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RESUMEN

La enfermedad del rizado amarillo del tomate (TYLCD) es causante de muchas
pérdidas econdémicas y productivas en los cultivos de tomate (Solanum lycopersicum L.) a nivel
mundial, destacando, sobre todo, en las zonas calidas y templadas. Esta enfermedad es causada
por diferentes especies virales de la familia de los Geminivirus, conocidos como Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV), transmitidos por la mosca blanca, Bemisia tabaci. Actualmente, no se
dispone de una solucion definitiva ante esta enfermedad, ya que los materiales siguen
mostrando sintomas cuando son sometidos a una infeccion temprana o a una elevada presién

de indculo.

Se conocen diferentes genes de resistencia procedentes de distintas entradas silvestres
relacionadas con el tomate. En este trabajo, desarrollado en colaboracion entre el Departamento
de Biologia Aplicada de la Universidad Miguel Hernandez (UMH) y el Instituto Universitario
de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV), de la Universitat
Politécnica de Valéncia (UPV), se han evaluado materiales, hibridos, retrocruces y
recombinantes en la region asociado a la resistencia, de distintas variedades tradicionales de
tomate portadores del gen de resistencia 7y- 1, procedente de Solanum chilense. Estos materiales
fueron proporcionados por el Departamento de Biologia Aplicada de la UMH. Para la
evaluacion de la resistencia, se llevo a cabo la agroinoculacion de la cepa TYLCV-IL (cedida
por el Dr. E. R. Bejarano, de la Universidad de Malaga) en el estado de plantula. El seguimiento
de la enfermedad se realiz6 tanto de forma visual (a los 7, 14, 21 y 28 dias post inoculacion,
dpi), como mediante la cuantificacion del ADN viral mediante PCR cuantitativa a los 14 y 28

dpi.

Se confirmo la resistencia en los materiales portadores del alelo en todos los fondos
genéticos analizados. Esta resistencia se manifest6 tanto a nivel visual, con la permanencia de
las plantas practicamente asintomaticas o con sintomas muy ligeros, como mediante la
reduccion de la acumulacion viral tras la inoculacion. Mediante futuros trabajos podrian fijarse

estos materiales y obtener variedades tradicionales con resistencia a TYLCV.

Palabras clave: tomate (Solanum lycopersicum L.), variedades tradicionales, TYLCV,

gen de resistencia.
Autor: Diia. Mireya Gil Molina
Tutora: Prof. Dila. Ana Maria Pérez de Castro
Directora Experimental: Diia. Laura Prosper Ortega

Valencia, julio de 2024



ABSTRACT

Tomato yellow leaf curl disease (TYLCD) causes significant economic and productive
losses in tomato (Solanum lycopersicum L.) crops worldwide, especially in warm and temperate
regions. This disease is caused by different viral species of the Geminivirus family, known as
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), transmitted by the whitefly, Bemisia tabaci. Currently,
there is no definitive solution for this disease, as the materials continue to show symptoms when

subjected to early infection or hight inoculum pressure.

Different resistance genes from various wild tomato relatives are known. In this work,
developed in collaboration between the Department of Applied Biology of the Miguel
Hernandez University (UMH) and the University Institute for the Conservation and
Improvement of Valencian Agrodiversity (COMAV) of the Polytechnic University of Valencia
(UPV), consisted on the evaluation of plant materials, hybrids, backcrosses and recombinants
of different traditional varieties, carrying the 7y-/ resistance gene, derived from Solanum
chilense. These materials were provided by the Department of Applied Biology at UMH. For
the evaluation, agroinoculation of the TYLCV-IL strain (provided by Dr. E. R. Bejarano, from
the University of Malaga) was carried out in the seedling stage. Disease monitoring was
conducted both visually (at 7, 14, 21 and 28 days post inoculation, dpi) and through the
quantification of viral DNA woth quantitative PCR at 14 and 28 dpi.

Resistance was confirmed in the materials carrying the allele in all analysed genetic
backgrounds. This resistance was evident both visually, with plants remaining practically
asymptomatic or showing very mild symptoms, and through the reduction of viral accumulation
after inoculation. Future works could fix these materials and develop traditional varieties with

resistance to TYLCV.

Keywords: tomato (Solanum lycopersicum L.), traditional varieties, TYLCYV, resistance

gene.
Student: Mireya Gil Molina
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1. INTRODUCCION

1.1. Taxonomia del tomate

El tomate, Solanum lycopersicum L., pertenece a la familia botanica Solanaceae, la cual
incluye alrededor de 4000 especies con una gran diversidad morfoldgica. Dentro de esta familia
se incluyen cultivos econémicamente muy importantes, como la patata (Solanum tuberosum
L.), el tabaco (Nicotiana tabacum L.), la berenjena (Solanum melongena L.), el pimiento

(Capsicum spp.) e incluso especies ornamentales como Perunia spp (Pavan et al., 2009).

Desde la introduccion del tomate en Europa en el siglo XVI, los botanicos reconocieron la
estrecha relacion de los tomates con el género Solanum. Fue Tournefort (1694), el primero en
considerar a los tomates cultivados con grandes frutos multiloculares bajo el género
Lycopersicon y mantuvo a las especies biloculares como Solanum. De acuerdo con Miller
(1754), el tomate empez6d a clasificarse como Lycopersicon esculentum (especie tipo),
existiendo también L. peruvianum 'y L. pimpinellifolium. Rick (1979) propuso una clasificacion
basada en las relaciones de cruce. Reconocio nueve especies de tomate silvestre, clasificadas
en dos complejos: L. esculentum y L. peruvianum. El primero de ellos incluia siete especies
autocompatibles y facilmente cruzables, mientras que el otro complejo incluia las especies

autoincompatibles L. peruvianum y L. chilense, que rara vez cruzaban con L. esculentum.

Los diferentes criterios utilizados en la clasificacion han llevado a diferentes numeros de
especies, subespecies y variedades, con diversas hipotesis. Actualmente, numerosos datos
morfoldgicos y secuencias moleculares respaldan su inclusion dentro del género Solanum L.,
resultando en una nueva nomenclatura, Solanum Ilycopersicum (Peralta et al., 2005). La
clasificacion mas aceptada en la actualidad es la propuesta por Peralta, Spooner & Knapp

(2008) (Peralta et al., 2008).

Tabla 1. Taxonomia del género Solanum L.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especie Solanum lycopersicum L.




1.2. Especies relacionadas con el tomate

Las especies silvestres son fuentes de variacion alélica titil que se usan para tratar de superar
los estreses biodticos y abiodticos en programas de mejora genética, ya que suelen crecer en
habitats con condiciones desfavorables para las especies comerciales. En el caso del tomate, las
especies silvestres relacionadas son nativas de América del Sur, concretamente desde la region
costera de Ecuador, a través de Pert hasta el norte de Chile, incluyendo las Islas Galapagos.
Estas regiones se caracterizan por tener ambientes muy variados debido a las diferencias de
altitud y a los diversos habitats ecologicos caracteristicos de la geografia andina, lo cual ha
generado que haya una gran adaptacion local y una gran diversidad genética entre las especies
silvestres de tomate. Es por ello que se usan en muchas ocasiones para responder a problemas
actuales y futuros del tomate (cambio climatico, enfermedades...) e incluso se utilizan para
dotar de una mayor calidad nutricional a las nuevas variedades obtenidas (Khazaei, 2022;

Ramirez-Ojeda et al., 2021).

La evidencia de las relaciones filogenéticas de estas especies silvestres ha sido descrita en
detalle por Peralta et al. (2008), quienes han propuesto una clasificacion basada en la existencia
de tres secciones: Lycopersicon, Lycopersicoides y Juglandifolia. La seccion Lycopersicon
comprende al tomate cultivado (S. lycopersicum L.) y 12 especies silvestres relacionadas,
integradas en cuatro grupos (Tabla 2): Lycopersicon, Arcanum, Eriopersicon y Neolycopersicon
(Peralta et al., 2008; Ramirez-Ojeda et al., 2021). Esta clasificacion ha sido verificada por

evidencia molecular, genémica y transcriptomica de los tomates silvestres (Pease et al., 2016).

La hibridacion interespecifica es fundamental a la hora de plantear programas de
mejora (Mallet, 2008). En el caso del tomate, existe una gran variedad de especies silvestres
que poseen una gran fuente de caracteres que pueden ser de interés para mejorar las variedades
comerciales. Para obtener cultivares resistentes, se pueden transferir genes de resistencia de

especies silvestres mediante la hibridacion interespecifica (Ghani et al., 2020).



Tabla 2. Clasificacion del tomate y de sus especies relacionadas de acuerdo con Peralta ez al. (2008).

Seccién Grupo Especies
Lycopersicon Lycopersicon S. cheesmaniae (L. Riley)
Fosberg
S. galapaguense S. Darwin
& Peralta

S. lycopersicum L.
S. pimpinellifolium L.
Arcanum S. arcanum Peralta
S. chmielewskii (C.M. Rick,
Kesicki, Fobes & M. Holle)
D.M. Spooner, G.J.
Anderson & R.K. Jansen
S. neorickii (C.M. Rick,
Kesicki, Fobes & M. Holle)
D.M. Spooner, G.J.
Anderson & R.K. Jansen
Eriopersicon S. chilense (Dunal) Reiche
S. corneliomulleri J.F.
Macbr.
S. habrochaites S. Knapp &
D.M. Spooner
S. huaylasense Peralta
S. peruvianum L.

Neolycopersicon S. pennelli Correll
Lycopersicoides S. lycopersicoides Dunal
S. sitiens 1.M. Johnst
Juglandifolia S. juglandifolium Dunal

S. ochranthum Dunal

El tomate cultivado presenta alrededor del 5% de la variacion genética total del acervo
genético del tomate, mientras que los de tipo silvestre conservan una gran diversidad genética
para muchos rasgos de gran importancia economica. Por ello, es de vital importancia conocer
la distancia filogenética y establecer relaciones de cruzabilidad entre estas especies de tomate
(Diez & Nuez, 2008; Peralta et al., 2005). Las secciones Lycopersicoides y Juglandifolia son
las més distantes del tomate cultivado, por lo que son las que mas problemas de cruzabilidad
presentan (Figura 1). Existen tanto barreras pre-cigoéticas, como post-cigoticas: para superar
estas ultimas es posible recurrir a diferentes técnicas, como el rescate de embriones y su cultivo

in vitro (Buteme et al., 2021).
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Figura 1. Diagrama de cruzabilidad entre el tomate y sus especies silvestres (Diez & Nuez, 2008).

