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Resumen

Introduccion. El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de gran valor
econdmico a nivel mundial, ya que se producen unos 180 millones de toneladas al afio. En el
2014 se detecto el virus de la cuchara (Tomato yellow leaf curl Israel virus, TYLCV-IL) en
plantaciones comerciales de tomate en Costa Rica. Con el fin de obtener semillas de
procedencia costarricense, con resistencia o tolerancia a este virus, se les ha introgresado,
utilizando la mejora genética, genes de resistencia a tres nuevas lineas procedentes del
hibrido Prodigio. Objetivo. Determinar si tres hibridos de tomate costarricenses
introgresados con genes de resistencia al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) Ty-1/ Ty-
3 y Ty-2 en distintas combinaciones piramidales, mejoran la resistencia al virus y muestran
crecimiento y rendimiento comparable con dos hibridos comerciales. Metodologia. Se
establecieron en invernadero cinco tratamientos con cuatro repeticiones cada uno,
distribuidos en un disefo irrestricto al azar. Tres de los tratamientos utilizados
correspondieron a hibridos promisorios con genes de resistencia al TYLCV en distintas
combinaciones piramidales, el cuarto fue el hibrido Prodigio (testigo susceptible) utilizado
para evaluar el crecimiento y rendimiento, y el quinto fue el hibrido comercial resistente
importado, utilizado para evaluar resistencia o tolerancia al virus y el rendimiento comercial
de frutos respecto a las versiones del nuevo hibrido. Se evalu¢ la incidencia y severidad del
virus, mediante evaluaciones en campo con el empleo de una escala visual de severidad de
sintomas, ademads se utiliz6 la hibridacion molecular con sondas marcadas y la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para determinar la presencia o ausencia del virus en las
plantas. Se evalu6 también el rendimiento y calidad de los frutos mediante evaluaciones
fenologicas en cada cosecha y evaluaciones postcosecha de los frutos. Resultados. Los
hibridos que poseen los genes de resistencia Ty-2 y la combinacion piramidal Ty-1/Ty-3/Ty-
2, son los que cumplen de mejor manera con los objetivos de esta investigacion, ya que
poseen la menor incidencia e indice de severidad ante el virus TYLCV, en comparacion con
el testigo comercial resistente; ademads, poseen un rendimiento y desempefio agronémico
comparables al hibrido Prodigio. Conclusion. Se rechaza la hipotesis nula de esta
investigacion, la cual propone que entre mas cantidad de genes de resistencia posea una

variedad (piramidacion de genes) mayor tolerancia al virus se obtiene ya que no presenta
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diferencias significativas con otros tratamientos, sin embargo, se recomienda seguir poniendo

a prueba estos hibridos para localizar resistencia mas prolongada y de amplio espectro.
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Introduccion

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum Linneus) es una hortaliza de gran valor
econdmico a nivel mundial. Su demanda estd en crecimiento, debido a sus propiedades
antioxidantes y anticancerigenas presentes en el licopeno, pigmento carotenoide que brinda
el color rojo al fruto (Rodriguez et al., 2017).

El tomate es la hortaliza mas difundida en el mundo (junto con la papa), ya que se
producen 180 millones de toneladas al afio (Lahoz et al., 2020). Segun la ultima memoria
anual publicada por la Oficina Nacional de Semillas (ONS), para el ano 2020 se importaron
14 443 187 unidades de semillas de tomate a Costa Rica, con un peso total de 172,02 kg, lo
que equivale en dolares a un monto de $1 913 653,73. Ademas se exportaron 7 307 027
unidades de semillas de tomate, obteniéndose un ingreso en dolares de $157 245,42.

En el pais se encuentran registradas semillas de tomate introducidas desde Estados
Unidos, Holanda, Israel, China, entre otros (Lopez, 2016; Matamoros, 2017). Hasta el
momento los unico registros de semillas de tomate producidas en Costa Rica son el hibrido
Alteza Villa 768 de la compafiia Villaplants de Costa Rica SRL y el hibrido Prodigio de la
Universidad de Costa Rica (Lopez, 2016); este tltimo se obtuvo tras mas de 17 afios de
investigacion por parte de mejoradores de la Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit
Moreno (EEAFBM) y con apoyo del Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia en
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el
Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA).

El hibrido Prodigio ofrece un rendimiento competitivo, adaptabilidad a las
condiciones climaticas del pais, tolerancia ante la marchitez bacteriana (enfermedad causada
por Ralstonia solanacearum Smith) y presenta frutos con las caracteristicas organolépticas
solicitadas por el mercado nacional (Goyenaga, 2016). A pesar de esto, no ha obtenido una
buena aceptacion en el mercado, debido a su susceptibilidad al Tomato yellow leaf curl Israel
virus, TYLCV-IL, conocido en el pais como virus de la cuchara por los sintomas que se
expresan en las plantas infectadas.

El manejo del TYLCV-IL en tomate incluye un paquete tecnologico costoso y dificil
de aplicar, se ha tratado de controlar el vector para reducir o eliminar la fuente de indculo y
la transmision de la enfermedad. De forma tradicional, se utilizan combinaciones de métodos

quimicos, fisicos y culturales, debido a que un solo enfoque en el manejo de la enfermedad
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no suele ser eficaz (Kil et al., 2016). Los agroquimicos han sido parcialmente efectivos, ya
que la presion del vector dificulta el manejo de la enfermedad, ademaés de la resistencia que
se ha ido encontrando en Bemisia tabaci a ciertos ingredientes activos que se utilizan para su
control (Duefias, 2012). El uso de barreras fisicas como mallas o invernaderos, suponen un
costo elevado para los productores, ya que se requiere material y mano de obra en la
colocacion de estructuras que den soporte y resistan la presion del viento (Kil et al., 2016).
El monitoreo constante de plagas, la eliminacion de malezas hospederas de mosca blanca o
de plantas enfermas, la recoleccion de frutos caidos ante la posibilidad de transmision por
semillas, la colocacion de cultivos trampa, el cambio en la temporada de cultivo o compra de
semillas importadas, son otras técnicas empleadas para disminuir las pérdidas en el
rendimiento ocasionadas por el TYLCV-IL (Kil et al., 2016).

Uno de los métodos mas eficientes empleados en los programas de control integrado
del virus, es la seleccion de cultivares resistentes. La resistencia genética es una medida de
control efectiva, pero estos cultivares también deben poseer caracteristicas agrondmicas
deseables, adaptabilidad a las condiciones climaticas y edafologicas, para ser utilizados por
los productores (Lapidot & Friedmann, 2002; Pacheco, 2017). Durante décadas, se han
aprovechado los recursos genéticos provenientes de especies silvestres en programas de
mejora, en busca de caracteristicas de interés agronémico como la resistencia a patdgenos,
de ahi que decenas de genes han sido introgresados mediante programas de retrocruzamiento
en la especie de tomate cultivado (Pacheco, 2017).

Evaluaciones preliminares en diferentes localidades del pais, se han enfocado en
probar cultivares experimentales de la Universidad de Costa Rica, del INTA e hibridos
importados con resistencia al TYLCV-IL, con el fin de disponer de alguna semilla que posea
caracteristicas agronomicas similares a cultivares susceptibles de uso comun por los
productores (Lopez, 2016, 2018). El programa de mejora genética de solanaceas de la
Universidad de Costa Rica, ha producido cultivares procedentes del hibrido Prodigio con
introgresion de algunos genes de resistencia recolectados a partir de un parental proveniente
del World Vegetable Center en Taiwan; por lo tanto, en esta investigacion se evaluara la
tolerancia que ofrecen estos hibridos al TYLCV, su rendimiento comercial y calidad

poscosecha de frutos.
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Objetivos
Objetivo general
Determinar si tres hibridos de tomate costarricenses introgresados con genes de
resistencia al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV): Ty-1/ Ty-3 y Ty-2 en distintas
combinaciones piramidales, mejoran la resistencia al virus y muestran crecimiento y

rendimiento comparable con dos hibridos comerciales.

Objetivos especificos
1. Comprobar si el piramidaje de genes de resistencia al TYLCV mejora la resistencia

en plantas de tomate inoculadas con el virus.

2. Determinar si los nuevos hibridos de tomate introgresados con los genes de
resistencia al TYLCV tienen un crecimiento y rendimiento comparable con dos

hibridos comerciales.



Evaluacion agrondmica de hibridos de tomate con genes de resistencia al TYLCV 18

Revision de literatura

Virus de la cuchara: generalidades del taxon

El Tomato yellow leaf curl virus (género Begomovirus, familia Geminiviridae), posee
un genoma monopartita (un solo componente de acido desoxirribonucleico (ADN) con un
tamafo entre 2,5 y 2,8 kilobases (Kb) que es capaz de realizar todos los procesos de
replicacién y movimiento viral por si solo (Duefas, 2012; Yan et al., 2021). Este virus,
comunmente conocido como virus de la cuchara o Virus del enrollamiento amarillo de la
hoja de tomate, provoca graves dafios en plantas dicotiledoneas de regiones tropicales y
subtropicales del mundo, tanto en invernadero, como a campo abierto (Campos et al., 2017;

Lapidot & Friedmann, 2002).

Transmision del Tomato yellow leaf curl Israel virus (TYLCV-IL)

En Costa Rica se ha detectado el aislamiento del Tomato yellow leaf curl Israel virus
(TYLCV-IL), el virus se trasmite de plantas enfermas a plantas sanas por insectos vectores,
especificamente la mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) en
forma persistente circulativa (Liu et al., 2021); hasta el momento no hay muchos detalles
sobre el potencial de transmision del virus por medio de semillas o inoculacién mecanica
aunque algunos autores han realizado algunos reportes a nivel mundial sobre la trasmision
por semilla (Kil et al., 2016).

Basta con que el insecto en etapa juvenil o adulta se alimente de una planta enferma,
durante 15-30 minutos, insertando su estilete en una planta infectada para que logre adquirir
el virus. Los sintomas de la infeccion pueden aparecer en la planta en un periodo entre 15-20
dias después de la inoculacion del virus (Bernal, 2010).

El TYLCV-IL es considerado como uno de los tres virus de mayor importancia
cientifica y econdmica de plantas de tomate a nivel mundial, junto con el Virus del bronceado
del tomate, (TSWV o Tomato spotted wilt virus) del género Tospovirus, familia
Bunyaviridae y el Virus del mosaico del pepino (PepMV o Pepino mosaic virus) del género
Potexvirus, familia Flexiviridae (Verlaan et al., 2013). El TYLCV puede ocasionar hasta el
100 % de pérdida del rendimiento de la produccion cuando la infeccion se da entre los
primeros 45 dias después de la siembra (Sade et al., 2020). En Costa Rica los dafios causados

por el TYLCV se han extendido por zonas productoras del Valle Central y Occidente,
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generando pérdidas considerables y provocando aumentos de precios del tomate, por
ejemplo, para el verano del 2017, el kilo de tomate paso de 1500 a 2600 (Hilje & Stansly,
2017).

