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El PSTV un patégeno de importancia en

el cultivo de la papa

Resumen

La enfermedad del tubérculo ahusado de la papa
es causada por un nuevo patégeno (PSTV Potato Spin-
dle Tuber Viroid), el cual existe en las células hospe-
deras como una molécula de RNA desnuda de bajo
peso molecular. Este constituye un problema para los
programas de certificacion de semillas y las coleccio-
nes de germoplasma de papa, porque se transmite a
través de tubérculos y semilla botanica, y fundamen-
talmente de forma mecéanica, por medio de instru-
mentos y maquinarias contaminadas. Esta enfermedad
causa pérdidas en los rendimientos entre un 20 - 64 %
en dependencia de la cepa en cuestion. Este patoge-
no ha sido estudiado intensivamente en las dos ulti-
mas décadas, resultando en una nueva clase de entidad
infecciosa llamada viroide. En este trabajo nos propo-
nemos ofrecer diferentes aspectos sobre la biologia y
la bioquimica de este patégeno, asi como sus principa-
les vias de control.

Palabras Claves: papa, Solanum tuberosum, viroi-
de, enfermedad.

Introduccion

La papa (Solanum tuberosurn L.) es uno de los cul-
tivos de mayor importancia en el planeta por su alto
valor nutricional, constituye el cuarto cultivo alimenti-
cio en orden de importancia a nivel mundial, después
del trigo, arroz y el maiz (57).

La produccién anual de este cultivo representa
aproximadamente la mitad de la produccién mundial
de todas las raices y tubérculos. El producto llega a
mas de mil millones de consumidores en todo el mun-
do; dentro de este total, figuran 500 millones de los
paises en vias de desarrollo, cuya dieta basica inclu-
ye la papa (41).

La produccién mundial de papa se ha manteni-
do estable a un nivel aproximado de 260 a 270 mi-
llones de toneladas desde inicio de la década de los
sesenta, actualmente asciende a 275 millones de
toneladas y cubre 18 millones de hectareas, siendo
la Federacién Rusa y China los primeros producto-
res a nivel mundial.
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En Cuba, constituye unos de los cultivos priorizados
del Ministerio de la Agricultura, al cual se le dedica
aproximadamente 40 millones de délares anuales, sem-
brandose cerca de 17000 hectareas con un rendimien-
to en la cosecha en la Ultima temporada de 367,950
toneladas solamente precedida en el area del Caribe
por México con 1235,050 toneladas (5).

A pesar de las investigaciones que se realizan, la
produccién de "semnilla" para obtener un material de
siembra con un alto grado de pureza varietal y calidad
fitosanitaria, requiere de una alta exigencia tecnolégi-
ca, debido a que la papa esta expuesta al ataque de
hongos, bacterias, virus y viroides. Algunos de estos pa-
tégenos habitan en el suelo y afectan su rendimiento;
otros son transportados por el aire o por otros medios
y causan epitofias que deben controlarse aplicando pro-
ductos quimicos. De todos los patégenos, los méas im-
portantes son los causantes de enfermedades virales,
ya que se perpetian en la descendencia clonal.

La introduccién y la manipulacién de grandes vo-
limenes de semillas puede traer consigo el estableci-
miento de plagas y enfermedades, por lo que es
necesario desarrollar métodos avanzados para su pro-
duccién en los paises donde ademés de importarla exis-
tan focos de infeccidn viral todo el afno y tengan
esquemas de produccién de semillas hasta 10 anos (6).

Los virus tienen una gran importancia econémica den-
tro de este cultivo debido a que son los que provocan las
mayores pérdidas de rendimiento y mas atin cuando apa-
recen afectando la planta mas de uno (22 y 36).

Ademas de los virus, que afectan el rendimiento de
este cultivo, se encuentran los denominados viroides
especificamente el Potato Spindle Tuber Viroid (PSTV)
(Enfermedad del Tubérculo Ahusado de la Papa), co-
nocida por ser muy comun en Europa, en Norte
América y también conocida en la India (38). Esta en-
fermedad reduce los rendimientos entre 16 - 64 % en
dependencia de la cepa del viroide, la variedad de papa
y las temperaturas célidas (76). A pesar de que otros
viroides como el TSWV (Tomato Spolted Wilt Virus)
causan necrosis en los tallos y las hojas de las plantas
(54), el PSTV constituye unos de los mas estudiados,
por ser ampliamente distribuido en el mundo y afectar
unos de los cultivos de mayor importancia en Cuba y
el mundo, provocandole grandes pérdidas, ademas
constituye un problema para los programas de certifi-



cacion porque es transmitido a través de tubérculos y
semilla botanica.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto con este tra-
bajo nos proponemos ofrecer diferentes aspectos so-
bre la biologia y la bioquimica de este patégeno, asi
como sus principales vias de control.

