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EVALUACION DE GENOTIPOS DE Lycopersicon esculentum Mill.
FRENTE AL VIRUS DEL ENCRESPAMIENTO AMARILLO
DE LA HOJA DEL TOMATE (TYLCV)

F. Duefias®, Yamila Martinez, C. Moya y Marta Alvarez

ABSTRACT. The tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
constitutes one of the biggest restrictive factors for tomato
crop in Cuba. Obtaining resistant genotypes is one of the
most attractive solutions for production, as a result of the
threat of this virus to crop yield. In the National Institute of
Agricultural Sciences(INCA), abreeding program began using
commercial varietieswith theresistant gene (Ty-1) toTYLCV
starting from the resistant variety Vyta. Crosses between the
resistant variety Vyta and the susceptible varieties Amalia,
Mariela, Mara, Inifat-28 and Inca-33 were carried out, and their
hybrid offspring, F1, was subjected to a virus diagnosis
(molecular and not molecular); also the agronomic evaluation
to them, to the parental genotypes, to the hybrid HA-3019 and
the variety Campbell-28 was performed, these ones used as
resistant and susceptible control respectively. Results of the
diagnosis proved theresistant character of Vytato the disease,
the good behavior of hybrids derived from thisand HA-3019
hybrid, the susceptibility of commercid varietiesand Campbell-28.
Results from the diagnosis along with the agronomic
evaluations allowed to select Marax Vytaand Marielax Vyta
as promising hybrids to continue the plant breeding program
to TYLCYV thatisbeing developed at INCA.

Key words: Lycopersicon esculentum, plant breeding,
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INTRODUCCION

El tomate constituye una de las principales hortali-
zas a nivel mundial después de la papa (Solanum
tuberosum) (1) y en Cuba sus frutos gozan de gran acep-
tacion en la poblacion, ya sea para ser consumidos en
fresco o como condimentos (2).
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RESUMEN. El virusdel encrespamiento amarillo delahojadel
tomate (TYLCV) constituye uno de los mayores factores
limitantes del cultivo del tomate en Cuba. La obtencion de
genotipos con niveles de resistencia es una de las soluciones
mas atractivas parala produccion, por laamenaza de estaen-
fermedad viral parael rendimiento deeste cultivo. En el Insti-
tuto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) se comenzo un
programa de mejora genética de sus variedades comerciales,
con laincorporacion del gen deresistencia (Ty-1) aTYLCV a
partir delavariedad resistente Vyta. Serealizaron cruzamien-
tos entre la variedad resistente Vytay las variedades suscep-
tiblesAmalia, Mariela, Mara, Inifat-28 e Inca-33, acuyades-
cendencia hibrida, F1, se le hizo el diagnéstico del virus
(molecular y no molecular), asi como laeval uacion agronémica
aestos, alos genotipos parentales, a hibrido HA-3019y ala
variedad Campbell-28, estos Ultimos utilizados como control
resistente y susceptible respectivamente. Los resultados del
diagndstico corroboraron el caracter resistente de la variedad
Wtaantelaenfermedad, € buen comportamiento deloshibridos
derivados de estaasi como del hibrido HA 3019, lasusceptibili-
dad delasvariedadescomercialesy delavariedad Campbell-28.
La combinacién de los resultados del diagnéstico y las eva
| uaci ones agrondmicas permitieron sdeccionar aloshibridosMara
x Wtay Marielax Vytacomo promisoriosparalacontinuacién del
programa de mejora genética a TYLCV que se desarrollaen €
INCA.

Palabras clave: Lycopersicon esculentum, fitomejoramiento,
geminivirusrizado amarillo tomate

A pesar de su importancia, la explotacién comercial
del cultivo afronta numerosas dificultades en paises de
las regiones productoras del mundo, debido a la suscep-
tibilidad que presentan las variedades comerciales a pla-
gas y enfermedades de origenes virales, fungicos y
bacterianos (2).