1.3. Importancia economica del tomate

El tomate es la hortaliza més consumida en todo el mundo. Su demanda sigue aumentando
debido a factores como su textura, sabor, aroma y su composicion nutricional, puesto que esta
muy enriquecido en vitaminas, minerales y diferentes carotenoides con gran poder antioxidante,

relacionados con la prevencion de enfermedades como el cancer (Dipple et al., 2024).

Esta especie es cultivada en numerosos paises, destacando China, India, Turquia, Estados

Unidos, Egipto, Italia y Espafia (FAO-STAT, 2024).

La produccion de tomate durante el afio 2022 alcanz6 186.107.972 toneladas a nivel
mundial. Destaca especialmente el continente asiatico, cuya produccion alcanzo ese afio las
114.728.464 toneladas (63,9% del total de produccioén). El segundo, tercer y cuarto lugar fueron
ocupados por América (12,6%), Africa (12,3%) y Europa (11,0%), respectivamente (Figura 2).
En Espaiia, el volumen de produccion fue de 3.651.940 toneladas en este afio, con una superficie
dedicada a la produccion de 45.150 ha. Por tanto, el rendimiento medio por metro cuadrado en

nuestro pais fue 8,09 kilos (FAO-STAT, 2024).
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Figura 2. Porcentaje de la produccion mundial de tomate por continentes, afio 2022. Fuente: FAO STAT
(2024).

1.4. Enfermedades de etiologia viral mas importantes en tomate

La produccion mundial de tomate se ha visto obstaculizada por el aumento de la incidencia
de enfermedades virales. La alta heterogeneidad genética de los virus que afectan al tomate,
debido a sus altas tasas de mutacion, han llevado a que las estrategias de control sean ineficaces

y a la rapida propagacion de los virus (Ong et al., 2020).

Ademés, los cambios en las condiciones climaticas pueden favorecer la propagacion y el
establecimiento exitoso de estos virus y sus vectores en areas desfavorables. Lo mismo ocurre
con el aumento de los viajes internacionales y el comercio de materiales vegetales, puesto que
aumentan el riesgo de introducir nuevos virus y vectores en los sistemas de produccion

(Hanssen et al., 2010).

Entre las enfermedades virales mas importantes, podemos destacar el virus del mosaico del
tomate (Tomato mosaic virus, ToMV), el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt
virus, TSWYV), el virus del fruto rugoso del tomate (Tomato brown rugose fruit virus, TOBRFV)
y el conjunto de virus causantes de la enfermedad del rizado amarillo del tomate (Tomato

yellow leaf curl disease, TYLCD) (Panno et al., 2021).

1.5. [Enfermedad del rizado amarillo del tomate

1.5.1. Historia y distribucion de la enfermedad

La enfermedad del rizado amarillo del tomate (TYLCD) es muy importante y en los tltimos
aflos ha causado serios problemas econémicos en la produccion mundial de tomate, sobre todo
en las zonas templadas y célidas (Yan et al., 2021). La primera evidencia del dafio economico
a los cultivos de hortalizas causados por Bemisia tabaci se registro en Israel en el afio 1931, y

desde 1935 ha sido una plaga permanente, principalmente en el Valle del Jordan. Fue en 1959,



aflo en el que hubo un fuerte brote de B.tabaci en los valles del Jordan y Bet She’an, cuando se
confirm6 la naturaleza viral de la enfermedad y su propagacion a través de este vector,

pudiéndose purificar el TYLCV en 1988 (Cohen & Antignus, 1994).

La enfermedad no estuvo presente en Europa hasta el afio 1988, cuando se report6 en el sur
de Italia. Debido a que B. tabaci se encuentra presente en los invernaderos a lo largo del
continente, la expansion de la enfermedad fue mas rapida. En el afio 1992, las plantas de tomate
del este de Espafia mostraron los primeros sintomas de la enfermedad, y tras ser analizadas se
pudo comprobar que se trataba de la especie Tomato yellow leaf curl Sardinia virus. Desde
entonces, el TYLCV se ha propagado por todas las principales regiones productoras de
hortalizas del sur y sureste de Espafia, donde se ha convertido en el factor limitante para la
produccion de tomate durante el verano y el otofio (Sanchez-Campos et al., 1999; Zhang et al.,
2009). En la década de los 90, la enfermedad alcanzé el Nuevo Mundo y rapidamente se
propag6 por el norte de América y por el Caribe (Péréfarres et al., 2012). Actualmente se
encuentra presente en todos los continentes del planeta, a excepcion de la Antartida (Ramos et

al., 2019).

Es causada por un complejo de especies virales pertenecientes al género Begomovirus, de
la familia Geminiviridae, de las cuales la mas extendida es la especie originaria de Israel
(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) (Pérez de Castro et al., 2010). Se transmite por medio
de la mosca blanca, Bemisia tabaci, la cual no solo actia como vector del virus del rizado
amarillo del tomate, sino que también actua causando dafios directos en las plantas de tomate
al alimentarse del floema, provocando desoérdenes fisiologicos y promoviendo el crecimiento

de los mohos de hollin, que reducen la eficiencia fotosintética (Kumaraswamy et al., 2024).

Durante las tltimas dos décadas, los begomovirus y B.tabaci han sido considerados como
los complejos virus-vector mas importantes econdmicamente, amenazando los principales
cultivos de hortalizas y extendiéndose a otras regiones principalmente a través de actividades
humanas y del comercio internacional (Kanakala & Ghanim, 2019). Ademas, las moscas
blancas son capaces de aumentar su rango de distribucion geografica y de plantas hospedadoras
debido a la existencia de una amplia gama de diferencias genéticas en las poblaciones de B.
tabaci. Existen estudios que muestran una adaptacion, por medio de la seleccidon, de las

poblaciones locales de este vector. (Oliveira et al., 2001).

1.5.2. Biologia

La familia Geminiviridae esta compuesta por catorce géneros: Becurtovirus, Begomovirus,
Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus,
Mulcrilevirus, Opunvirus, Topocuvirus, Turncurtovirus y Topilevirus, siendo el género

Begomovirus, con 445 especies, el mayor de la virosfera (da Silva & Zerbini, 2024). Los



géneros se diferencian entre si dependiendo de su gama de hospedadores, del tipo de vector, de

la organizacion del genoma y de sus relaciones fitogenéticas (Fiallo-Olivé et al., 2021).

Los virus de la mayoria de los géneros de la familia tienen genomas monopartitos, mientras
que los del género Begomovirus presentan tanto genomas monopartitos como bipartitos, siendo
estos ultimos los mas frecuentes. Constan de dos componentes circulares monocatenarios
(ADN-A y ADN-B), de 2,5 a 2,6 kb. El ADN-A puede replicarse de forma independiente y
formar viriones, pero el sistema infectivo requiere del ADN-B. Suelen compartir unas 200 bases
de secuencia, que incluye el origen de replicacion. El ADN-A codifica una proteina de la
capside (ORF AV1, CP), una proteina de movimiento (ORF AV2, MP), una proteina asociada
a la replicacion (ORF ACI, Rep), un activador transcripcional (ORF AC2, TrAP), un
potenciador de la replicacion (ORF AC3, REn) y la proteina C4 (ORF AC4, C4). El ADN-B
codifica una proteina de transporte nuclear (ORF BV1, NSP) y una proteina de movimiento
(ORF BCI1, MP). Por otro lado, los genomas de los begomovirus monopartitos tienen mucho
parecido con el ADN-A de los begomovirus bipartitos (Fiallo-Olivé & Navas-Castillo, 2023;
Quazi M. 1. Haq et al., 2023; Rojas et al., 2005).

A diferencia de la mayoria de los geminivirus transmitidos por la mosca blanca, cuyos
genomas son bipartitos, los de los virus asociados al TYLCD son monopartitos. Existen
excepciones, como el Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) y el Tomato yellow
leaf curl Kanchanaburi (TYLCKaV), cuyos genomas si que son bipartitos. Los monopartitos
poseen una Unica molécula de ADN monocatenario circular genomico (ssDNA) de 2.8 kb. Este
ADN codifica seis marcos de lectura abierta (ORFs) que se organizan de manera bidireccional
en dos unidades transcripcionales separadas por una region intergénica de unos 300 nucledtidos

(Diaz-Pendon et al., 2010).

De los seis ORF, dos estan cadena de sentido del virus, que codifica la proteina de la capside
CP (ORF V1) y una proteina similar al movimiento MP (ORF V2), y cuatro estan en la cadena
antisentido, codificando una proteina asociada a la replicacion Rep (ORF C1), una proteina
activadora de la transcripcion TrAP (ORF C2), una proteina potenciadora de la replicacion REn

(ORF C3) y la proteina C4 (ORF C4) (Jupin et al., 1994; Wartig et al., 1997).

Los criterios establecidos por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
establecen un umbral de identidad de nucleodtidos del 89% entre las secuencias completas de
nucleotidos del ADN-A (Fauquet & Stanley, 2005). De acuerdo a esto, dentro del género de los
begomovirus se han aceptado trece especies causantes del TYLCD (Yan et al., 2021): Tomato
vellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAXV), Tomato yellow leaf curl China virus
(TYLCCNYV), Tomato yellow leaf curl Guandong virus (TYLCGuV), Tomato yellow leaf curl
Indonesia virus (TYLCIDV) Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus (TYLCKaV), Tomato



yellow leaf curl Malaga virus (TYLCMalV), Tomato yellow leaf curl Mali virus (TYLCMLV),
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), Tomato yellow leaf curl Thailand virus
(TYLCTHYV), Tomato yellow leaf curl Vietnam virus (TYLCVNV), Tomato yellow leaf curl
Shuangbai virus (TYLCShV), Tomato yellow leaf curl Yunnan virus (TYLCYnV) y el Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV).

