev, 1991).

2.5.1. Resultados del mejoramiento genético del tomate en Cuba

La creacion de nuevos cultivares ha requerido de un esfuerzo sostenido por parte de
los investigadores cubanos. El ingeniero Ismael Cueto fomentd la creaciéon de una
coleccion de germoplasma en el cultivo del tomate bajo el asesoramiento del doctor
Julian Acufia, distribuyéndola por familias o grupos de lineas provenientes de
diferentes cruzamientos o de grupos de seleccion que llegaron a tener hasta 11 000
lineas en 1968. Una coleccion heredera de este trabajo se conserva en el Instituto de
Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical "Alejandro de Humboldt"
(INIFAT), con mas de 500 accesiones (Ortiz y col., 2006).

En 1971, en el Instituto de Investigaciones Horticolas "Liliana Dimitrova" (IIHLD) se
inici6 el trabajo de mejoramiento genético de esta especie. El propdsito era proponer
cultivares mas productivas, basado en la introduccion de variedades. En 1975 se

adoptaron los métodos de hibridacion y seleccion; los objetivos de trabajo fueron la
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adaptacion al tropico himedo, tolerancia a los patdgenos de mayor incidencia,
calidad del fruto y rendimiento (Ortiz y col., 2006).

El Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), desde 1976 ha desarrollado
programas de mejora genética por hibridacion, mutacion, variacion somaclonal y
seleccion.

En Cuba, el nimero de frutos por planta ha sido mejorado, fundamentalmente, para
elevar el potencial productivo, ya que es uno de los componentes del rendimiento; en
consecuencia, se han liberado a la produccion las variedades Amalia y Mariela
(Alvarez y col., 1997); Mara (Moya y col., 2003) y Lignon (Gémez y col., 2000),
entre otras. LeMing Hong (1992) plantea que este carcter es de gran ayuda en la
identificacion de cultivares tolerantes al calor.

2.5.2. Resultados del mejoramiento genético del tomate para la resistencia a
begomovirus a nivel mundial

En Israel, Cohen y Nitzany (1966) estudiaron la resistencia al TYLCV en un amplio
rango de hospederos e informaron que S. pimpinellifolium y S. peruvianum no
mostraban sintomas de la enfermedad; sin embargo, estos autores no indicaron las
accesiones del material empleado.

Pilowsky y Cohen (1973) estudiaron una progenie proveniente del cruzamiento entre
S. lycopersicum por S. pimpinellifolium, LA121. Los datos obtenidos a partir de las
poblaciones F,, F3 y las retrocruzas en segregacion, inoculadas mediante el vector B.
tabaci, indicaron que la resistencia al TYLCV era incompletamente dominante y

estaba controlada por un solo gen. Pérez de Castro y col., (2007a), por su parte,
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estudiaron la herencia de la resistencia al TYLCV en accesiones provenientes de S.
pimpinellifolium.

La accesion LA1478 de S. pimpinellifolium mostré resistencia en Sudan (Geneif,
1984) y en Jordania (Kasrawi y col., 1988). Posteriormente, se inform6 un control
monogénico dominante para la resistencia en Hirsute y LA1478 (Kasrawi, 1989).

A partir de un cruzamiento entre plantas de S. lycopersicum por S. pimpinellifolium
Hirsute-INRA y LA1478, se cre6 la poblacion PIMPERTYLC, la cual fue
seleccionada en diferentes paises (Laterrot y Moretti, 1994).

La resistencia al TYLCV se evaluo en otras especies silvestres como S. peruvianum,
ya que las lineas mejoradas derivadas de S. pimpinellifolium LA121 presentaban bajo
vigor y rendimiento. Como resultado del trabajo, se informé que varios genes
recesivos estaban asociados con la tolerancia al TYLCV en plantas procedentes de la
accesion P126935 de S. peruvianum y se logro el primer cultivar comercial tolerante,
TY20 (Pilowsky y Cohen, 1990; 2000).

A partir de cruzamientos entre S. lycopersicum por S. peruvianum (P1126926,
P1126930, PI390681 y LA441) se obtuvo una linea denominada TY172, con alto
nivel de resistencia al TYLCV, en el Centro Volcani de Israel (Friedmann y col.,
1998). Por su parte, Lapidot y col., (1997) obtuvieron la linea TY 197, seleccionada
para la resistencia al TYLCV en Marruecos.

La utilizacion de S. habrochaites LA 1777 y LA386 dio como resultado dos lineas
tolerantes al TYLCV, 902 y 908 (Vidavsky y Czosnek, 1998).

Zamir y col., (1994) informaron resistencia al patogeno en S. chilense LA 1969. En

otras accesiones de S. chilense (LA1932, LA2779 y LA1938) se inform6 un alto nivel
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de resistencia al TYLCV y al Virus del moteado del tomate [Tomato mottle virus
(ToMoV)], begomovirus bipartito existente en Florida, EE.UU. (Scott y Schuster,
1991; Scott, 2001).

En Brasil, un estudio genético en una linea derivada de Tyking, hibrido comercial de
la firma Royal Sluis de Holanda, revelé que la resistencia al Virus del moteado
clorético del tomate [Tomato chlorotic mottle virus (TCMV)], begomovirus bipartito,
estd condicionada por un gen recesivo, nombrado tentativamente tcm-1 (Giordano y
col., 2005).

En India, Kalloo y Banerjee (1990) obtuvieron seis lineas de tomate resistentes al
TYLCV, derivadas de S. habrochaite f. glabratum accesion B6013. Una de estas
lineas, H24, mostro alto nivel de resistencia al TYLCV en Taiwan y el sur de la India.
Vidavski y col., (2006) plantean que los genes de resistencia presentes en las especies
silvestres afines al tomate cultivado pueden utilizarse con éxito para la creacion de
cultivares resistentes.

2.5.3. Aplicacion de los marcadores moleculares en apoyo al mejoramiento para
la resistencia a begomovirus en el tomate

Los marcadores moleculares le han afiadido una nueva y poderosa dimension a la
caracterizacion de germoplasma y al manejo de los recursos genéticos con vistas a la
mejora (Cornide y col., 2000).

En el tomate, existe un mapa de unioén de alta densidad molecular que comprende
mas de 1 000 marcadores de tipo RFLP, estos han sido mapeados sobre los 12 pares

de cromosomas de la especie (Tanksley y col., 1992).
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El mapeo y desarrollo de marcadores de genes de resistencia a begomovirus en el
tomate facilita el logro de niveles superiores de resistencia, asi como a un mayor
rango de begomovirus (Hanson y col., 2006).

Zamir y col., (1994) fueron los primeros en informar el mapeo de un gen de
resistencia a begomovirus. Una linea susceptible de S. lycopersicum se utilizé como
progenitor femenino en un cruzamiento interespecifico con S. chilense LA1969. De
un total de 300 flores polinizadas, solo se logrdé una planta hibrida. El andlisis con
marcadores RFLP en las progenies obtenidas mediante retrocruzamientos y
autofecundaciones posteriores, reveld que un gen incompletamente dominante, Ty-1,
sobre el cromosoma 6, era el mayor responsable de la resistencia. Este gen fue
mapeado cerca de los marcadores TG297 y TG97, este ultimo el mas cercano.
Posteriormente, la Universidad Hebrea de Jerusalén, en Israel, desarrolld un marcador
tipo PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para el locus de TG97; el marcador
se utiliza en la seleccion asistida (MAS), en institutos de investigacion y compaiiias
privadas (Maxwell y col., 2006).

Agrama y Scott (2006) confirmaron que, al menos tres regiones sobre el cromosoma
6, contribuyen con la resistencia a begomovirus en las accesiones LA1932, LA1938 y
LA2779 de S. chilense; cada region se asocid con un niimero de marcadores tipo
RAPD (Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar). Se han hecho esfuerzos para
buscar marcadores RAPD fuertemente asociados al loci de resistencia en lineas
avanzadas derivadas de dichas accesiones (Ji y Scott., 2005a). Estos, a su vez, han

sido convertidos en marcadores tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified

Region) (Jiy Scott., 2005b).
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Ji y col., (2007) mapearon otro locus de resistencia a begomovirus, Ty-3, entre los
marcadores cLEG-31-P16 y T1079 sobre el brazo largo del cromosoma 6.

En el AVRDC (Asian Vegetable Research and Development Center) de Taiwan,

Hanson y col., (2000), mediante marcadores RFLP, localizaron la introgresion de S.
habrochaites en la linea H24, sobre el brazo largo del cromosoma 11, entre los
marcadores TG393 y TG36. El gen de resistencia en H24, denominado Ty-2, se
localiz6 cerca del marcador TG36 (Hanson y col., 2006).

La combinaciéon de diferentes genes de resistencia, puede mejorar de manera
significativa el desarrollo de cultivares de tomate con un nivel superior de resistencia
al TYLCV (Lapidot y Polston, 2006).

2.6. Interaccion genotipo x ambiente

La realizacion de ensayos varietales replicados en ambientes constituye la etapa final
de los programas de mejoramiento genético para recomendar los cultivares mejores,
que manifiesten estabilidad en la producciéon cuando son sembrados en diferentes
condiciones ambientales. En el rendimiento del cultivo del tomate se ha comprobado

una interaccion genotipo x ambiente (GE, Genotype x Environemnt) altamente

significativa, por ello la estabilidad de este caracter es un aspecto fundamental a
considerar en la adopcidon de un nuevo cultivar. Generalmente se prefieren cultivares
con rendimientos promedios consistentes, a aquellos con alto potencial pero
inconsistentes a las variaciones ambientales (Gomez y col., 2000).

En la literatura hay una abundante informacion sobre el empleo de diferentes modelos

estadisticos para estudiar e identificar las fuentes de la interaccion GE tales como: el
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andlisis de varianza y la regresion sobre la media ambiental (Yates y Cochran, 1938;
Finlay y Wilkinson, 1963; Eberhart y Russell, 1966).

Recientemente han sido utilizados modelos estadisticos que incorporan un gran
numero de variables del ambiente y/o de los cultivares para el estudio e interpretacion
de la interacciéon GE; estos son los modelos de Regresion factorial (FR, Factorial
Regression) (Denis, 1988) y de Regresion con Minimos Cuadrados Parciales (PLS,

Partial Least Squares) (Aastveit y Martens, 1986).

Los modelos de los Efectos Principales Aditivos y de Interacciéon Multiplicativa

(AMMI, Additive Main Effects and Multiplicative Interaction) emplean soélo las

variables de respuesta fenotipica de mayor interés, sin embargo si la informacioén
sobre las variables del ambiente y los genotipos estdn disponibles, puede hacerse una
regresion con los valores ambientales estimados por AMMI y superponerse en un
grafico biplot (Vargas y col., 1999).

El modelo AMMI combina las técnicas del Andlisis de Varianza y Andlisis de
Componentes Principales (Gauch y Zobel, 1996); y proporciona mejor informacion
para la modelacion e interpretacion de la interaccion genotipo x ambiente, ya que ésta
puede ser modelada en mas de una dimension, a través de una representacion Biplot
(Varela y Castillo, 2005).

Los biplots son modelos tutiles para la evaluacion visual de los genotipos en
diferentes ambientes, han sido empleados para identificar subgrupos de ambientes y
de variedades. Entre los descritos, Yan (1999) y Yan y col. (2000) propusieron un

enfoque grafico para analizar ensayos replicados en varios ambientes llamado GGE
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biplot el cual se ha aplicado con buenos resultados para la representacion visual de
datos provenientes de dichos estudios (Yan, 2001).

3. ETAPAS DE TRABAJO

3.1. Esquema general del trabajo

Los antecedentes de este trabajo de tesis datan de 1992, cuando se inici6 en el IIHLD
un programa de hibridacion interespecifica del tomate con el progenitor silvestre S.
chilense LA1969, hasta la obtencion de seis poblaciones denominadas: 94-1, 94-2,
94-3, 94-4, 94-5 y 94-6. En las generaciones SO a S3 de la poblacion 94-6 fue donde
el TYLCV mostrd los valores mas bajos de severidad e incidencia (datos no
contemplados en este trabajo), en comparacion con las otras cinco poblaciones de
base, al ser seleccionadas en condiciones de infeccion natural.

El presente trabajo de tesis comenzd en 1998 con la seleccion individual en la
generacion S4 de la poblacion 94-6, para la resistencia al TYLCV presente en Cuba
(TYLCV-IL [CU]). Este aislado fue informado por primera vez por Gonzilez y
Valdés (1995) y ha sido comprobado que presenta un 98% de homologia con el
TYLCV de Israel; TYLCV-IL (Martinez y col., 1998) (Anexo 1).

El esquema general del presente trabajo de tesis comprendid cuatro etapas, en
correspondencia con los objetivos planteados. En la tabla 3 se muestra el esquema

general de trabajo seguido.
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Tabla 3. Esquema general del trabajo de tesis en funcion de los objetivos. Plan experimental y generaciones o ciclos que se

estudiaron.
Objetivo Plan experimental Ciclo
1998- 2000 Programa de mejoramiento en condiciones de infeccion natural (desarrollo)
Seleccion para la resistencia al TYLCV- IL [CU] por severidad (escala 0-4 de Scott y| S4-S6
, Schuster, 1991), incidencia y concentracion de ADN viral por individuo.
1. Obtener lineas de tomate S e
portadoras de una fuente de Evaluqc1on de caracteres agrondmicos. . .
. . L Seleccion de caracteres agrondmicos y concentracion de ADN viral del TYLCV-IL [CU] por| S7-S8
resistencia genética al TYLCV |77 "
proveniente de S. chilense 1nd1v1du9. . . :
LA1969 Evaluacion de la severidad e incidencia.
Comprobacion de las diferencias entre las lineas obtenidas LD3, LD4, LD5 y LD6.| S9
Evaluacion del rendimiento y sus componentes: numero y masa promedio del fruto.
Severidad e incidencia. Concentracion de ADN viral en el 60% de las plantas de cada linea.
Determinacion del umbral de dafio de la enfermedad mediante la relacion entre la severidad | S4-S8
y el rendimiento, en condiciones de infeccion natural del TYLCV-IL [CU].
2- Establecer una metodologia 2001-2006 Investigaciones cientifico-metodoldgicas
de evaluacion de la resistencia al | Comparacion del dafio producido por el TYLCV-IL[CU] sobre los caracteres vegetativos y
TYLCYV en las condiciones de | agronomicos en condiciones de infeccion y no infeccion mediante vector.
Cuba. Determinacion de los indicadores con mayor contribucion al dafio viral en condiciones de
infeccion mediante vector.
Determinacion de los testigos diferenciales de resistencia en condiciones de infeccion
mediante vector.
3. Caracterizar las nuevas S9

fuentes de resistencia obtenidas,
mediante marcadores
moleculares asociados al gen
Ty-1 de S. chilense LA1969.

Genotipificacion molecular de las lineas LD obtenidas.

4. Recomendar variedades
comerciales y lineas resistentes
al TYLCV en Cuba.

Estabilidad del rendimiento en época de siembra dptima y primavera.

Efectividad de la resistencia en ausencia de plaguicida quimico para el control del
TYLCV-IL [CU].

Evaluacion de las lineas LD ante el TYLCV-MId [RE], en la isla Reunidon, ubicada en el
océano Indico.
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3.2. Etapa 1. Obtencion de lineas de tomate portadoras de una fuente de

resistencia genética al TYLCV-IL [CU] proveniente de S. chilense LA1969

3.2.1. Materiales y métodos

Todos los experimentos de campo para obtener las lineas de tomate S9 se realizaron
en areas del IIHLD, perteneciente al Ministerio de la Agricultura (MINAGRI),
situado en el kilometro 33 2 de la carretera Bejucal a Quivican, municipio de
Quivican, provincia de La Habana, ubicado a los 22° 23" de latitud norte y 82° 23" de
longitud oeste, a 11 m.s.n.m. En el Anexo 2 se muestran las variables climaticas que
incidieron en el transcurso de los experimentos.

El manejo agrondomico de las plantaciones se efectud segun el Instructivo Técnico
vigente para este cultivo (CUBA, MINAGRI, 1984); durante el proceso de seleccion
no se realiz6 la proteccion fitosanitaria contra los insectos.

Las semillas se sembraron en bandejas-semilleros de polivinilo con alvéolos de 32.5
cm’ sobre sustrato organico, humus de lombriz enriquecido con Litonita al 10%
(Casanova y col., 2007). Las plantulas se mantuvieron 28 dias en condiciones de
aislador hasta el trasplante sobre suelo Ferralitico Rojo compactado segun Hernandez
y col., (1999). El esquema de plantacion, fue de 1,40 m entre surcos y 0,30 m entre
plantas.

