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Hay suefios para los cuerdos,
hay suefios para los locos,
hay suefios para las piedras,
hay suefios para los muertos,
hay suefios para la tierra.
Yo sé los suefios que quedan,
los suefios que todavia
andan vibrando en nosotros,
regando con alboroto
su misteriosa armonia.
Yo sé los suefios descalzos,
desnudos, duefios del dia,
fraternos, virgenes, mansos,
reveladores del cantaro
de la poesia.
Hay suefios que se nos duermen,
hay suefios que llegan tarde
pero encuentran su estacion.
Los suefios son ese instante,
la luz que ve el caminante
debajo del corazon.
Yo sé los suefios que mueren,
eternos pajaros rotos,
son esos que nos padecen,
son esos los que adolecen
de no vivir en nosotros.
Yo sé los suefios que muerden
donde la carne no sabe,
herida oscura que azota,
coartada de la derrota,
dolor quemando sus naves.
Hay suefios que se nos duermen,
hay suefios que llegan tarde
pero encuentran su estacion.
Los suefios son ese instante,
la luz que ve el caminante
debajo del corazén.
Y esperan en una cancion.

“Los suefios” Liupa Mara fevia
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SINTESIS

Los begomovirus son considerados uno de los principales patdégenos de plantas que
afectan el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) en Cuba. La resistencia genética
constituye una alternativa viable para contrarrestar los efectos negativos que causa la
enfermedad. Los objetivos de este trabajo han estado encaminados a la busqueda de
fuentes de resistencia a begomovirus mono y bipartitos, para su aprovechamiento e
incorporacion al programa de mejoramiento genético de esta hortaliza en el pais. Doce
cultivares de tomate, de resistencia conocida al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
se evaluaron frente al aislado cubano (TYLCV-IL [CU]) y a los aislados brasilefios de
Tomato yellow spot virus (ToYSV) y Tomato severe rugose virus (ToSRV). A estos se
les determind la presencia de los genes 7y-1, Ty-2 'y Ty-3, de resistencia a begomovirus,
a través de marcadores moleculares de ADN. Las inoculaciones se realizaron, para
TYLCV, mediante el vector natural, mosca blanca (Bemisia tabaci biotipo B) y el
Agrobacterium tumefaciens, mientras que para ToYSV y ToSRV se empled la
biobalistica y la libre eleccion en campo. Los cultivares ‘Vyta’, ‘L7°, ‘TX468-RG’,
‘STY4’ y ‘STYS’ resultaron resistentes frente a los tres begomovirus evaluados. Se
identificaron dos cultivares con el gen 7y-1 (‘TY52’ y ‘STY3’), dos con el gen 7y-2
(‘H24’ y ‘L7’) y uno con el gen 7y-3 (‘STY4’). ‘H24’ y ‘L7’ fueron inmunes a TYLCV-
IL [CU], pues sus plantas no mostraron sintomas de la enfermedad ni replicacion del
virus. Se recomiendan progenitores para el programa de mejora a begomovirus y se
discuten los resultados de la segregacion de la resistencia en plantas F, del cruce de
‘Amalia’ x ‘H24” y ‘Amalia’ x ‘TY52’. Se establecio la escala de severidad de la
enfermedad como un criterio de seleccion fenotipico para incorporar la resistencia a
TYLCV-IL [CU] en cultivares susceptibles, cuando no se dispone de facilidades para
aplicar la seleccion asistida por marcadores para los genes 7y-1 y Ty-2. El empleo de las
herramientas moleculares evidencié su importancia en los trabajos de seleccion de
progenitores y en el diagndstico de los begomovirus. Los resultados alcanzados
demostraron la existencia de nuevas fuentes de resistencia, lo cual permitira reforzar la

estrategia varietal y el programa de mejoramiento genético del cultivo en el pais.
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Introduccion

. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) (Peralta y col., 2006), es la segunda especie en
importancia dentro del género Solanum spp., por su papel en los habitos alimenticios de
una amplia parte de la poblaciéon mundial (Foolad, 2007; Diez y Nuez, 2008) y una de
las principales hortalizas que se cultiva en Cuba, con un rendimiento promedio de 13,5
tha! (FAOSTAT, 2011). Estos bajos rendimientos, al igual que los de la gran mayoria
de los paises tropicales, se deben al efecto negativo que ejercen los factores climaticos y

la alta incidencia de plagas en el cultivo (Morales, 2010).

Entre las principales plagas que afectan al tomate y que ocasionan pérdidas en el
rendimiento, de hasta un 100%, estan los comunmente denominados “geminivirus”
(Navas y col., 2011). La familia Geminiviridae constituye una de las cuatro familias de
virus que infectan vegetales, con ADN como material genético. Entre los géneros que la
conforman, el que mas afectaciones provoca es el Begomovirus, transmitido por la
mosca blanca Bemisia tabaci (Genn.) (Moriones y Navas, 2000; Ribeiro y col., 2003;
Garciay col., 2004; Tsaiy col., 2011).

Hasta el presente, el complejo mosca blanca-geminivirus ha sido considerado, en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales, como el principal problema fitosanitario
que azota a diferentes cultivos horticolas (Morales, 2010; Navas y col., 2011). En Cuba,
las primeras evidencias de sintomas asociados a begomovirus, en plantaciones de
tomate, se manifestaron a finales de la década de los 80 (Gémez y Gonzalez, 1993), lo
cual coincidié con un aumento de las poblaciones del insecto vector, presentindose
durante los anos 1991-1992, entre un 30 y 42% de afectacion en las areas cultivadas de
todo el pais (Murguido y Elisondo 2007). A inicios de la década de los 90, se desarrolld
un programa de Manejo Integrado de Plagas (MIP) y diversos proyectos de
investigacion encaminados a la identificacion, caracterizacion y obtencion de métodos

de diagnostico para la deteccion del agente causal.

Como resultado de los mismos se identificaron, en el pais, tres begomovirus en el
tomate: el monopartito Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV-IL [CU] (Martinez y col,,
1996; Fauquet y col., 2008), y los bipartitos Tomato mottle Taino virus (ToMoTV) y

1



Introduccion

Tomato mosaic Havana virus (ToMHV) (Ramos y col., 1997; Martinez y col., 1998), los
cuales son menos agresivos y han sido desplazados por TYLCV-IL [CU], en

condiciones de infeccion natural (Martinez y col., 2003).

Una vez identificados los agentes causales, se inici6 un programa de mejora genética
para la obtencién de materiales hibridos (Pifion y Gomez, 2003), lineas y variedades
(Goémez y col., 2004) resistentes ante los efectos negativos provocados por TYLCV-IL
[CU]. Se introgreso el gen 7Ty-1 (Piiidn y col., 2005), a partir de la accesion LA 1969 de
Solanum chilense (Dunal) Reiche., y fueron obtenidas lineas homocigoticas resistentes a
begomovirus, adaptadas a las condiciones edafocliméaticas cubanas, culminando con la
obtencion y generalizacion del cultivar ‘Vyta’, para su explotacion comercial en todas

las areas productoras del pais (Gomez y col., 2004).

Existen evidencias de la aparicion de nuevos begomovirus en los campos de produccion
de tomate en Cuba. Fiallo y col. (2009; 2012a) determinaron la presencia de una nueva
especie con genoma bipartito infectando tomate (Tomato yellow leaf distortion virus,
ToYLDV). Aunque se reconoce la prevalencia de TYLCV-IL [CU] en el pais (Martinez
y col., 1996-2009), también se han descrito otras especies de begomovirus que infectan
arvenses asociadas con el cultivo (Fiallo y col,, 2010a, b; 2012b), lo cual es un elemento
agravante a tener en cuenta en la epidemiologia de las enfermedades causadas por los
miembros del género Begomovirus y que puede originar nuevas variantes virales con
caracteristicas biolodgicas diferentes y mejor adaptadas (Garcia y col., 2006), capaces de
romper la resistencia genética del cultivar en explotacion con mucha mayor facilidad si

la misma es monogénica o vertical.

La utilizacion de cultivares resistentes, combinado con la lucha bioldgica en la estrategia
del Manejo Integrado de Plagas, podria contribuir a reducir los porcentajes de plantas
infectadas y, consecuentemente, la incidencia de la enfermedad (Stansley y col., 2004).
En este sentido, la identificacion de nuevas fuentes de resistencia al patdogeno y su
incorporacion en cultivares comerciales, son investigaciones que merecen ser

priorizadas (Louren¢ao y col., 2004).
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La busqueda de estas nuevas fuentes se hace posible, gracias a los avances logrados a
nivel internacional en la introgresion de genes de resistencia desde especies silvestres
hacia el tomate; como 7y-/ (Zamir y col., 1994), Ty-2 (Hanson y col., 2006), Ty-3 (Jiy
col., 2007a), tcm-1 (Giordano y col., 2005a), tgr-1 (Bian y col., 2007), poligenes vy,
ultimamente, los genes 7y-4 (Ji y col, 2009a) y Ty-5 (Anbinder y col., 2009);
provenientes de S. peruvianum L., S. chilense (Dunal) Reiche, S. habrochaites S. Knapp
& D.M. Spooner, S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg y S. pimpinellifolium L. De este
genofondo, las fuentes de resistencias mas explotadas han sido aquellas provenientes de

S. chilense, S. peruvianum'y S. habrochaites (Vidavsky y col., 2008).

Teniendo en cuenta las tendencias actuales del mejoramiento genético para la
enfermedad y al contar en Cuba con un solo cultivar resistente a begomovirus portador
del gen Ty-1 (Pifidén, 2009), se impone la necesidad de identificar nuevos materiales con
genes y mecanismos de resistencia diferentes a los de ‘Vyta’, que puedan ser
aprovechados por el programa de mejoramiento genético del cultivo, en el posterior

desarrollo de hibridos, lineas y cultivares comerciales con una resistencia mas duradera.

Identificar resistencias de amplio espectro frente a diversos begomovirus, basadas en
diferentes genes y mecanismos ¢ incorporarlas a cultivares permitiria trazar estrategias
de una mayor durabilidad ante la amenaza de aparicion de mutantes del virus,

recombinaciones entre especies virales y emergencias de nuevas especies.

Actualmente, la proyeccion estratégica del Programa Integral de Cultivos Varios del
Ministerio de la Agricultura de Cuba contempla entre sus acciones la obtencion e
introduccion de nuevos cultivares con resistencia a begomovirus y otras enfermedades
de importancia econdmica (Pérez, 2010), con la finalidad de disminuir las pérdidas en la

produccién de esta importante hortaliza para el pais.

Es por ello que, a partir del aprovechamiento de fuentes naturales de resistencia y
considerando la elevada incidencia y prevalencia de begomovirus en el pais, se propuso
la siguiente hipdtesis de trabajo: a partir de cultivares de tomate con resistencia a
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), de diversa procedencia genética, es posible

identificar otras fuentes de resistencia al aislado cubano de TYLCV y a los
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begomovirus bipartitos Tomato yellow spot virus (ToYSV) y Tomato severe rugose
virus (TOSRV).

Para aceptar o refutar esta hipétesis se planted el siguiente objetivo general: identificar
e incorporar al programa de mejora del tomate en Cuba, otras fuentes de

resistencia a begomovirus que afectan al cultivo.

Los objetivos especificos propuestos para cumplimentar el objetivo general fueron los

siguientes:

- Evaluar el comportamiento de cultivares de tomate resistentes a begomovirus, de
diversa procedencia genética, ante la infeccion por TYLCV-IL [CU], mediada

por mosca blanca y Agrobacterium tumefaciens.

- Evaluar la segregacion de la resistencia a TYLCV-IL [CU] conferida por los

genes de resistencia a begomovirus 7y-1 y Ty-2.

- Identificar aquellos cultivares con resistencia a begomovirus que, ademas de ser
resistentes a TYLCV-IL [CU], lo sean a begomovirus bipartitos, como ToYSV y
ToSRV.

- Determinar, por marcadores de ADN, la presencia de los genes de resistencia a

begomovirus 7y-1, Ty-2 'y Ty-3, en los cultivares evaluados.
Novedad Cientifica:

Se identificaron nuevas fuentes de resistencia a TYLCV-IL [CU], dos de ellas con el
gen de resistencia a begomovirus 7y-2, procedentes de S. habrochaites, con ausencia
de sintomas de la enfermedad e inhibicion total de la replicacion viral, constituyendo
el primer informe de inmunidad natural frente a este aislado en Cuba. Asimismo, se
identificaron cultivares con resistencia a tres begomovirus: TYLCV-IL [CU]
(monopartito), ToYSV y ToSRV (bipartitos), cuya resistencia procede de S.

habrochaites, S. chilense y S. peruvianum.
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Importancia tedrica:

Se amplia el conocimiento de las bases teoricas para la resistencia a begomovirus y
se demuestra el potencial de los diferentes genes involucrados en ella. Se evidencia
que la inmunidad natural a TYLCV-IL [CU] podria estar conferida por el gen 7y-2,
probablemente relacionado con mecanismos que inactivan los procesos de
replicacion viral o del movimiento célula a célula. Se aportan elementos que
relacionan la resistencia asociada al gen 7y-3, con los eventos del tropismo viral, ya
que, si bien se detecta la presencia de virus durante las diferentes etapas del muestreo
en el cultivar que porta este gen de resistencia, sus concentraciones son notablemente
inferiores a las registradas en los controles susceptibles. Se muestran evidencias de
que la resistencia a los begomovirus bipartitos estudiados, presente en dos cultivares
con los marcadores de los genes 7y-1 y 7Ty-2, fue debida a la posible presencia de
otro(s) gene(s) de resistencia, con diferentes mecanismos, que no fueron detectados

por los marcadores empleados.
Importancia préactica:

Se identificaron cultivares de tomate resistentes a TYLCV-IL [CU], ToYSV y
ToSRV (begomovirus mono y bipartitos), los que se recomiendan como progenitores
a utilizar por el programa de mejoramiento genético para resistencia a begomovirus
del cultivo, dada la factibilidad de manejar estos fitopatdogenos y por ende, proteger a
las plantaciones de tomate, con una resistencia mas duradera. Se determind, por
marcadores de ADN, la presencia de los genes de resistencia a begomovirus 7y-1,
Ty-2 y Ty-3, en algunos de los cultivares evaluados, lo cual permitira implementar la
seleccion asistida, en lugar de la seleccion fenotipica por la enfermedad. Ello implica
un salto cualitativo y cuantitativo para el programa de fitomejoramiento de la
especie, que va en favor del aprovechamiento de los recursos fitogenéticos y en pos
de una agricultura mas “amigable” con el agroecosistema. Estos resultados podrian
ser también de importancia para los paises de la region del Caribe, los cuales

presentan en la actualidad serios problemas fitosanitarios causados por TYLCV.
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2.1 Origen, domesticacion y taxonomia del tomate.

El origen de la seccion Lycopersicon del género Solanum se localiza en las zonas
montafiosas de los Andes que comprenden a Perti, Ecuador y Chile (a excepcion de las
subespecies S. cheesmaniae y S. galagense, las cuales son endémicas de las Islas
Galapagos). Las mismas, abarcan una gran diversidad de ambientes en los que se
desarrollan las especies silvestres, las cuales presentan una fuente importante de
variabilidad y reservorio de genes con caracteristicas interesantes, disponibles para la
mejora del tomate cultivado (Darwin y col., 2003). Hay cierta controversia en relacion
con el lugar donde se produjo la domesticacion de esta especie. Asi Candolle (1983)
sefald Peru como la zona donde presumiblemente se habria domesticado, sin embargo
otros datos indicaron que, al parecer, este proceso partié de los cultivares primitivos y
las lineas de Solanum lycopersicum variedad cerasiforme de México y Centroamérica,
hecho que se apoya en estudios genéticos basados en la variabilidad isoenzimatica y
molecular, segiin informes de Causse y col. (2000), Quirdés (2001) y Peralta y col.
(2000).

La difusion del tomate en el Viejo Mundo transcurri6 en el siglo XVI, acompanada de
creencias infundadas sobre su toxicidad, pero la capacidad adaptativa de la planta a una
amplia gama de condiciones climaticas y edaficas, asi como las propiedades del fruto
(color, aroma y aptitud para la conserva), entre otras multiples razones, contribuyeron a
su expansion, alcanzando una variedad de tipos muy extensa en cuanto a aspecto
exterior (forma, tamafio, color) e interior (sabor, textura y dureza) (Nuez, 1995; Causse y
col., 2000). Esta gran diversidad fenotipica no se correlaciona con la diversidad
genética, que es escasa. Se cree que en los primeros pasos de la domesticacion se
produjeron grandes reducciones poblacionales que disminuyeron la variabilidad genética

(Nuez, 1995).

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
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clasificacion propuesta por Miller desde 1754, en el género Lycopersicon (Peraltay col.,

2006).

Recientemente, el uso de técnicas moleculares reveld que los géneros Solanum y
Lycopersicon son muy parecidos. El género Lycopersicon ha cambiado de categoria
taxondmica y se incluyd en la seccion Lycopersicon dentro del género Solanum. Este
género alberga 13 especies que pueden ser agrupadas en dos complejos de acuerdo con
las barreras de cruzamiento con la especie cultivada S. lycopersicum: el complejo
Esculentum y el complejo Peruvianum (Peralta y Spooner, 2005; Peralta y col., 2006).
La relacion de las especies de este grupo en Solanum y su correspondencia con la
nomenclatura en Lycopersicon se indican en la tabla 1.

Tabla 1. Lista de especies del género Solanum, seccion Lycopersicon. Se proporciona la
procedencia con la nomenclatura previa. (Tomado de Peralta y col., 2006).

Nombre en Solanum Equivalente en Lycopersicum
S. arcanum Peralta Parte de L. peruvianum (L.) Miller
S. chilense (Dunal) Reiche L. chilense Dunal
S. chesmaniae (L. Riley) Fosberg L. chesmaniae L Riley (publicado

incorrectamente como cheesmanii)
S. chmielwskii (C.M.Rick, Kesicki, Fobes & M. L. chielewiskii C.M Rick, Kesicki, Fobes & M.
Holle) D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansen Holle

S. corneliomulleri J.F. Macbr. Parte de L. peruvianum (L.) Miller; conocido
como L. glandulosum C.F. Mull.

S. galapagense S. Darwin & Peralta Parte de L. cheesmaniae L. Riley (reconocido
previamente como forma o variedad minor)

S. habrochaites S. Knapp & D.M. Spooner L. hirsutum Dunal

S. huaylasense Peralta Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. lycopersicum L. L. esculentum Miller

S. neorickii (C.M.Rick, Kesicki, Fobes & M. Holle) L. parviflorum C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.

D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansen Holle

S. pennelli Correll L. pennelli (Correll) D" Arcy

S. peruvianum L. Parte de L. peruvianum (L.) Miller

S. pimpinellifolium L. L. pimpinellifolium (L.) Miller

El tomate es uno de los cultivos horticolas de mayor importancia comercial en el mundo
y el segundo dentro del género, debido a su papel fundamental en los habitos
alimenticios de una amplia parte de la poblacion mundial, tanto por su consumo fresco

como procesado (Foolad, 2007; Diez y Nuez, 2008).

En Cuba, este vegetal ocupa el 42% del area destinada al cultivo, con un nivel de
produccion de 750 000 toneladas y rendimiento promedio de 13,5 t.ha”. Comparado con

el resto de los paises del Caribe, Cuba se ubica en el primer lugar en superficie
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cosechada y produccion total obtenida y en el décimo por su rendimiento promedio
(FAOSTAT, 2011). Sin embargo, al igual que en la gran mayoria de los paises tropicales
del planeta, las producciones continuan siendo bajas debido al efecto negativo que

ejercen los factores climaticos y la incidencia de plagas en el cultivo (Morales, 2010).

Esta hortaliza presenta susceptibilidad a una serie de factores bidticos que influyen en
los rendimientos de las regiones donde es cultivada, lo cual ha estado favorecido por el
proceso de domesticacion a que se ha sometido a lo largo de los afos (Nuez, 1995). Se
informa su susceptibilidad a mas de 200 fitopatogenos de origene fungico, bacteriano y

viral (Foolad, 2007).

Las especies virales dentro del género Begomovirus se encuentran, actualmente, entre las
que mas dafios provocan en el cultivo, considerandose una limitante en la produccion del
tomate para el pais (Gomez y col., 2004) y los grandes productores del mundo (Seal y

col., 2006).

2.2 Familia Geminiviridae. Morfologia y taxonomia.

Algunas especies de virus pertenecientes a la familia Geminiviridae son responsables de
pérdidas econdmicas en el cultivo en todo el planeta. El aumento mundial de la
poblacién y distribucion del insecto vector Bemisia tabaci Gen. facilita el surgimiento de
nuevas enfermedades, limitando la produccion agricola, particularmente en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Rojas y col., 2005; Akos y Ervin, 2010; Pradeep y
Masato, 2010).

La familia Geminiviridae, considerada una de las mas numerosas dentro de los virus de
plantas, comprende un grupo de virus con gran importancia para todos los continentes,
debido a las afectaciones que provocan en numerosas familias vegetales de interés
econdmico y alimenticio en varios paises (Solanaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae,

Poaceae, Asteraceae, Malvaceae, etc.) (Calegario y col., 2007; Anfoka y col., 2009).

Los sintomas que se producen pueden variar de una a otra planta, atendiendo a las
especies hospedantes y a la edad fisiologica en la que ocurre la infeccion. Los sintomas
caracteristicos de la infeccion por begomovirus pueden consistir en decoloracion foliar

(rayados o moteados, amarilleamientos o dorados con patrones de mosaicos), enanismo,
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epinastias, enrollamiento o encrespamiento foliar, reduccién del area foliar, abscision

floral y reduccion del tamafio de los frutos, entre otros (Navas y col., 2011).

Esta familia presenta un grado elevado de diversidad genética, dada la ocurrencia de
eventos frecuentes de recombinacion y pseudo-recombinacion, que han contribuido a la
tasa elevada de evolucion molecular y, por ende, a su gran diversidad. La frecuencia con
la que ocurre la recombinacioén puede ser impulsada por tres factores: las infecciones
mixtas, los niveles elevados de replicacion y la amplia gama de hospedantes del insecto

vector (Navas y col., 2011).

Su genoma estda constituido por una o dos moléculas de ADN (acido
desoxirribonucleico) monocatenario y circular, de un tamafno entre 2,5 y 3,0 Kb. En
condiciones naturales estos virus se transmiten por insectos, siendo el tipo de insecto que
lo transmite, la organizacion del genoma y la gama de hospedantes las caracteristicas
empleadas para definir los cuatro géneros que conforman la familia (Mastrevirus,

Curtovirus, Topocuvirus y Begomovirus) (Fauquet y col., 2008).

2.3 Género Begomovirus, cultivos que afecta y distribucién.

El género Begomovirus, es de los mas importantes dentro de la familia Geminiviridae,
pues cuenta con un gran numero de especies virales y un nimero mayor de especies
hospedantes. Los begomovirus son considerados un grupo de virus emergentes que, a lo
largo de la ultima década, han causado pérdidas y dafios considerables debido a su alta
incidencia y severidad en las regiones tropicales y subtropicales del planeta (Were y col.,

2004; Cuéllar y Morales, 2006) (Fig. 1).

A nivel internacional las especies de este género son consideradas las de mayor
incidencia en el cultivo del tomate habiendo sido descritas mas de 80 (Fauquet y col.,
2008). Las mismas provocan, ademas, pérdidas considerables en otros cultivos de
importancia econdémica y alimenticia, como son: frijol caupi (Vigna unguiculata), frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.), algodon (Gossypium barbadense L.), yuca (Manihot
esculenta Cranzt.), papa (Solanum tuberosum L.), boniato (I[pomea batata L.), soya

(Glycine max (L.) Murray.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), pepino (Cucumis sativus
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L.), calabaza (Cucurbita pepo L.), melon (Cucumis melo L.), pimiento (Capsicum spp.),

etc. (Cuéllar y Morales, 2000; Morales, 2010).

New World Tomato Old World Tomato Begomoviruses
Begomoviruses
=

:| America Africa gy indian Asia

ubcontinent

TieRER

Figura 1. Distribucion
continental de begomovirus
del Viejo y el Nuevo
Mundo descritos en
Solanum lycopersicum L.

M;_." A= £ 7_,.;“ > (Fuente: Abhary y col.
A (2007).

La mayoria de los begomovirus estan constituidos por dos componentes gendmicos
ADN-A y ADN-B (begomovirus bipartitos). No obstante, algunos de los begomovirus
del Viejo Mundo, como Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y Tomato leaf curl
virus (ToLCV), tienen apenas un componente gendémico, el ADN-A (begomovirus

monopartito) (Stanley y col., 2005).

En el continente americano prevalecen, generalmente, los begomovirus con genomas
bipartitos, con tamafos que varian entre los 2,5 a 2,8 Kb, aunque se ha informado sobre
la incidencia de begomovirus del Viejo Mundo en la mayoria de los paises de la cuenca
del Caribe (Polston y col., 1999 y Martinez y col., 2004), sur de los Estados Unidos
(Brown, 2007) y en algunas regiones del oeste norteamericano (Sinaloa, México y
California), indicando las multiples introducciones de los virus del Viejo Mundo en el

continente (Duffy y Holmes, 2007).

Los primeros informes de begomovirus afectando tomate, en el continente americano,

ocurrieron en Brasil en el afio 1950 (Flores y col., 1960; Flores y Silberschmidt, 1967).

Maytis y col. (1975) observaron particulas gemelas que caracterizaron y denominaron a
este virus como Tomato golden mosaic virus (TGMV). Su comportamiento endémico no
le permitié causar dafios de importancia econdmica para el cultivo, situaciéon que se

revirtié con la aparicion del biotipo B de B. tabaci en las regiones productoras del pais,
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en la década de los 90. Desde inicios de la misma, ocho nuevas especies de begomovirus
fueron descritas infectando el tomate en el pais: Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato crinkle virus (ToCrV),
Tomato infectious yellows virus (TolYV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) y
Tomato yellow spot virus (ToYSV), algunas de estas presentes en varias regiones del
pais y otras restringidas a determinadas localidades (Ambrozevicius y col., 2002;
Andrade y col., 2002; Faria y col., 1997, 2000; Ribeiro y col., 2003; Fernandes y col.,
2006, 2008). Hasta el presente, en Brasil, se han descrito 14 especies de begomovirus en

tomate (Fauquet y col., 2008).

Un segundo informe de begomovirus fue efectuado en Venezuela en el afio 1963 en los
estados productores de Aragua, Carabobo, Guarico y Lara (Lastra y Uzcategui 1975;
Lastra y Gil 1981). Afios mas tardes, el Tomato yellow mosaic virus (ToOYMV) se
disperso y convirtié en una de las principales especies virales que afecto la produccion
de tomate en paises de las regiones de América del Sur (Panamé y Colombia) (Engel y
col., 1998; Morales, 2006) y del Caribe (Guadalupe, Martinica, Trinidad y Tobago,
Puerto Rico y Republica Dominicana) (Polston y col., 1998; Urbino y col., 2004).

América Central también ha sido un punto de origen para muchos de los begomovirus
que infectan actualmente tomate (Polston y Anderson, 1997). Los paises mas afectados
han sido Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama. Entre las especies
virales que mas influyen sobre los rendimientos en el cultivo pueden mencionarse
Tomato severe leaf curl virus (ToOSLCV) (Rojas, 2005), Tomato mottle virus (ToMoV) y
Tomato mosaic Havana virus (ToMHV) (Morales, 2010).

En el Caribe, la mayor importancia de los begomovirus estuvo dada por las grandes
afectaciones que ocurrieron en las areas productoras de tomate en Republica
Dominicana, a partir de la introduccion del mas importante y devastador de los
begomovirus del Viejo Mundo, Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), el cual colapso
la industria tomatera en este pais y Haiti (Morales y Anderson, 2001; Morales, 2006).
TYLCYV continué su dispersion por el Caribe afectando a otros paises de la region como:

Jamaica, Belice, Saint Kitts y Nevis, Puerto Rico, Guadalupe, Martinica, Haiti, Antigua

11
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y Barbuda (Morales, 2010), asi como en la region del Sur de los Estados Unidos,

Meéxico, Venezuela y Guatemala (Navas y col., 2011).