Ademas, en el ano 1999 se reporto la presencia en el sur de Espafia de un recombinante
entre los aislados TYLCSV — ES[1] y TYLCV — [ES72/97], que correspondié a ser el
TYLCMalV (Monci et al., 2002). Otro recombinante de interés es el TYLCAxXV, el cual
proviene de la recombinacién entre el TYLCV-[Alm] y el TYLCSV-ES [1] (Garcia-Andrés et
al., 2006). Estos casos pueden servir como ejemplo de la gran importancia que tiene la
recombinacioén, puesto que contribuye a la diversificacion genética de los geminivirus,

pudiendo ocurrir a nivel de cepa, especie, género y familia (Monci et al., 2002).

1.5.3. Virus del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus,
TYLCYV)

Hasta el afio 1991, no se obtuvieron los primeros datos moleculares sobre el agente viral
asociado con el TYLCD, que fue nombrado como Tomato yellow leaf curl virus — Israel
(TYLCV-IL). Posteriormente, se clono otra cepa asociada a infecciones por TYLCD, nombrada
como Tomato yellow leaf curl — Mild (TYLCV-MId). Desde entonces, han sido secuenciados y
caracterizados molecularmente diferentes genomas virales asociados con el TYLCD
(Péréfarres et al., 2012). Aunque TYLCD se puede encontrar por todo el mundo, unicamente
estas dos cepas son los verdaderos agentes globales que causan la enfermedad. Otros
begomovirus asociados con el TYLCD se han encontrado solo en regiones restringidas, como
el TYLCCNV y el TYLCSYV, limitadas a China y a los paises mediterraneos, respectivamente
(Yan et al., 2021).

Debido a la incidencia del virus en la cuenca del Mediterraneo y en el Medio Oriente, se estudio
si alguna de ellas era el centro de origen de los virus. Mediante analisis de recombinacion, se
obtuvo que probablemente el primer TYLCV surgié en el Medio Oriente entre 1930 y 1950, y
que la propagacion al resto de paises del mundo fue a partir de la aparicion de TYLCV-MId y
TYLCV-IL. Irén y las regiones que lo rodean se consideran los centros mas probables de
diversificacion del virus, mientras que la cuenca del Mediterraneo se caracteriza por ser la
principal zona de movimiento global del TYLCV y la fuente directa de las variantes que van

surgiendo (Fauquet et al., 2005; Péréfarres et al., 2012).

Las especies de begomovirus, como el TYLCYV, tal y como se ha comentado anteriormente,
poseen un genoma de ADN monocatenario, circular y monopartito de unas 2.8 kb, encapsidado

en una particula icosaédrica (Pérez-Padilla et al., 2020). Ademas, el TYLCYV, a pesar de ser
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mayoritariamente conocido por ser un patdogeno del tomate, también puede infectar a otros
cultivos de plantas como la judia (Phaseolus vulgaris L.), el lisianthus (Eustomus grandiflorum
[Raf.] Shinn), el pimiento dulce (Capsicum annum L.), el pimiento picante (C. chinens Jacq.)

y el tabaco (Nicotiana tabacum L.), entre otros (Shirazi et al., 2014).

1.5.4. Mecanismos de transmision de TYLCV

Los begomovirus como el TYLCV son adquiridos por moscas blancas como Bemisia tabaci
(Gennandius) (Hemipetra: Aleyrodidae). Lo hacen a través del floema de la planta en forma de
viriones que pasan a lo largo del canal alimentario hasta llegar al es6fago. Posteriormente los
viriones son transportados a través de la pared intestinal hasta el hemocele y desde alli llegan a
las gladndulas salivales. Finalmente se excreta con la saliva durante la alimentacion,

transmitiéndose la enfermedad a nuevas plantas (Ghanim et al., 2001).

La proteina de la capside, CP, es el tinico factor que interactia directamente con los factores
de la mosca blanca durante la transmision circulatoria del virus. Muchos insectos que se
alimentan del floema, como B. tabaci, albergan endosimbiontes para completar su dieta. Estas
bacterias endosimbioticas producen un homologo de la chaperona GroEL la cual se ha
identificado como la responsable de la interaccion con la proteina CP del virus y

consecuentemente, de su proteccion frente a la degradacion (Kliot & Ghanim, 2013).

La agroinoculacion se ha convertido, por otro lado, en la herramienta preferida para los
estudios de las interacciones planta-virus debido a que la falta de transmision mecanica de este
virus es una limitacion experimental importante. La mayoria de los begomovirus se transmiten
solo a través de la mosca blanca, y la agroinoculacion es una manera de simplificar en gran

medida el estudio de estos virus (Elmer et al., 1988; Koeda et al., 2017).

En condiciones de campo al aire libre, el entorno fluctuante y la infeccion con otros virus
dificultan la evaluacion de la respuesta, existiendo ademas una amenaza de que la mosca blanca
escape en el espacio cerrado de un laboratorio. La agroinoculacion, en cambio, puede ser
realizada en condiciones controladas de laboratorio utilizando plantulas pequefias, lo que
permite una evaluacion precisa en un corto periodo de tiempo y en un espacio reducido (Koeda
et al., 2017). En concreto, la agroinoculacion ha sido muy exitosa en discos de hoja, semillas
germinativas y plantas enteras, siendo la agroinoculacion de los discos de hoja el método més

rapido y simple para estudiar las funciones y mecanismos de resistencia viral (Pico et al., 2001).

1.5.5. Sintomatologia
Los sintomas de la enfermedad se manifiestan de formas diferentes dependiendo de la etapa
de crecimiento de la planta en el momento inicial de la infeccidon, las condiciones ambientales

y las variedades/cultivares de plantas de tomate (Khan et al., 2013). Causa una amplia gama de



sintomas, siendo los mas tipicos el amarillamiento marginal y la clorosis en el margen de las
hojas mas nuevas, curvatura ascendente de las hojas, reduccion del tamafio de las hojas con
arrugamiento, acortamiento de los entrenudos resultando en una apariencia enana y frondosa,
y atrofia del crecimiento de las plantas. Los brotes son erectos y los foliolos mas pequefios y
deformes. Los foliolos que aparecen tras la infeccion se curvan hacia abajo y hacia adentro, al
contrario de las hojas que se desarrollan posteriormente, que son cloroticas y con una curvatura

ascendente (Figura 3).

Los sintomas producidos por la enfermedad suelen aparecer de dos a tres semanas después
de la infeccion (Lapidot, 2007). Otros sintomas que se observan es el marchitamiento de las
flores, y su abscision, lo que consecuentemente produce un gran impacto negativo en la
produccion de tomate cuando la infeccion es en etapas tempranas (Khan et al., 2013). No hay
sintomas notorios en los frutos de plantas infectadas tardiamente, los mas notables son cuando
la infeccion se produce en etapas tempranas. La mayoria (hasta el 90%) de las flores se
desprenden tras la infeccion, por lo que los tomates se ven mds afectados cuando la infeccion

ocurre antes de la etapa de floracion.
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Figura 3. Sintomas caracteristicos de la enfermedad causados por el TYLCV en plantas de tomate.

1.5.6. Mejora genética

Para prevenir que los virus infecten a la planta huésped, se pueden plantear diferentes
estrategias, tales como controlar los insectos vectores mediante las barreras fisicas apropiadas
(trampas y mallas) y el uso de agentes quimicos, como insecticidas. Sin embargo, la creacion
de obstaculos fisicos no siempre es viable y el uso de compuestos quimicos puede generar

resistencia en las moscas blancas contra esas sustancias (Ji, Scott, et al., 2007; Luo et al., 2010).
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La estrategia méas efectiva para proteger los cultivos es mediante la introduccién de
resistencia frente a los virus y/o los insectos vectores. En el caso concreto del TYLCV, el
método mas efectivo a largo plazo es la mejora genética de las variedades de tomate para
aumentar su resistencia al virus, destacando el uso de genes de resistencia procedentes de

especies silvestres relacionadas con el de tomate (Yan et al., 2021).

La situacidn existente en el denominado Viejo Mundo, que incluye la regién mediterranea,
el Medio Oriente, el norte de Africa, Africa central y el sudeste asiatico, es grave por las
elevadas pérdidas econdmicas gue existen, ya que la mayoria de los cultivos comerciales siguen
sin ser inmunes a la enfermedad. En el Nuevo Mundo, hasta ahora, las estrategias se han basado
principalmente en el empleo de pesticidas y de variedades hibridas de tomate importadas del
Viejo Mundo. Se ha realizado un gran esfuerzo para obtener cultivares de tomate resistentes al
TYLCV, siendo uno de los principales problemas la gran diversidad de begomovirus. Muchas
veces también hay que realizar hibridacién interespecifica y recuperar los rasgos agronémicos
de los cultivares de tomate susceptibles para satisfacer las preferencias del consumidor (Ji,
Scott, et al., 2007; Morales, 2001). No obstante, este método ha demostrado ser el mas
sostenible de los mencionados, algo también muy importante si tenemos en cuenta los Objetivos
de Desarrollo Sostenibles (ODS) (Naciones Unidas, 2022).

Por tanto, la bisqueda e introgresion de genes de resistencia es de fundamental importancia
para abordar esta enfermedad y minimizar los dafios econémicos y medioambientales que

derivan de su tratamiento.

1.5.7. Genes de resistencia

Las plantas han desarrollado mecanismos eficientes para evitar la infeccion o para
desarrollar respuestas que las hagan resistentes cuando son atacadas por un patogeno. Uno de
los mecanismos de defensa mas estudiados se basa en la resistencia gen-por-gen, mediante el
cual las plantas que albergan genes especificos de resistencia (R) reconocen especificamente a
los patogenos que llevan genes de avirulencia (Avr) correspondientes (Takken & Joosten,

2000).

Hasta la fecha, no se ha encontrado resistencia a TYLCV en el germoplasma de S.
lycopersicum, pero si que se han identificado genes de resistencia procedentes de especies
silvestres relacionadas con el tomate, tales como S. chilense, S. habrochaites, S. peruvianum,
S. cheesmania y S. pimpinellifolium. En total, se han identificado seis genes de resistencia a
TYLCV: By-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, ty-5 y Ty-6. Todos ellos han sido mapeados (Ji et al., 2009; Yan
etal., 2021).
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El gen Ty-1, proveniente de la accesion LA1969 de S. chilense fue el primer locus mapeado
de resistencia a TYLCV por Zamir et al. (1994) en la region pericentromérica del cromosoma
6, entre los marcadores RFLP TG297 y TG97. Estudios posteriores, comprobaron la
vinculacién entre 7y-1 con el marcador CT21, que se encuentra en el brazo largo de dicho
cromosoma (Pérez de Castro et al., 2007). Posteriormente, Verlaan et al. (2011) demostraron
que 7j-1 se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 6 del tomate, cerca de la region

cromosomica donde se encuentra mapeado 7j-3.

