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RESUMEN

Las enfermedades de plantas de etiologia viral representan en la actualidad uno
de los retos mas serios e importantes en los sistemas de produccion de las
plantas cultivadas. Una opcion para su manejo es el mejoramiento genético. El
objetivo de esta investigacion fue detectar posibles fuentes de resistencia a
enfermedades virales. Se evaluaron 20 accesiones de tomate de cascara
(Physalis spp.) del Banco Nacional de Germoplasma de la Universidad
Autonoma Chapingo. Cada accesion fue inoculada mecanica con la mezcla de
cinco virus: Virus Mosaico de la Alfalfa (Alfalfa Mosaic Virus, AMV), Virus
Mosaico del Pepino (Cucumber Mosaic Virus, CMV), Virus Jaspeado del
Tabaco (Tobacco Etch Virus, TEV), Virus Mosaico del Tabaco (Tobacco Mosaic
Virus, TMV) y Virus de la Marchitez Manchada del Tomate (Tomato Spotted Wilt
Virus, TSWYV). Se cuantificd el crecimiento de la planta y la manifestacion de
sintomas. Las pruebas seroldgicas (ELISA) resultaron positivas para las 20
accesiones, seleccionandose seis de ellas que fueron asintomaticas. Se
concluye que estas seis accesiones son las méas valiosas para ser consideradas
para mejoramiento genético puesto que presentan algun tipo de resistencia o
tolerancia a la infeccion viral.

Palabras clave: Physalis spp., mejoramiento genético, infeccion viral

SUMMARY

Plant diseases of viral etiology currently represent one of the most serious and
important challenges in the growing systems of cultivated plants. Plant breeding
is an option for their management. The objective of this research was to detect
possible viral disease-resistant sources. Twenty accessions of “tomatillo”
(Physalis spp.) from the National Germplasm Bank of the Autonomous
University of Chapingo were evaluated against mechanical inoculation of a
mixture of five viruses: Alfalfa Mosaic Virus (AMV), Cucumber Mosaic Virus
(CMV), Tobacco Etch Virus (TEV), Tobacco Mosaic Virus (TMV), and Tomato
Spotted Wilt Virus (TSWV). Plant growth and symptom expression were
guantified. The serological tests (ELISA) were positive for the 20 accessions,
and only six of them, symptomless, were selected. It is concluded that these six
are the most valuable to be considered for breeding, for they show some type of
resistance or tolerance to the viral infection.

Index words: Physalis spp., plant breeding, viral infection



CAPITULO 1
l.- INTRODUCCION

El género Physalis agrupa cerca de 90 especies de las cuales 70 de ellas son
endémicas de México (78 %), por lo que el territorio mexicano es considerado
centro de origen y diversidad del taxén (Martinez, 1998). En el mundo se
reportan de 80 a 120 especies dependiendo del autor consultado. Se indica que
70 de ellas se encuentran restringidas a México, 17 mas se extienden a EUA y
América Central y tres a Guatemala; muy pocas especies se localizan en el este
de Asia, India, Australia, Europa y Africa tropical. Ademéas del nimero de
especies, la alta riqueza genética de Physalis en México se expresa en la
existencia de especies silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas vy
domésticas, asociadas a diferentes tipos de vegetacion y condiciones
ecologicas (Pefia y Santiaguillo, 1999).

Las especies de Physalis se distribuyen en toda la Republica Mexicana, en una
gran diversidad de ambientes, por lo que se les puede encontrar desde el nivel
del mar hasta los 3570 msnm. No obstante, la mayoria de las especies
prevalecen en estado silvestre y al menos 19 se recolectan en varios estados
de México (Santiaguillo et al., 2012).

El tomate de cascara es una de las principales hortalizas en México junto con el
chile (Capsicum annum L.), papa (Solanum tuberosum L.), jitomate o tomate
rojo (Solanum lycopersicum L.), sandia (Citrullus vulgaris Schard. ex Eckl. &
Zeyh) y cebolla (Allium cepa L). El cultivo ha tomado importancia en los ultimos
30 afios, periodo en que se duplicado su produccion. En 1980 se establecieron
21 mil hectareas y en 2010 se incrementaron a 48 mil (Santiaguillo et al., 2012).
El tomate tiene un alto nivel productivo, como lo establecen los estudios
realizados por Soldevilla et al. (2002), quienes obtuvieron rendimientos
superiores a 83 t/ha con acolchado plastico, fertirrigacién, espalderas e

inyecciéon de CO? al sistema de riego. En 2013 se establecieron en México
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44,522.36 ha con tomate de cascara, con rendimiento promedio de 14.68 ton/ha
y valor de la produccion de $2, 393, 522.67 (SIAP, 2015). Las entidades con
mayor produccion de tomate de cascara fueron, en orden de importancia:
Riego: Sinaloa, Puebla, Nayarit, Zacatecas y Jalisco, Morelos, Estado de
México y Puebla para.

Las enfermedades causadas por virus son de los principales factores que
limitan el rendimiento y calidad del cultivo (Martinez, 2000). Los cambios
fisiolégicos y bioguimicos que comunmente presentan las plantas afectadas con
un determinado virus son: la disminucion de la tasa fotosintética, a menudo
asociada con una reduccion de pigmentos fotosintéticos, disminucion de
ribosomas en los cloroplastos y de ribulosa-bifosfato-carboxilasa (RUBISCO),
incremento en la tasa de respiracion asi como en la actividad de enzimas como
la poliferol-oxidas, y la disminucion o incremento de reguladores de crecimiento
de las plantas.

Un solo cambio en un gen del hospedero o un solo punto de mutacién en el
virus puede provocar que una infeccidn o sintomatologia leves se tornen en una
enfermedad severa; sin embargo, una mayor alteracion en el metabolismo del
hospedero no necesariamente esta determinada por una mayor actividad de
replicacion o multiplicacion del virus (Matthews, 1992).

Las enfermedades de origen viral representan en la actualidad uno de los retos
mAas serios e importantes en los sistemas de produccion de las plantas
cultivadas en México y el mundo. Su importancia o impacto radican en que
reducen la produccion y calidad en los cultivos, por no contar con herramientas
guimicas para su combate o control, por lo dificil o caro que resulta el
diagnostico de estas enfermedades, por la mezcla de virus que se presentan en
la naturaleza y por la facilidad de transmision (Urias y Valenzuela, 1992).
Estudios realizados por De la Torre et al. (1998), en los que se aislaron y
caracterizaron parcialmente varios virus en plantas de tomate de céscara
(Physalis ixocarpa B.) en los Estados de México, Puebla y Morelos, permitieron
detectar la presencia de varios virus cuyo genoma esta constituido por ARN de
cadena sencilla, como el virus jaspeado del tabaco (TEV), mosaico del pepino



(CMV), marchitez manchada del tomate (TSWV) y mosaico del tabaco (TMV).
Los andlisis seroldgicos (ELISA) indicaron que infecciones en mezcla con varios
de estos virus estan ampliamente distribuidos en las zonas productoras de los
Estados de México, Puebla y Morelos.

La mayoria de las enfermedades virales de las plantas son transmitidas por
algun vector ya que este tipo de patégenos no son lo suficientemente estables
para diseminarse por si mismos y la mayoria requiere de proteccién durante su
dispersion (Hernandez, 1992). Los trabajos de investigacion para proteger a las
plantas contra los virus se han enfocado a tres factores: interferir en el
comportamiento del vector, interferir en el proceso de transmision del virus por
el vector e interferir con la multiplicacion del virus en el hospedero (Garzon,
1987; Martinez, 2000). Con base en lo anterior, una de las posibilidades para
atenuar el impacto de los virus en la produccion de tomate de céscara es
buscar fuentes de resistencia genética en la diversidad de germoplasma
presente en México. Con este proposito se estudid la respuesta de 20
accesiones previamente seleccionadas, las cuales representaran el 10% de 200
accesiones existentes en el Banco de Germoplasma de la Universidad
Auténoma Chapingo y evaluadas por Lépez (2015), a la inoculacion de una
mezcla de cinco de los virus mas importantes del tomate de cascara (AMV,
CMV, TEV, TMV, TSWYV) con el siguiente objetivo e hipotesis:

1.1 Objetivos

Identificar y seleccionar posibles fuentes de resistencia a virus en accesiones

prometedoras de tomate de cdscara previamente seleccionadas.

1.2 Hipotesis

La inoculacion mecénica de los virus permitird reproducir sintomas,
esperandose que al menos una de las 20 accesiones inoculadas con la mezcla

de virus presente resistencia.