El sintoma mas comun es el amarillamiento marginal e internerval; y produce
enrollamiento de los foliolos (Anexo 2). Cuando la infeccion ocurre de forma temprana,
produce aborto floral, reduccion de cuaje de frutos, disminucion del tamafio de los frutos,

maduracion precoz y malformaciones (Arroyo, 2017; Pérez, 2007; Rodriguez et al., 2017).

Introgresion de genes de resistencia al TYLCYV en plantas de tomate

La introgresion de genes es un proceso de traspaso estable de material genético de
una especie de interés a otra, mediante una serie de repetidos cruzamientos entre ellos y ha
sido utilizada para traer caracteristicas favorables que contienen individuos “no valorizables”
a materiales adaptados a condiciones edafoclimaticas; de esta manera se generan genotipos
genéticamente valorizados (Caruso et al., 2015).

Como parte de los esfuerzos para obtener plantas con resistencia o tolerancia a este
virus, se han rastreado genes con sefiales de resistencia al virus en fragmentos de cromosomas
de especies silvestres de Solanum. Utilizando la seleccion asistida por marcadores
moleculares se han identificado estos genes en cultivares susceptibles de tomate lo que ha
permitido el rescate de los genes que se han perdido a través de afios de domesticacion (Sade
et al., 2020). Hasta el momento, se han localizado por medio de marcadores moleculares seis
genes que confieren resistencia/tolerancia o al TYLCV, denominados Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-
4, Ty-5 y tem-1, que fueron previamente identificados en las especies silvestres de tomate
Solanum chilense (Dunal) Reiche (Ty-1, Ty-3 y Ty-4), S. habrochaites S. Knapp & D.M.
Spooner (Ty-2), S. peruvianum (L.) Mill (Ty-5) y un hibrido de S. lycopersicum Ilamado
Tyking (ttm-1) (Verlaan et al., 2013).

El gen Ty-1 fue el primero identificado para la resistencia al TYLCV, mapeado en
diferentes regiones del cromosoma 6, pero se descubrié que los genes Ty-1 y Ty-3 podrian
ser alelos de un mismo gen, por lo que al compartir una misma regién cromosdmica estan
muy ligados entre si, por lo tanto, se representan de la siguiente manera: Ty-1/Ty-3

(Butterbach et al., 2014 & Verlaan et al., 2013). El gen Ty-2 se localiza en el cromosoma 11
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y es quien confiere resistencia a algunos linajes del TYLCV en el mundo, tales como
cultivares mejorados en Taiwan, norte de Vietnam, el sur de la India e Israel (Duefias et al.,
2009; Vidavski et al., 2008).

Resultados presentados por Barbieri et al. (2010), mostraron las primeras
exposiciones de plantas con los genes Ty-1 y Ty-2, inoculados y puestos a prueba con las
cepas del TYLCV-IL y TYLCV-Sardinia (TYLCV-Sar), esta tlltima también conocida como
Cerdena. Las plantas con el gen Ty-1 presentaron tolerancia a TYLCV-IL, pero algunas de
ellas fueron susceptibles a TYLCV-Sar; mientras que las plantas con el gen Ty-2, no
permitieron en absoluto la replicacion de TYLCV-IL, pero cuando se inocularon con
TYLCV-Sar, la mayoria de ellas estaban completamente infestadas y con sintomas severos

del virus (Barbieri et al., 2010).

Piramidacion de genes

La piramidacion de genes de resistencia se define como la acumulacién de genes
favorables que afectan un caricter en un solo genotipo (Joshi & Nayak, 2010). Los materiales
hasta ahora resistentes no suponen la solucion definitiva al ataque del virus, debido a las altas
presiones del inoculo; por lo que, se ha tenido como objetivo buscar un material que posea
resistencia de amplio espectro a diferentes Begomovirus, mediante la combinacion de dos o
mas de estos genes de resistencia de distinta procedencia (Pérez, 2007).

Inicialmente, muchos programas de mejoramiento generaron una resistencia vertical
a partir de genes de resistencia mayores (genes R), provenientes de especies silvestres,
actualmente, se sabe que los genes R estan presentes en todos los tipos de resistencia, por lo
que los cultivares pueden volverse nuevamente susceptibles en poco tiempo; por eso, ahora
se busca generar una resistencia horizontal con combinacion de genes mayores y menores, a
esto se le ha llamado piramidacion de genes y busca obtener resistencia mas duradera (Rubio
et al., 2016).

Seglin Prassana et al. (2015) y Rodriguez et al. (2017), depender de un solo gen de
resistencia es una limitacion, por lo que piramidar multiples genes de resistencia Ty pueden
mejorar el espectro, la durabilidad, la estabilidad y el nivel de resistencia o la tolerancia a
diversas infecciones causadas por el complejo Begomovirus - B. tabaci. Cuando los genes de

resistencia se encuentran piramidados, actuan en diferentes etapas del proceso infectivo y
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segun la especie viral presente; por lo que, solo si ocurriese una infeccion de varias
mutaciones del virus simultdneamente, se quebraria dicha resistencia (Rodriguez et al.,
2017).

Debido a la importancia del proceso de piramidaciéon de genes, es necesaria la
identificacion de nuevos marcadores moleculares ligados a genes de resistencia Ty, con el fin
de reducir el tiempo que se invierte en programas de mejora genética en identificacion y
combinacion de mas genes de resistencia, ademas de aumentar la velocidad de recuperacion
del fenotipo del padre recurrente en los retrocruzamientos (Kothe & Pereira, 1997; Pérez,
2007).

El uso de recursos biotecnologicos, mediante seleccidon asistida por marcadores
moleculares, ha sido fundamental en este programa de mejora, para determinar la
presencia/ausencia de los genes de interés en los segmentos cromosdmicos con los que estan
asociados los genes Ty-1/Ty-3 y Ty-2: cromosoma 6 y 11, respectivamente (Bai et al., 2019).
La seleccion asistida por marcadores tiene la ventaja que es relativamente simple y permite
ahorrar recursos humanos y econdmicos. Sin esta alternativa, el tiempo de espera hasta poder
observar las caracteristicas fenotipicas puede ser de varios meses (incluso afios dependiendo
del cultivo) y requeriria mayor cantidad de horas en mano de obra para las labores de

produccion.

Deteccion del virus en Costa Rica

En la década de 1930 se detectd por primera vez en Israel el TYLCV, pero fue hasta
el 2012 que se hicieron los primeros reportes de la cepa Israel en plantaciones comerciales
de tomate en Costa Rica (Barboza et al., 2014). En ese momento la tasa infectiva no fue
preocupante, como si lo fue a finales del 2016, cuando el virus cobré importancia
significativa en cuanto a la tasa infectiva y generd considerables pérdidas econdmicas. Ese
afio el porcentaje de incidencia del TYLCYV increment6 a 41 % del total de muestras tomadas
en evaluaciones a nivel nacional (Arroyo, 2017).

Hasta este momento, de las 28 variedades y 30 hibridos de semillas de tomate
registradas en el pais por el Sistema de Registro de Variedades de la Oficina Nacional de
Semillas, las unicas semillas con procedencia 100% nacional son el hibrido Alteza Villa 768

y el hibrido Prodigio (Lopez, 2016).
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Segln estudios realizados a finales del afio 2016 con algunas de las principales
variedades de tomate cultivadas en Costa Rica, se identificaron cuatro cultivares con
tolerancia al virus, estos fueron Audaz, Colossus, TX-105 y 850591. Aunque la exposicion
de las plantas al virus se realizé en campo abierto, y no se realizé una inoculacion directa

utilizando moscas viruliferas o un clon infeccioso del TYLCV.

Prodigio: tinico hibrido nacional con resistencia a Ralstonia solanaceaurum

El 20 de septiembre de 2016, la Universidad de Costa Rica recibi6 el certificado de
registro por parte de la ONS y se liber6 por primera vez en el pais el hibrido de tomate 100
% costarricense, F1 FBM 17-3, conocido como Prodigio (Goyenaga, 2016). Esta semilla
esta adaptada a las condiciones climaticas del pais y brinda tolerancia ante la marchitez
bacteriana, enfermedad causada por R. solanacearum. Tiene un fruto que presenta las
caracteristicas organolépticas solicitadas por el mercado nacional (fruto rojo, grande, con
l6culos grandes y grados brix entre 4,0 y 5,0) y genera altos rendimientos en la produccion
(Goyenaga, 2016). Se ha demostrado que el hibrido Prodigio es competitivo en comparacion
con otros hibridos comerciales en cuanto a rendimiento y caracteristicas del fruto (Campos
et al., 2017). Sin embargo, ha tenido poca aceptacion, debido a su susceptibilidad ante el
TYLCYV, esto conllevd a que Prodigio se enfrentara a un cambio dramdtico en las
proyecciones de aceptacion de consumo por parte de los productores (Echandi, C,

Comunicacion personal, 20 noviembre, 2020).

Busqueda de rendimiento y calidad comercial

Segun la literatura, la introgresion de genes de resistencia al TYLCV, durante el
proceso de mejora genética, puede provocar la pérdida de otros genes o regiones
cromosomicas de interés, induciendo cambios en las bases genéticas de cualidades
fenotipicas como vida en anaquel, color, tamafio, firmeza y su comportamiento agronémico:
calidad del fruto, rendimiento comercial y tolerancia a R. solanacearum (Caruso et al., 2015).
Sin embargo, en investigaciones previas se ha encontrado que es muy comuin que accesiones
de S. chilense pueden albergar mas de un locus de resistencia al virus, por lo tanto, la
resistencia puede estar mediada por una respuesta conjunta de diferentes genes, lo cual les da

una gran ventaja competitiva (Yan et al., 2018).
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La aceptacion en el mercado nacional de un nuevo cultivar depende del efecto que
pueda tener la piramidacion de genes de resistencia sobre el rendimiento y la calidad
comercial de los hibridos de tomate. Los productores nacionales comparan el rendimiento
comercial de los hibridos actuales con tolerancia al TYLCV con los correspondientes a los
hibridos originales susceptibles; por eso, se quiere determinar si es posible llegar a un balance
entre una respuesta favorable de tolerancia, con una minima pérdida del rendimiento
comercial de frutos (Echandi, C, Comunicacion personal, 20 noviembre, 2020). En un
estudio comparativo acerca del comportamiento poscosecha de un cultivar con resistencia al
TYLCV, se llego a la conclusion de que la calidad organoléptica del fruto original fue
recuperada a través de retrocruzas; sin embargo, el rendimiento disminuy6 (Alonso et al.,
2010), siendo esta una de las principales limitaciones de la piramidacion de genes, ya que, si
se incorporan genes de resistencia en un genotipo, el rendimiento agronémico del cultivar se
podria ver limitado por los genes del parental donante utilizado (Kothe & Pereira, 1997). Por
ese motivo, en la presente investigacion, se compar6 el rendimiento de los nuevos hibridos
introgresados con genes Ty, con respecto al hibrido Prodigio que corresponde al parental

recurrente al que se le introdujeron los genes de resistencia.