En Cuba, las enfermedades producidas por begomovirus se detectaron a partir del afio
1987 (Gonzélez, 1995), y su aparicion se asocié al aumento de las poblaciones de mosca
blanca en cultivos de importancia econdémica, asi como en diferentes especies de
arvenses (Cordero y col., 2003; Dominguez y col., 2002; Echemendia y col., 2001, 2003,
2004; Ramos y col., 2002). En la década del 90 del siglo XX, la incidencia alta de la
enfermedad del encrespamiento y amarilleamiento de la hoja del tomate ocasiond la
pérdida de campos completos de este cultivo y la proscripcion de cultivares de tomate
susceptibles. Entre ellos, se destaco ‘Campbell 28°, que lleg6 a ocupar el 50% del
territorio destinado a ese cultivo en Cuba debido a su versatilidad de empleo para el

procesamiento industrial y para el consumo como fruta fresca (Goémez y col., 2004).

Hacia mediados de los afios 90 estudios moleculares demostraron que el TYLCV era el
agente causal de la epifitia. Este aislado presentd un 98% de homologia con el de Israel
(Martinez y col., 1996; Ramos y col., 1996) el que mas tarde Fauquet y col., (2008)
designaron como TYLCV-IL [CU]. Un afio después, otros dos begomovirus fueron
identificados en campos de tomate: TOMHV (Tomato mosaic Havana virus) (Martinez y
col., 1997) y ToMoTV (Tomato mottle Taino virus) (Ramos y col., 1997). Prospecciones
desarrolladas por Fiallo y col. (2009; 2012a) en diferentes regiones del pais,
determinaron la presencia de un nuevo begomovirus de genoma bipartito infectando
tomate (Tomato yellow leaf distortion virus, TOYLDV), elemento a tener en cuenta en la

epidemiologia de las enfermedades causadas por los miembros de este género.

Sin embargo, TYLCV-IL [CU] es el principal begomovirus que prevalece en las areas
productoras del pais (Martinez, 2009), siendo la causa fundamental de la disminucion
del rendimiento en las cosechas de tomate cuando se utilizan cultivares susceptibles

(Goémez y col., 2004).
2.3.1 Organizacion genémica de los begomovirus.

El ADN-A y ADN-B, de los begomovirus bipartitos, son transcritos bidireccionalmente.

El ADN-A codifica todas las proteinas necesarias para la replicacion, transcripcion y

12
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encapsidacion de ambos genomas (A y B), mientras el ADN-B contribuye con las
funciones necesarias para el movimiento del virus en la planta y el desarrollo de
sintomas (Rojas y col., 2005). El componente A codifica para la proteina de la cépside
CP (4V1) en el sentido viral y cuatro proteinas en el sentido complementario: Rep
(ACI), TrAP (A4C2), REn (A4C3) y AC4. El genoma B codifica para dos proteinas, una en
el sentido de la replicacion viral, la NSP (BV1) y otra en el sentido complementario, la

MP (BC1).

Ambos componentes gendomicos poseen un tamafio parecido, con una similitud de
secuencias entre ambos genomas muy baja, excepto para la region intergénica (IR), que
incluye la estructura en horquilla que comprende al nanonucledtido conservado en todos
los begomovirus, sitio donde esta localizado el origen de replicacion (Zhou y col., 2003;
Gutiérrez y col, 2004; Stanley, 2004; Yadava y col., 2010). Generalmente, ambos
componentes genémicos son necesarios para la infeccion sistémica, aunque se demostro,
experimentalmente, que con solamente el componente A de Tomato chlorotic mosaic
virus (ToOCMV), se logra una infeccion sistémica en tomate y otras plantas hospedantes,

(Fontenelle y col., 2007).

Algunas especies de begomovirus presentan genomas monopartitos, el cual posee los
genes necesarios para desempenar todas las funciones esenciales del virus, sean aquellas
relacionadas con la replicacion y el movimiento viral célula-célula y a larga distancia.
Estos begomovirus difieren en numeros de MLAs, en relacion con los presentes en los
del ADN-A de los que presentan genomas bipartitos (Gronenborn, 2007; Yadava y col.,
2010).

Las especies monopartitas presentan un genoma circular de ADN de cadena simple de
aproximadamente 2,8 Kb. Esta molécula codifica seis proteinas, dos en el sentido viral y
cuatro en el antiviral, cuyos MLAs se solapan entre si y se organizan en forma
bidireccional en dos unidades de transcripcion separadas por una region intergénica (IR)

no codificante de aproximadamente 300 nt (Rybicki y col., 2000).

Algunos de los begomovirus monopartitos estan asociados a una molécula de ADN

satélite de 1,3 Kb, que se denomina componente ADN S (Khan y col., 2008; Yadava y
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col., 2010). Estos ADN S dependen del virus que lo mantiene para su replicacion,
encapsidacion, transmision y movimiento en la planta, razén por la cual reciben el

nombre de ADNs satélites (Mayo y col., 2005).
2.3.2 Ciclo replicativo viral de los begomovirus.

La replicacion de los begomovirus ocurre en el nicleo de las células infectadas,
dependiendo en gran medida de la maquinaria del hospedante. El genoma circular de
cadena simple de ADN (ADNsc) es replicado por medio de un intermediario de cadena
doble, denominado forma replicativa o RF, utilizando el mecanismo de circulo rodante
semejante al utilizado por los bacteriéfagos. La RF sirve como molde para la sintesis de
nuevos componentes gendomicos y también para la transcripcion de los genes virales

(Jeske, 2007; Yadava y col., 2010).

El origen de replicacion (ori) esta localizado en la region intergénica. La secuencia de
ori es conservada y puede ser variable entre las especies de begomovirus, con excepcion
de una region de aproximadamente 30 nt conservada entre todas las especies
(Lazarowits, 1992; Gutiérrez y col., 2004; Yadava y col., 2010). En esta ultima se
localiza una secuencia repetida e invertida compuesta, principalmente, por las bases
nitrogenadas guanina y citosina, formando un elemento estructural conservado (EEC) en
forma de horquilla, con una secuencia invariable (5'-TAATATTAC-3") presente en
todos los begomovirus, que constituye el dominio funcional del origen de replicacion
(Orozco y Hanley, 2000). Es en esta region donde ocurre el clivaje que inicia el proceso

de replicacion por circulo rodante (Laufs y col., 1995; Jeske, 2007).

El clivaje es realizado por la proteina Rep, que actia como una endonucleasa sitio-
especifica con requerimientos de estructura y secuencias (Orozco y Hanley, 2000;
Gronenborn, 2007). En esta region comun se localizan, también, secuencias especificas
para la unién de la proteina Rep (Fontes y col., 1994) y regiones promotoras de la ARN
polimerasa tipo II de plantas, responsable por la transcripcion de los genes virales

(Hanley y col., 2000).

El sitio de union de Rep al ADN viral esta localizado entre la caja TATA del gen rep y

el EEC (Orozco y col., 1998) y estd constituido por dos secuencias idénticas repetidas,
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denominadas “iterons”. La union de la Rep a los iterones es esencial para el inicio de la
replicacion. Después de la union de Rep al ADN viral y la estabilizacion del complejo
formado por Rep, Ren y factores del hospedante, la proteina Rep corta el nanonucle6tido
localizado en el EEC, dando inicio a la replicacion por circulo rodante (Laufs y col.,
1995; Jeske, 2007). El reconocimiento de los iterones por la Rep es considerado virus-

especifico (Argiiello y col., 1994; Argiiello y Ruiz, 2001; Ramos y col., 2003).

2.4 La mosca blanca (Bemisia tabaci Gen.).

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 morfoldgicas
de la pupa, que son las utilizadas para los estudios taxonOmicos, variaban segun la
morfologia de la superficie de la hoja de sus plantas hospedantes, por lo que muchas de
las especies antes descritas se convirtieron en sinénimos de B. tabaci (Mound, 1963;

Bellow y col., 1994).

Bemisia tabaci presenta alta variabilidad bioldgica intraespecifica y genética,
considerandose un complejo de especies y se reconocen 41 biotipos (Bosco y col,
2006). El biotipo B presenta mayor gama de hospedantes, fecundidad y capacidad de
dispersion, con respecto al biotipo A. Es altamente polifago, incidiendo en mas de 600
plantas hospedantes de 74 familias botanicas diferentes, siendo las arvenses las que
ocupan un papel importante en el mantenimiento de las poblaciones de Bemisia, asi

como de diferentes especies virales (Morales y col., 2006).

El insecto se alimenta de la savia de las plantas, causando dafios directos e indirectos
mediante la succion de la savia y la secrecion azucarada, en su fase larval, lo cual
favorece el crecimiento y expansion de un complejo de hongos denominado fumagina.
Este ultimo reduce la capacidad fotosintética de la planta y por consiguiente, los
rendimientos (Jones, 2003; Morales y col., 2003; Baldin y col., 2005; Cuéllar y Morales,
2006).

La importancia, distribucion e incidencia de los begomovirus esta directamente asociada

con la distribucion y dindmica poblacional de B. tabaci (Morales, 2006; Brown, 2007).
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Esta especie ha sido informada en regiones tropicales y subtropicales; se encuentra
distribuida en el sur de Europa, Africa, India, Australia, América Latina y el Caribe y en

las islas del suroeste del océano Indico (Delatte, 2005; Brown, 2007; Mc Auslane, 2007)

(Fig. 2).

Figura 2. Distribucion, a nivel
mundial, del biotipo B de Bemisia
tabaci Gen. (Fuente: EPPO (2005)).

Puntos verdes y rojos indican que
estan presentes con record nacionales
(rojos) y record locales (verdes).
Puntos rojos y verdes, sin rellenos,
indican que solo estan presentes en
algunas areas con el mismo estatus de
record establecido para los anteriores.

En América Latina, las moscas blancas se convirtieron en plagas de importancia
economica alrededor de la década de los 1970s, debido al uso intensivo de productos
quimicos (disponibles después de la segunda guerra mundial), en cultivos comerciales
como el algodon. El uso de insecticidas no selectivos elimin6 los enemigos naturales de
la mosca y cred resistencia en estas plagas a los insecticidas tradicionales.
Adicionalmente, los cambios climaticos (sequias y calentamientos) y un mayor
intercambio internacional de material vegetal, han facilitado su desarrollo y
diseminacion, respectivamente (Morales y col., 2006; Morales, 2010; Navas y col.,

2011).

Los biotipos mas difundidos son el A, originalmente en América, el B, en la region
comprendida por el noreste de Africa-Medio Este-Peninsula Arébiga (Frohlich y col.,
1999) y Q, localizado en la cuenca del mar Mediterraneo (Marin, 2004); China (Chu y
col., 2001); Japon (Ueda y Brown, 2006); México, Estados Unidos, Guatemala (Brown,
2007) y Nueva Zelanda (Scott y col., 2007). En la década del noventa, el biotipo B llego
al continente americano y se disemind rapidamente, lo cual favorecio el desarrollo de
nuevos problemas con begomovirus previamente desconocidos (Morales y Anderson,

2001; Varma y Malathi, 2003; Morales, 2010; Navas y col., 2011).

La presencia de esta plaga en Cuba, fue notificada por Brown en 1945 (Viscarret y col.,

2003). Fue nombrada en sus inicios como Bemisia tabaci, y posteriormente se le conocio
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como el biotipo A de esta especie (Perring y col., 1993). La misma causo6 serios estragos,
principalmente durante las campafias de 1989-1993, en los cultivos de tomate y frijol,
por lo que se comenzaron estudios relacionados con el virus, el vector y la interaccion
virus-vector. En 1995 se informo¢ la presencia del biotipo B de B. fabaci, junto al biotipo
nativo A, sobre un elevado nimero de hospedantes (Vazquez, 1995). Aiios mas tarde,
utilizando marcadores RAPD, se encontr6 solo el Biotipo B de B. tabaci en plantaciones
de tomate examinadas en la provincia de La Habana (Herndndez, 2001) y en nueve
provincias muestreadas de todo el pais con marcadores microsatélites y secuenciacion
del gen de la citocromo oxidasa I mitocondrial (Muidiz y col., 2006). Resultados
obtenidos por Peterschmitt (2007) describieron la dominancia de las poblaciones del
biotipo B de mosca blanca en el Caribe, comparado con las poblaciones indigenas del

insecto.
2.4.1 Relacion mosca blanca-begomovirus.

En la actualidad, las relaciones que se establecen entre los virus con los insectos vectores
pueden ser clasificadas en no persistente, semi-persistente, persistente circulativa y
persistente propagativa, siendo la trasmision de begomovirus por la mosca blanca del
tipo, persistente circulativa (el insecto vector adquiere el virus y puede retenerlo por
largos periodos de tiempo, durante la vida del vector, circulando sin replicarse en ¢él)

(Hogenhout y col., 2008).

La mosca blanca se alimenta del floema de las plantas. Introduciendo el estilete extrae
aminoacidos y carbohidratos necesarios para su supervivencia. Al mismo tiempo, el
insecto adquiere el virus y este circula en su cuerpo hasta las glandulas salivares, el cual
pasa a una nueva planta cuando se alimenta (Lacerda y Carvalho, 2008; Czepak y col.,
2009). La proteina de la capside es esencial para la adquisicion del virion por el insecto
vector y determina la especificidad con el aparato picador-chupador de la mosca

(Gronenborn, 2007).

De manera general, las relaciones que se establecen entre especies de Begomovirus y
Bemisia tabaci han sido ampliamente estudiadas, siendo muchas de estas relaciones algo

complejas, pudiendo existir o no replicacion del virus en el insecto vector, transmision
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transovarica del virus hasta la progenie de la mosca y efectos en la fecundidad y

longevidad del vector (Hogenhout y col., 2008).

Los periodos minimos de adquisicion y de inoculacion, descritos para los begomovirus
del Viejo y Nuevo Mundo varian, de manera general, de diez a 60 minutos y de diez a
30 minutos, respectivamente (Santos y col., 2003). El periodo de latencia después de la
adquisicion es de 17 a 20 horas, y una mosca adulta permanece virulifera de 7 a 20 dias
(Mehta y col., 1994). Sin embargo, la eficiencia en la transmision declina con el tiempo
y la transmision Optima se establece después de un tiempo de adquisicion de 16-24
horas, seguido de un periodo de inoculacion de 20-24 horas (Cuéllar y Morales, 2006;

Czosnek, 2007).

Se han observado diferencias en la eficiencia de la transmision de diferentes
begomovirus por Bemisia tabaci (Mc Grath y Harrison, 1995; Jones, 2003), lo cual se ha
tomado como fundamento para explicar el desplazamiento de un begomovirus por otro
en regiones donde se ha detectado la existencia de varias especies virales y del insecto

transmisor (Sanchez y col., 1999).

Las moscas en el estadio de ninfas son tan eficientes en la adquisicion del virus como las
adultas (Caciagli y col., 2000) sin embargo, se ha informado una disminuciéon de la
eficiencia en la transmision con la edad del insecto (Hogenhout y col., 2008). Ghanim y
Czosnek (2000) observaron la transmision transovarica del TYLCV en, al menos, dos
generaciones del biotipo B de Bemisia, y entre individuos a partir de la copulacion
(Czosnek, 2007). Para esta misma especie viral, se observdo un resultado similar
utilizando el biotipo Q. Se pudo apreciar que en ensayos cruzados, machos viruliferos
del biotipo B no transmiten para hembras aviruliferas del biotipo Q, y viceversa,

mostrando incompatibilidad entre los dos genotipos (Ghanim y Medina, 2007).

Una importante proteina, dentro de la familia de las chaperonas (GroEL), es producida
por una bacteria endosimbionte que habita en la mosca blanca. Esta proteina tiene la
funcion de proteger al virus durante su paso a través de la hemolinfa (desde el tracto
digestivo hasta las glandulas salivares), desarrollando una funcién importante en la

transmision de TYLCV (Akad y col., 2007; Czosnek, 2007).
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2.4.2 Métodos empleados para el control de la mosca blanca.

Con los antecedentes expuestos, relacionados con la biologia del vector; las relaciones
que se establecen entre los begomovirus y B. tabaci, asi como los mecanismos que estos
fitopatdgenos han desarrollado para mantenerse en los agroecosistemas, las estrategias
de manejo deben ser de naturaleza multiple y basadas en la comprension del patosistema
en cuestion (Caruana, 2007; Martinez, 2007). La aplicacion frecuente de insecticidas,
como método de control ampliamente practicado para Bemisia tabaci, origina la
contaminacion del medio ambiente, el surgimiento de plagas secundarias, la destruccion
de sus enemigos naturales y un elevado costo de produccion del tomate (Moriones y
Navas, 2000; Taylor y col., 2001). Se ha observado que, esta practica conlleva ademas la
aparicion de poblaciones de moscas resistentes al insecticida y el tratamiento resulta, a la

larga, inefectivo (Roditakis y col., 2005).

Una alternativa que ha demostrado su rentabilidad para algunos cultivadores es la
utilizacion de mallas con poros de 50 micrémetros de abertura, combinado con
aplicaciones de insecticida para la contencion del insecto transmisor en el cultivo de
tomate protegido (Taylor y col, 2001). Sin embargo, su empleo no es 100% eficaz
contra la mosca y no permite una adecuada aireacion de las estructuras que encierra, lo

cual provoca que se sobrecalienten (Moriones y Navas, 2000).

Otros autores proponen un modelo de probabilidad de clima para la identificacion en el
mundo de las regiones potencialmente susceptibles de ser invadidas por el complejo
Bemisia tabaci-begomovirus (Morales y Jones, 2004). Algunas de estas, han sido
cultivadas por décadas sin experimentar las consecuencias de una invasion de este tipo.
Sin embargo, la introduccion de un hospedante reproductivo apropiado para Bemisia
tabaci, la llegada de periodos extensos de sequia y la existencia de reservorios naturales
de begomovirus, podrian desatar la explosion de una epifitia en dichas regiones (Morales

y Jones, 2004).

En Cuba, el control de la mosca blanca se ha basado en la aplicacion de un programa de
manejo integrado de lucha contra el vector, que comenzé a implementarse desde inicios

de la década de los 90 y estubo totalmente generalizado hacia 1995. EI mismo incluye el
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empleo de medidas agrotécnicas para el desarrollo de semilleros, el uso de controles
biologicos (Verticillium lecanii y Encarsia sp) en algunas regiones, los que contribuyen
a la disminucion de la presencia de vectores en el campo, sobre todo en la etapa de
semilleros (Vazquez, 1995) y el monitoreo de las areas empleando métodos de

diagnoéstico (Murguido y Elisondo, 2007).

Sin embargo, todas las practicas descritas anteriormente, desarrolladas en diferentes
regiones del mundo y encaminadas al control del insecto transmisor de los begomovirus
no han resultado eficientes para el manejo de la enfermedad. Principalmente, en las
regiones donde la incidencia de begomovirus es alta, los productores de tomate han
tenido que restringir el cultivo a los meses de menor incidencia del vector, y con esto
reducir las cosechas anuales y proscribir los cultivares susceptibles. Por ende, la
utilizacion de cultivares resistentes puede constituir una alternativa necesaria, para la

complementacion del manejo integrado del cultivo y sus plagas.

2.5 Mejoramiento genético del tomate para la resistencia a begomovirus.

La existencia de, aproximadamente, 35 especies de begomovirus con una amplia gama
de distribucion en el mundo, ha sido una de las causas mayores en las pérdidas de
produccion de tomate. La no especificidad de los genes de resistencia a begomovirus
particulares y la interaccion genotipo-ambiente han permitido el mejoramiento genético

de la hortaliza en muchas localidades y paises del mundo (Vidavsky y col., 2006).

La resistencia a las enfermedades constituye uno de los principales objetivos en los
programas de mejoramiento genético, de la mayoria de las especies agricolas. Se estima
que un 25% de los recursos destinados al mejoramiento convencional se han utilizado en
la obtencion de hibridos, lineas y cultivares resistentes a enfermedades (Borém y

Miranda, 2005).

El uso de terminologias relacionadas con la respuesta de resistencia de las plantas a

fitopatogenos varia de acuerdo con diferentes autores.

La terminologia propuesta por Cooper y Jones (1983) utiliza los términos de resistencia
y susceptibilidad para expresar la respuesta de la planta a la infeccion viral y los

términos tolerancia y sensibilidad para indicar la respuesta de la planta a la enfermedad.
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Siguiendo esta terminologia, una planta resistente es aquella en la que la replicacion y/o
invasion del virus esta restringida, mientras que una planta tolerante es aquella en la que
a pesar de que el virus es capaz de causar infeccion sistémica, este no origina efectos
significativos en el estado general de la planta. Por lo tanto, resistencia y tolerancia no
serian conceptos incompatibles, dado que una planta puede restringir la infeccion viral
(por lo tanto seria resistente al virus), aunque no suprimirla totalmente y, ademas, esta
infeccion puede no tener efectos en el estado general de la planta (por lo tanto, seria

tolerante a la enfermedad).

Los diferentes tipos de resistencia encontrados son muy diversos y pueden resultar en
una interferencia con el desarrollo del virus a distintos niveles. Para una infeccion
efectiva, los virus requieren la replicacion de su genoma, la encapsidacion y su
movimiento desde el punto inicial de infeccion hacia distintos puntos de la planta. La
interferencia en algun paso de este proceso puede limitar la infeccion viral y, por tanto,
conferir resistencia. Para todos estos procesos, los virus codifican genes especificos, que
pueden ser buenas dianas para el desarrollo de resistencia mediante su bloqueo

(Goldbach y col., 2003).

Para Lapidot y Friedmann (2002), una planta es resistente si es capaz de suprimir la
multiplicacion de un virus y, consecuentemente, el desarrollo de los sintomas de la
enfermedad, pasando la resistencia desde rangos muy altos, como la inmunidad (no
multiplicacién de virus), hasta niveles mas bajos, donde plantas resistentes son capaces
de acumular menor cantidad de virus que los materiales susceptibles. Para los mismos
autores, la tolerancia es la Unica instancia donde, en respuesta a la infeccion viral, la
planta hospedante expresa sintomas con niveles despreciables o ligeros de la
enfermedad, pero soporta niveles de multiplicacion del virus, alcanzando niveles
aceptables de produccion, estando muy relacionada, esta terminologia, con los

parametros del rendimiento.

A pesar de los diversos criterios que existen entre fitopatélogos y mejoradores para
evaluar la resistencia, esta continua siendo una de las tantas opciones que son empleadas

para el fitomejoramiento a begomovirus. En este sentido, los programas de
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mejoramiento de tomate se han basado en la introgresion de los genes de resistencia de

las especies silvestres hacia la especie cultivada (Pérez y col., 2007a).
2.5.1 Fuentes de resistencia a begomovirus en Solanum spp.

Las investigaciones para la identificacion de fuentes de resistencia a begomovirus
comenzaron en la década de los 70s (Laterrot, 1995). Actualmente, diversas formas y
métodos son utilizados para la obtencion de resistencia, incluyendo los métodos de

mejoramiento clasico y las técnicas biotecnoldgicas (Lapidot y Friedmann, 2002).

Los graves dafios ocasionados por los begomovirus causantes de amarilleamientos en
tomate han llevado a una intensa busqueda de fuentes de resistencia aplicables
comercialmente. La misma se inici6 en la especie cultivada S. lycopersicum, en la cual
no se encontraron niveles aceptables de resistencia o tolerancia (Pic6 y col., 1996). Por
ello, los programas de mejora se han basado en la resistencia presente en especies
silvestres emparentadas con el tomate. Se han citado como resistentes a begomovirus
distintas accesiones pertenecientes a cinco especies silvestres del género Solanum
seccion Lycopersicon: S. galapagense, S. pimpinellifolium, S. peruvianum, S.
habrochaites y S. chilense (Scott, 2006; Ji y col, 2007b; Chen y col., 2011). Sin
embargo, la mayoria de ellas no han sido empleadas en el desarrollo de lineas mejoradas

o cultivares comerciales.
Solanum pimpinellifolium.

Los programas de mejoramiento genético a TYLCV comenzaron en Israel mediante la
utilizacion de la accesion LA121 de S. pimpinellifolium (Pilowsky y Cohen, 1990). Sin
embargo, las lineas derivadas, aunque manifestaron sintomas ligeros, mostraban una
reduccion importante del crecimiento y del rendimiento a causa de la enfermedad

(Pilowsky y Cohen, 1990).

Los estudios con fuentes de resistencia de S. pimpinellifolium para el control a TYLCV
fueron contradictorios. Pilowsky y Cohen (1974) describieron que la resistencia derivada
de LA121 era monogénica con dominancia incompleta. Sin embargo, investigaciones

posteriores realizadas por Hassan y col. (1984) sefialaron que, en esta resistencia,
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estaban implicados genes recesivos y que existia dominancia incompleta. Estos autores

concluyeron ademas, que la resistencia en la accesion LA373 seguia el mismo modelo.

Otra fuente de resistencia fue hallada en S. pimpinellifolium por Kasrawi (1989) y por
Vidavsky y Czosnek (1998), los cuales concluyeron que en la linea INRA-Hirsute y
LA1478 existia un Gnico gen dominante llamado 7y/c involucrado en el mecanismo.
Estudios posteriores indicaron que esta resistencia se correspondié con modificaciones
en el comportamiento alimenticio de la mosca blanca que impedian la transmision del

virus (Delatte y col., 2006).

En este sentido, Pérez y col. (2007a) estudiaron la genética de la resistencia de la
accesion UPV 16991, de S. pimpinellifolium previamente descrita como resistente a
TYLCD (Pico y col, 2000), demostrando que la misma era de naturaleza parcial

monogénica y con dominancia incompleta.
Solanum peruvianum.

En algunas de las accesiones de S. peruvianum se ha detectado resistencia a
begomovirus. El primer hibrido comercial fue obtenido a partir de la entrada PI-126935
de esta especie y fue llamado ‘TY20’. En este se observo retraso en el desarrollo de los
sintomas, que eran mas atenuados, y en la acumulacién viral (Pilowsky y col., 1989;
Pilowsky y Cohen, 1990). Otras investigaciones, aprovecharon diferentes accesiones de
S. peruvianum (P1-126926, PI-126930, PI-390681) para la obtencion de lineas con
mayores niveles de resistencia, tales como ‘TY172’ y ‘TY197’ (Lapidot y col., 1997,
2006; Friedmann y col., 1998).

Estudios posteriores, describieron la presencia del gen 7y-5 en la linea “TY 172’ como un
QTL en el cromosoma 4 de tomate, el cual puede estar involucrado en los mecanismos

que interfieren en la replicacion y acumulacion viral de TYLCV (Anbinder y col., 2009).

Las busquedas desarrolladas por Jiy col. (2007b) catalogaron a la especie S. peruvianum
como la posible fuente de resistencia del hibrido comercial ‘Tyking’. A partir de este
material se han obtenido dos lineas que presentaron dos genes de resistencia a diferentes

especies de begomovirus.
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En este sentido el locus tcm-1 (encontrado en la linea ‘TX-468-RG’ de S. lycopersicum
derivada del hibrido ‘Tyking’), confiere resistencia a los begomovirus de genomas
bipartitos (Giordano y col., 2005a) y monopartitos (Garcia y col., 2008) presentes en
Brasil y Espafia. Por otro lado, el locus #gr-/ (encontrado en la linea FLA-653 derivada
del cruzamiento realizado entre S. chilense (accesion LA-2779) y ‘Tyking’), es un gen
que parece estar relacionado con los mecanismos de supresion de la replicacion viral e

interferencia del movimiento de Tomato leaf curl virus (ToLCV) (Bian 'y col., 2007).
Solanum habrochaites.

A partir de S. habrochaites se lograron materiales resistentes a enfermedades provocadas
por begomovirus que causan amarilleamiento. Este es el caso de la resistencia derivada
de la linea LA386 (S. habrochaites), controlada por més de un gen (Hassan y col.,

1984).

Vidavsky y Czosnek (1998), obtuvieron una serie de lineas resistentes y tolerantes del
cruce entre LA1777 y LA 386 (S. habrochaites). Una de ellas, particularmente
interesante, fue la 902, caracterizada por conferir un impedimento en la replicacion del
virus que resultaba en ausencia de sintomas, incluso, tras ser inoculada con poblaciones

masivas de mosca blanca.

Sin embargo, un relevante descubrimiento se produjo cuando en la accesion B6013 de S.
habrochaites f. glabratum (Kalloo y Banerjee, 1990) se identificd un gen de resistencia a

begomovirus, 7y-2 que fue luego introducido en el cultivar ‘H24” (Hanson y col., 2006).