CAPITULO 2

ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del tomate de cascara

2.1.1 Origen y distribucién

El tomate se considera originario del continente Americano. El género Physalis
spp. esta confinado principalmente a las zonas templadas de América, con unas
cuantas especies en el este de Asia, India, Australia, Europa y Africa tropical.
Las especies de Physalis que se cultivan para aprovechar sus frutos son
principalmente: P. peruviana en Colombia, Peru, Haiti, Costa Rica, algunas
partes de Australia, Sur de Africa, India y Nueva Zelanda y P. ixocarpa en
México y Centro América. Otras especies se presentan como malezas en los

cultivos o son utilizadas como plantas de ornato. (Santiaguillo et al., 2012)

México presenta una gran diversidad genética de Physalis y es centro de
origen y diversificacibn del tomate de cascara, especie que se encuentra
ampliamente distribuida en el pais y cuya mayor concentracién se encuentra en

el Centro Occidente (Santiaguillo et al., 2010).

2.1.2 Clasificacion taxondmica del tomate de cascara
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Physalis

Especie: spp.



2.1.3 Morfologia del tomate de céascara

Es una planta herbacea, anual, de 40-120 cm de altura; su ciclo es de 85 a 90
dias desde la siembra hasta la senescencia; presenta tres tipos de habitos de
crecimiento: rastrero, erecto y semierecto; tiene hojas simples, erectas,
alternadas, de forma ovalada y peciolada, cuyo peciolo mide de 4 a 6.5 cm de
longitud; el fruto es una baya amarilla, morada o verde de 1 a 6 cm de
diametro. Las flores estan solitarias en el eje axial de las flores y algunas veces
se encuentran en las ramas; tienen corola campanulada, con pétalos amarillos y
usualmente con manchas de color purpura oscuro cerca de la base; el céliz
estd unido a manera de bolsa que se extiende y envuelve el fruto (Velasco,
2006).

2.2 Enfermedades del tomate de cascara

Las enfermedades pueden limitar la productividad de este cultivo. Entre las que
afectan al follaje, la cenicilla (Oidium sp.) es comunmente de la mas importante;
seguida de la mancha foliar (Cercospora physalidis) y el carb6on blanco
(Entyloma australe). El moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) se llega a
presentar esporadicamente, pero su potencial de dafio es alto, al establecer el
cultivo en suelos muy infestados. La mancha bacteriana es una enfermedad
recientemente descubierta en Sinaloa; es agresiva bajo ambiente lluvioso de tal
forma que puede llegar a ser una enfermedad limitante a la produccién. La
secadera, causada por un complejo de hongos del suelo, entre los que
predominan Fusarium solani y F. oxysporum es la segunda enfermedad en
importancia, debido a que los materiales comerciales de tomatillo son muy
sensibles a este complejo de hongos y porque el manejo de la enfermedad es
dificil con los métodos culturales y quimicos. (Apodaca-Sanchez y Félix-
Gastélum, 2005)

Las enfermedades causadas por virus fitopatdgenos tienen alto impacto en la
productividad del tomate de cdscara en la mayoria de las zonas productoras de

México. La importancia de esta enfermedad se ha intensificado y los materiales
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de tomate de cascara son altamente susceptibles al complejo viral
predominante, causando una reduccion de hasta 80 % del rendimiento, debido
a que estos “organismos” tienen la habilidad de infectar a la planta local y
sistémicamente; en esta ultima el virus entra a la célula, se replica y luego se
mueve hacia el floema hasta colonizar toda o gran parte de la planta. La virosis
es transmitida principalmente por afidos y mosquita blanca. Estos insectos se
combaten con insecticidas, que comunmente son ineficientes, sobre todo
cuando los cultivos se establecen en fechas muy tempranas o tardias, en las

que proliferan dichos vectores (Pacheco y Apodaca,1992).

2.3 Generalidades de los virus.

2.3.1 Definicion

Un virus es un grupo de una o mas moléculas de acido nucleico genémico,
normalmente encerrado en una cubierta protectora de proteina o lipoproteina, la
cual es capaz de replicarse sélo dentro de las células hospederas aceptables.
Dentro de tales células, la replicacion viral depende del mecanismo sintetizador
de proteinas del hospedero; derivada de "pools" de los materiales requeridos,
mas que por fision binaria; localizados en sitios no separados de los contenidos
de las células hospederas por una membrana bicapa de lipoproteina (Martinez,
2000).

Los virus varian ampliamente en tamafio y forma, pero todos son muy
pequefios en relacion con el tamafio de las células que infectan. Una célula
tipica del meséfilo del tabaco tiene un volumen de 2X10*2 nm, un virus vegetal
grande alrededor de 6X10° nm vy un virus vegetal pequefio alrededor de 2X10*
nm. Asi, una tipica célula vegetal que contiene 10 millones de particulas de un
virus pequefio, solo tendria el 1% de su volumen ocupado por el virus
(Matthews, 1992; Martinez, 2000).

2.3.2 Transmision
Los virus no son diseminados por el viento o por el agua, incluso cuando son

transportados en la savia o0 en los restos de las plantas; en general no producen
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infecciones a menos que entren en contacto con los contenidos de una célula
viva dafiada; sin embargo, son transmitidos de planta a planta mediante
diversas formas como la propagacion vegetativa, mecanicamente a través de la
savia o por medio de semillas, polen, insectos, acaros, nematodos, la cuscuta, y
los hongos (Agrios, 2005).

El CMV puede ser transmitido por mas de 60 especies de afidos en forma no
persistente, se transmiten de manera mecanica en diferentes practicas
culturales y por medio de semilla, en diferentes porcentajes. El TMV se
transmite facilmente en forma mecanica mediante el roce de plantas enfermas y
sanas, podas, instrumentos de labranza, movimiento de animales dentro del
cultivo y por medio de semilla; cabe aclarar que no tiene un vector especifico,
por lo que se limita a diseminarse por las formas antes sefaladas, pero su gran
facilidad de transmision mecénica permite la supervivencia y dispersion de este
virus (Alvarez, 2006). Segun Reddick (2003) la transmisién del virus TEV se da
de manera mecanica, por semilla y por afidos de manera no persistente. El
AMV es transmitido de manera persistente por trips, es adquirido por el vector
Unicamente en estado ninfal; también es transmitido de manera mecanica y por
semilla (Pérez y Rico, 2004). La unica forma exitosa de transmisién del TSWV
es a través de vectores pertenecientes a varias especies de los géneros Thrips
y Frankiniella, estos adquieren el virus en sus estados ninfales, la transmision

por semilla es casi nula (Ramirez, 2009).

2.4 Virus en el tomate de cascara

Es comuln observar plantas de tomate de cascara con diversos sintomas que
pueden ser de origen viral. Los mas comunes son: mosaicos, alargamiento,
deformacion o reduccion de la lamina foliar; amarillamiento de nervaduras;
calico (moteado amarillo brillante con margenes bien definidos, que se inicia en
la punta o la base de las hojas); marchitez; sobrebrotacion foliar, con reduccion
del tamafo de hojas y entrenudos, que causan enanismo; y epinastia (De la
Torre, 1996).



Los virus asociados al cultivo son los siguientes: Virus Jaspeado del Tabaco
(TEV), Virus Mosaico del Pepino (CMV), Virus Mosaico de la Alfalfa (AMV),
Virus de la Marchitez Manchada del Tomate (TSWV), Virus Mosaico del Tabaco
(TMV), Virus Mancha Anular del Tabaco (TRSV) (De la Torre et al., 2003). Se
demostré también que Physalis ixocarpa es susceptible a Virus Mosaico del
Pepino, Virus Mosaico de la Papa, Virus Mosaico del Tabaco, Virus de la
Necrosis del Tabaco, Virus de la Mancha Anular del Tabaco (Horvéath, 1988).

Los reportes que se tiene de plantas inoculadas de tomate de cascara con el
TEV mencionan que no hay formacion de lesiones locales y sistémicamente las
plantas presentan dafios severos, aunque no presenten sintomas. Cuando el
CMV se inoculdé mecanicamente a las plantas y en las hojas se formaron
lesiones locales muy intensas, aunque no necroéticas, después de quinto dia de
la inoculacion; al hacerse sistémico, las hojas mostraron un aclaramiento de las
venas. Con el AMV se produjo un aclaramiento venal y un mosaico intervenal
severo (Alvarez, 2006). En un estudio realizado en Sinaloa, se aislé6 TSWV de
Physalis spp. y otras malezas, el que al ser inoculado en Licopersicum
esculentum este presentd sintomas de bronceado de nervaduras, necrosis de
foliolos y manchas anulares necréticas en hojas y frutos (Verdugo, 1989). En
hojas inoculadas de P. ixocarpa Brot, el TMV presentd lesiones locales de
forma irregular entre dos a tres dias después de la inoculacion, y a partir del
sexto dia se observaron lesiones sistémicas, presentando un aclaramiento de
venas muy intenso. Cuando el TRSV fue inoculado en las hojas de P. ixocarpa
Brot. se formaron lesiones locales concéntricas después de dos a tres dias de
haberse inoculado, la forma sistémica se present6 al sexto dia observandose un
aclaramiento de las venas, deformacion y puntos necréticos muy pequefios en
las hojas (Alvarez et al., 2006). Algunas veces es posible identificar virus
mediante su sintomatologia; sin embargo, para una identificacion total y exacta
es fundamental y necesario el uso de métodos mas rapidos y confiables como
ELISA, PCR Y RT-PCR. La determinacion mediante ELISA se ha convertido en
una herramienta muy valiosa de deteccion; su precision se debe a la gran

sensibilidad ya que permite detectar concentraciones muy bajas del patdégeno y



ademas se pueden procesar muchas muestras al mismo tiempo (Robles-
Hernandez et al., 2010).