El gen 7y-3 se identifico en las accesiones LA1932, LA2779 y LA1938 de S. chilense, y
fue mapeado por primera vez en el cromosoma 6, a 15 cM del gen 7y-1. Es capaz de conferir
resistencia tanto contra el TYLCV como con el Tomato mottle virus (ToMoV). Debido a la
cercania de ambos genes de resistencia, se planted la posibilidad de que fuesen alélicos (Ji et
al., 2007). Posteriormente, se demostrd que efectivamente 7-/ y 7-3 son alelos del mismo
gen, y codifican ARN polimerasas dependientes de ARN (RDR), sin ninguna funcion descrita
en aquel momento (Verlaan et al., 2013). En concreto, pertenecen a un tipo RDRY, que presenta
homologia con los genes RDR3, RDR4 y RDRS5 de Arabidopsis thaliana. Posteriormente, se
ha identificado que las plantas que poseen estos genes producen niveles elevados de SRNAs,
enriquecidos en las regiones C3 y V1 (CP) del genoma viral. Estos sSRNAS inducen la
hipermetilacion de citosina de su regién promotora, proporcionando resistencia al virus
mediante un mecanismo de silenciamiento génico transcripcional (TGS) (Butterbach et al.,

2014).

El gen Tj-2 fue identificado por Hanson et al. (2000) en la linea resistente de tomate H24,
proveniente de la accesion B6013 de S. habrochaites f. glabatrum. El gen se encuentra en el
final del brazo largo del cromosoma 11 (Barbieri et al., 2010) en un intervalo de 4,5 cM (Ji et
al., 2009). En un principio, se dudo sobre la totalidad de la dominancia de la resistencia (Hanson
et al., 2000), confirmandose posteriormente una resistencia total (Ji et al., 2009). Es usado en
mejora, pero no es efectivo contra un gran nimero de cepas de TYLCV (El-Sappah et al., 2022).
Confiere resistencia a la cepa de Israel (TYLCV-IL), pero no a otros agentes causales del

TYLCYV, como el TYLCSV o la cepa TYLCV-MId (Shen et al., 2020).

La resistencia mediada por el gen 7y-4 fue identificada en la accesion LA1932 de S.
chilense, en el brazo largo del cromosoma 3 (Ji et al., 2009). Sin embargo, este gen confiere

una menor resistencia a la enfermedad.

El gen #y-5 fue identificado en la linea de tomate TY172 (Anbinder et al., 2009), que
desciende de cuatro accesiones de S. peruvianum (P1126926, P1126930, PI390681 y LA0441)
(Friedmann et al., 1998). Esta resistencia esta controlada por un QTL mayor en el cromosoma

4, es recesiva y presenta una alta asociacion con SINACI1, un gen que codifica proteinas NACI.
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Estas proteinas estan implicadas en la replicacion del begomovirus ToLCV al interactuar con
la proteina de replicacion viral REn, al igual que ocurre con el TYLCV. Sin embargo, el gen
que controla la resistencia en el locus 73-5 es conocido como Pelota (Anbinder et al., 2009;
Ren et al., 2022; Wang et al., 2018), el cual participa en el reciclaje de los ribosomas durante la
sintesis de proteinas. El 7y-5 es un alelo con pérdida de funcioén de dicha proteina, puesto que
presenta una mutacion especifica que dificulta la multiplicacién del TYLCV (Lapidot et al.,

2015).

Recientemente, se ha identificado otro gen de resistencia, el 73-6, concretamente en el brazo
largo del cromosoma 10, derivado de las accesiones LA1938 y LA2779 de S. chilense (Hutton
et al., 2012). La identificacion de Ty-6 es un hallazgo importante, no solo porque amplia el
conjunto de genes 7y disponibles para los mejoradores, sino también porque confiere resistencia
tanto a los begomovirus monopartitos como bipartitos (TYLCV y ToMoV, respectivamente).
Sin embargo, no se ha encontrado todavia un marcador que se encuentre fuertemente ligado a

este gen (Gill et al., 2019).

En general, el 7y-1 presenta dominancia para la resistencia a TYLCV, pero es ineficaz
contra algunas de sus cepas y contra otros begomovirus bipartitos. Ademas, este gen no es
efectivo bajo condiciones de alta presion del virus. El 73-3 muestra menos dominancia, pero
resistencia ante un mayor niumero de cepas de TYLCV (Verlaan et al., 2011). La combinacién
de ambos (73-1/T-3) es la mas utilizada en muchos programas de mejora a nivel mundial (Yan
et al., 2021), estando presente en la mayoria de hibridos comerciales (Yan et al., 2021). Es
también importante el 7y-2, pero puede ser superado por TYLCSV y TYLCV-MId. Todos estos
aspectos facilitan la existencia de epidemias de TYLCYV, lo cual sigue haciendo necesario la
busqueda de fuentes de resistencia en especies silvestres relacionadas con el tomate (Yan et al.,

2018).

1.6. Variedades tradicionales de tomate: susceptibilidad a virosis y
resistencia genética

El tomate llegd a Espafia, probablemente, a través del conquistador espaiiol Cortés, que
introdujo un pequefio tomate amarillo en 1521. A continuacion, pasé a Italia a través de
Napoles, bajo dominio espafiol en aquel siglo. Mientras que en el norte de Europa se evito el
consumo del tomate por su parecido a la belladona y a la mandragora, en Espana y en Italia se
incluy6 este producto en la dieta muy pronto, puesto que hay documentos que asi lo certifican
en el siglo XVI (Bergougnoux, 2014). Considerando que el tomate se difundio desde Espana
al resto de Europa con el paso del tiempo, es en nuestro pais (junto a su area de domesticacion
en Mesoamérica), donde mayor cantidad de ecotipos y variedades tradicionales se han

desarrollado adaptadas a diferentes condiciones climaticas.
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Con la tendencia a explotaciones en monocultivo enfocadas a maximizar el rendimiento se
ha reducido en gran cantidad el cultivo de las variedades tradicionales de tomate, que se
caracterizan por ser menos productivas y mas susceptibles a enfermedades. Esto ha provocado
que durante mucho tiempo no se haya realizado mejora en estas variedades tradicionales, que
muchas veces presentan grandes cualidades organolépticas y de adaptacion a areas geograficas
concretas (Cebolla-Cornejo et al., 2007). Por tanto, estas variedades pueden ser una opcién
excelente a la hora de diferenciarse de otros mercados mas comunes, a la vez que se conserva
la diversidad genética tradicional. Sin embargo, un aspecto a tratar con urgencia es la mejora
de la productividad y la resistencia a enfermedades, puesto que los hibridos comerciales son

mucho mas competitivos en esos aspectos.

La Universidad Miguel Hernandez (UMH) comenzo6 en el 1998 un programa para para
mejorar variedades tradicionales de tomate, con el objetivo de introgresar genes de resistencia
en las variedades “Muchamiel” y “De la Pera”, permitiéndolas competir con los hibridos
(Pérez-Caselles et al., 2020). Estas variedades son muy tipicas de la provincia de Alicante,
donde se venden en mercados locales a un precio seis veces mayor que el de las variedades
hibridas. El tomate “De la Pera” se usa para la mesa y para conservas, caracterizdndose por ser
un fruto consistente, de carne duro y sin vacio interior. Su forma es elipsoide, con un peso medio
de unos 80-100 gramos, con ausencia de hombros verdes y agrietado. En lo referente al tomate
“Muchamiel”, se destina al consumo en fresco, siendo el mejor tomate que se puede encontrar
en invierno. Se caracteriza por tener marcadas costillas, hombros intensos y un ligero agrietado,
siendo una variedad tardia. Tiene una forma ligeramente allanada, con un peso algo mayor, de

entre 180y 275 gramos (Generalitat Valenciana, 2016).

En concreto, mediante retrocruzamientos y seleccion asistida por marcadores (MAS), se
procedio a introducir, ademas del 731, los genes de resistencia 7m-2“y Sw-5, que proporcionan
resistencia al virus del mosaico del tomate (ToMV) y al virus del bronceado del tomate

(TSWYV), respectivamente (Carbonell et al., 2018).

2. OBJETIVOS

El Departamento de Biologia Aplicada de la Universidad Miguel Hernandez de Elche,
dispone de lineas de mejora de las variedades tradicionales de tomate “Muchamiel” y “De la
Pera” portadoras de los genes de resistencia 7y-1, Sw5 y Tm-2°, que confieren resistencia al
virus del rizado amarillo del tomate (TYLCYV), al virus del bronceado del tomate (TSWV) y al
virus del mosaico del tomate (ToMV), respectivamente. En este contexto, el objetivo de este
trabajo es la evaluacion de la resistencia a TYLCV en materiales derivados de estas lineas. En
concreto, se han evaluado hibridos procedentes del cruce con diferentes variedades

tradicionales, retrocruces hacia diferentes variedades tradicionales desarrolladas utilizando
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como parental donante la variedad “Muchamiel” portadora de resistencia, y materiales

recombinantes en el fondo de la variedad “Muchamiel”, que incorporan el alelo de resistencia.

Para la evaluacion de dicha resistencia en las lineas portadoras del gen 7j-1 se realizara una
valoracion visual de los sintomas a diferentes dias tras la agroinoculacion, asi como una

determinacion de la acumulacion viral mediante PCR cuantitativa.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

El material utilizado en el trabajo fue desarrollado por el Departamento de Biologia
Aplicada de la Universidad Miguel Herndndez de Orihuela (Tabla 3). Se basa,
fundamentalmente, en el uso de las variedades “Muchamiel” y “De la Pera”, muy apreciadas
en el sureste espafiol por su gran calidad organoléptica. Sin embargo, se trata de variedades
amenazadas por su susceptibilidad a virus como el ToMV, TSWV y TYLCV. El grupo de la
UMH ha trabajado en el desarrollo de diferentes lineas con distintas combinaciones de genes
de resistencia a estas virosis, Tm-2¢ Sw5 y Ty-1, respectivamente (Garcia-Martinez et al., 2014).
Para ello, se ha utilizado diferente material portador de distintas combinaciones de los alelos

de resistencia en ambas variedades.