El locus 7y-2 ha mostrado niveles de resistencia frente a los aislados asiaticos de
begomovirus (Hanson y col., 2000, 2006). Se localiza en el cromosoma 11 de la especie
y es uno de los mas empleados en los programas de mejora genética para TYLCV de
tomate, en el AVRDC de Taiwan (Hanson y col., 2006), asi como en la produccion de
semilla hibrida de nuevos materiales liberados al mercado internacional de numerosas
corporaciones asiaticas (Green-Seeds, 2007). Se ha planteado que 7y-2 confiere
tolerancia a algunos linajes de TYLCV presentes en el mundo, como son los de Taiwéan,
norte de Vietnam, sur de la India e Israel, pero no a los del norte de la India, Tailandia,

Filipinas y América Central (Mejia y col., 2005; AVRDC, 2006).
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Solanum chilense.

Las mejores fuentes de resistencia a TYLCD identificadas hasta el momento, provienen
de S. chilense. Zakay y col. (1991) describieron la resistencia a TYLCV en la accesion
LA1969. Estudios realizados por otros autores, con este genotipo, han confirmado estos
resultados (Scott y Schuster, 1991; Czosnek y col., 1993; Michelson y col., 1994; Pic6 y
col., 1998; Pérez y col., 2005; Pifion y col., 2005). Esta resistencia estd controlada por
un gen mayor, denominado 7y-/ (localizado en el cromosoma 6) y dos genes
modificadores (Zamir y col., 1994) localizados en los cromosomas 3 y 7,

respectivamente.

El nivel elevado de resistencia encontrado en esta accesion, asi como el control genético
relativamente sencillo de la misma, han determinado que sea de las mas aprovechadas en
los programas de mejoramiento para resistencia a begomovirus a nivel internacional
(Chiang y col., 1994; Laterrot y Moretti, 1994; Scott y col., 1996; Gémez y col., 2004;
Mejia y col., 2005; Pindén y col., 2005). Sin embargo, debe mencionarse que en
condiciones de fuerte presion de infeccion, la mayor parte de los hibridos comerciales
que incorporan la resistencia derivada de LA1969 terminan por mostrar sintomas de la

enfermedad.

En otros estudios realizados con S. chilense se identificaron nuevos materiales con un
comportamiento similar al de LA1969 (Pérez y col., 2004, 2005), ubicandose en los
cromosomas 6 y 3 los genes 7y-3 y Ty-4, respectivamente (Ji y Scott, 2006; Ji y col.,
2009a).

El locus 7y-3, localizado sobre el brazo largo del cromosoma 6, fue introgresado en
lineas avanzadas de tomate en la Florida (EE.UU), provenientes de un cruzamiento con
S. chilense, accesiones LA2779 y LA1932 (Ji y col., 2007a). Los autores identificaron
un segmento largo (27 ¢cM) y uno mas corto (6 cM) introgresados desde LA2779 y

LA1932, respectivamente. Con el estudio de una progenie Fz’ se logré evidenciar que el

gen Ty-3 explicaba el 65% de la varianza para la resistencia al TYLCV, y el 30% para la

resistencia al begomovirus bipartito Tomato mottle virus (ToMoV).
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El gen 7y-4 se detectd caracterizando lineas avanzadas derivadas de tres accesiones de S.
chilense, y fue mapeado en el brazo largo del cromosoma 3, como un nuevo locus de
resistencia a TYLCYV, el cual expres6 un menor efecto que el determinado por 7y-3 (Jiy

col., 2009a).

2.6 Importancia de los métodos de inoculacién viral y de las herramientas

moleculares en un programa de mejoramiento genético de tomate a begomovirus.
2.6.1 Métodos utilizados para la inoculacion de begomovirus en tomate.

Los métodos que se utilizan para lograr la trasmision de begomovirus durante el
escrutinio de materiales resistentes son numerosos. Sin embargo, garantizar un 100% de
infeccion en las plantas y estandarizar la presion de inoculo, ha sido muy dificultoso

(Inoue y col., 2007).

La inoculacion por la mosca blanca, constituye uno de los métodos que comunmente son
aprovechados por los programas de mejoramiento y que tienen mayor relaciéon con lo
que, de manera natural, ocurre en el agroecosistema (Lapidot, 2007). Algunos grupos de
investigacion utilizan diferentes metodologias para lograr un 100% de infeccion a través
del insecto vector, de los cuales tres son los mas relevantes. Uno de ellos es
completamente natural (infeccion natural) y los dos restantes, artificiales (infeccion en

masa e infeccion en jaula).

Las infecciones naturales ocurren en condiciones de campo abierto y son menos
empleadas en las primeras etapas de la seleccion de materiales promisorios. En
condiciones naturales, el vector se encuentra mas disperso y por tanto, la seleccion de

falsos resistentes podria ser una limitante del método (Niks y Lindhout, 2004).

La inoculacién en masa permite que, con un nimero incontable de moscas y realizando
el movimiento de las plantas para homogenizar el desplazamiento del vector, se
garantice la infeccion de todos los materiales a evaluar. Generalmente, este método se
emplea cuando se precisa contar con una presion de inéculo elevada o el niimero de

plantas a inocular es mayor (Lapidot, 2007; Azizi y col., 2008).
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La inoculacion en jaula, es un método que ha sido utilizado para distinguir cultivares de
tomate con diferentes niveles de resistencia. Esta metodologia garantiza un 100% de la
infeccion durante un periodo de 48 horas y utiliza menor niumero de moscas (entre 3-15),

por plantas a inocular (Inoue y col., 2007).

La transmision por injerto; agroinoculacién y biobalistica son otros de los métodos

artificiales que se han empleado con tales fines.

El injerto, ha sido una técnica con elevada eficiencia en la trasmision para aprovechar en
un numero reducido de plantas. Sin embargo, el tiempo que se consume su realizacion

estd entre sus mayores limitantes (Friedmann y col., 1998).

La agroinoculacion, permite la introduccion directa del ADN viral en las células
vegetales a través de cultivos de Agrobacterium tumefaciens transformados. Se puede
realizar en discos de hojas, semillas germinadas o en plantas completas. Su uso es
cuestionado por fitomejoradores pues “salta” las barreras o mecanismos de resistencia
que se pueden establecer entre el insecto vector, la arquitectura o los compuestos
quimicos del hospedante (Picod y col., 2001). Algunos autores describen como otras
limitantes, el tiempo que se necesita para obtener el cultivo de la bacteria y la
introduccion de A. tumefaciens como otro patogeno dentro de la planta agroinfectada

(Lapidot y col., 2007)

La biobalistica es otra de las técnicas usadas para la inoculacién de begomovirus en
tomate (Fernandes y col., 2006; Calegario y col, 2007). El ADN viral se adhiere a
particulas de oro o tungsteno y la penetracion se realiza con la ayuda de una pistola de
genes (Zerbini y col, 2006; Lapidot y col, 2007). Se ha utilizado para inocular
begomovirus con ambos genomas (Ramos y col., 2003; Morilla y col., 2005; Lapidot y
col., 2007) durante el tamizaje para la busqueda de fuentes de resistencia en el cultivo
(Gonzélez y col., 2007). Entre sus mayores limitantes estan la disponibilidad y costo del
equipamiento que se emplea, asi como la dificultad en el logro de una estabilidad para la

presion de inoculo por planta (Inoue y col., 2007).

De manera general, a pesar de las bondades y limitantes que presentan los diferentes

métodos de inoculacion, existe una tendencia al empleo de la combinacion de ellos para
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la seleccion de cultivares inmunes, resistentes, tolerantes o susceptibles, asi como para

determinar el tipo de resistencia (Bian y col., 2007).

Sin dudas, una vez que el patégeno esta en la planta se necesita de ciertas herramientas
para determinar su presencia, replicacion, concentracion o movimiento en el vegetal, asi
como en esclarecer los mecanismos genéticos que pueden influir en la actividad del

patdgeno.

2.6.2 Herramientas moleculares empleadas en el mejoramiento genético de tomate a

begomovirus.

En varias de las etapas de la mejora, las técnicas de diagnostico han constituido un
instrumento necesario para el avance en los programas de fitomejoramiento ante

diferentes enfermedades.

Entre los métodos que han sido aplicados para evaluar la resistencia en plantas se
destacan los seroldgicos e inmunoenzimaticos (destacandose los ELISAs (Enzyme-
linked inmunosorbent Assay) y sus variantes) y las metodologias moleculares, como las

pruebas de hibridacion molecular y la RCP (Webster y col., 2004; Betiil y col., 2008).

En el caso particular de los begomovirus, la deteccion y cuantificacion utilizando
técnicas seroldgicas han sido desarrolladas para diversas especies de este género y se
han basado en la produccion de anticuerpos contra la proteina de la capside (Cancino y
col., 1995). A pesar de esto, varias dificultades han sido asociadas a estos métodos y su
uso se hace cada vez mas limitado, debido al inconveniente de obtener purificaciones
virales a partir de extractos de plantas, por su exclusiva ubicacion limitada al floema y
ademés de registrarse muy bajas concentraciones de particulas en las plantas

hospedantes (Martinez, 1998).

Por otra parte, el virion es pobremente inmunogénico y la mayoria de los anticuerpos
monoclonales y policlonales existentes no permiten diferenciar los begomovirus, debido
a las estrechas relaciones antigénicas entre las proteinas de la capside de los miembros
de este grupo (Wyatt y Brown, 1996). Sin embargo, a pesar de estas limitantes se han

desarrollado anticuerpos monoclonales heterologos que permiten distinguir entre
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aislados del TYLCV de diferentes regiones (ejemplo, entre el TYLCV de Senegal y el
de Nigeria) (Mc Grath y Harrison, 1995).

Los métodos mas utilizados han sido la HAN y la RCP (Accotto y Noris, 2007). En el
primer caso, el ADN fijado a las membranas absorbentes, se hibrida con sondas de ADN
especificas. La especificidad de la hibridacién puede ser controlada a través de la
seleccion de la sonda de ADN y de las condiciones en las que se realizan los ensayos
(temperatura en la hibridacién y en los lavados, y la concentracion de sales en los
ultimos). Las sondas se generan con isOtopos radiactivos o se marcan no

radiactivamente, lo que a su vez hace mas versatil el método (Quifiones y col., 2004).

La hibridacion de acidos nucleicos, ha sido una herramienta empleada por diversos
programas de mejora genética del tomate, a nivel internacional, permitiendo el
diagnostico y estimacion de las concentraciones virales de los materiales evaluados y la
seleccion de genotipos resistentes (Picd y col., 2001; Aidawati y col., 2007; Betiil y col.,
2008; Loconsole y col., 2009).

En Cuba, resultados con aplicaciones de este método en el diagndstico y manejo del
TYLCV-IL [CU], han establecido una metodologia que ofrece ventajas en el
procesamiento masivo de muestras vegetales, con bajos riesgos de contaminacion
durante el analisis y una elevada especificidad (Martinez y col., 2001; Quifiones y col.,

2004).

Por su parte, la RCP solo necesita cantidades pequefias de tejido de partida y es mucho
mas sensible. Su especificidad puede ser controlada por medio de la seleccion de los

cebadores y la temperatura a la que se realiza la hibridacion de estos con el ADN molde.

El uso de los marcadores de ADN en la mejora de las plantas para resistencia, ha
constituido un aspecto muy interesante. Esto resulta cierto, tanto para la resistencia
completa heredada monogénicamente (vertical o raza especifica), como para la que se
hereda de modo cuantitativo (poligénica, raza no especifica u horizontal). Los
marcadores moleculares que estan estrechamente ligados a los genes de resistencia a

begomovirus, en tomate, han permitido reemplazar la seleccion directa para la
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resistencia, por una seleccion indirecta asistida por la RCP (Pérez y col., 2007b; Alvarez,

2011; Foolad y Panthee, 2012),

En Cuba y a nivel internacional, numerosos son los trabajos desarrollados por varios
grupos de investigacion en la introgresion de genes de resistencia de las especies
silvestres a la especie cultivada (Zamir y col., 1994; Pifidon y col., 2005; Hanson y col,
2006; Jiy col., 2007b). Esta metodologia ha propiciando un avance considerable, en las
etapas del programa de mejoramiento genético de la hortaliza y ha apoyado en la

piramidacion de varios genes de resistencia en un mismo material.

2.7 Tendencias y perspectivas del mejoramiento genético en tomate para la

resistencia a begomovirus.

En gran parte de las regiones productoras de tomate del planeta, no se ha logrado un
manejo exitoso de los begomovirus. Para la mayoria de estos patégenos, las estrategias
de manejo deberan tener varios componentes y estar basadas en el entendimiento
integral del patosistema. Numerosos grupos de investigacion, a nivel internacional,
coinciden en que la obtencidn de cultivares resistentes constituye una estrategia de lucha
contra esta enfermedad y una de las vias mas econdmicas y ambientalmente “amistosas”

para tales fines (Morales y col., 2009; Hanssen y col., 2010; Navas y col., 2011).

Debido a la gran variabilidad de especies virales existentes, la incorporacion de varios
genes/alelos ha sido reconocida como una de las estrategias mas interesantes y

apropiadas en la busqueda de una resistencia estable y amplia a estas enfermedades.

Hoy en dia, la piramidacioén de genes de resistencia en una linea o cultivar ha devenido
como una estrategia potente que permite incrementar la durabilidad y estabilidad de la

resistencia a begomovirus (Vidavisky y col., 2008).

Preferiblemente, estos genes de resistencia deben operar en diferentes etapas del proceso
infectivo y, de esta forma, solo la ocurrencia de varias mutaciones simultaneas hara que
se quiebre la resistencia (Djian y col., 2006). Esta diversificacion provocaria que el
patégeno se enfrente simultineamente con varios genes de resistencia, siendo mas
efectivo sembrar, en una misma region, cultivares con distintos genes de resistencia, o

separarlos en el tiempo, sembrandolos durante periodos diferentes.
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Actualmente, los esfuerzos siguen centrandose en la identificacion de fuentes de
resistencia a las diferentes especies virales que afectan al tomate. Estas busquedas van
encaminadas hacia las especies silvestres del género Solanum spp. y, una vez
identificadas, son introgresadas en la especie cultivada (Ji y col, 2007b) para ser
evaluadas en agroecosistemas diferentes (Boiteux y col, 2001, 2007; Santana y col.,

2001; Mejia y col. 2005; Green y Shanmugasundaran, 2007; Nizio y col., 2008).

Por otro lado, nuevas lineas de investigacion se han orientado hacia los aspectos
relacionados con los mecanismos de antibiosis y antixenosis que desalienten la
ovoposicion y alimentacion de B. tabaci (Toscano y col., 2002; Fancelli y col., 2003;
Baldin y col., 2005). Estos tipos de resistencia pueden ser muy interesantes para su
inclusion en programas de manejo integrado en los que se utilicen diferentes estrategias
de control. Las dificultades de transferir la resistencia a B. tabaci desde S. habrochaites
o §. pennelli por la complejidad de su control genético y la dificultad de eliminar
caracteristicas indeseables del parental donante, ligadas a estos genes de resistencia al
insecto, han impedido que puedan ser introgresadas en el tomate cultivado (Momotaz y

col., 2005).

En Espafa, investigaciones desarrolladas por Alba (2006) describieron el
aprovechamiento de la fuente de resistencia TO-937 de la especie S. pimpinellifolium
por la presencia de tricomas glandulares tipo IV y produccion de acilsacarosas que
redujeron las visistas de adultos de B. tabaci a las plantas, lo que ademas se tradujo en

una menor incidencia de TYLCD y ovoposicion del insecto vector.

En Cuba, debido a la incidencia y prevalencia del TYLCV-IL [CU] y a las pérdidas
causadas en el rendimiento, el Instituto de Investigaciones Horticolas ‘“Liliana
Dimitrova” (ITHLD) se dio a la tarea de introducir en el tomate genes de resistencia a
begomovirus provenientes de la especie silvestre S. chilense (accesion LA 1969), con el
uso de herramientas moleculares e indicadores agrondmicos (Pifion y Gomez, 2003;

Goémez y col., 2004 y Quiiones y col., 2004).

Esto permitio la obtencion de nuevos hibridos tolerantes al virus; la creacion de lineas

resistentes (Pifion y Gomez, 2003; Gomez y col., 2004) y del cultivar ‘Vyta’ (portador
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del gen Ty-1), con altos niveles de resistencia ante el begomovirus que ha causado la
mayor epifitia en el cultivo del tomate en Cuba, TYLCV-II [CU] (Alvarez y col., 2003;
Pifi6én, 2009).

Sin embargo, investigaciones desarrolladas por Verdecia y col. (2003) describieron la
presencia de sintomas de begomovirus en plantas de este cultivar, en la region oriental
del pais. Estos resultados sugieren la busqueda de nuevas fuentes de resistencia para su
introduccion y obtencidon de nuevos materiales genéticos, que porten otros genes o
mecanismos de resistencia, ayudando a contrarrestar los efectos devastadores que

provoca la enfermedad.

Hoy en dia, la proyeccion estratégica del Programa Integral de Cultivos Varios del
Ministerio de la Agricultura de Cuba, no permite la liberacion y generalizacion de
cultivares de tomate sin resistencia a begomovirus. Dicho programa se basa en
establecer una estrategia de manejo integrado para el control del complejo mosca
blanca-geminivirus, asi como en obtener e introducir nuevos cultivares para consumo
fresco con resistencia a estos patégenos y a otras enfermedades de importancia

econdmica; con énfasis en aquéllas de posible emergencia en el pais (Pérez, 2010).

Los actuales avances en el campo de la biologia molecular ofrecen la posibilidad de
incorporar en las plantas caracteres de interés sin perder cualidades agrondmicas en
tiempos mucho mas cortos que los empleados en los procesos de mejora clasica. Las
investigaciones desarrollados por Fuentes y col. (2006) en la obtencién de plantas
transgénicas inmunes al aislado cubano de TYLCV pusieron de manifiesto tales
bondades. Sin embargo, las legislaciones actuales para la liberacion de transgénicos en
Cuba, hacen que su uso sea solo como modelo biologico para el estudio e interpretacion

de eventos moleculares que acontecen en las plantas al ser inoculadas con el virus.
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3.1 Aspectos generales.
3.1.1 Localidades y registro de variables climéticas.

Los experimentos que componen la investigacion fueron desarrollados en las areas
experimentales del Departamento de Genética y Mejoramiento de las plantas, del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), Cuba y de los departamentos de
Fitopatologia y Fitotecnia de la Universidad Federal de Vigosa (UFV), Brasil.

El INCA esta localizado a 23° latitud Norte y 82° 12 longitud Oeste, a 138 m sobre el
nivel del mar; en el Km. 3 2 de la carretera de Tapaste, municipio de San José de las

Lajas, provincia Mayabeque, Cuba.

La Universidad Federal de Vicosa est4 ubicada en el municipio de Vigosa, en la region
de la Zona Mata de Minas Gerais, a 20° 45 de latitud sur, 42° 52" de longitud oeste y a

una altitud de 648,7 m sobre el nivel del mar.

Las variables climaticas temperatura media del aire en grados Celsius (°C), porcentaje de
la humedad relativa del aire (%) y precipitaciones diarias del mes (mm), que incidieron
durante el desarrollo de los experimentos fueron obtenidas de los registros de la Estacion

Meteorologica de Tapaste y del Boletin Meteorologico del municipio de Vigosa (Anexos
ly?2).
3.1.2 Material vegetal.

Cultivares

El material vegetal que se empled en la investigacion fueron cultivares de Solanum
lycopersicum L. descritos como resistentes™ y susceptibles** a diferentes aislados
virales de TYLCV (Tabla 2), donados por la Dra. Maria José Diez Nicl6s, del Centro de
Conservacion y Mejora de la Agrobiodiversidad Valenciana (COMAYV), de la
Universidad Politécnica de Valencia (UPV), Espafia; el Dr. Peter Hanson, del Asian
Vegetable Research and Development Center (AVRDC), de Taiwan; el Dr. Moshe
Lapidot, del Volcani Center de Israel; el Dr. Giordano Boiteux, de EMBRAPA
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Hortalizas; el Dr. Derly J. Henriques da Silva de la Universidad Federal de Vigosa
(UFV); el Dr. Tomas Laguna del Instituto Nicaragiiense de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Nicaragua; la Dra. Olimpia Gémez Consuegra, del Instituto de Investigaciones
Horticolas Liliana Dimitrova (IIHLD); la Dra. Marta Alvarez Gil y el Dr. Carlos Moya
Lopez, del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), estos tres tltimos de Cuba.

Tabla 2. Cultivares utilizados en el tamizaje frente a las especies de begomovirus (con

genomas monopartito y bipartito) y en la evaluacion de la segregacion de la resistencia a
TYLCV-IL [CU].

Cultivar Fuente de resistencia Referencia
‘Vyta’* Ty-1, apartir de S. chilense (LA 1969) Gomez y col. (2004)
‘TY52’* Ty-1, a partir de S. chilense (LA 1969) Zamir y col. (1994)
‘H24°* Ty-2, a partir de S. habrochaites (B6013) Kallo y Bernerje (1990)
‘L7 Ty-2 , seleccion de ‘CLN2762-246-7-19’ Mendoza (2009)
‘TX468- RG> tem-1, a partir del hibrido “Tyking’ (S. lycopersicum) Giordano y col. (2005a)
‘PIMHIR’* S. pimpinellifolium Laterrot (1992)
‘STY2'* A partir del hibrido ‘8484’ (S. lycopersicum) Lapidot y col. (2006)
‘STY3'™* A partir del hibrido ‘Fiona’ (S. lycopersicum) Lapidot y col. (2006)
‘STY4'* A partir del hibrido ‘3761’ (S. lycopersicum) Lapidot y col. (2006)
‘STY5™* A partir del hibrido ‘Tyking’ (S. lycopersicum) Lapidot y col. (2006)
‘STY6* A partir de S. peruvianum (PI 126930, PI 390681 y LA  Lapidot y col. (1997)
441)
‘STYT* A partir de S. peruvianum (PI 126930, P1 390681 y LA Friedman y col. (1998)
441)
‘Campbell 28’**  ninguna Alvarez y col. (2003)
‘STYL ** ninguna Lapidot y col. (2006)
‘Débora’** ninguna Gonzalez (2007)
‘Amalia’** ninguna Alvarez y col. (2004)

3.1.3 Siembra y condiciones experimentales.

Las semillas de los cultivares en estudio fueron sembradas en bandejas de poliestireno
con alveolos de 32,5 cm’, empleandose como sustrato organico 90% de humus de
lombriz mas 10% de Litonita (Casanova y col., 2007). Las plantulas fueron desarrolladas
en un tunel protegido por polietileno en su parte superior y malla anti Bemisia de 10 x 14
hilos/cm” (50 mesh) por laterales y frentes. El semillero se mantuvo con la humedad

requerida, hasta el momento de la inoculacion y/o trasplante.
3.1.3.1 Area experimental del INCA.

El trasplante de las posturas, luego de la inoculacion artificial por mosca blanca, se realiz6 a

canteros de 1 m de ancho, ubicados al aire libre, cubiertos con malla de sombreo de
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propileno virgen (30%), que contenian una mezcla de suelo Nitisol rodico (Hernandez y
col., 2005) y cachaza en proporcion 3:1. La distribucion de los cultivares fue aleatoria y

se utiliz6 una distancia de plantacion de 0,90 x 0,25 m.

Las plantulas inoculadas por Agrobacterium tumefaciens se trasplantaron a macetas
plasticas de 1 L de capacidad que contenian el mismo sustrato organico de las bandejas
de poliestireno y fueron mantenidas en casa de cristal, a una temperatura promedio de
28/24 °C (dia/noche) y 80 + 10% de humedad relativa, por un espacio de tiempo de 45

dias después de la inoculacion.
3.1.3.2 Area experimental de la Universidad Federal de Vigosa.

Una vez germinadas las semillas de cada cultivar, se sembraron en vasos descartables de
45 mL, que contenian sustrato comercial para hortalizas (Tropstrato Hortaligas). Las
plantulas inoculadas se trasplantaron a macetas plasticas de 1 L de capacidad que
contenian el sustrato anterior y fueron mantenidas en un ambiente protegido (humedad
relativa del 80 + 10% y temperatura media diaria de 25 + 2 °C) por 45 dias después de la

inoculacion, para la observacion y evaluacion periodica de los sintomas.

Para el experimento de campo, la distribucion de los cultivares fue aleatoria. El
trasplante se realizé a una distancia entre surcos de 1,2 m y entre plantas de 0,6 m sobre
un suelo Cambissolo (EMBRAPA, 2009) arado y gradado de acuerdo con los analisis de
suelo propuesto por Ribeiro y col. (1999). Los manejos culturales se realizaron segun la
carta tecnologica del cultivo del departamento de Fitotecnia.

En ambas areas experimentales, las plantas se tutoraron verticalmente con el uso del
cordel tomatero. Los tutorados y deshijes se realizaron semanalmente. El control de

arvenses se realizo de forma manual durante todo el ciclo del cultivo.
3.2 Evaluacion de cultivares ante aislado de begomovirus monopartito.
3.2.1 Cultivares inoculados con aislado cubano de TYLCV.

El TYLCV-IL [CU] es un begomovirus monopartito, que presenta todos los genes
involucrados con la replicacion y el movimiento viral en un solo componente (Martinez

y col., 1996).
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Para el estudio se utilizaron los cultivares ‘Vyta’, ‘TY52’, ‘H24’, ‘L7’, ‘TX468-RG’,
‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS5’, ‘STY6’, ‘STY7’, ‘Campbell 28’ y
‘STY1’ (referidos en la Tabla 2).

3.2.1.1 Inoculacion de los cultivares, por mosca blanca.

Los experimentos de inoculacion por mosca blanca se desarrollaron durante el afio 2009,
para el periodo optimo (21 de octubre-20 de diciembre) y de primavera-verano (21 de

febrero-20 de marzo) del cultivo (Gémez y col., 2000).

En condiciones de casa de cultivo se multiplicd una colonia de moscas blancas (Bemisia
tabaci Biotipo B), alimentada de plantas del cultivar ‘Campbell 28’ previamente
infectadas con TYLCV-IL [CU] y que mostrd los sintomas tipicos de la enfermedad
causada por el virus. Esta colonia se crecid en varias generaciones, en presencia de las

plantas enfermas.

Las bandejas con las plantulas a inocular se colocaron en el interior de la casa de cultivo
con temperaturas diarias de 25 + 2 °C, donde se mantuvo la colonia de mosca blanca

previamente infectadas.

Se inocularon un total de diez plantas por cultivar, siempre en el estadio fenoldgico de
dos hojas verdaderas. Los cultivares ‘Campbell 28’ y ‘STY1’ se emplearon como
controles susceptibles al virus. Se usaron como controles negativos dos plantas de cada
cultivar sin inocular con TYLCV-IL [CU]. Estas se mantuvieron en condiciones de
aislador hasta el trasplante y se les realizd igual manejo cultural que a las plantas

inoculadas.

Se empled el método de inoculacion en masa, bajo una presion de indculo elevada (mas
de 100 insectos por planta), por un tiempo de 48 horas (Lapidot y col., 2006). Para
garantizar una inoculacion efectiva y homogénea, las plantulas fueron sacudidas tres
veces por dia para propiciar la dispersion o movimiento del insecto vector. Una vez
transcurridas las 48 horas de exposicion se asperjaron con el insecticida sistémico
Confidor® (Imidacloprid, Bayer, Alemania) para eliminar los insectos y garantizar que

la inoculacion fuera solo durante este tiempo.
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Las plantulas inoculadas y sin inocular se trasplantaron al azar a los canteros de asbesto
cemento situados a cielo abierto, que contenian una mezcla de suelo Nitisol rodico
(Hernandez y col., 2005) y cachaza en proporcion 3:1 (seccion 3.1.3.1), siguiendo las
premisas de un disefio Completamente Aleatorizado. Para garantizar las condiciones
experimentales iniciales de la infeccion se realizaron dos aspersiones con el insecticida

cada 15 dias después del trasplante.
3.2.1.2 Inoculacion de los cultivares, por Agrobacterium tumefaciens.

Para la inoculacion de los cultivares se utilizé la cepa LBA 4404 (Hoekema, 1983) de
Agrobacterium tumefaciens que contenia el dimero de TYLCV-IL [CU], clonado en el
vector viral pPZP200, siguiendo la metodologia descrita por Kheyr y col. (1994), con

algunas modificaciones.