2.5 Resistencia a enfermedades

Las plantas estan expuestas a la influencia de los factores bioticos y fisicos del
medio ambiente, algunos son adversos para el desarrollo de ellas, por lo que
para sobrevivir a dicha adversidad han desarrollado mecanismos de defensa
para contrarrestarlos. Harrison (1987) menciona que existen tres principales
medidas de control, las cuales han sido aplicadas para prevenir las pérdidas en
la produccion causadas por enfermedades de tipo viral: remocién de las fuentes
proveedoras de virus, prevencion para evitar la dispersion del virus y el
desarrollo de variedades resistentes a virus. La resistencia de las plantas a
enfermedades puede considerarse como el método mas efectivo para la
proteccion de cultivos, debido principalmente a lo dificil que es el control y
manejo de las enfermedades virales y sus vectores. Se puede definir a la
resistencia como la capacidad de una planta para resistir el ataque de un
patdgeno sin sufrir dafios. Los componentes esenciales para el manejo exitoso
de un programa de resistencia de plantas a virus son: la resistencia debe ser
heredable a las generaciones siguientes; el virus aislado debe ser tan puro y
representativo como el que originalmente se aislé6 en campo y se debe
establecer una metodologia exacta y altamente eficiente de discriminacion para

el muestreo de poblaciones segregantes (Matthews, 1992; Watterson, 1993).

Debido a la diversidad de mecanismos de resistencia que presentan y al mismo
virus involucrado varios autores coinciden en sefialar que existe confusién en la
literatura referente a la conceptualizacion y definicion de los tipos de resistencia
en las plantas, (Fraser, 1987; Matthews, 1992).

Fraser (1987) agrupa los tipos de resistencia de la siguiente manera: resistencia
por total inmunidad de las especies al ataque de virus; resistencia de una

especie en particular a uno o mas virus y resistencia inducida.
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Matthews (1992) cita los siguientes tipos de respuesta de las plantas a la
inoculacién con un virus determinado: plantas inmunes, aquellas donde no se
lleva a cabo la replicacion del virus en el protoplasto, ni en las células de
plantas sanas, tampoco en las células inicialmente inoculadas, el virus
inoculado puede ser encapsulado, pero no se produce descendencia del
genoma viral; hospederos resistentes, en los cuales el virus puede infectar y
replicarse en el protoplasto, sin embargo la multiplicacion del virus queda
limitada a las células inicialmente infectadas provocando una tipica lesién
necrética local; hospederos susceptibles, caso en el que existe replicacion y
movimiento sistémico del virus, las plantas infectadas manifiestan mas o menos
severidad de la enfermedad y en algunos casos no se produce efecto aparente

sobre la planta dando lugar a una infeccion latente.

Para Marquez (1985) la calificacion de la resistencia no tiene una escala, pues
depende de muchos factores asi como de las plantas mismas, mencionando los
siguientes grados: inmunidad, la planta no es dafiada en lo absoluto por
cualquiera que sea el factor adverso; alta resistencia, la presentan las plantas
gue sufren poco dafio en determinadas condiciones; resistencia moderada,
ocurre en plantas las cuales su dafio es un poco por abajo del dafio promedio
de todas las variedades; susceptibilidad, las plantas presentan el dafio
promedio de las variedades en general, alta susceptibilidad, la presentan
plantas cuyo dafio estd muy por arriba del dafio medio de todas las variedades.
Algunas veces las plantas no son genéticamente resistentes, pero se
comportan como tales, lo cual se debe a dos causas: escape, las plantas
escapan por azar al ataque de los insectos, aun en condiciones de alto grado
de infestacion y evasion, en este caso las plantas en su etapa de mayor
susceptibilidad pueden no ser dafiadas, por ejemplo, que la planta pase por esa
etapa fenoldgica rapidamente. Después de diversos andlisis sobre el tema,

Harrison (1987), considera que los tipos de resistencia de las plantas a virus
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pueden ser agrupadas de manera general en dos categorias principales:

resistencia innata y resistencia inducida.

2.5.1 Resistencia innata

Ocurre cuando debido a factores intrinsecos uno o més individuos de una
especie son capaces de contrarrestar por si mismos la infeccion de un virus en
particular. Las plantas, al ser inoculadas con el virus, no desarrollan sintomas
detectables e incluso puede o no haber replicacion del virus. En esta respuesta
estan implicados uno o0 mas genes que pueden actuar individualmente o tener
un efecto aditivo de tal manera que inhiben o limitan el movimiento o
multiplicacion del virus y permiten heredar esta caracteristica a las siguientes
generaciones. La resistencia de una determinada especie de planta como
respuesta a un virus es la mas utilizada por los mejoradores de plantas
(Harrison, 1987).

2.5.2 Resistencia inducida

Esta resistencia es a nivel individual y se manifiesta cuando ésta es conferida a
una planta susceptible por medio de una inoculacién previa con una variante
atenuada de un determinado virus, por medio de tratamientos quimicos o por
medio del manejo de factores fisicos. Normalmente la resistencia inducida no es
heredable y debe ser incorporada a cada generacién de individuos. Los
mecanismos por los cuales se manifiesta la resistencia inducida son diversos
dependiendo de los genes responsables en cada cultivar hospedero y de los
efectos indirectos probables provocados en el metabolismo de la planta (Fraser,
1987; Harrison, 1987).

2.6 Antecedentes sobre resistencia a virus en tomate de cascara
En 1988 Khoury et al. mencionan que plantas de tomate fueron inoculadas con
particulas virales atenuadas en la etapa de tres hojas antes de la inoculacion y

con un virus severo en la etapa de 5 a 6 hojas, las palntas mostraron lento
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desarrollo de los sintomas del virus severo, y que la presencia fisica del virus
fue detectada mas tarde.

Lépez (2015) estudido germoplasma de tomate de cascara con el objetivo de
detectar posibles fuentes de resistencia a enfermedades virales. En 180
accesiones inoculd los virus TEV, CMV, AMV, TSWV y TMV, que se inocularon
mecanicamente de manera individual a nivel de plantula con una solucion virica
a 1x10™ particulas virales por mililitro. En dicha investigacién se encontraron
accesiones con tolerancia a los virus evaluados, y de acuerdo a las pruebas
serologicas al menos una accesion resultd negativa a cada uno de los virus
estudiados (TEV, CMV, AMV, TSWV y TMV) la accesién 26 (48 BNGEN) fue
negativa para AMV, CMV, TSWV y TEV (Unica negativa para el TEV), la
accesion 147 (201 BNGEN) mostré resultados negativos para los virus AMV,
TSWV, CMV y TMV; solo las accesiones 35 (170 BNGEN) y 147 (201 BNGEN)

resultaron negativas para el TMV.
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RESUMEN
Las enfermedades de plantas de etiologia viral representan en la actualidad uno de los

retos mas serios e importantes en los sistemas de produccién de las plantas cultivadas. Una
opcién para su manejo es el mejoramiento genético. El objetivo de esta investigacion fue
detectar posibles fuentes de resistencia a enfermedades virales. Se evaluaron 20 accesiones
de tomate de céscara (Physalis spp.) del Banco Nacional de Germoplasma de la Universidad
Autonoma Chapingo. Cada accesion fue inoculada mecanica con la mezcla de cinco virus:
Virus Mosaico de la Alfalfa (Alfalfa Mosaic Virus, AMV), Virus Mosaico del Pepino (Cucumber
Mosaic Virus, CMV), Virus Jaspeado del Tabaco (Tobacco Etch Virus, TEV), Virus Mosaico
del Tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV) y Virus de la Marchitez Manchada del Tomate
(Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV). Se cuantificO el crecimiento de la planta y la

manifestacion de sintomas. Las pruebas serologicas (ELISA) resultaron positivas para las 20
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accesiones, seleccionandose seis de ellas que fueron asintomaticas. Se concluye que estas
seis accesiones son las mas valiosas para ser consideradas para mejoramiento genético

puesto que presentan algun tipo de resistencia o tolerancia a la infeccién viral.

Palabras clave: Physalis spp., mejoramiento genético, infeccién viral

SUMMARY

Plant diseases of viral etiology currently represent one of the most serious and important
challenges in the growing systems of cultivated plants. Plant breeding is an option for their
management. The objective of this research was to detect possible viral disease-resistant
sources. Twenty accessions of “tomatillo” (Physalis spp.) from the National Germplasm Bank
of the Autonomous University of Chapingo were evaluated against mechanical inoculation of
a mixture of five viruses: Alfalfa Mosaic Virus (AMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV),
Tobacco Etch Virus (TEV), Tobacco Mosaic Virus (TMV), and Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV). Plant growth and symptom expression were quantified. The serological tests
(ELISA) were positive for the 20 accessions, and only six of them, symptomless, were
selected. It is concluded that these six are the most valuable to be considered for breeding,

for they show some type of resistance or tolerance to the viral infection.

