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RESUMEN

La enfermedad del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl disease,
TYLCD) fue descrita por primera vez en Israel en 1939, encontrandose actualmente
distribuida por las zonas calidas y templadas de todo el mundo. La enfermedad esta
causado por un complejo de virus pertenecientes al género Begomovirus familia
Geminiviridae y que es transmitido por el vector Bemisia tabaci. Hasta la fecha sélo se
han conseguido cultivares tolerantes. Dicha tolerancia se ve facilmente superada si la
presion del inoculo es elevada. Se han encontrado resistencias en diversas entradas de
especies silvestres de Solanum, la més utilizada ha sido la derivada de S. chilense y
concretamente el gen Ty-1, que ha sido el méas utilizado en hibridos comerciales. El
objeto del presente trabajo es la obtencion de lineas resistentes a partir de resistencias
encontradas en S. chilense y S. habrochaites, la determinacion de su control genético, la
obtencion de marcadores moleculares ligados a la resistencia procedente de ambas
fuentes y la obtencion de materiales altamente resistentes mediante la acumulacion de
genes de resistencia de distintas fuentes.



ABSTRACT

The tomato yellow leaf curl disease (TYLCD) was described for the first time in
Israel in 1939, nowadays it is worldwide distributed. The disease is caused by a group
of viruses of the generus Begomovirus family Geminiviridae, and it is transmited by the
vector Bemisia tabaci.Just tolerant cultivars have been developed although it is easily
overcome when the quantity of inoculus is high. Several resistance have been found in
wild species of Solanum , the most successful one is Ty-1 wich is used in the
development of commercial hybrids. The goal of this proyect is the obtencion of
resistant lines using the natural resistance of S. chilense and S. habrochaites , its genetic
control, the obtencion of molecular markers linked to the resistance of both sources and
the obtention of high resistant staff by the unification of the resistance genes of
different sources.
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1. INTRODUCCION




1. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad del rizado amarillo del tomate (tomato yellow leaf curl disease,

TYLCD) fue descrita por primera vez en Israel en 1939. En 1959 arrasa por completo la
produccion de tomate del Valle del Jordan y en 1964 se publica por vez primera la
naturaleza virica de la enfermedad (Cohen y Harpaz, 1964) y su asociacion su vector
natural la mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius). En 1983 se determina que el
agente causal es un geminivirus (Cherif y Ruso) y se aisla la particula viral en 1988
(Czosnek et al.).
En 1991 se publico la secuencia del virus. Actualmente se sabe que TYLCD esta
causado por un complejo de virus pertenecientes al género Begomovirus familia
Geminiviridae. La enfermedad se encuentra distribuida en la actualidad por las zonas
calidas y templadas de todo el mundo, de Israel se extendio a Oriente Medio, norte y
centro de Africa y sudeste asiatico (Cohen y Antignus, 1994; Czosnek y Laterrot, 1997).
En el sur de Europa se detectd en Italia (Credi et alter, 1989), Espafia (Moriones et
al.,1993), Portugal (Louro et al.1996), Francia (Dalmon et al.,2000) y Grecia (Avgelis
et al.,2001). La enfermedad fue introducida con material vegetal importado desde Israel
en la Republica Dominicana y de ahi pasé probablemente al resto del caribe. La
enfermedad, bien procedente de esta introduccién o de otra, ha sido detectada en
México (Brown et al., 1986), EEUU (Mogol et al., 1999), Argentina (Czosnek y
Laterrot, 1997) y Venezuela (Zambrano et al., 2007). También se ha encontrado la
enfermedad en otros paises como Australia (Nahkla et al., 1993), Japén (Kato et al.,
1998), China (Zeidan et al., 1998), otras zonas del lejano oriente (Green et al., 1998),
Marruecos (Peterschmit et al., 1999a), Isla Reunién (Peterschmit et al., 1999b),
Madagascar (Delatte et al., 2002), Etiopia (Shih et al., 2006), Indonesia (Tsai et al.,
2006)...

2. AGENTE CAUSAL DEL TYLCD

La enfermedad del rizado amarillo del tomate esta causada por un complejo de virus
de la familia Geminiviridae género Begomovirus. Los geminivirus poseen una capsida

viral formada por dos unidades cuasicosaedricas unidas por una de sus caras. Dicha
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capsida esta constituida por una Unica clase de proteina. La mayoria de los geminivirus
presentan un genoma constituido por una molécula de ADN circular monocatenario de
entre 2,5y 3 kb. Existen especies bipartitas que presentan dos moléculas de ADN, como
en el caso del aislado de Tailandia.

La familia Geminiviridae esta formada por cuatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus,
Begomovirus y Topocuvirus. EI género Begomovirus es el mas numeroso incluyendo
mas de 80 especies. Su vector natural es la mosca blanca (Bemisia tabaci) aungue
también la mosca blanca Trialeurodes ricino Misra (Hemiptera: Aleyrodidae) puede
actuar como vector de alguna especie de begomovirus, concretamente se ha citado como
posible vector del aislado TYLCV-Is. Aunque la mayoria de las especies asociadas a
TYLCD poseen un genoma monopartito, los begomovirus en general presentan un
genoma bipartito. Poseen una molécula de ADN circular que codifica 6 proteinas.

Se han identificado 9 especies virales causantes del TYLCD ( Fauquet y Stanley,
2005): Tomato yellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAXV), Tomato yellow leaf curl
China virus (TYLCChV), Tomato leaf curl Guandong virus ( TYLCGuV), Tomato
yellow leaf curl Kanchanaburi virus (TYLCKaV), Tomato yellow leaf curl Méalaga
virus (TYLCMalV), Tomato yellow leaf curl Mali virus (TYLCMLYV), Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), Tomato yellow leaf curl Thailand virus
(TYLCThV) y Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). Ademas hay otras seis especies
propuestas: Tomato yellow leaf curl Nigeria virus (TYLCNV), Tomato yellow leaf curl
Kuwait virus (TYLCKwV), Tomato yellow leaf curl Saudi Arabia virus (TYLCSAV),
Tomato yellow leaf curl Tanzania virus (TYLCTzV), Tomato yellow leaf curl Yemen
virus (TYLCYV), Tomato yellow leaf curl Indonesia virus (TYLCIdV).

Recombionantes

La recombinacion es un mecanismo adaptativo que permite aumentar la diversidad
genética del virus asi como su evolucion y adaptacion a nuevas condiciones. Dos de las
especies virales descritas hasta la fecha causantes de TYLCD proceden de
recombinaciones ocurridas entre las especies TYLCSV y TYLCV, concretamente la
especie TYLCMalV es el resultado de la recombinacién de los aislados TYLCV-
(ES72/97) y TYLCSV- ES (1) y la especie TYLCAXV de la recombinacién entre los
aislados TYLCV-(AIm) y TYLCSV-ES (1) (Garcia-Andrés et al., 2006). Mediante la
infeccion mixta de plantas de tomate con las especies TYLCV y TYLCSV se ha
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comprobado que, tras periodos prolongados de coinfeccion, se producen frecuentemente
recombinantes, siendo éstos ademés capaces de competir con las especies de las que

provienen y ser transmitidos por Bemisia tabaci.