Historia

Los virus tienen una gran importancia econémica
en la papa, debido a las pérdidas que le ocasionan. Una
baja incidencia (5 - 10 %) causada por una simple in-
feccion o proveniente de cosechas anteriores reducen
mucho los rendimientos (36), pero una alta incidencia,
temperaturas desfavorables e infeccion severa, causan
pérdidas mas drasticas en el rendimiento de los tubér-
culos de este cultivo (22).

Algunos de los virus mas frecuentes asociados a la
papa, se muestran en la Tabla 1 (55).

TABLA 1. VIRUS ASOCIADOS A LA PAPA

Virus que dependen Virus no dependientes Indeterminados
de la papa para sobrevivir
PVY TMV PSTVd
PVS TSWV PYWV
PVM CcMV PDMV
PMTV TBRV
PAMV TRSV
WAMV SALCV
PVT PYDV
PLRV BCTV
APLV AMV
APMV TNV
PVV YSV
PSV

FUENTE: Modificado de Salazar (1990).

Las pérdidas de rendimiento debido asociados a al-
gunos virus/viroides en la papa, se presentan en la Ta-
bla 2.

TABLA 2. PERDIDAS DE RENDIMIENTOS DEBIDO A LOS VIRUS/VIROIDES
MAS IMPORTANTES DE LA PAPA

Virus/viroide Perdidas Porcentaje de pérdidas/época
(%)

PVY 80 14 - 20 % (otono)
44 - 57 % (primavera)

PVX 10-50

PVS 3-20

PVM 10-30

PLRV 7-60% 7-16 % (otono)
39-60 % (primavera)

PSTV 16-65

PMTV 26

PVA 40

TSWV 10-30

FUENTE: Modificado de Salazar (1990).

Dentro de las enfermedades que afectan al cul-
tivo de la papa, podemos citar a las causadas por
viroides, especificamente el PSTV, clasificada como
una de las mas peligrosas por afectar en gran me-
dida los rendimientos.

De forma general podemos clasificar a los viroides
como una nueva clase de patégenos de las plantas su-
periores, compuestos por una cadena circular de RNA
de bajo peso molecular (Mr 0.8 a 1.3 x 10®) los cuales
solo utilizan los componentes del hospedero para su
replicacion. No tienen RNA mensajeros y no tienen ge-
nes que codifiquen para la sintesis de polipéptidos in
vivo. Ellos exhiben estructuras homogéneas de transi-
cién y un comportamiento hidrodinAmico de sus mo-
léculas de RNA (17 y 35).

Estos difieren de los virus convencionales en varios
aspectos, tales como (81):

1- Pierden su actividad de RNA, no tienen cubierta pro-
tectora normalmente asociada con la superviven-
cia del virus y no hay traslocacién de proteinas.

2- Presentan un nimero muy reducido de nucleétidos
(246 aproximadamente), diez veces mas pequenos
que el mas pequeno de los virus conocidos con 2681
nucledétidos.

3- Se incrementa a temperaturas (al igual que los sin-
tomas) que oscilan entre 20 - 35°C, lo cual contras-
ta con los virus que pueden ser erradicados a 37°C
(35y 76a).

4- Son patégenos de las zonas meristematicas, su con-
centracion y traslocacioén es mayor en las partes en
crecimiento, otro aspecto contrastante con los vi-
rus es que mediante la escision de meristemos se
pueden obtener plantas libres de virus.

5- La retencién y multiplicacién en los callos es mu-
cho mas estable que los virus convencionales. En
algunos casos la concentracion del viroide en sus-
pensiones celulares han sido mayor que la encon-
trada en hojas (49).

Los viroides dependen totalmente de los factores
del hospedero para su replicacion, en contraste con los
virus, que presentan una polimerasa viral-especifica.