Index words: Physalis spp., plant breeding, viral infection
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INTRODUCCION

En el mundo se reportan de 80 a 120 especies de Physalis spp, se indica que 70 de ellas
se encuentran restringidas a México por lo que el territorio mexicano es considerado centro
de origen y diversidad del taxén. Del total, 17 se extienden a EUA y América Central y tres a
Guatemala. Ademas del numero de especies, la alta riqueza genética de Physalis en México
se expresa en la existencia de especies silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas y
domeésticas, asociadas a diferentes tipos de vegetacion y condiciones ecoldgicas (Pefia y
Santiaguillo, 1999).

Las especies de Physalis se distribuyen en toda la Republica Mexicana, en una gran
diversidad de ambientes, por lo que se les puede encontrar desde el nivel del mar hasta los
3570 msnm. No obstante, la mayoria de las especies prevalecen en estado silvestre y al
menos 19 se recolectan en varios estados de México (Santiaguillo et al., 2012).

Las enfermedades causadas por virus son de los principales factores que limitan el
rendimiento y calidad del cultivo (Martinez, 2000). Su importancia o impacto radica en que
reducen la produccion y calidad en los cultivos, por no contar con herramientas quimicas
para su combate o control, por lo dificil o caro que resulta el diagnostico de estas
enfermedades, por la mezcla de virus que se presentan en la naturaleza y por la facilidad de
transmision (Urias y Valenzuela, 1992). Estudios realizados por De la Torre et al. (1998), en
los que se aislaron y caracterizaron parcialmente varios virus en plantas de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa B.) en los Estados de México, Puebla y Morelos, permitieron
detectar la presencia de varios virus cuyo genoma esta constituido por ARN de cadena
sencilla, como el virus jaspeado del tabaco (TEV), mosaico del pepino (CMV), marchitez

manchada del tomate (TSWV) y mosaico del tabaco (TMV). Los analisis serolégicos (ELISA)
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indicaron que infecciones en mezcla con varios de estos virus estan ampliamente distribuidos
en las zonas productoras de los Estados de México, Puebla y Morelos.

Una de las posibilidades para atenuar el impacto de los virus en la produccion de tomate de
cascara es buscar fuentes de resistencia genética en la diversidad de germoplasma presente
en México. Con este propdsito se estudio la respuesta de 20 accesiones previamente
seleccionadas, las cuales representaran el 10 % de 200 accesiones existentes en el Banco
de Germoplasma de la Universidad Autonoma Chapingo evaluadas por Lopez (2015), por su
tolerancia a la inoculacién de una mezcla de cinco de los virus mas importantes del tomate
de cascara, con el objetivo de detectar posibles fuentes de resistencia a enfermedades
virales.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

El presente estudio se dividié en dos fases. La primera comprendié del periodo de julio-
diciembre del afio 2015 y se llevé a cabo en el invernadero de la Academia de Genética del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo, ubicado en el Campo
Agricola Experimental de la Universidad, asi como en el laboratorio de Virologia Agricola del
Departamento de Parasitologia Agricola. La segunda fase se establecié en el lote X-2 del
campo experimental de la universidad ubicado en la Carretera México-Texcoco Km 38.5, en
Texcoco, Estado de México, en las coordenadas geograficas 19°49’ LN y 98°87’ LW y a una
altitud de 2,250 metros sobre el nivel del mar.

Disefio de tratamientos

Con la determinacion de encontrar accesiones como fuentes de resistencia, en la fase uno

se utiliz6 como tratamiento una mezcla de los cinco principales virus que atacan al cultivo de

tomate de céscara los cuales fueron: Virus mosaico de la alfalfa (AMV), Virus de la marchitez
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manchada del tomate (TSWV), Virus mosaico del pepino (CMV), Virus jaspeado del tabaco
(TEV) y Virus mosaico del tabaco (TMV), mas el testigo el cual fue inoculado con solucion
buffer. Se evaluaron 20 accesiones de Physalis spp. del Banco de Germoplasma de
Especies Nativas del Departamento de Fitotecnia (Cuadro 1), previamente evaluadas y
seleccionadas por Lépez (2015) por su resistencia a virus. Para el segundo ciclo del cultivo
se evaluo la progenie de las 20 accesiones del ciclo anterior, obtenida por cruzas fraternales
(Pefia y Marquez, 1990) en cada una de las accesiones inoculadas con la mezcla de virus
como en las no inoculadas, mas seis variedades comerciales que se utilizaron como testigo.

Cuadro 1.- Relacion de accesiones de Physalis spp. utilizadas en la investigacion

NA DESCRIPCION NA DESCRIPCION
5 82 BNGEN 56 88 BNGEN
11 173 BNGEN 57 156 BNGEN
12 JAL 103 64 147 BNGEN
14 184 BNGEN 66 VERDE 01
15 128 BNGEN 87 181 BNGEN
18 32 BNGEN 106 209 BNGEN
26 48 BNGEN 133 JAL 01

35 170 BNGEN 147 201 BNGEN
39 VERDE L. 153 02 BNGEN
55 148 BNGEN 172 167 BNGEN

NA: Numero de accesion de Physalis spp.; BNGEN: Banco Nacional de Germoplasma de Especies
Nativas de la UACh.

Disefio experimental
En la primera fase del trabajo se us6 un disefio de bloques completos al azar con cuatro

repeticiones. Se establecieron las 20 accesiones inoculadas en unidades experimentales de

seis plantas por repeticion mas las mismas 20 accesiones como testigo. Para la segunda
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fase se utilizé un disefio de blogues completos al azar con cuatro repeticiones, tanto para las
accesiones inoculadas como para las no inoculadas mas seis variedades testigo (25
tratamientos en cada experimento). La unidad experimental constd de 20 plantas y los
resultados se analizaron como una serie de experimentos.

Conduccién del ensayo

Germoplasma

Las 20 accesiones de tomate de cascara se sembraron en charolas germinadoras de
poliestireno de 200 cavidades, utilizando peat-moss como sustrato.
Inoculacion

La inoculacion del material que se utilizd en la primera fase de estudio se realiz6 el 14 de
agosto cuando las plantas tenian un promedio de 4 y 6 hojas verdaderas. En cada planta se
inoculd la tercera y cuarta hojas consideradas del 4pice hacia la base. La inoculacion fue
mecanica provocando pequefias lesiones con la ayuda de carborundum para después frotar
con un hisopo bafiado con solucién virica, misma que se obtuvo macerando 5 g de tejido
vegetal (1 g de inoculo de cada virus) en 50 ml de solucion amortiguadora.

La fuente de inoculo para TMV y TEV fue Nicotiana tabacum var. Xanthi; para TSWV,
Datura stramonium; para CMV, Solanum lycopersicum, y para AMV, Medicago sativa. Para la
obtencién del extracto infectivo se utilizé la solucion amortiguadora o buffer de extraccion
base de fosfatos, con pH = 7, que fue elaborada previamente en el laboratorio de Virologia

del departamento de Parasitologia Agricola.
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Cruzas fraternales

Con la finalidad de mantener la pureza genética de las accesiones e incrementar su semilla
se realizaron cruzas fraternales en cada una de las accesiones y repeticiones, siguiendo la
técnica descrita por Santiaguillo (2004).
Extraccion de semilla

Se cosecharon todos los frutos resultado de las cruzas fraternales, se dejaron fermentar en
bolsas de plastico, después se procedié a lavarlos con agua y se extrajo la semilla, misma
gue se dej6 a secar en la sombra en bolsas de papel; después de unos dias de secado se
pasoé a sobres mas pequefios para su almacenamiento en un lugar fresco y seco.
Pruebas de ELISA

Para la determinacion de la presencia de los virus en todas las muestras compuestas se
realizd la deteccion con el ensayo serologico ligado a enzimas en doble sandwich (DAS-
ELISA) durante dos dias. Las muestras consistian en tejido colectado de dos hojas de cada
planta de cada unidad experimental de cada repeticion. Se pesé 0.2 gramos de cada muestra
para posteriormente macerarlas con el buffer de extraccion, se utilizé el extracto resultante
para la realizacion de las pruebas; este procedimiento se llevé a cabo de igual manera para
las muestras de tejido del segundo ciclo del cultivo para evaluar la transmisién de los virus
por semilla. Se utilizaron antisueros policlonales especificos comerciales para la deteccion de
los virus utilizados en el estudio (TSWV, CMV, TMV, AMV, TRSV y TEV). Los antisueros y

procedimientos se adquirieron de la empresa FUMAPLANT provenientes de Agdia Co.
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Variables respuesta
Sintomatologia

Mediante la determinacion visual se hicieron observaciones constantes después haber
inoculado las plantas para detectar los sintomas que se indujeron como son: lesiones
sistémicas o locales, manchas cloréticas o necrdticas, enchinamiento, mosaicos ya sea
rugoso o mosaico normal, moteados, manchas anulares, deformaciones, calicos, filodias,
islas verdes, entre otros.

