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Caracterizacién molecular de un nuevo begomovirusal tomate en el Valle del Cauca
y busqueda de fuentes de resistencia para el mejonéento de la variedadUnapal
Maravilla.

Molecular characterization of a new begomovirus afcting tomato in the Cauca
Valley and identification of sources of resistance improve variety Unapal
Maravilla.

Resumen

En los ultimos afos, el Valle del Cauca ha suftédimcidencia de begomovirus en plantaciones de
tomate causando el abandono de muchas &reas de.cHlt control de estos virus ha estado
enfocado hacia el control del vector pero las maglichplementadas no son totalmente efectivas.
Por esta razon, el desarrollo y uso de varieda#etomate resistentes a los begomovirus se plantea
como la mejor alternativa de control de estos patdg. En este trabajo se caracterizo
molecularmente al virus transmitido por la mos@nbaBemisia tabacal tomate en el Valle del
cauca, como una variante déftus del mosaico amarillo del tomaf€omato yellow mosaic virus
ToYMV). Se evaluaron, como posibles fuentes destescia a este virus, las lineas de tomate FLA
496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-11, FLA 456-4 y FLA 6331-0. Plantas de 20 dias de edad fueron
confinadas en jaulas individuales con 10 individuiosliferos deB. tabaci(biotipo B) por planta,

en condiciones de invernadero. La infeccién poviels se confirmé por el desarrollo de los
sintomas y las pruebas moleculares de PCR e hilidaot blot Las caracteristicas agro-
morfologicas se evaluaron en campo en un disefidbldgues completos al azar con tres
repeticiones. Las lineas FLA 653-3-1-0, FLA 496611-0 y FLA 478-6-3-1-11 desarrollaron
sintomas muy leves, el ADN viral fue apenas debdetpara algunos individuos y presentaron
caracteristicas del fruto y rendimientos deseabidiando que son buenas fuentes de resistencia

Summary

Last years, the Cauca Valley has suffered the emcid of begomovirus in tomato plantations
causing the abandonment of many cultivable areas.cbntrol of these viruses is mainly oriented
to control vector population; however any of thgsactices are completely effective. For this
reason, the development and use of resistant toouétigars is the best alternative for controlling
these pathogens. In this work a virus transmittedhle whitefly Bemisia tabacito tomato was
characterized in the Cauca Valley like a varianTofmato yellow mosaic virudoYMV). Lines
FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-11, FLA 456-4 y FL&63-3-1-0 were evaluated as possible
sources of resistance to this virus. Artificial veffliy-mediated inoculation in the greenhouse was
done with tomato plants 20 days-old exposed toidiferous individuals oB. tabaci(biotype B)

per plant in individual insect-proof cages. Thespreee of the Begomovirus was evaluated by
symptoms development and was confirmed using duit Htbridization and PCR. Agronomical
characteristics were evaluated in the field in angletely randomized blocks design with 3
replications. Lines FLA 653-3-1-0, FLA 496-11-6-1y0 FLA 478-6-3-1-11 developed mild
symptoms, viral DNA was barely detectable in songividuals, and they showed characteristics
of the fruit and yield desirable.

Palabras claves:Solanum lycopersicurBegomovirusBemisia tabagiresistencia
Key words: Solanum lycopersicurBegomovirusBemisia tabagiresistance.
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INTRODUCCION

El tomate es uno de los vegetales de mayor impoaaconomica en el mundo por ser
parte de la canasta basica familiar de la mayoeigpaises. Esto se evidencia en un
incremento del 3.5 % en la produccion mundial elutseafios 2000 y 2005, para un total
de 4.599.00Mas cosechadas. En Colombia, a pesar de que lagmodude tomate se ha
expandido a casi todos los departamentos del lpgigreas sembradas en tomate parecen
haber disminuido en los dltimos afios y las ten@nde produccion son totalmente
diferentes. Asi, mientras en el afio 2000 se cosech&a7.264has en el 2006 se
sembraron solo 8.68&as para una reduccion de la produccion de 3751082 241,987
ton. (Corporaciéon Colombia Internacional, 2006). Ure lds causas principales de la
disminucién en la produccion del cultivo es la apén de nuevas enfermedades virales en
el pais (Moraleset al, 2002), en especial aquellas causadas por vialsgéinero

Begomovirus.

La mayoria de los begomovirpsrtenecientes a la famildeminiviridag tienen genomas
bipartitos con un componente de ADN-A y otro de ABNempaquetados en particulas
geminadas (Fauquet al, 2003). Estos virus causan pérdidas significateragosecha y
frecuentemente hasta la totalidad de la producaién cultivos importantes para

alimentacion e industria en agroecosistemas trigsgasubtropicales alrededor del mundo



(Morales & Anderson, 2001). La importancia de lagdmovirus esta estrechamente
asociada a su transmision por la mosca bldemisia tabaciGenn., la cual ha sido

considerada una de las peores plagas del ultinm (gigderson & Morales, 2005).

En Colombia se han registrado brotes de begomowruscultivos de importancia
econdémica en varios departamentos (Moralkeal 2000, 2002). En los ultimos afios, el
Valle del Cauca ha sufrido la incidencia de estigs en plantaciones de tomate y
habichuela, lo cual ha causado el abandono de mudchas de cultivo. Este hecho pone de
manifiesto el gran potencial epidemiolégico que hawstrado los begomovirus en otras
regiones del mundo. Estas epidemias también estimiadas a la aparicién de un nuevo
biotipo (B) deB. tabacj mas agresivo que el biotipo original (A) que seamtraba en
bajas poblaciones en el Valle del Cauca, anteriored.a invasion del valle geografico
del Rio Cauca por el nuevo biotipo B &e tabacj ha sido también favorecida por
periodos de sequia prolongada en afios anteriauesfagorecieron la reproduccion de
esta mosca blanca y el desplazamiento de otrasiespeomadl rialeurodes vaporariorum

(Westwood), que predominaban en el Valle del CéMaaaleset al, 2002).

El control de virus transmitidos por mosca blanstae principalmente orientado a

disminuir las poblaciones del vector mediante el des insecticidas. Desafortunadamente,
la mosca blanca ha desarrollado resistencia angeiicidas tradicionales utilizados, y los
nuevos productos son costosos y no logran contiadaaltas poblaciones @e tabacique

se generan actualmente. Igualmente, el controlbgicd no logra disminuir las altas



poblaciones de moscas blancas vectoras antes destagtransmitan los begomovirus a
los cultivos susceptibles. Las practicas culturglas el control de mosca blanca pueden
ser efectivas en paises de clima templado, donde/iefrno controla la plaga rompiendo

su ciclo biologico. Pero en las condiciones dgbitrd, las poblaciones de mosca blanca se
mantienen altas debido a la sucesion constanteulfi’os hospederos. Es por estas

razones, que el desarrollo y uso de variedade®naate resistentes a los begomovirus, es
la mejor alternativa de control de estos patogemessafortunadamente, a pesar de que el
tomate es una especie originaria del neotropitopegoramiento genético del tomate se ha
llevado a cabo en paises industrializados de la zemplada (Morales, 2001). Por

consiguiente, las variedades comerciales de tomajeradas en esos paises, no son

adaptadas a las condiciones y plagas del trépictyyiendo los begomovirus.

En Colombia, como en el resto de la América Latilaamayoria de las variedades
comerciales son susceptibles a los begomovirug, p&rse ha iniciado un proceso de
seleccion de variedades e hibridos que presentato ciivel de resistencia. Trabajos de
evaluacion de posibles fuentes de resistencia anb@grus del tomate en la América
Latina, realizados por el Proyecto Tropical MosdanBa-MIP, han identificado unas
pocas fuentes de resistencia a begomovirus deltéoprasentes en la América Central y
México. Estas fuentes de resistencia son lineaardadas en el Estado de Florida,
Estados Unidos, contra un begomovirus de origertnopacal (Tomato mottle virds las

cuales han sido incluidas dentro de un grupo detdésede resistencia a diversos



begomovirus del tomate a nivel mundial por el Geitsiatico para el Mejoramiento y

Desarrollo de la Horticultura (AVRDC) en Taiwan.

En este trabajo se busca evaluar estas lineas posildes fuentes de resistencia para el
mejoramiento de las variedades regionales comonkgpél Maravilla con caracteristicas

agronomicas deseables pero altamente susceptlidganovirus. Con este programa se
pretende reducir las pérdidas econémicas provoqaolaks enfermedades virales en los

ultimos afos, tratando de no afectar la producgiéalidad del cultivo.



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Caracterizar el begomovirus detectado en el ValeGauca y evaluar 4 lineas de tomate
(FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-11, FLA 456-4 y KL653-3-1-0) como posibles
fuentes de resistencia al begomovirus que afectarladad de tomate Unapal Maravilla

en el Valle del Cauca.

1.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar molecularmente el ADN-A del begomawidetectado en el cultivo de
tomate en el Valle del Cauca.

- Evaluar el comportamiento agronémico y productilolas lineas FLA 496-11-6-1-0,
FLA 478-6-3-1-11, FLA 456-4 y FLA 653-3-1-0.

- Determinar la resistencia a begomovirus de fesab FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-
11, FLA 456-4 y FLA 653-3-1-0.

- Seleccionar las lineas con mejor comportamiegtoredmico y de resistencia para el

inicio del programa de mejoramiento genético delate var. Unapal Maravilla.



2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Tomate (Solanum lycopersicum) ( syn. Lycopdac®n esculentum)

El tomate es una planta dicotiledénea, pertenexiaria familia Solanaceae y al género
Solanum La especieS. lycopersicum es la especie cultivada y posee nueve especies
silvestres relacionadas; es nativo de la Améri¢eSde, pero aparentemente domesticado
en Mesoamérica en tiempos pre-Hispanicos. Actuaknsea cultiva en toda la América
latina, incluyendo la region Caribe (Vallejo, 1998e cree que su centro de origen es el
norte de Surameérica, sin embargo, este cultivadwagenéticamente manipulado de forma

extensa fuera de las Américas (Morales & Ander260)).