Metodologia

Sitio experimental y delimitacion temporal

La investigacion se llevo a cabo durante la época seca del ano 2020-2021 en un
invernadero en la Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno (EEAFBM),
perteneciente a la Universidad de Costa Rica (UCR), localizada en La Garita de Alajuela,
Costa Rica (10°0026,48"N y 84°15'57,35" O) a una elevacion de 851 msnm.

Para el establecimiento de la poblacién de mosca blanca se dispuso de un invernadero
de 2*2 m, anexo al laboratorio de Semillas de la EEAFBM, el mismo tiene una estructura de
hierro galvanizado, cubierto de malla de nylon antiafidos a los costados y cubierta de
polietileno transparente tricapa de 200 um en la parte superior y suelo cubierto con cemento.

Para el establecimiento del experimento se utilizd6 un invernadero del area de
Hortalizas sin historial de produccion, debido a la necesidad de contar con condiciones
favorables para evitar la presion de plaga de mosca blanca en los hibridos a evaluar. Dicho
invernadero posee las siguientes dimensiones: 30 m de largo, 10 m de ancho y 5 m de alto
con luz natural. Su orientacidn es de oeste-este, posee una estructura de hierro galvanizado,
con doble puerta para evitar la entrada de plagas, lavatorio y bandeja de desinfeccion de
calzado para garantizar condiciones sanitarias adecuadas. El invernadero estd completamente
cubierto por malla de nylon antidfidos en los costados, cubierta de polietileno transparente
tricapa de 200 um en la parte superior y el suelo cubierto con material groundcover de color

blanco.

Material vegetal

El material vegetal se generd en el proyecto de investigacion “Introgresion de genes
de resistencia al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en el hibrido de tomate
costarricense FBM 17-3” que se realiza en la EEAFBM Yy esta inscrito en la Vicerrectoria de
Investigacion de la Universidad de Costa Rica.

Se utilizaron tres nuevos hibridos costarricenses de tomate, con genes de resistencia
al TYLCV-IL, obtenidos a partir de cruces previos realizados como parte de un programa de
retrocruzas entre lineas de Prodigio con la accesion premejorada de tomate AVTOI1219

obtenida del World Vegetable Center (WorldVeg), anteriormente conocida como Asian
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Vegetable Research and Development Center (AVRDC) en Taiwan, donante de los tres
genes de resistencia Ty-1/Ty-3 y Ty-2.

La investigacion se compuso de cinco tratamientos, tres de ellos correspondieron a
los nuevos hibridos costarricenses, mientras que los otros dos fueron un testigo susceptible y

otro resistente (Cuadro 2).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en el estudio de hibridos de tomate costarricenses

introgresados con genes de resistencia al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

Ty-1/ Ty-3 y Ty-2.

Exposicion al

Tratamiento Descripcion Ge.nes d? TYLCYV trasmitido
resistencia :
por B. tabaci
1 Hibrido con dos genes de resistencia Ty-1/Ty-3 Si
2 Hibrido con un gen de resistencia Ty-2 Si
3 Hibrido con tres genes de resistencia Ty-l/Ty-3 y Ty-2 Si
4 Testigo susceptible™ No contiene No
5 Testigo resistente** Ty-1/Ty-3 Si

*El testigo susceptible corresponde al hibrido Prodigio. **El testigo resistente corresponde
a la semilla comercial importada “DRW-7810", se le detectaron esos genes con el uso de
marcadores moleculares especificos para ellos, pero no se descarta que pueda contener otros

tipos de genes de resistencia.

Se utilizé el hibrido Prodigio como testigo, para poder comparar la posible pérdida
en rendimiento con respecto en los nuevos hibridos piramidados que son derivados del mismo
Prodigio. Se compar6 el comportamiento agronémico y rendimiento comercial de frutos de
ese hibrido, pero no se utilizd6 como parametro para evaluar resistencia o tolerancia porque
ya se conoce que es 100% susceptible. Para este caso, fue indispensable mantener un control
preventivo y curativo del vector B. tabaci dentro del invernadero, para evitar la inoculacion
del virus en el hibrido susceptible.

Por su parte, el testigo resistente se utilizd para evaluar resistencia o tolerancia al
virus y el rendimiento comercial de frutos respecto a las versiones de los nuevos hibridos con

genes de resistencia. Se selecciond el hibrido comercial importado DRW-7810 tolerante al
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TYLCV-IL por ser el mas vendido en el pais al momento de realizar esta investigacion
(Monge, J, Comunicacion personal, 03 agosto, 2020). Mediante marcadores moleculares
especificos, se identifico la presencia de los genes Ty-1/Ty-3 en el testigo, sin embargo, no
se descarta que pueda contener otros tipos de genes de resistencia para los cuales no se tienen
los marcadores. En el cuadro 1 se sefalan los genes Ty-1, Ty-2 y Ty-3 que fueron
introgresados en los hibridos de tomate de esta investigacion, su procedencia, ubicacion en

el cromosoma y patron de herencia.

Cuadro 2.  Procedencia de los genes Ty empleados en la investigacion para la

introgresion de resistencia en tomate para mesa S. lycopersicum.

Gen de

. . Especie de procedencia Ubicacion Patron de herencia
resistencia

Ty-1 Solanum chilense Cromosoma 6 Dominante

Ty-2 Solanum habrochaites Cromosoma 11 Dominante

Ty'3 Solanum chilense Cromosoma 6 Dominante

Ty-4 Solanum chilense Cromosoma 3 Dominante incompleto

Ty-5 Solanum peruvianum Cromosoma 4 Recesivo
Tem-1 Solanum lycopersicum Se desconoce Recesivo

Adaptado de Duedias et al. (2011) &Yan et al. (2021)

Preparacion de almacigo de tomate

El almacigo de los cinco tratamientos se realiz6 en bandejas plasticas de polipropileno
de 128 celdas utilizando como sustrato 100 % peat moss y manejo de la humedad a capacidad
de campo, la semilla se sembro a la misma profundidad de su tamafo (aproximadamente 0,5
cm de profundidad). Posteriormente, las bandejas se conservaron en un cuarto oscuro durante
cuatro dias para acelerar y homogeneizar el proceso de germinacion, tomando en cuenta que
la temperatura minima y maxima para su germinacion es de 10-35 °C, respectivamente, con

una temperatura Optima entre 20-25 °C (Ramos, 2015).
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Pasados los cuatro dias en oscuridad, las bandejas se trasladaron a un invernadero
exclusivo para el desarrollo y manejo de almacigos, donde se mantuvo por cuatro semanas.
Una vez ahi el almacigo se mantuvo con riegos cortos por aspersion de 1 min, con una
frecuencia de 15 min desde las 6:00am hasta las 4:00pm. En la semana uno, se aplico en dos
ocasiones 1,5 g'L! de la formula de fertilizante soluble alto en fosforo 10-30-10, con el fin
de favorecer su desarrollo; en la semana dos se aplico un dia 1,5 g'L™! de fertilizantes solubles
13-60-0 y otro 1,5 g'L'! de 20-20-20; de la semana tres en adelante (hasta el trasplante), se
aplico 1,5 gL' de 20-20-20 dos veces por semana.

Protocolo para el establecimiento del pie de cria de mosca blanca (Bemisia tabaci)

El pie de cria de B. tabaci se realizo siguiendo ¢l protocolo establecido por Diez, M.
J., (comunicacion personal, 4 de setiembre de 2020). Los individuos viruliferos de B. tabaci
del biotipo Q fueron aportados por el Laboratorio de Biologia Molecular de Virus y Plantas
del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la UCR. Las
moscas blancas se alimentaron de plantulas jévenes y sanas de tomate, durante dos semanas,
con la finalidad de aumentar el numero de individuos de la poblacion. Para ello se utilizaron
cinco plantas del hibrido Prodigio provenientes de la EEAFBM en sustrato peat moss; estas
plantas no fueron parte de los tratamientos.

Tanto las plantas como las moscas se introdujeron en un ambiente controlado de 2*2
m completamente cerrado con malla antiafidos que se dispuso para este fin. La velocidad de
reproduccion de la poblacion varia dependiendo de la temperatura, la humedad relativa y la
intensidad luminica en la jaula (lo ideal es una temperatura de 28 °C, 30-50 % de humedad

relativa y un fotoperiodo de 14 horas) (Polson & Capobianco, 2013).

Inoculacion del virus TYLCYV usando el vector mosca blanca (Bemisia tabaci)

Cuando las plantulas de tomate correspondientes a los tratamientos 1, 2, 3 y 5 alcanzaron
aproximadamente las cuatro semanas de edad a los 25 dias después de la siembra (DDS), con
4-5 hojas verdaderas, fueron expuestas a la mosca blanca portadora del TYLCV-IL.

La exposicion a la mosca blanca e inoculacion del virus, se realizo introduciendo las
bandejas de los almacigos al ambiente controlado de 2*2 m donde previamente se

encontraban las plantas de Prodigio utilizadas para aumentar la poblacion de mosca blanca.
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Las plantas enfermas con el vector, se colocaron cerca de las paredes del ambiente
controlado, rodeando a las bandejas recién ingresadas. Las bandejas se dejaron en este
espacio durante un periodo de adquisicion del virus por 48 h, tiempo suficiente para que las
moscas se alimentaran de las plantas mas jovenes e inocularan el virus en el floema (Bernal,
2010).

Para asegurarse de la dispersion de B. tabaci por las plantulas de los cuatro
tratamientos a inocular, se dieron suaves golpes en las hojas o se giraron algunas de ellas
(dejando el envés expuesto hacia arriba) con el fin de que los adultos volaran y se dispersaran
por todo el espacio, buscando el envés de las plantas nuevas (esto dado que el envés es la
zona de la hoja donde suelen agruparse los individuos para alimentarse y reproducirse)
(Polson & Capobianco, 2013), esta practica de dispersion se realizd en repetidas ocasiones

durante el periodo de adquisicion del virus.

Establecimiento de las plantas bajo condiciones controladas en invernadero

Posterior a las 48 horas de inoculacién en ambiente controlado, se realizd una
aplicacion con un insecticida que contuviera el ingrediente activo Imidacloprid utilizando la
dosis recomendada de 400 L'ha™! para eliminar la poblacion de mosca blanca presente en el
almacigo. También se realiz6 una inspeccion 24 horas posterior a la aplicacion con el fin de
asegurar la no presencia del adulto de mosca blanca, larvas o huevos en el envés de las hojas.