3. SINTOMATOLOGIA PRODUCIDA EN TOMATE POR LOS
BEGOMOVIRUS ASOCIADOS ATYLCD

Tras la inoculacién por Bemisia tabaci los sintomas aparecen en 2-4 semanas,
principalmente en los 12-15 primeros dias o los 20-25 en funcion de la temperatura. El
méaximo contenido viral en la planta se alcanza a los 12-15 dias. Estos sintomas varian
I6gicamente en funcién del estado de desarrollo de la planta, su fondo genético, las
condiciones medioambientales y el aislado del virus. Los sintomas que presentan las
plantas infectadas incluyen una reduccion de la superficie foliar y curvatura de los
foliolos hacia arriba, dandoles un aspecto acucharado. Ocasionalmente pueden aparecer
amarillamientos en los margenes foliares y coloracion violacea en el envés. Los foliolos
mas jovenes presentan una disminucion importante de la superficie foliar llegando a
reducirse practicamente al nervio central. Infecciones en fases tempranas provocan una
parada del crecimiento y dan un aspecto arbustivo a la planta. En lo que se refiere a la
produccion, las infecciones pueden producir abscisiones de flores, falta de cuajado y
frutos de tamafio y color no comerciales (Figuras 1 a 4). Las pérdidas pueden alcanzar el
100%

Figura 1. Amarilleo y fruncido de los foliolos



Figura 4. Amarilleo y rizado leves



4. TRANSMISION DE LOS BEGOMOVIRUS ASOCIADOS ATYLCV

Como ya se ha apuntado anteriormente, los begomovirus son transmitidos por la

mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Figura 5).

Figura 5. Adulto de Bemisia tabaci

Existen descritos 20 biotipos de este insecto que difieren en sus caracteristicas genéticas
o0 bioldgicas ya que morfolégicamente son idénticos (Brown et al., 1995). De estos 20
se han detectado en la peninsula ibérica solamente los biotipos B,Q y S, siendo el
mayoritario el Q en Espafia y el B a nivel mundial. El biotipo Q se localizé inicialmente
en la cuenca mediterranea y mas recientemente en otras areas como China (Dong et al.,
2005), Arizona (Dennehy et al., 2006) y Japdn (Ueda y Brown, 2006). El biotipo S se
ha detectado en Malaga sobre plantas de Ipomoea indica. El virus es adquirido por la
mosca al alimentarse en plantas de tomate infectadas. El insecto transmite el virus de
manera muy eficiente y de forma circulativa, debiendo pasar por el tracto digestivo

10



hasta alcanzar las glandulas salivares. El virus, para evitar ser degradado, se une
especificamente a una proteina de la familia de las chaperonas que es producida por
bacterias endosimbiontes. Experimentalmente los tiempos minimos de adquisicion y
transmision del virus estan en 15-30 minutos siendo mas eficiente la transmision a
mayores tiempos de exposicion. El tiempo de latencia desde el inicio de la adquisicion
es de 17-20 horas y la mosca es infectiva durante 7-20 dias. El virus puede ser
transmitido por via sexual (Ghanim y Czosnek, 2000) y a su descendencia en al menos
dos generaciones (Ghanim et al., 1998) aunque no parece que sea asi en todas las
especies causantes de TYLCD. En el aislado de Cerdefia se observd que existia
infectividad so6lo en la primera generacion, perdiéndose posteriormente (Bosco et al.,
2004). Existen diferencias incluso entre aislados de una misma especie viral, en una
cepa de TYLCV de Portugal no se observo transmision a la primera generacion (Bosco
et al., 2004). La hembra es mas eficiente en la transmision que el macho y el virus
afecta negativamente a su vector, las moscas que tienen el virus son menos longevas y
presentan una menor tasa de fecundidad ( Rubinstein y Czosnek, 1997), hecho que esta
relacionado con la capacidad del virus de replicarse en el interior del insecto (Czosnek
et al.,2001).

Otras vias de transmision del virus son: agroinoculaciéon (Kheyr-Pour et al., 1991),
transmision mecanica (sin importancia en condiciones naturales) (Makkouk et al., 1979;
Andel-Sahun, 1990) y por injerto. No se han detectado hasta la fecha infecciones por
suelo o por semilla (Cohen y Nitzany, 1966; Makkouk et al., 1979;Credi et al., 1989).

5. GAMA DE HOSPEDANTES DE LOS BEGOMOVIRUS

Los estudios sobre la gama de hospedantes se limitan a las especies TYLCV y
TYLCSV. Ambas especies no tienen una gama amplia de hospedantes (Harrison, 1985),
lo que es corriente en la familia de los begomovirus, siendo capaces de infectar
solamente algunas especies de varias familias (Asclepidaceae, Compositae,
Leguminoseae, Malvaceae, Solanaceae y Umbelliferae)(Cohen y Nitzani, 1966;Cohen y
Antignus, 1994). Se ha detectado en las siguientes especies cultivadas: Tomate
(Solanum lycopersicon), berenjena (Solanum melongena L.) (Abou-Jawdah et al.,
1999), judia ( Phaseolus vulgaris L.)(Navas-Castillo et al., 1999), pimiento (Capsicum
annum L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. y C. frutescens L.)(Reina et al., 1999;Roye
et al., 1999; Salati et al.,2002; Morilla et al., 2005; Polston et al., 2006), lisiantus
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(Eustoma grandiflorum L.)(Cohen et al., 1995), calabacin (Cucurbita pepo L.)
(Martinez-Zubiaur et al., 2004) y tabaco ( Nicotiana tabacum L.) (Font et al., 2005). El
aislado de Cerdefia (TYLCSV) solo ha sido detectado de forma natural infectando
tomate. De forma natural infecta a las siguientes especies: Cynanchum acutum L.,
Datura stramonium L., Malva parviflora L., Solanum nigrum, Solanum luteum L.,
Euphorbia spp (Bosco et al.,1993; Davino et al., 1994; Bedford et al., 1998; Sanchez-
Campos et al., 2000), Convolvulus sp.,Cuscuta sp. y Chenopodium murale L (Jorda et
al.,2001). La gama de hospedantes depende también del aislado, por ejemplo S. nigrum
es infectada por el aislado TYLCV de la Republica Dominicana (Salati et al., 2002) y
de Israel detectado en Espafa (TYLCV-(AlIm)) (Monci et al., 2002) pero no por el
aislado TYLCV-(Es72/97)(Monci et al.,2002). La especie recombinante TYLCMalV es
capaz de infectar tomate, judia, S. nigrum y S. luteum mientras que las especies de las
que procede infectan tomate, S. nigrum y S. luteum en el caso de TYLCSV y tomate y
judia solamente en el caso de TYLCV (Monci et al., 2002). En el caso del otro
recombinante detectado TYLCAXV los resultados son muy similares (Garcia-Andrés et
al., 2006)