En el caso de la variedad “Muchamiel”, se dispone de una linea de mejora UMH 1200,
homocigota para los tres genes de resistencia. Esta linea fue obtenida mediante el cruce inicial
de la accesion M18 (“Muchamiel”) con el hibrido Anastasia (parental donante de los alelos de
resistencia), y posterior fijacion en homocigosis dichos alelos mediante cinco ciclos de
retrocruzamiento hacia la variedad “Muchamiel” (Garcia-Martinez et al., 2011). La linea
Muchamiel 929 es similar a la anterior, portadora del gen 7y-1, pero no de los genes de

resistencia a ToMV y TSWV.

En cuanto a la variedad “De la Pera”, se disponia de una linea denominada 1458, portadora
también unicamente del alelo de resistencia 7y-/ en homocigosis (Santiago Garcia-Martinez,

comunicacion personal).

En lo referente a los controles susceptibles a TYLCV, se empleo la linea de mejora UMH
1354, de tipo “De la Pera” y desarrollada por el mismo departamento tras el cruce de la accesion
P21 con el hibrido comercial Anastasia, realizando posteriormente seis generaciones de
retrocruzamiento (Garcia-Martinez et al., 2016). También emplearon material tradicional “De

la Pera”, y de una variedad tradicional de tipo pimiento.
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Tabla 3. Genotipos utilizados en el desarrollo del trabajo, asi como su combinacion de alelos para los

genes de resistencia a ToMV, TSWV y TYLCV.

COMBINACION DE
LINEAS DE ALELOS PARA LOS
GENOTIPOS MEJORA NOMBRE GENES DE
RESISTENCIA
Tm2*/ Sw-5/ Ty-1
Control resistente a Muchamiel UMH 1200 RR/RR/RR
TYLCV Muchamiel 929 ss/ss/RR
De la Pera 1458 ss/ss/RR
Control susceptible a Tipo pimiento PI20B ss/ss/ss
TYLCV De la Pera UMH 1354 RR/RR/ss
De la Pera 2A ss /ss/ ss
Variedades F1 De la Pera x Moruno 1200 x 12A Rs/Rs/Rs
De la Pera x 1200 x 3A Rs/Rs/Rs
Muchamiel
De la Pera X De la 1406 x 2A Rs/Rs/Rs
Pera
De la Pera x De la 1354 x 2A ss/ss/ss
Pera
Muchamiel x 1139 x 3A ss/ss/ss
Muchamiel
Rosa x Rosa MRI1 x 1A ss/ss/ss
Retrocruzamientos Muchamiel x Flor de BC4-FB127A --/--/Rs
Baladre
Muchamiel x Tipo BC4-P110B --/--/Rs
pimiento
Muchamiel x Tipo BC4-P120B --/--/Rs
pimiento
Muchamiel x Rosa BC4-RA* --/--/Rs
de Altea
Muchamiel x Flor de BC4-FB9A * --/--/Rs
Baladre
Muchamiel x Tomate BC5-6348 * --/--/Rs
Redondo --/--/ ss
Muchamiel x Tomate BC6-644 * --/--/ Rs
Redondo
Recombinantes Muchamiel Much162TT ss/ss/RR
Muchl192TT ss/ss/RR
Muchl168TT ss/ ss/ RR
Much534TT ss/ ss/ RR

*Retrocruces derivados de una linea con fondo “Muchamiel” con una introgresion de tamafio

reducido (ver texto para ver la descripcion).

Entre los materiales evaluados, se disponia de seis hibridos obtenidos tras el cruce de

diferentes variedades tradicionales portadoras de distintas combinaciones de genes de

resistencia y variedades susceptibles (Tabla 3). En cuanto a los materiales obtenidos por
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retrocruzamiento, se disponia de materiales de cuarta, quinta y hasta sexta generacion de
retrocruce, derivadas de dos lineas de “Muchamiel”: un recombinante con una introgresion de
la region del alelo 73-7 de alrededor 3Mb y la linea UMH1200, que presenta en el cromosoma
6 una introgresion de casi 35 Mb (Domingo, 2018). Estas lineas se cruzaron con distintos
materiales tradicionales, como son “Flor de Baladre” y “Rosa de Altea”, entre otras, con el
objetivo de introgresar la resistencia en estos fondos. Se evaluaron fundamentalmente plantas
de estas generaciones portadoras del gen 7~/ en heterocigosis, si bien se incluy6 también una
generacion con plantas no portadoras de resistencia a TYLCV. En estos materiales no se

confirmo el genotipo para los genes de resistencia a ToMV y TSWV.

Por ultimo, se evaluaron también cuatro recombinantes diferentes, con introgresiones de
alrededor de 3 Mb para la region del 7j-7, obtenidos en el proyecto europeo TRADITOM

(Santiago Garcia-Martinez, comunicacion personal).

3.2. Condiciones de cultivo
Las semillas fueron sometidas a un proceso de desinfeccion con lejia comercial al 30%
durante cinco minutos como paso previo a la siembra. Transcurrido ese tiempo, se realizaron
tres levados de cinco minutos cada uno con agua destilada. Tras ser sometidas a ese proceso, se
les realizd también un tratamiento de termoterapia antes de ponerlas a germinar, durante un dia

y medio a 75 °C en una estufa.

Después de esterilizar las semillas, se sembraron en placas de Petri. Cada placa contenia
algodon y papel absorbente humedecidos con agua destilada. Una vez sembradas, las placas se
colocaron en un fitotrén a 24 °C, con una humedad del 70% y un fotoperiodo de 16 horas de

luz y 8 horas de oscuridad.

Diez dias después de la siembra, las plantulas emergidas se trasplantaron a macetas de
7 x 7 x 8 cm con turba como sustrato. Luego, se volvieron a colocar en el fitotron, asegurandose

siempre de que el sustrato estuviera bien hidratado.

3.3. Inoculacion

La inoculacion de las plantas con el virus TYLCV fue realizada siguiendo el método de
agroinoculacion (Kheyr-Pour et al., 1994). Se utilizé una cepa de Agrobacterium tumefaciens
transformada con la cepa TYLCV-IL, proporcionada por el Dr. Eduardo Rodriguez Bejarano,
de la Universidad de Malaga. Las bacterias fueron cultivadas en el medio LB Broth,
previamente esterilizado en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se le afiadio
kanamicina esterilizada por filtracion (100 mg/L) y el cultivo se mantuvo en agitacion durante

48h a 180 rpm, 26 °C y sin luz.
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A continuacion, el contenido de los matraces se distribuyé en tubos Falcon de 15 mL, que
se centrifugaron a 4600 rpm durante 20 minutos para precipitar las bacterias que habian crecido.

El sobrenadante se desecho y las bacterias se resuspendieron en 1 mL de agua destilada.

La inoculacion fue realizada cuando las plantas presentaban unas 3-4 hojas verdaderas,
inyectando el cultivo bacteriano obtenido en las axilas de las hojas que se encontraban mas

cerca del apice (Figura 4).

Figura 4. Inoculacién mediante inyeccion en las axilas de las plantulas de tomate.

3.4. Seguimiento de la enfermedad
3.4.1. Evaluacion visual de sintomas

La evaluacion de los sintomas de la enfermedad se realizé a los 7, 14, 21 y 28 dias después
de la inoculacion. Para ello, se emple6 el indice de severidad de la enfermedad (DSI, “Disease

Severity Index”), basado en una escala que va del 0 al 4 (Friedmann et al., 1998).

0: ninglin sintoma visible, las plantas inoculadas muestran el mismo crecimiento y

desarrollo que las plantas no inoculadas.
1: muy ligero amarillamiento de los margenes foliares de la hoja apical.
2: algo de amarillamiento y ligero encrespamiento de los extremos foliares.

3: gran cantidad de amarillamiento, encrespamiento y acucharado, con algo de reduccion

en el tamafo, aunque continua el desarrollo de las plantas.

4: grave deterioro de la planta y amarilleamiento, encrespamiento y acucharado

pronunciado en las hojas, la planta detiene su crecimiento.

Se utilizaron valores intermedios para reflejar de forma precisa los sintomas observados.
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3.4.2. Deteccion del ADN viral

Para la deteccion del ADN se procedio a la extraccion del ADN genomico de los diferentes
materiales empleados utilizando el método CTAB. Para ello, lo primero que se hizo fue preparar
tubos Eppendorf de 2 ml con una bola de plastico en su interior y coger de cada planta dos
discos de Eppendorf de su tejido vegetal (50-75 mg), que fueron congelados posteriormente en

nitrogeno liquido para conservarlos.

El tejido congelado se tritur6 con un homogeneizador y se le afiadi6 a cada tubo 700 pL del
tampon de extraccion, CTAB, junto a 1,4 pL de B-mercaptoetanol, agitando los tubos para
homogenizar la mezcla. A continuacion, las muestras se incubaron durante unos 30 minutos a
una temperatura de 65 °C. Tras la finalizacion de dicho periodo de tiempo, se procedid a anadir
a cada una de las muestras 100 pL de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1), y de nuevo se
agitaron las muestras para homogenizar. Tras este paso, se procedio a la primera centrifugacion

del método, durante 5 minutos y a 11.000 rpm.

Tras la finalizacion de la centrifugacion, se procedid a recuperar la fase acuosa de cada tubo
(aproximadamente 500 pL) y se afiadié a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml. En ese mismo
tubo, se adicion6 un volumen igual al recuperado en la fase acuosa de isopropanol frio, y de
nuevo se agitaron los tubos suavemente. A continuacion, se pusieron las muestras en
condiciones de -20 °C durante unos 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, los tubos
fueron de nuevo sometidos a una centrifugacion durante 5 minutos, pero esta vez a 13.000 rpm.
Una vez pasado ese tiempo, se elimind el sobrenadante con precaucion para evitar perder el

precipitado depositado en el fondo del tubo.