El virus del encrespamiento amarillo de la hoja del
tomate (TYLCV) es un geminivirus transmitido por la mos-
ca blanca (Bemicia tabasi Genn.) (3) y una de las mayo-
res enfermedades del cultivo a nivel tropical y subtropical
del planeta, donde sus pérdidas son valoradas hasta en
un 100 % del rendimiento total (4). En América Central,
después de la introduccion de TYLCV por el comercio de
plantas ornamentales, este virus se torn6 predominante
y responsable de las pérdidas en el cultivo del tomate (5).
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Diversos autores plantean que el manejo integrado del
cultivo, combinado con la lucha biolégica y utilizacion de
variedades resistentes, puede contribuir a reducir los por-
centajes de plantas infectadas y, consecuentemente, la
incidencia de la enfermedad (6), por lo que la identifica-
cién de fuentes de resistencia a este patégeno y laincor-
poracion en genotipos comerciales son investigaciones
gue merecen ser priorizadas (7).

En Cuba se detect6 por primera vez la presencia del
virus en plantaciones de tomates a partir de 1987,
diseminandose con rapidez, lo cual permitié que en la
década de los 90 se detectara su presencia en todas las
regiones muestreadas de laisla (8). La etiologia geminiviral
de la enfermedad quedd demostrada a través de la carac-
terizacién molecular (9).

Ante el desarrollo de la enfermedad y las pérdidas
causadas en el rendimiento de la hortaliza en el pais, el
Instituto de Investigaciones Horticolas “Liliana Dimitrova”
(IIHLD) se encarg6 de introducir en el tomate genes de
resistencia al complejo mosca blanca-geminivirus, a tra-
vés de un programa de mejora para la enfermedad, reali-
zando una seleccién continua y rigurosa en poblaciones
segregantes de especies cultivadas y silvestres de L. chilense
(accesion LA 1969) x L. esculentum con grandes pers-
pectivas, por ser la resistencia al TYLCV regida por el
gen Ty-1, que contiene lainformacién de la proteina res-
ponsable de impedir el movimiento del virus célula-célula (10).

Esto permitié la obtencién de nuevos hibridos tole-
rantes al virus, la creacion de lineas resistentes (11, 12) y
la obtencion de la variedad Vyta, con altos niveles de
resistencia ante la epifitia (2).

En el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)
se han obtenido, en los ultimos 20 afios, nuevas varieda-
des de tomates con adaptacion climatica y tolerancia a
determinadas enfermedades, pero no con resistencia a
los geminivirus, por lo cual es de vital importancia incor-
porar al germoplasma nuevos materiales con niveles de
resistencia a la enfermedad (2).

La realizacién de un programa de mejora genética
utilizando las variedades comerciales del INCA y la varie-
dad Vyta, portadora del gen de resistenciaal TYLCV, es
uno de los objetivos del grupo de mejora genética de la
hortaliza. Por lo antes sefialado, el presente estudio tuvo
como objetivo seleccionar genotipos de tomates
(Lycopersicon esculentum Mill.) resistentes al TYLCV
obtenidos del programa de mejora, utilizando técnicas de
diagnostico molecular (hibridacién de &cidos nucleicos
no radiactiva) y no molecular (indice de infeccién por
sintomatologias de las plantas) con la combinacion de
evaluaciones agronémicas.

MATERIALES Y METODOS

En la campafia 2004-2005 se realizaron cruces
intraespecificos entre variedades comerciales de toma-
tes del INCA (progenitores femeninos) y la variedad Vyta
(procedente del programa de mejoramiento genético del

tomate del IIHLD, progenitor masculino comin a todos
los cruces, resistente al TYLCV). Las semillas derivadas
de los cruzamientos, la de los genotipos parentales y la
de los controles resistentes y susceptibles a la enferme-
dad (Tabla I) fueron sembradas en cepellones con
substrato estandarizado (13), para la realizacién de un
experimento de resistencia a TYLCV en condiciones de
campo abierto, comprendido entre enero y abril del 2005.