El tomate es la hortaliza mas difundida en todmehdo y la de mayor valor econdmico
debido a la importancia que tiene este productdaedieta basica de la mayoria de
poblaciones. De acuerdo con la FAO, en 2005 se ridipm total de 116 millones de
toneladas de vegetales u hortalizas en el muwteltas cualesas importaciones de tomate
representaron casi el 25% del totl.incremento anual de la produccién, en los ul§mo
afnos, se debe principalmente al aumento en elméeio y en menor proporcién al
aumento de la superficie cultivada. A nivel mundias$ principales productores son China,

con mas de 30 millones de toneladas en el 2005tgdBs Unidos que ademas es el



principal importador. En Suramérica, se destacaasiBry Chile como los mayores

productoregCorporacion Colombia Internacional, 2006).

En Colombia, la produccion de tomate es una actilidgricola riesgosa por el escaso
apoyo economico Yy técnico y los grandes probleraagagios. La ventaja de este cultivo
es que es de periodo vegetativo corto, de altamigama puede llegar a ser muy rentable
(Vallejo, 1999). Los principales productores sos departamentos de Antioquia, Norte de
Santander y Cundinamarca, que abarcan un 36% mtedaccion nacional. (Corporacion

Colombia Internacional, 2006).

2.1.1. Tomate var. Unapal Maravilla

Esta variedad de tomate desarrollada por el Pragderinvestigacion de Hortalizas de la
Universidad Nacional, sede Palmira, posee mayatimganto y produccion por planta,
fruto firme, precoz, consistente y pesado, al punte resiste en Optimas condiciones la
manipulacion implicada en los procesos de almacmmam empaque Yy transporte,
caracteristicas que satisfacen las necesidadeseriggs por los intermediarios,

agricultores y comerciantes de la hortaliza.

La primera inflorescencia de la planta aparecesdofr 25-30 dias a una altura de 25 cm,
rasgos que la diferencian facilmente de otras dades comerciales de su tipo. Cada

planta produce en promedio 12 racimos (ocho de elioel eje principal) y éstos forman



entre cinco y seis frutos, cuyo peso individualdes150 gramos. Con esta variedad se
puede obtener una produccién en campo de 70 an@tatccifra que supera los promedios

nacionales de que varian entre 27 a 30 a ton-lpesAr de su tolerancia a ciertas plagas,
enfermedades y condiciones adversas de clima g,daehueva variedad ha resultado ser

altamente susceptible al ataque de begomovirus.

2.2. Geminivirus

Los geminivirus forman la segunda famili@gminiviridag mas grande de los virus
vegetales, que infectan un amplio rango de espexitwvadas importantes, causando
pérdidas significativas. Estos virus se caractaripar tener ADN de cadena sencilla
empaquetado dentro de particulas gemelas. La fa@@miniviridae comprende en la
actualidad cuatro génerobtastrevirus Curtovirus Topocuvirusy Begomovirus que se
diferencian basicamente por el tipo de vector, megeion del genoma y tipo de

hospedero (Fauquet al, 2003).

Durante las dos ultimas décadas estos virus hangatoecomo patdogenos devastadores,
particularmente en los trépicos y subtrdpicos, aade grandes pérdidas econémicas y
amenazas a la produccion del cultivo. La emergedeiaproblemas de geminivirus
alrededor del mundo ha dependido de la contribuiridividual o en conjunto de varios
factores, incluyendo la aparicion de geminivirustantes y recombinantes, cambios

relacionados con los insectos vectores, el movitniele material vegetal infectado, la



introduccién de cultivos o genotipos susceptiblegras endémicos en una region, los

cambios en los sistemas de cultivos y los factdiggticos. (Varma & Malathi, 2003)

2.2.1. Begomovirus

El géneroBegomovirus,con Bean golden yellow mosaic viruomo la especie tipo,
contiene virus que son transmitidos a plantas ikcldineas por la mosca blanBamisia
tabaci (Gennadius) (Fauquedt al, 2003). Estos virus son transmitidos de una manera
circulativa y persistente por la mosca blanca (Bols& Anderson, 1997). Algunas
especies son transmisibles por inoculacion mecanicatras se han transmitido
experimentalmente por transferencia de componetgbgenoma clonados mediada por
Agrobacterium o biolisticamente (Van Regenmortet al, 2000). La mayoria de
begomovirus tienen genomas bipartitos (componekids - A y ADN — B), mientras que
algunos begomovirus con genoma monopartito soninangs del Viejo Mundo,
principalmente elfomato yellow leaf curl viru¢TYLCV) y el Tomato Leaf Curl Virus

(TLCV) (Fauquetet al, 2003).

Comparados a los mastrevirus y curtovirus, los beyirus han emergido como
problemas mas serios en una variedad de cultivasocguca, algoddén, legumbres y
hortalizas alrededor del mundo, causando enfernesdagle pueden llegar a ser
devastadoras (Varma & Malathi, 2003). Latinoanaha sido la region mas afectada en

términos del numero total de geminivirus transrogigpor mosca blanca, el numero de



cultivos afectados, pérdidas de rendimiento, y dmastada por estos patdégenos. Para el
2001 se reportaba que alrededor de 5 millones datade@as de tierras cultivables
principales en veinte paises estaban bajo el atdguaas de 30 begomovirus distintos

(Morales & Anderson, 2001).

Los principales factores que contribuyen a la emr&ig de las nuevas enfermedades de
begomovirus son la evolucion de variantes de lassyila aparicion del biotipo B de la
mosca blanca, y el incremento en la poblacion detor (Varma & Malathi, 2003). La
evolucion constante de estos virus sumada al desdebhto de moléculas de ADN
satélite formando complejos con los begomovirusnddaret al, 2003) plantea una seria

amenaza a la agricultura sostenible del tropicabgrépico.

2.2.1.1. Begomovirus en Colombia

Solo hasta la década de los 70s, con el trabajGéeez y colaboradores en el cultivo de
frijol comun, se reportan enfermedades causadaggios virus (Moralest al, 2000,
Morales et al, 2002). El pais aparentemente permanecia librdoat@movirus, pero
nuevos reportes se hicieron en el 2000 por Mosatedaboradores en diversos cultivos de
importancia socioeconémica para el pais como lésitasoya, meldn y tabaco. La mayoria
de estos virus detectados no habian sido deseritogros paises. En el 2002, se reportaron
nuevos brotes de enfermedades en habichuela ydpsianhdo este ultimo uno de los
cultivos mas intensificado y con un uso exageragl@groquimicos. Estos nuevos brotes

han sido asociados a la diversificacion de culfi@bsiso intensivo de pesticidas, que causa

10



la eliminacion de enemigos naturales y el desardéB. tabaciresistente a pesticidas, y a
cambios climaticos (Moralest al, 2002). En el Valle del Cauca, un periodo prouw
de sequia en el segundo semestre (Julio-Diciend®e)002 favorecié la aparicion del
biotipo B deB. tabacj causando considerables dafios fisiologicos (maduraregular) al

tomate y transmitiendo geminivirus en tomate yi¢takela (Morales & Jones, 2004).

2.2.1.2. Begomovirus en tomate

El tomate parece ser una especie particularmesteptible a los begomovirus (Polston &
Anderson, 1997). Unas 34 especies de begomoviossoeidas y 18 tentativas han sido
encontradas infectando naturalmente al tomatenagoria de estos virus inducen en el
tomate sintomas caracteristicos de las enfermedkdiesja rizada, incluyendo una severa
reduccion en el tamafio de la hoja, rizado hacigoabarugamiento intervenal, clorosis

intervenal y marginal, decoloracion purpura de daperficies abaxiales de las hojas,
acortamiento de entrenudos, desarrollo de pequaii@ss y reducida formacion de fruto.

(Varma & Malathi, 2003).

La mayoria de los nuevos begomovirus que afecttomate han sido identificados en las
Américas donde, en solo 30 afios, se han encongtadenos 30 nuevos begomovirus en
tomate en las Américas (Morales & Anderson, 20D8).estos, la mayoria son bipartitos,
aunque en 1994 se hace el primer reporte del begnmanonopartitoromato yellow leaf
curl virus (TYLCV) en la Republica Dominicana (Polstehal, 1994). En la actualidad,

son ya varios los reportes que se han hecho eangihente americano (Momelt al.,
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1999; Ling et al, 2006; Ascencio-lbafieet al, 1999) siendo el ultimo de ellos en

Venezuela (Zambranet al, 2007).

En Suramérica, el primer reconocimiento de un gefnus como la causa de una
enfermedad en tomate transmitida por mosca blaogaié con el mosaico dorado del
tomate Tomato golden mosaic virysen los inicios de la década de los 60, en Brasil
(Floreset al.,1960 en Morales, 2006). En Venezuela por la migpega se reconocia una
enfermedad caracterizada por un mosaico amarillariie que limitaba la produccion de
tomate y que posteriormente fue asociada a lameesdelVirus del mosaico amarillo del
tomate(Tomato yellow mosaic virus ToYMV) (Lastra & Uzcategui, 1975 en Morales

al., 2001). Posteriormente, este virus fue reportanfiectar papaSolanum tuberosum
encondiciones de campo en el estado de Aragua, Vele@Debrot & Centeno, 1985), y
en 1986 es reportado como un nuevo geminivirigjres del mosaico amarillo de la
papa’ (Potato yellow mosaic virusPYMV). Como consecuencia los begomovirus que se
encuentran afectando tomate en la region Caribenian relacion con el ToYMV, son
denominados en la actualidad como PYMV (Morale€)620Sin embargo, Morales y
colaboradores (2001) basados en estudios de séasiencdonde las identidades
nucleotidicas y de aminoacidos son superiores % 8&tre aislados venezolanos y el

denominado PYMV, demostraron quenembre correcto para este virus es ToYMV.