Altura inicial y Altura final (cm)

La altura inicial de cada accesion se tomo un dia antes de la inoculacion de las accesiones
y esta se midié desde la superficie de la base del sustrato hasta la punta de la rama mas alta.
Se realizaron en total seis muestreos durante el desarrollo de la planta para poder tener la
altura final de cada una de ellas, misma que se tomé un dia antes de que se removieran las
plantas del invernadero y se llevo a cabo de igual forma que la inicial, desde la base de la
superficie del sustrato hasta la rama mas alta de cada planta.

Numero de hojas

El nimero de hojas se contd un dia antes de establecer el tratamiento e inocular la mezcla
de virus en cada accesion de Physalis spp.; para tomar este dato solo se tomaron en cuenta
las hojas que estaban formadas completamente y presentaban méas de 1 cm? mismas que
mostraron lamina, peciolo, nudo, entrenudo y yema axilar (LOpez, 2015). Se realizaron seis
muestreos en total durante el desarrollo de la planta, uno cada 20 dias aproximadamente.
Presencia/ausencia de virus

Para la determinacion de la presencia de los virus en todas las muestras compuestas se

realizo la deteccion con el ensayo serologico ligado a enzimas en doble sandwich (DAS-
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ELISA) durante dos dias. La absorbancia de las posibles reacciones antigeno anticuerpo se
registraron en un Micro lector con filtro de 492 nm, presente en el laboratorio de virologia del
departamento de Parasitologia Agricola. Se hicieron dos lecturas, la primera alrededor de 10
minutos después de la adicién del sustrato y la segunda 20-30 minutos después de la
primera lectura. La reaccién positiva se considero si la absorbancia de cada virus supero el
promedio de los blancos multiplicado por tres o superior a la lectura de los testigos positivos
incluidos en cada antisuero de cada placa presente en el equipo de deteccidon serologica
(Cruz y Frias, 1997).
Rendimiento

En la serie de experimentos de la fase dos se evalud el rendimiento por planta (kg) en dos
cortes (RPC1 y RPC2) asi como tamafo de fruto, que se estimé como peso (g) de diez
frutos en cada corte (P10FC1 y P10FC2). Con los datos de los dos cortes se calculd el
rendimiento total por planta (RTP) y el peso promedio de diez frutos (PP10F). Los resultados
obtenidos se analizaron con el programa SAS sometiéndose a un analisis de varianza y
prueba de comparacién de medias.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza y a una prueba de
comparacion de medias de Tukey con P = 0.05. Se realizaron andlisis estadisticos en los
caracteres evaluados de acuerdo al disefio experimental bloques completos al azar en la
primera fase y de serie de experimentos en bloques al azar en la segunda fase, donde para
las interacciones significativas se realizaron pruebas de comparaciéon de medias para el
factor virus en cada variedad. Para los analisis utilizd el programa estadistico SAS version

9.0 (SAS Institute Inc., USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Sintomatologia

La presencia de los sintomas se observo a los 22 dias después de haber sido inoculada la
mezcla de los cinco virus en las accesiones de Physalis sp. Los sintomas que se observaron
fueron deformacién de hojas, enanismo, calico, “arbol de navidad”, islas verdes, mosaico
rugoso, mosaico amarillo y filodias; estos sintomas coinciden con los reportados por De la
Torre (2002), Pérez y Rico (2004). Cabe sefalar que las accesiones tuvieron un
comportamiento diferente en cuanto sintomas por repeticion ya que en algunos casos en una
0 mas repeticiones la misma accesion tenia diferentes sintomas o presencia de plantas
asintométicas, como es el caso de las accesiones 12 (JAL 103), 15 (12 BNGEN), 26 (48
BNGEN), 56 (88 BNGEN), 64 (147 BNGEN) y 147 (201 BNGEN).

Pruebas serolégicas de ELISA

En la primera fase del trabajo las pruebas de ELISA que se realizaron a las plantulas
inoculadas detectaron infecciones en varias de las accesiones (Cuadro Al), de igual manera
se realizaron ELISAS a muestras de plantulas de las accesiones que fueron asintomaticas
(Cuadro A2). En la fase de campo se realizaron pruebas de ELISA a las accesiones para
detectar presencia de virus y probar transmisién por semilla de los virus (Cuadro A3).

Las infecciones con el Virus Mosaico del Alfalfa (AMV) resultaron positivas para las
accesiones 147 (201 BNGEN) y 172 (167 BNGEN), cabe mencionar que mas del 90 % de las
accesiones (18 de 20) resultaron negativas para este virus. En el caso del Virus Mosaico del
Pepino (CMV) las pruebas fueron positivas en las accesiones 12 (JAL 103), 26 (48 BNGEN),
56 (88 BNGEN) y 57 (156 BNGEN) vy, al igual que en el CMV, la mayor parte de las

accesiones (16 de 20) resultaron negativas a este virus. Para el Virus Mosaico del Tabaco el
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100 % de las accesiones dieron resultado positivo. En cuanto a Virus Jaspeado del Tabaco
(TEV) y Virus de la Marchitez Manchada del Tomate (TSWV) las pruebas seroldgicas dieron
resultado positivo al menos a cinco accesiones en el caso del TEV y a 10 accesiones en el
TSWV.

Las accesiones 12 (JAL 103), 15 (128 BNGEN), 56 (88 BNGEN), 64 (147 BNGEN) y 147
(201 BNGEN) dieron resultado positivo a Virus Mosaico del Tabaco; mientras que la accesion
26 (48 BNGEN) fue la Unica que resultd positiva para dos virus, los cuales fueron Virus
Mosaico del Alfalfa y Virus Mosaico del Tabaco. Estas accesiones son las mas valiosas para
ser consideradas en un programa de mejoramiento genético pues presentan algun tipo de
resistencia o tolerancia ya que las pruebas serologicas de ELISA se realizaron a muestras de
plantas sin sintomas que si tenian presente algun virus, en este caso fueron AMV y TMV.

Los virus que fueron transmitidos por semilla fueron el TMV y TEV ya que dieron resultado
positivo en varias accesiones (Cuadro A3). Esto corresponde con lo reportado por Alvarez
(2006) y Reddick (2003) quienes argumentan que estos virus son transmitidos por semilla.
Andlisis de varianza

Los resultados del analisis de varianza (Cuadro A4) muestra que los factores repeticion,
accesion y la interaccién virus por accesion presentan significancia estadistica para todas las
variables, excepto en Al para los factores virus y repeticibn asi como NH1 para el factor
virus. Los coeficientes de variacion de las variables son relativamente altos, pero
comparables con los valores reportados por Rosas (1999) y Lopez (2015) en trabajos
anteriores muy similares; sin embargo; segun Pefa et al. (2008) esto se puede deber a la

diversidad genética de las accesiones evaluadas asi como a la alogamia de la especie.
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Pruebas de comparacion de medias
Altura de planta

Los resultados de la comparacion de medias de las accesiones (Cuadro 2) muestran que la
accesion 11 (173 BNGEN) se mantuvo constante desde el segundo muestreo y fue la
accesion con las plantas de mayor altura, al igual que las accesiones 87 (181 BNGEN) y 106
(209 BNGEN) que a partir del segundo muestreo se mantuvieron estadisticamente iguales y
estuvieron entras las plantas mas altas. Mientras que la 153 (02 BNGEN) fue la accesion
cuyas plantas mostraron mayor altura desde el primer muestreo misma que estuvo constante
hasta el final. Por el contrario, la altura mas baja correspondié a las plantas de las
accesiones 18 (32 BNGEN) en el muestreo 1, 35 (170 BNGEN) en el muestreo 2, 39
(VERDE L.) en el muestreo 3,4y 6 y la5 (82 BNGEN) en el muestreo 5y 6.
Numero de hojas

La comparacién de medias de la variable numero de hojas en los seis muestreos (Cuadro
3) muestra que la accesiéon 66 (VERDE 01) fue la que presentdé mayor numero de hojas en el
primer muestreo y la accesion 11 (173 BNGEN) en el muestreo 2, esta accesion se mantuvo
constante hasta el Ultimo muestreo y presentd el mayor nimero de hojas hasta el final. La
accesion 147 (201 BNGEN) se repuso al final de los muestreos, pues a pesar de no ser una
de las primeras en muestreos iniciales termind en uno de los primeros lugares. Las
accesiones 57 (156 BNGEN) y 87 (181 BNGEN) se mantuvieron dentro de las accesiones
gue presentaron mayor numero de hojas durante los muestreos y al final de estos, lo cual
indica que tuvieron un desarrollo normal y uniforme; sin embargo; las accesiones que
presentaron menor numero de hojas en el muestreo 1 fueron la 11(173 BNGEN), 56 (88

BNGEN), 133 (JAL 01) y 147 (201 BNGEN). En el muestreo 2 la accesion con menos hojas
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fue la 35 (170 BNGEN), la 18 (32 BNGEN) en el muestreo 4 y 5 asi como la accesion 5 (82
BNGEN) en el muestreo 3, 4, 5y 6, accesion que fue la mas baja tanto en altura de planta
como en numero de hojas, lo cual puede ser debido a que es una poblacion tardia y silvestre.