6. LA ENFERMEDAD DEL RIZADO AMARILLO DEL TOMATE EN
ESPANA

En Esparfia es detectado por primera vez en 1992 en cultivo de invernadero de Almeria
(Reina et al., 1994) y Murcia (Moriones et al., 1993) extendiéndose rapidamente a
Malaga y Granada. Estos dos primeros focos detectados estaban causados por la especie
procedente de Cerdefia (TYLSCV). En 1997 se detecta otra forma viral correspondiente
a la cepa Mild de TYLCV con sintomatologia mas grave de lo habitual (Navas-Castillo
et al., 1999). Dicha cepa afecta también gravemente a los cultivos de judia en Méalaga y
Almeria y pimiento en los invernaderos de Almeria. Ambos cultivos entran
frecuentemente en las rotaciones con tomate dificultando aun mas su control al
ofrecerse al virus reservorios donde permanecer a lo largo de todo el afio. La
enfermedad se encuentra extendida tanto por la peninsula (Barcelona, Valencia,
Castellon, Alicante, Murcia, Almeria, Granada y Malaga) como por las Islas Canarias y
Baleares (Font et al., 2002). La cepa inicialmente detectada (TYLCSV, aislado
procedente de Cerdefia) ha sido paulatinamente desplazada por el aislado procedente de
Israel (TYLCV-Is) el cual presenta una mayor adaptacion ecoldgica. A pesar de que

ambas cepas presentan la misma adaptacion en tomate y coexisten en las infecciones en
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la planta, la cepa TYLCV es transmitida mas eficientemente por los biotipos de B.
tabaci predominantes en Espafia ( biotipo Q principalmente). Por otro lado, el cultivo de
judia es un reservorio para TYLCV pero no para TYLCSV que como ya se ha indicado
es un cultivo que se intercala con el de tomate (Sanchez-Campos et al.,1999). También
ha tenido incidencia en este desplazamiento el hecho de estar el aislado TYLCV mas
adaptado a las resistencias introducidas en tomate.

La coexistencia de ambos aislados en la misma planta ha posibilitado la aparicién de
recombinantes frecuentemente, en concreto se han identificado TYLCMV (Tomato
yellow leaf curl Malaga virus) y TYLCAXV (Tomato yellow leaf curl Axarquiai virus)
(Garcia-Andrés et al., 2006) los cuales presentan una gama mayor de de hospedantes
que las especies de las que proceden siendo en algunos casos los sintomas incluso mas

severos. Se ha constatado también la dispersion de dichos recombinantes.

- Estructura de las poblaciones

De los tres estudios realizados en nuestro pais sobre la estructura y diversidad de las

poblaciones de begomovirus asociadas a TYLCD se concluye que:

- Laestructura de la poblacion de la especie TYLCSV es elevadamente estable
y genéticamente muy uniforme durante los 8 primeros afios tras la primera
deteccidn del virus (Sanchez-Campos et al., 2002)

- Las poblaciones de TYLCSV y TYLCV tanto en la costa mediterranea como
en las islas Baleares estaban compuestas por un Unico haplotipo
predominante siendo la diversidad genética baja, a excepcion de la region de
Murcia en donde la poblacion era mas heterogénea y compuesta de tres
haplotipos principales (Font et al., 2007)

- Las poblaciones estudiadas en tomate y judia en Espafia e Italia estan
estructuradas segun el hospedante y la zona geografica, presentando
variaciones con el tiempo. La diversidad genética encontrada es baja.
(Garcia-Andrés et al., 2007b)
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7. ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA ENFERMEDAD

a. METODOS PREVENTIVOS

La transmision del virus practicamente solo puede ser manejada mediante el control
de las poblaciones de B. tabaci. El uso de insecticidas en campo crea poblaciones
resistentes ademas del perjuicio medioambiental que implica su uso. En cultivo de
invernadero el control con insecticidas resulta algo mas eficaz. También se usan mallas
anti-insectos que evitan su dispersion aunque disminuyen la ventilacion, incrementan la
temperatura dentro del invernadero y no resultan muy efectivos. El conocimiento de la
incidencia de infeccion virica podria ser util para elegir épocas favorables de plantacion
aunque la influencia de los precios que se obtienen en funcion de la fecha de transplante
también tendrian que tenerse en consideracion. Una adecuada rotacion de cultivos que
incluya especies no susceptibles al virus, el control de las malas hierbas que pudieran
constituir un reservorio para el virus y el uso de planta libre de virus en fases tempranas
son practicas que ayudarian al control de la enfermedad. Sin embargo recientemente se
ha comprobado que cepas del virus son capaces de infectar judia (Phaseolus vulgaris) y
pimiento (Capsicum annum), especies ambas que entran con frecuencia en las
rotaciones. Por otro lado, las especies de malas hierbas susceptibles al TYLCV son
escasas, aunque en Israel se ha propuesto la eliminacién de C. acutum como medida
preventiva. Es importante tener en cuenta en cualquier caso que B. tabaci actta por si
misma como reservorio del virus. Recientes ensayos realizados en Israel con plasticos
que filtran la luz ultravioleta han puesto de manifiesto que la mosca tiene dificultades
para desplazarse en ausencia de ésta, registrandose disminuciones de las poblaciones de
hasta el 50%. También se han utilizado himendpteros parasitoides naturales de los
géneros Eretmocerus (Urbaneja et al., 2007) y Encarsia (Gerling et al., 2001) que en
namero adecuado son capaces de controlar con cierta eficacia las poblaciones de mosca
blanca, aunque la especie Eretmocerus mundos necesita la luz ultravioleta para localizar
a las moscas, asi que no es compatible su utilizacion con el uso de mallas que filtren
dicha longitud de onda. El uso de cultivos trampa ha proporcionado resultados
positivos, comprobandose que disminuye el porcentaje de plantas con sintomas en
cultivos de tomate rodeados de cultivo de pepino (Al-Hitty y Sharif, 1987) o calabaza

(Schuster, 2004). En cualquier caso ninguno de estos métodos resulta por si solo
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totalmente eficiente siendo fundamental combinar varios para reducir a largo plazo las

poblaciones de B. tabaci, incluyendo el desarrollo de variedades resistentes.

b. MEJORA GENETICA DE LA RESISTENCIA A TYLCD

La mejora de la resistencia estad basada en la busqueda e introgresiéon de resistencias
desde especies silvestres hacia Solanum lycopersicon, aunque hasta la fecha sélo se han
conseguido cultivares tolerantes. Dicha tolerancia se ve facilmente superada si la
presion del inoculo es elevada. Se han encontrado resistencias en diversas entradas de S.
pimpinellifolium L. (Zakay et al., 1991; Hassan y Andel-Ati 1999; Picé et al., 2000), S.
peruvianum L. (Hassan et al.,1982; Hassan et al., 1987; Kasrawi et al., 1998; Pilowsky
y Cohen 1990; Zakay et al. 1991), S. hirsutum, S. chilense (Zakay et al., 1991;Czosnek
et al., 1993;Picé et al.,1998), S. habrochaites ( Hassan et al., 1982, 1984a;Zakay et
al.1991; Channarayappa et al., 1992; Czosnek et al., 1993; Kasrawi et al.),y S.
galapagense (Hassan et al., 1982;1984a). De todas ellas las méas usadas han sido S.
peruvianum y S. chilense, siendo en esta Ultima especie en la que se han identificado las
mejores fuentes de resistencia. La excepcion es el hibrido comercial Marmande cuya
fuente de resistencia es una raza local de S. lycopersicon originaria de Cabo Verde
(comercializada por Royal Sluis).