La seleccion se llevdo a cabo por el método genealogico (pedigree). En las
generaciones S4 a S6, la seleccion se realizd en las plantas con menor expresion de
los sintomas de la enfermedad (0-2 grados de severidad) y menor concentracion de
ADN viral del TYLCV-IL [CU]. Las plantas seleccionadas en cada generacion (tabla

4) fueron evaluadas para los caracteres agrondmicos que se describen mas adelante.
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En las generaciones S7 y S8, la seleccion de los individuos se realizd6 empleando
como criterios la mayor expresion de los caracteres agrondémicos y la menor
concentracion de ADN viral. Se evaluaron adicionalmente los caracteres severidad e
incidencia de la enfermedad.

En la generacién S8 se extrajeron las semillas de la mejor planta seleccionada por
cada linea LD3, LD4, LD5 y LD6 para la siembra de la generaciéon S9. En ésta
ultima, se realizo la comprobacion de las diferencias entre las lineas obtenidas para el
rendimiento y sus componentes, numero de frutos por planta y masa promedio de los
frutos. Para realizar la cuantificacion del ADN viral, se muestre6 al azar el 60% de
las plantas de cada linea.

En la tabla 4 se muestran las generaciones o ciclos de seleccion, el numero de
individuos seleccionados en cada uno, las épocas de siembra y los afios de ejecucion
del trabajo.

Tabla 4. Ciclos de seleccion, nimero de individuos, época de siembra y afios de
ejecucion.

Ciclo Numero de plantas | Epoca de siembra* Ano
seleccionadas
S4 75 P 1998
S5 90 0) 1998
S6 36 P 1999
S7 83 O 1999
S8 100 P 2000
S9 - O 2000

*Epoca de siembra: (P) Primavera, de 21 febrero-20 marzo; (O) Optima, de 21 octubre-20 diciembre;
(Gémez y col., 2000).
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3.2.1.1. Caracteres evaluados
Los caracteres evaluados fueron:
1. Severidad: Valor promedio de sintomas de la enfermedad mostrado por cada
individuo a los 45 dias después del trasplante (ddt), segin la escala propuesta por
Scott y Schuster (1991), donde:
0= ausencia de sintomas de la enfermedad
1= sintomas ligeros de amarillamiento que se observan luego de un analisis
cuidadoso
2= sintomas de amarillamiento en las hojas apicales que se observan con facilidad
3= sintomas de amarillamiento en las hojas apicales que curvan sus bordes hacia
arriba, observados en una parte de la planta
4= sintomas de amarillamiento en las hojas apicales que curvan sus bordes hacia
arriba, con aspecto similar al de una cuchara, se observa enanismo de las
plantas.
2. Incidencia: Porcentaje de plantas infectadas sobre el total.
3. Cuantificacion del ADN viral
El trabajo se realiz6 en el Departamento de Virologia de Plantas del Centro Nacional
de Salud Agropecuaria (CENSA) Las muestras fueron colectadas a los 45 ddt y se
tomo, en todos los casos, la segunda hoja abierta de la region apical de la planta.
- Procesamiento del material vegetal
El ADN total de las muestras se extrajo segun el procedimiento descrito por
Dellaporta y col., (1983). Adicionalmente, se extrajo el ADN de plantas de la

variedad susceptible Campbell 28 infectadas con el TYLCV-IL [CU], previamente
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verificado, el cual fue utilizado como control positivo en ensayos posteriores. El
ADN total procedente de material vegetal en condiciones controladas de casa de
cristal, fue utilizado como control negativo.

- Hibridacion de acidos nucleicos (HAN)
Se utilizé el método de hibridacion de 4cidos nucleicos no radioactiva (HAN-NR),
con una sonda especifica de la region intergénica del TYLCV-IL [CU], el cual fue
secuenciado en su genoma completo (Martinez, 1998). El procedimiento de HAN-NR
se realizd para detectar la presencia del virus en concentraciones muy bajas, de
especial utilidad en casos de plantas asintomaticas; segun el protocolo descrito por
Quifiones y col., (2004).

- Establecimiento del limite de deteccion
Se realizo una curva de concentracion con un plasmido que contenia el inserto de la
region intergénica del TYLCV-IL [CU] (PTYS59). La concentracion del plasmido fue
estimada a partir de la lectura de densidad Optica (DO) a 260 nandémetros (nm) y
ajustada a 1 000 ng/ul; posteriormente se realizaron diluciones seriadas de log 10
hasta obtener 0,01 ng/ul (Martinez, 1998).
Cada una de las diluciones obtenidas fue aplicada a una membrana de nitrocelulosa e
hibridada. Se realizaron dos réplicas del experimento.

- Estimacion de la concentracion viral
La intensidad de la sefial de hibridacién se leyd y midio (tanto para la curva de
calibracion como para los materiales evaluados) mediante el programa “Kodak

Digital Science ID”. Programas (Scientific Imaging System, Version 1.0.2, 1994-

1996). A partir de los datos de intensidad determinada y con la concentracion
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estimada del plasmido PTY59, se establecio la curva de calibracion o de mejor ajuste,
mediante un andlisis de regresion (Microsoft Excel, 1997).
Para las muestras se estim6 la concentracion del ADN viral presente, interpolando los
datos de intensidad de la sefial con los datos de concentracion obtenidos en la curva
de calibracion previamente realizada.
4. Caracteres agrondmicos: adaptacion al calor, rendimiento y sus componentes
Para describir el comportamiento fenotipico de las generaciones S4 a S9 se evaluaron
los siguientes indicadores en las plantas seleccionadas:
- Indicadores de la adaptacion al calor:
e Numero de flores promedio en los cuatro primeros racimos
e Numero de frutos promedio en los cuatro primeros racimos
e Fructificacion: porcentaje de frutos sobre flores en los cuatro primeros
racimos (%)
- Rendimiento y sus componentes:
e Numero de racimos por planta
e Numero de frutos por planta
e Masa promedio del fruto en gramos (g)
e Rendimiento expresado en kilogramos por planta (Kg/pl), calculado como
el nimero de frutos por planta por la masa promedio del fruto.
5. Caracteres vegetativos indicadores de los efectos del TYLCV-IL [CU]
En la generacion S9 se evalud, ademas, los caracteres vegetativos que expresan los

efectos mas pronunciados del TYLCV-IL sobre el detenimiento del crecimiento del
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tomate: altura de la planta (cm) y diametro de la copa (cm) (Cohen y Antignus,
1994).

3.2.1.2. Diseiio experimental y procesamiento estadistico

El area experimental en cada generacion de seleccion (S4 a S8) fue rodeada de un
borde de plantas de la variedad Campbell 28 que se utilizé6 como testigo susceptible,
lo que permitié monitorear la ausencia de escapes ante la infeccion natural en campo.

A cada planta seleccionada se le cosecharon sus frutos y extrajeron las semillas; en la
proxima generacion se trasplantaron en un surco individual. El testigo susceptible
Campbell 28 se sembro6 en surcos intercalados entre los surcos individuales de las
plantas en seleccion. En la figura 3 se muestra una vista del area experimental en una

de las generaciones de seleccion para la resistencia al TYLCV-IL [CU] en

condiciones de infeccidon natural.

Figura 3. Vista del area experimental en una de las generaciones de seleccion

Para describir el comportamiento fenotipico de los caracteres agronémicos evaluados
en las plantas seleccionadas de las generaciones de seleccion S4 a S8, se estimaron
los estadigrafos generales siguientes: media (X), error estandar (ES) y coeficiente de

variacion (CV).
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Para la determinacion del efecto de la severidad de la enfermedad sobre los caracteres
agrondmicos en las generaciones S4 a S6, se estimaron los coeficientes de correlacion
lineal simple entre los valores individuales de las plantas seleccionadas para cada par
de variables estudiadas.

Para el estudio del comportamiento agrondmico en los ciclos S7 a S8, compuestas por
plantas asintomaticas, se estimaron los coeficientes de correlacion lineal simple entre
los valores individuales de las plantas seleccionadas.

En la generacion S9 se sembraron veinticinco plantas de cada genotipo distribuidas
segun un disefio de bloques al azar con tres repeticiones para comprobar las
diferencias entre las lineas obtenidas LD3, LD4, LD5 y LD6, en relacion con el
rendimiento y sus componentes, nimero de frutos por planta y masa promedio del
fruto.

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA de clasificacion simple segiin
modelo de efectos aleatorios para estimar la contribucion relativa de los componentes
de varianza, entre grupos o tratamientos (6%) y dentro de los grupos (c%) y el aporte

de las diferencias entre las lineas (VL) para cada uno de los caracteres estudiados

(tabla 5).
Tabla 5. Estimacion de los componentes de varianza en la generacion S9.

Fuente de variacion gl SC CM E (CM)
Entre grupos (t-1) SC; CM; oze+ rczt
Dentro de grupos t(N-1) SCe CM. 62e

Galvez y Sigarroa (2006)

t: nimero de grupos o tratamientos; N: nimero de observaciones por grupo; r: nimero de
bloques o réplicas

6% = CM;.CM,/r (varianza entre grupos o tratamientos)

Gze = CMe (varianza del error, que es directamente el valor del cuadrado medio del error)

VL= 6%/(c%:6%)
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Los datos originales fueron previamente procesados para comprobar los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Se utilizo el programa Statgraphics
plus, version 5.1 para Windows.

3.2.2. Resultados y discusion

3.2.2.1. Caracterizacion fenotipica de las generaciones S4 a S8 en condiciones de
infeccion natural del TYLCV-IL [CU]

3.2.2.1.1. Expresion de los sintomas del TYLCV-IL [CU] en las generaciones S4
a S8

- Severidad e incidencia del TYLCV-IL [CU] en las generaciones S4, S5y Sé6.

Los resultados obtenidos en la primera etapa del trabajo de seleccidon muestran que la
severidad de los sintomas de la enfermedad disminuy6 desde 1,2 en la generacion S4
hasta 0,69 en S6; y el porcentaje de su incidencia desde 73% en S4 a 60,44% en S6.
La variedad susceptible Campbell 28 (C28) mostrd valores altos de severidad: S4

(3,33); S5 (3,20) y S6 (3,91) y una incidencia del 100% en todas las generaciones

(figura 4).
Severidad Incidencia
47 ) 120
34 ] 100
80 -
: N -
1] 40 A
] R
0 0
sS4 C28 S5 C28 S6 C28 S4 C28 S5 C28 S6 C28
‘E Severidad 1.2 333 0.83 32 0.69 3.91 ‘E Incidencia 73 100 66.6 100 60.44 100

Figura 4. Severidad segiin escala (0-4) de Scott y Schuster (1991) y porcentaje de
incidencia del TYLCV-IL [CU] en las generaciones S4 a S6 y en el testigo
susceptible Campbell 28 (C 28).
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La aplicacion de medidas de control agrotécnicas, bioldgicas y quimicas logran la
reduccion de las poblaciones de B. tabaci y asi controlan los dafios directos
ocasionados en el tomate por las larvas y los adultos del insecto al alimentarse de la
savia de las plantas. Sin embargo, ¢l principal dafio provocado por B. tabaci en este
cultivo es como transmisora de begomovirus, lo que conlleva a efectos devastadores
en las plantaciones cuando se utilizan cultivares susceptibles (Lapidot y Friedmann,
2002; Scott, 2006). Por lo que a nivel mundial se han realizado esfuerzos para lograr
la introgresion de genes de resistencia presentes en especies silvestres del género
Solanum al tomate cultivado (Pilowsky y Cohen, 1973; Laterrot y Moretti, 1994;
Giordano y col., 2005).

En la figura 5 se muestra la variedad susceptible Campbell 28 con sintomas de

enanismo, amarillamiento y las hojas en forma de cuchara provocados por el

TYLCV-IL [CU].

Figura 5. Sintomas severos del TYLCV-IL [CU] en la variedad susceptible
Campbell 28, en la época de siembra de primavera del afio 1999
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- Severidad e incidencia del TYLCV-IL [CU] en las generaciones S7 y S8

En las generaciones S7 y S8, las plantas no mostraron sintomas de la enfermedad; lo
cual sugiere que la seleccion para la resistencia al TYLCV-IL [CU] en la generacion
S6 fue efectiva y se mantuvo el segmento introgresado de S. chilense LA1969. En
Israel, Zakay y col., (1991) informaron a esta especie como la mas resistente al
TYLCV-IL en comparacion con otras accesiones de S. pimpinellifolium, S.
habrochaites y S. peruvianum, segun el criterio de expresion de los sintomas y
contenido del ADN viral.

La variedad susceptible Campbell 28 presentd una severidad de 3,87+0,33 y 3,96+0,24
respectivamente, con una incidencia del 100%.

En la figura 6 se muestra una linea asintomatica y el testigo susceptible Campbell 28
en la generacion de seleccion S7, la que coincidid con la época de siembra Optima del

ano 1999.

e E i3 Lo patll AR N & et gt e 3 W,

Figura 6. Severidad del TYLCV-IL [CU] en la generacion S7. A la izquierda se
muestra el testigo Campbell 28 y a la derecha una de las lineas seleccionadas.
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Vidavsky y col., (2006) plantean que la seleccion de plantas para la resistencia al
TYLCV-IL no so6lo debe sustentarse en la ausencia de sintomas en campos
infectados, incluso en condiciones de presion de inoculo alta, sino también en la
determinacion de la concentracion del ADN viral. Ademas, es necesario acudir a la
inoculacién artificial mediante vector e injerto para comprobar la resistencia que se
observa en condiciones de infeccion natural.

3.2.2.1.2. Comportamiento de los caracteres agronomicos en las generaciones
S4 a S8

- Caracteres agronémicos en las generaciones S4, S5y S6

Si se comparan los resultados de las generaciones S4 y S6 (tabla 6), ambas sembradas
en época de primavera, se puede observar que las medias de los caracteres numero de
flores promedio en los cuatro primeros racimos, numero de frutos por planta, masa
promedio del fruto y rendimiento, disminuyeron en S6 en correspondencia con la
seleccion efectuada para la resistencia al TYLCV-IL [CU]; ya que en dicha
generacion se registré la mas alta infeccion viral, lo cual se pudo comprobar en el
testigo susceptible Campbell 28 que mostrd una severidad de 3,91 (figura 4).

Tabla 6. Estadigrafos generales de los caracteres agrondmicos evaluados en las
generaciones o ciclos S4 a S6

Flores Frutos Fructificacion | Numero | Namero | Masa Rendimiento
, romedio | promedio | en los 4 de de romedio
Ciclo Estadigrafos Ie)n los 4 Ie)n los4 | primeros racimos | frutos gel fruto (Kelph
generales . . .
primeros | primeros |racimos (%) | por por (2)
racimos | racimos planta | planta
X 2,31 1,27 55,00 5,25 9,60 | 102,54 0,98
S4 ES + 0,05 +0,02 +0,67 +0,08 | £0,47 +1,03 + 0,04
cv 2199 | 17,09 10,75 14,37 | 42,46 | 8,77 39,55
X 3,00 2,22 74,00 7,45 13,02 | 109,11 1,42
S5 ES + 0,04 +0,03 + 0,68 +0,09 | £0,51 +0,98 +0,05
Ccv 12,47 | 11,34 9,17 11,75 | 37,30 | 7,99 34,44
X 1,94 1,48 76,00 7,66 8,94 97,66 0,88
S6 ES +0,07 +0,07 +1,08 £0,16 | £0,49 | +360 +0,07
(Y 21,86 | 27,30 8,68 13,22 | 33,05 | 23,58 52,35
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No obstante lo anterior, el nimero de frutos promedio en los cuatro primeros racimos,
el porcentaje de fructificacion en los cuatro primeros racimos y el nimero de racimos
por planta, aumentaron de S4 a S6, lo cual sugiere la adaptacion de los individuos
seleccionados para la resistencia al TYLCV-IL [CU] (tabla 6).

La introgresion de genes provenientes de especies silvestres en las plantas cultivadas
es la via mas empleada para ampliar la base genética con fines mejoradores, en
especial, para la resistencia a estreses bidticos y abioticos, a la vez que puede
contribuir, aunque en menor grado, a mejorar el rendimiento en los genotipos
cultivados. Zamir (2001) informo en el tomate que la gran variacidon presente en estas
especies puede tener un efecto sobre la adaptacion de las plantas al medio ambiente
agricola.

La adaptacion climatica es un proceso complejo que incluye productividad y calidad,
se emplean diferentes indicadores para su estimacion. En el tomate los mas usados
con este fin estan asociados al proceso de floracion y fructificacion en los primeros
racimos por ser extremadamente sensibles a las altas temperaturas, por lo que pueden
utilizarse para identificar individuos con tolerancia al calor (Anais, 2001; Sato y col.,
2006; Florido, 2007).