Actualmente se conocen alrededor de 16 tipos de
viroides los cuales afectan diferentes cultivos. Por ejem-
plo: el exocortis de los citricos (CEVd), que es uno de
los mas estudiados; la mancha clorética del crisante-
mo (CCMUA); la mancha solar del aguacate (ASBV) y
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uno de los méas difundidos e importantes, que es el PS-
TVd, que es el viroide de la fusiformidad de los tubér-
culos de papa (Tabla 3) (82).

TABLA 3. DISTRIBUCION DE ALGUNOS VIROIDES DE IMPORTANCIA,

ENFERMEDADES QUE CAUSAN Y FECHA EN QUE FUERON DESCRITOS
Todos estos viroides han sido aislados en prepara-

ciones parcialmente purificadas de acidos nucleicos, de

tejidos de plantas enfermas, donde se han purificado
las formas lineales y circulares por electroforesis; ade-

mas de otros ensayos como son (34):

¢ tratamiento con RNA-asa,

* tratamiento con DNA-asa,

* tratamiento con fenol y otras sustancias coagulan-
tes de las proteinas,

» andlisis del jugo para detectar la presencia de sus-
tancias virales y la observacién por el microscopio
electrénico y

» andlisis del coeficiente de sedimentacion.

Fue la importancia econémica de la enfermedad del
tubérculo ahusado de la papa quien contribuy6 al des-
cubrimiento de la naturaleza viroide del patégeno, de-
bido al incremento de la incidencia de PSTV observado
en los anos 50, que provoco pérdidas en un gran nu-
mero de campos de papa destinados a la produccién
de semillas, lo que incentivé nuevamente el interés en
el estudio de PSTV en los laboratorios de América del
Norte.

La enfermedad producida por este patégeno deno-
minada Tubérculo Ahusado de la Papa fue descrita por
primera vez por Martin en 1922 (45), aunque desde
1917, Cerner (87) estuvo trabajando en una enferme-
dad degenerativa que probablemente era el PSTV. En
1923, Shultz y Folsom (66 a y b), demostraron la trans-
misibilidad de lo que ellos llamaron "ahusamiento del
tubérculo", ellos atribuyeron su agente causal a los vi-
rus, pero en los primeros afnos de la década del 60 el
estudio de esta peligrosa enfermedad fue frenada por
particularidades que no eran comunes para virus Como
son: la ausencia de particulas viricas y actividad antigé-
nica. Sin embargo, en los finales de los afios 60 esta-
ba claro que el agente causal de la enfermedad del
tubérculo ahusado, no era un "virus" convencional.

En 1962, Raymer y O’Brien descubrieron que el to-
mate era un hospedero adecuado para la produccién
del PSTVd, permitiendo estudiar detalladamente el cir-
culo de plantas hospedantes (70 a y 71), establecién-
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dose que durante la inoculacién del PSTV, los sintomas
se manifestaron en 28 especies de la familia Solanacea
y Compositae, asi como otras 129 especies pertenecien-
tes a 12 familias portadoras asintomaticas de la infec-
cion (15). En 1967, Diener (10) demostré que el agente
causal de esta enfermedad era un RNA libre y que en
las particulas virales no estaban presente el tejido en-
fermo, posteriormente en 1971 llegd a la conclusién
usando ultracentrifugacién y PAGE (electroforesis en
genes de poliacrilamida) que era un RNA de bajo peso
molecular y que diferia basicamente de los virus con-
vencionales, por lo que determinaron denominarle vi-
roide (34).

Actualmente el PSTV es uno de los mas estudia-
dos, por las investigaciones conjuntas de vir6logos,
bioquimicos y biélogos moleculares de los Estados
Unidos, Alemania y otros paises, fue descubierta la
estructura primaria y secundaria, sus propiedades
fisico-quimicas, mecanismos de replicacion y pato-
génesis (34 y 80), ademas de atraer la atenciéon de
otros como médicos y genetistas, resultando en la
publicaciéon de numerosos articulos, revisiones y has-
ta un libro en 1983 (15y 76 b).