Tabla I. Material vegetal evaluado en los andlisis de
diagnostico y morfoagronémico

Genotipos Nomenclatura Resistente/Susceptible
HA 3019 * H1 Resistente
Amaliax Vyta (H) H2

Vyta (V)" Vyta Resistente
Marax Vyta (H) H4
Maridla (V) Maridla Susceptible
Inifat-28 (V) Inifat-28 Susceptible
Inca33 x Vyta (V) H7
Amadia (V) Amalia Susceptible
Inifat-28 x Vyta (H) H9

Mara (V) Mara Susceptible
Marielax Vyta (H) Hi1l
Inca33 (V) Inca-33 Susceptible
Campbell-28 (V)™ Campbell-28 Susceptible

H: hibrido, V: variedad, ---: desconocido, *: control resistente

**: control susceptible, 1: hibrido comercial israelita (Hazera
Genetics, Burin Israel) con resistencia a TYLCV, empleado solo
en el andlisis de resistencia

A los 25 dias de germinadas las semillas, las plantas
(100 de cada genotipo) fueron transplantadas en el area ex-
perimental de la finca “Las Papas”, en un suelo Ferralitico
Rojo Lixiviado, arazén de 25 por genotipo, con una distancia
de siembra entre plantas de 0.25 m y 1.4 m entre surcos,
ubicandose surcos de la variedad Campbell-28, control sus-
ceptible, de forma intercalada entre los surcos de las varieda-
des e hibridos, con el objetivo de lograr una mayor presion de
inéculo en todo el area del experimento.

El disefio experimental empleado fue de Bloques al
Azar, con un total de cuatro réplicas y una distancia en-
tre bloques de 2 m.

Para evaluar la incidencia del TYLCV en campo, se
empled el indice de infeccion (14) durante tres tiempos
de muestreo: t1 (estado vegetativo), t2 (50 % de flora-
cion) y t3 (fruto maduro) a las 100 plantas de cada
genotipo, cuya formula aparece descrita a continuacion.

DI=(n,+2n_+3n_)100/3N
donde:
n,: nimero de plantas con amarillamiento ligero de las hojas
n,: numero de plantas moderadamente atrofiadas, con hojas
encrespadas y amarillas
n_: numero de plantas severamente atrofiadas, encrespadas
y amarillas
N: nimero total de plantas

Los datos de las plantas fueron tomados por dos
observadores. Alos valores del indice de infeccién se les
comprob6 la no normalidad y homogeneidad de varianza,
aun con las transformaciones de los datos realizadas,
por lo que se procesaron empleando la prueba no
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paramétrica de Kuskal-Wallis, para obtener los valores
de la suma de rangos, ejecutandose con estos una prue-
ba no paramétrica de Student-Newman-Keuls (SNK) para
un 5 % de significacién (15).

Para detectar la presencia del virus, desde el punto
de vista molecular, se tomaron al azar, entre las cuatro
réplicas, muestras de foliolos de diez plantas de todo el
material vegetal en dos momentos diferentes: un primer
muestreo a los 15 dias después del transplante (A) y un
segundo muestreo a los 20 dias después del primero (B),
coincidiendo con los tiempos t1 y t2 empleados para el
indice de infeccién. A las muestras colectadas se les
extrajo el ADN, en caliente, siguiendo el protocolo des-
crito (16) y se realizé un andlisis de la hibridacién de
acidos nucleicos (HAN) no radiactiva (17) empleando
sondas especificas para TYLCV. Las plantas que no
mostraron replicacion viral en el primer tiempo de
muestreo fueron muestreadas en el segundo tiempo;
aquellas que para el tiempo A presentaron replicacion
viral se desmarcaron y se tomaron muestras de otra planta,
la cual fue analizada en el segundo tiempo. Las plantas
gue en el tiempo B resultaron ser negativas, para el ana-
lisis de hibridacién de los acidos nucleicos, se les co-
lectd su fruto y se les extrajeron sus semillas para la
continuacion del programa de mejora; las que resulta-
ron positivas en este tiempo, para la replicacion viral,
fueron desechadas.