Es de destacar que los coeficientes de variacion del rendimiento y sus componentes
directos fueron importantes en S6, lo que indic6 la variabilidad presente que permitio
el desarrollo ulterior de la mejora por productividad. Goémez y col., (2000)
informaron que cuando se ha creado una amplia variabilidad de base, es factible hacer
avanzar la seleccion por productividad en el tomate a través del nimero y de la masa

promedio del fruto.

37



- Caracteres agronomicos en las generaciones S7 y S8

En las generaciones S7 y S8 los valores promedios de los caracteres agrondmicos

aumentaron con relacion a las generaciones S4 a S6; al no mostrar las plantas

sintomas del TYLCV- IL [CU] (tablas 6 y 7).

Tabla 7. Estadigrafos generales de los caracteres agrondmicos evaluados en los ciclos

S7y S8
Flores Frutos Fructificacion | Nimero | Nimero | Masa Rendimiento
Ciclo | Estadigrafos | promedio | promedio | en los 4 de de promedio | (Kg/pl)
generales enlos4 |enlos4 |primeros racimos | frutos | del fruto
primeros | primeros | racimos (%) | por por (g)
racimos | racimos planta | planta
X 3,25 2,96 91,00 9,85 | 20,03 | 133,28 2,65
S7 ES +£0,08 | +0,09 +1,28 +£0,24 | £0,64 | £0,78 0,07
CV 17,09 19,42 9,29 16,01 | 29,51 5,38 27,08
X 3,94 3,74 95,00 12,27 | 23,92 | 144,85 3,45
S8 ES + 0,03 + 0,03 + 0,46 +0,14 | £048 | +1,43 +0,04
CV 6,92 8,64 5,09 12,03 | 20,31 9,90 14,38

Es de resaltar, que cuando se comparan las generaciones S5 y S7 (tablas 6 y 7),

ambas en época Optima, se observa que el nimero de flores y frutos promedio en los

cuatro primeros racimos, y el porcentaje de fructificacion, aumentaron. Lo mismo

ocurri6 cuando se comparan las generaciones S6 y S8, en época de primavera; lo cual

sugiere la adaptacion de los individuos seleccionados.

En la figura 7 se observa el porcentaje de fructificacion y la masa promedio del fruto

mostrados, en uno de los cuatro primeros racimos, por la linea LD5 en la generacion

S8.
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Figura 7. Porcentaje de fructificacién y masa promedio del fruto mostrados, en

uno de los cuatro primeros racimos, por la linea LDS5.
Los caracteres numero de frutos por planta y masa promedio del fruto, se tomaron
como indicadores para la seleccion de genotipos con rendimientos promisorios. En la
figura 8 se muestra una planta seleccionada para ambos caracteres de la linea LD3 en
época de primavera. Alvarez (1987) recomendé el empleo de los mismos para la

seleccion indirecta del rendimiento, los cuales alcanzan valores de intermedios a altos

de heredabilidad.
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Figura 8. Planta de la linea LD3 seleccionada en la época de primavera

La variabilidad disminuy6 en la mayoria de los caracteres agronomicos estudiados, lo
cual se evidencid a través de los coeficientes de variacion exhibidos. La paulatina
disminucidn de sus valores indica la tendencia a alcanzar el estado de homocigosis en
dichos caracteres. Conforme se avanza en el proceso de seleccion, la poblacion
resultante va mostrando el caracter con mayor intensidad cada vez, hasta que
finalmente se alcanza un estado en el que no puede producirse un incremento en la
intensidad del caracter; el cual se corresponde tedricamente con la obtencion de una
poblacién homocigdtica para los genes que intervienen en su determinacion.

Los cultivares resistentes al TYLCV-IL [CU] deben cubrir las necesidades
productivas de cada lugar. En este sentido, el rendimiento alcanzado en la generacion
S8 se considera alto (3,45 Kg/pl), asi como la masa promedio del fruto (144,85 g), lo
que se corresponde con lo esperado en Cuba para el tomate producido a campo
abierto (Cardoza, 2007).

Friedmann y col., (1998) coinciden en que el desarrollo de cultivares resistentes es la

mejor opcion para el control del TYLCV; la linea obtenida por dichos autores
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denominada TY172, proveniente de S. peruvianum, asintomatica en condiciones de
campo e infeccion artificial, mostré un valor promedio de masa del fruto de 71 g;
63,1 frutos por planta y un rendimiento de 4,4 Kg/pl en las condiciones de Israel.
3.2.2.2. Estimacion de los coeficientes de correlacion lineal simple entre los
valores individuales de las plantas seleccionadas en las generaciones S4 a S8

- Relacion entre la severidad del TYLCV-IL [CU] y los caracteres agronémicos
en las generaciones S4, S5y S6.

En la tabla 8 se muestran las correlaciones fenotipicas que resultaron significativas
(P<0,05) entre la severidad del TYLCV-IL [CU] y los caracteres agrondmicos
evaluados en los ciclos o generaciones S4 a S6. Se destaca que la severidad del
TYLCV-IL [CU] correlacion6 de forma negativa, alta y significativa, con los
caracteres numero de frutos por planta y rendimiento en las generaciones estudiadas.
Consecuentemente, estos dos caracteres podrian ser indicadores que expresen mejor
el dafio provocado por el TYLCV-IL en nuestras condiciones. Lapidot y col., (1997)
afirmaron que el efecto de la infeccion sobre los componentes del rendimiento, es un
elemento fundamental para la evaluacion de la resistencia al TYLCV-IL.

Tabla 8. Correlaciones fenotipicas entre la severidad del TYLCV-IL [CU] y los
caracteres agrondmicos evaluados en los ciclos S4 a S6.

Flores Frutos Fructificacion | Nimero | Numero Masa Rendimiento
Caracteres promedio | promedio | enlos 4 de de promedio | (Kg/pl)
agrondmicos en los 4 en los 4 primeros racimos | frutos del fruto
Cicl primeros | primeros racimos (%) por por (2)
1C10 1 racimos racimos planta planta

S4 | -0,3241* | -0,2619* -0,4159* -0,4287 | -0,7788* -0,1091 -0,7685*
Severidad | S5 | -0.4842 -0,3863 -0,3102 -0,3020 | -0,8308* -0,1041 -0,8249*

S6 | -0,7025% | -0,6704* -0,5352 -0,4532 | -0,8029* | -0,5880* -0,8115*

* Significativo para P<0,05
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En la generacion S6, ademés, la severidad del TYLCV-IL [CU] incidi6
significativamente sobre el numero de flores y frutos promedio en los cuatro primeros
racimos y la masa promedio del fruto; lo cual se evidencia en las correlaciones
negativas y significativas, con los caracteres agronémicos mencionados.

- Relacion entre los caracteres agronomicos en las generaciones S7y S8

En las generaciones S7 y S8 hubo una correlacion positiva, alta y significativa, entre
el nimero de flores y de frutos promedio en los cuatro primeros racimos (0,8863* y
0,8579%*, respectivamente) (tabla 9).

Tabla 9. Correlaciones fenotipicas entre los caracteres agronomicos evaluados en los
ciclos S7y S8.

Flores Frutos Fructificacion | Namero Numero Masa
Caracteres agronémicos | promedio | promedio | 4 primeros racimos frutos promedio
4 4 racimos (%) por por fruto (g)
Ciclo | primeros | primeros planta planta
racimos racimos
Frutos %
promedio 4 S7 0,8863
primeros S8 | 0,8579*
racimos
Fructificacion | g7 101903 | 02874
4 primeros
racimos (%) S8 0,1048 0,0832
Numero de S7 0,4243*% | 0,3440% 0,0420
racimos por
planta S8 | 03020% | 0,1760 0,0292
Numero de S7 0,0327 0,0690 0,1280 0,2921
frutos por
planta S8 0,0656 0,0663 0,0945 0,4570%*
Masa promedio S7 0,2002 0,2813 -0,3230%* -0,2953 | -0,5829*
del fruto (g) S8 | -0,1184 | -0,0834 | -03557* | 0,1563 | -0,4501%
Rendimiento S7 0,1317 0,2038 0,0081 0,2396 0,9539* 0,3217
(Ke/ph) S8 | 00379 | 00564 0,0665 04452% | 0,0110% | 0,494

* Significativos para 0<0,05.

En las dos generaciones, sobresale la dependencia del rendimiento con su
componente el numero de frutos por planta, los que correlacionaron de forma

positiva, alta y significativa (0,9539* y 0,9110*, respectivamente). Se muestra,
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ademas, la correlacion negativa y significativa entre el numero de frutos por planta y
la masa promedio del fruto (-0.5829* y -0.4501%*, respectivamente).

Moya y col., (1991) y Alvarez y col., (2003) informaron mayor asociacion entre el
namero de frutos por planta con el rendimiento, por lo que el avance por adaptacion
se ha apoyado mds en este caracter que en la masa del fruto, pero el mejor
compromiso se establece a nivel de valores medios de ambos componentes (Goémez y
col., 2000).

3.2.2.3. Determinacion de lineas diferentes para los caracteres productivos en la
generacion S9

En la tabla 10, se muestra que el valor de la varianza producido por la diferencia entre
los grupos es mayor que el valor de la varianza producido por cada grupo para los
caracteres numero de frutos por planta, masa promedio del fruto y rendimiento en la
generacion S9; lo que permitid caracterizar cuatro grupos o lineas: LD3, LD4, LD5 y
LD6.

Tabla 10. Estimacion de los componentes de varianza y su contribucion en S9.

Fuentes de variacion Numero Masa Rendimiento
de frutos promedio (Kg/pl)
por planta | del fruto

(€3]
Varianza entre los grupos o tratamientos (Gzt) 289,75 3901,12 0,37
Varianza dentro de los grupos (c°.) 1,41 4,14 0,03
Contribucion de las diferencias entre lineas (V) 0,98 0,99 0,92
P<0,05 P<0,05 P<0,05

La contribucion de las diferencias entre las lineas fue alta en los caracteres numero de

frutos por planta, masa promedio del fruto y rendimiento (tabla 10). Ahmed (2000) y
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Depestre y col., (2004) informaron resultados de este tipo en el avance de la seleccion
en el pimiento (Capsicum annuum) para la creacion de cultivares.

3.2.2.4. Analisis del comportamiento de la enfermedad en las generaciones S4 a
S8

En la tabla 11 se muestra de forma resumida, el comportamiento promedio de las
plantas en las generaciones S4 a S8, y el testigo susceptible Campbell 28.

Tabla 11. Resumen del comportamiento promedio de las plantas en las generaciones
de seleccion S4 a S8 y el testigo susceptible Campbell 28

Indicador Generacion Testigo
susceptible
4 S5 S6 S7 S8
Severidad * 1,2 0,83 0,69 0 0
3,33 3,20 3,91 3,87 3,96 Campbell 28
Incidencia 73,00 | 66,60 | 60,44 0 0

100 100 100 100 100 Campbell 28

Rangos de
concentracion de

ADN viral (ng/ul)**  Porcentaje de plantas en cada generacion
S4 S5 S6 S7 S8 Campbell 28
>1 000 0 0 0 0 0 100
>100 <1 000 0 0 0 0 0 0
>10 <100 100 66 64 34 30 0
0,1-1 <10 0 34 36 66 70 0
Rendimiento(Kg/pl) | 0,98 1,42 0,88 2,65 3,45 0,16

* Escala (0-4) de Scott y Schuster (1991) ** nanogramos/microlitro Quifiones (2002)

En la generacion S4 las plantas seleccionadas para la resistencia al TYLCV- IL [CU]
presentaron una severidad promedio de 1,2 y un contenido de ADN viral >10 < 100
ng/ul (tabla 11).

En las generaciones S5 y S6, la severidad fue de 0,83 y 0,69 respectivamente; en ellas
se detectd un 34% y 36% de plantas, respectivamente, con un contenido de ADN
viral mas bajo, en el rango 0,1-1 <10 ng/ul; a partir de las cuales se continuo la

seleccion. En las generaciones S7 y S8, las plantas no mostraron sintomas de la
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enfermedad y aumentd el porcentaje de plantas 66% y 70%, respectivamente, en
dicho rango (tabla 11).

Los resultados sugieren que la severidad por si sola no constituye un indicador de
resistencia al virus, por lo que es necesario, ademas, determinar la concentracion de
ADN viral.

Lo anterior indica la importancia y efectividad de la introgresion de S. chilense
LA1969, la cual posee el gen Ty-1. A medida que avanzd la seleccion, la
concentracion de ADN viral disminuyo, a pesar de las condiciones de alta infectacion
en el campo, lo que se comprobd mediante los valores de severidad en la variedad
susceptible Campbell 28 y su concentracion de ADN viral, mayor o igual que 1 000
ng/ul (tabla 11).

El empleo de cultivares con menor acumulacion de virus, contribuye ademds a
disminuir el fondo infeccioso en los campos (Zamir y col., 1994; Moriones y Navas-
Castillo, 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos por Quifiones y col., (2004), el método de
hibridacién de 4cidos nucleicos no radioactivo se emplea para la deteccion de los
begomovirus en Cuba y se considera que éste puede ser utilizado con alta
confiabilidad para la deteccion del TYLCV-IL [CU] en la evaluacion de materiales
resistentes a dicho patdgeno, en un programa de seleccion mejoradora. Salus y
Maxwell (2006) informan la aplicacion de técnicas moleculares al programa de

mejoramiento genético para la resistencia a begomovirus en Guatemala.
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3.3. Etapa 2. Metodologia de evaluacion de la resistencia al TYLCV [CU], en las
condiciones de Cuba

3.3.1. Materiales y métodos

Para la determinacion de una metodologia de evaluacion de la resistencia al
TYLCV[CU] en las condiciones de Cuba se procedio a:

a. Determinacion del umbral de dafio de la enfermedad mediante la relacion entre la
severidad y el rendimiento. Se tomaron en consideracion las medias generales de
dichos caracteres en las generaciones S4 a S8, en condiciones de infeccion natural del
TYLCV-IL [CU], a partir de la informacién mostrada en la tabla 11.

b. Comparacion del dafio producido por el TYLCV-IL[CU] sobre los caracteres
vegetativos y agrondmicos, en condiciones de infeccion y no infeccidon mediante
vector.

c. Determinaciéon de los indicadores con mayor contribucion al dafio viral, en
condiciones de infeccion mediante vector.

d. Determinacion de los testigos diferenciales de resistencia, en condiciones de
infeccion mediante vector.

Ademéds, para comprobar la resistencia de las lineas obtenidas a la multiplicacion
viral se realizo la infeccion mediante injertos.

3.3.1.1. Material vegetal

En el material vegetal utilizado en los incisos b, ¢, d y en la infeccion mediante

injerto, se incluyeron genotipos con comportamiento diferencial (tabla 12)
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Tabla 12. Material vegetal utilizado y su procedencia

Genotipo Procedencia

LD3 Lineas asintomaticas de la generacion S9 (ITHLD, Cuba)

LD4

LD5

LD6

HA 3108 Hibrido F; comercial altamente tolerante al TYLCV-IL
(Hazera Genetics, Brurim, Israel).

ARO 8479 Hibrido F; comercial tolerante al TYLCV-IL
(Hazera Genetics, Brurim, Israel).

Campbell 28 (C28) | Cultivar comercial susceptible al TYLCV-IL
(EE.UU.) (Moore, 1971)

3.3.1.2. Material viral

El in6culo viral procedié del TYLCV-IL [CU]. Como fuente primaria de inoculo se
utilizaron plantas infectadas del cultivar susceptible Campbell 28, ello fue
confirmado mediante el método de HAN-NR realizado en el CENSA. El in6culo se
mantuvo en plantas de esta variedad en condiciones controladas.

3.3.1.3. Método de inoculacion mediante injerto

Para la comprobacion de la resistencia a la multiplicacion viral, diez plantas por
genotipo se trasplantaron en macetas a los 20 dias después de ser mantenidas en
condiciones de aislador. Tres semanas después del trasplante se inocularon mediante
injertos con yemas de plantas infectadas de Campbell 28, las que mostraban sintomas
severos de la enfermedad (grado 4), segin la escala de 0-4 propuesta por Scott y
Schuster (1991). Las plantas se mantuvieron en condiciones de aislador con tela anti-
Bemisia para evaluar la severidad e incidencia de la enfermedad a los 20, 45 y 60

dias después de la infeccion (ddi).
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3.3.1.4. Método de inoculacion mediante vector

Para realizar la infeccion mediante vector y comprobar la resistencia a la
transmisicion viral, se emplearon adultos de Bemisia tabaci, que se obtuvieron a
partir de ninfas, las cuales fueron transferidas a plantas de tomate del cultivar
susceptible Campbell 28, infectadas con el TYLCV-IL[CU].