Origen

En opinién de muchos investigadores las enferme-
dades producidas por viroides, son de origen reciente
y su aparicion se atribuye a la introduccién de méto-
dos intensivos de la agricultura, especialmente los mo-
nocultivos. Este razonamiento se aplica igualmente a
la mayoria de las enfermedades virales. Ellos también
fueron descritos entre los Gltimos 50 a 80 anos, atun
cuando su existencia puede remontarse hacia el ano
752 n.e. Es probable que los métodos agricolas moder-
nos e intensivos contribuyan a diseminar inadvertida-
mente las enfermedades virales a través de la
propagacion vegetativa de plantas infectadas, pero asin-
tomaticas, a través de tubérculos, injertos de manza-
nas, citricos y el corte de crisantemos, entre otras,
aunque no son la Gnica via para propagarlas (33 y 82).

La otra explicaciéon para un posible origen re-
ciente de esta enfermedad es que se haya origina-
do por la introduccién accidental de viroides al
reservorio de plantas salvajes (16). Este postulado
asume que los viroides no causan sintomas en los
hospederos nativos o plantas silvestres, pero si lo
hacen en cultivos o arboles. Esta hip6tesis no esta
sustentada completamente por evidencias recientes:



el PSTV se manifiesta indistintamente de forma asin-
tomaticamente o con sintomas severos en plantas
cultivadas y en aproximadamente 500 introduccio-
nes de papas silvestres (53 y 77).

Esta dltima hipo6tesis necesita una revision al
considerarse una evidencia importante de que los
viroides pudieran ser intrones "escapados", los cua-
les como los RNA pudieran haberse originado mas
temprano que el DNA (7).

Distribucion geografica

Actualmente el PSTV(d) se encuentra en todos
los continentes: en Europa (Gran Bretana, Bulgaria,
Polonia, Hungria, ex-URSS), en América del Norte y
del Sur (USA, Canad4, Argentina, Pert), en Asia (In-
dia, Corea, China, y Australia) (75 y 82). Existen pai-
ses como China, en el que esta enfermedad es una
importante causa de la degeneracion de este culti-
vo (83), por lo que los chinos estan practicamente
obligados a convivir con el viroide, s6lo buscan para
su control plantas resistentes.

En nuestro pais la enfermedad se considera cua-
rentenada, a pesar de la entrada a Cuba, de material
fordneo contaminado, ésta no se encuentra amplia-
mente distribuida, sino que estd concentrada especifi-
camente en las cinco variedades cubanas, ‘Josema’,
‘Jorinca’, ‘Aninca’, ‘Marinca’ y ‘Cubanita’. La variedad
‘Candita’, que también es cubana, hasta el momento
estd libre de este patégeno.

Cepas e importancia econémica

De los diferentes contratiempos en la produccién
de papa, los virus constituyen la principal causa ya que
provocan grandes reducciones en los rendimientos.

Schultz y Folsom (79) descubrieron dos formas de
Spindle Tuber. Una denominada "unmoltled curly
dwarf" que causa danos severos como son achaparra-
mientos de las plantas y agrietamiento de los tejidos,
mientras que el PSTV regular produce los mismos sin-
tomas pero con menor intensidad. Mas recientemen-
te, se describieron dos cepas de PSTV en el tomate, la
"salvaje" y la "severa" (19).

El efecto del PSTV sobre el rendimiento es amplia-
mente significativo y ha sido ampliamente estudiado.
Los primeros estudios se realizaron con genotipos de
papa probablemente infectados con virus latente, pero
los dos principales estudios (31 y 70 b) se realizaron

empleando la variedad ‘Saco’ que es inmune a los vi-
rus A, Sy X, donde las pérdidas de los rendimientos de
la cepa severa fue de 64 %, mientras que con la suave
estuvo en un rango que oscilé entre 17 - 24 %.

La nocividad de esta enfermedad depende de la
cepa, asi como de la variedad, condiciones de cul-
tivo y el tiempo. En Europa y Norteamérica, esta en-
fermedad reduce el rendimiento ampliamente de la
papa entre un 16 - 64 %. Esta enfermedad en la dé-
cada del 20 infecté entre un 3 - 99 % de las plantas
en muchos campos cultivados de USA y Canada. La
reduccion de la cosecha de papa, afectada con la
cepa severa alcanza entre 40 - 90 % (53) y en la ex-
URSS, las pérdidas debido a la afectacién alcanzé
el 5 % del total de la cosecha (42).

Una cepa severa pudiera reducir los rendimientos
entre 65 - 80 % y una salvaje, que es mas dificil de
detectar visualmente entre 15 - 25 %. Esta enferme-
dad afecta la calidad gustativa del tubérculo, reduce la
formacién del almidén, vitamina C y aumentan las pér-
didas durante la conservacién del tubérculo. La aguda
reduccion de la capacidad reproductiva de las plantas
afectadas, la pérdida de masa del tubérculo y su gran
afectacion por diversos tipos de pudriciones pueden lle-
varlos a la autoeliminacién (48).