Las bandejas se trasladaron al invernadero, se sumergieron en una solucion
biogeneradora radicular cuyo ingrediente activo incluye auxinas, vitaminas, citocininas y
fosforo asimilable a la dosis recomendada para tomate de 1 L'ha™!, para estimular el
crecimiento de la raiz y la capacidad de absorcion de nutrientes y agua.

Una vez sumergidas las bandejas en el enraizador, las plantas se trasplantaron en
bolsas negras de 16 L con un sustrato inerte de fibra de coco, humedecido una semana antes
del trasplante con agua para lavar posibles sales acumuladas en el medio y dos dias antes
humedecido con las soluciones nutritivas mediante fertirriego. Se sembro una planta por
bolsa y estas a su vez se colocaron distribuidas en seis hileras, cada hilera se coloc6 a 1,6 m
de la otra y la distancia entre cada bolsa en una misma hilera fue de 0,5 m. Dos de esas bolsas
por hilera correspondieron a bordes, los cuales no fueron inoculados. En la Figura 1 se

muestra la disposicion de las bolsas en el invernadero.
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Figura 1.  Plantas de tomate trasplantadas en el invernadero, posterior a su inoculacion
con el virus TYLCV-IL en bolsas negras de 16 L con sustrato inerte de fibra de coco. El riego
y la nutricidn fueron aportados mediante fertirriego con dos goteros por bolsa (las hileras de

los costados norte y sur del invernadero corresponden a bordes).

Para el sistema de riego se colocaron cintas de goteo con dos microtubos
distribuidores tipo “espagueti” por planta. Para verificar una correcta distribucion del caudal
hasta el final de las cintas de goteo, se calculd el Coeficiente de Uniformidad de Christiansen
(CU) colocando recipientes en la salida de 24 goteros distribuidos en forma de “X” por toda
el area experimental y se midi6 el volumen de agua regado durante tres minutos. E1 valor
teorico de caudal de los goteros es de 4 L/h, por lo tanto, el caudal real de los goteros se
mantuvo dentro de un rango normal de variacion, en este caso, se obtuvo un CU del 97,9 %

y se considera “excelente” al ser superior al 94 % segun Avila et al., 1996 (Figura 2).
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Figura 2.  Distribucion del caudal por gotero muestreado.

La nutricion del cultivo se aportd mediante fertirriego. Para ello se utilizaron cuatro

soluciones nutritivas segin la etapa fenologica del cultivo: establecimiento, desarrollo

vegetativo, floracion- inicio llenado de fruto, llenado de fruto (producciéon). Las

concentraciones de elementos (ppm) que se utilizaron segun cada etapa fenologica fueron las

planteadas por Huertas (2019) que las desarrolld en condiciones similares a las de esta

investigacion (Cuadro 3).

Cuadro 3.

del cultivo.

Concentraciones de elementos (ppm) utilizadas segin cada etapa fenologica

Elemento (ppm)
Etapa fenolégica (]s):;lZ;l;:) K Mg N S P B Mn Fe Cu Zn Mo
Establecimiento 2 124 156 32 110 52 40 0,5 0,8 1,1 0,2 0,2 0,1
Desarrollo vegetativo 3 153 195 41 138 69 50 0,5 0,8 1,1 0,2 0,2 0,1
Floracién/inicio llenado de fruto 4 162 242 53 152 99 44 0,5 0,8 1,1 0,2 0,2 0,1
Llenado de fruto (produccion) 6 162 221 48 149 83 50 0,5 0,8 1,1 0,2 0,2 0,1
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Se cont6 con dos tanques de almacenamiento de 450 L cada uno para la preparacion
de soluciones madre y aplicacion de soluciones nutritivas al cultivo. Las soluciones madre
se diluyeron a una concentracion de 1:25, mediante una mesa de inyeccion de la linea
MixRite de TEFEN®, constituidas por una linea de bombas dosificadoras proporcionales
operadas por agua, para asegurar la inyeccion precisa de los nutrientes necesarios para el
crecimiento 6ptimo del cultivo. El control de las aplicaciones fue regulado por un timer X-

Core de Hunter®.

La necesidad de riego del cultivo se definié por el consumo de agua de la planta
durante la evapotranspiracion y se calcul6 el porcentaje de drenaje, el cual se limit6 a 20 %;
con esto se buscod un valor de drenaje no tan bajo para que se diera un lavado adecuado y
evitar la saturacion de sales en la parte radical de las plantas, pero no tan alto para evitar la
lixiviacion de nutrientes o el desperdicio de agua. Para calcular el porcentaje de drenaje se
colocaron bandejas para medir el volumen de solucion drenada en un periodo de 24 horas y

se utiliz6 la féormula (Ecuacion 1) propuesta por Soto (2015).

[ecuacién 1] % drenaje= volumen de solucion drenada  *100

volumen de solucion aplicada

La temperatura y humedad relativa interna del invernadero se monitorearon
diariamente, a cada hora del dia, con el uso de un Data Logger marca HOBOware® (Anexo

8).

Se realizaron monitoreos semanales de otras enfermedades y plagas comunes en el
cultivo (Tuta sp., acaros, trips, enfermedades de suelo como marchitez bacteriana y Fusarium
y enfermedades foliares como mildit polvoso y tizon tardio), para dar un adecuado
mantenimiento a través de su ciclo y conseguir valores reales de rendimiento.

Se realizaron labores culturales para la produccion del cultivo: resiembra de plantas

perdidas, podas a dos ejes, amarre y deshija, aplicaciones preventivas de productos
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fitosanitarios para evitar la aparicion de los principales plagas y enfermedades del tomate y
productos estimulantes para su crecimiento. A los 77 dias después de trasplante (DDT) se
realizo la primera cosecha. Las cosechas se realizaron dos veces por semana, durante un

periodo de 14 semanas.

Método de deteccion del virus en campo

Con el fin de detectar la presencia del virus en tejidos foliares, se colectaron muestras
de hojas jovenes de los meristemos apicales de plantas seleccionadas. En el primer muestreo,
realizado a los 30 DDT, se seleccionaron 90 plantas dentro de toda al area de estudio con y
sin sintomas visuales de TYLCV-IL. El segundo muestreo se realizo a los 160 DDT, en esta
ocasion se muestrearon 95 plantas, siguiendo el mismo método de seleccion.

Una hoja de cada planta inoculada fue llevada al CIBCM, donde los encargados del
Laboratorio de Biologia Molecular de Virus y Plantas realizaron una extraccion de acidos
nucleicos totales, para ser procesados mediante la técnica de hibridacién molecular conocida
como Dot blot, en la cual se utiliza una sonda especifica que hibrida un segmento del genoma
que se localiza en la region intergénica del virus para la deteccion y localizacion de
secuencias especificas de ADN (Hernandez, E., comunicacion personal, 16 de noviembre,
2020).

Una hoja de cada planta inoculada también se proces6 en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la EEAFBM, para realizar una extraccion de ADN utilizando el protocolo
establecido por Dellaporta et al. (1983) modificado con las condiciones de amplificacion de
Park et al. (2014). Se realiz6 una reaccion en cadena polimerasa (PCR) punto final (segun las
especificaciones del fabricante Qiagen para el kit TopTaq™) utilizando el imprimador
especifico para la especie viral: (forward primer IRTyKrF) 5'-TTT CCT GAA TCT GTT
CAC GGA TT-3"y (reverse primer IRTyKrR) 5'-AAC TAA TGC CTG TTC CTT CAT TC-
3' (Park et al., 2014). Los PCR se realizaron en un termociclador SimpliAmp ™, donde se
programo un primer ciclo de 3 min a 94 °C, treinta ciclos de 30 s a 94 °C, 30 sa 55 °Cy 30
s a 72 °C y un ultimo ciclo de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa con una concentracion al 2 %, se utilizd un amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE)
a una concentracion de 1x. El objetivo de realizar dos métodos distintos: PCR e hibridacion

con sondas, fue asegurar los resultados obtenidos.
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Control del vector en campo

Una vez establecidos los tratamientos dentro del invernadero, se mantuvo durante
todo el ciclo del cultivo un rol de aplicaciones preventivas y curativas contra B. tabaci,
rotando insecticidas con distintos ingredientes activos como  Spiromesifen,
Imidacloprid, Avermectina y Piriproxyfen, y distintos modos de accion, considerando un
umbral de accion entre 0-10 individuos por trampa amarilla para el uso de insecticidas
curativos. Durante todo el periodo se realizé conteos de individuos en trampas amarillas
distribuidas aleatoriamente por el invernadero; el manejo fue efectivo, ya que nunca se superd

el umbral establecido. El objetivo fue evitar la transmision del virus al testigo susceptible.

Evaluacion de la incidencia y severidad del TYLCV-IL
A partir del dia 21 DDT de las plantas en el invernadero, se realizaron evaluaciones
semanales para determinar la incidencia y el indice de severidad de la enfermedad de acuerdo

con la escala descrita por Lapidot y Friedmann (2002) (Cuadro 4).

Cuadro 4.  Escala numérica (0-4) y descriptiva de los sintomas para evaluar la severidad

de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en las plantas (Ver anexo 2).

Escala Descripcion de los sintomas

Sin sintomas.

0
1 Leve amarillamiento en margenes de foliolos apicales.
2 Leve amarillamiento y encrespamiento de foliolos apicales.
3 Alrededor del 50% de amarillamiento en foliolos, encrespamiento y
acucharamiento, con leve reduccion de tamafio, pero sin detener el
crecimiento de la planta.
4 Severo amarillamiento en foliolos, encrespamiento y acucharamiento de hojas,

con retraso y detenimiento del crecimiento de la planta.

Esta evaluacion se complement6é con la escala visual empleada por Lapidot y

Friedmann (2002) y que se encuentra en el Anexo 2.
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El porcentaje de incidencia se calcul6 a partir del promedio del area bajo la curva de
los datos obtenidos al utilizar la escala visual de la enfermedad (Anexo 2) de Lapidot y
Friedmann (2002) durante las catorce fechas de evaluaciones. Mientras que el indice de
severidad se calculd con la Ecuacion 2 del indice de severidad de la enfermedad (Huang et

al., 2012).

IS= YNi *Ri  *100
(N *Rh) [ecuacion 2]
Donde:
e Ni es el nimero de plantas en cada categoria de la escala de sintomas de la
enfermedad.
e Ri es la clasificacion de los sintomas en la escala de la enfermedad (0—4).

¢ N es el nimero total de plantas por tratamiento.

e Rhes el valor mas alto en la escala de sintomas de la enfermedad (4).