Las plantas se mantuvieron en condiciones de aislador con tela anti Bemisia, a una
temperatura promedio de 28/24°C (dia/noche) y 80 +/- 10% de humedad relativa.
Los insectos se alimentaron de estas plantas hasta que se utilizaron en el ensayo de
transmision viral.

3.3.1.5. Ensayo de transmision viral

Un total de 20 plantas de cada genotipo se infectaron con moscas blancas viruliferas
al estado de emision del segundo par de hojas verdaderas, el periodo de acceso a la
inoculacion fue de 48 horas, las plantas se asperjaron con Imidacloprid (Confidor®,
Bayer) para eliminar los insectos y garantizar que la inoculacion fuera sélo durante
48 horas. Se utilizaron 50 insectos por planta (Lapidot y col., 1997). Un nimero
similar de plantas de cada genotipo, no infectadas por el TYLCV-IL [CU], se usaron
como controles. Estas se mantuvieron en condiciones de aislador hasta el trasplante y
se asperjaron con Imidacloprid (Confidor®, Bayer) antes de dicha labor. Todas las
plantas se sembraron en bandejas-semilleros de polivinilo.

3.3.1.6. Caracteres evaluados

Los caracteres evaluados fueron los antes descritos: severidad, incidencia y

cuantificaciéon del ADN viral del TYLCV-IL [CU] dentro del rango esperado para
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diferenciar el material resistente, desde 0,01 ng/ul hasta un valor >1 000 ng/ul, a los
55 dias después de la infeccion por vector; caracteres vegetativos y agrondmicos.
3.3.1.7. Ensayo de campo y disefio experimental

El trabajo se desarroll6 en el IIHLD en el mes de febrero de los afios 2001 y 2002.
Las plantas inoculadas y no inoculadas de cada genotipo se trasplantaron al campo
sobre suelo Ferralitico Rojo compactado (Hernandez y col., 1999) a los 28 dias
después de ser mantenidas en condiciones de aislador.

Cinco plantas infectadas y cinco no infectadas de cada genotipo se distribuyeron en
surcos apareados; cada par de surcos se repitid cuatro veces y se realizd una
distribucion al azar segin Lapidot y col., (1997). El experimento fue rodeado por un
borde protector compuesto por plantas de las lineas LD3, LD4, LD5 y LD6.

Se aplico Confidor® en la cuarta semana luego del trasplante y Verticillium lecanii
sistematicamente, para el control de la ninfas del insecto.

3.3.1.8. Procesamiento estadistico

Para cada caracter estudiado, las medias de los tratamientos infectado y no infectado
de cada genotipo se compararon mediante la prueba de t-test para P<0,05.

Para la determinacion de los indicadores con mayor contribucioén al dafio viral en
condiciones de infeccion mediante vector, se consideraron los caracteres severidad,
nimero de frutos por planta, masa promedio de los frutos y rendimiento, mediante un
andlisis de Componentes Principales (Morrison, 1967).

Para la determinacion de los testigos diferenciales de resistencia en condiciones de

infeccion mediante vector, se consideraron los caracteres severidad del TYLCV-IL
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[CU] a los 55 ddi por vector; numero de frutos por planta, rendimiento y altura de la
planta (porcentaje de reduccion respecto al tratamiento no infectado) y concentracion
de ADN viral en el tratamiento infectado.

Se utilizo el programa Statgraphics plus, version 5.1 para Windows.

3.3.2. Resultados y discusion

3.3.2.1. Determinacion del umbral de dafio de la enfermedad mediante la
relacion entre la severidad y el rendimiento en las generaciones S4 a S8, en
condiciones de infeccion natural del TYLCV-IL [CU]

La relacion entre la severidad y el rendimiento del tomate en las generaciones S4 a S8
sirvid para establecer el umbral de dano de la enfermedad en el presente trabajo. En
el mismo, para lograr 2,65 kilogramos por planta fue preciso que las plantas se
mostraran asintomaticas en condiciones de alta infeccion natural del TYLCV-IL [CU]
(tabla 13).

Tabla 13. Relacion entre la severidad y el rendimiento del tomate en las generaciones
S4 a S8.

Generacion Severidad* Rendimiento (Kg/pl)
S4 1,2 0,98
S5 0,83 1,42
Sé 0,69 0,88
S7 0 2,65
S8 0 3,45

*Escala (0-4) Scott y Schuster (1991)

La perspectiva de desarrollo del tomate en Cuba (Cardoza y col., 2000) contempla la
obtencidon de rendimientos de 50 t/ha, para alcanzar este objetivo se hace necesario el
uso de variedades resistentes al TYLCV-IL [CU]. Al irrumpir esta enfermedad en el
pais y registrarse pérdidas de hasta el 100% en variedades susceptibles, como las que

tradicionalmente venian empleandose en Cuba, fue preciso la importacion de semillas
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de hibridos F; israelies, con tolerancia al TYLCV-IL, para sembrar una parte de la
superficie dedicada al cultivo a campo abierto (alrededor de 1 300 hectareas
anualmente), asi como la importacion de plaguicidas quimicos comerciales a base de
Imidacloprid (Gaucho y Confidor) para el tratamiento fitosanitario. Estas medidas de
control resultan muy costosas, puesto que el precio de las semillas importadas es de
alrededor de 1 000 USD/Kg. De ello se desprende el aporte del programa de
mejoramiento genético para la resistencia al TYLCV-IL [CU].

3.3.2.2. Comparacion del daiio producido por el TYLCV-IL [CU] sobre los
caracteres vegetativos y agronomicos, en condiciones de infeccion y no infeccion
mediante vector

3.3.2.2.1. Comparacion del daiio producido por el TYLCV-IL [CU] sobre los
caracteres vegetativos

Los resultados de la comparacion del dafio producido por el TYLCV-IL [CU] sobre
los caracteres vegetativos, fueron similares en los dos experimentos realizados en
afios consecutivos. En la tabla 14 se muestran los resultados de la comparacion para
cada uno de los genotipos estudiados en el experimento del afio 2001.

A pesar de que uno de los efectos mas pronunciados del TYLCV-IL sobre las plantas
de tomate es la detencion del crecimiento vegetal, en las lineas LD3, LD4, LDS y
LD6 y el testigo altamente tolerante HA 3108, no se observaron afectaciones en sus
caracteristicas vegetativas debido al tratamiento infectado mediante vector; en tanto
que el testigo tolerante ARO 8479 y el testigo susceptible, Campbell 28, presentaron

una disminucion significativa en los caracteres altura y didmetro de la copa (tabla 14).
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Tabla 14. Efecto del TYLCV-IL [CU] sobre los caracteres vegetativos, en
condiciones de infeccion y no infecciéon mediante vector.

Genotipo Tratamiento Altura (cm) Diametro de la copa (cm)
LD 3 Infectado 48,0 a 52,0 a
No infectado 47,0 a 54,0 a
LD4 Infectado 60,2 a 45,0 a
No infectado 58,8 a 45,6 a
LD 5 Infectado 39,8 a 41,5a
No infectado 40,6 a 440 a
LD 6 Infectado 85,8 a 69,2 a
No infectado 83,1a 70,1 a
HA 3108 Infectado 119,6 a 943 a
No infectado 122,1 a 96,4 a
ARO 8479 Infectado 45,0 a 40,0 a
No infectado 59,0 b 52,0b
Campbell 28 Infectado 30,0 a 28,0 a
No infectado 41,0 b 40,0 b

a, b: medias con letras diferentes difieren entre si seglin prueba t-test P<0,05

La conveniencia de emplear indicadores de la afectacion vegetativa ante el TYLCV-
IL ha sido informada por otros autores. Lapidot y col., (1997) en un estudio
comparativo del nivel de resistencia al TYLCV-IL, en parcelas inoculadas y no
inoculadas, observaron que la linea TY 172, obtenida en Israel, no mostro afectacion
en el indicador vegetativo peso fresco de la planta, el cual estd relacionado con su
altura y diametro de la copa.

3.3.2.2.2. Comparacion del dafio producido por el TYLCV-IL [CU] sobre los
caracteres agronomicos

Los resultados de la comparacion del dafio producido por el TYLCV-IL [CU] sobre
los caracteres agronoémicos, fueron similares en los dos experimentos realizados en
afnos consecutivos. En la tabla 15 se muestran los resultados de la comparacion para

cada uno de los genotipos estudiados en el experimento del afio 2001.
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Tabla 15. Efecto del TYLCV-IL[CU] sobre los caracteres agrondémicos, en
condiciones de infeccion y no infecciéon mediante vector.

Flores Frutos Fructificacion | Numero | Numero | Masa Rendimiento
Genotipo Tratamiento | promedio | promedio | en los 4 racimos | frutos promedio (Kg/pl)
en los 4 en los 4 primeros por por del fruto
primeros | primeros | racimos (%) planta planta (2)
racimos | racimos
LD 3 Infectado 14,0 a 11,0 a 79,0 a 11,0a | 30,0a 48,0 a 1,44 a
No infectado 13,0a 10,0 a 77,0 a 13,0a | 29,0a 46,0 a 1,33 a
LD 4 Infectado 12,0 a 9,0 a 75,0 a 12,0a | 30,0a 61,0a 1,83 a
No infectado 9,0 a 7,0 a 78,0 a 13,0a | 27,0a 57,0 a 1,54 a
LD S5 Infectado 10,0 a 9,0 a 90,0 a 11,0a | 31,0a 64,0 a 1,98 a
No infectado 10,0 a 9,0 a 90,0 a 120a | 30,0a 63,0 a 1,89 a
LD 6 Infectado 12,0 a 11,0 a 92,0 a 12,0a | 32,0a 66,0 a 2,11 a
No infectado 13,0 a 12,0 a 92,0 a 11,0a | 31,0a 67,0 a 2,07 a
HA 3108 | Infectado 10,0 a 8,0a 80,0 a 150a | 32,0a 82,0 a 2,62 a
No infectado 11,0 a 9,0 a 82,0 a 16,0a | 33,0a 83,0 a 2,74 a
ARO8479 | Infectado 10,0 a 7,0 a 70,0 a 13,0a | 21,0a 91,76 a 1,93 a
No infectado 9,0 a 6,0 a 67,0 a 15,0a | 23,0a 91,0 a 2,09 a
C28 Infectado 5,0a 2,0a 40,0 a 5,0a 3,00 a 67,0 a 0,20 a
No infectado | 10,0 b 8,0b 80,0b 9,0b 15,0b 65,0b 0,98 b

a, b: medias con letras diferentes difieren entre si segun prueba t-test P<0,05

En las lineas LD3, LD4, LD5 y LD6 y el testigo altamente tolerante HA 3108, no se
observaron diferencias significativas en los caracteres agronomicos evaluados entre
las parcelas infectadas y no infectadas. El testigo tolerante ARO 8479, a pesar de
haber presentado una disminucion significativa en los caracteres altura y didmetro de
la copa, no experiment6 una diferencia significativa en la reduccion de sus caracteres
agrondmicos. Las lineas LD5 y LD6 mostraron mayor fructificacion, lo que indica su
mejor adaptacion climatica (tabla 15).

El testigo susceptible Campbell 28 (C28) presento diferencias significativas para los
caracteres: numero de flores y frutos promedio en los cuatro primeros racimos,
porcentaje de fructificacion, nimero de racimos por planta, nimero de frutos por

planta y rendimiento (tabla 15).
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El caracter masa promedio del fruto, en el testigo susceptible Campbell 28, no mostro
diferencias significativas entre los tratamientos; lo cual sugiere que éste no incidi6 en
la reduccion del rendimiento total por efecto del TYLCV-IL [CU], en tales
condiciones (tabla 15).

En las lineas ¢ hibridos estudiados, se inhibi¢ el efecto del TYLCV-IL [CU] sobre el
rendimiento total. En estos genotipos no se afectaron los caracteres nimero de frutos
por planta, masa promedio del fruto ni rendimiento. Lo anterior confirma que el uso
de cultivares resistentes parece la mejor via para reducir los dafios provocados por el
TYLCV-IL (Lapidot y Polston, 2006).

En la figura 9 se muestra una planta de la linea LD6, después del trasplante, la cual

fue sometida a inoculacion viral mediante vector en un estadio inicial de su

desarrollo.

Figura 9. Planta de linea LD6, asintomatica, después de la infeccion del
TYLCV-IL [CU] mediante vector.
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Lapidot y col., (1997) en un experimento de este tipo, informaron que la linea TY 172
mostro un alto nivel de resistencia al TYLCV-IL, las plantas infectadas no mostraron
sintomas de la enfermedad y sufrieron so6lo el 20% de pérdidas en el rendimiento en
comparacion con las plantas no inoculadas. La masa del fruto no se afectd por la
incidencia viral, pero hubo una reduccion en el nimero de frutos por planta.

3.3.2.3. Determinacion de los indicadores con mayor contribucion al dafio viral,
en condiciones de infeccion mediante vector

El Analisis de Componentes Principales realizado permiti6 constatar que las dos
primeras componentes, CI y CII, extrajeron el 99,21% de la variabilidad total. La
primera componente extrajo el 65,77% de esta variabilidad. Las variables que mejor
explicaron la varianza en la primera componente fueron el nimero de frutos por
planta y la severidad, con signos contrarios; indicadores con mayor expresion externa
del dafio viral. La segunda componente extrajo una varianza de 33,44%, la que fue
explicada por la masa promedio del fruto, pero no estuvo correlacionada con la
severidad (tabla 16).

Tabla 16. Correlaciones entre las variables estudiadas y las dos primeras
componentes

Variable Componente I | Componente 11
Numero de frutos por planta 0,6070 - 0,1040
Masa promedio del fruto 0,0123 0,8640
Rendimiento 0,5455 0,4002
Severidad -0,5776 0,2871
Autovalores 2,6310 1,3377
% de varianza 65,77 33,44

3.3.2.4. Determinacion de los testigos diferenciales de resistencia, en condiciones
de infeccion mediante vector

3.3.2.4.1. Severidad, incidencia y concentracion del ADN del TYLCV-IL [CU]J
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Las lineas LD3, LD4, LD5 y LD6, obtenidas en el presente trabajo, y el testigo
altamente tolerante HA 3108 no mostraron sintomas de la enfermedad durante todo el
periodo del ensayo; en tanto que el testigo tolerante ARO 8479 desarrollé una
severidad de 2,2 y una incidencia del 100% y el testigo susceptible Campbell 28, una
severidad de 3,5 en el 100% de las plantas, a los 55 ddi mediante vector.

Las lineas LD3, LD4, LDS y LD6 mostraron valores muy bajos de ADN viral
(0,01-1 ng/pl). Lapidot y col., (1997) informaron en la linea TY172, portadora de
resistencia proveniente de S. peruvianum, una concentracion de ADN del TYLCV-IL
de 0,25 ng/ul.

En los testigos HA 3108, altamente tolerante; ARO 8479, tolerante, y Campbell 28,
susceptible, la acumulacion de ADN viral fue alta > 1 000 ng/ pl. Los resultados
obtenidos muestran que los valores de severidad y concentracion de ADN viral no
guardan una relacion lineal.

En las lineas LD3, LD4, LDS5 y LD6, la resistencia fue eficiente atin en condiciones
de alto nivel de in6culo. Fuentes (2008), luego de la evaluacion de la resistencia al
TYLCV-IL[CU] de la linea LDS5 (Vyta), en comparacion con plantas derivadas de un
clon transgénico de tomate, corrobor6 los resultados aqui obtenidos.

Los valores de concentracion de ADN viral fueron muy bajos en las lineas LD
asintomadticas, no asi en los testigos empleados, los cuales mostraron los valores
maximos de concentracion viral en el experimento.

Los resultados permiten ratificar la necesidad de considerar los indicadores de
severidad y concentracion del ADN viral como criterios para la evaluacion de la

resistencia al TYLCV-IL [CU], puesto que un cultivar como HA 3108, asintomatico,
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puede mostrar una elevada concentracion de ADN viral constituyendo un peligroso
reservorio en el campo.

Lapidot y col., (1997) plantean que la ausencia de sintomas y la reduccion de la
acumulacién viral no son los Unicos indicadores para determinar el nivel de
resistencia al TYLCV-IL de un genotipo dado; ello debe complementarse con la
evaluacion productiva del mismo.