Previo a la inoculacion, la cepa se puso a crecer durante 48 horas en medio YEB (para 1
L) (Lab-lemco 0,4 g, bacto peptona 0,5 g, sacarosa 0,5 g, extracto de levadura 0,1 g,
MgS0,.7H,0 0,05 g, pH 7.2), con presencia de los antibiticos rifampicina, 50 mg.L™";
estreptomicina, 100 mg.L"' y kanamicina 30 mg.L". Una vez crecida la bacteria, se

tomaron 100 pL del cultivo y se adicionaron a 100 mL de medio YEB sin antibioticos.

La bacteria se puso a crecer en incubadora toda la noche a 28 °C, hasta que la densidad
optica alcanz6 una absorbancia de 0,6-0,9 unidades, medida a una longitud de onda de
620 nm. Este cultivo se centrifugd a 2000 g durante 10 min., se retird el sobrenadante y
las células precipitadas se resuspendieron en 100 mL de sales de MS (Murashige y
Skoog, 1962) que contenia 200 pL de solucion de acetosiringona. Inmediatamente
después se procediod a inocular con la ayuda de una jeringa de 1 mL con aguja de calibre
25 G (gauge). Se depositaron de 30-40 pL de la suspension celular en heridas hechas en

el tallo a partir de multiples punciones en las yemas axilares de las dos hojas verdaderas.

El experimento de agroinoculacion se realizé de julio a octubre de 2011. Las plantas
(diez por cada cultivar), se inocularon en el estadio fenologico de dos hojas verdaderas y
se mantuvieron en casa de cristal, a una temperatura promedio de 28/24 °C (dia/noche) y
80 + 10% de humedad relativa, por un espacio de tiempo de 45 dias después de

inoculadas.
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3.2.1.3 Evaluacion de la severidad de la enfermedad provocada por la infeccion de
TYLCV-IL [CU].

Para evaluar la severidad de la enfermedad se utilizo la escala descrita por Lapidot y col.
(2006), siguiendo una dindmica de muestreo de las plantas a los 15, 30 y 45 dias
posteriores a la inoculacion (dpi). Todas las evaluaciones fueron hechas de manera

individual a cada planta, durante las primeras horas de la mafiana (8:00-9:00 am).

(i) TYLCV-IL [CU]: 0: planta sin sintoma; 1: planta con sintomas de amarilleamiento
ligero en el margen de los foliolos de las hojas apicales; 2: planta con sintomas de
amarilleamiento y encrespamiento menor de los foliolos apicales; 3: planta con gran
rango de sintomas de amarilleamiento de las hojas, encrespamiento y acucharamiento,
con alguna reduccion del tamafio, pero la planta sigue creciendo; 4: planta con sintomas
de amarilleamiento severo y retraso del crecimiento, encrespamiento y acucharamiento,

se detiene el crecimiento de la planta.

3.2.1.4 Concentracion de ADN viral en las plantas inoculadas con TYLCV-IL [CU].

Para determinar la presencia y concentracion del ADN viral se utilizé la técnica de
hibridacion de 4cidos nucleicos (HAN) mediante el procedimiento de dot blot (Fuentes y
col., 2006). El ADN de las plantas inoculadas (cinco de cada cultivar) y sin inocular
(una de cada cultivar), se extrajo segun la metodologia de Rom y col. (1993), a partir de
dos discos de 6 mm de diametro, que fueron colectados en las hojas apicales durante las

mismas fechas en que se realizaron las evaluaciones de severidad, 15, 30 y 45 dpi.

Los discos fueron depositados en tubos de microcentrifugas de 1,5 mL y triturados con
una punta de cristal en 30 pL de una soluciéon de NaOH 0,4 N. El extracto se centrifugd
a 3000 g durante 2 min., se tomaron 3 pL del sobrenadante de cada muestra y se
mezclaron con 17 pL de una soluciéon de NaOH 0,4 N, aplicandose los 20 pL resultantes
sobre membranas de nailon cargadas positivamente (Hybond-N+, GE Healthcare) en
condiciones de vacio. La fijacion del ADN se realizo irradiando las membranas con luz
ultravioleta (120 mJ/cm?) por 1 min., con el empleo del equipo UV-crosslinker (E=120

mJ/cm?) (Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido).
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La prehibridacion e hibridacion del ADN se realizd segin el protocolo descrito por
Martinez y col. (2001). La solucion de prehibridacion e hibridacion consistié en una
solucion comercial de Denhardt 5X (Sigma Chemical Co.), SSC 5X (150 mM NacCl, 15
mM citrato de sodio, pH 7,0), 50% de formamida, 250 pg/mL de ADN de esperma de
salmoén, 50 mM de pirofosfato de sodio, pH 6,5 y 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS).

La sonda empleada para la hibridacion consistié en un fragmento de ADN especifico de
la region intergénica del genoma de TYLCV-IL [CU], la cual fue marcada con o-[**P]-
dCTP (Centro de Isotopos, Cuba), empleando el método de iniciadores al azar segun el
protocolo establecido en el juego de reactivos Megaprime, siguiendo las instrucciones de

la casa comercial (Amersham).

La hibridacién del ADN de las membranas se realizo a 42 °C durante toda la noche, en
un horno de hibridacion (ECOGEN). Posteriormente, se realizaron dos lavados: el
primero a 42 °C durante 15 min., con una solucién que contenia SSC 2X y SDS 0,1%
(poco restringente) y el segundo a 55 °C durante 15 min., con una solucién compuesta
por SSC 1X y SDS 0,1% (ligeramente restringente). Después de los lavados, las
membranas se expusieron en peliculas de rayos X (Kodak, mod. X-Omat AR), durante 4
horas a -70 °C. El revelado de los filmes se realizo de acuerdo a las condiciones

recomendadas por la casa comercial.

Para la interpretacion de los resultados se realizO una curva patron a partir de
concentraciones conocidas (10 ng.uL™, 1 ng.uL™, 0,1 ng.ul”' y 0,01 ng.uL™) del
genoma total de TYLCV-IL [CU], clonado en el plasmido pZ200 (Fuentes y col., 2006),
que sirvio de referencia para la estimacion de la concentracion del ADN viral contenido

en el tejido foliar de los cultivares inoculados.

Aquellos cultivares agroinoculados que presentaron un comportamiento inmune se les
comprob6 la inhibicién de la replicacion viral por la técnica de HAN, mediante el
procedimiento de southern blot (Southern, 1975). El ADN total de las plantas
agroinoculadas (cinco de cada cultivar), controles enfermos y sanos se extrajo a partir de
3 g del tejido foliar de los foliolos apicales de cada una, siguiendo la metodologia

descrita por Dellaporta y col. (1983) alos 15 y 45 dpi.
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La concentracion de todas las preparaciones de ADN se estim6 visualmente por medio
de la electroforesis en geles de agarosa al 0,8 % con tincion de bromuro de etidio a 0,5
mg.mL" (Sambrook y col., 1989). El ADN extraido se transfirié usando vacio con el
empleo de la unidad de transferencia TE80 (Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) a
membranas de nailon cargadas positivamente (Hybond-N+, GE Healthcare). El gel se
tratd con las soluciones desnaturalizante (NaOH 1,5 M y NaCl 1,5 M), neutralizante
(Tris-HC1 0,5 M pH 8 y NaCl 1,5 M) y SSC 20X de acuerdo a las instrucciones descritas
por el fabricante para el trabajo con las membranas de nailon (Hybond-N+). La fijacion
del ADN a las membranas, las condiciones de prehibridacion, hibridacion y el revelado

se realizaron segun se describen en esta seccion.

3.3 Evaluacion de la segregacion de la resistencia a TYLCV-IL [CU] conferida por

los genes de resistencia a begomovirus Ty-1y Ty-2.

3.3.1 Incorporacion de los genes de resistencia a begomovirus Ty-1 y Ty-2, en el

cultivar ‘Amalia’.

Los experimentos fueron desarrollados durante el periodo de siembra optimo para el
cultivo (21 de octubre-20 de diciembre) de los afios 2009 y 2010, en el Departamento de
Genética y Mejoramiento de las Plantas, del INCA.

Se realizé el cruzamiento entre plantas del cultivar ‘Amalia’ (Alvarez y col., 2004),
susceptible a TYLCV-IL [CU], utilizado como hembra; con los progenitores resistentes
‘TYS52’ y ‘H24’, portadores de los genes de resistencia 7y-1 y Ty-2 (Tabla 2), como
masculinos. Luego de obtenidas las plantas F; y posterior a su autofecundacion, se

obtuvieron las plantas de la generacion F,.

3.3.1.1 Inoculacion del TYLCV-IL [CU], en cultivares parentales y poblaciones

segregantes para los genes de resistencia a begomovirus Ty-1y Ty-2.

La inoculacion de las plantulas (10 de los cultivares progenitores y 75 de las dos
poblaciones F,), se realizé a través del insecto vector, segiin se describe en la seccion
3.2.1.1. Se incluy6 en el ensayo el cultivar ‘STY1’ como control susceptible a TYLCV
(Lapidot y col., 2006). Las plantulas inoculadas y controles (plantas no expuestas a las

moscas infestadas con TYLCV-IL [CU]) se trasplantaron al azar a canteros de asbesto
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cemento situados a cielo abierto que contenian una mezcla de suelo Nitisol rodico
(Hernandez y col., 2005) y cachaza en proporcion 3:1. La siembra y manejos culturales
se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion 3.1.3.1, en el area experimental del

INCA.
3.3.1.2 Evaluacion de la severidad y estimacion de la concentracion del ADN.

La evaluacion de los sintomas de la enfermedad causada por TYLCV-IL [CU] se realizo
a los 30 dias posteriores a la inoculacion a los progenitores y a las plantas F,, de los dos
cruzamientos. Se utilizo la escala descrita para la expresion de los valores de severidad

(seccion 3.2.1.3).

Para la estimacion del contenido de ADN viral en cada una de las plantas, estas se
evaluaron mediante la técnica HAN de acuerdo a lo descrito en la seccion 3.2.1.4. De
igual forma, se realiz6 una curva patrén que sirvid para estimar de manera comparativa,

la acumulacion de ADN viral en las plantas que fueron evaluadas (seccion 3.2.1.4).
3.4 Evaluacion de cultivares ante aislados de begomovirus bipartitos.

3.4.1 Cultivares inoculados con aislados brasilefios de ToYSV y ToSRV.

Los aislados brasilefios de Tomato yellow spot virus (ToYSV) y Tomato severe rugose
virus (ToSRV) utilizados, son begomovirus bipartitos pues presentan todos los genes
involucrados con la replicacion y movimiento viral en componentes separados,

denominados ADN A y ADN B (Ambrozevicius y col., 2002; Martins, 2008).

Para el estudio se utilizaron los cultivares ‘Vyta’, ‘TY52’, ‘H24’, ‘L7’, ‘TX468-RG’,
‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS5’, ‘STY6’, ‘STY7’, ‘Campbell 28’ y
‘Débora’ (referidos en la Tabla 2).

3.4.1.1 Inoculacion de los cultivares, por biobalistica.
Los experimentos fueron desarrollados de enero a junio de 2010, en el Departamento de

Fitopatologia de la UFV, Brasil.

Para la inoculacién se utilizé el aislado Bi2 de ToYSV (Ambrozevicius y col., 2002),

obtenido a partir de una planta de tomate colectada en el municipio de Sao Joaquim de
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Bicas, en la Zona Metalirgica de Minas Gerais y el aislado BR: Pirl:05 de ToSRV
(Martins, 2008) obtenido en el afio 2005, a partir de una planta de tomate colectada en la
region de Piraju, Sdo Paulo. Estos aislados se encontraron disponibles en la forma de
clones infectivos, denominados pToYSV-A1.2 y pToYSV-B1.2, con ADN-A y ADN-B
de ToYSV, respetivamente (Andrade y col., 2006), asi como pVIR096 y pVIR97, con
ADN A y ADN B de ToSRYV, respectivamente (Martins, 2008).

La inoculacion se realizd empleando 2 ug de cada componente genomico. Las plantulas
se inocularon (diez por cada cultivar) via biobalistica (Aragao y col., 1996), con un
Acelerador de Microparticulas de la firma comercial Biomics en el estado fenoldgico de
dos hojas verdaderas. Los cultivares ‘Campbell 28’ y ‘Débora’ se emplearon como
controles susceptibles a los aislados virales de ToYSV y ToSRV. Una plantula de cada

material fue inoculada solamente con particulas de tungsteno, como control sano.

3.4.1.2 Evaluacion de la severidad de la enfermedad provocada por la infeccion de
ToYSVy ToSRV.

Para evaluar la severidad de la enfermedad se utiliz6 la escala descrita por Giordano y
col. (2005b), adaptada a los sintomas caracteristicos de cada aislado viral, siguiendo una
dinamica de muestreo de las plantas a los 15, 30 y 45 dpi. Todas las evaluaciones fueron
hechas de manera individual a cada planta, durante las primeras horas de la mafana

(8:00-9:00 am).

(1) ToYSV: 0: planta sin sintomas; 1: planta con punteaduras amarillas, mosaico leve y
epinastia; 2: planta con mosaico severo, epinastia, distorsion foliar y reduccion del

crecimiento.

(i) ToRSV: 0: planta sin sintomas; 1: planta con amarilleamiento y arrugamiento de los

foliolos; 2: planta con mosaico, clorosis, deformacion foliar y reduccion del crecimiento.
3.4.1.3 Concentracion de ADN viral en las plantas inoculadas con ToYSV y ToSRV.

Para determinar la presencia y concentraciéon del ADN viral se utilizo la técnica de
hibridacion de acidos nucleicos (HAN) del tipo no radiactiva (Quifiones y col., 2007)
mediante el procedimiento de dot blot. E1 ADN total de los clones pToYSV-Al1.2 y
pVIR096 se empled como sonda y se marco con digoxigenina, segin el protocolo
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establecido en el juego de reactivos DIG High Prime DNA Labeling and Detection

Starter Kit 11, siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Roche).

El ADN total de las plantas inoculadas (cinco de cada cultivar) y sin inocular (una de
cada cultivar) se extrajo segun Dellaporta y col. (1983), a partir de dos discos de 6 mm
de diametro, que fueron colectados en los foliolos apicales durante las mismas fechas en
que se realizaron las evaluaciones de severidad. Un total de 100 uL (50 pL de ADN
extraido y de 50 pL de solucion de SSC 16X y Formaldehido 7,5%), fueron aplicados
sobre las membranas de nailon cargadas positivamente (Hybond-N+, GE Healthcare), en
condiciones de vacio. La fijacion del ADN se realiz6 segiin lo descrito en la seccion

3.2.14.

La pre hibridacion e hibridacion de las membranas se realizaron a 50 °C en un horno de
hibridacion (ECOGEN), siguiendo los protocolos generales de trabajo del Laboratorio
de Virologia Vegetal Molecular de la UFV. La pre hibridacion de las membranas se
realiz6 por un tiempo de 2 horas y la hibridacion durante toda la noche. Posterior a la
hibridacion, se realizaron dos lavados a temperatura ambiente en solucion de SSC 0,5X
y SDS 0,1% por 5 min. cada uno y otros dos lavados a 65 °C en soluciones de SSC 0,1X
y SDS 0,1% por 15 min. cada uno.

Las membranas fueron incubadas durante 30 min. con la solucion de bloqueo, seguido
de la incubacion, por 30 min., en la solucion de anticuerpo (anti digoxigenina),
contenidas en el juego de reactivos DIG High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit II, de la firma comercial Roche. Fueron realizados dos lavados de 15 min. en
tampon de lavado (acido maleico 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,3%). Para el
revelado se adiciond el sustrato CSPD (sustrato quimioluminiscente para la fosfatasa
alcalina) en tampon de revelado (Tris-HCI1 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 50 mM, pH 9,5).
La incubacion de este se realizo por 5 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se
eliminé el exceso de liquido y las membranas fueron incubadas a 37 °C por 10 min. La
exposicion de los filmes de rayos X (Kodak, mod. X-Omat AR), se realizd durante 20

min. para su posterior revelado fotografico.
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Para cada membrana se adicionaron como controles de reaccion, ADN de plantas no
inoculadas como control sano, agua mili Q y ADN de planta infectada, con una
concentracion predeterminada de 100 ng.uL” de ADN viral, como referente para la
estimacion (mediante escala) de la concentracion de ADN viral en el tejido foliar de los
cultivares inoculados, de acuerdo a lo descrito por Gonzélez (2011) (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de escala adoptados para la estimacion del contenido viral de las

plantas inoculadas con los aislados virales de ToYSV y ToSRV, a partir de una
concentracion conocida de 100 ng.uL" de ADN viral en las membranas hibridadas.

Escala Concentracién de ADN viral.

0 Muestra de planta sin deteccion de ADN viral.

1 Muestra de planta con una concentracion de ADN viral inferior a los 100 ng.uL ™.
2 Muestra de planta con una concentracion de ADN viral igual a los 100 ng.uL™.
3 Muestra de planta con una concentracion de ADN viral superior a los 100 ng.uL™.

3.4.2 Evaluacion de cultivares frente a begomovirus bipartitos, en condiciones de

infeccion natural.

El experimento se desarrolld de enero a junio de 2010 en el area experimental del
Departamento de Fitotecnia de la UFV, sin previa inoculacion de las plantas. La
infeccion se produjo de manera natural por libre eleccion del insecto vector y en el
estadio fenoldgico de cuatro hojas verdaderas. Para el estudio se utilizaron los mismos
cultivares que fueron inoculados con los begomovirus ToYSV y ToSRV (seccion 3.4.1).
El disefio que se empled fue el de Bloques al Azar con dos réplicas y un total de cinco
plantas por parcela, de cada cultivar.

Para garantizar una presion de inoculo elevada no se realizaron aplicaciones de
insecticidas para el control de la mosca blanca; se sembraron plantas del cultivar
susceptible ‘Débora’ en surcos intercalados al de los cultivares a evaluar; no se
eliminaron las arvenses ni restos de cultivos de tomate de otros experimentos, que
presentaban los sintomas tipicos de begomovirus y que colindaban con el area

experimental.

Las evaluaciones de los sintomas se realizaron a los 60 dias después del trasplante (dpt)
a cada planta. Los datos de observacion se tomaron durante las primeras horas de la
mafiana (8:00-9:00 am). Se determin6 el numero de plantas con sintomas, asi como las
descripciones de los sintomas presentes.

44



Materiales y Métodos

Para la identificacion de las especies virales, se colectaron muestras de dos discos de 6
mm. en tubos de microcentrifugas de 1,5 mL, a partir de los foliolos apicales de tres
plantas al azar, de cada cultivar, por cada bloque o parcela. El procesamiento de las
muestras para la extraccion del ADN, fijacion en las membranas, hibridacion y clones

empleados para el analisis fueron los mismos que los descritos en la seccion 3.4.1.3.

Para este experimento, conjuntamente a los clones utilizados en la seccion 3.4.1.1, se
empled el clon pVir 054 (SiMMV ADN-A), obtenido a partir del aislado viral BR:
Pda8:05 de Sida micrantha mosaic virus (SIMMV), por encontrarse en el &area
experimental plantas de Sida spp. con sintomas tipicos de begomovirus; por las
relaciones filogenéticas que existen entre los aislados virales de Sida spp. con ToYSV
(Calegario y col., 2007) y por ser este clon aislado a partir de una planta de tomate

colectada en el municipio de Paty de Alferes, Rio de Janeiro, Brasil (Castillo, 2008).

Se prepararon tres membranas para la hibridacion con los clones de los virus ToYSV,
ToSRV y SIMMYV, para determinar aquellas plantas que presentaron una sola especie

viral o infecciones mixtas.

3.5 Determinacion de la presencia de los genes de resistencia a begomovirus Ty-1,
Ty-2 y Ty-3 en cultivares de tomate.

Para determinar la presencia de los genes 7y-1, Ty-2 y Ty-3, en los cultivares ‘Vyta’,
‘TYS52’, ‘L7°, ‘H24’, ‘TX468-RG’, ‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS’,
‘STY6’, ‘STY7’, ‘Campbell 28 y ‘STY1’, se dispuso del uso de los marcadores

moleculares de ADN, ligados a estos, seglin lo informado por la literatura (Tabla 4).

El ADN total se extrajo a partir de 5 g del tejido foliar de los foliolos apicales de cada
cultivar. Las muestras fueron maceradas en mortero con ayuda de nitrogeno liquido,
siguiendo la metodologia descrita por Dellaporta y col. (1983). Se procesaron tres
réplicas con tres repeticiones para cada caso y la calidad del ADN fue determinada con
la lectura de la densidad oOptica a los 260 nm en un espectrofotometro de luz visible

(Ultroespec Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB).
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Para la amplificacion de los genes 7y-1, Ty-2 y Ty-3 se emplearon, mezclas de reaccion
y programas especificos para cada cebador, utilizando un termociclador (MJ Research,

Inc.).

Para determinar la presencia del gen 7y-1, las reacciones de amplificacion se ajustaron a un
volumen final de 25 pL. Se utilizé 1U de la enzima Taq ADN Polimerasa, con 0,4 mM
de cada dANTP, 2,5mM de tampon de reaccion 10X (Promega), 2,5mM de MgCl,
(Promega), 2,5 uM de cada cebador y 10 ng.uL" del ADN de la muestra. El programa
de amplificacidon consistié en un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 5
min., seguida por 30 ciclos de reaccion (30s. a 94 °C de desnaturalizacion, 30s. a 55 °C
de anillamiento de los cebadores y 1min. a 72 °C de extension), seguido por un paso de

extension final durante 10 min. a 72 °C.

Una vez obtenido el producto de amplificacion se realizo la digestion del ADN
amplificado para la liberacion de las bandas relacionadas con los patrones de resistencia
y susceptibilidad del marcador. Para la digestion fueron establecidas las siguientes
condiciones: para un volumen final de 25 pL, se utilizaron 5U de la enzima de corte
(endonucleasa) Taq I (Promega), con 2,5 mM de tampoén de reaccion 10X de la enzima
(Promega) y 10 pL del producto de amplificacion de la RCP. Esta mezcla se incub6 a 65
OC durante dos horas (Garcia y col., 2007).

Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados para revelar la presencia de los
marcadores de los genes 7y-I, Ty-2 y Ty-3, relacionados con la resistencia a

begomovirus.

Gen Cebador y secuencia. Referencia.

Ty-1 UWTylF 5" ATA AGC ATT TCA TGT CAG ATGTCT AGAC3" Garcia y col.
UWTylR 5" CTA GAT CCT GGA TGA CTT CAATAGC 3’ (2007).

Ty-2 TO302F 5" TGGCTCATCCTGAAGCTGATAGCGC 3’ Garcia 'y col.
T0302R 5" AGTGTACATCCTTGCCATTGACT 3’ (2007).

Ty-3 FLUW-25F 5" CAAGTGTGCATATACTTCATATTCACC 3’ Salus y Maxwell
FLUW-25R 5" CCATATATAACCTCTGTTTCTATTTCGAC 3’ (2006).

Para determinar la presencia del gen 7y-2, las reacciones de amplificacion se ajustaron a
un volumen final de 25 pL. Se utilizé 1U de la enzima Taqg ADN Polimerasa, con 0,4
mM de cada ANTP, 2,5 mM de tampon de reaccion 10X (Promega), 1,5 mM de MgCl,
(Promega), 2,5 uM de cada cebador y 10 ng.uL" del ADN de la muestra. El programa

de amplificacion consistio en un paso inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 5
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min., seguida por 35 ciclos de reaccion (30s. a 94 °C de desnaturalizacién, 1 min. a 55
%C de anillamiento de los cebadores y 2min. a 72 °C de extension), seguido por un paso

de extension final durante 10 min. a 72 °C (Garcia y col., 2007).

En el caso del gen Ty-3, las reacciones de amplificacion se ajustaron a un volumen final
de 25 uL. Se utilizé 1U de la enzima Taq ADN Polimerasa, con 0,4 mM de cada dNTP,
2,5 mM de tampon de reaccion 10X (Promega), 1,5 mM de MgCl, (Promega), 2,5 uM
de cada cebador y 15 ng.uL”" del ADN de la muestra El programa de amplificacién
consistié en un paso inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 3 min., seguida por 35
ciclos de reaccion (30s. a 94 °C de desnaturalizacion, 1 min. a 53 °C de anillamiento de
los cebadores y Imin. a 72 °C de extension), seguido por un paso de extensién final

durante 10 min. a 72 °C (Salus y Maxwell, 2006).

De manera general, los resultados obtenidos de las RCP, para la determinacion de los
genes de resistencia, se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito por Sambrook y
col. (1989). Las electroforesis de los productos obtenidos para el gen 7y-1, se analizaron
en un gel de de agarosa al 2% y para los genes 7y-2 y Ty-3, en geles de agarosa al 1,5%,
teflidos con bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 mg.mL™". Se utilizd como
patron molecular un marcador de 100 pb (Fermentas) y como genotipo con patrén
fenotipico susceptible, para los tres genes, al cultivar ‘Campbell 28°. Los geles fueron
observados en un transiluminador UV (Fotodyne, Foto/UV® 26).

3.6 Analisis estadistico.

Los datos correspondientes a las evaluaciones de severidad y concentracion del ADN
viral, para los tres aislados virales, fueron analizados mediante estadisticos descriptivos

con el empleo del paquete estadistico SPSS, version 11.0 para Windows.
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I\V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacidn de cultivares ante aislado de begomovirus monopartito.
4.1.1 Cultivares inoculados con TYLCV-IL [CU], por mosca blanca.

La figura 3, muestran los valores promedio de severidad y contenido viral detectados,
en todos los cultivares, a partir de la dindmica del muestreo realizada en el periodo

optimo de siembra del cultivo.

Transcurridos solo 15 dias de la inoculacion, los cultivares ‘Campbell 28” y ‘STY1’,
empleados como controles susceptibles, mostraron sintomas evidentes de la infeccion
que fueron igual y superior a 2, los cuales resultaron mas intensos y mostraron un
aumento progresivo hasta alcanzar el grado 4 (méximo valor de severidad), a los 30 y 45
dias después de realizada la inoculacion (Fig. 3a), lo que se correspondié con la maxima
concentracion del contenido viral (10 ng.uL™) en todas las plantas (Fig. 3b). La rapidez
en la aparicion de los sintomas y la concentracion maxima de ADN viral, confirm6 la
ausencia de barreras para la resistencia a TYLCV en estos cultivares, las cuales segun
Gomez y col. (2009) se activan en los momentos tempranos de la inoculacion y actian a
diferentes niveles en la célula, entre células y a larga distancia, por los tejidos

conductores.

En este sentido, los cultivares ‘PIMHIR’ y ‘STY?2’ también presentaron el valor maximo
de concentracion viral en sus plantas, durante todas las etapas del muestreo (Fig. 3b) y
alcanzaron la condicién de susceptible cuando a partir de los 30 dias después de
realizada la inoculacion, las plantas mostraron los sintomas tipicos de TYLCV-IL [CU],
los que se correspondieron con un valor de 2 en la escala de severidad (Fig. 3a). Las
diferencias mostradas en la sintomatologia de estos cultivares, con respecto a la de los
controles susceptibles, se puede relacionar con la presencia de mecanismos de defensa
de las plantas que, aunque no garantizaron una resistencia a TYLCV-IL [CU],
provocaron un retardo en la aparicion y expresion de los sintomas, los cuales no llegaron
a ser tan severos como en los controles susceptibles para la enfermedad, ‘Campbell 28’ y

‘STY1 .
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Figura 3. a. Valores promedio de severidad* expresados por los cultivares en estudio, ante la inoculacion de TYLCV-IL [CU] por el insecto vector Bemisia
tabaci, durante el periodo 6ptimo de siembra, del afio 2009.

*: escala de severidad propuesta por Lapidot y col. (2006) para TYLCV, donde 0: planta sin sintomas; 1: planta con sintomas de amarilleamiento ligero en el
margen de los foliolos de las hojas apicales; 2: planta con sintomas de amarilleamiento y encrespamiento menor de los foliolos apicales; 3: planta con gran
rango de sintomas de amarilleamiento de las hojas, encrespamiento y acucharamiento, con alguna reduccion del tamafio, pero la planta sigue creciendo; 4:
planta con sintomas de amarilleamiento severo y retraso del crecimiento, encrespamiento y acucharamiento, se detiene el crecimiento de la planta.

b. Valores promedio del contenido viral de cinco muestras al azar por cada cultivar, atendiendo a concentraciones conocidas de una curva patréon *. Dinamica
del muestreo realizada durante el periodo 6ptimo de siembra del aiio 2009.