Evaluacion agronomica

Se realizo la categorizacion de frutos segun el decreto del MEIC-MAG del 2004 en
frutos de 1°, 2°, 3° calidad y frutos de rechazo (deformes y/o enfermos). Todos los frutos de
cualquier categoria debieron cumplir los requisitos minimos de calidad: estar bien formados,
enteros y sanos, tener consistencia firme y compacta, estar limpios, exentos de malos olores
y sabores extrafios, exentos de humedad externa anormal; los que no cumplieron estos
requisitos se consideraron frutos de rechazo (MEIC-MAG, 20 de julio de 2004).

Los frutos debieron cumplir los requisitos minimos y no sobrepasar los porcentajes
maximos de defectos permitidos para cada categoria. El rendimiento del cultivo se clasifico
en tres categorias en base a la norma de calidad de frutos de tomate seglin el decreto del
MEIC-MAG, en el que: primera calidad >190-250 g con un didametro mayor o igual a 8 cm,
segunda calidad >140-190 g con diametro entre 6-8 cm, tercera calidad <140 g entre 4-6 cm.

Ademas, se clasificaron frutos deformes y enfermos (MEIC-MAG, 20 de julio de 2004).
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Las evaluaciones agrondmicas iniciaron a los 15 DDT. Para determinar el crecimiento
fenologico de las plantas se tomaron dos repeticiones por tratamiento semanalmente. Las
mediciones se llevaron a cabo hasta los 78 DDT, por la dificultad para seguir con las
mediciones debido al tamafio de las plantas y también porque dieron inicio las evaluaciones
poscosecha.

e Altura de la planta (cm): se midi6 las distancias entre la base del tallo hasta el
apice de la planta, con ayuda de una cinta métrica.

e Diametro del tallo en la zona basal (cm): se midi6 el didmetro en la altura de
la base del tallo, con ayuda de un vernier digital (también conocido como
calibrador, céliper o pie de rey).

e Altura del primer racimo (cm): se midid la distancia entre la base del tallo
hasta el brote axilar del primer racimo, con ayuda de una cinta métrica.

e Distancia entre el primer y el segundo racimo (cm): se midio la distancia entre
el brote axilar del primer racimo, hasta el brote axilar del segundo, con ayuda

de una cinta métrica.

Entrenudos cortos entre el 1° y 2° racimo en los cultivares, suele ser un indicador de
que habra mayor cantidad de puntos de crecimiento de racimos y, por lo tanto, mas frutos
por planta. Por eso se realiz6 la siguiente evaluacion reproductiva:

e Numero de frutos en el primer y segundo racimo: se conté manualmente el

nimero de frutos en el primer y segundo racimo.

A los 78 DDT (primera cosecha) se realizd una evaluaciéon poscosecha para
cuantificar el rendimiento y calidad del fruto. La segunda evaluacion poscosecha se realizéd
a los 156 DDT (antepenultima cosecha). Ambas evaluaciones se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Semillas de la EEAFBM. Se cuantifico:

e Numero de frutos totales por parcela: se contabilizé el nimero de frutos por
parcela de la cosecha de ese dia.
e Peso de frutos (g): se utilizd una balanza digital.

e Tamafio de cicatriz apical (cm?): medida digitalmente con el Software ImageJ.
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e Firmeza, para lo cual se utiliz6 un penetrometro Manual test stand DIGITAL
FORCE GAUGE®, modelo HPA.

e Alto y ancho de frutos: se midio con ayuda de un vernier digital.

e Numero de loculos: se parti6 el fruto por la mitad y se cont6 el nimero de
l6culos en una de las mitades.

e Grados brix: medidos con un refractometro HI 96801 marca HANNA®.,

Disefio experimental

Se establecid un disefio irrestricto al azar, el cual consté de cinco tratamientos con
cuatro repeticiones (20 unidades experimentales). Cada repeticion constod de 10 plantas por
unidad experimental, para un total de 40 plantas por hibrido y 200 plantas en total; en el
invernadero habia 336 plantas en total, pero 136 de ellas correspondian a bordes. Los
tratamientos con sus repeticiones estuvieron ubicados en cuatro hileras de manera

aleatorizada (Anexo 1).

Analisis estadistico

Se realizo6 un anélisis de varianza (ANDEVA) con el Software InfoStat®, mediante el
método de contrastes ortogonales descritos en el cuadro 6. Para cada hipotesis se utilizoé un
nivel de significancia de 0,05, siempre y cuando se cumplieran los supuestos de
homogeneidad de varianzas entre los tratamientos, asi como normalidad en la distribucion de
los errores del modelo.

En vista de que las variables de respuesta que midieron la tolerancia al virus no se
ajustaron a una distribucion normal de probabilidad, se recurri6 al empleo de un andlisis de

area bajo la curva para ajustar los errores entre las repeticiones de un mismo tratamiento.



Resultados y discusion

Tolerancia al TYLCV

Dentro de las variables que midieron la tolerancia al TYLCV se encuentra la
incidencia de plantas con sintomas virales (%). En la figura 3 se observa que el T1
(introgresion de genes Ty1/Ty3) fue el tnico que obtuvo diferencias altamente significativas
con respecto al testigo TS5 y al resto de los tratamientos con el gen Ty-2 que si fueron
inoculados. La incidencia de plantas con sintomas virales (%) durante la totalidad del periodo
experimental para el T4 (testigo susceptible) se mantuvo practicamente en niveles que no
sobrepasaron el 5 %, lo que reveld un control efectivo del vector dentro del invernadero. De

igual manera, el tratamiento 4 no tuvo mayor incidencia del virus con respecto aquellos que

si fueron inoculados y presentaron el gen Ty2.

u T4 uT5 mT2 T3 =Tl
186,25 4 210,634 322504 409384 319625 B
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63 70 o

91 110
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Figura 3.  Area bajo la curva de la incidencia para cada tratamiento, a través de las 14
evaluaciones semanales. T1 corresponde al tratamiento con los genes Ty-1/Ty-3, T2
corresponde al tratamiento con el gen Ty-2, T3 corresponde al tratamiento con los genes Ty-
1/Ty-3/Ty-2 y TS5 es el testigo resistente. (T4 corresponde al testigo susceptible, el cual no se

tomo en cuenta para el andlisis estadistico). Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas.
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Segln se muestra en la figura 3, el T1 que contiene los genes Ty-1/Ty-3 presentd
sostenidamente por un periodo prolongado hasta un 70% de incidencia del virus en las plantas
muestreadas. Mientras que los tratamientos T2 y T3, inicamente durante algunos muestreos,

alcanzaron niveles por debajo de la linea del 20% de incidencia.

El porcentaje de severidad correspondiente para cada tratamiento se presenta en el
cuadro 5. De igual forma, el unico tratamiento que presentd diferencias significativas fue el

T1, con un porcentaje de severidad de un 20,5%.

CuadroS. Porcentajes de severidad (IS) de los cuatro tratamientos utilizados para
evaluar la tolerancia en los hibridos experimentales. Medias con una letra en
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun la prueba de LSD

Fisher, realizada mediante un Modelo Lineal Generalizado Mixto.

Tratamiento Descripcion Genes IS (%)
1 Hibrido con dos genes de resistencia Ty-1/Ty-3 20,52
2 Hibrido con un gen de resistencia Ty-2 1,0°
3 Hibrido con tres genes de resistencia ~ Ty-1/Ty-3, Ty-2 1,5
5 Testigo resistente Ty-1/Ty-3 0,5

En la figura 4, se representan estos mismos valores de severidad, pero podemos verlos
a través del tiempo, se observa que la severidad tiende a ser menor conforme la planta va
creciendo, lo cual es un comportamiento comun de este virus en particular, sin embargo,
podria investigarse también si la disminucion del IS representa la recuperacion de la planta a

la infeccion del virus por efecto de la participacion de los genes de tolerancia introgresados.
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Figura 4.  Porcentaje del indice de severidad (%) de los tratamientos a través de 14
evaluaciones semanales. T1 corresponde al tratamiento con los genes Ty-1/Ty-3, T2
corresponde al tratamiento con el gen Ty-2, T3 corresponde al tratamiento con los genes Ty-
1/Ty-3/Ty-2 y TS5 es el testigo resistente. (T4 corresponde al testigo susceptible, el cual no se
tomo en cuenta para el analisis estadistico). Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas.

Ya que el testigo resistente es una variedad comercial, no se cuenta con la informacion
suficiente sobre su genotipo y por lo tanto no se tiene claro cuéles genes de resistencia
contiene.

En el Laboratorio de Biologia Molecular de la EEAFBM se contrastaron algunas
muestras con marcadores moleculares especificos para los genes de resistencia utilizados en
esta investigacion, se detectaron los genes Ty-1/Ty-3, pero existe la posibilidad que ademas
de contener Ty-1/Ty-3, posea otros genes de resistencia al virus de los cuales no se tengan los
marcadores adecuados para identificarlos en el laboratorio.

Otro punto que también es importante recalcar, es que aunque los datos de incidencia

y severidad del tratamiento 4 no se tomaron en cuenta para el analisis estadistico, mantuvo



Evaluacion agronomica de hibridos de tomate con genes de resistencia al TYLCV 40

valores de I y IS similares al tratamiento 5; tomando en consideracién que este hibrido es

100% susceptible al TYLCV y que no se inoculd con el virus, se interpreta que el control del

vector dentro del invernadero fue exitoso, de modo que el tratamiento 4 permanecié sin

infeccion de virus y permitio manifestar su potencial genético de rendimiento de frutos sin

sesgo alguno.

Para complementar los datos anteriores, se presentan los resultados de analisis de

contrastes planteados para el primer objetivo de esta investigacion (Cuadro 6). La

informacion que se deduce de ellos es la siguiente.

1.

En el contraste 1 se compararon las medias del testigo resistente con las de todos los
hibridos experimentales. Se obtuvo un p-valor de 0,0131, el cual demuestra que si
existen diferencias significativas entre el testigo y los demas tratamientos, obteniéndose
un desvio de medias levemente negativo. Esto indica que el promedio de la suma de
datos de los tratamientos 1, 2 y 3 no ofrecen tanta resistencia como el testigo.

En el contraste 2 se compararon las medias del tratamiento con un solo gen (tratamiento
2) con las de los tratamientos con dos (tratamiento 1) y tres genes (tratamiento 3). Se
obtuvo un p-valor de 0,0016, indicando diferencias significativas entre tratamientos, con
un desvio de las medias negativo. Por lo tanto, el tratamiento 2 resulta ser mas tolerante
que el 1 y 3. Se descarta la hipdtesis nula de esta investigacion, la cual dice que entre
mas cantidad de genes de resistencia posea una variedad (piramidacién de genes) mayor

tolerancia al virus se obtiene.