3.3.2.4.2. Comportamiento diferencial de las lineas obtenidas y los testigos en
relacion a la infeccion del TYLCV-IL [CU]

Las lineas LD3, LD4, LDS y LD6 no presentaron sintomas de la enfermedad a los 55
ddi mediante vector, ni reduccion en el nimero de frutos por planta y el rendimiento;
solo en LDS5 la altura de la planta disminuy6 levemente (1,97%). La concentracion
viral fue muy baja, en el rango 0,01 — 1 ng/ul (tabla 17).

Tabla 17. Comportamiento diferencial de los genotipos evaluados en relacion a la
infeccion del TYLCV-IL [CU] mediante vector y clasificacion otorgada.

Numero
. Severidad* | Altura de frutos | Rendimiento | Concentracion ' 5
Genotipo (55 ddi) (cm) por (kg/pl) de ADN viral | Clasificacion
planta (ng/pl)**
% reduccion respecto al
tratamiento no infectado
LD3 0 0 0 0 0,01 -1 Resistente
LD4 0 0 0 0 0,1-1 Resistente
LD5 0 1,97 0 0 0,1-1 Resistente
LD6 0 0 0 0 0,1-1 Resistente
HA 3108 0 2,04 3,03 4,37 >1000 Altamente
tolerante
ARO 8479 2,2 23,72 8,69 7,65 >1 000 Tolerante
Campbell 28 3,5 28.82 80 79,59 >1 000 Susceptible

* Escala (0-4) Scott y Schuster (1991) ddi: dias después de la inoculacion **: nanogramos /microlitro
Quifidnes y col., (2004)

57




Las lineas se clasificaron como resistentes en consecuencia con lo planteado por
Lapidot y col., (1997); éstas pueden suprimir el desarrollo de los sintomas de la
enfermedad (grado 0 de la escala de Scott y Shuster, 1991) y reducir la multiplicacién
viral (< Ing/pl) sin afectacion del rendimiento.

Por otra parte, Lapidot y col., (2001) informaron un efecto de la resistencia al
TYLCV-IL de la planta huésped en la adquisicién y transmision del mismo por su
vector B. tabaci. Los resultados demostraron que, en esencia, mientras mayor es el
nivel de resistencia expresada, menor utilidad tiene la planta como fuente viral.
Consecuentemente, luego de la adquisicion del TYLCV-IL a partir de una planta
resistente, el vector serd menos eficiente en su transmision.

El testigo altamente tolerante HA 3108 no presentd sintomas de la enfermedad a los
55 ddi, la altura de la planta se redujo 2,04%, el nimero de frutos por planta 3,03% y
el rendimiento 4,37%, respecto al tratamiento no infectado; la concentracion de ADN
viral fue de 100% con relacion al testigo susceptible Campbell 28, por ello se
clasificé como altamente tolerante (tabla 17).

Cooper y Jones, (1983) refieren la tolerancia cuando, en respuesta a la infeccion viral,
el hospedero expresa sintomas ligeros o muy ligeros de la enfermedad, pero el virus
se multiplica en la planta aunque esta puede producir buenos rendimientos. En el caso
de estos dos hibridos, los resultados coinciden con la clasificacion que les otorga su
patrocinador (Hazera, 2004).

Por su parte, la variedad Campbell 28 mostré una severidad de 3,5 a los 55 ddi, la

altura de la planta se redujo 28,82%, el nlimero de frutos por planta 80%, asi como el
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rendimiento, respecto al tratamiento no infectado; la concentracion de ADN viral fue
de 100%, por ello se clasifico como susceptible (tabla 17).

La utilidad de establecer el comportamiento diferencial de los genotipos ante el
TYLCV-IL fue planteada por Lapidot y col., (2006) al reconocer que uno de los
mayores obstaculos en la obtencion de cultivares resistentes, ha sido la falta de un
método estandarizado para la evaluacion de la resistencia; por lo que frecuentemente
el nivel de resistencia se decide s6lo por la severidad de los sintomas inducidos por el
virus. Sin embargo, la edad de las plantas en el momento de la inoculacidn, la presion
de in6culo y las condiciones de crecimiento pueden tener un efecto mayor sobre la
severidad de los sintomas de la enfermedad.

Por otra parte, para poder basar el criterio de resistencia en el conocimiento del efecto
de la infeccion del TYLCV-IL [CU] sobre el rendimiento y sus componentes, y no
solo en los sintomas de la enfermedad y el contenido de ADN viral, se debe comparar
plantas no inoculadas con inoculadas, lo cual permitird conocer el rendimiento
potencial de los genotipos estudiados. Ello conlleva a la ejecucion de experimentos
costosos que demandan mucho tiempo, y a los que so6lo pueden someterse genotipos
promisorios y no poblaciones segregantes.

3.3.2.5. Severidad e incidencia del TYLCV-IL [CU] después de la infeccion
mediante injerto

Las lineas LD3, LD4, LD5 y LD6 no mostraron sintomas de la enfermedad durante
todo el periodo del ensayo, lo que sugiere su resistencia a la multiplicacion viral

(Boissot Nathalie. INRA-Guadalupe. 2003. Com. personal). En la figura 10 se
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muestra la linea LD4 asintomatica al TYLCV-IL[CU] despues de la infeccion

mediante injerto.

: oy .-f 'l—'k‘:-'. oo, Y e
Figura 10. Planta de la linea LD4 en condiciones de aislador, injertada con un

vastago enfermo, procedente de la variedad susceptible Campbell 28. A la derecha
se indica el vastago con sintomas severos del TYLCV-IL [CU]

Czosnek y col., (1988) demostraron que una vez introducido el virus en la planta, éste
se multiplica rapidamente propagandose a través del floema, lo que provoca el rapido
desarrollo de los sintomas. Por su parte, Fargette y col., (1996) informaron, por
primera vez, que LA1969 fue completamente resistente al TYLCV-IL [CU], cuando

realizaron la inoculacion por injerto.
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Los testigos ARO 8479, tolerante, y HA 3108, altamente tolerante, mostraron
sintomas ligeros y muy ligeros, respectivamente, a los 45 y 60 ddi por injerto, en el
100% de las plantas; mas tardios por tanto que en el testigo susceptible Campbell 28,
cuyas plantas mostraron sintomas de amarillamiento y encrespamiento severo a los
20 ddi en el 100% de las plantas.

Friedmann y col., (1998) inocularon por injerto, infectado con el TYLCV-IL, la linea
resistente TY172, la cual no mostro sintomas de la enfermedad a los tres meses
después de la inoculacion, mientras que el testigo susceptible, la linea L27, mostro

sintomas severos 10 ddi por injerto.

3.3.2.6. Metodologia propuesta para la evaluacion de la resistencia al TYLCV-
IL [CU] en condiciones de Cuba

En el presente trabajo se propone una metodologia de evaluacion de la resistencia al
TYLCV-IL [CU], la cual puede constituir una herramienta 1til para los mejoradores
que se ocupan de este tema en las condiciones cubanas. En la figura 11 se muestra el

esquema general de la metodologia de trabajo propuesta.
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Programa de mejoramiento genético del tomate para la resistencia al TYLCVIL

l

1- Infeccion mediante vector Bemisia tabaci en condiciones de aslador

Genotipos Testigos diferenciales

promisorics 2 |+ | D3, LD4, ID5, LD6
estudiar

Lincas resistentes

- HA 3108

F1 comercial altamente tolerante
- ARO 8479

F1 comercial tolerante

- Campbell 28

2- Trasphanie al campo l Variedad susceptible

Los genotipos promisoriocs y los  festigos
diferenciales inoculados se trasplantan al campo a
los 28 dias después de ser mantenidos en
condiciones de aislador.

Caracteres a evaluar: Sevendad, mimero de frutos
por phanfa, altura de 1a planta, rendimiento y
concentracion de ADN viral

3- Evaluacion de la resistencia al
TYLCV-L en los genctipes promisorios
con apoyo en los testipos diferenciales

Figura 11. Esquema general de la metodologia de trabajo propuesta para la
evaluacion de la resistencia al TYLCV-IL [CU]
La metodologia propuesta para la evaluacion de la resistencia al TYLCV-IL [CU]
consta de los aspectos siguientes:
3.3.2.6.1. Infeccion mediante vector Bemisia tabaci en condiciones de aislador
Material vegetal
Los materiales promisorios procedentes de un programa de mejoramiento genético
para la resistencia al TYLCV-IL [CU] se deben sembrar junto con los testigos

diferenciales que se muestran en la tabla 18.
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Tabla 18. Testigos diferenciales propuestos y su procedencia.

Testigos Procedencia

diferenciales

LD3 ITHLD, Cuba. Se puede emplear los cuatro genotipos o uno de

LD4 ellos.

LD5

LD6

HA 3108 Hibrido F; comercial altamente tolerante al TYLCV-IL
(Hazera Genetics, Brurim, Israel).

ARO 8479 Hibrido F; comercial tolerante al TYLCV-IL
(Hazera Genetics, Brurim, Israel).

Campbell 28 Cultivar comercial susceptible al TYLCV-IL (EE.UU.) (Moore,
1971)

Material viral

Como fuente primaria de indculo se utilizan plantas del cultivar susceptible Campbell
28 infectadas por el TYLCV-IL [CU]; lo cual se debe confirmar mediante el
diagnoéstico molecular. El indculo se mantiene en plantas de dicha variedad en
condiciones de aislador. En la figura 12 se muestra como pueden ser las jaulas para el

mantenimiento de las plantas infectadas por el TYLCV-IL [CU].

—

Figura 12. Tipo de jaula con estructura de madera y cubierta con tela anti Bemisia

que puede utilizarse para el mantenimiento de las plantas infectadas por el TYLCV-
IL [CU].
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Método de inoculacion mediante vector

Para realizar la infeccion mediante vector se emplean adultos de Bemisia tabaci,
obtenidos a partir de ninfas, las cuales se transfieren a plantas de tomate del cultivar
susceptible Campbell 28, infectadas con el TYLCV-IL [CU].

Las plantas se mantienen en condiciones de aislador con tela anti Bemisia, a una
temperatura promedio de 28/24°C (dia/noche) y 80 +/- 10% de humedad relativa.
Los insectos se alimentan de estas plantas hasta que se utilizan en el ensayo de
transmision viral.

Los genotipos promisorios y los testigos diferenciales, al estado de emision del
segundo par de hojas verdaderas, se infectan con moscas blancas viruliferas. El
periodo de acceso a la inoculacion es de 48 horas, al final las plantas se asperjan con
Imidacloprid (Confidor®, Bayer) para eliminar los insectos y garantizar que la
inoculacion sea solo durante 48 horas. Para asegurar el 100% de infeccion se utilizan
50 insectos por planta (Lapidot y col., 1997).

En la figura 13 se muestra el instrumento que se utiliza para colectar los insectos
infectados por el TYLCV-IL y poder, de ésta forma, transferirlos al material vegetal
que se necesita inocular, en este caso los genotipos promisorios y los testigos

diferenciales, los cuales se encuentran en condiciones de aislador.
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Figura 13. Instrumento para colectar las moscas blancas viruliferas que se encuentran
en plantas infectadas y transferirlas hacia el material vegetal que se desea inocular.
3.3.2.6.2. Trasplante al campo

Los genotipos promisorios y los testigos diferenciales inoculados mediante vector se
trasplantan al campo a los 28 dias después de ser mantenidos en condiciones de
aislador.

- Caracteres a evaluar:

e Severidad: Valor promedio de sintomas de la enfermedad mostrado por cada
individuo a los 55 dias después de la infeccion por vector, segun la escala
propuesta por Scott y Schuster (1991), donde:
0= ausencia de sintomas de la enfermedad
1= sintomas ligeros de amarillamiento que se observan luego de un analisis

cuidadoso
2= sintomas de amarillamiento de las hojas apicales que se observan con
facilidad
3= sintomas de amarillamiento de las hojas apicales que curvan sus bordes

hacia arriba, observados en una parte de la planta

65



4= sintomas de amarillamiento de las hojas apicales que curvan sus bordes
hacia arriba, con aspecto similar al de una cuchara, se observa enanismo
de las plantas.

e Altura de la planta (cm)

e Numero de frutos por planta y rendimiento expresado en kilogramos por
planta (Kg/pl), calculado como el nimero de frutos por planta por la masa
promedio de los frutos (se evalia en el momento de la cosecha).

e Concentracion de ADN viral

Para realizar la cuantificacion del ADN viral, se muestrea al azar el 60% de
las plantas de cada genotipo promisorio y los testigos diferenciales
propuestos. Se colecta la segunda hoja abierta de la region apical de la
planta a los 55 dias después de la inoculacion por vector. Se aplica el
método de HAN-NR lo que permite detectar la presencia del virus en
concentraciones muy bajas; segun la metodologia propuesta por Quifiones y
col., (2004).

3.3.2.6.3. Evaluacion de la resistencia al TYLCV-IL [CU] en los genotipos

promisorios con apoyo en los testigos diferenciales

En la tabla 19 se muestra el criterio de evaluacion para la resistencia al TYLCV-IL

[CU]. El procedimiento consiste en evaluar los genotipos promisorios del programa

de mejoramiento, a partir de lo testigos diferenciales .propuestos en este trabajo de

tesis.
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Tabla 19. Criterio de evaluacion para la resistencia al TYLCV-IL [CU] a partir de los
testigos diferenciales.

Testigo Severidad* Altura Numero Rendimiento | Contenido Clasificacion
diferencial (55 ddi) (cm) de frutos (Kg/pl) ADN viral propuesta
por planta (ng/ph**
Lineas LD 0 No No No reducciéon <1,00 Resistente
reduccion | reduccidon >2,65
HA 3108 0 No No No reduccion >1000 Altamente
reduccion | reduccion tolerante
ARO 8479 2,2 No No reducciéon >1000 Tolerante
Reduccién | reduccion
Campbell 3,5 Mayor Alta Alta >1000 Susceptible
28 reduccion | reduccion reduccion
(29 %) (80 %) (80 %)

* Escala (0-4) Scott y Schuster (1991) ddi: dias después de la inoculacion por vector
** nanogramos /microlitro Quifiones y col., (2004)

3.4. Etapa 3. Caracterizacion de las nuevas fuentes de resistencia obtenidas,
mediante marcadores moleculares asociados al gen Ty-1 proveniente de S.
chilense LA1969 (genotipificacion molecular)

3.4.1. Materiales y métodos

3.4.1.1. Material vegetal

En las lineas de la generacion S9, se realizé la genotipificacion molecular con los
marcadores tipo RFLP informados por Zamir y col., (1994) asociados al gen Ty- 1.
Se utilizé el mapa genético de alta densidad para el cultivo del tomate (Tanksley y

col., 1992)
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En la tabla 20 se relaciona el material vegetal empleado, sus caracteristicas y su
procedencia.

Tabla 20. Material vegetal, caracteristicas y procedencia.

Genotipo Caracteristicas Procedencia
LD3 Lineas de la generacion S9 [THLD, Cuba.
LD4
LDS5
LD6
S. chilense Especie silvestre, presenta el gen Ty-1 de|INRA-Avignon,
LA 1969 resistencia al TYLCV-IL Francia
TYS52 Linea que presenta la introgresion de S.|Universidad Hebrea
chilense LA 1969. de Jerusalén, Israel.
TYS50 Linea hermana susceptible que no presenta la
introgresion de S. chilense LA 1969.
Fiona Hibrido F; comercial tolerante al TYLCV-IL |S & G Sandoz,
Holanda
HA 3105 Hibrido F; comercial altamente tolerante Hazera Genetics,
al TYLCV-IL Israel
13/8/2 Linea susceptible al TYLCV-IL ITHLD, Cuba.
Campbell 28 | Variedad comercial susceptible al TYLCV-IL |EE.UU. (Moore, 1971)

Las muestras del tejido foliar se tomaron a los 17 dias después del trasplante. Estas
se trasladaron al Departamento de Bioplantas del Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas (CNIC), en el afio 2003, donde se liofilizaron y se mantuvieron en
condiciones de baja temperatura (-20°C), hasta la extraccion del ADN gendmico.
3.4.1.2. Analisis RFLP

El ADN gendémico total de cada genotipo se extrajo segun el procedimiento propuesto
por Hoisington (1992). Las muestras de ADN purificadas se digirieron
separadamente con las enzimas de restriccion Dra I y Hind III segin las

recomendaciones del fabricante (Amersham). El proceso de digestion se realizo
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segun el protocolo utilizado en el Laboratorio de Biologia Molecular del INRA-
Avignon (1997).