En Colombia, los reportes de begomovirus en torsatemas recientes (Morales al,

2002) aunque la problemética &e tabacise incrementaba en las zonas tomateras del
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norte del pais (Moralest al, 2000) y ya en el 2001 se informaba de la preseiel
biotipo B deB. tabacj peste del cultivo de tomate (Morales & Anderszf®01). Estudios
recientes han determinado la presencia del ToYMwnante relacionado con el
aislamiento de Venezuela, en los departamento€dedinamarca y Tolima (Corrales
al., en prensa). La diseminacion del ToYMV puedereasaciada a la adaptacion Be
tabaci biotipo B a zonas agricolas en las que anteriolenan se encontraba presente

(alturas superiores a 1500 m.sn.m.).

2.3. Mosca BlancaBemisia tabaci Genn)

La mosca blancaB. tabaci ha sido de gran importancia como plaga y vector de
enfermedades virales de plantas alimenticias, tndles u ornamentales desde los
comienzos de la década de 1980s. Se conocen ehia 24 poblaciones d& tabacia las
gue se le ha asignado un biotipo identificado aom letra, pero probablemente el nimero
real de biotipos déB. tabacj sea menos de la mitad. Estos biotipos resultarcas
idénticos morfologicamente por los que la diferaoidn ha sido basada en el rango de
hospederos, la adaptabilidad planta-hospederadaccion de reacciones fitotoxicas, la
resistencia a insecticidas, y por el ADN. El masugiado es el biotipo B cuyas
poblaciones tienen una gran capacidad de adaptactiferentes hospederos y también

transmite virus (Jones, 2003).

El biotipo B deB. tabacj originario del Viejo Mundo, aparecié en las Arngés en el

estado de Florida, USA, en 1986. Al afo siguierstesg detectaban poblaciones de las
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mosca en los campo de tomate, y en 1989 se repartabo transmisor de un geminivirus
gue luego fue identificado comimmato mottle virugToMoV). Ademas de ser transmisor
de este virus, el biotipo B fue asociado con unvaugesorden del tomate en Florida
conocido como ‘maduracion irregular y ‘hoja pladea en Cucurbitas (Morales &

Anderson, 2001).

Los begomovirus son los virus mas numerosos dadasmitidos poB. tabaciy causan
pérdidas entre el 20 y el 100% en los cultivostafios. Después de la adquisicion por las
moscas blancas, los begomovirus son persisterges getenidos por periodos en un rango
de unas pocas semanas a toda la vida (Jones, 2BA3)n estudio de la interaccién de un
begomovirus aislado de tomate con la mosca blédamat¢set al, 2003), se indica que una
interaccion vector-begomovirus es establecida deadéase inicial de desarrollo del
insecto y se establecen que los periodos paradtmisicion o transmision del
begomovirus en tomate pueden ser cortos (15 a B0 meiforzando la importancia d&

tabaci B en la rapida diseminacion de virus en el campo.

2.4. Estrategias para controlar begomovirus quefactan el tomate

Varias estrategias han sido usadas en el intemtoogpdrolar los begomovirus que infectan
las plantas de tomate, pero solo unas pocas de leHla sido efectivas. Como los
begomovirus no son controlados por agroguimicosnésnces su vectoB. tabacj el

blanco para la mayoria de las estrategias de doh&ranas utilizada ha sido la aplicacion

de insecticidas que en muchos casos se realizase mayores a las recomendadas. Este
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abuso se refleja actualmente en la resistenciB.debacia la mayoria de insecticidas

tradicionales, y el aumento en la contaminacioniamtél (Morales, 2001).

Otras estrategias de control del vector incluykecoatrol biolégico mediante hongos
entomopatdégenos, depredadores, y parasitoidegesattados muy insatisfactorios en los
cultivos de tomate. Las practicas culturales, talesio uso de barreras, desecho de
residuos de cultivo; uso de peliculas plasticasapsorben la luz ultravioleta; y mallas a
prueba de insectos pueden ser efectivas pero @steticas tienen unos costos altos y en
algunos casos, problemas por sombra, sobrecalemttomy mala ventilacion (Freitas-
Astuaet al, 2002). Por esto, el uso de plantas de tomatsteeses es sin duda la mejor
manera de controlar los begomovirus. Ademas deedsstencia genética directa a los
begomovirus, la resistencia a mosca blanca ha r@dortada en algunas especies de
Solanum(syn. Lycopersicoi silvestres, tales conf®. hirsutuny S. peruvianunfMorales,
2001). Sin embargo, las caracteristicas asociadas este tipo de resistencia son

indeseables comercialmente.

Finalmente, una alternativa que se contempla paran¢rol de los begomovirus en tomate
es la transgénesis. Esta aproximacion al mejoramgenderiva del concepto de resistencia
derivada del patégeno que se define como la tremafidn de plantas con fragmentos de
genomas virales que pueden generar lineas de plaatistentes. Las principales
estrategias utilizadas en el control de begomosnrs agrupadas en cinco categorias: a)

resistencia mediada por la cépside proteica, hjteseia mediada por la proteina de
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movimiento, c) ADN viral defectuoso de interferemail) genes en orientacion anti-sentido
y €) gen de la replicasa truncada o mutado (Fréisasa et al., 2002; Lapidot & Friedman,

2002).

2.4.1. Mejoramiento tradicional

En las Américas, donde se encuentran la mayorieegemovirus que afectan el tomate y
un rango de tolerancia y resistencia amplio enalairaleza, es poco el trabajo que se ha
realizado en el mejoramiento de este cultivo. Gamdrario a lo que se presenta en el
Viejo Mundo, por lo que los cultivadores de la Amartropical optan por importar
variedades e hibridos de tomate resistentes aelgsntovirus presentes en esa region del
mundo (Morales, 2001). Uno de lo begomovirus cam doe mas se ha trabajado en
mejoramiento por su amplia distribucién e importarecondmica es el TYLCV. Este
virus puede causar pérdidas hasta del 100% emnlidsos del Mediterraneo. Debido a que
todos los cultivares dé. esculentumson susceptibles a este virus, los programas de
mejoramiento han estado basados en la evaluaciaoadsiones de origen silvestre (Pico

et al, 1998), y la transferencia de genes al tomaltesado.

Para los begomovirus del Nuevo Mundo, en El Salyagducatan, México, se hicieron
evaluaciones de genotipos de tomate como fuenteengales de resistencia a virus
transmitidos por mosca blanca seleccionados p@eatro Asiatico para el Desarrollo e
Investigacion de Vegetales (AVRDC) de Taiwan (P&elanson, 2004). De las lineas

evaluadas, las mejoradas en Florida (FLA), fuermralihente seleccionadas por su
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resistencia a begomovirus del Nuevo Mundo antesedenviadas a Asia. De estas lineas,
FLA 456-4 se comportd como resistente para lossvipmesentes en las zonas de

evaluacion.

La introgresion de la resistencia a algunas déaas FLA se hizo a partir de chilense
(LA2779) y del hibrido ‘Tyking’. En evaluacionesrpda identificacion de la resistencia al
Virus del mosaico amarillo del tomate (aislamiedéoTrinidad y Tobago) entre especies
de Lycopersicon LA 2779 y las lineas mejoradas con este gendtipmn consideradas
fuentes potenciales de resistencia. Esto fue egideéa por el relativamente alto nimero
de plantas asintomaticas y el atenuado promediopdeataje dado a los sintomas
(Rampersad & Umaharan, 2003). Igualmente en esteliesse observd que el hibrido
‘Tyking’ tuvo los puntajes mas bajos de severidadlas sintomas entre los cultivares
comerciales. Una lineagFlerivada de este hibrido, "TX 468-RG” fue evaluadara
determinar la herencia de la resistencia a un begous bipartito en Brasil (Giordanet
al., 2005). Se reporta la presencia del locus, qles elenominarontcml1 (tomato
chlorotic mottle virus resistance-1), en la linea y se propuso un modelo de h&aenc
monogeénico aparente. Se ha observado ademasgylieeas comerciales de tomate que
llevan este locukcm-1 muestran aparentemente un amplio espectro terssa como lo
han indicado estudios con diferentes aislamientdsegiomovirus en Brasil (Santeetaal.,

2001)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El trabajo se realizé en el laboratorio e invermasl@le la Unidad de Virologia del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Pahaj Colombia. La evaluacion de campo
fue realizada en el campo experimental de la Usigad Nacional de Colombia sede

Palmira (CEUNP)

3.2. Germoplasma Vegetal

Las semillas de tomate de la variedad Unapal Midaiase obtuvieron del CEUNP. Las
semillas de las lineas FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-11, FLA 456-4, FLA 653-3-1-0
previamente evaluadas para resistencia a begomspwr@CLN 206 D, evaluada como
susceptible, fueron proporcionadas por el Centrsiatkco para el Desarrollo e
Investigacion de Vegetales (AVRDC) y las semillas ibrido Kyndio fueron adquiridas
comercialmente (Semillas Arroyave). Las semillasrdn germinadas en bandejas bajo

condiciones de invernadero y se trabajé con plasteh la etapa de 2 hojas verdaderas.

3.3. Fuente del Virus
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El aislamiento del virus que se utilizé para laleaeion de los materiales se obtuvo de
plantas de tomate sintoméaticas provenientes de Réate del Cauca). El aislamiento fue
detectado y caracterizado molecularmente (seccRihylse mantuvo en el invernadero de
la Unidad de Virologia del CIAT por transmision amosca blancaB(. tabacj biotipo B) a
plantas de tomate hib. Kyndio mantenidas en jaalpsueba de insectos. Las plantas se

renovaban periédicamente segun el ciclo de vida deosca blanca.

Igualmente se evaluo la posibilidad de transmigcénicamente el virus en materiales de
tomate hib. Kyndio y frijolPhaseolus vulgar)gpara permitir un manejo mas practico del
virus en invernadero. La transmision se hizo impagglo en las hojas, a las que
previamente se les ha aplicado carborundum, unnadeeale tejido infectado con ayuda

de un is6topo de algodén. A los 15 dias se evalpéesencia de sintomatologia viral.