Segun Magdaleno et al. (2006), estas dos variables permiten saber si las plantulas tienen la
edad suficiente para que sean trasplantadas, debido a que dependen tanto de la edad como
del genotipo no pueden ser consideras como un indicador confiable.
Rendimiento

Los resultados de esta variable (Cuadro 4) muestran que las variedades testigo, que son
las accesiones 200 (Diamante), 201 (Manzano), 202 (Morado San Miguel), 203 (Poblacion 3),
204 (Puebla) y 205 (Tecozautla 04) pertenecen al grupo superior, ya que fueron los que
presentaron mayor rendimiento; sin embargo, dentro de este grupo la accesion 202 (Morado
San Miguel) fue la de que menor tamafio de fruto presentd, esto debido a que su fenotipo es
de tamafio pequefio. En cuanto a las accesiones evaluadas las que presentaron mayor
rendimiento y tamafo de fruto fueron la 5 (82 BNGEN), 14 (184 BNGEN), 55 (148
BNGEN),106 (209 BNGEN); las accesiones 12 (JAL 103), 64 (147 BNGEN), 133 (JAL 01) y
147 (201 BNGEN) mostraron tener buen rendimiento pero no un buen tamafo de fruto.
Estos resultados se deben a que las variedades testigo son producto del programa de
mejoramiento genético, donde el principal criterio de seleccién ha sido rendimiento, y las
accesiones son colectas tanto cultivadas como silvestres (Pefia et al.,, 2008; Pefa et al.,
2014). Esta informacién es de mucha utilidad para incorporar algun tipo de tolerancia a las
variedades que fueron tomadas como testigos, ya que las accesiones evaluadas fueron
previamente seleccionadas por resistencia al menos a un virus. Con base en esto, se puede

decir que las accesiones 5 (82 BNGEN), 14 (184 BNGEN), 55 (148 BNGEN) y 106 (209
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BNGEN) pueden ser elegidas para incorporarse a un programa de mejoramiento para
resistencia a virus, ya que presentaron un buen rendimiento y tamafio de fruto muy similar al
de las variedades testigo, por lo cual no se afectaria mucho el fenotipo de estas variedades.
Anélisis de interacciones Virus x Accesion
Altura de planta

Para esta variable resultaron significativas las interacciones virus por accesion en todos los
muestreos. En la fecha dos la tendencia general fue que las plantas inoculadas presentaron
una menor altura que los testigos. Sin embargo, en las accesiones 39 (VERDE L), 106 (209
BNGEN) y 153 (02 BNGEN) no se encontraron diferencias significativas (p = 0.05) entre
plantas inoculadas y testigos sin inocular. La accesion 106 (209 BNGEN) es la causante de
gue la interaccion sea significativa en los muestreos posteriores, pues en el muestreo cuatro
la diferencia entre plantas inoculadas y testigos no fue significativa, y esta misma diferencia
fue las mas baja para los muestreos tres, cinto y seis (Figura 1d). Este comportamiento
diferente puede deberse al origen de las colectas, ya que la mayoria de las accesiones
fueron colectadas en el centro occidente del pais (Jalisco), mientras que la 106 es originaria
de la regién de los volcanes en el centro de la Republica Mexicana.®.
Numero de hojas

A diferencia de la variable altura de planta, donde se identificé la tendencia de que una sola
accesion fue responsable de la interaccion, para el numero de hojas se pueden identificar
distintas accesiones con comportamiento diferente del resto en cada muestreo. En el
segundo muestreo se encontraron cinco accesiones 12 (JAL 103), 35 (170 BNGEN), 87 (181

BNGEN), 106 (209 BNGEN) y 153 (02 BNGEN) no presentaron diferencias significativas

'Comunicacién personal. Dr. Aureliano Pefia Lomeli. 2016. Universidad Autdnoma Chapingo, Departamento de
Fitotecnia, Academia de Genética. Chapingo, Estado de México.
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(p = 0.05), mientras que para el resto de las accesiones hubo mayor niamero de hojas en las
plantas testigo que en las inoculadas. En el muestreo cuatro el numero de hojas fue
estadisticamente igual entre las plantas inoculadas y las testigo para la accesion 11 (173
BNGEN). En los muestreos tres, cinco y seis se encontraron diferencias significativas en el
namero de hojas entre plantas inoculadas y sin inocular para todas las accesiones. Sin
embargo, en el muestreo tres el numero de hojas de la accesion 106 fue muy similar, lo que
pudo ocasionar la interaccion significativa en este muestreo. En la Figura 2a se puede
observar que en los muestreos cuatro y cinco las plantas inoculadas de la accesion 11
rompen la tendencia general, pues su niumero de hojas se acerca al de los testigos. En el
mismo muestreo seis se observa que el numero de hojas de la accesion 12 sin inocular

rompe la tendencia, pues se acerca al de la misma accesion inoculada.

32



Cuadro 2. Comparacién de medias de altura de planta (cm) evaluadas

tomate de cascara (Physalis spp.)

en plantas de

ACC Al A2 A3 A4 A5 A6

5 12.65 a-f 25.09 d-g 45.76 d-f 66.27 f-g 96.20 f 106.83 e

11 9.12 f-i 31.00 a 59.85 a 97.09 a-b 151.58 a 166.79 a
12 12.41 a-f 23.97 e-g 46.88 d-f 73.69 e-g 120.19 b-f 132.16 b-d
14 12.83 a-e 23.15 f-i 46.03 d-f 77.76 c-g 120.61 b-f 131.03 b-e
15 11.20 d-g 24.64 d-g 47.73 c-e 83.33 a-f 122.70 b-e 136.27 b-d
18 599 i 26.39 b-g 49.79 b-e 79.33 b-g 107.36 d-f 118.24 d-e
26 11.65 b-g 21.18 g-i 4458 d-f 76.59 d-g 112.22 d-f 123.22 d-e
35 8.65 g-i 19.08 | 46.79 d-f 89.06 a-e 130.49 a-d 145.55 a-d

39 10.02 e-h 19.55 h-i 37.85 f 63.33 ¢ 97.97 e 106.61 e
55 14.17 a-d 25.85 c-f 47.76 c-e 80.06 b-g 114.36 d-f 122.85 d-e
56 12.41 a-f 2791 a-e 47.46 d-f 75.94 d-g 111.79 d-f 119.76 d-e
57 10.59 d-h 28.23 a-d 4991 b-e 81.30 b-g 111.27 d-f 122.21 d-e
64 15.03 a-c 23.58 f-h 45.06 d-f 78.61 c-g 119.03 b-f 130.00 b-e
66 1544 a 30.06 a-b 5436 a-d 86.03 a-e 121.09 b-f 128.91 b-e
87 11.33 c-g 26.94 a-f 5855 a-b 9533 a-c 141.70 a-c 154.15 a-c
106 7.36 h-i 28.03 a-e 60.73 a 99.79 a 143.52 a-b 155.94 a-b
133 12.08 a-g 21.33 g-i 42.94 e-f 70.97 e-g 117.49 c-f 132.52 b-e
147 15.18 a-b 26.09 Db-f 47.73 c-e 72.00 e-g 118.64 b-f 132.97 b-e
153 15.20 a-b 29.82 a-c 57.33 a-c 92.49 a-d 128.67 a-d 139.73 a-d
172 9.36 e-i 19.46 h-i 40.94 e-f 76.76 d-g 123.76 b-e 13491 b-d

DMSH 3.69 4.16 9.78 18.23 25.81 27.67

“‘Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey, P = 0.05); ACC:
NUumero de accesiéon; NH1, NH2, NH3, NH4, NH5 y NH6: Altura de planta en el muestreo 1, 2, 3, 4,5y 6
respectivamente; DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.
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Cuadro 3. Comparacién de medias de numero de hojas evaluadas en plantas de tomate
de cascara (Physalis spp.)