La separacion de los fragmentos se realizdO mediante electroforesis en geles de
agarosa 0,8% en bufferTAE (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM). La transferencia a
membrana de nylon (Hybond N’ ,Amersham) se realiz6 segiin el procedimiento
alcalino NaOH 0,4 N. La hibridacion y autorradiografia se realizaron empleando los
protocolos del Laboratorio de Biologia Molecular del INRA-Avignon (1999).

Se utilizaron las sondas genomicas TG97 y TG297, pertenecientes al grupo 6 de
ligamiento, suministradas por el Profesor Dr. Steven Tanksley de la Universidad de

Cornell, EE.UU. (figura 14).

Cromosoma 6
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Figura 14. Ubicacion de los marcadores TG97 y TG297 sobre el cromosoma 6. En la
parte superior de la figura se sefala el marcador TG97, proximo al gen Ty-1. Cortesia
del Dr. Peter Hanson, AVRDC, Taiwan.
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Las sondas fueron amplificadas por un procedimiento estandar de PCR. Se emplearon
cuatro combinaciones enzima-sonda. En la tabla 21 se observa sus caracteristicas.

Tabla 21. Enzimas y sondas utilizadas.

Enzima Sonda Peso molecular
(pares de base, pb)
Dral y Hind III TG 297 2500
Dra Iy Hind III TG 97 1100

3.4.2. Resultados y discusion

Los resultados de la genotipificacion molecular mostraron que de las cuatro
combinaciones enzimas-sondas evaluadas so6lo una de ellas (Dral-TG97) mostro
polimorfismo en los materiales estudiados, lo que indica diferencias entre los
genotipos. El marcador TG97 reveld la presencia de dos bandas: la primera en
posicion de migracion cercana a los 1636 pb, presente en las lineas LD3, LD4 y LDS5
asi como en los testigos S. chilense LA1969 y TY52; la segunda, con una posicion de
migracion cercana a los 1018 pb, presente en los genotipos susceptibles (figura 15).
La banda observada en los genotipos susceptibles sugiere la presencia de una variante
molecular alélica no asociada a la resistencia al TYLCV-IL [CU] en nuestras
condiciones.

El hibrido altamente tolerante HA 3105 y la linea LD6, mostraron la banda de 1018
pb, presente en los genotipos susceptibles. Esto indica que la fuente genética que
condiciona su resistencia debe estar localizada en otra parte del genoma, alejada del
marcador utilizado, lo cual infiere que estos cultivares provienen de otra fuente

silvestre de resistencia.
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El hibrido Fiona, mostré ambas bandas lo que indica el estado heterocigético para la
region asociada al marcador TG97, y por tanto, el polimorfismo molecular para dicha
zona entre los progenitores.

Los resultados obtenidos confirman la presencia del gen Ty-1, de dominancia
incompleta, en las lineas cubanas LD3, LD4 y LD5 y el origen de dicha resistencia en
la fuente silvestre S. chilense LA1969 (Pifion y col., 2005), también presente en
TY52, homocigoética para el locus Ty-1 (Zamir y col., 1994).

Igualmente, se asevera los resultados obtenidos por Zamir y col., (1994) en relacion
a la alta asociacion del marcador TG97 con el gen Ty-1. Michelson y col., (1994)
plantean que el gen Ty-1 estd asociado con la inhibicién de los sintomas de la
enfermedad. En condiciones de bajo nivel de indculo, la acumulacion del ADN viral
se reduce significativamente y a alto nivel de indculo, se limita el movimiento del
virus a larga distancia.

Estos resultados evidencian la utilidad del marcador TG97 para su empleo en el
estudio de posibles fuentes de resistencia del banco de germoplasma con fines de
incorporarlas segiin una estrategia de pirimidizacion; asi como para la seleccion
asistida de los portadores durante las generaciones segregantes en los programas de

mejoramiento.
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Figura 15. Resultados de la genotipificacion molecular de los cultivares con la

combinacion enzima-sonda Dra I/ TG-97
Leyenda:

1- LA 1969, 2- LA 1969, 3- TY52,4- TY52 y 5- TY52
6- TY50, 7- TY50, 8-LD 6 y9- 13-8-2
10-LD3,11-LD5,12-LD 5y 13-1LD 4

14- Fiona, 15- LD 5, 16- HA 3105 y 17- Campbell 28

El incremento del nivel de resistencia a begomovirus en el mundo se podra obtener
por la combinacion de diferentes resistencias en un solo cultivar; para lograr el éxito,
es necesario combinar los genes de resistencia a distintos virus. Por ello, es
importante distinguir los genes en los genotipos resistentes, lo cual puede efectuarse
por la caracterizacion mediante marcadores moleculares (Lapidot y Polston, 2006;

Xue-Yuy col., 2007).
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En la actualidad, ademas de lo sefialado para el gen Ty-1, estan disponibles
marcadores moleculares tipo RFLP para la identificacion del gen Ty-2, localizado en
el brazo largo del cromosoma 11. Este gen fue introgresado en la linea H24, a partir
de S. habrochaites (Hanson y col., 2006). Se utiliza, ademas, marcadores basados en

PCR (CAPS, Cleavage Amplified Polymorphic Sequences), asociados al gen Ty-1,

que muestran polimorfismo para las introgresiones de S. habrochaites (AVRDC,
2002; Pérez de Castro y col., 2007b).

Recientemente, se informé un locus de resistencia a begomovirus, Ty-3, localizado
sobre el brazo largo del cromosoma 6, mediante la utilizacion de marcadores basados

en PCR (SCAR, Sequence Characterized Amplified Region markers). Este locus fue

introgresado en lineas avanzadas de tomate, en Florida, EE.UU., provenientes de un
cruzamiento con S. chilense, accesiones LA2779 y LA1932 (Ji y Scott, 2006; Ji y
col., 2007). Los autores identificaron un segmento largo (27 c¢M) introgresado de
LA2779 y uno mas corto (6¢cM) introgresado de LA1932. Con el estudio de una
progenie F,, se pudo evidenciar que el locus Ty-3 explica el 65% de la varianza para
la resistencia al TYLCV, y el 30% para la resistencia al Virus del moteado del tomate
[Tomato mottle virus (ToMoV)].

El locus Ty-3 pudiera estar presente en otras especies silvestres. Ji y col., (2007)
informaron que en lineas avanzadas derivadas de S. peruvianum y S. habrochaites,
que presentaron un alto nivel de resistencia a begomovirus bipartitos en Guatemala,

encontraron una introgresion asociada al locus Ty-3.
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3.5. Etapa 4. Recomendacion de variedades comerciales y lineas resistentes al
TYLCYV [CU]

3.5.1. Estabilidad del rendimiento en época 6ptima y primavera

3.5.1.1. Materiales y métodos

Los ensayos se desarrollaron en areas del IIHLD, en las épocas de siembra optima y
primavera de los afios 2002 y 2003. Se realizaron cuatro cosechas de frutos totales y
se evalto el caracter rendimiento (Kg/pl).

3.5.1.1.1. Diseiio experimental y procesamiento estadistico

Veinticinco plantas de cada genotipo: LD3, LD4, LDS5, LD6 y Campbell 28 (C28) se
distribuyeron en un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones.

Para la determinacion de las fuentes de interaccion genotipo por ambiente se realizo
un analisis de varianza de tres factores (afio x época de siembra x genotipo). Se
empleo el programa Statgraphics version 5 para Windows.

Se utilizo la prueba de Tukey (P<0,05) para la comparacion de las medias. Después
de detectar la existencia de interaccion, se procedié a conocer el grado de estabilidad
de los genotipos al ser probados en diferentes ambientes, mediante la aplicacion de un
modelo de efectos aditivos principales e interaccion multiplicativa (AMMI) (Gauch,
1988). Para ello se consideraron los cinco genotipos y los cuatro ambientes (A1, A2,
A3 y A4), éstos ultimos formados por las combinaciones siguientes de época de
siembra por aflo:

A1l: época de siembra 6ptima-aiio 2002

A2: época de siembra de primavera-afio 2002

A3: época de siembra dptima-aio 2003
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A4: época de siembra de primavera-afio 2003.
Para aplicar el modelo AMMI se confecciond matriz Z de orden i x j con los valores

medios de los genotipos y los ambientes dispuestos en filas y columnas.

La matriz Z se exportd al programa denominado GGEbiplot para Windows, version

4.1 (Yan, 2001).

Al realizar la descomposicion en valores singulares de Z queda la expresion
siguiente:

M
Zii=2 AmUnmi Vmj
m=1
Siendo M el rango de Z.

Cuando la interaccion genotipo por ambiente es modelada bilinealmente, se expresa
de la forma siguiente: M
Yij=u+ai+Bj+z AmU mi Vi t&j [1]

m=1

Se llama modelo AMMI de orden M a la expresion [1]

Donde: Yij: valor observado del rendimiento del genotipo i en el ambiente
u: media general
ai: efecto del i-ésimo genotipo
B;. efecto del j-ésimo ambiente
Am: corresponde al valor singular de orden m de Z'Z
U mi: coordenada i-ésima del vector singular de Z'Z asociado a Ay
V mj: coordenada j-ésima del vector singular de Z'Z asociado a Am

gij: término de error del genotipo 1 en el ambiente j

Los resultados se interpretaron a partir de un grafico Biplot donde se plotearon en un

subespacio reducido los cinco genotipos (LD3, LD4, LD5, LD6 y C28) y los cuatro

75



ambientes (Al, A2, A3 y A4), a través del programa GGEbiplot. La representacion
grafica posibilito evaluar la estabilidad de los genotipos en los ambientes e identifico
el mejor cultivar en cada ambiente estudiado. El programa permitio visualizar en el
grafico los Componentes Principales (CP), referidos a un Biplot de PC1 vs. PC2, que
explicaron el porcentaje de la variacion del rendimiento debido a la interaccion
genotipo por ambiente.

3.5.1.2. Resultados y discusion

Los resultados del analisis de varianza de tres factores (ano x época de siembra x
genotipo) se presentan en el Anexo 3. Los efectos principales época de siembra (B) y
genotipo (C) fueron significativos; no asi el afio (A). La interaccion época de siembra
por genotipo (BC) fue significativa (P<0,05). Ello justifica el ajuste de un modelo
AMMI.

En la tabla 22 se muestra la comparacion de las medias del rendimiento para la
interaccion genotipo por ambiente mediante la prueba de rango multiple de Tukey al

5%.
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Tabla 22. Comparacion de las medias del rendimiento de la interaccion genotipo por
ambiente.

Genotipo /ambiente Rendimiento (Kg/pl)
LD6 Al 35775  a
LD6 A3 3,5275 a
LD3 A3 3,2650  ab
LD3 Al 2,8500 abc
LD4 Al 2,5975 bed
LD3 A4 2,5700 bed
LD4 A3 2,5475 bed
LD6 A2 2,5350 bede
LD4 A4 2,5025 bede
LDS5 A3 2,4800 bede
LD4 A2 2,4200 bede
LD6 A4 2,3050 cde
LD5 Al 2,2275 cde
LD3 A2 2,1675 cde
LD5 A4 1,9400 de
LD5 A2 1,6925 ef
C28 A3 0,9575 fg
C28 Al 0,9475 fg
C28 A4 0,4425 g
C28 A2 0,4175 g

Medias sin letras en comun difieren P<0,05 segtn la prueba de rango multiple de Tukey.
Al: época de siembra 6ptima-aiio 2002

A2: época de siembra de primavera- afio 2002

A3: época de siembra dptima- afio 2003

A4: época de siembra de primavera- afio 2003.

La linea LD6, superd el rendimiento de las restantes lineas resistentes al TYLCV-
IL[CU] en época de siembra Optima para el cultivo, ambientes Al y A3, sin
diferencias significativas con la linea LD3 en estos ambientes; lo que sugiere la
conveniencia de la explotacion de las mismas en ésta época en condiciones similares
a las del presente trabajo (tabla 22).

Es de resaltar que las cuatro lineas LD obtenidas mostraron un rendimiento aceptable
en época de siembra de primavera, el cual oscildé entre 1,69 y 2,57 Kg/pl en

comparacion con la variedad testigo susceptible Campbell 28 que alcanzé entre 0,41
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y 0,44 Kg/pl en primavera (tabla 22). Esta variedad mostré los rendimientos mas
bajos, en los cuatro ambientes Al, A2, A3y A4.

La figura 16 muestra la representacion Biplot en los dos primeros componentes
principales, CP1 y CP2, que explican el 99,5% de la variacion total del rendimiento

debido a la interaccién genotipo por ambiente con una contribucioén respectiva del

73,7%y el 25,8%.

0.4 —Pct =73.7%, PC2 = 25.2%, Surr< 98.5%
Trﬂnsjur’m =0, Scaling > 3 Centering = 3, SWP=2
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Figura 16. Grafico Biplot generado por el ajuste del modelo AMMI. En el eje de las abscisas
y ordenadas se representan los valores de los marcadores de genotipos y ambientes en los dos
primeros Componentes Principales, PC1 y PC2. En la parte superior izquierda de la figura se
muestra el porcentaje de variacion en el rendimiento debido a la interaccién genotipo por
ambiente que explica cada componente. Los cinco genotipos se representan en azul y los
cuatro ambientes en rojo.

Al: época de siembra optima-afio 2002

A2: época de siembra de primavera-afio 2002

A3: época de siembra optima-aiio 2003

A4: época de siembra de primavera-afio 2003.
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La representacion Biplot permite destacar que:

e No hubo una tendencia de los genotipos a formar grupos, lo cual indica
patrones de respuesta diferentes a través de los ambientes estudiados.

e Los ambientes escogidos permitieron la diferenciacion de los genotipos en
relacion con el rendimiento, ya que se observa que todos estan alejados del
origen de las coordenadas, es decir, que aportan a la interaccion estudiada.

e La posicion distal de la linea LD6 en el extremo superior derecho (proxima al
ambiente Al y separada de las demas), debido a su elevado rendimiento en la
época de siembra Optima para el cultivo en el afio 2002 (3,57 Kg/pl), lo cual
contribuye a la interaccion estudiada. Esto puede constituir una evidencia
confirmatoria de los resultados obtenidos en el estudio de genotipificacion
molecular en relacion con la presencia de otros mecanismos de resistencia
diferentes a los asociados al gen Ty-1, ausente en esta linea y expresado en las
lineas LD3, LD4 y LDS.

e La posicion distal del genotipo LD4 en el extremo superior izquierdo,
proximo al ambiente A2 (época de siembra de primavera del ano 2002),
alejada de las restantes lineas portadoras del gen Ty-1, debido al rendimiento
exhibido por el mismo en dicha época (2,42 Kg/pl).

e La diferenciacion para el rendimiento de la linea LD3 ambiente A3 (3,26
Kg/pl), época de siembra 6ptima del afio 2003, y ambiente A4 (2,57 Kg/pl),
época de siembra de primavera del afio 2003. Este ultimo el mas alto

alcanzado en esta época.
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e La estabilidad de la linea LD5, denominada Vyta, ya que al estar mas
proxima al origen de coordenadas, fue la de menor respuesta a los ambientes
de expresion del rendimiento. Lo que sugiere la conveniencia de su
explotacion en la provincia de La Habana en condiciones similares a las del
presente trabajo.

e La estabilidad de la variedad Campbell 28 confirma su susceptibilidad al
TYLCV-IL [CU] vy, por tanto, la superioridad sobre ella de las lineas LD
resistentes obtenidas.

Gonzalez y col., (2007) compararon tres métodos para estimar la estabilidad del
rendimiento en variedades de algodén y concluyeron que el modelo AMMI permitid
asociar la respuesta de las variedades mas productivas a ambientes especificos y
resultd ser mas informativo y sencillo de interpretar.

Sueiro y col., (2003) luego del estudio de la linea LD5 (Vyta), en tres ambientes
diferentes de la provincia Granma, recomendaron generalizar su uso a todas las areas
productoras de tomate de la misma, por presentar niveles minimos de severidad e
incidencia del TYLCV-IL [CU] en el periodo critico del cultivo, mostrar un
incremento del rendimiento de 8 a 14 t/ha con respecto a la variedad tradicional
Campbell 28 y ofrecer ganancias a las empresas por este concepto. Huerres (2002)
hizo igual recomendacion para la provincia de Villa Clara, después de estudiar dicha
variedad en dos ambientes y Népoles (2006) la valoréo en Camagiiey con resultados
favorables. Actualmente, esta variedad se encuentra ampliamente distribuida en
Cuba, donde representa el 38% de la estructura de siembra del tomate (Cuba,

MINAGRI, 2008).
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En la figura 17 se muestra una plantacion de la variedad de tomate Vyta en el predio

de un productor de tomate, en el municipio de Morén, provincia de Ciego de Avila.