Para la evaluacién morfoagronémica de los hibridos
y sus parentales, se tuvieron en cuenta los siguientes
caracteres: habito de crecimiento (HC) y tipo de hoja (TH),
para todas las plantas; nimero de racimos del tallo prin-
cipal (NRTP) y numero de frutos del segundo racimo
(NFSR), en diez plantas; masa promedio de diez frutos (g)
(MP) asi como su diametro polar (cm) (DP), diametro
ecuatorial (cm) y namero de l6culos (NL). Alos valores
obtenidos se les realizé un Andlisis de Varianza de Cla-
sificacion Simple y se docimaron las medias obtenidas
por la Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados para el analisis del indice de infec-
cién en los tres tiempos se muestran en la Figura 1.

Se pudo apreciar que a medida que el muestreo se
efectuaba en estadios de mayor desarrollo de las plan-
tas, se observo un incremento del indice de infeccion,
mostrandose diferencias significativas entre los genotipos
evaluados para los diferentes tiempos comprendidos en
la evaluacion. El tiempo t1 resultd ser el de mas bajo
indice de infeccidn para los genotipos analizados y el de
mayor incidencia de la enfermedad el tiempo t3. Estos
resultados coinciden con los observados (10) al evaluar
la resistencia de genotipos de tomates frente a un aisla-
do de geminivirus en el Cinturén Verde de Campinas (Bra-
sil), donde se observo que la manifestacion de los sinto-
mas fue variable en funcion del estadio vegetativo de la
planta, ocurriendo una mayor uniformidad de la manifes-

tacion de los sintomas con el pasar del tiempo en las
fases fisiol6gicas avanzadas de las plantas. Un compor-
tamiento similar, en lineas de tomates provenientes de
programas de mejora a geminivirus de varios grupos de
trabajo a nivel mundial, fue descrito en la realizacion de
una prueba de seleccién para la resistencia al aislado de
Taiwan (14).
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Figura 1. Valores de los indices de infeccién y el nGmero
de plantas infectadas en los diferentes tiem-
pos de muestreo para los hibridos y varie-
dades analizadas
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La variedad Campbell-28, usada como control positi-
Vo, resultd ser el genotipo que mostré un mayor indice de
infeccion en los tres tiempos de evaluacién, ya que des-
de estadios tempranos de su desarrollo se obtuvieron in-
dices de infeccién mas altos y la existencia de un mayor
numero de plantas infectadas que en el resto del material
vegetal evaluado, quedando corroborado su caracter sus-
ceptible ante la enfermedad, lo cual ha sido planteado en
Cuba para la evaluacion de nuevos hibridos de tomates
tolerantes al TYLCV (12, 18).

La variedad Vyta no presentd infeccién viral en nin-
guno de los tres tiempos evaluados, lo cual corrobora su
caracter resistente ante la enfermedad (19) y el empleo
acertado de esta como progenitor en los programas de
mejora para la resistenciaal TYLCV.

En el tiempo t1 de la evaluacion, los hibridos H1, H2,
H4, H9y H11 no presentaron sintomas visibles de infec-
cion viral, mostrandose con comportamientos similares
las variedades Amalia y Mara, mientras que las varieda-
des Mariela, Inifat-28, Inca-33y el hibrido H7 mostraron
presencia de la enfermedad desde los estadios iniciales
del desarrollo de algunas de sus plantas, lo cual es un
factor limitante en el cultivo, que puede conllevar a la re-
duccidn de la floracion, detencién del crecimiento de las
plantasy, por consiguiente, la pérdida de la produccion (10).

En el tiempo t2, los hibridos H1, H4, H9 y H11 no
presentaron sintomas de la enfermedad. El hibrido H2 'y
las variedades Amalia y Mara mostraron por primera vez
la presencia de los sintomas virales caracteristicos de
los geminivirus, lo cual trae consigo que ocurra la abscision
de las flores en el tiempo de floracién y pérdidas en el
rendimiento (20). Los genotipos Mariela y el hibrido H7
aumentaron el indice de infeccion, destacandose con va-
lores superiores las variedades Inifat-28 e Inca-33, lo cual
corrobora su caracter susceptible ante la presencia del
virus.