2. En el contraste 3 se compararon los hibridos de los tratamientos 1 en el cual estd ausente

el gen Ty-2, contra el tratamiento 3, en el cual si esta presente el gen Ty-2. El p-valor
obtenido es >0.0001, lo cual indica que es un resultado altamente significativo. Al
obtenerse un desvio de las medias positivo, se puede concluir que el tratamiento 3 es mas

tolerante al virus en comparacion con el tratamiento 1, debido a la presencia del gen Ty-

2.
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Cuadro 6.  Resultado de los contrastes que indican diferencias en el indice de severidad
(%) entre tratamientos. Realizado a través de la prueba de contrastes, con un valor

de significancia de 0.05.

Contraste Tratamientos Genes de resistencia en cada contraste p- valor
del contraste

1 5vs 1+2+3 Testigo resistente VS Ty-1/Ty-3 + Ty-2 + Ty-1/Ty-3 0,0131
y Ty-2

2 2vs1+3 Ty-2 VS Ty-1/Ty-3 + Ty-1/Ty-3 y Ty-2 0,0016

3 Lvs3 Ty-1/Ty-3 VS Ty-1/Ty-3y Ty-2 <0,0001

Los resultados obtenidos mediante el andlisis molecular para las variables de
incidencia y severidad confirmaron los valores obtenidos mediante la categorizacion visual
de los sintomas en plantas sintomadticas; por lo tanto, esto confirma que el uso de la escala
visual da resultados confiables y facilita el estudio de los sintomas de esta cepa de TYLCV
en especifico. Lo anterior es relevante cuando no existen recursos econdémicos suficientes
para un diagnostico con una hibridacion con sondas o PCR. Sin embargo, debe tenerse
cuidado, pues en plantas no sintomaticas evidentemente no se puede detectar la presencia de
virus mediante la escala visual, pero si se puede detectar la presencia del virus en PCR e
hibridacioén por sondas (Cuadro 7), tal como ocurrié en el caso del tratamiento 5 que no

mostro sintomas en campo.
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Cuadro7. Resultado de hibridacion y PCR para la primera (30 DDS) y segunda
evaluacion (161 DDS) para cada uno de los tratamientos. El texto marcado en rojo

indica los resultados que no fueron concordantes entre hibridacion y PCR.

Evaluacion Tratamiento Resultado de hibridacion Resultados PCR
T1 100% Positivo 100% Positivo
T2 100% Negativo 100% Positivo*
1 T3 100% Negativo 100% Positivo*
T5 100% Positivo 100% Positivo

87,5% Positivo

Tl 100%Positivo )
12,5% Negativo
T2 67% Negativo 67% Negativo
33% Positivo™ 33% Positivo
) T3 33% Negativo 67%Negativo
67% Positivo* 33% Positivo*
Ts 80% Positivo 80% Positivo*

20% Negativo

* En algunos tratamientos se reportan muestras positivas a la presencia de virus, aunque la

cantidad de ADN viral detectado se encuentra muy cerca del limite de deteccion del ensayo.

En el método de deteccion visual de sintomas de la enfermedad, el tratamiento con
mas plantas con sintomas claros de TYLCV fue el T1l. Los demds tratamientos se
mantuvieron practicamente sin sintomas o con muy pocos. Sin embargo, para confirmar los
datos observados en campo mediante la escala visual de severidad, se realizaron dos tipos de
analisis en laboratorio: hibridacion “Dot blot” con sondas especificas y un PCR; ambos
analisis se realizaron en dos fechas, la primera fue a los 30 DDT y la segunda alos 161 DDT.

En la primera hibridacion “Dot blot” con sondas especificas se obtuvo que de las 90
muestras de tejido foliar tomadas a los 30 DDT, 41 de ellas dieron positivas a la presencia
del virus, pero s6lo 19 de ellas presentaron claros sintomas de la enfermedad en campo.
Mientras que, en la segunda hibridacion se obtuvo que de las 95 muestras de tejido foliar 54
de ellas resultaron positivas a la presencia del virus, pero solo 19 de ellas presentaron claros
sintomas de la enfermedad en campo. Aca se detectd que el TS5 a pesar de no presentar
sintomas en campo, si presenta un 80% de ADN viral en su sistema, sin embargo, no llego6 a

expresar los sintomas.



Evaluacion agrondmica de hibridos de tomate con genes de resistencia al TYLCV 43

Hasta ahora, el principal enfoque en programas de mejoramiento han sido las
introgresiones de los genes Ty-1, Ty-2, y Ty-3 en el tomate cultivado (Yan et al., 2018).
Algunos articulos resumen los resultados de los esfuerzos previos de la identificacion,
seleccion y uso de diferentes recursos genéticos en el mejoramiento de tomate por
introgresion de genes de accesiones silvestres de tomate.

El tratamiento que representd una mayor severidad en esta investigacion, fue el T1
que contiene los genes Ty-1/Ty-3, el gen Ty-1 fue el primero asociado con la tolerancia al
TYLC, mediante la inhibicion de los sintomas virales, interfiriendo en las funciones de la
proteina responsable del movimiento del virus en el hospedero. Ha sido el gen mas expuesto
a distintas cepas del virus y, por lo tanto, puede que posea un amplio espectro de resistencia,
pero se ha comprobado que es mas eficiente si las concentraciones virales son bajas (Duefias,
2012). Lo anterior permite confirmar que la resistencia mediada por Ty-1 no es adecuada
para usar bajo una alta presion de la enfermedad, ya que conduce a la ruptura de la resistencia
en algunos casos (Yan et al., 2018).

Ademas, se discute la eficiencia y durabilidad del mecanismo de defensa antiviral de
los cultivares con el gen Ty-1, debido a que el mecanismo se da mediante el aumento de
metilacion de la citosina de los genomas virales, generando un silenciamiento transcripcional
de genes eucarioticos que resulta en la inactivacion del virus. Sin embargo, la resistencia al
virus se puede ver comprometida si ocurre una infeccion mixta de TYLCV con el virus del
mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) (Butterbach et al., 2014).

La resistencia asociada al gen Ty-3, estd relacionada con los eventos del tropismo
viral, en los cuales, a pesar de detectarse concentraciones virales aun estando el gen presente
el virus no llega a replicarse de la misma manera como si lo haria en un cultivar susceptible.
Este gen muestra un espectro amplio de tolerancia ante especies diferentes de begomovirus
(Duetias, 2012).

En esta investigacion se obtuvo que la tolerancia conferida por el gen Ty-2, es mas
fuerte que la conferida con los genes Ty-1 y Ty-3, esto puede estar relacionado con el
mecanismo de inactivacion de replicacion viral (Duefias, 2012). Se ha demostrado, mediante
evaluaciones a poblaciones de plantas segregantes de ciertos cultivares que poseen el gen Ty-

2, que posee una herencia dominante para la resistencia al TYLCV, incluso, el gen Ty-2 ha
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sido declarado en Cuba el primer gen de inmunidad natural frente a un aislado de TYLCV,
pues sus plantas no presentaron ningin sintoma de la enfermedad (Dueiias, 2012).

Boiteaux et al., (2007) probaron un conjunto de lineas endogamicas, portadoras del
gen Ty-2 en condicion homocigota, inoculadas con un begomovirus; los resultados de sus
ensayos oscilaron entre una respuesta inmune ante el TYLCV, hasta una ligera clorosis venal,
sin sintomas severos de la enfermedad.

El andlisis por hibridacion de acidos nucleicos realizado por Duefias et al., (2008)
mostrd que en las accesiones portadoras del gen Ty-2 no ocurri6 replicacion del ADN viral
durante el periodo de evaluacion. En esta tesis, para este tratamiento, se obtuvo en la primera
evaluacion un 100% plantas sin virus y en la segunda, un 67% plantas sin virus y 33% plantas
con virus, pero ese 33% corresponde a una baja carga viral.

La mayoria de los estudios preliminares, indican que cultivares con el gen Ty-2
ofrecen ventajas en el mejoramiento genético para la tolerancia al TYLCV, debido a su
herencia dominante parcial en los genotipos heterocigotos, presentan valores de tolerancia
casi tan altos como los genotipos homocigotos resistentes, por lo tanto, puede representar una
tolerancia de amplio espectro por mucho mas tiempo (Duefas, 2012). Los hibridos en estudio
son heterocigotos para el gen Ty-2, y los resultados confirman que no existen diferencias
significativas con el testigo TS en cuanto a la tolerancia al TYLCV.

Se cree que el gen Ty-2 confiere tolerancia a diversas cepas de TYLCV en el mundo,
como las del norte de Vietnam, sur de la India, Israel, Taiwan, el norte de la India, Filipinas
y Tailandia, pero no a la cepa Sardinia (TYLCV-Sar), conocida como Cerdeia (Dueiias,
2012). Otros estudios también mencionan que la resistencia puede ser superada por el Tomato
yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) (Yan et al., 2018). Por lo tanto, este es un dato
importante si se buscan cultivares con resistencia de alto espectro, ya que en Costa Rica esta
presente la cepa Israel y existe el peligro de que en alglin momento la cepa Cerdefia pueda

ingresar al pais.

Rendimiento
En la figura 5 se muestra el rendimiento total (kg m-2) obtenido por tratamiento, con

la particion correspondiente a cada una de las categorias de calidad. El comportamiento
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observado en los datos de incidencia y severidad en los tratamientos se ve también reflejado
en el rendimiento; el T1 arroj6 un rendimiento total significativamente menor en
comparacion a los testigos, obtuvo un rendimiento 32.8% menor en comparacion al testigo
susceptible y 34,2% menor que el testigo resistente, mientras que T2 y T3 mantienen un
rendimiento estadisticamente similar a los testigos con diferencias entre 5 a 12,4 % e indica

que el rendimiento comercial si se ve afectado por la introgresion de los genes Tyl/Ty3.
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Figura 5.  Analisis estadistico del rendimiento total (kg m-2) de cada uno de los
tratamientos y particion por categoria de clasificacion (1°, 2°, 3°, frutos deformes y
enfermos). Medias con letras distintas dentro de una misma categoria de fruto son

significativamente diferentes (p > 0,05) segin prueba Tuckey.

En cuanto a la particion de frutos de 1° y 2° calidad, se encontrd que, para frutos de

1° categoria, unicamente el tratamiento 1 posee un menor rendimiento en comparacion a los
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tratamientos susceptible y resistente. Sin embargo, no se observan diferencias significativas
en el rendimiento de frutos de 2° categoria de calidad en ninguno de los tratamientos.

Por su parte, los tratamientos 2 y 3 no presentaron diferencias significativas con
respecto a los testigos susceptible y resistente, por lo tanto, a pesar de la introduccién de
genes de resistencia, mantienen los genes del parental Prodigio que ofrece un rendimiento

total y de frutos de 1° categoria de calidad competitivos con el hibrido comercial DRW-7810

(Figura 6).
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Figura 6.  (A) Analisis estadistico del rendimiento de frutos de 1° categoria de calidad
(kg m-?) con un valor de p=0,0001 (altamente significativo) y CV=12.27. (B) Rendimiento
de frutos de 2° categoria de calidad (kg m-?) (derecha) con un valor de p=0,0603 (no
significativo) y CV=16,18. Columnas con una letra comiun no son significativamente

diferentes (p > 0,05) segun prueba Tuckey.