Figura 17. Plantacion de la variedad de tomate Vyta, finca "La Conejera”, municipio
de Moro6n, provincia Ciego de Avila.

3.5.2. Efectividad de la resistencia en ausencia de plaguicida quimico para el
control del TYLCV-IL [CU]

3.5.2.1. Materiales y métodos

Para conocer el efecto del TYLCV-IL [CU] en la linea LD5 (Vyta) y el cultivar
susceptible Campbell 28, con el uso o no de plaguicidas quimicos, se realiz6 un
experimento en el IIHLD en el mes de noviembre de los afos 2002 y 2003. La
proteccion quimica contra el vector consistio en el uso de Imidacloprid (Gaucho y

Confidor), 70 g/kg de semilla y 0,5 Kg/ha, respectivamente, y Endosulfan (2 kg/ha).
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El manejo agrondémico de las plantaciones se efectudé segun el Instructivo Técnico
vigente para este cultivo (Cuba, MINAGRI, 1984).

Se evaluaron los caracteres severidad e incidencia de la enfermedad a los 60 dias
después del trasplante (ddt); asi como el rendimiento (Kg/pl).

3.5.2.1.1. Diseiio experimental y procesamiento estadistico

25 plantas de la variedad Vyta y 25 plantas de Campbell 28 se distribuyeron al azar y
replicaron tres veces; €éstas se trataron con plaguicidas quimicos. Un nimero similar
de plantas, con igual distribuciéon y separadas 10 metros de las anteriores, se
mantuvieron sin aplicacion de plaguicidas quimicos. Cada area experimental fue
rodeada de un borde de plantas de la variedad Vyta. Las medias para cada
tratamiento, por genotipo, se compararon mediante la prueba de t-test para P<0,05.
3.5.2.1.2. Calculo del efecto econémico por eliminacion de plaguicidas quimicos
El calculo del efecto econdmico por eliminacion de plaguicidas quimicos en la
variedad Vyta se realiz6 segin Tzokov y col., (1987), en funcion de la reduccion del
costo de produccion por este concepto. En el mismo se utilizaron los datos
suministrados por el Grupo Empresarial de Cultivos Varios (GECV) del MINAGRI.
La formula usada fue:

Reduccién costo produccion por eliminacion de plaguicidas = (Ca — Cn) — (Va— Vn)
Donde:

Ca — Costo de la produccion variante anterior (aplicacion de plaguicidas quimicos)
Cn — Costo de la produccion variante nueva (no aplicacion de plaguicidas quimicos)
Va — Valor de la produccioén variante anterior (aplicacion de plaguicidas quimicos)

Vn — Valor de la produccion variante nueva (no aplicacion de plaguicidas quimicos)
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En este trabajo de tesis, se asume que el valor de la produccion es igual en las dos
variantes; luego: Va— Vn =0

3.5.2.2. Resultados y discusion

El efecto del TYLCV-[CU], expresado por los sintomas de la enfermedad, no se
observd en la variedad Vyta, con aplicacion y sin aplicacion de plaguicidas; lo que
demuestra su independencia de la aplicacion de productos quimicos frente al vector;
sin embargo, la variedad susceptible Campbell 28 mostréd sintomas severos (tabla 23).

Tabla 23. Efecto del TYLCV-IL [CU] en los cultivares Vyta y Campbell 28 con el

uso o no de plaguicidas quimicos a los 60 ddt

Cultivar Severidad* \ Incidencia
Sin plaguicidas quimicos
Vyta 0,00 0,00
Campbell 28 3,90+0,06 100
Plaguicidas quimicos
Vyta 0,00 0,00
Campbell 28 3,87+0,08 100

*Escala (0-4) Scott y Schuster (1991)

Estos resultados reflejan la importancia de la adopcion de cultivares de tomate
resistentes al TYLCV en condiciones de alta infectacion viral. Vidavsky y Czosnek
(1998) informaron, en Israel, la independencia del comportamiento de lineas de
tomate resistentes al TYLCV-IL, a la aplicacion de insecticidas o a la proteccion
fisica con mallas anti-Bemisia.

Ante la emergencia de nuevos begomovirus, la aplicacion de productos quimicos con
el objetivo de eliminar el vector antes de que este transmita el virus, se ha hecho de
forma intensiva; sin embargo, se ha demostrado que Bemisia puede desarrollar
resistencia a los pesticidas, ademas del efecto nocivo de estos productos en el

deterioro del medio ambiente (Palumbo y col., 2001; Rojas y col., 2005).
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El rendimiento de la variedad Vyta mostrd valores altos cuando se aplico plaguicida
quimico y cuando éste no se aplico (3,30 y 3,35 Kg/pl, respectivamente). La variedad
susceptible Campbell 28, se vio afectado fuertemente por el TYLCV-IL [CU] (1,08 y
1,00 Kg/pl, respectivamente) (tabla 24).

Tabla 24. Efecto sobre el rendimiento del uso o no de plaguicidas quimicos para el
control del TYLCV-IL [CU] en los cultivares Vyta y Campbell 28

. Rendimiento (Kg/pl)
Cultivar — — - — -
Plaguicidas quimicos Sin plaguicidas quimicos
Vyta 3,30 a 335a
Campbell 28 1,08 b 1,000

a,b: medias de tratamientos no difieren entre si segun prueba de t-test P<0,05

Los resultados muestran que en el caso de las variedades susceptibles al TYLCV-IL,
como Campbell 28, la aplicacion de plaguicidas quimicos no alcanzo a mejorar su
comportamiento productivo frente a la enfermedad. Es por ello que numerosos
autores plantean que el mejor método para reducir las pérdidas en el rendimiento
provocadas por el TYLCV, es el mejoramiento de cultivares resistentes o tolerantes al
virus (Pico y col., 1996; Morales, 2001; Lapidot y Friedmann, 2002; Gémez y col.,
2004; Mejia y col., 2005).

3.5.2.2.1. Efecto econéomico por eliminacion de plaguicidas quimicos

El efecto econdmico que brinda la utilizacion de la variedad Vyta para el control del
TYLCV-IL [CU], es de 44,28 USD/ha, como se muestra a continuacion:

2 441* USD/ha (costo de produccion de la variante anterior)

2 397* USD/ha (costo de produccion de la variante nueva)

Efecto econémico =2 441* USD/ha - 2 397* USD/ha = 44 USD/ha

* Datos suministrados por la Oficina de Precios del MINAGRI (campaiia 2007/2008). En la

variante nueva, se elimina el empleo de Imidacloprid (Gaucho y Confidor) y
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Endosulfan, segun lo establecido para el tomate (Pifieiro Francisco. GECV. 2004.
Com. Personal).

La creacion de nuevas variedades es un reto agroambiental. El objetivo final actual es
el de evitar el uso de pesticidas y conlleva a un proceso de innovacion. La innovacion
varietal, por tanto, puede definirse como un proceso evolutivo largo y continuo, que
parte de la idea de investigar, y llega hasta el logro de la transferencia de soluciones a
los beneficiarios (Salmon, 2006).

3.5.3. Evaluacion del comportamiento de las nuevas lineas obtenidas ante el
TYLCV-MId [RE]

3.5.3.1. Materiales y métodos

Para conocer la respuesta de las cuatro lineas que habian sido estudiadas frente al
TYLCV-IL [CU], ante el TYLCV-MId [RE], miembro de los begomovirus que
afectan el tomate en el Mediterraneo y Africa, se procedié a evaluar la severidad e
incidencia de la enfermedad en condiciones de infeccion artificial por injerto y
vector, mediante las metodologias establecidas por Delatte (2005).

El trabajo se desarrolld en el Polo de Proteccion de Plantas del Centro de
Cooperacion Internacional de Investigacion Agricola para el Desarrollo (CIRAD),
ubicado en la isla Reunidn, Departamento Francés de Ultramar, en el océano Indico;
se realizaron dos ensayos: ensayo I, octubre - diciembre 2005 y ensayo II, diciembre
2005 — febrero 2006.

3.5.3.1.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado y su procedencia se muestran en la tabla 25.
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Tabla 25. Material vegetal utilizado y su procedencia.

Genotipo Procedencia
LD3
LD 4 Lineas de la generacion S9 (IIHLD, Cuba)
LDS5
LD 6

TY172 | Linea resistente al TYLCV, proveniente de S. peruvianum, (Friedmann y
col., 1998), denominada STY-7 (Lapidot y col., 2006)
Centro Volcani, Israel

R13 Linea susceptible, denominada STY-1 (Lapidot y col., 2006)
(Hazera Genetics, Brurim, Israel)

13-8-2 Linea susceptible al TYLCV (IIHLD, Cuba)

Farmer | Hibrido F; comercial susceptible al TYLCV (Know Your Seed Co.)

3.5.3.1.2. Material viral

El indculo viral procedié del TYLCV-MId [RE], secuenciado en su genoma completo
(Delatte, 2005). Como fuente primaria de inoculo se utilizaron plantas infectadas del
cultivar Farmer, ello fue confirmado mediante la técnica TAS-ELISA (Triple

Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay). El indculo se mantuvo

en plantas de esta variedad en condiciones controladas.

3.5.3.1.3. Método de inoculacion mediante injerto

Diez plantas sanas por genotipo, de tres semanas de sembradas en macetas, se
inocularon mediante injertos con yemas de plantas infectadas del cultivar Farmer, las
que mostraban sintomas severos de la enfermedad (grado 7). Las plantas se
mantuvieron en condiciones de aislador para observar el desarrollo de los sintomas
(Delatte, 2005).

3.5.3.1.4. Método de inoculacion mediante vector

Los adultos de B. tabaci se colectaron de una poblacion de la isla Reunion y se

mantuvieron en plantas de col (Brassica oleracea var capitata) en condiciones
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controladas: 25 +/- 2°C temperatura y 60 +/- 10% humedad relativa. Las plantas de
col con las ninfas del insecto, se transfirieron a jaulas que contenian plantas del
cultivar Farmer, infectadas por el TYLCV-MId [RE], estas se colocaron en un
aislador con tela anti Bemisia. Los insectos se alimentaron de estas plantas hasta que
se utilizaron en el ensayo de transmision viral.

Para asegurar el 100% de infeccion, se usaron 15 moscas blancas por planta al estado
de emision del primer par de hojas verdaderas, el periodo de acceso a la inoculacion
fue de 72 horas, al final las plantas se asperjaron con Imidacloprid (Confidor®,
Bayer), para eliminar los insectos y garantizar que la inoculacioén fuera sélo durante
72 horas, segun la metodologia utilizada. Se infectaron diez plantas por cada genotipo
(Delatte, 2005).

3.5.3.1.5. Caracteres evaluados

Después de la inoculacion por vector e injerto, las plantas se colocaron en
condiciones de aislador para evaluar la severidad e incidencia de la enfermedad. Las
evaluaciones se realizaron a los 28 y 56 dias después de la inoculacion (ddi).

Las evaluaciones individuales de los sintomas del TYLCV-MId [RE], se hicieron
cada 84 horas hasta los 56 ddi (Delatte, 2005), para determinar:

- Severidad: mediante una escala que contempl6é desde 1 (no sintomas) hasta 9
(muerte de la planta) (Delatte, 2005).

- Incidencia: porcentaje de plantas infectadas sobre el total.

La técnica TAS-ELISA, kit DSMZ, Alemania, se utiliz6 para comprobar la presencia
o ausencia del ADN viral del TYLCV-MId [RE], a los 56 ddi mediante vector e

injerto; segun el protocolo recomendado por el fabricante. Plantas infectadas del
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cultivar susceptible Farmer fueron empleadas como controles positivos y como
controles negativos plantas sanas del mismo cultivar. Se estimo la presencia viral
cuando el valor de absorbancia fue al menos dos veces el del control negativo (Peralta
y col., 1999). Esta técnica no permitio la cuantificacion de la concentracion viral en
las plantas, por lo cual en este estudio s6lo se determinaron las plantas asintomaticas.
3.5.3.1.6. Procesamiento estadistico

Se realizd6 un ANOVA de clasificacion simple para conocer el efecto del genotipo a
los 28 y 56 ddi mediante injerto y vector, para los caracteres severidad e incidencia.

Se realizo la prueba de Student-Newman-Keuls para la comparacion multiple de las

medias a una P<0,0001. En el procesamiento de los datos se utilizo el programa SAS
version 8.1.

3.5.3.2. Resultados y discusion

3.5.3.2.1. Evaluacion del efecto del TYLCV-MId [RE] a los 28 dias después de la
inoculacion mediante injerto y vector

A los 28 dias después de la inoculacién por injerto y vector se observd un efecto
altamente significativo del genotipo (P<0,0001), para la severidad e incidencia del
TYLCV-MId [RE]. No se observaron diferencias al interior de los grupos de las
lineas y testigos susceptibles. Los resultados fueron similares en los dos experimentos
realizados en afios consecutivos (tabla 26).

Las lineas LD3, LD4, LD5, LD6 y TY 172 no presentaron sintomas de la enfermedad.
Por su parte, los testigos susceptibles, R13, 13-8-2 y Farmer, mostraron sintomas
caracteristicos del TYLCV-MId [RE] después de la inoculacion por injerto y vector

(tabla 26).
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Tabla 26. Severidad e incidencia del TYLCV-MId [RE] por genotipo a los 28 dias

después de la inoculaciéon mediante injerto y vector.

Genotipo - Injerto - - - Vector - -
Severidad* Incidencia Severidad* Incidencia

LD3 lb Ob b 0Ob
LD4 1b 0b b 0Ob
LD5 b 0Ob b 0Ob
LD6 1b 0b b 0Ob

TY172 b Ob 1b Ob

Farmer 5,90 a 100 a 5,90 a 100 a
13-8-2 6,50 a 100 a 6,00 a 100 a
R-13 6,25 a 100 a 5,80 a 100 a

*Escala (1-9) Delatte (2005) ay b: significativo segln la prueba Student-Newman-Keuls P<0.0001

En la figura 17 se muestran la linea LDS5 (Vyta) y el testigo susceptible Farmer, a los

28 ddi mediante vector.

Figura 17. Severidad del TYLCV-MId [RE] a los 28 ddi mediante vector. A la

izquierda se muestran plantas de la linea LD5 (Vyta) asintomaticas. A la
derecha, el testigo susceptible Farmer con sintomas de la enfermedad

3.5.3.2.2. Evaluacion del efecto del TYLCV-MId [RE] a los 56 dias después de la
inoculacion mediante injerto y vector

A los 56 dias después de la inoculacion por injerto y vector se observo un efecto
altamente significativo del genotipo (P<0,0001) para la severidad e incidencia al

TYLCV-MId [RE]. No se observaron diferencias al interior de los grupos de las
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lineas y testigos susceptibles (tabla 27). Los resultados fueron similares en los dos

experimentos realizados en afios consecutivos.

Las lineas obtenidas y TY172 se mantuvieron asintomaticas; sin embargo, los

cultivares susceptibles mostraron sintomas severos de la enfermedad (tabla 27).

Tabla 27. Severidad e incidencia del TYLCV-MId [RE] por genotipo a los 56 dias

después de la inoculaciéon mediante injerto y vector.

Genotipo Injerto - - Vector - -
Severidad* Incidencia Severidad* Incidencia

LD3 1b 0b b 0Ob
LD4 1b 0b 1b 0b
LD5 1b 0Ob b 0Ob
LD6 1b 0b 1b 0b

TY172 1b 0Ob b 0Ob

Farmer 7,28 a 100 a 6,80 a 100 a
13-8-2 7,12 a 100 a 7,00 a 100 a
R-13 6,35a 100 a 6,81 a 90 a

*Escala (1-9) Delatte (2005) ay b: significativo segln la prueba Student-Newman-Keuls P<0.0001

En la figura 18 se muestra la linea LD5 (Vyta) y el testigo susceptible Farmer, a los

56 ddi mediante vector.
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Figura 18. Severidad del TYLCV-MId [RE] a los 56 ddi mediante vector. Al fondo de
la figura se muestran plantas de la linea LD5 (Vyta), asintomaticas. Delante, el testigo
susceptible Farmer con sintomas severos de la enfermedad.

El TYLCV-MId [RE] fue observado por primera vez en la isla Reunion en 1997, al
causar pérdidas de hasta el 80% en variedades susceptibles sembradas a campo
abierto (Peterschmitt y col., 1999).

El interés por evaluar las cuatro lineas cubanas ante el TYLCV-MId [RE], estuvo
basado en lo informado por Pico y col., (1998) y Sanchez Campos y col., (1999),
acerca de que algunas de las fuentes de resistencia identificadas en un lugar dado,
podian no ser ttiles en otros donde existen diferentes condiciones epidemiologicas.
Czosnek y Laterrot (1997) plantearon que una linea tolerante o resistente a un aislado
particular del TYLCV podria resultar no efectiva frente a otro aislado distante del
mismo.