3.3. Caracterizacion Molecular del Virus

Se hizo extraccion de ADN de hojas jovenes de tersagjun el método de Gilbertsehn

al. (1991). Para la deteccion del virus se realizéelcion en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain ReactiorPCR) con las pareja de cebadores degeneradesifesys
para geminivirus PAR1c715 (5-GATTTCTGCAGTTDATRTTYRTCCATCCA-3) y
PAL1v1978 (5-GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3') {gura 1) que se
alinean en el ADN-A dentro del gen que codificaaparproteina asociada a la replicaciéon
y del gen que codifica para la proteina de la d@&samplificando un fragmento de aprox.

1600 pb. Para el ADN-B se utilizé la pareja de debas PCRc2 (5-
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CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCC-3) y PBL1v2040 (5'-
GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTTCATACA-3) (Figura 1) queesalinean a la cadena
en sentido complementario de la forma replicatiebgen que codifica para la proteina de
movimiento célula a célula amplificando un fragnoede aprox. 500 pb. (Rojat al,
1993). La mezcla de reaccion se utilizé a las catnaeiones finales: Buffer 1X, Mggl
1.5 mM, dNTPs 0.2 mM cada uno, cebadores 0.2 pMata uno y 1 U de Taq
polimerasa (Promega, Madison, WI). Las condiciaeamplificacion incluyen un primer
ciclo de denaturacion a 94 °C por 1 min., alineamoiele los cebadores a 52 °C por 90 s 'y
extension a 72 °C por 90s; seguido de 30 cicld34deC por 30s, 52 °C por 1 min. y 72 °C
por 1 min; con una extension final de 5 min a 72 S€ utilizaron como control positivo
muestras de ADN donde previamente se habia deteatatbtegomovirus y como control
de reaccion se utilizo la mezcla de reaccion silNAD

Los productos amplificados fueron observados eesgdt agarosa al 1.2 %, teflidos en una
solucion de bromuro de etidio (10 pl de bromurcetidio 10 mg/ml por cada 100 ml de
agua esteéril) y visualizados en luz ultravioletanfoenando que las bandas observadas

fueran del tamafio esperado, iguales a las de tisotes positivos.

Para la caracterizacion total del componente Abedglomovirus se utilizaron ademas las
parejas de cebadores PAR1C496 (5'-AATACTGCAGGGCTTRTACATRGG-3)
/PAL1v1978 (Rojas et al, 1993) y PAL1c1960 (5'-
TGGACTGCAGACNGGNAARACNATGTGGGC-3) IPAR1v722 (5'-

ATATCTGCAGGGNAARATHTGGATGGA-3") (Zhouet al, 1997) (Figura 1) Al igual
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gue las amplificaciones obtenidas con los cebad&#afk1c715/ PAL1v1978 los
amplificados fueron clonados en el vector pGEM-B\E@romega, Madison, WI) que se
utilizé para transformar células competentes DHiseparadas en el laboratorio de la
Unidad de Virologia del CIAT. Para las coloniasifieas se purificaron los plasmidos con
el Kit QlAprep (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) queefon secuenciados utilizando
los cebadores M13 y T7 y el Kit Big-Dye Terminatdr.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA) en un secuenciadooraatico ABI Prism -377 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias fueeditadas en el programa
SEQUENCHER 4.6 y se formaron grupos de secuenuigigs donde se reconstruyo la
totalidad del ADN-A del begomovirus, detectando d@ses vy las proteinas para las que
codifican. La totalidad de la secuencia y las secias parciales para cada uno de los
genes fueron comparadas mediante el algoritmo blastla base de datos del NCBI

(Nacional Center for Biotechnology Informatjofavww.ncbi.nlm.nih.goy.

PCRc2

P

&
PBL1V204C &
b-PAR1c715

Figura 1. Mapa gendémico de los begomovirus mostrando lasjgsade cebadores utilizadas para el
ADN-A (PAR1c496/Pal1v1978, PAR1c715/PAL1v1978, PAR22/PAL1c1960) y el ADN-B (PCRc2,
PBL1v2040). AV1- gen de la proteina de la capsil€l- Gen de la replicasa, AC2- Gen involucrado
indirectamente en el movimiento sistémico del vilu€3- gen implicado en la eficiencia de la regtidn
viral, BC1, BV1- genes requeridos para el movirtoesistémico del virus., CR- regién comun.

)
PAL1v1978 _|
PAL1c1960~
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3.4. Evaluacién de la resistencia de las lineastsgomovirus.

3.4.1. Inoculacién en jaula individual.

Para la evaluacion de la resistencia de las lirdabegomovirus seleccionado, se
estandarizé previamente el método de inoculaciéjada individual mediado por mosca
blanca. Se buscé determinar cuantas moscas pdaandeben utilizar para lograr una
incidencia del 70-100% de la enfermedad. Para gllanonté un ensayo completamente al
azar donde se evaluaron diferentes numeros (8,519,20) de individuos del biotipo B de
B. tabacipor planta. Por cada tratamiento se utilizaron lafitps de tomate de la variedad
susceptible Unapal Maravilla, de 20 dias de edddnéiodo consistio en confinar las
moscas junto con la planta utilizando jaulas irdirgiles (cilindros fabricados con acetato
de 8 cm de didmetro y 11 cm de alto tapados endenlos extremos con tul pintado de
negro). Las moscas utilizadas para la inoculadi@noin tomadas por succion de la colonia
virulenta mantenida en el invernadero y colocadakaelanta junto con el tubo colector
(Figura 2). A las 48 horas, se desmontaron lag$auktirando por succidn las moscas de
cada una de las plantas y esperando el desarmliosdsintomas. Semanalmente, por tres
veces y después de quince dias de la inoculacé&nmanitored el progreso de la
enfermedad, la incidencia medida como el porcemtajplantas infectadas por tratamiento
y la presencia del virus utilizando las técnicasRieR ydot blot (ver Deteccion del

begomovirus 4.4.2.).
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Figura 2. Montaje de inoculacién en Jaula Individual. Efide se muestra el tubo de acetato donde se
colectaron las moscas junto a la plantula encesradda jaula de acetato tapada con tul.

La presencia del virus también fue confirmada pOGRRen algunas moscas escogidas al

azar de las recuperadas del ensayo.

Estandarizado el proceso de inoculacion, se emaidas lineas FLA 496-11-6-1-0, FLA
478-6-3-1-11, FLA 456-4, FLA 653-3-1-0 y CLN 206 & hibrido Kyndio y la variedad
Unapal Maravilla, siguiendo el mismo procedimient®e realizdé una primera evaluacién
del 30 de marzo al 27 de Abril donde se determaniddidencia y se detectd la presencia
del virus. En una segunda evaluacion, realizad®28eale agosto al 19 de septiembre, se
busco optimizar la evaluacién incluyendo una esdalaeveridad y haciendo ajustes en los
métodos de deteccion. Para evaluar la severidadtised una escala previamente

reportada (Pivest al, 1995) (Tabla 1).
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Tabla 1. Escala de evaluacion de severidad de sintomasr(Eal, 1995).

Puntaje Descripcion de sintomas

0 no sintomas

1 sintomas leves visibles solo después de una bdaquidadosa.
2 sintomas leves pero mas visibles

3 sintomas moderados sobre la mayoria de la planta.

4 sintomas severos en la totalidad de la planta.

Se realiz0 analisis de varianza con los resultadioienidos utilizando el paquete

estadistico SAS version 7 para windows (SAS Instiboc., Cary, NC, USA).

3.4.2. Deteccion molecular del virus

Para la deteccion molecular del virus en las ptamtaculadas y en las moscas utilizadas

para la transmision se utilizaron las técnicas@R B hibridaciordot blot.

3.4.2.1. PCR

El PCR de deteccidn se hizo segun lo ya mencioeada seccion 4.3. con las parejas de
cebadores PAR1c715/PAL1v1978 el ADN-A. Para el nalte@egetal se hizo extraccion
de ADN a partir de hojas jovenes segun el métodoGdibersonet al (1991). Se
incluyeron muestras de plantas sanas como cordgaltivo y hojas de plantas susceptibles
infectadas como control positivo. Los ADNs fuerasualizados en un gel de agrosa al 1%

y cuantificados con ayuda de un espectrofotomet@UAMATE (Thermo Electron
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Corporation). Se hicieron diluciones a 20 ng/plapttabajar con 100 ng totales en la
reaccion de PCR. Para el caso de las moscas, radapepor succion, se hizo extraccion
individual de ADN segun el método de De Barro & Jeri (1997) con algunas

modificaciones. Cada mosca, colocada en un eppedeld.5 ml, se macer6 con un pistilo
de vidrio humedecido con el buffer de lisis (KCI@®®, Tris-HCI pH 8.4 10 mM, Tween

20 0.45%, NP-40 0.45%, proteinasa K %00ml) y se agregaron 20 ul del mismo buffer.
Se incubd a 65 °C por 20 min con una denaturagi@hor 10 min a 94 °C. Finalmente se

agregaron 25 pl de agua bidestilada estéril, atilito 5 pl por reaccion de PCR.

3.4.2.2. dot-blot

Fragmentos de hojas jévenes de las plantas a evagran macerados en 200 ul de NaOH
0.4 N. Igualmente que en el PCR, se incluyeronroteg positivos y negativos. Dos
microlitros del macerado de cada muestra fuerontgagios en membrana de nylon
(Hybond N- Amersham). La membrana fue tratada sumergiéngota5 min en una
solucion de Tris 1M (pH 7.4), NaCl 0.5 N y por thnen etanol al 95 %, para eliminar el
color verde de los puntos. Después de secar la nealse fij6 el ADN utilizando luz
ultravioleta y se hibridd segun las instruccionek it Dig High Prime DNA Labeling
and Detection Kit Il (Roche, Penzberg, Germany) gse la digoxigenina para marcar las
sondas de ADN para la hibridacién y subsiguienteab®n de quimioluminiscencia por
inmunoensayos enzimaticos. La sonda utilizada lpadatecciéon fue generada a partir del
clon obtenido de la caracterizacion molecular @érdel begomovirus. Se hizo una

amplificacion a partir del ADN plasmidico con losbadores PAR1c715/PAL1V1978. El
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producto fue purificado del gel utilizando el QlAck PCR Purification Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden, Germany) y fue marcado segun instamas del Kit de hibridacion. El
resultado de la hibridacion fue observado en plaléctotograficas donde se detect6 la
reaccion de luminiscencia.