La primera especie que se empled fue S. pimpinellifolium, en concreto la entrada
LA121 (Pilowsky y Cohen, 1974). Las lineas derivadas, a pesar de presentar sintomas
atenuados, mostraban una reduccion importante tanto del rendimiento como de la
enfermedad (Pilowsky y Cohen, 1974). Los trabajos desarrollados a partir de S.
peruvianum han tenido mas éxito. A partir de la entrada P1126935 de S. peruvianum se
desarrollo el primer hibrido comercial (TY20), el cual presenta un retraso en la
aparicion de los sintomas y acumulacidon viral con rendimientos aceptables. Otras
entradas (P1126926, P1126930, P1390681 y LA441) han sido utilizadas en el desarrollo
de lineas con mayores niveles de resistencia, tales como “TY172” y “TY197” (Lapidot
et al., 1997; Friedmann et al., 1998). La entrada P1126944 presenta buenos niveles de
resistencia no sélo frente a TYLCD (Pico et al., 1998; Pilowsky y Cohen, 2000) sino
tambien frente al virus del bronceado del tomate (Tomato spotted kilt virus, TSWV)
(Paterson et al., 1989), al virus del mosaico del tabaco (Tobaco mosaic virus, TMV)
(Yamakawa y Nagata, 1975), al virus del rizado del tomate (Tomato leaf curl virus,

ToLCV)(Muniyappa et al., 1991) y a Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici
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(Rowe y Farley, 1981). Se han desarrollado también lineas tolerantes a partir de S.
habrochaites como la linea H24 procedente de la entrada B6013, eficaz frente a los
aislados de Taiwan y sur de India (Hanson et al., 2000), o como la linea 902 derivada de
las entradas LA386 y LA1777 (Vidavsky y Czosnek, 1998) y que impide la replicacion
del virus y no muestra sintomas incluso tras inoculaciones masivas con mosca blanca.

De S. chilense derivan las mejores fuentes de resistencia y las mas ampliamente
usadas a nivel comercial. Se han identificado diversas entradas con ciertos niveles de
resistencia, destacando entre ellas las entradas LA1969, LA1932 y LA1938. La entrada
LA1969 ha sido descrita por numerosos autores como altamente resistente (Zakay et al.,
Scout y Schuster, 1991; Czosnek et al., 1993; Michelson et al., 1994; Picé et al., 1998;
Pérez de Castro et al., 2005; Pifi6n et al., 2005) y numerosos hibridos comerciales
incorporan la resistencia derivada de dicha entrada. Los hibridos sin embargo terminan
por mostrar sintomas de la enfermedad en condiciones de inoculo elevadas. Las
entradas LA1932 y LA1938 (Pico et al., 1999) fueron descritas inicialmente como
resistentes frente a otros begomovirus y han resultado ser resistentes a algunas especies
virales responsables de TYLCD. De S. galapagense derivada de la entrada LA1401 se
ha desarrollado una linea de mejora (linea 44) en Egipto que presenta resistencia
moderada a TYLCD (Moustafa y Nakhla, 1990).

Ademas de la resistencia basada en la restriccion a la multiplicacion del virus o a su
movimiento dentro de la planta existen otros mecanismos, presentes en las especies
silvestres cercanas al tomate, de antibiosis o antixenosis. En S. habrochaites los
tricomas glandulares tipo IV de las hojas poseen ciertos aleloquimicos que dan
resistencia a la planta (Muigai et al., 2002), al igual que en S. pennelli Correll cuya
resistencia a Bemisia esta basada en la presencia de acilazicares también en los
tricomas glandulares tipo IV (Lawson et al., 1997; Blauth et al., 1998). No obstante
dada la complejidad del control genético de los caracteres indeseables ligados a los
genes de resistencia no ha sido posible transferir éstos caracteres a S. lycopersicon. Otro
caso interesante es el del gen Mi introgresado a partir de S. peruvianum que confiere
resistencia frente a nematodos del género Meloidogyne y a algunos aislados del afido
Macrosiphum euphorbiae Thomas, no estando dicha resistencia relacionada con la
presencia de tricomas y exudados. Dicho gen es también responsable de la resistencia a
B. tabaci (Nombela et al., 2003) aunque depende del desarrollo de la planta,de la
temperatura y del biotipo de Bemisia de que se trate. Es un mecanismo Util en

combinacion con otros.
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CONTROL GENETICO:

El control genético de la resistencia varia dentro de una misma especie en funcion
de la entrada estudiada. Asi, en S. pimpinellifolium se han descrito resistencias desde
recesivas a dominantes y de tipo cuantitativo en la entrada LA 121 y controles méas
complejos en las entradas Pl 407543, 407544 y Pl 407555 cuyo modo de accion génica
en las dos primeras es la dominancia completa y la dominancia parcial en la tercera. En
el caso de la entrada LA 1969 de S. chilense la resistencia esta controlada por un gen
mayor Ty-1 parcialmente dominante con dos genes modificadores (Zamir et al., 1994) y
en el caso de la entrada LA2779 por un gen mayor recesivo denominado Ty-3 (Ji et al.,
2007), estando ambos genes muy ligados aungue no son alélicos (Ji y Scott, 2006; Ji et
al., 2007). S. hirsutum presenta diversos controles en funcion de la entrada, dos genes
actuando de forma epistatica (entrada B6013), un modo de accion génica recesiva (H2-
INRA) y un modelo dominante (entrada LA 386). En S. peruvianum encontramos la
entrada P1-126935 con resistencia recesiva controlada por 5 genes, en diversas entradas
hay presente una resistencia controlada por al menos tres genes que interactuian entre si.
La resistencia derivada de la entrada LA386 de S. habrochaites ha sido descrita por
Hassan et al. (1984a) bajo un control poligénico. Sin embargo tras el analisis de
cruzamientos entre las entradas LA386 y LA1777 Vidavsky y Czosnhek (1998)
concluyeron que la tolerancia estaba controlada por un gen y la resistencia por dos o tres

genes aditivos.

DESARROLLO DE MATERIAL RESISTENTE:

Actualmente el gen Ty-1 procedente de S. chilense es la fuente de resistencia mas
utilizada en el desarrollo de nuevos hibridos comerciales. El cultivar comercial de
tomate TY20, desarrollado en el valle del Jordan a partir de la resistencia encontrada en
la entrada P1-126935 de S. peruvianum, presenta tolerancia con retraso en la aparicion
de los sintomas y acumulacion viral mediante la reduccion de la multiplicacion y
expansion del virus a lo largo de la planta. A partir de resistencias encontradas en S.
hirsutum también se han desarrollado lineas como la H24 que resulta practicamente
inmune frente al aislado TYLCV-Tw, la 902 que permanece asintomatica incluso tras

inoculaciones masivas y la 908 con elevados niveles de tolerancia, ambas con buenas
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caracteristicas agrondmicas. A pesar de los genes de resistencia incorporados, el

material comercial s6lo presenta tolerancia frente a TYLCV.

c. DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES LIGADOS
A LA RESISTENCIA