En el tercer tiempo de evaluacion, solamente el
parental masculino (Vyta) no presenté sintomas virales,
comportandose de manera resistente al virus en compa-
racion con los hibridos H1, H2, H4, H7, H9 y las varieda-
des empleadas como parentales femeninos (Mariela, Inifat-28,
Amalia, Mara e Inca-33). Se debe sefialar que el hibrido
H1, utilizado como control resistente a la enfermedad,
mostré cierto nivel de infeccion en este Ultimo tiempo de
evaluacion, con resultados semejantes los hibridos H2,
H4, H9y H11, lo cual indicé determinado grado de resis-
tencia de estos genotipos ante la enfermedad, que evita
la expresion de los sintomas en estadios mas tempranos
del desarrollo de las plantas. Las variedades Mara, Amalia
e Inifat-28 aumentaron en los niveles de infeccién, lo cual
demostrd su caracter susceptible ante la enfermedad viral.
La variedad Inca-33 aumento en el valor del indice de in-
feccién, comportdndose en los tres muestreos como el
parental mas susceptible.

De manera general, la incidencia del virus en el cam-
po fue baja (Figura 1); solo se destacaron como genotipos
muy susceptibles las variedades Campbell-28 e Inca-33.
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Los progenitores femeninos (Mariela, Inifat-28, Amalia y
Mara) se comportaron medianamente susceptibles ante
el TYLCV. Los hibridos (H2, H4, H7, H9 y H11), obteni-
dos de los cruces y el hibrido H1, utilizado como control
resistente, mostraron resultados muy semejantes, lo cual
pudiera inferir que el gen de resistencia ante la enferme-
dad estuvo presente en el material hibrido. Se debe sefia-
lar que coincidio el tiempo de muestreo t3 (Figura 1) con
los mayores valores para el indice de infeccion, lo cual
resultaria el momento idéneo para hacer los estudios de
seleccién, en condiciones de campo, de genotipos
promisorios con niveles de resistenciaal TYLCV.

El andlisis de hibridacién no radiactiva para los tiem-
pos Ay B (Tabla 1) mostr6 que los genotipos H1, Vyta,
H4 e Inifat-28 resultaron negativos para esta prueba, pu-
diendo estar condicionado este resultado (el de las plan-
tas muestreadas del genotipo Ultimo) a varias razones:
sintomas de amarillamiento provocados por problemas
fisioldgicos y no por presencia del virus; presencia de
otro virus del género Begomovirus, el cual provocaria sin-
tomas semejantes y por esta técnica no pudo ser detec-
tado, dada su especificidad al TYLCV, asi como por el
poco nimero de plantas observadas con sintomas virales
enlos dos tiempos en que se realizé el muestreo (Figura 1),
coincidiendo con que para las muestras analizadas no
hubo replicacion viral.

Tablall. Nimero de plantas que presentaron replicacion
viral detectada por HAN no radiactivo

Genotipos A B
H1
H2 2
Vyta
H4
Mariela 1
Inifat-28
H7 1 1
Amadia 2
H9 2 1
Mara 2
H11 1
Inca-33 2 1
Campbell-28 10 10

Campbell-28 fue el genotipo que presento replicacion
viral en todas las plantas muestreadas en los dos tiem-
pos. Los restantes genotipos (H2, Mariela, H7, Amalia,
H9, Mara, H11 e Inca3-33) presentaron una o dos plantas
con replicacién viral en cada uno de los analisis
moleculares .

Esta técnica molecular ha sido empleada en diver-
sos programas de mejora genética del tomate a nivel
mundial (21, 22, 23). En Cuba, resultados con aplicacio-
nes de este método de diagnédstico y control del TYLCV
ya fueron publicados (17, 24), constituyendo una meto-
dologia que ofrece ventajas en el procesamiento masivo
de muestras vegetales y la deteccién de la presencia de
diversos agentes fitopatdgenos (25, 26) con bajos ries-
gos de contaminacién y especificidad.
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La combinacion de los estudios de indice de infec-
cién e hibridacion no radiactiva permitieron corroborar la
resistencia de la variedad Vyta al TYLCV, mostrando re-
sultados semejantes el hibrido israelita H1, asi como
permitié corroborar el caracter susceptible de las varieda-
des comerciales empleadas como parentales femeninos
y de Campbell-28, como control positivo para los méto-
dos de diagndéstico visual y molecular del TYLCV. Los
hibridos surgidos de los cruces intraespecificos presen-
taron buenos resultados para las dos pruebas del diag-
néstico, destacandose los genotipos H4 y H11.