Para una segunda evaluacion de las lineas searealifas siguientes modificaciones al
protocolo anteriormente descrito: (1) se partio apgoximadamente 5 mg de tejido
macerado con nitrégeno liquido que se homogenind5foul de NaOH 0.4N y (2) Se

puntearon 5 pl de cada muestra en la membrana.

3.5. Evaluacién agro-morfolégica de las lineas

La evaluacion se hizo en CEUNP bajo un disefio dguals completos al azar con 3
repeticiones, cada repeticion con 5 plantas. Lastplas, producidas bajo condiciones de
invernadero utilizando semillas tratadas con teemagia y protegidas con vitavax, fueron

sembradas en el campo a los 20 dias de edad.

Se tomaron datos de rendimiento, pesando la tathlig los frutos producidos por planta,
y las medidas de longitud, ancho, peso y nimerdaidos del fruto en 5 frutos por cada
planta. Ademas, se hizo el conteo del numero dedlpor inflorescencia en la segunda
inflorescencia de la planta (IPGRI, 1996). Los mmlfueron realizados utilizando el

paquete estadistico SAS version 7 para windows (8st8ute Inc., Cary, NC, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion molecular del virus

Se obtuvo urcontig de 2596 nucledtidos que comprende en su totakdla®DN-A del
aislamiento del begomovirus utilizado en este agt(feigura 3). Este aislamiento mostro
para toda su longitud una identidad nucleotidid®i&o con el Virus del mosaico amarillo
del tomate Tomato yellow mosaic virusToYMV), aislamiento de Guadalupe. Al
comparar la secuencia de aminodacidos, la idenpdaal el gen de la replicasa fue del 90%
con el mismo virus, y para la proteina de la capdiel 98%, similitud compartida con los
aislamientos de ToYMV de Panama, Guadalupe y Vexrlaziara el clon de 600 pb,
obtenido de la amplificacion del ADN-B del begonragi, se confirma la presencia del
ToYMV al obtener una identidad a nivel de aminoésidiel 98% con la proteina de

movimiento viral.

1 7eTomats nv{496)-3_M13, 1 to 473
11 SeTomate nvi 7157 -1_M13, 1 to 483
0ZeTom.Inv 2(496)_PaL1v1975, 45 to 647
. O1eTom. Inv.2(496)_PAR1c496, 56910 1,118
1GeTomatelny(4963-3_T7, 57610 1,149
1 6eTomatelnv(7153-1_T7, 76010 1,364
190T0|;nate\nv(?22)*2_!*1|3, 1,33%10 1,841
ZTeTOM.INY.Z(F22)_PALIVYZ2Z, 1,578 10 2,032
248TOM.INY.2{722)_PARIC1960, 1,935 10 2,566
Z0eTomatelnvi 722)-2_T7, 2,097 0 2,596

B e BT T I
1 48z =89 ed7 1,749 1,339 1,841 1,935 2032
: . : : E v s :

Figura 3. Contigde secuencias elaborado con el progr@eguenche4.6, mostrando la secuencia total
(2596 nt.) del ADN-A del virus caracterizado.

27



4.2. Estandarizacion del método de inoculacion.

De los tratamientos evaluados (5, 10, 15 y 20 nsogca planta) segun los sintomas
observados se establecid que el mejor tratamiergt@lfde 10 moscas por planta con una
incidencia del 80%. Para los tratamientos de 5y 26 moscas se obtuvo una incidencia
del 20%, 30% y 30%, respectivamente. Estos resadtfweron confirmados al hacer la

deteccion del virus pafot blot(Tabla 2, Figura 4).

Tabla 2. Resultados de la estandarizacion del métodoateiiacion en jaula individual.

Evaluaciones Numeracion
Tratamiento® en la
Sintomas| dot blot membrana
5-10 + + 1
5-8 - - 2
5-9 - - 3
5-7 - - 7
5-2 - - 8
>-4 - - 17
5-3 - - 18
5-6 - - 25
5-1 - - 29
5-5 + + 34
10-5 + + 6
10-9 + + 11
10-1 - - 15
10-7 + + 19
10-3 + + 20
10-8 - - 28
10-10 + + 32
10-6 - - 33
10-2 + + 35
10-4 + + 40
15-3 - - 5
15-9 - - 10
15-10 + + 13
15-8 - - 16
15-2 - - 21
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Tabla 2. Continuacién.

15-7 + + 22
15-6 - - 23
15-1 - - 26
15-5 + + 38
154 - - 39
20-6 - - 4
20-4 - - 9
20-7 - - 12
20-2 - - 14
20-3 - - 24
20-10 + + 27
20-9 - - 30
20-5 - - 31
20-1 + + 36
20-8 + + 37

YEl primer nimero corresponde al tratamiento 5, 1,0 20 moscas por planta; el segundo nimero
corresponde a la repeticion.

Figura 4. Hibridaciéndot blot de hojas jévenes de tomate var. Unapal Marad#apués de 45 dias de
la inoculacién con moscas blancas infectadas cgorbevirus. Los ndmeros en los recuadros indican los
numeros asignados en el laboratorio (Tabla 2)C@ntrol enfermo.

Con el tratamiento de 10 moscas por planta ademasgsd un buen desarrollo de los

sintomas de mosaico, amarillamiento y distorsidiarf¢Figura 5).
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Figura 5. Planta de Unapal Maravilla inoculada con el ToYM#ilizando 10 moscas en jaula
individual. Se observan los sintomas de mosaicaibiamiento y un ligero arrugamiento foliar.

Las pruebas de inoculacion mecanica del virus enat® hib. Kyndio y en frijol
resultaron negativas; no se observaron los sint@spsrados después de evaluaciones

realizadas a partir de los 15 dias de la inoobitariesultados no mostrados).

4.3. Evaluacioén de la resistencia al begomovirus.

Se realizaron dos evaluaciones en el invernadgraragas temporalmente. La primera se
realizd, del 30 de marzo al 27 de Abril de 2007p hanas condiciones promedio de
temperatura de 28.5 °C en el dia y 24 °C en ldh@ocuna humedad del 80%. Los

resultados de incidencia 'y deteccion del virusR©OR ydot blotse resumen en la tabla 3.
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Para esta primera evaluacién se observé que ldeincia de la enfermedad aumenté a
medida que pasaron los dias después de la ina@uleégolo para el genotipo FLA 456-4
no se observaron plantas con sintomas en ningulas ddservaciones con una incidencia
del 0%. Los genotipos susceptibles hib. Kyndio y. Wdnapal Maravilla alcanzaron una
incidencia del 100%; CLN 2026D, previamente remwta@omo susceptible (Pérez &
Hanson, 2004) tuvo un 50% de plantas infectadasoBtraste, los genotipos FLA 478-6-
3-1-11 y FLA 496-11-6-1-0 solo alcanzaron una ieoida del 10 % y el genotipo FLA

653-3-1-0 de un 20%.

Tabla 3. Primera evaluacion de la respuesta de los geno@pds inoculacion en jaula individual del
begomovirus ToYMV.

14 DDI 21 DDI 28 DDI
Genotip02 ncidencia Plantaz;;)on virus neidencia Planta?O/(;)on virus ncidencia Plantaz;;)on virus
(%) PCR dot blot (%) PCR dot blot (%) PCR dot blot
FLA 653-3-1-0 0 0 0 20 0 0 20 0 0
CLN 2026D 20 20 20 40 0 20 50 10 20
FLA 456-4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kyndio 80 20 20 90 0 20 100 10 20
FLA 478-6-3-1-11 0 10 10 0 10 10 10 10 10
FLA 496-11-6-1-0 0 0 10 10 10 0 20 10 10
Unapal-Maravilla 100 50 50 100 10 50 100 0 50

' DDI- Dias después de la inoculacién.

2 El nimero de plantas evaluadas fue diez por gemoti

En cuanto a la deteccién del virus, en general eolsservd una relacion entre el
porcentaje de plantas infectadas y el porcentajplaldas donde se detect6 el virus para
ninguna de las dos técnicas (PCRIat blo). Con la técnicalot blot, sin embargo, se

detect6 el virus en un mayor numero de plantaslajbécnica de PCR, este resultado fue
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consistente para las tres observaciones despuasraeulacion (Figura 6). La técnica de

PCR no fue tan sensible y ademas no hubo reprdtidaibde los resultados en el tiempo.