Se han identificado marcadores moleculares para el gen TY-1 localizado en el
cromosoma 6 (procedente de S. chilense) entre los marcadores RFLP TG297 y TG97
(Zamir et al., 1994). También se han utilizado como marcadores para el gen TY-1 dos
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), uno basado en la secuencia del gen
de la fosfatasa acida (Aps) (Garcia-Martinez et al., 2004) y el marcador REX-1 asociado
al gen de resistencia a nematodos Mi (Williamson et al., 2004). En S. chilense se han
identificado marcadores RAPD asociados a la resistencia de tres entradas, LA1932,
LA1938 y LA2779 (Ji y Scout, 2005a), siendo la resistencia a TYLCD explicada por
dos QTL en las entradas LA1932 y LA2779 y uno en la entrada LA1938 todos del
cromosoma 6 (Agrama y Scout, 2005a). En la entrada Hirsute INRA de S.
pimpinellifolium se han localizado cuatro marcadores RAPD en el mismo grupo de
ligamiento que explicaba el 27,7% de la resistencia derivada de esta entrada, la cual ha
sido cartografiada en el cromosoma 6. En S. habrochaites se ha cartografiado la
resistencia en el brazo largo del cromosoma 11 (Hanson et al., 2000). Se trata de un solo
gen, denominado Ty-2 (Hanson et al., 2006) y no se ha logrado hasta el momento
localizar un marcador estrechamente ligado. En la entrada LA1777 se ha asociado la
resistencia a regiones de los cromosomas 1 y 7 aungue parece tener efectos menores

sobre la misma.
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2.- OBJETIVOS

A pesar de los hibridos con resistencia parcial desarrollados hasta la fecha, no se
cuenta con una oferta varietal suficiente y con resistencia elevada. En general los
hibridos comerciales muestran una resistencia elevada pero parcial, dependiente en
muchos casos de la presion del indculo y de las especies virales presentes en las zonas
de cultivo. Sigue siendo necesario por tanto desarrollar nuevos hibridos con niveles de

resistencia mas elevados. En este contexto se plantean los siguientes objetivos.

1.- Comprobacion de las fuentes de resistencia descritas frente a los aislados espafioles
del virus del rizado amarillo del tomate en especies silvestres relacionadas con el tomate
2.- Desarrollo de lineas resistentes a partir de S. chilense y S. habrochaites

3.- Determinacion del control genético

4.- Obtencion de un marcador molecular ligado a la resistencia

5.- Obtencion de materiales con elevados niveles de resistencia
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3.- METODOLOGIA

Objetivo 1.- Comprobacion de las fuentes de resistencia descritas frente a los
aislados esparoles del virus del rizado amarillo del tomate en especies silvestres

relacionadas con el tomate

Material

Se probaran las entradas LA 1969, LA 1932 y LA 1938 de S. chilense, P1 126935y
Pl 126944 de S. peruvianum, ECU-566 y ECU-604 de S. pimpinellifolium y B-6013 de
S.habrochaites, descritas en diversas publicaciones como resistentes en diversos grados.
Se analizaran 20 plantas de cada entrada. El testigo susceptible serd la variedad de
tomate Fortuna C. La infeccion se llevara a cabo utilizando agroinoculacion y también

mediante el vector del virus B. tabaci.

Técnicas de inoculacion

En primer lugar se llevard a cabo la agroinoculacién, usando un cultivo de
Agrobacterium tumefaciens transformado con un plasmido recombinante portador de
una copia dimérica parcial de la especie viral TYLCV. Las bacterias se sembraran en
medio YEB para su crecimiento (ver ANEJO 1), manteniéndose 48 horas en agitador
orbital a 26°C y a una velocidad de giro de 180 rpm en oscuridad. Tras este periodo se
medira la absorbancia del cultivo a 600 nm, se ajustara a una unidad de densidad 6ptica
y se centrifugard a 4600 rpm durante 20 minutos en tubos Falcon de 50 ml. Se
desecharéa el sobrenadante y se resuspenderan las bacterias en 0,15 voliumenes de agua
destilada en relacion al volumen total centrifugado. La agroinoculacion se llevara a cabo
en un invernadero debidamente aislado en el estado de 3-4 hojas verdaderas, inyectando
el cultivo en las axilas de las tres hojas mas cercanas al apice. El testigo Fortuna C se
inocula del mismo modo. Las entradas que presenten un mayor nivel de resistencia
pasaran a una segunda fase en la que se inocularan con una poblacion infectiva de B.

tabaci (biotipo Q que es el mas frecuente en las zonas de cultivo de Espafia) portadora

22



de la especie TYLCV. La poblacion se mantiene en un fitotrén en el interior de jaulas
con malla antimosca (Figura 6). Para la inoculacion se introduciran las plantulas en
estado de tres hojas verdaderas en el interior de las jaulas, donde permanecerdn durante
una semana. Transcurrido este tiempo, se sacaran, se trataran con un funguicida y se
transplantaran a un invernadero debidamente aislado, donde permaneceran hasta el final

del ensayo.

Figura 6. Plantulas en el interior de las jaulas con la poblacidon infectiva de Bemisia
tabaci

Diagnostico

El diagnostico se llevara a cabo mediante la anotacion de los sintomas y la
determinacion del contenido en ADN viral por hibridacion molecular. Las
determinaciones se realizaran, a los 15, 25, 35, 45 y 60 dias después de la inoculacion.
Para la evaluacion de los sintomas se anotaré para cada planta infectada la presencia de
amarilleo, rizado, acucharado, ralentizacion del crecimiento, reduccion de la lamina
foliar y hojas en forma de garra, dandose un valor global segun la escala de 0 (ausencia
de sintomas) a 4 (sintomas muy severos). Dado que las especies S. peruvianum y S.
chilense son asintomaticas, serd necesario determinar la cantidad de ADN viral

mediante hibridacion molecular, a fin de conocer el nivel de resistencia en cada planta.
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Deteccion de ADN viral mediante hibridacion molecular

La deteccion del ADN viral se realizara por hibridacion molecular mediante la
técnica de “dot blot”, utilizando una sonda especifica para TYLCV marcadas con
digoxigenina. Esta técnica consta de tres pasos:

- Toma de muestras y extraccion de ADN
- Hibridacion molecular

- Cuantificacion del ADN viral

Toma de muestras y extraccion de ADN

Se tomara de cada planta una muestra de 150 mg de tejido vegetal de hojas
apicales en cada una de las 4 tomas de muestras, efectuadas a los 15, 25, 35 y 50 dias
después de la inoculacion. Las muestras recogidas se congelaran en nitrégeno liquido y
se mantendran en congelador a -80° C hasta el momento de su analisis.

Posteriormente, se extraera el ADN de cada muestra segun el protocolo de
extraccion descrito por Crespi et al. (1991), con modificaciones (Ver ANEJO 2):

Una vez extraido el ADN, se cargara en membranas de nylon cargadas
positivamente, siguiendo estos pasos:
1° Desnaturalizacion de la muestra extraida y de su dilucién 1:10, con un tampon
compuesto de 30 mM NaOH y 1 mM EDTA, durante 30 minutos a temperatura
ambiente.
2° Depositar en la membrana 5 pl de cada muestra desnaturalizada y de su dilucién
desnaturalizada correspondiente.

El ADN de las muestras se fijard a la membrana mediante la exposicion de las
mismas a luz UV (UVC 500 UV crosslinker).

Hibridacion molecular

El proceso de hibridacion molecular consta de tres pasos:
- Marcaje de las sondas
- Hibridacion

- Cuantificacion
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Marcaje de las sondas

La digoxigenina es una molécula que se encuentra en estado natural en algunas
plantas del género Digitalis.

Para el marcaje de &cidos nucleicos se utilizan dos formas artificiales de esta
molécula. Estas son la digoxigenina-11-dUTP y la digoxigenina-11-UTP. La primera de
ellas es la que se ha utilizado en los ensayos realizados.