*: curva confeccionada a partir de concentraciones conocidas (10 ng.uL™, 1 ng.uL™", 0,1 ng.uL" y 0,01 ng.uL™") del genoma total de TYLCV-IL [CU], clonado
en el plasmido pZ200 (Fuentes y col., 2006). 49
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Lapidot y Friedmann (2002) se refirieron a la disparidad que existe entre los
fitopatdlogos y los mejoradores al definir el término ‘resistencia’. Estos autores
consideran resistente: “aquella planta hospedante que puede suprimir la multiplicacion
de un virus y, consecuentemente, detener el desarrollo de la enfermedad. Esta
resistencia puede ser alta, moderada o poca y las plantas resistentes pueden acumular
menos virus que las susceptibles, asi como expresar sintomas ligeros de la enfermedad
o retener su aparicion”. Este concepto fue el que se tuvo en cuenta para la

caracterizacion de todos los cultivares frente a las tres especies de begomovirus.

Para la seleccion de los cultivares resistentes a TYLCV-IL [CU] se tuvo como criterio la
identificacion de aquellos que presentaron valores promedio de severidad por debajo de
2 y una infeccion restringida del virus, determinada por valores promedio del contenido

viral inferiores a 10 ng.uL" de ADN.

En este sentido, los cultivares ‘Vyta’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4 y ‘STY7
mostraron un comportamiento resistente entre los 15 y 45 dias del muestreo. La
sintomatologia de todas estas plantas, estuvo caracterizada por la presencia de
amarilleamientos ligeros, casi imperceptibles, en los margenes de los foliolos de las
hojas apicales, lo cual se correspondid con un valor maximo de 1 en la escala de
severidad y de concentraciones virales promedio menores a 1 ng.uL™, a los 15, 30 y 45

dias después de realizada la inoculacion (Fig. 3).

Un comportamiento similar fue el que mostraron las plantas de los cultivares ‘TYS52’,
‘STY6’ y ‘STYS’ ante la infeccion por TYLCV-IL [CU]. Para los dos primeros, se
presentaron infecciones latentes (terminologia empleada por Calegario y col. 2007,
relacionada con la presencia de plantas asintomaticas que multiplican virus) a los 15 dias
de la evaluacién (Fig. 3) en tanto que, para las plantas de ‘STY5’ se observd una
disminucién en los valores promedio de los sintomas a los 30 y 45 dias después de
realizada la inoculacion (Fig. 3a). De manera general, para todos los cultivares
clasificados como resistentes ante la inoculacion con TYLCV-IL [CU], el contenido de
ADN viral fue poco variable durante la dindmica del muestreo y el promedio de

concentracidn se mantuvo, siempre, en valores por debajo de 1 ng.uL™" (Fig. 3b).
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Resultdé muy interesante la respuesta de los cultivares ‘H24° y ‘L7’ durante todas las
evaluaciones realizadas, en el tiempo, frente al aislado cubano de TYLCV. Las plantas
de estos, no mostraron ninguna de las sintomatologias descritas para la enfermedad que
causa esta especie viral (grado cero en la escala empleada) (Fig. 3a). Esta carencia de
sintomas se correspondio, a su vez, con la no deteccion de ADN del virus (Fig. 3b), lo

que evidencio6 el fenotipo inmune de estos cultivares a esta especie.

De manera general se identificaron, para este periodo de evaluacion, cuatro cultivares
susceptibles (‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘Campbell 28” y ‘STY1’), ocho cultivares resistentes
(‘Vyta’, ‘TY52’, ‘“TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS’, ‘STY6’ y ‘STY7’) y dos
cultivares inmunes (‘H24’ y ‘L7’) notdndose, ademas, que a partir de los 30 dias después
de realizada la inoculacion fue posible identificar el total de cultivares susceptibles, dos
mas (‘PIMHIR’ y ‘STY2’) que los observados en los primeros 15 dias después de

inoculadas las plantas (Fig. 3).

Los resultados alcanzados durante esta primera etapa de evaluacion fueron importantes.
Sin embargo, resultaba necesario conocer cémo seria el comportamiento de todos los
cultivares inoculados con TYLCV-IL [CU], en uno de los periodos de siembra menos
favorables para el desarrollo del cultivo en Cuba, el cual favorece el desarrollo del
vector, de la enfermedad y se caracteriza por sus temperaturas elevadas y un niumero
significativo de precipitaciones. La figura 4, muestra los valores promedio de severidad
y contenido viral detectados, para todos los cultivares, durante la dindmica del muestreo

realizado en el periodo de siembra primavera-verano, del cultivo.

Transcurridos solo 15 dias de la inoculacion, todas las plantas de los cultivares
‘Campbell 28 y ‘STY1’, empleados como controles susceptibles, ya mostraban los
sintomas extremos de la infeccion por TYLCV-IL [CU] (grado 4, valor maximo de la
escala empleada) correspondiéndose, a su vez, con los valores maximos de contenido
viral (Fig. 4). Estos valores de severidad y concentracion del virus fueron invariables a
los 30 y 45 dias después de la inoculacion. La presencia temprana de la méaxima
expresion de sintomas en estos cultivares confirmo la efectividad de la inoculacion con

TYLCV-IL [CU] y el empleo acertado como controles susceptibles a la enfermedad.
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Figura 4. a. Valores promedio de severidad* expresados por los cultivares en estudio, ante la inoculacion de TYLCV-IL [CU] por el insecto
vector Bemisia tabaci, durante el periodo de siembra primavera-verano, del afio 2009.

*: escala de severidad propuesta por Lapidot y col. (2006) para TYLCV, donde 0: planta sin sintomas; 1: planta con sintomas de amarillamiento
ligero en el margen de los foliolos de las hojas apicales; 2: planta con sintomas de amarillamiento y encrespamiento menor de los foliolos apicales;
3: planta con gran rango de sintomas de amarillamiento de las hojas, encrespamiento y acucharamiento, con alguna reduccion del tamafio, pero la
planta sigue creciendo; 4: planta con sintomas de amarillamiento severo y retraso del crecimiento, encrespamiento y acucharamiento, se detiene el
crecimiento de la planta.

b. Valores promedio del contenido viral de cinco muestras al azar por cada cultivar, atendiendo a concentraciones conocidas de una curva patron
*. Dindamica del muestreo realizada durante el periodo de siembra primavera-verano del afio 2009.

*: curva confeccionada a partir de concentraciones conocidas (10 ng.uL™, 1 ng.uL™, 0,1 ng.uL™" y 0,01 ng.uL™") del genoma total de TYLCV-IL
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Segin Byoung y col. (2005) la susceptibilidad a un virus implica que el patégeno es
capaz de replicarse en las células que primeramente infectd, moverse hacia células
vecinas a través de los plasmodesmos y colonizar toda la planta usando los tejidos
vasculares logrando con la mayor rapidez en el tiempo, la expresion maxima de los

sintomas de la enfermedad en el hospedante.

‘PIMHIR’ fue otro de los cultivares que presentd un comportamiento susceptible al
virus, a solo 15 dias de realizada la inoculaciéon. Todas sus plantas mostraron
amarilleamiento en sus hojas, encrespamiento, acucharamiento y reduccion en el tamafo
de los foliolos de las hojas apicales. Estos sintomas de la infeccién se correspondieron
con un grado de 3 en la escala empleada para la evaluacion de la severidad. Este valor
no varié durante evaluaciones posteriores a los 30 y 45 dias de la inoculacion (Fig. 4a)

correspondiéndose con el maximo valor de contenido del ADN viral (Fig. 4b).

En este sentido, el cultivar ‘STY?2’ también presentd el maximo valor de concentracion
del virus en sus plantas, durante todas las etapas del muestreo (Fig. 4b) y alcanzé la
condicion de susceptible cuando a los 30 y 45 dias después de realizada la inoculacion,
las plantas mostraron los sintomas tipicos de TYLCV-IL [CU], los que se
correspondieron con un valor promedio de 2 y superior a 3 en la escala de evaluacion

(Fig. 4a), respectivamente.

Un resultado diferente al obtenido en la evaluacidon realizada durante el periodo de
siembra Optimo del cultivo, se observdo en ‘STY7’. Este cultivar presentdé un
comportamiento susceptible, cuando a partir de los 30 dias después de realizada la
inoculacion, los valores promedio de severidad fueron superiores a 2. Sin embargo y a
diferencia de las plantas de los cultivares ‘PIMHIR’, ‘STY?2’, ‘Campbell 28’ y ‘STY1’,
en estas se detectaron valores promedio de concentracion viral que oscilaron entre los 2

ng.uL"y 3 ng.uL" de ADN, que fueron suficientes para alcanzar tal condicion (Fig. 4).

Aun cuando las condiciones climaticas para el periodo de siembra primavera-verano
resultan mas favorables para el desarrollo de la plaga y menos para el desarrollo del
cultivo, los cultivares clasificados como resistentes durante el periodo optimo de

siembra mantuvieron esta condicion, excepto ‘STY7’. Este comportamiento demostré la
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estabilidad de la resistencia en la mayoria de los cultivares frente al aislado cubano de

TYLCV.

En este sentido, los cultivares ‘Vyta’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4” y ‘STYS’
mostraron un comportamiento resistente, durante la dindmica del muestreo. La
sintomatologia de todas las plantas, estuvo determinada por la presencia de
amarilleamientos ligeros, casi imperceptibles, en los margenes de los foliolos de las
hojas apicales, lo cuales aumentaron a los 30 dpi y 45 dpi, sin llegar a sobrepasar los
valores promedio de 2 en la escala de sintomas (Fig. 4a). El andlisis de los valores
promedio de la concentracion viral a los 15 dpi, mostré una disminucion de la
concentracion del virus en ‘Vyta’, ‘STY3’ y ‘STY4’, después del primer muestreo (Fig.
4b). Sin embargo, los cultivares ‘TX468-RG’ y ‘STY5’, mantuvieron concentraciones

poco variable del virus en sus plantas (Fig. 4b).

Similar comportamiento fue observado en las plantas de los cultivares ‘TY52’ y ‘STY6’
ante la infeccion por TYLCV-IL [CU]. Al igual que en el periodo 6ptimo, estos
cultivares presentaron infecciones latentes a los 15 dpi, las que desaparecieron a los 30 y
45 dpi periodos durante el cual, solo se observaron sintomas ligeros en sus plantas (Fig.
4a). El contenido del ADN viral detectado, para estas tres etapas del muestreo, fue muy
estable para las plantas de ‘TY52’ e inferior al valor promedio de 1 ng.uL sin embargo,
para ‘STY6’ los valores promedio oscilaron entre 0,74 ng.uL™" y 1,3 ng.uL™" de ADN

viral, respectivamente (Fig. 4b).

Nuevamente las plantas de los cultivares ‘H24’ y ‘L7’ fueron asintomaticas (Fig. 4a).
Sus foliolos apicales mantuvieron el color verde oscuro, caracteristico de las hojas de las
plantas sanas. Esta ausencia de sintomas se mantuvo durante toda la dindmica del
muestreo y se correspondié con la no aparicion de sefiales en las placas de hibridacion
relacionadas con posibles indicios de replicacion del ADN viral (Fig. 4b) evidenciando,

una vez mas, el fenotipo inmune de estos cultivares a TYLCV-IL [CU].

De manera general, para este periodo de evaluacion se identificaron cinco cultivares
susceptibles (‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY7’, ‘Campbell 28’ y ‘STY1’), uno mas que en el
periodo optimo de siembra, siete cultivares resistentes (‘Vyta’, ‘TY52’, ‘TX468-RG’,

54



Resultados y Discusion

‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS5’ y ‘STY6’) y dos cultivares inmunes (‘H24’ y ‘L7’) notdndose,
ademas, que a partir de los 30 dias después de realizada la inoculacioén se determiné el
total de cultivares susceptibles, dos mas (‘STY2’ y ‘STY7’) que los observados en los

primeros 15 dias después de inoculadas las plantas (Fig. 4).

Como se puede observar en las figuras 3 y 4, durante el periodo de siembra primavera-
verano se observo una mayor rapidez en la aparicion y severidad de los sintomas (Fig.
4a), siendo mas tardios durante el periodo 6ptimo de siembra para el cultivo (Fig. 3a).
Estos contrastes en la severidad de los sintomas y acumulacién viral, durante ambos
periodos de muestreo, coincidieron con los que describieron Garcia y col. (2008), en
Espana, al realizar la evaluacion (en diferentes estaciones del afio y en condiciones
controladas), de la resistencia a TYLCV para diferentes accesiones de tomate
observando, el mayor desarrollo e intensidad de los sintomas y concentracion viral en las
plantas durante el periodo de siembra menos favorable para el cultivo. Estos autores
enunciaron que, una eficiencia en las restricciones de la acumulacion viral parecia

depender de las condiciones ambientales.

Por su parte, Lapidot y col. (2006) hicieron alusion a las diferencias que fueron
observadas en la sintomatologia de las plantas de tomate cuando los ensayos o pruebas
de resistencia son realizados en diferentes épocas del afio, observando una agresividad
mayor durante el periodo de siembra primavera-verano. Segun Navas y col. (2011) en
este periodo, las poblaciones del insecto vector son mas altas, las condiciones para el
desarrollo del cultivo son menos favorables y las afectaciones, en general, mas

evidentes.

Los resultados obtenidos por Gorovits y col. (2007), podrian explicar las diferencias de
severidad encontradas para los dos periodos de siembra. Estos autores determinaron, en
condiciones controladas, la expresion de diferentes proteinas relacionadas con el estrés
(HSP70, HSP60 y HSP90) al inocular materiales susceptibles y resistentes a TYLCV
con el insecto vector (mosca blanca con ausencia o presencia del virus) y sin él. Ellos
determinaron, por inmunodeteccion, la ausencia de bandas de HSP70 en los materiales

susceptibles después de los 60 dpi y de HSP60 y HSP90 entre 10 y 15 dias después de la
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inoculacion, hecho asociado al desarrollo acelerado de los sintomas en los cultivares

susceptibles.

Segun Gorovits y Czosnek (2007), estas proteinas han estado relacionadas con la
respuesta de tolerancia a las altas temperaturas, elemento que pudiera explicar las
diferencias entre los sintomas mostrados por los cultivares evaluados durante las fechas
en que se realizaron los experimentos, lo que indica que la mayor severidad y rapidez en
la aparicion de los sintomas en los cultivares susceptibles podria estar relacionado con la

actividad de las proteinas descritas anteriormente.

Por otro lado, los trabajos de Boevink y Oparka (2005) describieron la funcién que
desempefia la proteina HSP70 en el movimiento del virus célula a célula a través de los
plasmodesmos. Esta funcion posibilita que el virus se mueva rapidamente y llegue a las
c€lulas acompaiantes del parénquima floematico para ser transportado por el tejido
conductor hacia toda la planta (movimiento a larga distancia) logrando una invasioén

total del hospedante.

Atendiendo al criterio empleado en la investigacion para discernir entre susceptibilidad y
resistencia, se identificaron un total de cuatro cultivares susceptibles (‘PIMHIR’,
‘STY2’, Campbell 28’ y ‘STY1’), dos cultivares inmunes (‘H24’ y ‘L7’), siete cultivares
resistentes (‘Vyta’, ‘TYS52’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’, ‘STYS5’ y ‘STY6’), y un
cultivar con comportamiento variable (‘STY7’) en la expresion de los sintomas durante
las evaluaciones realizadas para la severidad y acumulacion viral, en los dos periodos de

siembra (Fig. 3 y 4).

En cuanto a los controles susceptibles, los resultados obtenidos en ‘Campbell 28’
corroboraron la alta susceptibilidad de este cultivar, que fue descrita anteriormente por
Pifion y Gomez (2003) y Gomez y col. (2004), durante la evaluacion-seleccion de
hibridos y nuevas lineas resistentes a TYLCV-IL [CU], adaptadas a las condiciones del

tropico cubano.

Por su parte, Lapidot y col. (2006) en la evaluacion de diferentes cultivares para la
conformacion de una escala universal de severidad para el TYLCV, propusieron el

empleo de ‘STY 1’ como control susceptible. Este cultivar alcanzo6 los valores maximos
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de sintomas durante los diferentes periodos de siembras en que fueron realizados los
experimentos y ha sido utilizado desde 1997 como control positivo para el virus por el
grupo de mejoramiento del Volcani Center, en Israel, demostrando también su utilidad

como control susceptible ante el aislado cubano de TYLCV en este trabajo.

Cabe significar que, el método de inoculaciéon “en masa” utilizado en estos
experimentos, garantizd la inoculacion efectiva de todos los materiales, lo cual se
evidencia en la reaccion de los controles susceptibles que alcanzaron el maximo valor de
severidad en la escala y un alto contenido de ADN viral. A pesar de que se describen en
la literatura trabajos sobre un nuevo método de inoculacidon “en jaula”, para garantizar la
infeccion en un 100% de las plantas, utilizdndose un numero menor de moscas blancas
(Inoue y col., 2007), el método de inoculaciéon “en masa”, si bien no garantiza una
inoculacion controlada de forma individual, tiene la ventaja de ser lo mas parecido a la

inoculacion en condiciones naturales de infestacion por el vector.

Los cultivares ‘PIMHIR’ y ‘STY2’, se comportaron como susceptibles ante el aislado
cubano de TYLCV. Estos materiales presentaron valores promedio de 2 o por encima de
este, segun la escala de severidad, en algunas de las evaluaciones realizadas durante la
dinamica del muestreo (Fig. 3a y 4a). Estos coincidieron, a su vez, con los valores
promedio méximos de concentracion viral (Fig. 3b y 4b) para los dos periodos que

fueron evaluados.

La condicion susceptible de ‘STY2’ se correspondi6 con lo informado por Lapidot y col.
(2006), durante el tamizaje realizado a una serie de genotipos resistentes al aislado de
TYLCV-IL, en el que presentd valores promedio de severidad por encima de 3 y mas de

un 45% de las plantas evaluadas mostraron los sintomas tipicos de la enfermedad.

En cambio, ‘PIMHIR’ fue un material obtenido a partir de S. pimpinellifolium,
seleccionado por la resistencia que mostrd ante los aislados virales de TYLCV que
prevalecieron en Francia y parte de Europa (Laterrot, 1995). Posteriormente, los trabajos
desarrollados por Pérez y col. (2007a), corroboraron los resultados enunciados por
Laterrot, utilizando a ‘PIMHIR’ como control resistente ante el aislado suave de Israel

(TYLCV-MId [IL]) (Fauquet y col., 2008), que afectaba al cultivo en Espafia. Los
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resultados expuestos en este trabajo evidenciaron que la resistencia de este cultivar,

anteriormente informada, fue vencida frente al TYLCV-IL [CU].

Otros estudios realizados con ‘PIMHIR’ mostraron también su susceptibilidad ante otras
especies de begomovirus presentes en el Nuevo Mundo (Mejia y col, 2005).
Generalmente, los programas de mejoramiento genético a TYLCV cuya fuente de
resistencia proviene de la especie silvestre S. pimpinellifolium, no han sido de los mas
exitosos por los niveles de susceptibilidad que han presentado los materiales obtenidos

ante otras especies de begomovirus (Jiy col., 2007b).

En la actualidad, existen pocas fuentes de resistencia utilizadas en cultivares comerciales
para el control de TYLCV. Vidavsky y col. (2006), en un estudio dialélico realizado a
partir de la combinacion entre diversas fuentes de resistencia a begomovirus enunciaron
que, los programas de mejoramiento genético de tomate, para estos patdgenos, se han
apoyado en el aprovechamiento de la resistencia que proviene de las especies silvestres
S. chilense, S. peruvianum y S. habrochaites por presentar los niveles mas elevados de

resistencia.

Los cultivares resistentes, cuya fuente de resistencia provino de la especie silvestre S.
chilense (‘Vyta’ y ‘TY52’) (Zamir y col., 1994; Gémez y col., 2004), mantuvieron esa
condicion frente al aislado cubano de TYLCV. De los dos cultivares evaluados, ‘TY52’
presento valores promedio de severidad de 1, segln la escala de sintomas para ambos
periodos de evaluacion, ademas de presentar infecciones latentes durante los primeros
15 dias después de la inoculacion. Las plantas del cultivar ‘Vyta’ presentaron una
sintomatologia poco perceptible con valores promedio de severidad que se mantuvieron
cercanos a 1, durante ambos periodos de siembra (Fig. 3a y 4a). La sintomatologia de
ambos cultivares se correspondi6é con valores promedio de contenido viral que fueron
menores que 1 ng.uL™, para el periodo de siembra 6ptimo e iguales y algo superiores a 1

ng.uL" durante el periodo de siembra primavera-verano (Fig. 3 y 4).

El cultivar ‘Vyta’ constituye, actualmente, la fuente de resistencia mas utilizada para
contrarrestar los efectos provocados por el complejo mosca blanca-geminivirus que

viene afectando al pais desde la década de los 90 (Gonzalez y Valdés, 1995; Quifiones y
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col., 2007). Sin embargo, Verdecia y col. (2003) describieron la presencia de sintomas
ligeros en hojas de las plantas de "Vyta’ durante evaluaciones realizadas en las areas
productoras de la region oriental del pais. Esta zona de Cuba se caracteriza por presentar
elevadas temperaturas que favorecen la poblacion del vector y un desarrollo acelerado de
la enfermedad. Investigaciones desarrolladas por Martinez y col. (2009) detectaron que,
ademas del factor temperatura, la siembra continua de tomate y otros cultivos
hospedantes de la mosca blanca y/o begomovirus causan tales afectaciones, lo que puede

provocar la ruptura de la resistencia.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones de ‘TY52’ se correspondieron con los
descritos por Ji y col. (2007b) y Barbieri y col. (2010) en los diferentes estudios
realizados por ellos, encaminados a la busqueda de resistencia a los aislados de TYLCV
de Serdena e Israel. Zamir y col. (1994) explicaron el caracter resistente de ‘TY52’,
describiendo la presencia del gen 7y-I, y su relaciéon con el impedimento del

movimiento del virus a corta distancia (célula-célula).

El cultivar ‘STY3’ present6 siempre un comportamiento resistente en ambos periodos de
siembra, aunque con valores promedio de severidad y contenido viral mas bajos durante
el periodo de siembra optimo del cultivo (Fig. 3). Una respuesta diferente fue obtenida
por Lapidot y col. (2006), cuando lo evaluaron frente al aislado israelita de TYLCV en
condiciones de campo. Los valores promedio de severidad fueron diferentes en el verano
(3,2 de una escala de 4) con respecto al invierno (1,4 de una escala de 4), comportandose
como un cultivar susceptible durante el periodo de siembra menos favorable para el

desarrollo del cultivo.

Por otro lado, los cultivares ‘TX468-RG’ y ‘STYS5’, de igual procedencia genética
(hibrido comercial ‘Tyking’), mostraron resistencia a TYLCV-IL [CU]. Anteriormente,
ya habia sido informada la resistencia de estos cultivares al aislado israelita de TYLCV
por Lapidot y col. (2006) y Garcia y col. (2008). En el caso de ‘TX468-RG’, fue
seleccionado en Brasil por su alta resistencia a Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
(begomovirus bipartito) y es el tnico de los cultivares evaluados cuya resistencia esta
determinada por un gen recesivo (fcm-1) (Giordano y col., 2005a). Estos resultados lo

convirtieron en un material interesante por el espectro de resistencia que mostrd a
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begomovirus de genoma mono y bipartitos presentes en el Nuevo y en el Viejo Mundo

(Garcia y col., 2008).

Las plantas del cultivar ‘STY 5’ presentaron sintomas poco visibles en sus hojas apicales,
los que se correspondieron con el grado 1 o por debajo de este en la escala de
evaluacion, para ambos periodos de siembra (Fig. 3a y 4a). Estos resultados, en
combinacioén con los bajos valores de contenido viral (Fig. 3b y 4b) demostraron el
caracter resistente de este cultivar ante el aislado cubano de TYLCV que circula y
prevalece en los agroecosistemas de nuestro pais (Martinez y col., 2006). Dichos
resultados fueron muy semejantes a los alcanzados por Lapidot y col. (2006) cuando
evaluaron a ‘STYS5’ frente el aislado israelita de TYLCYV, el cual es un 98% similar al
aislado cubano (Martinez y col., 1996), en condiciones no controladas de inoculacion (a
campo abierto) y presentaron valores promedio de severidad de 1,3 para el verano y de

0,5 para el periodo de invierno.

Otro de los aprovechamientos de la resistencia derivada de ‘Tyking’, fue el realizado a
partir de un grupo de lineas (FLA 478, FLA 505, FLA 591, FLA 653, FLA 658 y FLA
699), obtenidas en la Florida, por el Dr. Scott (Ji y col., 2007b). Estas lineas presentaron
una respuesta resistente a Tomato leaf curl virus (TOLCV) (virus bipartito) y en una de
ellas (FLA 653), se identificé el alelo recesivo 7gr-1 que afectaba el movimiento viral
(Bian y col, 2007). Los trabajos de Ji y col. (2007b), enunciaron a la especie S.
peruvianum como la posible fuente de resistencia de la cual pudiera ser originaria la de
‘Tyking’.

La resistencia de los cultivares ‘STY6’ y ‘STY7’ provino de la especie silvestre S.
peruvianum, son conocidos en la literatura internacional como ‘TY197’ y ‘TY172’,
respectivamente (Lapidot y col., 1997; Friedmann y col., 1998). ‘STY7’ presento,
solamente, sintomas evidentes de la enfermedad durante el periodo de siembra
primavera-verano, los cuales fueron ascendentes y superaron el valor promedio de 2 en
la escala a los 30 y 45 dpi, siendo sus contenidos virales promedio por encima de los 2
ng.uL" (Fig. 4). Sin embargo, una sintomatologia suave se expreso en todas sus plantas
para el periodo 6ptimo de siembra del cultivo, acompafiada de concentraciones virales

promedio por debajo de Ing.uL" (Fig. 3). Estas diferencias se deben a que las plantas
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del cultivar ‘STY7’ que se evaluaron durante el periodo de siembra primavera-verano

presentaron cierta segregacion, lo cual explico este comportamiento variable.

Esta respuesta en ‘STY7’ fue diferente a la descrita por Lapidot y col. (2006), quienes
informaron valores de severidad cercanos a cero para la escala que emplearon durante la
evaluacion en dos periodos de siembras contrastantes para el cultivo del tomate en
Israel. Por otro lado, el cultivar ‘STY7’ ha sido de las fuentes de resistencia mas
utilizadas por diferentes grupos de mejoramiento para begomovirus, a nivel
internacional, por la ausencia de sintomas y bajas concentraciones virales ante diferentes
especies de begomovirus que afectan al cultivo (Bian y col., 2007; Anbinder y col.,

2009; Pifion, 2009).

En el caso del cultivar ‘STY6’, los resultados de las evaluaciones (Fig. 3 y 4) revelaron
solo la presencia de sintomas a partir de los 30 dpi, sin alcanzar valores promedio de 2
durante el muestreo. Este cultivar, también ha sido reconocido por su comportamiento
resistente ante diferentes aislados y especies de begomovirus presentes en el Viejo y el
Nuevo Mundo (Santana y col., 2001; Mejia y col., 2005; Pérez y col., 2005; Czosnek y
col., 2007).

Lapidot y col. (2000), plantearon la existencia de una resistencia con dominancia parcial
en el cultivar ‘STY6’, en el que al menos tres genes estuvieron involucrados, elemento
que dificultaria su uso en los programas de mejoramiento genético para la enfermedad.
Los trabajos de Vidavsky y col. (2008) enunciaron a estos cultivares (‘STY6’ y ‘STY7’),
como fuentes de resistencias a emplear para la piramidacion de genes y en la obtencion
de hibridos resistentes con buenos rendimientos, al combinarlos con materiales cuya

fuente de resistencia a TYLCV, provengan de la especie silvestre S. habrochaites.

La no presencia de sintomas y ausencia total de contenido viral en plantas de los
cultivares ‘H24 y ‘L7’ (Fig. 3 y 4) evidenciaron el caracter inmune expresado por estos

materiales, ante la inoculacion con el insecto vector durante la experimentacion.

Un comportamiento resistente o susceptible del cultivar ‘H24’ también, ha sido descrito
por diferentes grupos de trabajos cuando lo utilizaron en la blisqueda de fuentes de

resistencia a diferentes especies o aislados de begomovirus (mono o bipartitos), que
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afectaban las producciones del cultivo a nivel internacional (Mejia y col., 2005;
AVRDC, 2006; Chomdej y col., 2007; Green y Shanmugasundarm, 2007; Azizi y col.,

2008; Barbieri y col., 2010), en cambio, frente al aislado cubano mostré inmunidad.