La secuencia del TYLCV de la isla Reunidn es s6lo 93% similar a las secuencias del

TYLCYV de Republica Dominicana, Cuba e Israel (Delatte, 2005).
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Rampersard y Umaharan (2003) plantearon que en S. chilense LA1969, el gen Ty-1,
acompafiado de dos genes modificadores, confieren un buen nivel de resistencia al
TYLCV; pero parecen ser igualmente eficaces frente a otros begomovirus bipartitos
(Pico y col., 1998; Pico y col., 2000; Hanson y col., 2000); lo que pudiera explicar el
comportamiento exhibido por los genotipos.

En Espafia, el Virus del encrespamiento de las hojas del tomate de Serdefia [Tomato
yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV)] presentaba una alta estabilidad genética
desde inicios de los afios noventa. Sin embargo, la migraciéon de nuevos tipos
genéticos de begomovirus dio lugar a una rdpida alteracion de la diversidad y
estructura de la poblacion viral existente. Asi, la introduccion del TYLCV-IL y
TYLCV-MId resultdo en un desplazamiento progresivo del TYLCSV en las
epidemias (Morilla y col., 2004; Moriones y Navas-Castillo, 2008).

En Israel, han sido informados el TYLCV-IL y el TYLCV-MId (Navot y col., 1991;
Antignus y Cohen, 1994). Este ultimo fue reconocido por su capacidad de inducir
sintomas mas suaves en el cultivar TY20, resistente al TYLCV-IL. Harrison y
Robinson, (1999) y Navas-Castillo y col., (2000), coinciden en la capacidad de
recombinacion que posee el TYLCV-MId (informada con un ancestro del ToLCV de
la India), lo que asevera el relevante potencial de los begomovirus para generar
diversidad genética a través de la recombinacion (Maruthi y col., 2003; Moriones y
Navas-Castillo, 2008) y debe ser tenido en cuenta entre las fuerzas evolutivas en este
grupo de virus.

Resende y col., (2004) sostienen que la diversidad de begomovirus presente en el

tomate indica la necesidad de contar con fuentes de resistencia de amplio espectro;
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mientras que Picoé y col., (1998) y Hanson y col., (2000) sostienen que la
pirimidacion de genes que controlan diferentes mecanismos de resistencia al TYLCV
puede ser una estrategia para incrementar la durabilidad y estabilidad de las
resistencias a begomovirus, lo cual constituye el principal objetivo de la mejora hoy
dia.

3.5.3.2.3. Presencia del ADN viral del TYLCV-MId [RE]

En la tabla 28 se muestra la comprobacion del ADN viral del TYLCV-MId [RE]
mediante la técnica TAS-ELISA. En los dos ensayos realizados, se determind la
presencia del ADN viral del TYLCV-MId [RE] en el 100% de las plantas de los
genotipos evaluados, después de inoculacion por injerto.

Tabla 28. Comprobacion del ADN viral del TYLCV-MId [RE] mediante TAS-
ELISA, en los dos ensayos realizados, a los 56 ddi mediante injerto y vector.

Ensayo I Ensayo II
Genotipo Injerto Vector Injerto Vector
nt* | Total | nt+ | Total | nt | Total n+ Total
LD3 10 10 7 9 10 10 9 10
LD 4 9 9 8 10 10 10 9 10
LD S5 9 9 10 10 10 10 10 10
LD 6 10 10 10 10 9 9 9 10
TY172 8 8 8 10 10 10 9 10
Farmer 10 10 10 10 9 9 10 10
13-8-2 10 10 10 10 9 9 10 10
R-13 10 10 10 10 10 10 10 10

*n+: Numero de plantas positivas; Total: total de plantas evaluadas

Después de la inoculacion por vector, en el ensayo I, se detecto la presencia viral en
el 100% de las plantas de las lineas LD5 y LD6; en el 80% de las plantas de LD4 y
TY172 y en el 77,7% de las plantas de LD3. En el ensayo II, se detectd la presencia

viral en el 100% de las plantas de la linea LDS5; y en el 90% de las plantas de las
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lineas LD3, LD4, LD6 y TY172. En los genotipos susceptibles se detectdo el ADN
viral en el 100% de las plantas, en los dos ensayos realizados (tabla 28).

Los resultados obtenidos muestran la necesidad de cuantificar el ADN viral para
establecer definitivamente el concepto de resistencia al TYLCV-MId [RE] en los
genotipos evaluados segun lo establecido por Lapidot y Friedmann (2002).

4. RESULTADOS PRINCIPALES

1. Se obtuvieron cuatro lineas de tomate (LD3, LD4, LD5 y LD6) resistentes al
TYLCV-IL [CU].

2. Se propuso y valido una metodologia de evaluacion de fuentes genéticas de tomate
para la resistencia al TYLCV-IL [CU] en las condiciones de Cuba.

3. Se comprobd la introgresion del gen Ty-1 de S. chilense LA1969, en las lineas
LD3, LD4 y LDS5, a través de la genotipificacion molecular con marcadores del tipo
RFLP.

4. La linea LDS5 se liberé como variedad comercial con el nombre de Vyta.

5. Las lineas LD3, LD4, LD5 y LD6, se mostraron asintomaticas en condiciones de

infeccion natural frente al TYLCV-MId, de isla Reunion, situada en el océano Indico.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permiten concluir que:

1. El proceso de seleccion desarrollado en este trabajo permitio obtener lineas S9
portadoras de al menos dos fuentes de resistencia al TYLCV-IL [CU].

2. La resistencia genética al TYLCV-IL [CU] en el tomate en nuestras condiciones
debe ser descrita por: la supresion del desarrollo de los sintomas de la enfermedad
(grado 0 de la escala de Scott y Schuster, 1991); la reduccion de la multiplicacion
viral (concentracion de ADN viral < 1ng/ul) y la ausencia de afectacion significativa
del rendimiento productivo (Kg/pl).

3. El marcador TG97, ligado al gen Ty-1 de S. chilense LA1969, es efectivo para el
monitoreo de la introgresion del gen en las condiciones del presente estudio. El
marcador TG 297 no presentd polimorfismo.

4. La genotipificacion molecular con el marcador TG97, ligado al gen Ty-1, permitio
diferenciar la presencia de al menos dos fuentes de resistencia al TYLCV-IL[CU]
presentes en las lineas S9 obtenidas; una que se controla por el gen Ty-1 de S.
chilense (LD3, LD4 y LD5) y otra nueva fuente de resistencia de origen desconocido
(LDo).

5. La fuente de resistencia al TYLCV-IL [CU], LD5 (Vyta), proveniente de S.
chilense LA1969, puede mostrar estabilidad e independencia de la aplicacion de

plaguicidas quimicos.
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6. RECOMENDACIONES

1. Utilizar las lineas LD3, LD4 y LDS5, portadoras del gen Ty-1, como fuentes de
resistencia al TYLCV-IL [CU] en programas de mejoramiento del tomate.

2. Estudiar la linea LD6 mediante métodos moleculares para la genotipificacion de
otros genes de resistencia al TYLCV (Ty-2 y Ty-3) que pudieran estar presentes en la
misma.

3. Estudiar genéticamente las lineas obtenidas (LD3, LD4, LD5 y LD6) para su
recomendaciéon como progenitores en programas de obtencion de hibridos F; y de
modificacion genética por transformacion.

4. Emplear la metodologia de evaluacion de fuentes genéticas de tomate para la
resistencia al TYLCV-IL [CU] propuesta en el presente trabajo, en programas de
mejora y estudio de germoplasma en Cuba.

5. Estudiar la estabilidad del rendimiento de las lineas LD3, LD4 y LD6 en diferentes
localidades del pais y continuar la generalizacion de la variedad Vyta.

7. Introducir los resultados de esta tesis en los programas de docencia pre y

postgraduada.
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ANEXO 1. Hibridacion interespecifica del tomate con el progenitor silvestre

Solanum chilense LA1969 (antecedentes de este trabajo, datos no mostrados en el

mismo).

Esquema de hibridacion interespecifica con el progenitor silvestre S. chilense
LA1969.
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A continuacion se describe el esquema mostrado.

Se parti6 del cruzamiento entre la variedad de tomate 'Momor verde', con marcador
para la ausencia de antocianina, y la especie S. chilense LA1969 con un alto nivel
resistencia al TYLCV en Israel y Cuba (Zakay y col., 1991; Gémez y col., 2000). La
técnica de rescate de embriones in vitro se utilizd para obtener el hibrido F1
interespecifico.

- El hibrido F1 resultante se retrocruzé con la variedad 'Tropiva', de la especie
cultivada S. lycopersicum, por su adaptacion al calor (Laterrot y Moretti, 1994).

- Se realizaron dos retrocruzas con el hibrido F1 comercial 'Tyking',
proveniente de S. chilense; y posteriormente se ejecutd una tercera retrocruza
con el hibrido F1 comercial 'Fiona'. Ambos cultivares habian mostrado una
baja expresion de sintomas del TYLCV al ser probados en Cuba (Gomez y
col., 2000). Luego de cada retrocruza se procedié a la agroinoculacion del
ADN del TYLCV, a fin de detectar las plantas sanas sobre las cuales avanzo
el programa (Laterrot y Moretti, 1994).

- Finalmente, se obtuvieron seis plantas sanas que dieron lugar a las
poblaciones de base: 94-1, 94-2, 94-3, 94-4, 94-5 y 94-6. El TYLCV en la
poblacion 94-6, a través de las generaciones o ciclos SO a S3 (datos no
contemplados en este trabajo) mostrd los valores mas bajos de severidad e
incidencia, en comparacion con las otras cinco poblaciones de base, al ser
seleccionadas en condiciones de infeccion natural, por lo cual se prosigui6 la
seleccion a partir de ésta poblacion. El presente trabajo de tesis comenzo en

1998 con la seleccion individual en la generacion S4 de la poblacion 94/6.

124



ANEXO 2. Variables climaticas que incidieron en el transcurso de los experimentos

Temperatura (°C)

Mes 1998/99 | 1999/00 | 2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04
Febrero - - - 23.3 22.0 -
Marzo 22.6 234 22.4 23.0 23.8 24.9
Abril 25.4 24.8 24.1 24.3 25.1 23.5
Mayo 27.1 25.7 26.3 24.8 26.4 26.6
Junio 28.0 27.4 25.6 - 26.6 26.8
Noviembre 24.7 23.9 23.2 - 23.7 24.0
Diciembre 23.3 22.1 21.9 - 22.1 20.8
Enero 23.2 21.4 18.3 - 18.8 -
Febrero 24.7 23.5 233 - 19.4 -
Precipitaciones (mm)

Mes 1998/99 | 1999/00 | 2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04
Febrero - - - 11.0 74.8 -
Marzo 140.0 53.2 6.9 9.1 64.5 118.1
Abril 50.4 80.6 85.9 59.7 11.4 82.5
Mayo 250.3 122.5 107.2 267.3 371.1 1153
Junio 90.7 270.4 133.5 - 405.1 141.9
Noviembre 20.9 59.5 9.9 - 82.5 88.3
Diciembre 10.4 30.0 96.9 - 64.3 52.2
Enero 48.7 37.7 0.2 - 9.2 -
Febrero 45.8 35.8 11.0 - 41.6 -
Humedad relativa (%)

Mes 1998/99 | 1999/00 | 2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04
Febrero - - - 80 81 -
Marzo 76 78 79 77 78 80
Abril 75 75 77 74 73 78
Mayo 77 78 76 80 78 82
Junio 84 81 82 - 84 82
Noviembre 83 82 80 - 84 81
Diciembre 77 82 84 - 83 81
Enero 81 81 79 - 79 79
Febrero 79 79 80 - 82 80
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ANEXO 3. Resultados del andlisis de varianza de tres factores para la variable
rendimiento.

Fuentes de variacion SC gl CM P
Efectos principales
A: Ano 0,242 1 0,242 0,1218
B: Epoca de siembra 7,17602 1 7, 17602 0,0000
C: Genotipo 52,3636 4 13,0909 0,0000
Interaccion
AB 0,000405 1 0,000405 0,9491
AC 0,748837 4 0,187209 0,1209
BC 2,16267 4 0,540667 0,0007
Error 6,29896 64 0,0984212
Total 68,9925 79

126




	Portada. Obtención de líneas de líneas de Tomate ...
	SINTESIS
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Hipótesis
	1.2. Objetivo general
	1.3. Objetivos específicos
	1.4. Novedad científica
	1.5. Importancia práctica

	2. REVISIÓN BIBLIOGRAFICA
	2.1. Origen, domesticación y taxonomía del tomate
	2.2. Especies silvestres afines al tomate cultivado
	2.3. Importancia nutritiva y terapéutica del tomate
	2.4. Problemática mosca blanca-geminivirus en el cultivo del tomate
	2.4.1. Bemisia tabaci
	2.4.2. Geminivirus

	2.5. Mejoramiento genético del tomate
	2.5.1. Resultados del mejoramiento genético del tomate en Cuba
	2.5.2. Resultados del mejoramiento genético del tomate para la resistencia abegomovirus a nivel mundial
	2.5.3. Aplicación de los marcadores moleculares en apoyo al mejoramiento parala resistencia a begomovirus en el tomate

	2.6. Interacción genotipo x ambiente

	3. ETAPAS DE TRABAJO
	3.1. Esquema general del trabajo
	3.2. Etapa 1. Obtención de líneas de tomate portadoras de una fuente deresistencia genética al TYLCV-IL [CU] proveniente de S. chilense LA1969
	3.2.1. Materiales y métodos
	3.2.1.1. Caracteres evaluados
	3.2.1.2. Diseño experimental y procesamiento estadístico

	3.2.2. Resultados y discusión
	3.2.2.1. Caracterización fenotípica de las generaciones S4 a S8 en condiciones de
	3.2.2.2. Estimación de los coeficientes de correlación lineal simple entre losvalores individuales de las plantas seleccionadas en las generaciones S4 a S8
	3.2.2.3. Determinación de líneas diferentes para los caracteres productivos en lageneración S9
	3.2.2.4. Análisis del comportamiento de la enfermedad en las generaciones S4 aS8


	3.3. Etapa 2. Metodología de evaluación de la resistencia al TYLCV [CU], en lascondiciones de Cuba
	3.3.1. Materiales y métodos
	3.3.1.1. Material vegetal
	3.3.1.2. Material viral
	3.3.1.3. Método de inoculación mediante injerto
	3.3.1.4. Método de inoculación mediante vector
	3.3.1.5. Ensayo de transmisión viral
	3.3.1.6. Caracteres evaluados
	3.3.1.7. Ensayo de campo y diseño experimental
	3.3.1.8. Procesamiento estadístico

	3.3.2. Resultados y discusión
	3.3.2.1. Determinación del umbral de daño de la enfermedad mediante larelación entre la severidad y el rendimiento en las  ...
	3.3.2.2. Comparación del daño producido por el TYLCV-IL [CU]
	3.3.2.3. Determinación de los indicadores con mayor contribución al daño
	3.3.2.4. Determinación de los testigos diferenciales de resistencia, en condicionesde infección mediante vector
	3.3.2.5. Severidad e incidencia del TYLCV-IL [CU] después de la infecciónmediante injerto
	3.3.2.6. Metodología propuesta para la evaluación de la resistencia al TYLCVIL[CU] en condiciones de Cuba


	3.4. Etapa 3. Caracterización de las nuevas fuentes de resistencia obtenidas,mediante marcadores moleculares
	3.4.1. Materiales y métodos
	3.4.1.1. Material vegetal
	3.4.1.2. Análisis RFLP

	3.4.2. Resultados y discusión

	3.5. Etapa 4. Recomendación de variedades comerciales y líneas resistentes alTYLCV [CU]
	3.5.1. Estabilidad del rendimiento en época óptima y primavera
	3.5.1.1. Materiales y métodos
	3.5.1.2. Resultados y discusión

	3.5.2. Efectividad de la resistencia en ausencia de plaguicida químico para elcontrol del TYLCV-IL [CU]
	3.5.2.1. Materiales y métodos
	3.5.2.2. Resultados y discusión

	3.5.3. Evaluación del comportamiento de las nuevas líneas obtenidas ante elTYLCV-Mld [RE]
	3.5.3.1. Materiales y métodos
	3.5.3.2. Resultados y discusión



	4. RESULTADOS PRINCIPALES
	5. CONCLUSIONES
	6. RECOMENDACIONES
	7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
	ANEXOS