La digoxigenina se incorpora a la sonda de ADN que se une por homologia de
secuencia con el ADN del virus.

El tamafio de las sondas es de 500 pb para la especie TYLCV.

Los cebadores utilizados son:

= UIB-1: 5’-ATATGGAGATGAGGTTSCCC-3". Este es un cebador degenerado.
La “S” de la secuencia indica que en esa posicidbn pueden aparecer
indistintamente las bases C o G.

» RTL-111: 5-GTGGGTCCCACATATTGC-3".

Después de la reaccion de marcaje, las sondas se cuantifican mediante
electroforesis en gel de agarosa, por comparacion con un patron de pesos moleculares
conocidos. Esta cuantificacion permite utilizar la misma cantidad de sonda en cada

hibridacién.

Hibridacion

El proceso de hibridacion consta de 5 partes, que se describen en el ANEJO 3:

Cuantificacion

La cuantificacion del ADN viral se efectuara mediante una recta de calibrado,
elaborada a partir de una serie de concentraciones de virus conocidas en un rango entre
5ngy 20 pg. La aplicacion de esta recta a las muestras positivas de las membranas hara
posible el célculo de la acumulacion viral de cada una de las muestras, empleando el
programa Image Gauge V.4.0.

Con el fin de minimizar las diferencias que pudiesen existir en la eficiencia del
proceso de extraccion, se calculara la relacion existente entre la cantidad total de ADN
extraido de la planta y la cantidad de ADN viral acumulado tras la infeccion en esa
planta.

Para cuantificar la cantidad de ADN extraido en cada una de las muestras se

utilizara la técnica de fluorimetria, basada en los cambios de las caracteristicas de
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fluorescencia de la bisbenzimida (Hoechst 33258) en presencia de ADN. La
bisbenzimida muestra en ausencia de ADN, un pico en su espectro de excitacion a 356
nm y otro en su espectro de emision a 492 nm, los cuales se desplazan a 365 y 458 nm
respectivamente cuando se une al surco menor del ADN. Se utilizard un fluorimetro
Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences) en el que, una vez calibrado con
“Calf thymus DNA standard”, se expondran las muestras (a las que previamente se
habia incorporado el colorante Hoechst 33258) a la luz de una lampara de mercurio de
365 + 7 nm. La intensidad de esta luz causa la excitacion del complejo ADN-colorante
dando lugar a un pico en la emision de luz a 458 nm. En el fluorimetro se detecta solo la
fluorescencia a 460 = 15 nm, debido a un filtro de emision situado delante del
fotodetector, y su cuantificacion permite conocer la concentracion de ADN.

Determinacion de la resistencia o susceptibilidad de cada entrada
La caracterizacion de cada planta como resistente o susceptible se realizara en
base a la manifestacion y severidad de los sintomas y/o a la cantidad de ADN viral

contenida.

Objetivo 2.- Desarrollo de lineas resistentes a partir de S. chilense y S. habrochaites

Basandonos en resultados previos obtenidos por el equipo del COMAV
elegiremos como fuentes de resistencia las entradas LA 1932 de S. chilense y B-6013 de
S. habrochaites, ambas con elevados niveles de resistencia. Asumimos, basandonos en
la bibliografia, que la resistencia en ambas fuentes es dominante. EI método a seguir
para la introgresion de los genes de resistencia en la especie cultivada serd el
retrocruzamiento. Para el estudio del control genético es necesario introgresar los genes
de resistencia en el fondo genético de S. lycopersicum, ya que las grandes diferencias
fenotipicas entre las especies que se cruzan dan lugar a elevada segregacion para gran
numero de caracteres morfologicos de la planta, dificultando enormemente la
evaluacion de los sintomas y consiguientemente la caracterizacion de cada planta como
resistente o susceptible.

El esquema del método es como sigue:
Se retrocruzara una variedad susceptible de tomate (Fortuna C) con las entradas

resistentes seleccionadas de S. chilense y S. habrochaites, siendo el proceso analogo en
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ambos casos. Fortuna C se empleara como parental femenino, dada la existencia de
incompatibilidad unilateral entre S. lycopersicum y las especies S. chilense y S.
habrochaites, lo que provoca el fallo del desarrollo del tubo polinico de S. lycopersicum
en los estilos de S. chilense y S. habrochaites si éstas se emplearan como parentales
femeninos. En la F1 resultante no se realizara seleccion de plantas resistentes, ya que
debido a la dominancia de los genes todas las plantas seran resistentes. Se realizaran
una serie de retrocruzamientos hacia la variedad Fortuna C (hasta RC5), seleccionando
en cada ciclo las plantas resistentes. Una vez logrado el RC5 se realizaran dos ciclos de

autofecundacion para identificar los individuos homocigoticos.

Objetivo 3.- Determinacion del control genético

Para conocer el control genético de la resistencia al TYLCV derivada de S. chilense y S.
habrochaites se estudiaran las familias formadas a partir del cruce inicial entre las lineas
resistentes Fortuna C-Ch y Fortuna C-Ha (derivadas de S. chilense LA1932 y S.
habrochaites B-6013) y la linea susceptible de tomate Fortuna C, constituidas por las
generaciones F1, F2 y los retrocruces hacia el parental susceptible (RC1) y hacia los
parentales resistentes (RC2). Dado el elevado nimero de plantas a manejar, seran
necesarias hasta 5 jaulas diferentes con poblaciones infectivas de B. tabaci para las
inoculaciones. Para evitar que las posibles diferencias de densidad de las poblaciones
de B. tabaci empleadas puedan enmascarar los resultados, se distribuiran en cada jaula
un namero proporcional de plantas de cada parental, F1,F2 y retrocruces. EI nimero de
plantas a probar de cada generacion sera: 20 de cada parental y de la F1, 150 de laF2 y
100 de cada retrocruce. Por tanto en cada jaula se introduciran 4 plantas de los
parentales y de la F1, 30 de la F2 y 20 de cada unos de los retrocruces. Ademas se
incluirdan en el ensayo la variedad TY-1, portadora del gen Ty-1 y la linea H-24
desarrollada a partir de S. habrochaites. El esquema para el estudio del control genético

sera analogo para las familias formadas a partir de S. chilense y S. habrochaites
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Andlisis de los resultados

En el caso de estar ante un caso de dominancia total o parcial los resultados
esperados en la F1 seria una descendencia completamente resistente igual al parental
resistente (dominancia total) o un gran ndmero de resistentes con valores intermedios
entre ambos parentales (dominancia parcial). La presencia en el parental resistente de
individuos susceptibles indicaria una penetracion incompleta del gen. La F2 presentara
mayor segregacion y en el caso de dominancia incompleta la distribucion se vera
desplazada hacia los susceptibles. EI RC1 hacia el parental susceptible (F1xVe)
producira una distribucion muy desplazada hacia valores susceptibles mientras que el
retrocruzamiento hacia el resistente (F1xLA1932) producira una distribucion desplazada
hacia valores resistentes. Se realizara con los datos la prueba de x* para ver si el control
genético se ajusta a un modelo monogénico. En caso de no ajustarse se usaran modelos
génicos capaces de estimar la penetracion incompleta del gen y el efecto de dosis

génica.