El fenotipo inmune de ‘L7’ se relaciond con los resultados obtenidos en el cultivar
‘H24’. Este es un material que proviene de un cruzamiento en el que uno de los
progenitores fue ‘H24’ y se selecciond en Nicaragua por su comportamiento resistente

ante las especies de begomovirus bipartitos existentes en ese pais (Jiménez y col., 2010).
4.1.2 Cultivares inoculados con TYLCV-IL [CU], por agroinoculacion.

Los resultados de la agroinoculacion durante la dinamica del muestreo se detallan en la

tabla 5.

De manera general, los valores promedio de severidad expresados por cada cultivar, a
los 15 dias después de realizada la inoculacion, fueron muy bajos (por debajo de 1 en la
escala), lo que se relacion6 con la ausencia de sintomas en algunas de las plantas

agroinoculadas con TYLCV-IL [CU].

Este retardo en la severidad de los sintomas difirié con los resultados expuestos por Diez
y col. (2000) y Pérez y col. (2005). Estos autores, realizando agroinoculaciones con
otros aislados virales de TYLCV detectaron que, al menos, los controles susceptibles
presentaron los valores maximos de severidad (rizado y amarilleamiento de los foliolos,

enanismo) pasados los primeros 15 dias después de inoculadas las plantas.

Esta demora en la aparicion de los sintomas, pudo estar condicionada por la propia
biologia molecular que comprende el proceso de infeccion que desencadena
Agrobacterium tumefaciens al colonizar la planta. En estos eventos, para lograr la
expresion de sintomas de TYLCV fue necesario que la region T del plasmido Ti de A.
tumefaciens, que contenia el genoma del TYLCV-IL [CU], se integrara al genoma de la

célula vegetal y comenzara el proceso de replicacion viral (Andrade y col., 2003).

Sin embargo, a pesar de los bajos valores promedio de severidad expresados por todos
los cultivares a los primeros 15 dias después de la agroinoculaciéon con TYLCV-IL
[CU], los resultados de la hibridacion mostraron replicacion viral en la gran mayoria de

las plantas de estos, excepto para ‘H24’ y ‘L7’ (Fig. 5), detectdndose infecciones
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latentes en algunas de las plantas de ‘Vyta’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’ y ‘STYS’
(Tabla 5 y Fig. 5).
Tabla 5. Valores promedio de severidad de la enfermedad expresados durante la

dindmica del muestreo por los cultivares evaluados ante la agroinoculacion de TYLCV-
IL [CU].

_ Severidad®
Cultivar 15dpi  30dpi  45dpi
‘Vyta’ 0 0 0,1
‘TY52’ 0,4 0,2 0,2
‘H24° 0 0 0
‘LY’ 0 0 0
“TX468-RG’ 0 0,2 0.8
‘PIMHIR’ 0,1 2 2,1
‘STY?2’ 04 2 2
‘STY3 0 0,2 0,8
‘STY4’ 0 0,6 0,9
‘STYS’ 0 0,2 0,2
‘STY®’ 0,2 2 2
‘STY7 0,6 2.9 3.3
‘Campbell 28’ 0,4 2 2.4
‘STYY’ 0,4 2,1 3

! escala de severidad propuesta por Lapidot y col. (2006) para TYLCV, donde 0: planta sin

sintomas; 1: planta con sintomas de amarilleamiento ligero en el margen de los foliolos de las hojas
apicales; 2: planta con sintomas de amarilleamiento y encrespamiento menor de los foliolos
apicales; 3: planta con gran rango de sintomas de amarilleamiento de las hojas, encrespamiento y
acucharamiento, con alguna reduccidén del tamafio, pero la planta sigue creciendo; 4: planta con
sintomas de amarilleamiento severo y retraso del crecimiento, encrespamiento y acucharamiento, se
detiene el crecimiento de la planta.

En este sentido, se observd un aumento progresivo de la enfermedad a los 30 y 45 dias
después de la inoculacion, sin llegar a ocurrir la muerte de las plantas. Los valores
promedio de severidad, para estas fechas de evaluacion, se incrementaron entre los
cultivares evaluados (Tabla 5), asi como el contenido viral y nimero de plantas que
replicaron virus (Fig. 5) exceptuando, nuevamente, las plantas de los cultivares ‘H24’ y
‘L7.

De manera general, se identificaron seis cultivares susceptibles (‘PIMHIR’, ‘STY2’,

‘STY6’, ‘STY7’ ‘Campbell 28’ y ‘STY1’), ocho resistentes (‘Vyta’, ‘TYS52’, ‘“TX468-
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RG’, ‘'STY3’, ‘STY4’ y ‘STYS’) y dos inmunes (‘H24’ y ‘L7’), durante la dinamica de
las evaluaciones realizadas para la severidad y contenido viral (Tabla 5 y Fig. 5). Los
cultivares considerados como susceptibles a los 30 dpi presentaron valores promedio de

severidad mayores que los expresados por los cultivares que fueron considerados

resistentes.
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Figura 5. Deteccion del genoma de TYLCV-IL [CU] mediante HAN radiactiva, en plantas (cinco)
de los cultivares ‘Vyta’ (1), ‘PIMHIR’ (2), ‘H24’ (3), ‘TY52’ (4), ‘Campbell 28’ (5), ‘TX468-RG’
(6), ‘STY1” (7), ‘STY2’ (8), ‘STY3’ (9), ‘STY4’ (10), ‘STYS5’ (11), ‘STY6’ (12), ‘STY7’ (13), ‘L7’
(14), mediante el ensayo dot blot. Sonda radiactiva: fragmento de la region intergénica de TYLCV-
IL [CU]. Las muestras de ADN se extrajeron de cada planta a los 15 (a), 30 (b) y 45 (c) dias post-
inoculacién. CP (curva patron): cantidades conocidas (10 ng.uL”, 1 ng.uL™", 0,1 ng.uL™" y 0,01
ng.uL™") del genoma total de TYLCV-IL [CU] clonado en el plasmido pZ200 (Fuentes y col., 2006).
PS: plantas control de cada cultivar sin inocular.

El caréacter susceptible de los cultivares ‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘Campbell 28 y ‘STY1’
coincidi6 con el expresado en los experimentos de inoculacion con mosca blanca,
aspectos que fueron discutidos en el epigrafe anterior y que demuestran el empleo

acertado de los cultivares ‘Campbell 28* y ‘STY1’ como controles susceptibles a

TYLCV-IL [CU].

Resulto inesperado la susceptibilidad expresada por las plantas de los cultivares ‘STY6’
y ‘STY7’ frente al aislado cubano de TYLCV, 98% similar al aislado israelita (Fauquet
y col., 2008). Estos son cultivares que han sido propuestos para el mejoramiento
genético a TYLCV, por los grupos de investigacion de Israel, debido a la respuesta
resistente que mostraron, no solo al aislado de este pais (Lapidot y col., 2006), sino a
otros begomovirus con genomas bipartitos que se encuentran en las regiones productoras

de tomate de América Central (Mejiay col., 2005).
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En este sentido, la susceptibilidad de estos cultivares cuando la inoculacion estuvo
mediada por Agrobacterium tumefaciens, evidencié la ruptura de ciertas barreras de
resistencia que estos pudieran desarrollar cuando la inoculacién se realiza con el insecto
vector. Algunos fitomejoradores han cuestionado este tipo de inoculacion, pues se
“saltan” los mecanismos de evasion que se pueden establecer entre el insecto vector y la
arquitectura o los compuestos quimicos del hospedante (Picd y col., 2001; Niks y
Lindhout, 2004), ademas de considerar a 4. fumefaciens como otro patogeno dentro de
la planta agroinoculada (Lapidot y col., 2007). Se ha planteado, ademas, sobre la
inactivaciéon de los genes de resistencia del hospedante, los que probablemente se
expresen durante las primeras fases de la infeccion, inmediatamente después que el virus
ha sido inoculado por el insecto vector y antes de comenzar la acumulacion del ADN

viral dentro de las células inoculadas (Kheyr y col., 1994, Picé y col., 2001).

Sin embargo, a pesar de emplear este método de inoculacion, se observo un fenotipo
resistente en los cultivares ‘Vyta’, ‘“TYS52’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’ y ‘STYS’, el

cual se correspondid con el obtenido en la experimentacién con mosca blanca.

En este caso, los valores promedio de severidad estuvieron por debajo de 1, segln la
escala de sintomas utilizada (Tabla 5) y el contenido de ADN viral en las plantas resulto
con una concentraciéon promedio por debajo de los 10 ng.uL" durante la dindmica del
muestreo (Fig. 5). Estos resultados pusieron de manifiesto que pueden existir
mecanismos relacionados con la resistencia al patdgeno en estos cultivares que
detuvieron el proceso infectivo. En una revision desarrollada por Byoung y col. (2005),
en el tema de la genética para la resistencia a virus de plantas, se describe la presencia de
proteinas de la planta hospedante que dificultan los procesos de movimiento del virus a
corta y larga distancia, lo cual se relaciona con niveles bajos de deteccion del virus en el

hospedante y la demora en la aparicion de los sintomas.

La no presencia de sintomas y ausencia total de contenido viral en plantas de los
cultivares ‘H24’ y ‘L7’ (Fig. 5 ¥) corroboraron el caracter inmune expresado por estos
materiales durante los experimentos de inoculacion con mosca blanca (seccion 4.1.1).

Este tipo de respuesta es también llamada por los términos resistencia extrema o
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resistencia celular, la cual ocurre cuando el virus no se puede replicar en la célula una
vez inoculado (Fraser, 1990).

Los resultados del andlisis de HAN tipo southern blot (Fig. 6) confirmaron los
resultados de inmunidad a TYLCV-IL [CU] detectados en los cultivares ‘H24” y ‘L7’
(secciones 4.1.1 y 4.1.2). Las plantas evaluadas de estos cultivares a los 15 y 45 dias
después de la inoculacién con A. tumefaciens no presentaron las bandas de cadena
simple (1,6 Kb) ni las de la forma replicativa del virus (2,8 Kb), como se observd en la

plantas enfermas del control susceptible ‘Campbell 28 (Fig. 6).
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Figura 6. Deteccion del genoma de TYLCV-IL [CU] mediante HAN radiactiva, en plantas
(cinco) de los cultivares ‘H24’ (carriles del 1 al 5) y ‘L7’ (carriles del 6 al 10), mediante el
ensayo southern blot. Sonda radiactiva: fragmento de la region intergénica de TYLCV-IL [CU].
Las muestras de ADN se extrajeron de cada planta a los 15 (a) y 45 (b) dias post-inoculacion.
PE: ADN de una planta de tomate infectada del control susceptible. PS: ADN de una planta no
infectada del control susceptible.

La inmunidad expresada por ‘H24’ y ‘L7’ constituyd el primer informe en fuentes
naturales ante el aislado de Cuba. La inmunidad en tomate a TYLCV-IL [CU] solo fue
notificada, anteriormente, por Fuentes y col. (2006), en plantas del cultivar ‘Campbell
28’ genéticamente transformadas, a partir de una construccion genética asociada al gen
de la proteina C;, que indujo el silenciamiento génico en la replicacion temprana de
TYLCV.

La forma replicativa, de dos cadenas de ADN circular, es activa para la transcripcion e
inmediatamente se expresan los genes tempranos (c/, c¢2). Después de sintetizada la
proteina Rep, la replicacion para la generacion de la progenie y la transcripcion ocurren

de manera simultanea y probablemente en el nucleolo (Rojas y col., 2001). El producto
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del gen acl en los virus bipartitos, o su homologo en los monopartitos es la tnica

proteina viral esencial para la replicacion (Elmer y col., 1988).

De manera general, y atendiendo a los resultados obtenidos por ambos métodos de
inoculacion (con el insecto vector y con Agrobacterium tumefaciens), se seleccionaron a
los cultivares ‘Vyta’, ‘TYS52’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’ y ‘STYS’, por su
comportamiento resistente a TYLCV-IL [CU]y ‘H24’ y ‘L7’, por su respuesta inmune.

Relacionado con ello, cada método de inoculacion tiene sus bondades y limitantes, por
lo que el empleo de uno u otro, depende de los intereses y resultados a los que quiera
llegar el investigador. Aunque segun Bian y col. (2007), existe una tendencia a la
combinaciéon de ambos métodos, de manera tal que permitan la seleccion de cultivares
inmunes, resistentes, tolerantes o susceptibles, asi como para profundizar en el tipo de
resistencia. De los dos métodos empleados, la inoculacion por mosca blanca resulto ser
mas sencilla, comparada con la agroinoculacion, ademds de ser el vector natural que
transmite el virus en el agroecosistema. Sin embargo, la agroinoculacion permitio
confirmar que la resistencia y la inmunidad de los cultivares fue dada por genes de

resistencia al virus y no por mecanismos de evasion de las plantas al insecto vector.

A nivel internacional, se continian en la busqueda de nuevas fuentes de resistencia a
TYLCV (Czosnek y col., 2007). En este sentido, todas las investigaciones han estado
dirigidas hacia la exploracion en las especies silvestres del género, las cuales albergan el
mayor nimero de genes involucrados con la resistencia o tolerancia a la enfermedad

(Maule y col., 2007).

La inmunidad, como el nivel mas alto de expresion de la resistencia demostrada por los
cultivares ‘H24° y ‘L7’, reviste interés practico y teorico, por lo que se desarrolld un
ensayo para analizar si esta es heredable y si la expresion estd limitada solo a plantas
homocigoticas al gen 7y-2. Para ello, se analiz6 la segregacion del gen 7y-2 en plantas
F, a partir de ‘H24’, por ser esta la fuente primaria de introgresion de este gen, en

contraste con la segregacion del gen 7y-1, de conocida herencia en ‘“TY52’.
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4.2 Evaluacion de la segregacion de la resistencia a TYLCV-IL [CU] conferida por

los genes de resistencia a begomovirus Ty-1y Ty-2.

En el analisis de la segregacion de la resistencia (inmunidad) mostrada por el cultivar
‘H24’, transcurridos solo 15 dias de la inoculacion, el cultivar ‘STY 1, empleado como
control susceptible, ya tenia sintomas intensos de la infeccion por TYLCV (grado 4,
valor maximo de la escala), al igual que el cultivar susceptible ‘Amalia’, empleado como
progenitor susceptible. La rapidez en la aparicion de los sintomas confirmé la ausencia
de barreras para la multiplicaciéon y diseminacion del virus en la planta hospedante.

También, se confirmo la efectividad de la inoculacion con TYLCV-IL [CU].

En cambio, el cultivar ‘H24°, empleado como progenitor resistente (gen 7y-2), no
mostré ninguna de las sintomatologias descritas para la enfermedad (grado 0, valor
minimo de la escala). Sus foliolos apicales mantuvieron el color verde oscuro,
caracteristico de las hojas de las plantas sanas y se correspondio con la no deteccion de
contenido viral, al igual que lo mostrado en las secciones 4.1.1 y 4.1.2. Esta fuente de
resistencia ha sido empleada ampliamente en la obtencion de cultivares en el programa
de mejora de Taiwan (Hanson y col., 2000) y ofrece muy buenas perspectivas para el
programa de mejora en el pais, no solo por su alta resistencia al aislado cubano de
TYLCV, sino también porque se tiene acceso a un marcador confiable al gen 7y-2 de

resistencia a begomovirus.

El otro progenitor resistente, el cultivar ‘TY52’ que porta el gen de resistencia 7y-1,
mostrd solo un ligero amarilleamiento de los foliolos apicales, similar a la descripcion
del grado 1 de la escala, valor que se mantuvo hasta 30 dias después de la inoculacion,
siendo bajo el contenido de ADN viral (0,06 ng.uL™"). Este gen, fue el primero que se
obtuvo para la resistencia a TYLCD, luego de ser introgresado a S. lycopersicum, desde
S. chilense (Zamir y col., 1994), y el portador de la resistencia de los primeros hibridos
resistentes de tomate que salieron al mercado, posiblemente, ha sido el mas explotado
comercialmente por el espectro de resistencia que ha presentado frente a varias especies

de begomovirus en el mundo (Vidavsky y col., 2006; Jiy col., 2007b).
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Al analizar la sintomatologia de la enfermedad en las plantas F, segregantes para los
genes Ty-1 'y Ty-2 (TY-1F,y TY-2F,, respectivamente), se observaron diferencias en la
expresion fenotipica de la resistencia. Las plantas segregantes para 7y-/ tuvieron la
sintomatologia que corresponde a los valores desde 1 a 4 grados en la escala (Fig. 7a),
mientras que las plantas segregantes para 7y-2, mostraron los sintomas correspondientes

a los valores 0, 1 y 4 grados de la escala (Fig. 7b).

Si se tiene en cuenta que el gen Ty-/ confiere una resistencia tipo dominante parcial
(Zamir y col., 1994; Pérez y col., 2008), esto explica los diferentes niveles de expresion
de la resistencia y susceptibilidad en la segregacion de la F,, que abarca todos los
valores de la escala, excepto el grado 0. En cambio, las plantas segregantes para Ty-2
tuvieron los dos fenotipos parentales, 0 y 4, con una frecuencia de 25% cada uno, y
solamente uno adicional, el grado 1, que debera corresponderse con los genotipos
heterocigoticos F;. Scott (2007) se refirio también a una resistencia dominante, de
parcial a completa, en el cultivar ‘H24’ al aislado de Taiwan de TYLCV, en cambio
presentd algunos sintomas de virosis ante el aislado de la India, lo cual demuestra

diferencias en la respuesta de resistencia de este cultivar en las dos localidades.

Por su parte, el andlisis de la frecuencia de las plantas F», de acuerdo a la concentracion
de ADN viral (Fig. 7c y d), reveld que la distribucion no fue igual a los sintomas, por lo
que pudiera plantearse que la respuesta de la planta ante el virus sigue un patrén
diferente al de la sintomatologia de la enfermedad. También, este cardcter es
cuantitativo, mientras que la sintomatologia es cualitativa, es por ello que se establecio
el rango de variacion del contenido de ADN que le correspondié a cada uno de los
valores discretos de la escala, con el fin de tener en cuenta los dos caracteres para

seleccionar las plantas resistentes en la F».

Aqui se pudo apreciar que el rango de valores de los contenidos de ADN viral se
correspondié con cada valor de la escala (Tabla 6), independiente del origen genético de
las plantas, de modo que, aquellas con valor 1 y 4 de la escala tuvieron rangos
semejantes, ya sean estas de la poblacion TY-2F, o de la TY-1F,. En la figura 8 se
muestra la imagen de una de las placas obtenidas mediante la HAN tipo dot blot, donde

se destaca la ausencia total de mancha para aquellas plantas de la poblacion TY-2F, con
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valor 0, lo que evidencid que heredaron la ausencia de sintomas y de replicacion viral de
su parental resistente, el cultivar ‘H24’. Se observaron pequeiias manchas para las
plantas con severidad 1, lo que evidencia que la resistencia no fue de dominancia
completa, sino parcial.
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Figura 7. Frecuencia (porcentaje) de plantas F, segregantes para los genes de resistencia 7y-1 y Ty-
2 atendiendo al contenido de ADN viral (clases con valores medios de 0, 0,01, 0,1, 1y 10 ng.uL™") y
la severidad de la enfermedad (clases con valores de escala 0-4), 30 dias después de inoculadas con

TYLCV-IL [CU]: ay c, plantas F, segregantes para 7y-/: b y d, plantas F, segregantes para 7y-2.

70



Resultados y Discusion

Tabla 6. Rango de valores del contenido de ADN viral, estimado mediante hibridacion
tipo dot blot, en hojas jovenes de plantas de tomate F, segregantes para los genes de
resistencia 7y-1 y Ty-2, con diferente severidad de la enfermedad (escala de 0-4), luego
de 30 dias de inoculadas con TYLCV-IL [CU].

Poblacién F;, segregante para el gen de Poblacién F, segregante para el gen de

resistencia Ty-1 resistencia Ty-2
Severidad Contenido ADN viral Severidad Contenido ADN viral
(ng.uL™) (ng.uL™")
Media  Min. Max. Media Min. Max.
0 _ _ _ 0 0 0 0
1 0,08 0,01 0,1 1 0,05 0,01 0,1
2 0,1 0,01 0,1 2 B B _
3 0,3 0,1 1 3 _ _ _
4 49 1 10 4 5,1 1 10
A B
|1 |F, T
EX
3
4 |
o [F. 72
4
1—
ST .

Figura 8. Evaluacion mediante hibridacion por dot blot de hojas jovenes de plantas de tomate F,
segregantes para los genes de resistencia 7y-1 y Ty-2, luego de 30 dias pos inoculadas con
TYLCV-IL [CU]. Las manchas en las lineas horizontales (A) se corresponde con la severidad de
la enfermedad (escala 0-4) (B). En la fila de abajo se muestra la estimacion del contenido de

ADN viral mediante una curva patron.

Estamos ante una respuesta heredable de la inmunidad a esta enfermedad viral, que fue
descrita para el cultivar ‘H24’ en las secciones 4.1.1 y 4.1.2, mediante dos métodos de
inoculacion del TYLCV-IL [CU] (por el insecto vector y agroinoculacion). En este

trabajo se muestra que dicha inmunidad se hered6 en, aproximadamente el 25% de las
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plantas de la poblacion TY-2F,, como se corresponde con una expresion dominante
parcial de la resistencia, determinada por el gen 7y-2, para el aislado cubano de TYLCV,

en homocigosis.

Si se tiene en cuenta que los genotipos homocigoticos resistentes (progenitores) para 7y-
2y Ty-1 tuvieron valores de severidad 0 y 1, respectivamente, las plantas a seleccionar
en TY-2F,y TY-1F,, deberan tener esos mismos valores, al ser conveniente seleccionar
las plantas homocigoticas, en lugar de las heterocigoticas resistentes. Se recomienda,
para el primero seleccionar solamente aquellas plantas con grado 0, y para el segundo,
deberan seleccionarse solo las que alcancen el valor 1 en la escala. Con esto, se
garantizaria estar seleccionando las plantas resistentes homocigoticas, en lugar de
heterocigoticas resistentes, lo cual ahorraria tiempo en la mejora para la resistencia por

este método.

La fiabilidad en el empleo de la sintomatologia para clasificar o seleccionar por la
resistencia de las plantas de tomate ha sido discutida. Con anterioridad, Rom y col.
(1993) y Lapidot y col. (1997) encontraron una correlacion positiva entre la severidad de
los sintomas y la acumulacion de ADN viral, sin embargo, no recomiendan emplear, este
ultimo, como un solo indicador de la resistencia. En este trabajo se evalud la resistencia
mediante los dos caracteres, ya que la severidad de la enfermedad indica el dafio que ha
ocasionado el virus en el crecimiento y desarrollo de la planta, mientras que el contenido
de ADN viral refleja la tasa de multiplicacion que ha logrado el patdogeno a expensas del

hospedante.

Estos resultados, también podrian ser de importancia para los paises de la region del
Caribe los cuales presentan, en la actualidad, serios problemas fitosanitarios con
TYLCV, pues afos después de su introduccion en Republica Dominicana y Jamaica
(Polston y col., 1994; Mc Glashan y col., 1994; Morales y Anderson, 2001), constituye
una de las principales amenazas para el cultivo del tomate, causando pérdidas en la
producciéon que provocan el abandono total del cultivo por parte de los productores

(Morales, 2010).
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Sin dudas, la informaciéon derivada de los estudios realizados con TYLCV-IL [CU]
permitié conocer sobre otras fuentes de resistencia al aislado cubano que podrian ser
aprovechadas por el programa de mejoramiento genético de tomate para dicha
enfermedad. En este sentido, a nivel internacional, diferentes grupos de investigacion
trabajan por obtener un cultivar que contemple mecanismos de resistencia amplia a
begomovirus mono y bipartitos (Hutton y col., 2011) por lo que se hacia necesario
conocer el comportamiento de los cultivares evaluados, frente a begomovirus del Nuevo
Mundo que presentan genomas bipartitos. Estos tipos de virus constituyen una amenaza
para Cuba, ya que en los ultimos afos se han encontrado infectando arvenses y tomate

(Fiallo y col., 2009; 2012b).
4.3 Evaluacidn de cultivares ante aislados de begomovirus bipartitos.

4.3.1 Cultivares inoculados con aislados brasilefios de ToYSV y ToSRV, por

biobalistica.

La figura 9, muestran los valores promedio de severidad y contenido viral detectados,

para todos los cultivares, ante la inoculacion realizada con ToYSV.

Transcurridos solo 15 dias de la inoculacion, los cultivares ‘H24°, ‘PIMHIR’, ‘STY?2’,
‘Campbell 28 y ‘Débora’ manifestaron su susceptibilidad. Estos cultivares ya tenian
sintomas en sus plantas, que fueron igual a 1, manteniendo un aumento progresivo hasta
los 30 y 45 dias después de realizada la inoculacion (Fig. 9a), correspondiéndose con la
presencia de plantas que presentaron una concentraciéon promedio del virus cercana o

superior a los 100 ng.uL" de ADN (Fig. 9b).

73



Resultados y Discusion

a
15 dpi 30 dpi 45 dpi
>
1,5 -
=
S
= 1 —— R
ot
[<P)
“ 0,5 -
o]
= ,>_<E S v s = ,>_<E s = ﬁzwmwmmv\gs
£eg3 gmmEEmm S = gmmmmmm S = T 555558503 3
= ‘o = o = @
o (=) o [=) o [=)
cultivares
b
=
'é_ 15 dpi 30 dpi 45 dpi
on
= 3,5 -
=
S 3
=
Z 25
?g 2
S 1,5
=
(<5} 1
=
S 0,5 -
(3]
= 07
3 O o~ <t I~ e N oD s o WO o0 (© TS NNt I~ e N o = i W oo  © S o < I~ e N o s WO oo (©
0—057"“’mN—'ﬁ_ ~N 5 £ 335 e = ~N 5 23 35 FE = ~N 5
2 zg< TIEEEEEESESE 228 TIEEEEEEES 228 TIEEEEEEER S
= = = =1 = =1
cultivares

Figura 9. a. Valores promedio de severidad* expresados por los cultivares en estudio, ante la inoculacion por biobalistica, para ToYSV.

*. escala de severidad descrita por Giordano y col. (2005b) adaptada a los sintomas caracteristicos de ToYSV, donde 0: planta sin sintomas; 1: planta con
manchas cloroticas y epinastia; 2: planta con mosaico severo, epinastia, distorsion foliar y reduccion del crecimiento.

b. Valores promedio de las notas* atribuidas a la carga viral de ToYSV, para cada cultivar, durante la dinamica de muestreo a partir de una concentracién
predeterminada de 100 ng.uL" de ADN viral.

* escala descrita por Gonzalez (2011) donde: 0: muestra de planta sin deteccion de ADN viral; 1: muestra de planta con una concentracion de ADN viral
inferior a los 100 ng.uL™"; 2: muestra de planta con una concentracion de ADN viral igual a los 100 ng.pL™"; 3: muestra de planta con una concentracion de
ADN viral superior a los 100 ng.pL™".
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De manera similar, los cultivares ‘TY52’, ‘STY3’, ‘STY6’ y ‘STY7’ también presentaron
plantas con concentraciones promedio del virus cercanas y por encima de los 100 ng.uL™”,
durante todas las etapas del muestreo (Fig. 9b) alcanzando la condicién de susceptible a
partir de los 30 dias después de realizada la inoculacion, momento en que las plantas
mostraron los sintomas tipicos de ToYSV, los que se correspondieron con valores
promedio superiores a 1, en la escala de severidad (Fig. 9a). Solamente los cultivares
‘TYS52” y ‘STY3’ presentaron infecciones latentes pasados 15 dias de realizada la

inoculacion.

Para la seleccion de los cultivares resistentes a ToYSV y ToSRV se tuvo como criterio la
identificacion de aquellos que no presentaron los sintomas tipicos de la enfermedad de
ambos aislados virales, asi como una infeccién restringida del virus determinada por
valores promedio de contenido viral igual o menor a 100 ng.uL™" (por debajo de 2, segun la

escala de notas utilizada para este caracter (seccion 3.4.1.3)).