En un gran nimero de investigaciones se han obtenido materiales resistentes a
TYLCYV a partir de genes provenientes de S. habrochaites (caso del gen Ty-2), muchas lineas
han respondido eficazmente a los aislados de Taiwan y del sur de India, también se ha
utilizado en programas de mejora para la resistencia a Begomovirus en Guatemala y el
Oriente Medio, varios autores han propuesto un control poligénico, el Ty-2 se considera un
“gen mayor” derivado de S. habrochaites y esta estrechamente relacionado con la resistencia

(Pérez, 2007). En esta investigacion, el T2 y T3 poseen este gen y segun se observa en las



Evaluacion agronomica de hibridos de tomate con genes de resistencia al TYLCV 47

figuras anteriores, no reducen el rendimiento en comparacion con los testigos, como si lo
hace el T1 que no contiene el gen Ty-2.

A pesar que el gen Ty-1 es considerado como “altamente resistente” por impedir la
transmision del vector mediante fendmenos de antibiosis o antixenosis, las lineas que lo
poseen no han tenido el éxito esperado, debido a la complejidad del control genético que
dificulta eliminar las caracteristicas indeseables del parental donante (Pérez, 2007), en este
caso, no se logran reducir las pérdidas de producciéon en el T1.

Una estrategia que busca ser efectiva, es obtener niveles de resistencia mas elevados
y duraderos mediante la combinacion de resistencia proveniente de distintas fuentes, como
el caso del T3, que combina genes provenientes de S. chilense y S. habrochaites (Pérez,
2007). En el caso del rendimiento, la piramidacion de genes resultd efectiva, ya que la
combinacion de Ty-1/Ty-3 y Ty-2 elimino la diferencia significativa que presentaba el T1 que
no contiene el gen Ty-2 e inclusive, podria probarse en futuros ensayos la durabilidad de
dicha resistencia, en comparacion con la resistencia que otorga el gen Ty-2 de manera

individual.
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Desempeifio agrondmico
Crecimiento fenoldgico

En cuanto a la variable “longitud del tallo (cm)”, se dio un crecimiento exponencial
a través del tiempo, todos los tratamientos tuvieron un crecimiento mas lento en comparacion
con el testigo resistente, pero fue el T1 el que tuvo un crecimiento mas lento. EI T2 y testigo
susceptible, presentaron un crecimiento muy similar. Por otro lado, el didmetro del tallo no
presento diferencias descriptivas importantes en el tiempo para ninguno de los tratamientos

(Figura 7A).
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Figura 7.  Longitud del tallo (cm) (A) y didmetro del tallo (cm) (B) de las plantas de
tomate, evaluadas a través del tiempo desde los 15 hasta los 78 dias después del trasplante

(DDT).
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Los tratamientos 1 y 2 fueron los que presentaron menor altura del primer racimo y
menor distancia entre el primer y el segundo racimo en comparacion con ambos testigos, 1o
cual los hace los preferidos por el mercado, ya que entrenudos mas cortos, estan relacionados
con mayor produccion de frutos y menor desarrollo vegetativo (Figura 8). Sin embargo,
considerando que el tratamiento 1, presenta menor tolerancia al virus y menor rendimiento,

es preferible la seleccion del tratamiento 2.
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Figura 8.  Altura del primer racimo (cm) (A) y distancia entre el primer y segundo
racimo (cm) (B) de las plantas de tomate. Ambas variables evaluadas a un valor de
significancia de 0,05. Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (p

> 0,05) segtin prueba Tuckey.

Como se observa en la figura 8, el T2 obtuvo un efecto positivo en comparacion con
los testigos T4 y TS, ya que presenta menor altura del primer racimo y menor distancia entre
el primer y el segundo racimo, lo que significa que la planta posee entrenudos mas cortos.
Caruso et al., (2015), afirman que las introgresiones de los genes de resistencia provenientes
de S. habrochaites (de donde proviene el gen Ty-2) obtuvieron en muchos casos un efecto
positivo en la mejora en su desempefio agronémico con respecto al material genético parental
cultivado. El efecto contrario posee la resistencia mediada por el gen Ty-1, el cual puede
aportar genes indeseables ligados a la region génica de interés de la especie silvestre (Garcia

etal., 2018).
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Después de la introgresion de genes, una tarea importante a nivel genético, es eliminar
la gran mayoria de los genes indeseables introducidos por el donante silvestre y para esto se
requiere una serie de retrocruzamientos con el progenitor recurrente cultivado alternados con
endogamia concurrente antes de que se puedan seleccionar las combinaciones deseadas de
caracteristicas parentales. Sin embargo, durante este proceso, algunos de los genes de interés
del donante silvestre pueden perderse o eliminarse, lo que limita el nivel de expresion del

rasgo en la progenie (Foolad, 2007).

Comportamiento reproductivo

La eficiencia del comportamiento reproductivo se midié mediante el nimero de frutos
en los dos primeros racimos (Figura 9). Todos los tratamientos produjeron una cantidad de
frutos similar al testigo 4 en el primer y segundo racimo, y mas cantidad de frutos en el primer

racimo en comparacion al testigo 5.
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Figura 9. Numero de frutos en el primer y segundo racimo. Ambas variables evaluadas
a un valor de significancia de 0,05. Columnas del mismo racimo con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05) segun prueba Tuckey.

Varios estudios concuerdan en que existe una relacion directa entre el numero de
racimos por planta y el rendimiento total. Sin embargo, existe la inconformidad de que puede
haber una disminucion de la masa media de los frutos a medida que el nimero de racimos
aumenta, ya que no hay una distribucion uniforme de asimilados hacia toda la planta

(Quintana et al., 2010). Por lo tanto, se podrian obtener mas cantidad de frutos de 3° calidad,
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sin embargo, en esta investigacion este parametro no influyd en la cantidad de frutos de esta

categoria.

Calidad de frutos poscosecha

El hibrido Prodigio al aportar una de las lineas para la formacion de los nuevos
hibridos, fue utilizado como comparador de la calidad de frutos en poscosecha, ya que asi se
pudo evaluar la posible pérdida de genes que codifican para caracteres de interés agronomico,
posterior a la introgresion de genes de resistencia. Los datos obtenidos mostraron que los
frutos del tratamiento 2 y 3 son los que mantienen mas la calidad frutos en comparacion con
Prodigio.

En el Cuadro 8 se observa que no hay diferencias significativas en peso y nimero de
l6culos con el hibrido Prodigio para los tratamientos 2 y 3, estos poseen frutos de mayor peso
y mayor nimero de 16culos, comunmente, l6culos pequefios y densos, que conforman frutos
mas carnosos. Por lo tanto, los hibridos con el gen Ty-2 y la combinacion piramidal Ty-1/Ty-
3 y Ty-2, son los que mantienen de forma mas estricta, las caracteristicas agronémicas

deseadas por el mercado que posee el hibrido Prodigio.

Cuadro 8. Promedio de variables poscosecha de calidad de fruto: peso, ancho, alto,

namero de loculos, °Brix y firmeza de los frutos de tomate.

Variable
Tratamiento Peso (g) Ancho (cm) Alto (cm) N° Loculos °Brix Firmeza (N)
1 188,00a  7,25a 6,38a 5,85a 4,14a  35,15a
2 227,06b  7,88a 6,75a 6,61b 3,982 40,58a
3 221,81b  7,63a 6,75a 6,86b 3,98a  38,74a
4 226,15b  7,50a 6,13a 6,70b 4,13a  36,11a
5 201,79a  8,25a 6,13a 5,10a 4,29a  43,58a

En la figura 10, se observa que tanto para la primera, como para la segunda evaluacion
poscosecha, el tamafio de la cicatriz apical es muy similar en los tratamientos 2 y 3 con

respecto al tratamiento 4, siendo el tratamiento 2 el que muestra una tendencia a presentar
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mayor tamafio de cicatriz. Mientras que, el tratamiento 1 es similar al tratamiento 5, con el
menor tamafo de cicatriz (Anexo 5).

En este caso, el tratamiento 2 sigue siendo estadisticamente comparable con las
caracteristicas agronomicas de Prodigio, pero un tamafio de cicatriz apical grande no es un
caracter favorecedor, por el contrario, el comerciante intermediario prefiere frutos con un
tamafo de cicatriz pequefio. Lo anterior podria ser un punto de mejora para el hibrido que

cumplié con todos los demas parametros deseados, si asi el mercado lo requiriera.
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Figura 10.  Analisis estadistico del tamafio de cicatriz apical (cm?) de cada uno de los
tratamientos en la primera y la segunda evaluacién poscosecha obtenido mediante el
programa ImageJ. Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05) segun prueba Tuckey. Evaluaciones realizadas a los 78 y 156 DDT, respectivamente.

Los programas de mejora genética han permitido responder rapidamente ante las
necesidades y nuevos retos en la agricultura, sin embargo, cuando se debe recurrir al empleo
de especies silvestres como fuentes de variacion el proceso puede tardar varias generaciones
hasta poder eliminar caracteres desfavorables en la produccion que muchas veces son
dominantes (Garcia et al, 2018 & Ji et al., 2007). En esta investigacion, la introgresion de

genes no afectd las variables por cosecha para la calidad del fruto en ninguno de los
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tratamientos (Cuadro 8). Sin embargo, para el T2, se obtuvo la caracteristica desfavorable de

poseer una cicatriz apical mas grande de lo deseada por el mercado.

Conclusiones

Se acepta la hipdtesis nula de esta investigacion, la cual propone que entre mas
cantidad de genes de resistencia posea una variedad (piramidacion de genes) mayor
tolerancia al virus se obtiene. Esto por cuanto se observa una resistencia elevada cuando se
involucra el gen Ty-2.

El comportamiento observado en los datos de incidencia y severidad en los
tratamientos se ve también reflejado en el rendimiento, ya que el T1 arrojo un rendimiento
total significativamente menor en comparacion a los testigos, mientras que la piramidacién
de genes en el T3 logré mejorar el rendimiento del cultivo y otros caracteres de importancia
agrondmica, hasta no existir diferencias significativas con los testigos.

Se concluye que los tratamientos T2 y T3, son los que cumplen de mejor manera con
los objetivos de esta investigacion, ya que poseen la menor incidencia e indice de severidad
ante el virus TYLCV, en comparacion con el testigo comercial resistente. Ademads, poseen
un rendimiento y desempefio agrondmico (crecimiento fenoldgico y reproductivo)

comparables al hibrido Prodigio.