ACC NH1 NH2 NH3 NH4 NH5 NH6
5 497 ac’ 21.06 b-e 3930 d 160.10 f-h 273.17 f 390.97 h
11 476 c 29.09 a 67.00 a-b 319.64 a 573.70 a 761.67 a
12 5.15 a-c 19.33 d-e 56.44 a-d 193.28 d-h 348.00 c-f 474.97 f-h
14 494 a-c 21.15 b-e 46.27 c-d 214.21 b-f 372.70 b-e 573.09 b-f
15 5.12 a-c 20.42 b-e 50.64 b-d 214.45 b-f 38191 b-d 55791 c-g
18 491 b-c 2470 a-c 56.82 a-c 159.33 g-h 27715 f 432.67 g-h
26 5.24 a-c 21.06 b-e 5855 a-c 204.56 c-h 360.84 b-f 530.81 d-g
35 491 b-c 1749 f 53.52 a-d 217.39 b-e 348.18 cf 673.82 a-c
39 494 a-c 21.42 b-e 5258 a-d 156.09 h 285.67 e-f 448.94 f-h
55 4.88 b-c 19.49 c-e 46.18 c-d 253.61 b-c 384.97 b-d 551.76 c-g
56 4.67 c 23.46 c-e 5146 a-d 192.64 d-h 339.24 cf 549.58 c-g
57 5.06 a-c 21.42 b-e 51.36 a-d 195.64 d-h 336.36 cf 625.39 b-e
64 5.09 a-c 18.85 e-f 47.36 c-d 186.97 d-h 349.88 c-f 511.64 e-h
66 5.64 a 1991 b-e 64.12 a-d 212.97 b-g 421.52 b-c 644.45 a-e
87 5.48 a-b 2261 b-e 6112 a-c 217.76 b-e 37445 b-e 702.79 a-b
106 5.09 a-c 2446 a-d 67.82 a 224.42 b-d 401.00 b-c 552.85 c-g
133 473 c 19.12 e-f 49.88 b-d 184.52 d-h 359.91 cf 576.03 b-f
147 476 c 23.39 b-e 46.88 c-d 212.73 b-g 382.64 b-d 655.36 a-d
153 555 a-b 2485 a-b 68.30 a 266.61 a-b 45142 b 632.61 a-e
172 521 a-c 19.61 b-f 51.49 a-d 167.79 e-h 299.45 d-f 472.70 f-h
DMSH 0.72 5.33 17.28 5.03 91.18 135.59

*‘Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey, P = 0.05); ACC:
Numero de accesién; NH1, NH2, NH3, NH4, NH5 y NH6: Altura de planta en el muestreo 1, 2, 3, 4,5y 6
respectivamente; DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.
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Cuadro 4. Comparacion de medias de rendimiento por planta y tamafio de fruto de

tomate de cascara (Physalis spp).

ACC RPC1 RPC2 RTP P10FC1 P10FC2 PP10F
5 0.603 a-e 0.576 a-c 1.178 a-c 367.5 b-d 297.6 a-e 332.6 b-e
11 0.368 b-f 0.504 a-c 0.873 a-f 1984 d 183.1 d-i 190.8 d-h
12 0.648 a-d 0.437 a-c 1.085 a-e 305.5 b-d 2449 c-g 275.2 cf
14 0.420 a-f 0.453 a-c 0.873 a-f 332.7 b-d 319.7 a-d 326.2 b-e
18 0.379 b-f 0.373 b-d 0.751 c-f 204.7 d 1925 d-i 198.6 d-h
26 0.015 f 0.088 e-d 0.103 g 267.0 c-d 32.3 h-i 37.4 g-h
35 0.164 d-f 0.290 e-c 0.454 gf 2198 d 95.7 g-i 115.0 f-h
39 0.590 a-e 0.377 a-c 0.966 a-f 248.0 c-d 169.1 d-i 194.3 d-h
55 0.760 a-c 0.531 a-c 1.290 a-c 400.8 b-d 350.0 a-d 3754 a-d
56 0.441 a-f 0.519 a-c 0.960 a-f 2158 d 168.6 d-i 192.2 d-h
57 0.382 b-f 0.406 a-c 0.788 b-f 239.4 c-d 189.6 d-i 2145 d-h
64 0.824 a-b 0.429 a-c 1.253 a-c 350.9 b-d 234.3 d-g 2926 c-f
66 0.177 d-f 0.379 a-c 0.556 d-g 327.3 b-d 104.0 f-i 123.1 f-h
87 0.153 e-f 0.360 b-d 0.513 e-g 238.9 c-d 116.7 e-i 153.2 e-h
106 0.541 a-e 0.491 a-c 1.032 af 351.4 b-d 303.6 a-d 3275 b-e
133 0.528 a-e 0.581 a-c 1.109 a-d 262.3 d-c 211.3 d-i 236.8 d-f
147 0.550 a-e 0.432 a-c 0.983 a-f 326.1 b-d 236.5 d-g 281.3 c-f
153 0.313 c-f 0.499 a-c 0.812 b-f 233.3 c¢d 2149 d-h 220.1 d-g
172 0.000 f 0.062 e 0.062 ¢ - 18.2 i 18.2 h
200 0.855 a-b 0.574 a-c 1429 a 484.4 a-c 428.1 a-c 456.3 a-c
201 0.714 a-c 0.397 a-c 1.111 a-d 4759 a-c 309.0 a-d 365.1 ad
202 0.674 a-c 0.412 a-c 1.086 a-e 319.9 b-d 2426 c-g 2629 c-f
203 0.893 a 0.463 a-c 1.357 a-b 382.9 b-d 283.8 b-f  333.3 b-e
204 0.412 a-f 0.662 a 1.073 a-e 543.5 a-b 4604 a-b 5019 a-b
205 0.807 a-c 0.503 a-c 1.309 a-c 703.7 a 4725 a 5454 a
DMSH 0.494 0.287 0.592 251.2 186.0 199.1

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P= 0.05); ACC: Accesion; RPP1:
Rendimiento por planta del corte 1 (kg); RPP2: Rendimiento por planta del corte 2 (kg); RTP:
Rendimiento total por planta (kg); P10F1: Peso de diez frutos del corte 1 (g); P10F2: Peso de diez frutos
del corte 2 (g); PP10OF: Peso promedio de diez frutos (g); DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.

35



"2LT AE€ST ‘21T ‘€€T '90T S8U0IS800Y
(p 28 A 99 '‘¥9 ‘2G '9G Sau0IS820Y (0 GG A BE ‘GE ‘97 ‘8T Sauo0Iseddy (q ‘ST A T ‘2T ‘TT ‘G S8U0IS8d2Y
(e ‘9 0a.1SaNW 94 ‘G 0841SANW :GH ‘i 0811SaNW p- ‘S 0341SaNW €4 ‘¢ 0al1sanw g4 ‘T oansanw T4
"epe|nooul | ‘Ieinooul uis obnsal ;] “eiue|d ap einlje a|gelieA eied UQIS8IIV,SNIIA SauU0l1d9eIalu| T einbiq

94 G4 ¥4 €4 ¢4 =] 94 G4 ¥4 €4 ¢4 L4
0 0
I-2LL—+ 0G | I8+ 0S
I-eGL— 1-99—
I-LyL— I-y9—
RN S ool | 45 0oL
1-901 - I-9G-+-
12/ = 118
1-€GL-= 1-99-=-
LipL=- 0S) | 1-por 0S4
L-eel-= 1-/G=
1-90L—+ 1-9G—+
00¢ 00¢
(0
0S¢ 0S¢
94 G4 V4 €4 Zd = 94 G4 ¥4 €4 Zd =
0 0
-GG~ 0S | IsL+ 0S
66— I-yh—
I-ge— AR
I-9z-=- oot | "t 001
I-81L-=- -G
166 11—
1-6€-=- Lyl
1-9z-= Li)-=-
181~ : 16+
00¢ 00¢
(a (e
0S¢ 0S¢

36



'2LT AE€ST ‘21T ‘€€T '90T Sauo1sad0v (p ;28 A 99
‘79 ‘/S ‘95 SOUOISIIY (9 ‘GG A BE ‘GE ‘9z ‘8T SAUOISEIIY (0 ‘ST AT ‘2T ‘TT 'G S9UOIS9IIY (e "9 0a.1sanw
‘94 ‘G 08M1SaNnW G4 ‘f 0811SaNW pH ‘€ 0811S8NW g4 ‘Z 0al1sanw :Z4 T 0alisanw T4 "epe|noou|
)l ‘rejnooul uis obnsa) :1 ‘sefloy ap osswnu ajgereA ered UQISSIIV,SNIIA SBuUO0IddRISIU| ¢ einbig

94 G4 Al €4 Z4 [ 94 G4 Al € Zd L4
0 0
002 p— 002
2Ll 00% | 55—+ 00v
€61 — I-6€-~
FLpL— 009 | jge— 009
[ 008 I-9¢— 008
1901 -+ 8L+
1elL= 000L | L-GG-=- 0001
1-€GL-= 1-6g-=-
LIl 002} | |cen 00zl
1€el-= ooyl | L9¢= 0071
1-90L 1-8L—+
0091 0091
0081 0081
(q
0002 0002
94 G4 t € Zd L
0 0
002 00¢
-L8~- 00¥ | gL+ 00%
I-99— 7L—
LS oog | It 008
-9 -e- -G
1-/g= 000L | L-GL-= 0001
1-99-=- L L=
LG~ 002 | |7~ 00zZ1
1-LG-= 00p) | L 00%}
1-9G-—+ 1-G—
0091 0091
0081 0081
(e
0002 0002

37



CONCLUSIONES
Se encontraron accesiones con resistencia o tolerancia a los virus evaluados, pues de

acuerdo a las pruebas seroldgicas al menos una accesion resultd negativa a cada uno de los
virus estudiados.