El siguiente paso fue lavar el ADN presente en cada tubo en forma de precipitado. Para
ello, se hizo un lavado con 300 uL de etanol 70%, resuspendiendo el pellet con un vortex para
mezclar bien el reactivo. Las muestras se sometieron a una tltima centrifugacion de 5 minutos
a 13.000 rpm y una vez finalizada, se elimin6 de nuevo, con mucho cuidado, el sobrenadante
de los tubos. Por ultimo, se dejaron secar los tubos con el pellet en su interior a temperatura

ambiente, y una vez secos, se resuspendieron con 100 pL de agua mili-Q.

La cuantificacion de la carga viral de las muestras se realizéo mediante la técnica de la PCR
cuantitativa en tiempo real (qQPCR), utilizando el sistema LightCycler® 480. Para ello se utiliz6
un kit, el FastStart Essential DNA Green Master (Roche), y los cebadores descritos por Pérez-
Padilla et al. (2020) para la deteccion del ADN viral. Asi mismo, se utilizd6 como gen de
referencia o gen control el de la citocromo oxidasa (gen COX), usando los cebadores descritos

por Weller et al. (2000) (Tabla 4).

19



Tabla 4. Cebadores utilizados en la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para detectar los virus

asociados a la enfermedad del rizado amarillo del tomate y los genes citocromo oxidasa (COX) de las

plantas.

Nombre del cebador Secuencia del cebador (5°-3’)
TYLCV-INIA-F CCCCCTTTAATTTGAATGGGCTT
TYLCV-INIA-R CATTGATGACGTAGACCCGCA

COX-F CGTCGCATTCCAGATTATCCA
COX-R CAACTACGGATATATAAGAGCCAAAACTG

La reaccion tuvo un volumen total de 15 pL, de los cuales, 7,5 uL correspondian al mix, 1,5
uL a cada uno de los cebadores (10 uM), 1,5 uL al agua y 3 uL. de ADN a una concentracion
de 5 ng/ml. Las condiciones que se emplearon en la reaccion llevada a cabo por el HRM fueron:
un primer paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos; 40 ciclos de PCR (15 segundos
a 95 °C, 30 segundos a 65 °C y 1 minuto a 60 °C); un aumento de la temperatura gradual (15
segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C), seguido de un incremento de temperatura hasta alcanzar
de nuevo los 95 °C. Para poder observar los resultados obtenidos se utilizé el programa de

software asociado al Lightcycler® 480.

La acumulacion relativa de TYLCV se estimd mediante el método comparativo Ct, utilizando
la formula 24!, donde AACt es la diferencia entre el ACt de cada muestra (ACt muestra: Ct
genes de referencia — Ct viral) y el ACt de la muestra calibradora (ACt calibradora). Se utilizo

como muestra calibradora una linea resistente por placa (Livak & Schmittgen, 2001).

3.5. Genotipado mediante marcadores asociados al gen Ty-1.

Para confirmar la presencia del gen de resistencia a TYLCV se empledé un marcador
molecular de tipo HRM. El genotipado fue llevado a cabo por el Departamento de Biologia
Aplicada de la Universidad Miguel Hernandez (UMH) de Orihuela. El marcador ligado al gen
Ty-1 fue el marcador C4 (Tabla 5), disefiado por este grupo a partir de la secuencia flanqueante

del marcador solcap sl snp 44625 (https://solgenomics.net/).

Tabla 5. Marcador utilizado en el genotipado de las lineas evaluadas.

Marcador Cebador Secuencia (5°-3’)
C4-F GCTATCATACGATCAGAGCATCA
C4
C4-R GCATCAGAAACTTCATTTGATTG

Las condiciones de la reaccion PCR fueron puestas a punto por parte de este grupo de la
UMH (Carbonell, 2021). Para llevarla a cabo se utilizo el equipo LightCycler® 480 de Roche.

El volumen total empleado en la reaccion para el marcador C4 fue de 10 uL, 5 de los cuales
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provenian del Master Mix 5x (incluye la AptaTaq Fast DNA Polimerasa, dNTPs, colorante
intercalante del DNA y el tampon de mezcla); 1,2 pL fueron de MgCl, 25 mM, 0,2 pL de cada
cebador 10 mM, 0,5 pL de ADN (15-30 ng/puL) y 2,9 pL de agua para llegar al volumen final.

Las condiciones de la reaccion HRM consistieron en un primer paso de desnaturalizacion
de 10 minutos a 95 °C. A continuacion 45 ciclos de PCR (15 segundos a 95 °C, 15 segundos a
60 °C y un minuto a 72° C). Posteriormente, se produjo el aumento gradual de temperatura
(etapa de melting) consistente en 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 40 °C y un incremento desde 60
°C hasta alcanzar los 95 °C. Para visualizar los datos se recurrio al software asociado a

LightCycler® 480.

3.6. Analisis estadistico
Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa Statgraphics Centurion
XVI. Los efectos de la inoculacion de la cepa TYLCV-IL en los diferentes materiales utilizados
se analiz6 mediante un analisis de la varianza simple seguido de una comparacion de medias

multiple con la prueba post-hoc LSD.

4. RESULTADOS

La evaluacion de la resistencia en los materiales ensayados se llevd a cabo mediante la
valoracion visual de los sintomas tras la agroinoculacion con la cepa TYLCV-IL a los 7, 14, 21
y 28 dias tras la inoculacion. Asi mismo, se cuantifico la carga viral presente en cada uno de los

genotipos a los 14 y 28 dpi.

Se utilizaron tres controles resistentes y tres controles susceptibles en la evaluacion de los
tres tipos de materiales incluidos en el experimento (Tabla 3). Como controles resistentes, se
emplearon las lineas UMH1200, 929 y 1458. Las dos primeras pertenecen a la variedad
“Muchamiel”, con la diferencia de que la UMH1200, presenta resistencia a las tres
enfermedades virales, mientras que la 929 solo presenta el alelo de resistencia 73-1 (ver
apartado 3.1). En cuanto a la linea 1458, es de la variedad “De la Pera”, portadora de resistencia

a TYLCV tnicamente.

En el caso de los controles susceptibles, se emplearon las lineas PI20B, UMH 1354 y 2A.
La primera de ellas es un tomate tipo pimiento proveniente del banco de germoplasma del
IMIDA (BAGERIM). Las otras dos son de la variedad “De la Pera”, la primera con resistencia
a ToMV y TSWV, y la segunda susceptible a las tres enfermedades.

4.1. EVALUACION DE LOS HIBRIDOS

A los 7 dias de evaluacion visual, no se observaron sintomas en ninguno de los controles ni

en ninguno de los hibridos ensayados. Ninguno de los tres controles resistentes mostro sintomas
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en ninguna de las fechas de evaluacion visual (Figura 5). En cuanto a los controles susceptibles,
los primeros sintomas aparecieron a los 14 dpi, siendo ya superiores en promedio a 3 en la
escala de sintomas empleada en la linea PI20B. Ya en la fecha siguiente de evaluacion, a los 21
dpi, los sintomas eran superiores a 2 en los tres controles susceptibles, agravandose a los 28
dpi, hasta el valor 4, el maximo valor en la escala de gravedad propuesta por Friedmann. Los
sintomas que se observaban en las plantas de los controles susceptibles eran grave atrofia, cese
de crecimiento, y un amarillamiento y acucharado muy pronunciados (Figura 5), algo que no

se observaba en los hibridos resistentes y no en tanta medida en los hibridos susceptibles.

Figura 5. Sintomas observados en las plantas control con susceptibilidad a TYLCV a los 28 dpi.

Estas diferencias en la gravedad de los sintomas mostrados en las lineas carentes del alelo
de resistencia 7~/ podrian deberse a diferencias en el fondo genético, puesto que cada hibrido
procede del cruce de materiales muy distintos, o incluso al distinto vigor de las plantas que se

inocularon con la cepa TYLCV-IL en un principio.

Se evaluaron seis hibridos diferentes (ver apartado 3.1, Tabla 3), siendo tres de ellos
resistentes al TYLCV (1200 x 12A, 1200 x 3A'y 1406 x 2A), y los otros tres susceptibles (1354
x 2A, 1139 x 3Ay MR1 x 1A). Alos 14 dpi en los seis casos se observaban sintomas leves: en
todos los casos se asignd un valor de entre 0,5 y 1 en la escala empleada, puesto que se
observaba un ligero acucharado de las hojas. No obstante, a partir de los 21 y 28 dpi los sintomas
en los hibridos portadores con el alelo de resistencia practicamente desaparecieron. En los tres
hibridos susceptibles, los sintomas se agravaron para fechas posteriores, con valores
comprendidos entre 2,5 y 3. Los sintomas observados fueron amarilleamiento y rizado de las

hojas, lo que demostraba la susceptibilidad a la enfermedad. No se observaron diferencias
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significativas entre los tres hibridos susceptibles. En cualquier caso, incluso a los 28 dpi los

sintomas fueron significativamente inferiores a los observados en los controles susceptibles

(Figura 6).
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Figura 6. Promedio (£ error estandar) de indices de gravedad de las lineas evaluadas a los 14, 21 y 28
dias post inoculacion (DPI). En azul, los hibridos; en rojo, los controles susceptibles; en verde, los
controles resistentes. Letras distintas para los genotipos en cada fecha de muestreo indican diferencias
significativas (test LSD, p<0,05).

En el caso de la acumulacion viral, se realizo la cuantificacion a los 14 y 28 dpi. En la

primera fecha, apenas se observo acumulacion virica en ninguno de los genotipos analizados,

ni en los hibridos ni en ninguno de los controles, Unicamente observandose diferencias

significativas en el control susceptible PI20B (Figura 7). Transcurridos los 28 dias de la

inoculacion se observa una mayor acumulacion viral, tanto en los controles susceptibles como

en los tres hibridos que también eran susceptibles. Sin embargo, solamente se encontraron

diferencias significativas en el hibrido MR 1x1A respecto a los hibridos resistentes, no habiendo

diferencias significativas en la acumulacion viral entre el resto de hibridos. Como se ha

mencionado anteriormente, esto puede deberse al fondo genético de los diferentes materiales

utilizados.
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Figura 7. Promedio (+ error estandar) de la acumulacion relativa de ADN viral correspondiente a los 14
y 28 DPI en los hibridos expresada como 244, Letras distintas para los genotipos en cada fecha de
muestreo indican diferencias significativas (test LSD, p<0,05).