Recomendaciones

Segutn los resultados obtenidos en esta tesis, el T2 y T3 poseen buenos rendimientos
y tolerancia al TYLCV, por lo cual recomiendo dar seguimiento a ensayos para probar
si la piramidacion de genes puede generar una resistencia mas prolongada y de amplio

espectro.

Poner a prueba los tratamientos seleccionados, ante otras enfermedades y/o plagas
importantes en el pais, como R. solanacearum, para verificar que, al momento de la
introgresion de genes de resistencia, no se haya afectado la presencia de genes

relacionados con la tolerancia a la marchitez bacteriana que posee el hibrido Prodigio.

Poner los hibridos seleccionados a prueba con otras cepas del TYLCV, con el fin de
elegir cultivares con un amplio espectro de resistencia ante otras cepas que supongan

un peligro potencial si llegaran a ingresar al pais.

Continuar con evaluaciones fenotipicas y moleculares con el fin de reunir las
caracteristicas deseadas en los hibridos con el gen de resistencia Ty-2 y eliminar

caracteres negativos, como el tamaio de la cicatriz apical.

Evaluar el rendimiento y caracteristicas agrondomicas de estos nuevos hibridos en
otros ambientes y localidades para establecer la mejor version segln la localizacion

geografica.
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Anexos

Anexo 1. Diagrama de la disposicion del disefio experimental en el invernadero de Hortalizas, de la EEAFBM
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Anexo 2. Escala visual para la cuantificacion de la severidad del virus de la cuchara

(Tomato yellow leaf curl virus) (Lapidot y Fridmann, 2002).
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Anexo 3. Concordancia entre los resultados de la primera hibridacion “Dot blot” con
sondas y los resultados del PCR realizados a muestras de tejido foliar de
tomate a los 30 DDT. Las muestras analizadas, se eligieron por presentar

sintomas en campo.

Muestra correspondiente  Resultado de hibridacion Resultados PCR Concordancia
T5R1P4 Positivo Positivo Si
T5R1P8 Positivo Positivo Si
T5R2P2 Positivo Positivo Si
T5R4P1 Positivo Positivo Si
T5R3P7 Positivo Positivo Si
T5R3P3 Positivo Positivo Si
T5R2P5 Positivo Positivo Si
T5R4P6 Positivo Positivo Si
T1R4P1 Positivo Positivo Si
T1R2P8 Positivo Positivo Si
T1R2P9 Positivo Positivo Si
T1R3P4 Positivo Positivo Si
TI1R1P8 Positivo Positivo Si
TI1R3P3 Positivo Positivo Si
T1R2P6 Positivo Positivo Si
T1R4P9 Positivo Positivo Si
T1R3P8 Positivo Positivo Si
T1R3P9 Positivo Positivo Si
T1R1P4 Positivo Positivo Si
T1R4P2 Positivo Positivo Si

TIRI1P10 Positivo Positivo Si
TI1R1P3 Positivo Positivo Si
T1R2P4 Positivo Positivo Si
T1R4P3 Positivo Positivo Si
T2R1P8 Negativo Poco ADN No
T2R3P4 Negativo Poco ADN No
T3RI1PI Negativo Poco ADN No
T3R3P6 Negativo Poco ADN No
T4R2P5 Negativo Poco ADN No

T4R4P6 Negativo Poco ADN No
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Anexo 4. Concordancia entre los resultados de la segunda hibridacion “Dot blot” con

sondas y los resultados del PCR realizados a muestras de tejido foliar de

tomate a los 161 DDT. Las muestras analizadas, se eligieron por presentar

sintomas en campo.

Muestra correspondiente

Resultado de hibridaciéon Resultados PCR  Concordancia

T3R1P4
T2R3P1
T5R2P1
T5R2P4
T5R2P5
T5R2P9
T1R3P4
T1R3P8
T3R2P3
T1R4P1
T1R4P4
T2R1P1
T2R1P7
T5R3P3
T5R3P8
T3R3P3
T5R1P4
T5R1P7
T1R2P2
T1R2P6
T4R4P2
T5R4P7
T5R4P10
T1R1P3
T1RI1P10
T4R2P4
T4R1P3
T4R3P4

Negativo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Poco ADN
Positivo
Poco ADN
Negativo
Poco ADN
Positivo
Positivo
Poco ADN
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo

Poco ADN

Negativo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo

Poco ADN
Negativo
Poco ADN
Poco ADN

Negativo

Negativo
Poco ADN
Positivo
Poco ADN
Positivo

Negativo
Positivo
Negativo
Negativo

Poco ADN
Poco ADN
Positivo
Positivo

Negativo
Positivo
Positivo

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si




Anexo 5. Fotografias de los frutos representativos por tratamiento para medir el area de
cicatriz apical con el uso del Software ImageJ durante la primera evaluacion.

A) Tratamiento 1. B) Tratamiento 2. C) Tratamiento 3. D) Tratamiento 4. E)

Tratamiento 5.




Anexo 6. Resultados de la primera hibridacion con sondas realizado en el Centro de

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
Teléfono: (506) 2511 2318, 2511 2312. Fax (506) 2511 3190
San José, Costa Rica
gerardoalcides.sanchez@ucr.ac.cr

5 s
k UCNSISE-H%%?: eduardo.hernandez@ucr.ac.cr CIBCM Siatocks Eatdes s Moleculae
16 de noviembre de 2020
CIBCM/UCR-Diag200-20
Atencion

Dr. Walter Barrantes

Asunto: Informe de la deteccién molecular de TYLCV

Estimado sefior:

Le informo que el andlisis que se nos solicitd, de 90 muestras de tejido foliar de
tomate, fue realizado satisfactoriamente. A las mismas se les realizé extraccién de acidos
nucleicos totales y posteriormente se analizé por la técnica conocida como hibridacion
molecular “Dot blot”, utilizando una sonda especifica que hibrida un segmento del genoma
que se localiza en la Region Intergénica del virus. Los resultados se detallan a continuacion:

T3-Ri- |T3-Rl- |T3-R1- |T2-R3- |T2-R3- |T2-R3- |T5-R2- |T5-R2- |T5-R2- |T5-R2- |T5-R2- |T5-R2-
P6 P9 P10 P1* P4 rg P1* P3 P4 Ps P7 pg*
T5-R2- |TI-R3- |TI1-R3- |TI-R3- |TI-R3- |TI-R3- |TI-R3- |TI-R3- |T3-R2- |T3-R2- |T3-R2- |T3-R2-
P9t P1 P2 Pa* P7 pa* P9+ P10 P1 P3 Ps P7
Ti-R4- |TI-R4- |TI-R4- |TI-R4- |TI-R4- |TI-R4- |TI-R4- |T2-RI1- |T2-R1- |T2-R1- |T2-R1- |T2-R4-
P1* p2* P3 P4 P5* P6* P7 P1 P3 PS 74 P1
T2-R4- |T2-R4- |T2-R4- |T5-R3- |T5-R3- |T5-R3- |T5-R3- |T5-R3- |T5-R3- |T5-R3- |T3-R3- |T3-R3-
P3 PS5 P7 P1 ] P4 P5 P7 8 P10 P1 P3
T3-R3- |T3-R3- |T5-RI- |T5-RI- |T5-RI- |T5-RI- |T5-RI- |T5-Ri- |T5-RI- |T4-R3- |T4-R3- |T3-R4-
P5 P7 P1 P2 P3 P4 P7 8 P9 Pl P7 Pl
T3-R4- |T3-R4- |TI-R2- |TI-R2- |TI-R2- |TI-R2- |TI-R2- |TI-R2- |TI-R2- |T4-R4- |T4-R4- |T4-R4-
P4 P10 P1 P2* p3* Pas P5* Pe* P10 P1 P2 P4
T4-R4- |T5-R4- |TS-R4- |T5-R4- |TS-R4- |T5-R4- |TS-R4- | T2-R2- |T2-R2- |T2-R2- |T2-R2- |TI-RI-
P6 r1 3 Ps 7 g P10 Pl P3 P6 P8 P1
TI-Rl- |TI-RI- |TI-RI- |TI-RI- |TI-RI- |T4-R2-

p3* par P5 pg* P10 P4

*Apices claramente sintomaticos al momento de toma de la muestra en el laboratorio.

Quedamos a sus érdenes en caso que desee realizar una consulta o aclarar alguna duda.
VA :
/ /,
Atentamente, /—/ /

e z
T F7 g |
[/ H i )
LA \& §
T/ \ % ¥

Lic. Eduardo Hernandez Jiménez "\.\
Laboratorio de Biologia Molecular de Virus y Plantas, CIBCM-UCR

c.c. Archivo
Dr. Alcides Sanchez Monge
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Anexo 7. Resultados de la segunda hibridacion con sondas realizado en el Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de

Costa Rica.

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
Teléfono: (506) 2511 2318, 2511 2312. Fax (506) 2511 3190
San José, Costa Rica
gerardoalcides.sanchez@ucr.ac.cr

UCN&%XDRA?C% eduardo.hernandez@ucr.ac.cr CIBCM Shatoghs Cobuiery Matoonler
25 de marzo de 2021
CIBCM/UCR-Diag202-21
Atencion

Dr. Walter Barrantes

Asunto: Informe de la detecciéon molecular de TYLCV

Estimado sefior:

Le informo que el analisis que se nos solicitd, de 95 muestras de tejido foliar de
tomate, fue realizado satisfactoriamente. A las mismas se les realizé extraccion de acidos
nucleicos totales y posteriormente se analiz6 por la técnica conocida como hibridacion
molecular “Dot blot”, utilizando una sonda especifica que hibrida un segmento del genoma
que se localiza en la Region Intergénica del virus. Los resultados se detallan a continuacion:

1 2 3 ] 5 6 i 8 9 10 11
13 14 15 i L i 19 ] 21 NN EN
5 % B || & £l (L 32 N BN BN
37 38 39 7] al B 43 7] B 46 @ | &
49 50 51 ) 58 -} 55 56 5 58 59 60
61 62 63 ] ] 66 67 ] 69 70 71 72
73 74 75 76 i 78 79 80 81 82 83 84
Bl v/ B @ /0 lalslu|s

as , 23 4, 28, 34, 35, 36, 47, 48 y 89 se rtan siliva ala ci del virus, aunque la cantidad de
ADN detectado se encuentra muy cerca del limite de deteccién del ensayo.

Quedamos a sus drdenes en caso que desee realizar una consulta o aclarar alguna duda.

Atentamente,

T \ X /
Lic. Eduardo Hernandez Jiménez Sl /
Laboratorio de Biologia Molecular de Virus y Plantas, CIBCM-UCR —

c.c. Archivo
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Anexo 8. (a) Temperatura (°C) promedio, maxima y minima durante todo el ciclo del
cultivo. (b) Humedad relativa promedio, maxima y minima durante todo el
ciclo del cultivo. Datos obtenidos de un Data Logger marca HOBOware®,

ubicado dentro del invernadero.
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