La accesion 26 (48 BNGEN) resultd positiva para AMV y TMV en pruebas realizadas a
muestras sin sintomas, lo cual muestra un tipo de tolerancia a la infeccion viral.

Las accesiones 12 (JAL 103), 15 (128 BNGEN), 56 (88 BNGEN), 64 (147 BNGEN) y 147
(201 BNGEN) dieron resultado positivo a VMT en la prueba realizada a muestras sin
sintomas.

Las accesiones 12 (JAL 103), 15 (128 BNGEN), 26 (48 BNGEN), 56 (88 BNGEN), 64 (147
BNGEN) y 147 (201 BNGEN) son las mas valiosas para ser consideradas en un programa de
mejoramiento genético puesto que presentan algun tipo de resistencia o tolerancia a virus.

Las accesiones que mostraron mayor rendimiento y tamafio de fruto fueron la 5 (82
BNGEN), 14 (184 BNGEN), 55 (148 BNGEN) y 106 (209 BNGEN), similares a las variedades

testigo en rendimiento pero resistentes al virus TMV.
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APENDICE
Cuadro Al. Resultados de las pruebas serologicas de ELISA realizadas a plantulas de
Physalis spp. inoculadas con la mezcla de virus

NA AMV cMmv T™MV TEV TSWV
5 - - + + -
11 - - + - +
12 - + + - -
14 - - + - -
15 - - + + +
18 - - + - -
26 - + + - +
35 - - + - -
39 - - + - +
55 - - + - +
56 - + + - -
57 - + + + -
64 - - + - +
66 - - + + -
87 - - + - -
106 - - + - +
133 - - + - +
147 + - + - -
153 - - + - -
172 + - + + +

NA: Namero de accesion; +: Resultado positivos a presencia de virus; -; Resultado negativo a presencia
de virus; AMV; Virus Mosaico de la Alfalfa; CMV: Virus Mosaico del Pepino; TMV: Virus Mosaico del
Tabaco; TEV: Virus Jaspeado del Tabaco; TSWV: Virus de la Marchitez Manchada del Tomate.

41



Cuadro A2. Resultados de las pruebas de ELISA realizadas a muestras sin sintomas

NA AMV cMmv T™MV TEV TSWv

5 - - - - -
11 - - - - -
12 - + - - -
14 - - - - -
15 - - + - -
18 - - - - -
26 - + + - -
35 - - - - -
39 - - - - -
55 - - - - -
56 - - + - -
57 - - - - -
64 - - + - -
66 - - - - -
87 - - - - -

106 - - - - -

133 - - - - -

147 - - + - -

153 - - - - -

172 - - - - -

NA: Numero de accesion; +: Resultado positivos a presencia de virus; -; Resultado negativo a presencia
de virus; AMV; Virus Mosaico de la Alfalfa; CMV: Virus Mosaico del Pepino; TMV: Virus Mosaico del
Tabaco; TEV: Virus Jaspeado del Tabaco; TSWV: Virus de la Marchitez Manchada del Tomate.
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Cuadro A3. Resultados pruebas de ELISA para transmisién por semilla

NA AMV cMv TMV TEV TSwWv
5 - - + - -
11 - - - - -
12 - - + - -
14 - - + + -
15 - - + + -
18 - - - - -
26 - - - + -
35 - - - - -
39 - - + - -
55 - - + - -
56 - - + + -
57 - - - - -
64 - - + - -
66 - - - + -
87 - - + + -
106 - - - - -
133 - - + + -
147 - - + - -
153 - - - - -
172 - - - - -

NA: Numero de accesidn; +: Resultado positivos a presencia de virus; -; Resultado negativo a presencia
de virus; AMV; Virus Mosaico de la Alfalfa; CMV: Virus Mosaico del Pepino; TMV: Virus Mosaico del
Tabaco; TEV: Virus Jaspeado del Tabaco; TSWV: Virus de la Marchitez Manchada del Tomate.
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Cuadro A4. Analisis de varianza de seis variables medidas en 20 accesiones de tomate
de cascara (Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento de la mezcla de cinco virus

gue afectan al cultivo

FV GL Al NH1 A2 NH2
REP 3 0.6956 * 0.8743 ** 80.4174 ** 113.5410 **
ACC 19 227.7972 ** 1.7807 ** 340.6136 ** 172.5230 **
VIR 1 37.6712 NS 0.1800 * 3254.9001 ** 5239.4672 **
VIR*ACC 19 47.3663 ** 1.4538 ** 61.8369 ** 96.3590 **
Error 617 17.7790 0.6766 22.5600 36.9493
Total 659
Ccv 36.2470 16.2739 18.9484 28.0845
A3 NH3 GL Ad NH4
REP 3 311.25 NS 8098.72 ** 3 1373.71 * 42593.99 **
ACC 19 980.94 ** 1510.79 ** 19 1878.44 ** 36661.99 **
Virus 1 108842.23 ** 117661.01 ** 1 158906.16 **  3594545.49 **
VIR*ACC 19 370.00 ** 1043.50 ** 19 1490.84 ** 38517.77 **
Error 616 124.42 388.39 612 429.48 3818.82
Total 658 654
Ccv 22.81 36.26 25.63 29.71
A5 NH5 A6 NH6
REP 3 15849.68 ** 211077.22 ** 18276.36 ** 417332.18 **
ACC 19 3248.11 ** 103141.98 ** 4189.50 ** 451577.28 **
VIR 1 300196.51 **  18065581.37 ** 442562.66 ** 76510103.55 **
VIR*ACC 19 2660.73 ** 90973.48 ** 2875.39 ** 595983.48 **
Error 611 859.19 10721.14 987.31 23707.30
Total 653
Ccv 24.29 28.24 23.78 27.15

** Significativo a una p < 0.01; FV: Factor de variacion; GL: Grados de libertad; A1: Altura de planta del
muestreo uno; A2: Altura de planta del muestreo dos; A3: Altura de planta del muestreo tres; A4: Altura
de la planta del muestreo cuatro; A5:Altura de la planta del muestreo cinco; A6:Altura de la planta del
muestreo seis; NH1:Numero de hojas en el muestreo uno; NH2:NUmero de hojas en el muestreo dos;
NH3:Numero de hojas en el muestreo tres; NH4:NUumero de hojas en el muestreo cuatro; NH5: Nimero
de hojas en el muestreo cinco; NH6: Numero de hojas en el muestreo seis; REP: Repeticion; ACC:
Accesion; VIR: Virus; VIR*ACC: Virus por Accesion; CV: Coeficiente de Variacion.

44



Cuadro A5. Analisis de varianza del rendimiento en tomate de cascara (Physalis spp.)

FVv GL RPP1 RPP2 RTP P10F1 P10F2 PP10F

REP 6 0.0542 NS 0.0244 NS 0.1074 NS 2361.98 NS 6122.87 NS 5433.15 NS
VAR 24 0.5021 ** 0.1267 ** 0.9231 ** 99420.63 ** 104475.93 **  124985.89 **
FE 1 0.3596 * 0.3485 ** 1.4160 ** 6365.55 NS 47200.55 * 10597.63 NS
VAR*FE 24 0.0710 NS 0.0234 NS 0.1087 NS 21689.83 * 17168.72 ** 22732.81 **
Error 141 0.0675 0.0228 0.0970 12511.71 9562.78 10967.88
Total 196

CVv 53.3392 34.9556 33.9005 32.99 41.86 39.99

** Significativo a una p < 0.01; FV: Factor de variaciéon; GL: Grados de libertad; RPP1: Rendimiento por
planta corte 1; RPP2: Rendimiento por planra corte 2; RTP: Rendimiento Total; P10F1: Peso de 10 frutos
corte 1; P10F2: Peso de 10 de frutos corte 2; PP10F: Peso promedio de 10 frutos; REP: Repeticion;
ACC: Accesion; VAR: Variedad; FE: Fecha de corte; VAR*FE: Variedad por fecha; CV: Coeficiente de
Variacion.
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c) d)

Figura Al. Expresiones fenotipicas observadas en plantas de tomate de céascara
inoculadas con la mezcla de cinco virus (AMV, CMV, TEV, TMV y TSWV). a) Plantas
testigo; b) Planta asintomatica; ¢) Enchinamiento y mosaico rugoso; d) Mosaico liso.
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Figura A2 Expresiones fenotipicas observadas en plantas de tomate de céscara
inoculadas con la mezcla de cinco virus (AMV, CMV, TEV, TMV y TSWV). a) Filodia;
b) Enanismo; c) Calico, isla verde y mosaico rugoso; d) arbol de navidad.
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