4.2. EVALUACION DE LOS RETROCRUCES

En el caso de los retrocruces, se han evaluado siete descendencias diferentes. Todas ellas
presentan el alelo de resistencia 7j-1 en heterocigosis, a excepcion del retrocruce BC5-6348,
en el que se evaluaron plantas portadoras del gen 7j-/ en heterocigosis y también plantas
homocigotas para el alelo que confiere susceptibilidad. De forma similar a lo indicado en el
caso de los hibridos, no se observaron sintomas en la primera fecha de evaluacion. A los 14 dpi,
todos los retrocruces de la generacion BC4 presentaban sintomas (valorados entre 0 y 1), siendo
significativamente superiores en BC4-PI10B y BC4-PI20B con respecto a los de BC4-RA,
BC4-FB9A y BC4-FB127Ay. Por otro lado, el retrocruce de generacion BCS portador del 7y-
1 y el retrocruce de generacion BC6 permanecieron asintomaticos a lo largo de todo el ensayo

(Figura 8).

Se observd una disminucion de sintomas, tanto a los 21 como a los 28 dpi en los retrocruces
BC4. De hecho, no se observaron sintomas en ninguno de los retrocruces portadores del gen
Ty-1. En el caso del retrocruce BC5-6348, del que se evaluaron plantas heterocigotas para el
gen Ty-1 y plantas homocigotas susceptibles, las plantas portadoras permanecieron
asintomaticas, mientras que las susceptibles mostraron sintomas leves desde los 14 dpi. Sin
embargo, como promedio los sintomas fueron inferiores a los encontrados en los controles

susceptibles. De hecho, a los 28 dpi todas las plantas, excepto una, mostraron recuperacion de
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los sintomas. Una de las plantas permanecio asintomatica a lo largo de todo el ensayo, pudiendo

tratarse de un escape a la agroinoculacion.
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Figura 8. Promedio (£ error estandar) de indices de gravedad de las lineas evaluadas a los 14, 21 y 28

dias post inoculacion (DPI). En azul, los retrocruces; en rojo, los controles susceptibles; en verde, los

controles resistentes. Letras distintas para los genotipos en cada fecha de muestreo indican diferencias
significativas (test LSD, p<0,05).

La acumulacién viral detectada a los 14 dpi fue muy baja en todos los genotipos
ensayados, incluyendo los controles, no permitiendo discriminar entre genotipos resistentes y
susceptibles (Figura 9). A los 30 dpi la acumulacion viral en todos los retrocruces ensayados
fue comparable a la observada en los controles resistentes e inferior a la detectada en los
controles susceptibles (Figura 8). Se confirm6 que la acumulacion presente en el retrocruce
susceptible BC5-6348 fue como promedio muy baja, significativamente inferior a la detectada
en los controles susceptibles. Estos resultados parecen indicar que la agroinoculacion no fue

efectiva en este genotipo.
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Figura 9. Promedio (+ error estandar) de la acumulacion relativa de ADN viral correspondiente a los 14
y 28 DPI en los retrocruces expresada como 224, Letras distintas para los genotipos en cada fecha de
muestreo indican diferencias significativas (test LSD, p<0,05).

4.3. EVALUACION DE LOS RECOMBINANTES

Por ultimo, se evalu¢ la resistencia de cuatro recombinantes para la region del gen 7y-1.
Todos ellos presentaban el gen 7y-/ en homocigosis, tal y como se confirm6é mediante

marcadores moleculares.

A los 14 dpi para todos los recombinantes se identificaron plantas que presentaban sintomas
ligeros, valorados entre 0,5 y 1,5, consistentes en un pequefio acucharado. A los 21 dpi muchas
de las plantas se recuperaron y solo se veian ligeros sintomas en algunas plantas de los
recombinantes 168TT y 534TT, no siendo significativamente superiores a los observados en
los otros dos recombinantes (Figura 10). A los 28 dpi, se observaron sintomas en los
recombinantes 192TT y 168TT, consistentes en cierto amarilleo de las hojas y algo de
acucharado. Unicamente presenta diferencias significativas con respecto a los demés
recombinantes este ultimo. No obstante, en cualquier caso, los sintomas presentes fueron muy

inferiores a los observados en los controles susceptibles.
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Figura 10. Promedio (% error estandar) de indices de gravedad de las lineas evaluadas a los 14, 21 y 28
dias post inoculacion (DPI). En azul, los recombinantes; en rojo, los controles susceptibles; en verde,
los controles resistentes. Letras distintas para los genotipos en cada fecha de muestreo indican
diferencias significativas (test LSD, p<0,05).

Respecto a la acumulacion viral, ninguno de los recombinantes presentd valores
significativamente superiores a los de los controles resistentes ni a los 14 dpi ni a los 28 dpi,
siendo muy inferiores a los detectados en los controles susceptibles, exceptuando el control 2A

(Figura 11).
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Figura 11. Promedio (+ error estandar) de la acumulacion relativa de ADN viral correspondiente a los
14 y 28 DPI en los recombinantes expresada como 2"44Ct, Letras distintas para los genotipos en cada
fecha de muestreo indican diferencias significativas (test LSD, p<0,05).
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5. DISCUSION

Las variedades comerciales de tomate incorporan generalmente multiples resistencias a
diferentes enfermedades desde hace décadas. En el caso de las variedades tradicionales los
trabajos de introgresion de genes de resistencia son mas recientes. En caso de la resistencia a
TYLCV, el gen 7y-1 ha sido el mas utilizado para el desarrollo de variedades comerciales. Este
gen, procede de la accesion LA1969 de S. chilense. El control genético es simple, al tratarse de
un gen dominante y que proporciona un alto nivel de resistencia, por este motivo se ha generado
su empleo (Pérez de Castro et al., 2013). Por tanto, la utilizacion de este gen puede resultar de
gran interés para conservar las variedades tradicionales de tomate, permitiendo a los
agricultores que todavia las cultivan poder obtener mejores rendimientos y disminuir las

pérdidas economicas asociadas a la enfermedad del rizado amarillo del tomate.

Los materiales utilizados en este trabajo, como ya ha sido previamente mencionado,
proceden del Departamento de Biologia Aplicada de la UMH. Desde 1998, se ha ido
desarrollado un programa de mejora basado en la introduccion de tres genes de resistencia (7m-
24 Sw-5 y Ty-1), que confieren resistencia a ToMV, TSWV y TYLCYV, respectivamente. Las
variedades tradicionales inicialmente empleadas fueron “Muchamiel” y “De la Pera”. El grupo
investigador dispone de multiples materiales de estas dos variedades con diferentes
combinaciones de los genes de resistencia. Con el objetivo de conseguir mas variedades
tradicionales con estos genes de resistencia, en este trabajo se ha realizado una evaluacion del

gen Ty-1 en diferentes lineas (ver apartado 3.1, Tabla 3).

Los materiales empleados en el trabajo derivan del programa de retrocruzamiento
desarrollado a partir de estos materiales con fondo “Muchamiel” y “De la Pera”. En concreto,
se han evaluado hibridos, retrocruces y recombinantes con “Flor de Baladre”, “Rosa de Altea”
y “Morunos” utilizando el fondo genético de “Muchamiel” y “De la Pera”, resistentes al
TYLCV. Todas estas variedades son muy conocidas en el sureste espafiol por sus cualidades
organolépticas, siendo todavia cultivados por agricultores de la zona. Existe un gran interés en
conservar estas variedades, puesto que suponen una gran fuente de diversidad genética. (Rubio

etal., 2012).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los hibridos ponian de manifiesto que en
aquellos que portaban el gen de resistencia no se observaban sintomas y la acumulacién viral
era muy baja en los distintos fondos genéticos ensayados. Se incluyeron en el ensayo hibridos
con los mismos fondos, pero no portadores del gen 7-1, y en ellos, si que se observaban los
sintomas caracteristicos de la enfermedad, si bien no alcanzaban nunca una gravedad tan
elevada como ocurria con los controles susceptibles. El gen 7y-1 fue descrito inicialmente como

incompletamente dominante, ya que la resistencia en heterocigotos era ligeramente inferior que
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en homocigotos (Zamir et al., 1994). En estudios posteriores se han obtenido resultados
variables. En algunos fondos se obtuvieron niveles de resistencia similares en homocigotos y
heterocigotos para el 7y-1 (Gomez & Laterrot, 1997; Pérez de Castro et al., 2013), mientras que
en otros los heterocigotos presentaban sintomas mds graves que los homocigotos (Pérez de
Castro et al., 2008). Otros autores han obtenido resultados similares empleando otras fuentes
de resistencia a TYLCV. En otros trabajos llevados a cabo por el grupo de investigacion con
resistencia derivada de las accesiones LA1932, LA1960 y LA1971 de S.chilense, no se
encontraron diferencias significativas en la acumulacion viral entre los hibridos y los parentales
resistentes (Pérez de Castro et al., 2013), de forma similar a lo obtenido en este ensayo.
Anbinder et al. (2009), trabajaron con la entrada TY 172, cuya resistencia proviene de cuatro
accesiones diferentes de S. peruvianum. Esta entrada se cruzé con dos entradas susceptibles de
S. pimpinellifolium, LA1589 y LA375. Los hibridos con ambas entradas confirmaron que la
resistencia tenia un control genético de dominancia incompleta, si bien el hibrido con LA1589
presentaba unos sintomas promedio entre los mostrados por los parentales, mientras que el otro
hibrido era mas similar a las entradas susceptibles. Por otra parte, los materiales comerciales
desarrollados con resistencia basada en el 7y-/, son hibridos portadores del gen en
heterocigosis; estos materiales muestran comportamiento resistente en las condiciones de
cultivo en invernadero en el sureste espafiol (comunicacion personal de mejoradores de casas
de semillas). Todos estos resultados ponen de manifiesto la importancia del fondo genético en
la expresion de la resistencia. La resistencia conferida por el 7j-1 se expresa en los distintos
fondos genéticos empleados en este trabajo, dando lugar a materiales que permanecen

practicamente asintomaticos tras la infeccion con TYLCV y cuya acumulacion viral es baja.