En este sentido, los cultivares ‘Vyta’, ‘L7’, ‘TX468-RG’, ‘STY4’ y ‘STY5’ mostraron un
comportamiento resistente. De ellos, ‘Vyta’, ‘L7 y ‘TX468-RG’ resultaron ser los mas,
pues no presentaron sintomas de la enfermedad durante todos los momentos del muestreo
(15 dpi, 30 dpi y 45 dpi), aunque si tuvieron multiplicacion viral del ADN de ToYSV en
sus plantas por debajo de los 100 ng.uL" (Fig. 9). Los cultivares ‘STY4’ y ‘STY5’ en
cambio, presentaron valores promedio de sintomas en sus plantas por debajo de 1 en la
escala (Fig. 9a) y concentraciones promedio del virus por debajo de los 100 ng.uL™" de
ADN, las que fueron invariables para ‘STY5’ hasta los 45 dpi, ultima evaluacion realizada

(Fig. 9b).

Notese como, a los 30 dias después de la inoculacion se identificod el total de cultivares
susceptibles, tres mas (‘TY52’, ‘STY6’ y ‘STY7’) que los observados en los primeros 15
dias después de inoculadas las plantas (Fig. 9). También para estas fechas, los valores
promedio de contenido viral fueron diferentes a los detectados pasados los primeros 15 dias

de la inoculacioén (Fig. 9b).

La respuesta de los cultivares frente a ToSRV, el otro aislado brasilefio de un begomovirus

bipartito se muestra en la figura 10.
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Trascurridos solo 15 dias de la inoculacién, los cultivares ‘TY52’, ‘H24°, ‘PIMHIR’,
‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY7’, ‘Campbell 28’ y ‘Débora’, ya tenian sintomas en sus plantas, con
severidad igual y superior a 1, los cuales fueron poco variables, a los 30 y 45 dias después
de realizada la inoculacion (Fig. 10a). Por su parte, las plantas de los cultivares ‘TY52’ y
‘H24’ tuvieron un valor promedio en sintomas superior, en todas las evaluaciones, al de los
controles susceptibles ‘Campbell 28’ y ‘Débora’. Esta gama de sintomas relacionados con
la susceptibilidad de todos estos cultivares se correspondid, con plantas que presentaron
concentraciones del virus, en la gran mayoria de ellos, superior a los 100 ng.uL" de ADN

(Fig. 10b).

El cultivar ‘STY6’ también presentd plantas con concentraciones virales promedio cercanas
y por encima de los 100 ng.uL"", durante todas las etapas del muestreo (Fig. 10b) y alcanz6
la condicion de susceptible a los 30 dias después de realizada la inoculacion, cuando las
plantas mostraron los sintomas tipicos de ToSRV y se correspondieron con valores de 1 en

la escala de severidad (Fig. 10a).

En cambio, los cultivares ‘Vyta’, ‘L7’, ‘TX468-RG’, ‘STY4’ y ‘STYS’ mostraron un
comportamiento resistente. Entre estos, el cultivar ‘Vyta’ manifestd infecciones latentes
hasta los 30 dpi y sus plantas presentaron concentraciones virales por debajo de los 100
ng.uL" de ADN viral, las que presentaron poca variacion en todas las evaluaciones (Fig.
10b). Sin embargo, los cultivares ‘L7°, ‘STY4’ y ‘STYS’ que presentaron infecciones
latentes a los primeros 15 dias después de la inoculacion, sus contenidos virales en plantas
fueron muy variables (‘L7’ y ‘STYS’ aumentaron su contenido en el tiempo y ‘STY4’ lo

disminuy6), manteniendo siempre valores por debajo de los 100 ng.pL ™.

Notese como, a los 30 dias después de realizada la inoculacion se identificd el total de
cultivares susceptibles, uno mas (‘STY6’) que los observados en los primeros 15 dias
después de inoculadas las plantas (Fig. 10). Para estos tres momentos, 15, 30 y 45 dias pos
inoculacion, no se detectaron diferencias entre los valores promedio del contenido viral de

ninguno de los cultivares en estudio (Fig. 10b).
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Figura 10. a. Valores promedio de severidad* expresados por los cultivares en estudio, ante la inoculacion por biobalistica, para ToSRV.

*: escala de severidad descrita por Giordano y col. (2005b) adaptada a los sintomas caracteristicos de ToSRV, donde 0: planta sin sintomas; 1:
planta con manchas cloréticas y epinastia; 2: planta con mosaico severo, epinastia, distorsion foliar y reduccion del crecimiento.

b. Valores promedio de las notas* atribuidas a la carga viral de ToSRV, para cada cultivar, durante la dinamica de muestreo a partir de una
concentracion predeterminada de 100 ng.uL™" de ADN viral.

*escala descrita por Gonzalez (2011) donde: 0: muestra de planta sin deteccion de ADN viral; 1: muestra de planta con una concentracion de ADN
viral inferior a los 100 ng.uL™"; 2: muestra de planta con una concentracién de ADN viral igual a los 100 ng.uL™; 3: muestra de planta con una
concentracién de ADN viral superior a los 100 ng.pL™".
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De las dos especies virales utilizadas en el escrutinio, ToYSV resulté ser mas agresiva
que ToSRYV, en cuanto a la expresion de los sintomas que mostraron las plantas de los

cultivares susceptibles.

ToYSV fue descrito en la zona metalirgica del estado de Minas Gerais, en Brasil y es
una especie que, ademas de infectar el cultivo del tomate e inducir sintomas severos,
infecta algunas especies de plantas invasoras del género Macroptilium y Sida (Calegario,
2004). Investigaciones realizadas por Ambrozevicius y col. (2002), enunciaron que
ToYSV es uno de los begomovirus mas agresivos que afecta el tomate en Brasil, aunque

se desconoce de estudios que cuantifiquen los dafios que le causa al cultivo.

Atendiendo al criterio empleado en la investigacion para discernir entre susceptibilidad y
resistencia, se identificaron un total de nueve cultivares susceptibles (‘TY52’, ‘H24’,
‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY6’, ‘STY7’, ‘Campbell 28’ y ‘Débora’) y cinco
cultivares resistentes (‘Vyta’, ‘L7, ‘TX468-RG’, ‘STY4’ y ‘STYS’), que fueron

comunes para ambas especies virales (Fig. 9 y 10).

En este caso, se observo una reduccion en el nimero de cultivares que fueron resistentes
para las especies de begomovirus con genoma bipartito, con respecto a los que lo fueron
para la especie de genoma monopartito. Una disminucioén en el nimero de cultivares
también se observd en los resultados informados por grupos de investigacion de los
Estados Unidos (Scott y Schuster, 1991), Brasil (Santana y col., 2001), Trinidad y
Tobago (Rampersad y Umaharan, 2003), La India (Maruthi y col., 2003) e Islas Reunion
(Delatte, 2005), cuando comenzaron la busqueda de fuentes de resistencia a
begomovirus bipartitos presentes en estos paises, a partir de cultivares previamente

descritos como resistentes a TYLCV.

Esta diferencia en la respuesta ante begomovirus con genomas mono y bipartito pudo
estar determinada por diferentes eventos que pueden acontecer durante la interaccion
especifica entre la planta y estos patdgenos, como son: que las proteinas encargadas del
movimiento viral para los monopartitos con respecto a los bipartitos son diferentes
(Zuniga y Ramirez, 2002), lo que constituyen blancos desiguales para la respuesta de

resistencia de la planta; que no exista un reconocimiento entre los productos de los genes
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de avirulencia de los begomovirus mono y bipartitos con los productos de los genes de
resistencia de algunos hospedantes (Jones y Dangl, 2006; Ojito y Portal, 2010), los que
pueden ser especificos a una especie viral; a las diferencias que existen entre las
secuencias gendmicas de los genes que codifican para las diferentes proteinas
involucradas en el ciclo de vida entre begomovirus mono y bipartitos y entre aislados de

una misma especie viral (Green y Shanmugasundaran, 2007).

En relacion con la susceptibilidad, se observd que, los cultivares utilizados como
controles susceptibles a la enfermedad (‘Campbell 28’ y ‘Débora’) corroboraron este
caracter ante las dos especies virales inoculadas, lo que ratifico la decision acertada de
su empleo. El comportamiento del cultivar ‘Débora’ fue semejante al descrito por
Gonzalez y col. (2011) al realizar un tamizaje en accesiones del Banco de Germoplasma
de tomate de la Universidad Federal de Vigosa (UFV), para la bisqueda de fuentes de

resistencia a ToYSV.

En el caso del cultivar ‘Campbell 28’, estudios realizados por Ramos (2004)
demostraron su caracter susceptible cuando fue inoculado con el begomovirus cubano de
genoma bipartito Tomato mottle Taino virus (ToMoTV). Este es un cultivar que ha
mostrado susceptibilidad a otras especies de begomovirus que poseen genoma

monopartito (Fuentes y col., 2006) y bipartitos (Martinez y col., 1998).

Resultd6 muy interesante la respuesta de susceptibilidad expresada por los cultivares
‘TYS2 y ‘H24’ (Fig. 9 y 10) cuando estos han exhibido altos niveles de resistencia a
TYLCV, especie viral del género Begomovirus reconocida como la mas devastadora
para el cultivo del tomate (Czosnek y col., 2007). Sin embargo, un comportamiento
susceptible frente a otras especies de begomovirus bipartitos ha sido descrito por
diferentes grupos de investigacion, lo que nos hace pensar que pueden ser otros los

genes involucrados en la resistencia.

Relacionado con ello, Santana y col. (2001) en la buisqueda de nuevas fuentes de
resistencia a un aislado de begomovirus de Brasilia, empleando una inoculacion mediada
por mosca blanca, determinaron el caracter susceptible de ‘TY52’ cuando las plantas

evaluadas presentaron un 100% de incidencia y contenido viral con un valor en la escala
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de severidad de 3,3 para un méximo de 4. En las investigaciones realizadas por Mejia y
col. (2005), también se describid la susceptibilidad de ‘“TY52’, cuando se empled como
control resistente y posible fuente de resistencia ante las diferentes especies virales que

circulaban por los campos de produccion en Guatemala.

En el caso del cultivar ‘H24’, Tripathi y Varma (2002) lo clasificaron como un material
altamente susceptible al presentar los sintomas tipicos de Tomato leaf curl virus
(ToLCV), en el 70% de sus plantas, durante la busqueda de fuentes de resistencia a esta
especie viral. Por otro lado, Mejia y col. (2005), evaluando a ‘H24” frente a las especies
de begomovirus presentes en Guatemala, lo descartaron por ser un material altamente
susceptible y no fue utilizado como fuente de resistencia en los programas de

mejoramiento genético de tomate en este pais.

La susceptibilidad de los cultivares ‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3” ‘STY6’ y ‘STY7 se
expreso con la sintomatologia que desarrollaron sus plantas, para ambas especies virales,
y el elevado contenido viral. Al parecer, la resistencia de estos cultivares, que proviene
de diferentes especies silvestres (Tabla 2), no result6 efectiva frente a ToYSV y ToSRV,
a pesar de que se han descrito, por diversos investigadores, nuevas fuentes de resistencia
a begomovirus con genomas bipartitos en accesiones que provienen de las especies
silvestres del género Solanum seccion Lycopersicon (Santana y col., 2001; Tripathi y
Varma, 2002; Matos y col., 2003; Lourengdo y col., 2004; Mejia y col., 2005; Bian y
col., 2007; Martinez y col., 2008).

Varios trabajos de investigacion han descrito el comportamiento resistente de materiales
obtenidos a partir de la especie silvestre S. peruvianum frente a diferentes aislados de
begomovirus mono y bipartitos (Santana y col, 2001; Lapidot y col, 2006). La
resistencia de los cultivares ‘STY6’ y ‘STY7’ provino de esta especie y, sin embargo, se
comportaron como susceptibles frente a ambas especies virales evaluadas (ToYSV y

ToSRV).

Por otro lado, los trabajos desarrollados por Giordano y col. (2005a) y Mejia y col.

(2005) seleccionaron a ‘STY6’ por el comportamiento resistente a Tomato chlorotic
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mottle virus (ToCMoV) en Brasil y a begomovirus bipartitos presentes en las regiones

de Centro América.

En este sentido, investigaciones desarrolladas por Ji y col. (2007b) describieron sobre la
respuesta diversificada y no especifica que han presentado las diferentes fuentes de
resistencia a begomovirus, ante las diferentes especies del género a que fueron sometidas
y en los diferentes agroecosistemas donde fueron evaluadas. De manera similar, Van der
Plank (1968) se refirid a que existia un equilibrio entre el ambiente, el patégeno y el
hospedante donde la afectacion en alguno de estos tres elementos puede desencadenar

beneficios o afectaciones para el desarrollo de la enfermedad.

El comportamiento resistente de ‘Vyta’ tanto a TYLCV-IL [CU] como a ToYSV y
ToSRV pudo estar relacionado con la presencia de otros mecanismos de resistencia,
diferentes a los conferidos por el gen Ty-I, que fueron incorporados durante su
obtencion. En la genealogia de este cultivar se utilizo6 al hibrido ‘Tyking’ (Pifién, 2009),
del cual se han obtenido varias lineas, cuya resistencia estd dada por los genes tcm-1 'y
tgr-1 (Bian y col., 2007), genes recesivos que confieren resistencia a begomovirus en

estado de homocigosis (Giordano y col., 2005a).

Esta hipotesis fue reforzada por el comportamiento de los cultivares ‘TX468-RG’ y
‘STYS’, los que también tuvieron su origen a partir de ‘Tyking’. Estos materiales no
presentaron los sintomas caracteristicos de la infeccion viral y la concentracion de virus
fue inferior a los 100 ng.uL"' de ADN para ambas especies virales (ToYSV y ToSRV)
(Fig. 9y 10).

Los trabajos desarrollados por Santana y col. (2001) y Giordano y col. (2005a) con
“TX468-RG’ determinaron su caracter resistente a begomovirus bipartitos que afectaban
al cultivo en zonas productoras del estado de Brasilia. Este cultivar también presentod
resistencia al aislado cubano (secciones 4.1.1 y 4.1.2) y al aislado israelita de TYLCV
(Garcia y col., 2008; Pereira, 2009), lo que evidencido la resistencia amplia a

begomovirus de ambos genomas que presenta ‘TX468-RG’.

También, investigaciones realizadas con 96 accesiones del Banco de Germoplasma de

Hortalizas (BGH), de la Universidad Federal de Vigosa indicaron la resistencia a
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ToYSV en la accesion BGH 224 de S. lycopersicum, la cual podria estar mediada por un

gen recesivo (Gonzélez, 2007).

Un andlisis general de los resultados obtenidos a partir del tamizaje de todos los
cultivares, frente a las tres especies virales demostrd que, las inoculaciones artificiales
en el estadio fenoldgico de dos hojas verdaderas resultd ser un momento confiable para
la seleccion de los cultivares resistentes. Este resultado coincidié con los estudios
realizados por Levy y Lapidot (2008) en la determinacion de la edad fisiologica Optima
de las plantas para la inoculacion. Estos, propusieron realizar las inoculaciones en este
estadio del desarrollo vegetativo de las plantas para la clasificacion de materiales
resistentes, pues mientras mas temprana se realizaba la inoculacion los efectos de la

infeccion viral son mas severos y el tamizaje resulta mas confiable para la seleccion.

Por otro lado, se observd como a los 30 dpi se determind el nimero de cultivares
susceptibles y resistentes, a pesar de los tres métodos de inoculacion artificial
empleados. Tal condicion se mantuvo hasta la ultima etapa de evaluacion (45 dpi) (Fig.
3,4,5,9y 10) (Tabla 5). Este podria ser el momento oportuno para realizar el tamizaje,
lo cual permitiria un ahorro en tiempo y recursos en comparacion con las evaluaciones
realizadas por algunos autores (Vidavsky y Czosnek, 1998; Pietersen y Smith, 2002),
casi al final del ciclo de vida de las plantas (45-65 dpi), cuando ya ha pasado el periodo

critico del cultivo frente al patégeno (Morales y col., 2006).

A su vez, la hibridacion de acidos nucleicos (radiactiva y no radiactiva) permitio
detectar el contenido viral de las tres especies virales en las plantas de los cultivares
evaluados, lo cual apoyo6 también en la caracterizacion de la resistencia de estos. Esta
técnica ha sido una herramienta utilizada en diversos programas de mejora genética del
tomate, a nivel internacional, permitiendo el diagndstico y estimaciéon de las
concentraciones virales de los materiales evaluados para la determinacion y seleccion de

cultivares resistentes (Pico y col., 2001; Lapidot y col., 2006; Barbieri y col. 2011).

En Cuba, resultados con aplicaciones de este método en el diagnostico y control de
begomovirus ha constituido una herramienta que ofrece ventajas en el procesamiento

masivo de muestras vegetales, con bajos riesgos de contaminacion durante el analisis y
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una elevada especificidad (Martinez y col., 2003; Goémez y col., 2004; Quifiones y col.,
2004; Fuentes y col., 2006).

No es menos cierto el papel que desempenaron las inoculaciones realizadas con el uso
de la biobalistica para el escrutinio y seleccion de materiales resistentes. Sin embargo,
esto no es lo que ocurre de forma natural de modo que, algunos mejoradores se
abstienen a utilizar herramientas que puedan estar enmascarando algunos mecanismos
que se activan durante las interacciones que se establecen entre el vector y el
hospedante, venciéndose ciertas barreras (Pico y col, 2001; Byoung y col., 2005;

Palukaitis y Carr, 2008; Gomez y col., 2009).

A pesar de lo anterior, existen grupos de investigacion que ponen en practica el uso de
todos los posibles métodos de inoculacién viral, o combinaciones de ellos, para la
seleccion acertada de materiales resistentes durante las etapas del pre mejoramiento

(Tripathi y Varma, 2002; Bian y col., 2007; Lapidot y col., 2007; Levy y Lapidot, 2008).

Todos estos elementos condujeron a que fuese necesario conocer el comportamiento de
las fuentes de resistencia en estudio, en condiciones de campo frente a estos

fitopatogenos y determinar si mantenian sus condiciones de resistencia o susceptibilidad.

4.3.2 Evaluacién de cultivares frente a begomovirus bipartitos, en condiciones de

infeccion natural.

Los resultados de la parcela experimental (Tabla 7), mostraron una serie de

comportamientos que se describen a continuacion.

Por una parte, prevalecid la sintomatologia de mosaico ligero en la gran mayoria de los
cultivares y solamente en ‘Débora’ fue diferente, presentando un mosaico severo en sus

hojas (Tabla 7).

Los materiales que resultaron susceptibles en los experimentos realizados por
biobalistica (‘TY52’, ‘H24’, ‘PIMHIR’, ‘STY2’, ‘STY3’, ‘STY6’, ‘STY7’, ‘Campbell
28 y ‘STY1’) frente a las dos especies virales, también presentaron este
comportamiento en el campo, al mostrar la mayor diversidad de sintomas y el mayor

numero de plantas expresandolos (Tabla 7).
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Los cultivares que fueron seleccionados como resistentes en los experimentos
empleando la técnica de biobalistica (‘Vyta’, ‘L7’, ‘TX468-RG’, ‘STY4’, ‘STYS’),
frente a ToYSV y ToSRV, mantuvieron igual condiciéon en campo. Dichos materiales,
generalmente, presentaron infecciones latentes, determinadas por hibridacion de 4cidos
nucleicos, y solo sintomas ligeros de amarilleamiento en un niimero reducido de plantas

(maximo dos). ‘STY5’ no present6 plantas con sintomas (Tabla 7).

Estas infecciones latentes, pudieron estar condicionadas porque en el area experimental
no se realizaron aplicaciones de insecticida para controlar las poblaciones de mosca
blanca infectadas con virus. La toma de muestras se realizd bajo estas condiciones y
pudiera ser probable que lo que se detectd de carga viral en algunas de las plantas de los
materiales resistentes no sean formas replicativas del virus, sino nuevas particulas

virales depositadas durante la alimentacion por el insecto vector.

Los controles susceptibles ‘Campbell 28 y ‘Débora’ mantuvieron su condicion de
susceptibilidad, presentando todas sus plantas una amplia diversidad de sintomas en el

area experimental (Tabla 7).

Los cultivares ‘L7’ y ‘TX468-RG’, a pesar de que presentaron plantas donde se
detectaron infecciones mixtas de ToSRV con ToYSV (Tabla 7), soportaron la
coexistencia de ambas especies virales sin la expresion de sintomas severos.
Generalmente, cuando ocurren este tipo de infecciones, los sintomas se acentian y las

consecuencias se tornan mas devastadoras (Inoue y col., 2006; Navas y col., 2011).

El analisis de las hibridaciones mostrd la prevalencia de ToSRV en el area experimental
y de infecciones mixtas con ToYSV. Se divisaron muestras donde coexistieron las tres
especies virales (muestras de plantas de ‘PIMHIR’, ‘STY3’ y ‘Campbell 28’) y otras
donde solo se detectd ToYSV (muestras en plantas de ‘Vyta’). No se amplificaron

muestras con presencia Unica de Sida micrantha mosaic virus (SIMMV) (Tabla 7).

La prevalencia de ToSRV coincidi6 con lo enunciado por Fernandes y col. (2008). Esta
es una especie que se ha encontrado en las regiones productoras de tomate en Brasil, asi

como en cultivares comerciales de Capsicum annuum L. en los estados de Minas Gerais

y Sdo Paulo (Gongales y col., 2010; Nakada y col., 2006, 2010; Rocha y col., 2012).
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ToSRV ha estado infectando, por mas de 15 afios, a cultivos solanaceos en este pais

(Barbosay col, 2011).

Tabla 7. Evaluacion de los sintomas y determinacion de las especies virales presentes en las

plantas, de cada cultivar, a los 60 dias después del trasplante.

No. de plantas positivas/total de plantas

ToYSV Toysv Tosrv  10YSV | No.de
plantas

Cultivares ToYSV  ToSRV  SiMMV + + + ToSRV con Sintomas®

ToSRV ~SIMMV  siMmy _ * | sintomas/

SiIMMV total

“Vyta’ 4/6 - - - - - - 210 | ml
“TY52’ - 4/6 - 2/6 - - - 710 | mi df
‘H24’ - 2/6 - 4/6 - - - 1010 | mla
‘L7 - 1/6 - 1/6 - - - 210 | ml
‘“TX468-RG’ - 3/6 - 2/6 - - - 210 | mla
‘PIMHIR’ - - - 4/6 - - 2/6 10/10 | ml a df
‘STY2’ - 4/6 - - - - - 10/10 | ml df
‘STY3’ - 2/6 - 2/6 - - 2/6 6/10 | mbJr
‘STY4’ - 4/6 - - - - - 210 | ™
‘STYS’ - 3/6 - - - - - 0/10 85
‘STY6’ - 4/6 ; 1/6 ; ; ; 4o | b rep
‘STY? : 306 : 3/6 : : : ong | M rep
‘Campbell 28" - 5/6 . . . . 116 110 | mhah e rep
‘Débora’ - 1/6 - 5/6 _ ) ) 10/10 ms, a, fr, e, df

' mosaicos ligeros (ml); amarilleamientos (a); foliolos rugosos (fi); deformacion de los foliolos (df);
ampollado en los foliolos (af); epinastias (e); reduccion del crecimiento de la planta (rcp); encrespamiento
de los foliolos (ef).

Las razones por las que prevalece este virus son desconocidas, pero es muy posible que
esté relacionado con la transmision eficiente del biotipo B de Bemisia tabaci y a la
presencia de reservorios alternativos del virus en los campos donde se desarrolld el

cultivo (Nakada y col., 2006).

Infecciones mixtas de ToSRV con otras especies de begomovirus ya fueron descritas.
Los trabajos desarrollados por Gongales y col. (2010) detectaron plantas infectadas con
ToSRV y Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) en regiones productoras de tomate

y pimiento (Capsicum annuum), de Sdo Paulo, Brasil.
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Estudios realizados por Calegario y col. (2006) y por Castillo y col. (2008) evidenciaron
la presencia de SIMMYV infectando de forma natural a tomate, lo que se observd en los

resultados del diagnostico molecular.

Investigaciones desarrolladas por Calegario y col. (2007), durante la caracterizacion de
ToYSV, determinaron las relaciones filogenéticas de este con las especies de
begomovirus presentes en Sida spp. Esto puso en evidencia el papel que jugaron las
especies de begomovirus indigenas, cuando fueron transferidas de las arvenses hasta
tomate con la introduccion del nuevo biotipo B de mosca blanca, asi como el papel que
jugaron las recombinaciones en la emergencia y evolucion de nuevas especies virales
para las regiones de América y el Caribe (Ribeiro y col., 2007, Navas y col., 2011),

aspectos importantes a tener en cuenta por fitopatdlogos y fitomejoradores.

En la region de Caribe, Roye y col. (1999) prospectaron en Jamaica infecciones mixtas
entre Tomato dwarf leaf curl virus (ToDLCV) y TYLCV en campos de tomate y
pimiento. En Cuba, las investigaciones desarrolladas por Martinez y col. (2003)
informaron la presencia de infecciones mixtas, en tomate, entre TYLCV-IL [CU] y
Tomato mosaic Havana virus (ToOMHYV), durante prospecciones realizadas en todas las

regiones productoras del pais.

Sin dudas, se debe prestar una mayor atencion al papel que juegan las infecciones mixtas
en la evolucion de los begomovirus (Padidam y col., 1999; Navas y col., 2011). Hasta la
fecha, no se ha descrito la recombinacion natural entre especies que presentan genomas
monopartito y bipartito, aunque en teoria es un evento que puede suceder, pues la
frecuencia con que ocurren es impulsada por tres factores fundamentales: las infecciones

mixtas, los niveles altos de replicacion y la gama amplia de hospedantes del vector.

En este sentido, los trabajos desarrollados por Quifiones (2002) demostraron, de forma
experimental, la probabilidad de recombinacion entre los aislados cubano e israelita de
TYLCV y Tomato mosaic Havana virus (TOMHV) en los nucledtidos 165-197 de la
region comun. Por otro lado, investigaciones desarrolladas por Martinez (2008)
detectaron varios sitios de recombinacion ubicados en la region intergénica (IR) y la

region N-terminal de la proteina asociada a la replicacion (Rep), para las diferentes
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especies de begomovirus descritas en Cuba, los que fueron detectados en arvenses de
diferentes familias botanicas y afectando cultivos de importancia alimenticia y

economica.

Sin dudas, ambos métodos de inoculacion (biobalistica e infeccion natural) permitieron
la caracterizacion de los cultivares, a pesar de las ventajas y limitantes que ofrece cada
uno. También, el criterio de evaluar la resistencia de los cultivares teniendo en cuenta la
seleccion simultanea, por los valores de severidad y contenido viral, fue importante para

la clasificacion de la resistencia.

Como se ha referido con anterioridad, la resistencia a begomovirus de los cultivares en
estudio es debida a una serie de genes, los cuales se encuentran localizados en diferentes
cromosomas del genoma de tomate (Bai y Lindhout, 2007; Foolad, 2007; Sol Genomics
Network, 2010). En este sentido, la identificacion de los genes de resistencia podria
explicar, en cierta medida, el comportamiento expresado por los cultivares ante las

diferentes especies virales testadas.

4.4 Determinacion de la presencia de los genes de resistencia a begomovirus Ty-1,

Ty-2 y Ty-3 en cultivares de tomate.

El patrén de bandas susceptibles de ‘Campbell 28° y ‘STY1’ (para todos los genes
amplificados) (Fig. 11), coincidid con la susceptibilidad que presentaron estos cultivares
a los tres begomovirus y su empleo acertado como controles susceptibles en los
programas de mejoramiento para la enfermedad (Gomez y col., 2004; Fuentes y col.,

2006; Lapidot y col., 2006).

Para el gen 7y-1, las amplificaciones del ADN mostraron que solamente los cultivares
“TY52’ y ‘STY3’ exhibieron el patron de bandas resistentes del gen (350 pb y 150 pb),
mientras el resto de los materiales presentaron el patron de banda susceptible (480 pb)
(Fig. 11a). Este gen esta asociado con la inhibicion de los sintomas de la enfermedad e
interfiere en las funciones de la proteina responsable con la circulacion del virus en la
planta (movimiento célula-célula), siendo mas eficiente en bajas concentraciones de

indculo (Zamir y col., 1994).
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El cultivar ‘STY3’ alcanzo6 el estado de homocigosis del gen 7y-1, (Fig. 11a) a partir de
cinco generaciones de autofecundacion del hibrido ‘Fiona’ (portador del gen en estado
heterocigotico (Pifion, 2009)), sometidas a seleccion frente al TYLCV-IL, en
experimentos desarrollados por el grupo de mejoramiento genético de tomate en el

Volcani Center, de Israel (Lapidot y col., 2006).