Como se esperaba una alta correlacion de los adsglide incidencia con los de deteccion
del virus, se hizo una segunda evaluacion pararowanf los resultados obtenidos. Este
ensayo se realizd, del 22 de agosto al 19 de sdpede 2007, con una temperatura
promedio de 28 °C en el dia y 23 °C en la nocheméddad del 80 %. Los resultados se
observan en la tabla 4, donde se reportan loseslbe incidencia, severidad y porcentaje

de plantas con virus detectadas gaot blot

En esta segunda evaluacion se observé que losesatlar incidencia, medidos como el
porcentaje de plantas afectadas segun la obsenvdeigintomas, son altos. Desde los 14
dias después de la inoculacion (DDI), Kyndio y Ualdyaravilla ya habian alcanzado un
100% de incidencia. Este mismo porcentaje se pi@sefos 28 DDI en las lineas FLA
653-3-1-0 y CLN2026D, reportada previamente consraptible. La linea FLA 478-6-3-
1-11 tuvo el valor mas bajo con un 30% de las pnobn sintomas, seguido por las lineas
FLA 496-11-6-1-0, y FLA 456-4 donde se observaincidencias del 66, y 70%,

respectivamente.
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Figura 6. Primera Evaluacion. Hibridaciédtot blot de hojas jovenes de materiales St@anumspp.
inoculados con ToYMV. A- 14 dias después de lautaon (DDI), B- 21 DDI, C- 28 DDI. Cada punto
corresponde a una repeticion; los puntos negrasanda presencia de ADN viral. FLA 478-6-3-1-11
(5,9,18,22,25,40,44,58,63,69), var. Unapal Maravi{l2,15,17,19,33,35,49,50,54,57), FLA 653-3-1-0
(1,10,20,28,29,34,38,46,60,64), FLA 456-4 (3,28B3037,39,51,62,65,67), FLA 496-11-6-1-0
(6,8,13,16,42,43,48,52,61,68), CLN 206 D (2,11,2413,47,55,56,59,70), hib.  Kyndio
(4,7,14,26,27,31,36,45,53,66), (+)- control enferm
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Tabla 4. Segunda evaluacién de la respuesta de los gendaigdasinoculacion en jaula individual del
begomovirus ToOYMV.

14 pDI* 21 DDI 28 DDI

Genotipc® Incidencia® | P.V.* | Sever?® | Incidencia | P.V. | Sever. | Incidencia] P.V.| Sever.
FLA 478-6-3-1-11 30 0 0,3 30 0 0,3 30 0 0,3
FLA 496-11-6-1-0 66 0 0,8 66 16 0,8 66 33 1
CLN 2026D 50 40 1,3 90 70 1,7 100 70 2,5
Kyndio 100 70 2,8 100 80 3 100 80 3,5
FLA 456-4 70 10 0.9 70 50 0,8 70 10( 0,7
Unapal-Maravilla 100 60 2,9 100 60 3,1 100 6( 3,4
FLA 653-3-1-0 20 0 0,2 40 20 0,4 100 20 1

DDI- Dias después de la Inoculacién

2 El nimero de plantas evaluadas fue diez por gematixceptuando FLA 496-11-6-1-0 y FLA 653-3-pala las que
se utilizé 6 y 5 plantas respectivamente.

3 Porcentaje de plantas infectadas basado en lnsrsis

4 Porcentaje de plantas con virus basado en ladaitiindot blot

SValores promedio segln escala de evaluacién (Tgbla

A pesar que los valores de incidencia son altcs,imdices de severidad muestran las
diferencias en las respuestas de los diferentestiges a la inoculacion. Por ejemplo, para
la linea FLA 653-1-0 al final de la evaluacion deservo que la totalidad de las plantas
evaluadas presentaban sintomas pero el indicevdedsal promedio solo fue de 1; esto
significa que los sintomas observados eran peldeptsolo después de una evaluacion
muy cuidadosa. Caso contrario sucede con la vatiétteapal Maravilla y el hibrido
Kyndio donde igualmente hay una incidencia del 1@%® los indices de severidad son
del 3,4 y 3,5, respectivamente. Estos valorese®wireflejados en sintomas moderados a

severos de mosaico, amarillamiento y distorsioiaf@ue eran evidentes en toda la planta.

En los andlisis de varianza que se realizaron @lairadice de severidad para cada uno de

los tres dias de evaluacion (14, 21 y 28 DDI) seeol® que, con una confiabilidad del
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95%, hubo diferencias significativas entre los @ggos evaluados. Las pruebas de Duncan
de comparacion de medias muestran que a partiogl2l DDI se forma un grupo
compuesto por Unapal-Maravilla y Kyndio con una esglad promedio de 3.0, un
segundo grupo conformado por la linea CLN 2026Dwua severidad de 1.7 y finalmente
un tercer grupo que reune todas las lineas FLA wun severidad inferior a 1.0 (Ver

Anexo Ay B).

En cuanto a la deteccion del virus, la correlagiéneral entre el porcentaje de plantas con
sintomas y el porcentaje de plantas donde se dete&DN viral por la técnicaot blot
fue de un 73%. A pesar de que no existi6 una cmi@h del 100%, los resultados
obtenidos reflejan la reaccidn de las plantasi@deulacion viral. Para las lineas FLA 653-
3-1-0 y FLA 496-11-6-1-0 se observé que la detetciél virus se hizo solo después de
los 21 DDI y en un porcentaje bajo. Para linea F#8-6-3-1-11 que tuvo la menor
incidencia y el menor valor de severidad, no sealétel virus en ninguna de las plantas
evaluadas. En la linea FLA456-4 el porcentaje datpk detectadas con virus (100%) fue
mayor que la incidencia (70%). Para los genotipaesceptibles Unapal Maravilla y
Kyndio, como se habia anotado previamente, sertuviealores de incidencia del 100%
desde los 14 DDI pero no se registraron los misvatmes de deteccion del virus, aunque
en Kyndio se alcanza una deteccion del 80% del#aggs. La linea CLN2026D también
alcanza el 100% de las plantas infectadas a |&338/ se detecta el virus pdot blot en

el 70% de ellas.
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La deteccidn del virus se realiz6 ademas con laidécde PCR y se compararon los
resultados con la técniat blot,los resultados se muestran en la tabla 5. En gkelaer
técnicadot blotfue mucho mas sensible y reproducible en el tierapajn planta en la que
se hizo deteccion a los 14 DDI se pudo hacer lacd&in del virus hasta el final de la
evaluacion (28 DDI) (Figura 7). Para la evaluaco@m PCR, al contrario, se observo
como la eficiencia de deteccion va disminuyend@eolandose los menores porcentajes
de plantas detectadas a los 28 DDI. La correlagéreral entre el porcentaje de plantas

con sintomas y el porcentaje de plantas en lasedetecta el virus fue del 68%.

Tabla 5. Deteccion de plantas con ADN viral con las téaside PCR ot blotpara la segunda evaluacion
de la respuesta de los genotipos a la inoculacigawga individual del begomovirus ToYMV.

14 DDI* 21 DDI 28 DDI

Genotipd® PCR® | dotblot | PCR | dotblot | PCR | dot blot
FLA 478-6-3-1-11 0 0 0 0 0 0
FLA 496-11-6-1-0 0 0 33 16 16 33
CLN 2026D 40 40 30 70 10 70
Kyndio 60 70 70 80 40 80
FLA 456-4 0 10 10 50 0 100
Unapal-Maravilla 50 60 60 60 20 60
FLA 653-3-1-0 0 0 0 20 0 20

DDI- Dias después de la Inoculacién

2 El nimero de plantas evaluadas fue diez por gemotixceptuando FLA 496-11-6-1-0 y FLA 653-3-péia las que
se utilizé 6 y 5 plantas respectivamente.

3 Para las dos técnicas se reporta el porcentgjdes en las que se detecta ADN viral.

La presencia del virus en las moscas blancas tanibe confirmada. Se evaluaron 100
moscas blancas elegidas al azar, recuperadasis®jaede inoculacion, encontrando que

el 60% de las moscas evaluadas tenian el virus.

36



Figura 7. Segunda Evaluacion. Hibridacidot blot de hojas jévenes de materiales Stanumspp.
inoculados con ToYMV. A- 14 dias después de lautazon (DDI), B- 21 DDI, C- 28 DDI. Cada punto
corresponde a una repeticién; los puntos negrasanda presencia de ADN viral. (+) control enferntd
control sano.
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4.4. Evaluacion agro-morfolégica

Los genotipos fueron evaluados en campo entre kxesnde abril y julio de 2007, bajo
unas condiciones de precipitacion promedio diaei@@ mm con un total acumulado de
338.9 mm para los 4 meses, y una temperatura rpeaiiaedio de 23 °C. Los resultados
obtenidos se vieron fuertemente afectados, durtotta la época de cosecha, por el
barrenador del fruto Neoleucinodes elegantaljspara el cual todos los genotipos

resultaron susceptibles.

El andlisis de varianza del ensayo montado en camgxiré que, con una confiabilidad
del 95%, el blogqueo no era necesario en las canisien las que se desarrollo el ensayo,
sin embargo, se lograron observar diferencias fagtivas entre los tratamientos
(genotipos evaluados) para las diferentes variaklakiadas (ver Anexo C). En la tabla 6
se resumen los datos tomados en campo para laserésticas del fruto y produccion por
planta. Como dato asociado a la produccion partglae hizo el conteo del nimero de
flores de la segunda inflorescencia. Se encontedequpromedio, FLA 653-3-1-0 y CLN
2026D tienen diez flores por inflorescencia, elridito Kyndio ocho, la variedad Unapal
Maravilla seis al igual que las lineas FLA496-11-68-y FLA 456-4 vy finalmente, la linea

FLA 478-6-3-1-11 cuatro.
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Tabla 6. Evaluacion en campo del rendimiento y formato fielo de los genotipos evaluados para la
resistencia al TOYMV.

Genotipo Anchd  Longitud Peso  No.l6culo$ Prod/planta
(Ko)
FLA 478-6-3-1-11 67.3 61.6 182.8 5 1.53
FLA 496-11-6-1-0 67.7 62.5 169.6 4 2.01
FLA 653-3-1-0 62.1 64.2 147.1 3 1.89
Kyndio 54.5 62.3 117.6 3 2.26
Unapal-Maravilla 51.9 58.8 98.7 3 1.80
CLN 2026D 49.6 57.3 88.2 2,5 1.35
FLA 456-4 44.5 39.3 55.4 3 1.80

! Se reportan los promedios en centimetros de ldidagpara ancho, longitud y peso de los frutos.
2 Se reporta el promedio del conteo del nimero d&ldé por fruto de 20 frutos.

Al evaluar las caracteristicas de los frutos semné que la linea con el mayor peso del
fruto fue FLA 478-6-3-1-11 con 182.8 g, con unagiitud y ancho promedio de 61.6 cm. y
67.3 cm., respectivamente. Sin embargo, esta irveauna de las producciones mas bajas,
1.53 Kg/planta. En contraste, la linea FLA 456-%otlos frutos de menor tamafio
(longitud 39.3 cm., ancho 44.5 cm. y peso 55.4¢) pa produccion fue de 1.8 Kg/planta.