Objetivo 4.- Obtencidn de un marcador molecular ligado a la resistencia

Para la consecucion de un marcador molecular ligado a los genes de resistencia
emplearemos la técnica de los bloques segregantes desarrollada por Michelmore et al.
(1991), que permite la identificacion de un marcador molecuar ligado a un gen en una
generacion segregante. EI método, que también puede ser aplicable a progenies
derivadas de un retrocruzamiento (BC1, por ejemplo) consiste en construir dos
conjuntos de individuos F2 (bulks) que difieran sélo para el gen al cual se quieren
buscar marcadores ligados. De esta forma los conjuntos de individuos se convierten en
NILs virtuales, donde cualquier region genémica no ligada al gen para el que difieren
los conjuntos sera idéntica en ambos. Por el contrario, cualquier marcador molecular
que muestre un patron diferente entre los conjuntos debe estar localizado en la regién
adyacente al gen de interés. Es muy importante considerar el nimero optimo de
individuos que deben componer los conjuntos. A mayor nimero de individuos, menor
es el tamafio de la region gendmica para la que difieren, y por tanto, los marcadores
identificados deberan estar estrechamente ligados. Independientemente del tamafio de

los conjuntos se necesitan generaciones F3 para comprobar el correcto genotipado de
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los individuos F2 y poder seleccionara individuos F2 homocigoticos para los dos alelos
del gen para el que difieren los conjuntos.

Teniendo lo anterior en cuenta, se cruzaran la variedad susceptible de tomate
Fortuna C con las lineas de mejora obtenidas después del proceso de retrocruzamiento,
conteniendo los genes de resistencia de S. chilense y S. habrochaites, Fortuna C-Ch y
Fortuna C-Ha. Los hibridos obtenidos se autofecundaran para obtener la F2. Las plantas
de las dos F2 se inoculardn empleado una poblacion infectiva de Bemisia tabaci,
estableciendo de esta manera dos bloques, uno constituido por 30 plantas resistentes y
otro constituido por 40 plantas susceptibles. Se conseguira semilla de autofecundacién
de las plantas resistentes para, a partir de la segregacion observada seleccionar las
plantas resistentes homocigéticas de la F2. Los grupos establecidos de plantas
resistentes y susceptibles se genotiparan con marcadores RAPD, seleccionando aquellos
que cosegreguen con la resistencia o susceptibilidad. Los marcadores RAPD ligados a la

resistencia se convertiran en marcadores SCAR, més reproducibles y de f&cil manejo.

Objetivo 5.- Obtencidn de materiales con elevados niveles de resistencia

Todos los genes de resistencia a la enfermedad del rizado amarillo del tomate
empleados hasta la fecha confieren una resistencia parcial. Una estrategia para aumentar
los niveles de resistencia en los hibridos puede basarse en el empleo conjunto de mas de
un gen de resistencia procedentes de distintas especies. En nuestro caso pretendemos
obtener un hibrido que contenga en heterocigosis el gen procedentes de S. chilense (al
gue llamaremos Ch) y S. habrochaites (al que Illamaremos Ha) que hemos introducido
en las lineas desarrolladas, con el fin de conocer si la union de estos dos genes aumenta
la resistencia conferida por cada uno de ellos por separado. Para ello sera necesario
realizar los siguientes cruces y comparar el nivel de resistencia para las siguientes

combinaciones de genes:

Genes de resistencia en homocigosis:

Ch Ch

Ha Ha

Adicionalmente compararemos el efecto de estos genes con el gen Ty-1
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Genes de resistencia en heterocigosis:
Chch

Ha ha

Ty-1ty-1

Combinaciones entre distintos genes:
Ch Ch x Ha Ha

Ch Chx Ty-1 Ty-1

Ha Ha x Ty-1 Ty-1

Una vez realizados los cruzamientos necesarios y conseguidos los materiales con
distintas combinaciones de los genes tanto en homocigosis como en heterocigosis, se
realizard un ensayo de inoculacion empleando una poblacion infectiva de B. tabaci, de
forma similar a como se ha descrito anteriormente. El ensayo se realizard en un
invernadero, en la campafia de primavera-verano, con un disefio de dos blogues al azar y
20 plantas de cada genotipo por bloque. Se afiadiran testigos susceptibles e hibridos
resistentes, para poder comparar los niveles de resistencia alcanzados por las nuevas

combinaciones de genes.

4.- PLAN DE TRABAJO

Objetivo 1.- Comprobacion de las fuentes de resistencia descritas frente a los
aislados esparioles del virus del rizado amarillo del tomate en especies silvestres

relacionadas con el tomate

ANO 1A
Ensayo de inoculacién de las entradas LA 1969, LA 1932 y LA 1938 de S. chilense,
Pl 126935 y Pl 126944 de S. peruvianum, ECU-566 y ECU-604 de S. pimpinellifolium,
B-6013 de S.habrochaites y la variedad de tomate susceptible Fortuna C. En total se
agroinocularan 180 plantas.
Seleccion de las mejores entradas y obtencién de semilla de autofecundacion en
el caso de que las entradas sean de S. pimpinellifolium, ya que esta especie es

autocompatible. En el caso de las otras especies sera necesario cruzar las plantas
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seleccionadas como mas resistentes para obtener descendencia de ellas, ya que estas

especies son autoincompatibles.

ANO 1B
Ensayo de inoculacion de la descendencia de las plantas seleccionadas en el ensayo
anterior. Las plantas que se seleccionen seran las que se utilizaran para introgresar los

genes de resistencia en el tomate.

Objetivo 2.- Desarrollo de lineas resistentes a partir de S. chilense y S. habrochaites

Paralelamente a la introduccion en la variedad de tomate Fortuna C, de los genes
de resistencia al TYLCV procedentes de S. chilense y S. habrochaites, se llevara a cabo
el mismo proceso para introducir el gen Ty-1 en el fondo genético de la variedad
Fortuna C. Esto se realizara para tener los tres genes en el mismo fondo genético y
poder comparar el efecto que la combinacion de distintos genes tiene sobre la expresion
de la resistencia.

Esquema de uno de los programas de retrocuzamiento (ambos son analogos):

Se realizaran dos cultivos al afio (A: cultivo de primavera, B: cultivo de otofio), para lo

cual se requerird un invernadero con calefaccion y ventilacion.

Afno 1B
FortunaC x LA 1932
? 3
F1
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ANO 2A
FortunaC x F1

RC1

En el primer retrocruce se obtendran plantas resistentes y susceptibles, por lo que se

Ilevaré a cabo un ensayo de inoculacion, y se seleccionaran las plantas resistentes
ANO 2B
Retrocruce de cada planta resistente (Rn), cuyo genotipo sera heterocigotico, hacia

Fortuna C,

Fortuna C X R1,R2R3..... Rn

RC2
ANO 3A
Ensayo de inoculacion con mosca de las plantas RC2 para seleccionar loas resistentes.

Sobre dichas plantas se realiza un nuevo retrocruzamiento (RC3)

Fortuna C X R1,R2R3..... Rn

RC3
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Se continua el plan de retrocruzamiento hasta el 6° retrocruce, que sera obtenido al final
del 4° afo.