PM1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1314 - a PM1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14
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PM12 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 -

— gy ———
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Figura. 11. Patrones electroforéticos de las
amplificaciones de los genes Ty-I (cebadores
UWTylF/R)(@); Ty-2 (cebadores TO302F/R)(b)
y Ty-3 (cebadores FLUW-25 F/R)(c) donde:
PM, patrén molecular de 100 pb, 1 (‘Vyta’), 2
(‘TY52%), 3 (‘H24°), 4 (‘L7’), 5 (‘TX468-RG’),
6 (‘PIMHIR’), 7 (‘STY2’), 7 (‘STY3’), 8
(°'STY4’), 9 (‘STY5’), 10 (‘'STY®6), 11
(‘STY7’), 12 (‘Campbell 28°), 13 (‘STY1’),

(control del H,O).
Resultd interesante que el cultivar ‘Vyta’ no revelara la presencia del gen con el
marcador utilizado (TG97). Los trabajos realizados por Piiidén y col. (2005) mostraron la
presencia del mismo con un marcador de tipo RFLP, a partir de la sonda TG97, presente
en la linea LD5 que le dio origen a ‘Vyta’. Esto pudo estar dado porque el marcador
empleado no amplifico toda la region de 7y-/ introgresada en ‘Vyta’ o, al menos, la
region que se introgreso del gen y que si fue detectada por la sonda utilizada por Pifion y
col. (2005), que tiene un tamafio de 1 100 pb (Sol Genomics Network, 2010), superior al
tamafio de los cebadores del marcador TG97 de tipo CAPS, utilizado en este estudio. En
una segunda amplificacion con otro marcador ligado al gen, REX-1, tipo CAPS (datos
no mostrados) se observé que, el cultivar ‘Vyta’ presento el fenotipo susceptible, no asi
para los cultivares ‘TYS52’ y ‘STY3’, quienes exhibieron el patrén de bandas

relacionadas con la resistencia.
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Este resultado pone de manifiesto la necesidad de profundizar en la busqueda de los
diferentes genes que deben estar involucrados con el comportamiento resistente de
‘Vyta’, ademés de emplear otros marcadores en la identificacion del gen 7y-1. El
cromosoma 6 de tomate es un “punto caliente” en el genoma de la especie, por el
numero elevado de genes involucrados con la resistencia a los diferentes fitopatégenos
que lo afectan (Foolad, 2007; Foolad y Panthee, 2012). En este sentido, el grupo de
ligamiento donde se encuentra 7y-/, tiene ubicado varios marcadores para su
identificacion (Ji y col, 2007b). Trabajos relacionados con la busqueda de otros
marcadores localizados en el mismo grupo de ligamiento fueron desarrollados por
grupos de investigacion en Brasil, con hibridos comerciales y lineas isogénicas de
tomate que presentaron este gen de resistencia, a partir del marcador microsatélite SSR

47 (Nizio y col., 2008; Nogueira y col., 2011).

Las investigaciones desarrolladas por Gonzdlez y col. (2007), relacionadas con el
analisis de ligamiento entre el gen 7y-/ y cuatro marcadores codominantes tipo SCAR,
permitieron la seleccion del marcador SCARTY1-3, por la distancia tan corta que se
present6 entre el marcador y el gen (0,9 ¢cM), asi como por la no necesidad de emplear
enzimas de corte para la digestion una vez realizada la amplificacion, lo cual reduce los
costos de la seleccion asistida. Otros marcadores para 7y-1, del tipo CAPS, fueron
identificados por Pérez y col. (2007b) porque se encontraban estrechamente ligados al
locus 7y-1, siendo seleccionados tres (Aps-1, REX-1, JB-1), de seis probados, por ser

los mas cercanos al gen.

Por otro lado, Pifion (2009) describi6 el pedigree del cultivar ‘Vyta’. En su genealogia se
realizaron varios retrocruces con el hibrido ‘Tyking’, que porta el gen de resistencia tcm-
1 (Giordano y col., 2005a), por lo que ‘Vyta’ podria tener este gen y asi explicaria la
resistencia que mostro ante los aislados de las especies virales testadas en Brasil,
resultados mostrados en la seccion 4.3.1.

Las amplificaciones del ADN con el marcador de tipo SCAR (T0302) para el gen 7y-2,
mostraron que solamente los cultivares ‘H24’ y ‘L7’ exhibieron el fenotipo resistente,
mientras el resto de los materiales presentaron el fenotipo susceptible (Fig. 11b). La

banda que se relaciond con el patrdn resistente presentd un tamafio de 950 pb y la del
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patrén susceptible un tamaifio de 850 pb, aproximadamente. Este resultado coincidié con
los obtenidos por Garcia y col. (2007) cuando compararon los resultados que mostraron
las amplificaciones de este marcador tipo SCAR (T0302) con los de tipo CAPS
(TG105A), siendo el primero mdas eficiente en la identificacion de los genotipos
homocigéticos dominantes y en la no seleccion de falsos positivos, til para la seleccion

de cultivares y especies silvestres que presentaban el gen.

Se ha planteado que el gen 7)-2 confiere tolerancia a algunos linajes de TYLCV
presentes en el mundo, como son los de Taiwan, norte de Vietnam, sur de la India e
Israel, no asi para los linajes del norte de la India, Tailandia, Filipinas, América Central
y parte de Europa (Mejia y col., 2005; AVRDC, 2006; Barbieri y col., 2010).

Los trabajos desarrollados por Ji y col. (2009b) demostraron la herencia dominante del
gen Ty-2 para TYLCV, cuando evaluaron la resistencia en poblaciones segregantes
obtenidas del cruce de ‘H24’ con cultivares susceptibles de los Estados Unidos. La
presencia de Ty-2 en el cultivar ‘L7’ se debe a que uno de sus parentales fue la linea
‘CLN2498C’, a la que se le incorpord este gen a partir de ‘H24’. La mayoria de los
programas de mejoramiento en tomate a begomovirus del AVRDC de Taiwéan han
utilizado este gen como fuente de resistencia a incorporar en genotipos €lites que
resultaban susceptibles, por su efectividad frente al aislado de TYLCV de este pais

(Hanson y col., 2006).

Para el gen 7y-3, las amplificaciones del ADN con el marcador de tipo SCAR (FLUW-
25) mostraron que solamente el cultivar ‘STY4’ exhibi6 el patron resistente, mientras el
resto de los cultivares presentd el patron susceptible (Fig. 11c). La banda que se
relaciond con el patron resistente presentd un tamafio de 640 pb y la del patron
susceptible un tamafio de 480 pb, aproximadamente. Resultado que coincidid con los
obtenidos por Salus y Maxwell (2006), en la comprobacion de la presencia de este locus
en lineas e hibridos de tomate, obtenidos por el programa de mejoramiento a
begomovirus en Guatemala.

El locus de resistencia a begomovirus 7y-3, fue localizado sobre el brazo largo del
cromosoma 6. El mismo fue introgresado en lineas avanzadas de tomate, provenientes

de un cruzamiento con S. chilense, accesiones LA2779 y LA1932, en la Florida, EE.UU.
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(Jiy Scott, 2006; Ji y col., 2007a). Los autores, mediante el estudio de una progenie Fz’

identificaron un segmento largo (27 cM), introgresado de LA2779, y uno mas corto (6
cM), introgresado de LA1932. Se pudo evidenciar, también, que el locus 7y-3 explicaba
el 65% de la varianza para la resistencia al TYLCV, y el 30% para la resistencia a
Tomato mottle virus (ToMoV). Estos resultados mostraron un espectro amplio en la
resistencia que confiere el gen 7y-3 ante especies diferentes de begomovirus (Ji y col.,
2009a). Todos estos argumentos, podrian explicar el caracter resistente que presento el
cultivar ‘STY4’ frente a las especies virales con genomas mono y bipartitos, en este
estudio (secciones 4.1.1, 4.1.2 y 4.3.1). El espectro amplio de resistencia de ‘STY4’,
conferido por un gen que no habia sido explotado en el pais, lo convierte en un material

importante para incorporar a los programas de mejora.

Los cultivares ‘TX468-RG’, ‘PIMHIR’, ‘STY?2’, ‘STYS5’, ‘STY6’ y ‘STY7’ presentaron
el patron del fenotipo susceptible para los tres genes amplificados (Fig. 11), por lo cual

su resistencia se corresponde con la de otros genes involucrados con esta respuesta.

Relacionado con ‘TX468-RG’ Giordano y col. (2005a) hallaron que este cultivar
presentaba el gen tcm-1 que le confiere resistencia a Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMYV). Hasta esa fecha, se desconocia la ubicacion exacta de tcm-1 en el genoma de
tomate, asi como de posibles marcadores de ADN para su identificacion. Afios mas
tarde, investigaciones desarrolladas por Pereira (2009), identificaron siete marcadores
polimorficos tipo RAPD, los cuales estuvieron muy asociados con la regién genémica
que contiene a este gen. La ventaja de estos marcadores es que pueden ser empleados en
la sintesis de cebadores para convertirlos en marcadores de tipo SCAR que son mas
estables y pueden, potencialmente, ser llevados a marcadores codominantes para ser
aprovechados en la seleccion asistida, por los programas de fitomejoramiento de la

especie.

Los resultados expuestos en este trabajo también evidencian la resistencia de tcm-1 no
solo ante el aislado cubano de TYLCYV, sino ante las otras dos especies de begomovirus
bipartitos evaluadas (ToYSV y ToSRV). Otras investigaciones desarrolladas en Espafia

destacaron que, una linea portadora del gen zcm-1 mostré un buen comportamiento ante
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el TYLCV-IL (Garcia, 2008; Garcia y col., 2008), demostrando el amplio espectro de

resistencia del mismo.

El cultivar ‘STYS’ podria presentar el gen anterior o el locus #gr-/ de resistencia a
begomovirus por su propio origen a partir del hibrido comercial ‘Tyking’ (Lapidot y
col, 2006). Sin embargo, Hutton y col. (2011) en la Florida, Estados Unidos,
encontraron en poblaciones segregantes, obtenidas a partir del hibrido, el gen Ty-5 de
resistencia a TYLCV que fue detectado por Ambinder y col (2009) en el cultivar
‘STY7’. Ya en el 2012, Hutton y col. (2012) dilucidaron la presencia de un alelo
recesivo al que propucieron denominar #y-5 que coosegregaba con el marcador SINACI,
del gen Ty-3, y que fue responsable del comportamiento resistente a TYLCV. La posible
presencia de estos genes puedo estar relacionada con el comportamiento resistente ante

las especies de begomovirus con diferentes genomas empleadas en el estudio.

Con relacion a ‘PIMHIR’, este es un cultivar cuya fuente de resistencia proviene de S.
pimpinellifolium. El programa de mejoramiento para TYLCV comenzo en Israel a partir
de la accesion LA 121 de esta especie, el cual fue interrumpido pues se encontraron
sintomas y pérdidas en el rendimiento en varios de los materiales obtenidos, por lo que

la busqueda fue reorientada hacia otras especies del género (Czosnek y col., 2007).

Sin embargo, algunos programas de los grupos de trabajo de Francia y Espafia han
mantenido una busqueda constante de nuevas fuentes de resistencia en esta especie, pero
a otros aislados de TYLCV que son menos agresivos que el de Israel (Pérez y col.,

2007a) y que contemplan mecanismos de evasion al insecto vector (Alba, 2006).

En este sentido, los estudios realizados por Chagué y col. (1997), identificaron cuatro
marcadores tipo RAPD relacionados con un QTL involucrado en la resistencia a
TYLCV, en poblaciones segregantes a partir del andlisis molecular de las cruzas entre el
cultivar ‘Rty Azur’ cuya fuente de resistencia proviene de S. pimpinellifolium y

cultivares susceptibles.
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Pérez y col. (2007a), estudiaron la genética de la resistencia de la entrada de S.
pimpinellifolium, UPV 16991, previamente descrita como resistente a TYLCD por Pico

y col. (2000) y determinaron que fue monogénica y con dominancia incompleta.

Para el cultivar ‘STY6’ la resistencia de ha estado mediada por la accion combinada de
varios genes de introgresados a partir de S. peruvianum (Lapidot y col., 2006). Este es
un material que presentd un buen comportamiento ante las especies de begomovirus
bipartitos presentes en Guatemala y que ha sido aprovechado por los programas de

fitomejoramiento de este pais (Mejia y col., 2005).

En trabajos desarrollados por Anbinder y col. (2009) se explica el fenotipo susceptible,
mostrado por ‘STY7’, para los tres genes identificados. Segun estos autores la
resistencia a TYLCV-IL en ‘STY7’, estuvo mediada por un QTL mayor localizado en el
cromosoma 4 de la especie, al que denominaron 7y-5. A su vez, la accion de este QTL

es modificada por otros QTLs menores situados en los cromosomas 1, 7y 11.

El cultivar ‘STY?2’ proviene de otra fuente de resistencia de la que se desconocen los
mecanismos involucrados en la respuesta resistente (Lapidot y col., 1997). Este material
ha sido utilizado por los programas de mejoramiento en el Volcani Center de Israel,
desde la validacion de sus lineas resistentes a TYLCV-IL, hasta la confeccion de una
escala internacional de severidad para la evaluacion de los sintomas causados por este

begomovirus (Lapidot y col., 2006).

La existencia en la coleccion de trabajo del INCA de cultivares que portan los genes de
resistencia 7y-2 y Ty-3 constituyen los primeros informes para el pais. Contar con
genotipos portadores de otros genes diferentes a 7y-/, en Cuba, permitird trazar nuevas
estrategias de mejoramiento para el programa de mejora de la hortaliza. La obtencion de
hibridos, lineas o cultivares comerciales, permitird implementar o consolidar un manejo
integrado de plagas, donde la presencia de materiales resistentes constituye una de las
premisas necesarias para el desarrollo de una agricultura mas “amigable” con el

agroecosistema (Navas y col., 2011).
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4.5 Discusion general.

Niks y Lindhout (2004) plantearon que, una resistencia amplia tiene la ventaja de ser
efectiva frente a varias especies de fitopatogenos, por lo tanto, la mejora para

incrementar el nivel de esta resistencia puede ser bastante eficiente en su efecto.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran como los cultivares ‘Vyta’, ‘L7,
‘TX468-RG’, ‘STY4’ y ‘STYS’ desarrollaron resistencia para los tres tipos de especies
virales evaluadas (Tabla 8). La que se deberia aprovechar a partir del uso de estos, como
parentales, en los programas de mejora genética para la enfermedad a favor del

aprovechamiento del espectro amplio de la resistencia desarrollada por ellos.

Por otro lado, la identificacion de cultivares resistentes en la que estén involucrados
genes diferentes a Ty-1 (‘H24’, ‘L7’, ‘TX468-RG’ y ‘STY4’) (Tabla 8), permitira trazar
estrategias para su introduccion en cultivares élite susceptibles a begomovirus, lo que
condicionard impactos epidemioldgicos positivos en el manejo de las especies virales
presentes en Cuba, limitando asi las dispersiones de estas en condiciones de campo.

Tal como se ha visto, los cultivares ‘TY52’, ‘H24’, ‘L7’, ‘STY3” y ‘STY4’ mostraron
resistencia frente a los patdgenos y, ademads, se les identificd la presencia de genes de
resistencia, mediante un marcador ligado, ya sea TG97, REX-1, T0302 o FLUW-25. El
empleo de estos cultivares como progenitores en los programas de mejora para
resistencia a begomovirus representa un avance considerable con respecto a la seleccion
fenotipica, ya que se podria implementar la seleccion para la resistencia asistida por
marcadores de ADN, a partir de la técnica de RCP, en lugar de inoculaciones sostenidas
con el patogeno. También, hace posible explotar las ventajas en la piramidacion de

genes para garantizar una resistencia mas duradera (Jiy col., 2009a).

Todo lo contrario sucederia con los cultivares resistentes ‘Vyta’, TX468-RG’ y ‘STYS5’,
ya que la seleccion tendria que ser por la ausencia de sintomas y tasas bajas de
replicacion viral pues, hasta la fecha, no existen marcadores de los genes involucrados
con la resistencia de estos cultivares, para poder efectuar una seleccion indirecta. De
todos estos cultivares, solamente ‘STY4’ fue resistente a las tres especies virales

evaluadas y presenta un marcador para el gen involucrado con el caracter, aunque se
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desconoce si solo este gen (7y-3) fue el que determiné la resistencia a las tres especies,

ya que podrian estar involucrados otros genes de ressistencia.

Tabla 8. Resumen de la respuesta de resistencia de los cultivares ante las tres especies
virales de begomovirus evaluadas y la presencia de marcadores ligados a tres genes de
resistencia.
Cultivares Especies virales evaluadas Genes de resistencia
TYLCV-IL [CU] ToYSV ToSRV Ty-1 Ty-2 Ty-3

‘Vyta’
‘TYS52’
‘H24°

L7’
‘TX468-RG’
‘PIMHIR’
‘STY?’
‘STY3’
‘STY4’
‘STYS’
‘STY6"!
‘STY7"*! R/S
‘Campbell 28’ S
‘STY1’ S
‘Débora’ - S S - - -

*: Cultivar con un comportamiento susceptible a TYLCV-IL [CU], inoculado con el insecto

vector Bemisia tabaci para el periodo de siembra primavera-verano y resistente para el
periodo de siembra optimo.

+ - -

+
+

Ty m oo™~~~

%
I nihnh I nnhhihnh N NnnX

hihhhh I nnnn " n1nhX

! Cultivar susceptible en inoculacion con Agrobacterium tumefaciens.
I: inmune; R: resistente; S: susceptible. (+): presencia; (-): ausencia.

Los cultivares ‘H24” y ‘L7°, de inmunidad comprobada, ofrecen numerosas ventajas
para el mejoramiento genético de la resistencia a TYLCV-IL [CU], tanto para la
obtencion de hibridos, como de lineas homocigdticas y cultivares comerciales; por
expresar una resistencia dominante parcial en la que, el genotipo heterocigdtico muestra
valores de resistencia altos, muy cercanos al genotipo homocigdtico inmune;

determinada por un gen mayor (7y-2), que fue identificable por un marcador.

En este sentido, ‘TX468-RG’ también pudiera ser aprovechado como progenitor en el
programa de mejoramiento genético a TYLCV-IL [CU] en Cuba, solo que, a diferencia

de los anteriores, no se puede emplear en la obtencion de hibridos porque la resistencia
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estd mediada por un gen recesivo (fcm-1), ademas, no se han identificado marcadores a

este.

De acuerdo con Niks y Lindhout (2004) la diversificacion de una gran variacion de
genes para resistencia puede llevar a retardar la adaptacion del patogeno y, por tanto,
una mayor durabilidad de la efectividad de esos genes en el hospedante. La poblacion
del patdogeno debera enfrentarse, simultdineamente, con varios genes efectivos para
resistencia. Por lo que le resultara sumamente complejo para el patégeno ser capaz de
infectar todos los cultivares utilizados en un programa de diversificacion.

Se demostrd que la resistencia a ToYSV y ToSRV no estuvo determinada por los genes
Ty-1 y Ty-2. Los cultivares ‘TY52” y ‘STY3’, que presentaron el gen 7y-1, fueron
susceptibles y resistentes, respectivamente, a ambas especies virales. De igual forma, los
cultivares ‘H24> y ‘L7°, que presentaron el gen 7y-2 (seccion 4.4) mostraron
susceptibilidad y resistencia, respectivamente. Existen razones para atribuir la respuesta
de resistencia de los cultivares ‘STY3’ y ‘L7 frente a ToYSV y ToSRV a la activacion
de otros genes, que podrian ser recesivos, como fcm-1y tgr-1, enunciados por Giordano
y col. (2005a); Bian y col. (2007) y Gonzélez (2007, 2011), en respuesta a otras especies
virales del género Begomovirus que comparten igual similitud en numero de

componentes gendomicos.

En este sentido, Jiménez y col. (2010) enunciaron que ‘L7’ provino de dos parentales
cuya resistencia se introgreso a partir de origenes diferentes. De acuerdo con ellos, ‘L7’
fue producto del cruce entre las lineas (FLA478-6-1-11) y (CLN2498C). La primera de
ellas, portadora de la resistencia de la accesion LA 1938 de S. chilense (Bian y col.,
2007), con un comportamiento resistente frente a los begomovirus Tomato mottle virus,
Tomato yellow mosaic virus (ToYMV) (bipartitos, del Nuevo Mundo) y Tomato yellow
leaf curl virus (monopartito del Viejo Mundo) (Ji y col., 2007b; Martinez y col., 2008).
En tanto, la segunda es portadora del gen 7y-2 de resitencia a begomovirus, introducido
a partir del cultivar ‘H24°. Es probable que en ‘L7’ se hayan combinado ambas
resistencias, lo que explicaria su comportamiento resistente a las tres especies virales

evaluadas, contrario a lo que sucedi6 en las evaluaciones de ‘H24’ frente a ToYSV y
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ToSRV, lo cual sustenta que el gen 7y-2 no determind resistencia a begomovirus de

genomas bipartitos como se discutid en la seccion 4.3.1.

Los genes recesivos relacionados con la resistencia de plantas presentan un mecanismo
de accion diferente al de los genes R. Estos, aunque han sido poco estudiados, se
describe que estan relacionados con factores (proteinas) del hospedante que influyen en
la sintesis de las proteinas del virus necesarias para completar su ciclo de vida
(replicarse y moverse) Byoung y col. (2005).

Los trabajos desarrollados por Hull (1989) describieron que la resistencia a virus opera
en cuatro niveles: inhibicion de la replicacion, movimiento célula a célula (movimiento
corta distancia), infeccion sistémica (movimiento larga distancia) y respuestas de
defensas que restringen la infeccién a un nimero limitado de células. En este caso, la
respuesta de inmunidad de los cultivares ‘H24’ y ‘L7’ a TYLCV-IL [CU] actu6 a nivel
de inhibicién de la replicacion viral o del movimiento a corta distancia, pues no se
detecto ADN del virus en las hojas apicales de sus plantas, luego de 45 dias de la

inoculacion, con el vector natural y por agroinoculacion (secciones 4.1.1y 4.1.2).

Sin embargo, la resistencia a las tres especies virales mostrada por ‘Vyta’, ‘TX468-RG’,
‘STY4’ y ‘STYS’ podria estar actuando en el movimiento a corta y larga distancia del
virus pues los valores promedio de concentracion viral detectados (secciones 4.1.1, 4.1.2
y 4.3.1) fueron siempre menores que la de los cultivares susceptibles. Segin Martinez y
col. (2008), este es un tipo de resistencia que debe ser manejada con sumo cuidado pues
las plantas que la poseen constituyen fuentes de indculo en el campo. No obstante, estos
mismos autores reconocen que las infecciones en campo tienden a ser mas suaves, en
comparacion con las inoculaciones artificiales; generalmente, por lo tardias y falta de

sincronizacion, donde la edad de las plantas puede influir en el escape de la infeccion.

En el Caribe, el tomate se continta cultivando en ambientes muy diversos y el nimero
de agentes patogénicos que lo afectan es muy elevado (Morales, 2010); no obstante, mas
de una docena de enfermedades poseen control por la via genética cuya eficiencia es
variable, ya sea por el nivel de expresion de la resistencia o por su estabilidad (Laterrot,

2002).
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Sin embargo, a pesar de todos los avances logrados por méas de 35 afios a nivel
internacional y mas de diez a nivel nacional, hasta el presente, la complejidad de la
resistencia a begomovirus contintia siendo de los principales desafios para los

mejoradores de plantas (Pérez, 2010; Navas y col., 2011).

La existencia de mas de 35 especies de begomovirus con un amplio rango de expresion y
prevalencia a nivel internacional, ha estado entre las causas principales de las pérdidas
en los campos de produccion de tomate. Afortunadamente, la existencia de varios genes
relacionados con la resistencia a begomovirus garantizo la apertura de un espectro de
proteccion a muchos de ellos. Segun los criterios de Ji y col. (2007b) si los genes de
resistencia fueran muy especificos a begomovirus particulares, el mejoramiento genético
en tomate para la resistencia se tornaria inefectivo en muchas regiones del mundo donde
existen multiples especies.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, dan respuesta y sientan
bases para la proyeccion estratégica actual del Programa Integral de Cultivos Varios del
Ministerio de la Agricultura de Cuba, el cual no permite la liberacion y generalizacion
de cultivares de tomate sin resistencia a begomovirus. Este programa se basa, segun
Pérez (2010), en establecer una estrategia de manejo integrado para el control del
complejo mosca blanca-geminivirus, donde juega un papel importante la introduccion de
nuevos cultivares para consumo fresco con resistencia a estos fitopatdgenos y otras
enfermedades de importancia econdmica; con énfasis en aquéllas de posible emergencia

en el pais.
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1.

Los cultivares ‘H24’ y ‘L7’ son inmunes al aislado cubano de Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV-IL [CU]) mientras que, los cultivares ‘Vyta’, ‘TY52’,
‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4” y ‘STYS’ son resistentes. De las fuentes de
resistencia analizadas, solo ‘PIMHIR’ y ‘STY2’ son susceptibles a TYLCV-IL
[CU].

La expresion de inmunidad a TYLCV-IL [CU], presente en el cultivar ‘H24’,
muestra dominancia parcial y se corresponde, solamente, con los genotipos
homocigéticos dominantes para el caracter.

Los cultivares ‘Vyta’, ‘L7’, ‘TX468-RG’, ‘STY4’ y ‘STYS’, ademas de ser
resistentes a TYLCV-IL [CU], lo son a los begomovirus bipartitos, Tomato
yellow spot virus (ToYSV) y Tomato severe rugose virus (ToOSRV).

Los cultivares ‘TY52’ y ‘STY3’ presentan el gen de resistencia 7y-1; Ty-2 esta
presente en los cultivares ‘H24 y ‘L7’ y Ty-3 esta en el cultivar ‘STY4’, segiin
marcadores de ADN ligados a cada gen, lo que permitird trazar estrategias de
mejora genética del cultivo mediante seleccion asistida.

Los genes de resistencia a TYLCV, procedentes de las especies silvestres S.
chilense, S. peruvianum y S. habrochaites, estan relacionados con los altos
niveles de resistencia frente a los tres begomovirus evaluados y solo el que
procede de S. habrochaites estd relacionado con la resistencia celular o
inmunidad a TYLCV-IL [CU].

El momento propicio para la evaluaciéon de la resistencia a los begomovirus
evaluados es a los 30 dias posteriores a la inoculacion, para todos los métodos de

inoculacion artificial empleados.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Emplear como progenitores para los programas de mejora del cultivo, los
cultivares ‘H24’, ‘L7, ‘Vyta’, ‘TY52’, ‘TX468-RG’, ‘STY3’, ‘STY4’ y ‘STYS’,
por su resistencia a TYLCV-IL [CU].

2. Profundizar en los mecanismos genéticos involucrados en la resistencia
expresada por los cultivares ‘Vyta’, ‘TX468-RG’, ‘STYS5’ y ‘L7’ a begomovirus
bipartitos.

3. Introducir la piramidacion de diferentes genes de resistencia, como una estrategia

para la obtencidn de cultivares con resistencia amplia a begomovirus.

4. Evaluar la resistencia de los cultivares estudiados frente a los nuevos

begomovirus bipartitos en tomate, emergentes en el pais.

5. Obtener cultivares resistentes a TYLCV-IL [CU] a partir de las poblaciones
segregantes para el gen Ty-1 y Ty-2, por los marcadores de ADN ligados a cada

gen y/o sintomatologia y contenido viral.

6. Introducir los resultados obtenidos en la tesis en los programas de pre y

postgrado relacionados con la tematica en el pais.
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ANEXOS



Anexo 1: Representacion grafica de los valores diarios de las variables climaticas (temperatura (a), humedad relativa (b) y precipitaciones (c))
que incidieron durante el transcurso de los experimentos desarrollados en el INCA, en los periodos dptimos de siembra del cultivo 2008/2009;
2009/2010 y el periodo primavera-verano, en el afio 2009.
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Anexo 2: Representacion grafica de los valores diarios de las variables climaticas (temperatura (a), humedad relativa (b) y precipitaciones (c))

que incidieron durante el transcurso de los experimentos desarrollados en la Universidad Federal de Vicosa, en el afio 2010.
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