El hibrido Kyndio tuvo la mayor produccion con 2Ré/planta.

Segun los descriptores para el tomate dado del IRGER6), las variedades comerciales
utilizadas como control tienen un formato de frigp@ redondo-alargado (chonto), al igual
gue la linea CLN2026D. Las lineas FLA 478-6-3-1H1A 496-11-6-1-0 y FLA 653-3-1-
0 tienen un formato de fruto ligeramente achatadéa linea FLA 456-4 un formato
redondeado. Esta linea se caracteriz6 ademasrmrftatos de color naranja a diferencia

de los demas genotipos que presentaron frutoslderog (Figura 8).
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Figura 8. Frutos de los materiales 8elanumspp. evaluados para la resistencia a begomoviruga
Unapal Maravilla, B- hib. Kyndio, C- FLA 478-6-311t, D- FLA 653-3-1-0, E- FLA 496-11-6-1-0, F- FLA
456-4y G- CLN 206 D.

A pesar de la alta precipitacibn que se presen largo del ensayo, poblaciones de
mosca blanca fueron observadas hacia el final id& del cultivo y con ella algunos
sintomas virales. Se evalud, aunque no era eliabjéa respuesta de los genotipos a la
infeccion natural con el virus. La incidencia deetdermedad fue bastante clara en Unapal
Maravilla y Kyndio donde se observaron sintomas ndesaico generalizado pero
moderado, la linea CLN2026D fue la mas afectadsgptando un amarillamiento intenso,
deformacion de las hojas hacia arriba (concavidadyrosis foliar y finalmente muerte de
la planta (Figura 9). En las otras lineas (FLA #78-1-11, FLA 496-11-6-1-0, FLA 653-
3-1-0 y FLA 456-4) no se observaron sintomas de Vipal que estuvieran afectando las

plantas.
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Figura 9. Sintomas virales observados en campo en la lind2@6D (A) y la variedad Unapal-
Maravilla (B).

Al hacer deteccion del virus pdot bloten plantas adultas (Figura 10), se encontré que del
92-100% de las plantas de Unapal Maravilla, Kyngida linea CLN 2026D tenian
presente ADN del virus. Por el contrario, en nirggule las plantas evaluadas para las
lineas FLA 653-3-1-0 y FLA 496-11-6-10 se detectdMviral. Para la linea FLA 456-4

solo se detect6 el 10% y para la linea FLA 47831643 un 50%.

Igualmente se hizo deteccion por PCR del virus@hrhoscas blancas colectadas al azar

en campo, y se encontr6 que el 35% de ellas padseet virus.
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Figura 10. Hibridaciondot blotde hojas jovenes de materialesSidanunspp. evaluadas en campo e
inoculadas naturalmente. 1. FLA 478-6-3-1-11, 2. Umapal Maravilla, 3. FLA 653-3-1-0, 4. FLA 436
5. FLA 496-11-6-1-0, 6. CLN 206 D, 7. hib. Kyndig,) control enfermo y (-) Control sano.

42



5. DISCUSION

La caracterizacion del aislamiento del ToYMV selenado para este estudio, concuerda
con lo reportado en Colombia en los departamergoSuhdinamarca y Tolima (Morales
et al, 2002; Corralest al, en prensa) y confirma la diseminacién de esigs\en el pais

en las plantaciones de tomate (Moraesl., 2002). Esta diseminacién ha sido asociada a
la mejor capacidad de adaptacion del biotipo BBdtabacia otras zonas agricolas donde

el biotipo original no se encontraba.

Para evaluar los genotipos por su resistencia MR se hicieron inoculaciones

artificiales; se ha reportado que las inoculacionaturales en campo llevan a una
infeccibn mucho méas suave comparada a las inooulesi artificiales probablemente
debido a una infeccion tardia y no sincronizadadPBi al, 1998). Dentro de las formas de
inoculacion mediada por mosca blanca, la inocufaei® jaula individual se reporta como
un buen método para diferenciar cultivares conles/gariables de resistencia y también
permite una distribucién méas uniforme del vectaevmiendo los mecanismos de no

preferencia (Picet al, 1998).

Al hacer la estandarizacién del método de inocalaein jaula individual, se encontré que

el tratamiento adecuado para la evaluacion eraeel@ moscas por planta. Con este
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namero de moscas se logré una buena expresiémidensis y se obtuvo una incidencia
del 80%. Esto concuerda con lo reportado en estud® evaluaciéon de fuentes de
resistencia a begomovirus en tomate donde se héradd 10-20 moscas por planta
(Zakayet al, 1991, Santanet al, 2001, Giordanet al, 2005). La menor incidencia de la
enfermedad observada al aumentar el nimero deidods deB. tabaci por planta, se

debid a la interferencia y estrés causado a lagasdslancas al aumentar su poblacion

dentro de un espacio muy limitado, lo cual las c&eda migrar.

Ademas de la evaluacién de los sintomas para detra incidencia de la enfermedad,
se ha reportado que el tiempo en el cual la acuwidmalel virus comienza y el nivel de
acumulacion que alcanza son indicadores fiableggistencia (Picet al, 1999). En este
estudio se encontrdé que el procedimiento de hibiddadot blo) fue mas efectivo que la
técnica del PCR para detectar la presencia debrbegrus seleccionado en plantas
sintomaticas o asintomaticas sistémicamente irdastala técnica delot blot permitio
detectar ADN viral en hojas jovenes, desde los D4, incluso en plantas asintomaticas.
Se ha reportado que la desventaja de la técnicRGR es la dificultad de obtener
purificaciones de ADN de alta calidad de plantascaepo y que la efectividad de la
deteccidon por PCR decrece en estados avanzadasedeidn, alrededor de los 30 DDI
cuando las plantas exhiben sintomas severos yel dé contaminantes incrementa los
resultados erraticos (Picat al, 1999). Esto concuerda con lo obtenido en losyms

realizados en este trabajo donde claramente l&laoidn entre el porcentaje de plantas
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con sintomas y el porcentaje de plantas detectaatag! virus varié de un 71% a los 14

DDI a un 46% a los 28 DDI.

Los genotipos evaluados en este estudio incluyiofineas seleccionadas en la Florida
(FLA) como fuentes de resistencia a begomovirudNdelvo Tomato mottle virdsy Viejo

Mundo (Tomato yellow leaf curld virus TYLCV), presentes en ese Estado; el control
susceptible CLN2026D, y variedades comercialeizatlhs en Colombia, susceptibles al

ToYMV.

Para las variedad Unapal Maravilla y el hibrido #ignse obtuvo una incidencia del 100%
desde los 14 DDI. Sin embargo, la deteccién del ADAI no se logrd para la totalidad de
las plantas afectadas. En el desarrollo de losrelg se observaron diferencias entre las
plantas en las que se detectd el virus y aquetidaseque no. Para las primeras, el indice
de severidad estuvo mas cerca de la calificaciofh @#ntomas severos distribuidos en la
totalidad de la planta), mientras que en las gilastas la severidad estaba en un rango de
2-3 donde los sintomas fueron conspicuos pero levesoderados, observandose
principalmente en las hojas mas viejas y no si¢gad@videntes en las hojas mas joévenes.
Esta respuesta diferencial podria sugerir que dsimyariedades poseen algin mecanismo
de resistencia, como la habilidad de escapar écdidn, lo cual se manifiesta en una baja

incidencia de la enfermedad en presencia del patdgsu vector.
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En la evaluacién de campo de estas dos variedadesjdencia también alcanzé el 100%
al igual que la deteccién del ADN viral pdot blot El porcentaje de plantas en las que se
detectd el virus fue mayor que el obtenido en in&dero quizas porque la acumulacion
del virus fue mucho mayor teniendo en cuenta lal etfalas plantas. Sin embargo, el
desarrollo de la enfermedad no fue limitante panarbduccion porque las poblaciones de
mosca blanca transmisoras del virus no estuviereseptes en las primeras fases del
cultivo debido a las altas precipitaciones regikisaen la zona de estudio. Ademas el bajo
porcentaje de moscas blancas en las que se detedtas (35%) muestra que la presion

de in6culo no fue alta.

Para el testigo susceptible, la linea CLN 20260nétulo presente en condiciones de
campo fue suficiente para que se desarrollaransiofbomas mas severos entre los
genotipos evaluados, incluso provocando una necfoBar generalizada finalizando en

muerte de las plantas.

Para las lineas desarrolladas en Florida (FLApesreral, se observé que hubo infeccidon y
desarrollo de sintomas cuando se hizo la inoculaartificial pero la severidad maxima
fue 1.0 (sintomas leves visibles solo después debusqueda cuidadosa). En las lineas
FLA 496-11-6-1-0 y FLA 653-3-1-0 hubo deteccién defus en las plantas que
desarrollaron los sintomas solo a partir de loDP1; y en la linea FLA 478-6-3-1-11,
ademas de la baja incidencia, no se detectd e$.vEEgte comportamiento sugiere un

mecanismo de resistencia, donde el virus puederauitiplicarse en algun grado, pero la
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dispersion del patdgeno a través de la planta sisingido en relacién al hospedero
susceptible, y los sintomas de la enfermedad gemamge son muy localizados y no son
evidentes (Kangt al, 2005). La linea FLA 456-4, en cambio, dondeeteaté ADN viral

en la totalidad de las plantas evaluadas a los R8 Des un caso de resistencia a la
enfermedad donde el virus puede moverse sistémitane@ su hospedero sin manifestar

sintomas, al contrario de lo que sucede en eftestisceptible (Kanet al, 2005).