En el aspecto morfoagronémico, se observo que to-
dos los genotipos presentaron igual tipo de hoja y que
para el caracter relacionado con el habito de crecimiento
de la planta, solamente el hibrido H7 y su parental feme-
nino Inca-33 presentaron un crecimiento indeterminado,
caracter que esta determinado por el gen dominante sp* (1).

Los genotipos Inca-33 y Campbell-28 no fueron eva-
luados morfoagronémicamente, debido al efecto devasta-
dor de la enfermedad, lo cual fue corroborado con el anéa-
lisis de infeccion viral (visual y molecular) anteriormente
realizado. Resultados similares se registraron en la varie-
dad Campbell-28, al ser evaluada agronémicamente con
hibridos tolerantes al virus del encrespamiento amarillo
de la hoja del tomate (12).

EnlaTabla Il se muestran los valores obtenidos para
cada genotipo, en la evaluacién de las variables relacio-
nadas con la caracterizacion de 10 frutos por genotipoy
su rendimiento.

Tabla lll. Evaluacién agrondmica del material vegetal

Genotipos  NRTP NFSR MP(g) DP(cm) DE(cm) NL
H2 282a 23a 113 bc 4.63 6.54bc 397
Vyta 207c 2.0ab 925¢c 4.76 583d 3.62
H4 272ab 19ab 1375ab 5.16 6.79ab  4.02
Mariela 2.30 bc 147b 100c 4.7 6.20cd 3.85
Inifa-28  235bc  1.52b  1075¢c 455 6.48bc 397
H7 2.65ab 19ab 160 a 5.15 728a 4.32
Amadlia 212c 2.0ab 1075¢c 4.69 6.06cd 3.85
H9 250abc 16ab 1375ab 4.88 6.82ab 3.85
Mara 215¢ 187a 1175bc 4.78 6.16cd 390
H11 247abc 2078 1375ab 5.01 6.8lab 367
ESx 0.13 ** 0.18*  8.92*** 0.18 ***

Para cada genotipo, letras iguales en la misma columna no difieren
significativamente entre si para p<0.05"; p<0.01"; p<0.001™

En las variables de caracterizacién agronémica de
los frutos, se observé que para los caracteres didmetro
polar y nimero de I6bulos, no existieron diferencias sig-
nificativas entre los genotipos caracterizados, no siendo
asi en el andlisis del peso promedio y el didmetro ecuato-
rial, resultando ser los genotipos de mayor peso y tama-
fio de los frutos los hibridos H7, H4, H9 y H11, superando
en estos dos caracteres a los genotipos parentales; so-
lamente el hibrido H2 no presenté diferencias significati-
vas con su parental femenino Amalia. La variedad Vyta
fue el genotipo que presentd los menores valores en las
Ultimas evaluaciones relacionadas con este Ultimo aspecto.

Un comportamiento semejante se mostré en los re-
sultados obtenidos en las variables relacionadas con el
rendimiento, donde los genotipos hibridos superaron a
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los genotipos parentales, lo cual puso de manifiesto el
vigor hibrido del género Lycopersicon (27), lo cual puede
ser empleado en el aprovechamiento de la resistencia a
enfermedades y en los caracteres relacionados con el
rendimiento.

La combinacioén de los estudios de infeccion con el
apoyo de las herramientas moleculares y la evaluacién
agrondmica de los materiales vegetales, permitieron se-
leccionar por sus buenos resultados a los hibridos H4 y
H11, como genotipos promisorios para el seguimiento del
programa de mejora genética del tomate frente al TYLCV
enel INCA.

La utilizacion de un buen método de mejora y, en
especial, con el empleo de los marcadores moleculares
en apoyo al mejoramiento varietal, ofrece perspectivas
interesantes para los trabajos de seleccion, donde los
nuevos hibridos, lineas y variedades resistentes al TYLCV
y con buena productividad, se podran emplear en la sa-
tisfaccion de las necesidades de esta hortaliza para la
produccién en Cuba.
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