Los resultados obtenidos en el caso de los retrocruces ensayados fueron similares: no se
observaron sintomas en ninguno de los retrocruces portadores del 7y-/ en heterocigosis. Al
estudiar la acumulacién viral, no hubo ninguna diferencia significativa con respecto a los
controles resistentes. En otros estudios también se obtuvieron resultados muy satisfactorios al
incorporar el gen 7y-1 en diferentes retrocruces con otras variedades de tomate (Hutton & Scott,
2017). De forma similar, se ha confirmado la efectividad de los programas de introgresion de
la resistencia en programas de retrocruzamiento con otras fuentes de resistencia, tales como la
derivada de S. habrochaites y de S. pimpinellifolium (Segbefia et al., 2018). Los resultados
obtenidos en la evaluacion de los retrocruces en el presente trabajo confirman la posibilidad de
desarrollar materiales con resistencia basada en el 7y-/ en diferentes fondos genéticos,

manteniéndose la resistencia en retrocruces avanzados.

Por ultimo, en el estudio de los materiales recombinantes de tomate, con una introgresion
reducida (alrededor de 3 Mb) en la region del 7y-1, se confirmd que no mostraban sintomas en

ningin momento de la evaluacidn, y ademas tenian carga viral muy baja, no siendo diferente
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significativamente de la obtenida en los controles resistentes. Los materiales inicialmente
desarrollados en el programa de mejora de la UMH con resistencia a TYLCV eran portadores
de una introgresion de alrededor de 35 Mb en la region del 7y-/(Domingo, 2018). En los
trabajos previos del grupo de la UMH se observaron efectos negativos sobre la productividad
y la calidad del fruto, asociados al “arrastre por ligamiento” de la introgresion del 73-/ en
distintos fondos tradicionales (Garcia-Martinez et al., 2011; Rubio et al., 2012). En este trabajo
se ha confirmado que materiales con introgresiones de menor tamafio mantienen la resistencia,
siendo previsible que se vean reducidos los efectos negativos sobre los distintos caracteres de

rendimiento y calidad.

6. CONCLUSIONES

Los diferentes materiales evaluados, tanto los hibridos, como los retrocruces como los
recombinantes portadores del alelo de resistencia 7jy-I han mostrado en todos los casos
estudiados un elevado nivel de resistencia, el cual se ha manifestado como una ausencia de

sintomas o la presencia de sintomas muy poco significativos.

La acumulacion viral observada en los materiales evaluados portadores del alelo de
resistencia fue muy reducida en comparacion con la acumulacion observada en los controles

susceptibles.

Los materiales evaluados y bajo las condiciones empleadas en este ensayo, han mostrado,
en general, un gran nivel de resistencia frente a la enfermedad causada por el TYLCV,
confirmando la posibilidad de introgresar de forma eficiente la resistencia en distintos fondos

genéticos.

Estos materiales pueden ser de interés para su incorporacion en diferentes programas de
mejora enfocados en la recuperacion de variedades tradicionales, como pueden ser las
variedades “Muchamiel” y “De la Pera”. En concreto, los retrocruces utilizados han dado
resultados muy satisfactorios a la hora de incorporar la resistencia a TYLCV, lo cual permitiria
obtener esta resistencia no solo en estas dos variedades, sino también en otras variedades
tradicionales de gran interés, como son “Flor de Baladre”, los de tipo pimiento, los de tipo

redondo o “Rosa de Altea”, entre otras.

Asi mismo, la confirmacion en los recombinantes evaluados de que introgresiones de
menor tamafio son suficientes para incorporar la resistencia en los distintos fondos, podria
proporcionar en el futuro nuevos materiales con caracteristicas deseables y con resistencia a

esta enfermedad.
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8. ANEXOS

ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE

DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Tabla S1: Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio Bajo No
Procede
ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero.
ODS 3. Salud y bienestar.
ODS 4. Educacién de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género.
ODS 6. Agua limpia y saneamiento.
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades.
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.
ODS 12. Produccion y consumo responsables. X
ODS 13. Accién por el clima.
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas.
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

Los pesticidas se utilizan de manera general para prevenir enfermedades transmitidas por

vectores. Su utilizacion mundial en 2019 fue de 4,19 millones de toneladas, siendo casi la mitad

de ellos herbicidas, seguidos de insecticidas y fungicidas. Su uso extensivo tiene graves

consecuencias en los ecosistemas, tanto en el suelo y en el agua, como para los animales y

personas en contacto con ellos (Pathak et al., 2022). En este contexto, es fundamental encontrar

genes de resistencia para tratar de mitigar los impactos ambientales asociados con el empleo de

estos productos, minimizando la dependencia a su uso. Todo esto, consecuentemente, pretende
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evitar la contaminacion ambiental, tratando también de evitar daflos a la vida terrestre de

nuestro planeta.

Existen también grandes restricciones en la Union Europea en lo referente al empleo de nuevas
técnicas para el desarrollo de nuevas variedades con mayor resistencia, como podrian ser la
mutagénesis dirigida por oligonucléotidos (ODMs) y técnicas basadas en CRISPR (Zimny et
al., 2019). Es por ello que resulta fundamental seguir avanzando y haciendo uso de las técnicas

tradicionales de mejora genética (Lassoued et al., 2018).

Este trabajo, por tanto, presenta un alto grado de relaciéon con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible promovidos por todos los Estados pertenecientes a las Naciones Unidas (Naciones
Unidas, 2022). Podemos destacar la relacion con el ODS 2, de “Hambre cero”, el cual se centra
en la lucha por acabar con el hambre, logrando consecuentemente la seguridad alimentaria y la
mejora de la nutricion, promoviendo también una agricultura sostenible. Siguiendo esta linea,
este trabajo aborda directamente la problematica de promover la agricultura sostenible,
evitando hacer uso en la medida de lo posible de productos quimicos perjudiciales. Esto se
enmarca concretamente en la meta 2.4 “Sistemas de produccion sostenibles” y la meta 2.5
“Diversidad genética de las semillas y los cultivos”, donde se busca aumentar la sostenibilidad
de los sistemas de produccion de alimentos y mantener la diversidad genética de las semillas y

las plantas cultivadas, respectivamente.

En lo referente al resto de objetivos, encontramos también una alta relacion con varios de ellos.
En concreto, con el ODS 3 de “Salud y Bienestar”, si tenemos en cuenta que la meta 3.9 trata
de reducir el nimero de muertes por productos quimicos y contaminantes, este trabajo cumple
en gran medida con esta propuesta, puesto que el desarrollo de lineas de tomate resistentes a
TYLCYV reduce significativamente la necesidad de utilizar pesticidas para controlar el insecto
vector de la enfermedad, mejorando consecuentemente la salud publica al disminuir la
contaminacion y la exposicion de estas sustancias toxicas en la poblacion general y en los
trabajadores agrarios. En cuanto al ODS 12, de “Produccién y consumo responsables”, puede
enmarcarse en las metas 12.2 y 12.4, que tratan de lograr la gestion sostenible y el uso eficiente
de los recursos naturales, asi como de lograr la gestion ambientalmente racional de los
productos quimicos y todos los desechos a lo largo de su ciclo de vida, respectivamente. La
resistencia a TYLCV en tomates puede aumentar la eficiencia de la produccidn agricola, y
también se reduce la cantidad de desperdicios agricolas, ya que habra menos plantas afectadas

por la enfermedad.

E1 ODS 13, de “Accion por el clima”, también adquiere mucha importancia en este trabajo, en
concreto la meta 13.1, que pretende fortalecer la resiliencia y la capacidad de adaptacion a los

riesgos relacionados con el clima y los desastres naturales. El cambio climatico estd generando

40



un incremento de las poblaciones de mosca blanca, insecto vector de TYLCYV, entre otros virus.

El desarrollo de materiales resistentes incrementara la capacidad de adaptacion a este cambio.

Por ultimo, otro objetivo relevante es el ODS 15, de “Vida en ecosistemas terrestres”, donde
destacan las metas 15.1 y 15.5. La primera de ellas pretende asegurar la conservacion y el uso
sostenible de ecosistemas terrestres y de agua dulce, y la segunda trata de adoptar medidas
urgentes para reducir la degradacion de los habitats naturales y detener la pérdida de
biodiversidad. Al reducir el uso de los pesticidas y promover practicas mas sostenibles, como
es el caso de genes de resistencia, se contribuye enormemente a conservar la biodiversidad en

los ecosistemas.

Este Trabajo Fin de Master también puede relacionarse, consecuentemente y tras lo expuesto,
con los ODS 6, 11 y 14, de “Agua limpia y saneamiento”, “Ciudades y comunidades

sostenibles” y “Vida submarina”, respectivamente.

Otro aspecto relevante es la relacion del trabajo con el ODS 5, de “Igualdad de género” y el
ODS 10, de “Reduccion de las desigualdades”. Si nos centramos en el primero de ellos, la
formacion y el acceso a la tecnologia y la reduccion de la carga de trabajo, puede mejorar la
calidad de vida de muchas mujeres que son responsables de la agricultura de subsistencia en
muchas partes del mundo. Asi mismo, la implementaciéon de genes de resistencia puede formar
parte de programas de formacion dirigidos a mujeres agricultoras, mejorando sus ingresos y
calidad de vida. Esta formacion también las dota de oportunidades que favorezcan su liderazgo.
En cuanto al ODS 10, la distribucion de semillas resistentes podria asegurar que las
comunidades mas vulnerables puedan beneficiarse del desarrollo agricola, aumentando su

productividad y seguridad alimentaria y disminuyendo la brecha econémica.

Por tanto, este Trabajo Fin de Master, basado en el empleo del gen de resistencia 7y-1 en
variedades tradicionales de tomate, puede contribuir y relacionarse con varios ODS al
promover, especialmente, practicas agricolas mas sostenibles y eficientes, reducir la
dependencia a los pesticidas, mejorar la conservacion de la biodiversidad, y asegurar el
desarrollo agricola y la seguridad alimentaria. Asi mismo, con las politicas adecuadas, este
trabajo también podria relacionarse con la reduccion de las desigualdades, especialmente para
las mujeres de paises mas subdesarrollados, asi como con el acceso equitativo a tecnologias

mas avanzadas que garantizan un desarrollo mas justo, equitativo y sostenible.
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