En campo las lineas FLA también se comportaron c@sistentes al hacer la evaluacion
por sintomas, pero, sin embargo, la respuestasdgelwotipos a la infeccion fue en algunos
casos diferente a lo observado en invernaderoejearplo, en la linea FLA 456-4 no se
detecté ADN viral en ninguna de las plantas, enldarmpara la linea FLA 478-6-3-1-11 se
detectdé en un 50% de las plantas de campo, mieatrasvernadero fue la Unica linea
donde no hubo deteccion. Estas aparentes varigcieneel comportamiento de los
genotipos pueden deberse a que la infeccion napuatle ocurrir en condiciones
desfavorables para el virus y sus vector, indudeml escape de la infeccion (Lapidot &

Friedmann, 2002).

Las lineas FLA son lineas creadas buscando haregriesion de genes de resistencia al
TYLCV, presentes en accesiones de especies sdgedaSolanum(Lycopersicoi spp..

La linea FLA 456-4 viene del cruce de LA 277$. Chilensgque posee el gen Ty-3,
(parcialmente dominante para resistencia al TYLZ\Migado a otro gen de resistencia, el

Ty-1) (Ji & Scott, 2006 en Biast al, 2007), y el hibrido comercialryking, el cual
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aparentemente posee otro tipo de resistencia alCWly a begomovirus bipartitos
presentes en Brasil (Giordara al, 2005). Esta linea ya habia sido reportada como
resistente a begomovirus presentes en el Valle afmtifdn, El Salvador (Pérez &
Hanson, 2004). El origen de la resistencia para Bb&-3-1-0 viene igualmente de la
accesion LA 2779 de. chilensey el hibrido Tyking y se ha reportado como fuente de
resistencia a infecciones de TYLCV controlada pomlelo recesivotr-1) que afecta el
movimiento del virus. Para la linea FLA 478-6-3fl@nte de resistencia es la accesion

LA1938 deL. chilense (Bian,et al, 2007).

Los resultados obtenidos en este trabajo muesttadaa las lineas FLA con algin grado
de resistencia al ToYMV, confirmando lo encontrago otros estudios donde algunos
genotipos seleccionados por su resistencia almbegous monopartito TYLCV, también
se comportan como resistentes a begomovirus bgm(tbiordanaet al, 1999 en Santana
et al, 2001; Pérez & Hanson, 2004; Mega al, 2001 en Lapidot & Friedmann, 2002).
Estas observaciones sugieren que existen difergetess de resistencia a begomovirus,

tanto monopartitos como bipartitos en la espediesstres de tomate, con® chilense.

De esta manera, cualquiera de las lineas FLA pgdriana fuente potencial de resistencia
al ToYMV. Sin embargo, en un programa de mejoratoiees necesario conocer los
mecanismos de resistencia que estan operando yaentar la vida util de las variedades
mejoradas. Segun Van Den Bosch y colaboradores6)2@dienes crearon un modelo

epidemiologico del pato-sistema planta-virus-vectimmbinado con un modelo para
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determinar la dinamica del virus dentro de la @amse pueden definir cuatro tipos de
resistencia que pueden o no ejercer una presidatasosobre el virus, disminuyendo asi
la durabilidad de la resistencia. Uno de ellosaees$istencia que reduce el titulo del virus
(restringe la multiplicacion), donde la acumulacidal virus es muy baja y no se
desarrollan sintomas. El segundo mecanismo esiktgncia a la expresion de sintomas a
pesar de la existencia de un titulo alto del viMis los otros dos tipos implican la
resistencia en el momento de la inoculacion o dadiguisicion del virus por el vector,
donde ademas de los factores bioquimicos puede iestducrada la arquitectura de la
planta (ej. densidad de tricomas). La linea FLA -456ie un claro ejemplo de la
resistencia que disminuye los sintomas a pesaa daulltiplicacion irrestricta del virus a
los 28 DDI. Este tipo de resistencia debe ser jpdnecon cuidado pues segun el modelo

planteado, este genotipo seria una buena fueni®dgo en el campo.

Para las otras lineas (FLA 496-11-6-1-0, FLA 65B3-y FLA 478-6-3-1-11), el
mecanismo de resistencia seria similar al desiciit@lmente, donde la multiplicacion del
virus se ve restringida, particularmente a padiciirta edad de la planta o condiciones de
inoculacion o adquisicion del virus, permitiendo edcape a la infeccion en algunos
individuos, mientras en otros evita los efectoseaslys del virus en la fisiologia de la
planta en sus etapas iniciales (las mas susceptblganio). Piven y colaboradores (1995)
evaluando accesiones Hechilense fuente de resistencia para las lineas FLA, segjae

en algunos materiales la resistencia podria aestariada a la evitacién de la transmisién

del virus por el insecto vector o la inhibicion ldeentrada inicial del virus dentro de la
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planta. Este tipo de resistencia no genera unaéprate seleccion en el virus para
evolucionar hacia virus con tasas de multiplicacidas altas por lo que seria mas
favorable en la iniciacion de un programa de mejeato donde se busca entregar
cultivares que pongan la minima presion de selaceioel virus para que evolucione en
cepas mas agresivas (Van Den Bosch, 2006). Sinrgmtda experiencia que se ha tenido
con el frijol comun y el begomovirus causal del aos dorado amarillo del frijol,

demuestra que este tipo de resistencia varia deagdosis (incidencia) del virus, y que

estos materiales gradualmente disminuyen su nevedsistencia (Morales, 2001).

La caracterizacion agro-morfolégica por su partestndoque las lineas FLA se adaptaron
bien a las condiciones de evaluacion en campo yequgeneral, a excepcion de la linea
FLA 456-4, que produce frutos pequefios de colarmar todas tienen un buen tamafo de
fruto con caracteristicas muy similares al formqte comercialmente se conoce como

tomate milano, con rendimientos que oscilaron ehey 2.0 Kg/planta.

Evaluando las caracteristicas de resistencia ycdasliciones agro-morfolégicas de los
genotipos evaluados se pueden seleccionar las IFied 653-3-1-0, FLA 496-11-6-1-0 y

FLA 478-6-3-1-11 como fuentes de resistencia al MiyYdetectado en el Valle del Cauca.
La importancia que ha cobrado la distribucién dgYMV en Colombia crea la necesidad
de constituir programas de mejoramiento en tomat@ @l desarrollo de variedades
resistentes, base de cualquier proyecto de catgrblegomovirus (Morales, 2006). Asi, la

seleccién de fuentes de resistencia y la estarstadiz de las técnicas de inoculacion y
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deteccidén del virus logradas en este estudio gara¥MV dan la base para el inicio de un
proyecto de mejoramiento para la variedad UnapataMiéa que busca, reducir las
pérdidas econémicas provocadas por las enfermedadbss en los uUltimos afios, tratando

de no afectar la produccién y calidad del cultivo.
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6. CONCLUSIONES

- La caracterizacion molecular del ADN-A mostro TaYMV como el begomovirus
presente en el cultivo de tomate en el Valle deid@aa

- La evaluacion de la resistencia de las lineasstndarizo utilizando el método de jaula
individual con 10 moscas por planta y haciendoatéd@ del ADN viral con la técnicdot
blot.

- Las lineas FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-11,AF456-4 y FLA 653-3-1-0 se
comportaron como genotipos resistentes a la inodulaon el TOYMV.

- Las linea FLA 456-4 se comporté como una linesistente solo a los sintomas
permitiendo la acumulacion del ADN viral y por tarttaciéndola no elegible para los
procesos de mejoramiento genético de tomate.

- El comportamiento agronémico de las lineas FLAsm@ en general, buenas
caracteristicas de los frutos y del rendimiento aee a estos genotipos aptos para un
programa de mejoramiento, a excepcion de la lifeA 456-4 que mostro frutos
pequefios y de color naranja.

- Las lineas FLA 496-11-6-1-0, FLA 478-6-3-1-11,FLA 653-3-1-0, con el mejor
comportamiento agronémico y nivel de resistencid@@'MV, son los genotipos aptos

para el inicio del programa de mejoramiento gepnétid tomate var. Unapal-Maravilla.
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8. ANEXOS

Anexo A. Resultados de los Analisis de Varianza parlos datos de severidad para

tres fechas de evaluacion.

Variable Fcal Pr>F
Severidad (14 DDI) 15.30 <.0001**
Severidad (21 DDI) 19.97 <.0001**
Severidad (28 DDI) 24.16 <.0001**

! Los asteriscos sefialan que hay diferencias sigtiifas entre tratamientos con un nivel de corifidd del
95%.

Anexo B. Resultados de la Prueba de Duncan paravVariable severidad.

Severidad a los 14 DDI

Grupo Duncan Media Tratamiento

A 2.9000 Unapal-maravilla
2 2.8000 Kyndio
B 1.3000 CLN 2026D
BB 1.0000 FLA 456-4
g 1.0000 FLA 496-11-6-1-0

0.2222 FLA 478-6-3-1-11

O000000

0.2000 FLA 653-3-1-0
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Severidad a los 21 DDI

Grupo Duncan

A
A
A

@

O0O00000

Severidad a los 28 DDI

Grupo Duncan

us]

O00000O0

Anexo C. Resultados de los Andlisis de Varianza patas caracteristicas del fruto.

Media Tratamiento
3.1000 Unapal-maravilla
3.0000 Kyndio

1.7000 CLN 2026D
0.8333 FLA 496-11-6-1-0
0.8000 FLA 456-4
0.4000 FLA 653-3-1-0
0.3333 FLA 478-6-3-1-11

Media Tratamiento

3.5000 Kyndio

3.4000 Unapal-Maravilla
2.5000 CLN 2026D
1.0000 FLA 653-3-1-0
1.0000 FLA 496-11-6-1-0
0.7000 FLA 456-4
0.3333 FLA 478-6-3-1-11

Variable Fcal Pr>F
Ancho fruto 39.21 <.0001**
Longitud fruto 35.77 <.0001**
Peso fruto 25.58 <.0001**
Rendimiento 3.3 0.0055*
Flores x inflorescencia 9.24 <.0001**

! Los asteriscos sefialan que hay diferencias sigtiifas entre tratamientos con un nivel de corifidd del

95%.
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