ANO 5A
Sembramos la semilla de la autofecundacion de cada planta, inoculandose con

mosca, para eliminar los homocigotos recesivos y seleccionar los genotipos resistentes,

los cuales se autofecundan

ANO 5B

Se siembra una parte de la semilla de cada autofecundacion, guardandose el
resto, por familias. Se inocula y se observan las familias que segreguen y las que no,
seleccionando estas ultimas que seran homocigaticas para la resistencia
Como resultado del programa de retrocruzamiento se obtendran lineas Fc-ch

y Fc-ha, portadoras de los genes de resistencia de las especies S. chilense y S.

habrochaites respectivamente.

Objetivo 3.- Determinacion del control genético
Es analogo en ambos casos

Afio 5B Fortuna C-Ch x Fc

|

F1
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Afio 6A Sembramos 40 plantas de F1 y realizamos el RC1 con Fortuna C, el RC2
con Fortuna C-Ch y autofecundamos para obtener la F2. Se reserva suficiente semilla de

la F1 para sembrar en el afio siguiente

Afio 6B Se siembran ambos parentales, la F1, F2, RC1 y RC2 en jaulas como se
indico en el apartado de metodologia y se caracteriza cada planta como resistente o
susceptible.

Analisis estadistico de los resultados.

Objetivo 4.- Obtencién de un marcador molecular ligado a la resistencia

ANO 5B
Fortuna C-Ch x Fc
F1
ANO 6A

Obtencion de la F2 mediante autofecundacion de la F1. Inoculacion de la F2. Seleccion
de plantas resistentes y susceptibles. Recogida de material vegetal y congelacion del

mismo. Genotipado de las plantas susceptibles de la F2.

ANO 6B

Obtencion de descendencia mediante autofecundacion (F3) de las plantas resistentes de
la F2. Inoculacién de las plantas de las familias F3. Genotipado de las plantas

resistentes homocigoticas de la F2. Anélisis de resultados. Conversion de los

marcadores RAPD ligados a los genes de resistencia en marcadores SCAR.
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Objetivo 5.- Obtencidn de materiales con elevados niveles de resistencia

ANO 5B

Obtencion de los genes de resistencia en heterocigosis:
Cruces entre las lineas portadoras en homocigosis de los tres genes de resistencia y la
linea Fortuna C:

Ch Ch xchch
Ha Ha x ha ha
Ty-1 Ty-1 x ty-1ty-1

Cruces entre las distintas lineas para obtener las diferentes combinaciones de genes:

Ch Ch xHaHa
ChCh x Ty-1Ty-1
Ha Ha x Ty-1 Ty-1

ANO 6A
Ensayo de inoculacion con todos los materiales obtenidos para comparar la resistencia
conferida por los tres genes en estudio en homocigosis, en heterocigosis y en las

posibles combinaciones entre ellos.
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5. CRONOGRAMA
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7. ANEJOS
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ANEJO 1. Medio de cultivo de A. tumefaciens utilizado en agroinoculacion

MEDIO YEB BASE TYLCSV TYLCV

Extracto de levadura 19/ 1g/l
Extracto de carne 59/l 59/l
Bacto-peptona 59/l 59/l
Sacarosa 59/ 59/
MgSO, 7 hidrato purisimo 0,244 g/l 0,492 g/l
Rifampicina 100 pg/ml -
Tetraciclina 5 pg/mi -
Kanamicina - 100 pg/ml

Ajuste del pHa 7,2

ANEJO 2. Método de extraccion de ADN

1° Triturar mecanicamente la muestra congelada.
2° Afadir a la muestra 500 pl de tampdn de extraccion (ver al final del método).
3° Mantener la muestra durante 5 minutos a 65° C.
4° Afadir 150 pl de acetato potésico 5 M homogeneizando la muestra.
5° Mantener en hielo durante 10 minutos.
6° Centrifugar 10 minutos a 16110 xg.
7° Recuperar el sobrenadante.
8° Afiadir 500 pl de isopropanol frio.
9° Centrifugar durante 10 minutos a 16110 xg.
10° Eliminar el sobrenadante y resuspender el ADN en 77 ul de agua destilada.

Tampon de extraccion de ADN (Crespi et al., 1991)
100 mM Tris HCI
50 mM EDTA
500 mM NacCl
10 mM B-mercaptoetanol
1%SDS
Ajuste del pH a 8
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ANEJO 3
Proceso de hibridacion molecular

12 Proceso de prehibridacion

El proceso de prehibridacion tendra lugar en horno de hibridacion. En cada tubo
del horno de hibridacion se pusieron las membranas con 10 ml de tampon de
hibridacion estandar Roche (ver al final del proceso), durante 1 h y a una temperatura
de 42°C.
22 Desnaturalizacion de las sondas

Para desnaturalizar las sondas se someteran a una temperatura de 68° C durante
10 minutos. Después permaneceran 2 minutos en hielo.
32 Hibridacion

Para la hibridacion se reemplaz6 el tampdn de prehibridacion por tampon de
hibridacion al que se habrd afadido previamente sonda desnaturalizada a una
concentracion final de 20 ng/ml. Este paso se realizara en horno de hibridacion a 42° C
durante toda la noche.
42 | avados

Después de la hibridaciéon se iniciara la fase de 5 lavados para eliminar las
particulas inespecificas. Los dos primeros lavados serdn con 2xSSC y 0,1% SDS a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Los dos lavados siguientes seran con 0,5xSSC
y 0,1% SDS a 68° C durante 15 minutos. Finalmente se dara un quinto lavado con
tampon de lavado TL (ver al final del proceso) 5 minutos a temperatura ambiente.
52 Deteccion

Una vez lavadas, se afiadira T2 a las membranas durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, se sustituird el volumen de T2 por otro igual conteniendo 20 ul de Anti-DIG
(1:10000) y se tendra en agitacion a la misma velocidad otros 30 minutos. Anti-DIG es
el anticuerpo que reconoce la digoxigenina y se une a ella. Este anticuerpo lleva
conjugado un enzima.

A continuacion, se realizard un lavado de 15 minutos con tampon de lavado (TL)
para eliminar el exceso de anticuerpo.

Para el revelado del sustrato se mantendran las membranas con T3 durante 5

minutos. Posteriormente, se colocaran sobre laminas de acetato y se vertira sobre ellas
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T3 al que previamente se le habra afiadido el sustrato del enzima (CSPD). Tras esto se
cubrieron con otra Idmina de acetato 5 minutos.

Una vez limpias las membranas, se eliminara ligeramente el exceso de humedad
utilizando papel de celulosa y luego se introduciran en bolsas de plastico que se
sellaran.

Para la deteccion, las membranas se expondran durante 60 minutos a una camara

CCD (Charge-coupled device camera, Intelligent Dark Box-I1, Fujifilm).

Tampones utilizados en la hibridaciébn molecular con digoxigeninas para la
cuantificacion del ADN por muestra
=  Tampon de prehibridacion
5XSSC
50% formamida, desionizada
0,1% sodio-lauroilsarcosina
0,02% SDS
2% Blocking Reagent (Roche)
= Tampon T1
0,1 M &cido maleico
0,15 M NaCl
Ajuste del pHa 7,5

Esterilizar por autoclave

= Tampon TL

Tampo6n T1 + 0,3% de Tween 20
= Tampon T2

Tampon T1 + 1% de Blocking Reagent (Roche)
= Tamp6n T3

100 mM Tris-HCI

100 mM NaCl

Ajuste del pHa 9,5
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