Sintomatologia

La dependencia del grado de aparicién de los sin-
tomas del PSTV debido a las condiciones del cultivo
frecuentemente dificulta su deteccién y estudio a nivel
mundial. Sin embargo durante la existencia de condi-
ciones 6ptimas las variaciones del tubérculo y follaje
son del todo caracteristico, lo que permite diagnosti-
car la enfermedad relativamente facil, comenzando por
la fase de botonizacién-floracion.

Los sintomas dependen de las variedades de papa,
las condiciones ambientales, las cepa del viroide y los
anos de infeccién; estos sintomas rara vez son eviden-
tes antes de la floracion.

Las plantas infectadas son raquiticas y se ven con
un severo enanismo, el follaje tiene una apariencia
mustia con un oscurecimiento de las hojas, que pue-
den presentar rugosidad y enrollarse ligeramente (12),
hay pequenas cantidades de tallos ligeramente genicu-
lados, disminuye el crecimiento de las ramas laterales
y las hojas méas pequenas salen del tallo bajo angulos
mas agudos. Durante la fuerte depresion, la cantidad
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de tallos se reduce hasta uno o dos y el arbusto toma
forma fusiforme.

Los angulos entre los peciolos y los tallos son mas
agudos de lo normal, se detiene del crecimiento de ta-
llos laterales. En 1922 Martin informa que en plantas ir-
landesas, la enfermedad se manifiesta por enredaderas
que crecen rectas y ramas mas pequenas de lo normal.
En 1923 Shultz y Folsom plantearon que en genotipos
‘Green Mountain’ (66 a) la enfermedad se caracteriza
por epinastia y erectés de las plantas y hojas de la papa,
y frecuentemente las hojas se tornan mas verdes que
las hojas saludables, ademas de una ligera rugosidad en
la piel de los tubérculos; estos ultimos son anormales
(ahusados, cilindricos) y provisto de ojos con “cejas”
protuberantes (66 b).

Las hojas enfermas se diferencian de las sanas por-
que son mas pequenas y estrechas, menos elasticas,
mas arrugadas, con partes deformadas y reflejan me-
nos la luz. Su color al inicio de la vegetacion es verde
o verde claro, después de la inflorescencia se tornan
amarillas, los botones florales frecuentemente se se-
can y mueren y rara vez se forman las bayas. La exis-
tencia de necrosis en las hojas, tallos, nervios, peciolos,
asi como el marchitamiento de las hojas no es comun.

Los sintomas son muchos mas visibles y severos
a altas temperaturas mientras que a bajas temperatu-
ras casi es imposible detectarlos. Bajo condiciones in-
vernales, en casa de cristal es muy dificil detectar la
enfermedad de acuerdo a sus sintomas (28), pero
cuando se incrementa la temperatura entre 25 - 28°C
en los invernaderos, se observan los tipicos sintomas
aéreos (74 a). Ademas estos sintomas se acentdan
cuando hay gran cantidad de manganeso (72) y clo-
ruro de potasio en la primera mitad de la vegetacion.

Tubérculos

En los tubérculos los sintomas varian con las dife-
rentes texturas de los suelos. En los suelos arenosos,
los tubérculos son casi normales, mientras que en los
mas pesados son més elongados (26).

En las plantas enfermas, los tubérculos se forman
mas tarde, en menor cantidad, menor tamano, con un
aumento de un 20 - 90 % de ojos, son ahusados, alarga-
dos e isodiamétricos y sus extremos puntiagudos, ade-
mas son de color carmelita oscuro (83). La superficie
de los ojos cominmente es mas abultada (principal-
mente en la mitad posterior del tubérculo). Estos tu-
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bérculos tienen la seccién transversal mas circular, la
piel lisa y la pulpa quebradiza, rapidamente se pudren
y por la luz enverdecen tardiamente. Presentan un pe-
riodo de latencia mas largo, se cortan mas facil que los
sanos y germinan generalmente con brotes apicales.
Los sintomas pueden ser reconocibles entre los 14 - 18
dias después de su inoculacién en la planta (30).

Los tubérculos enfermos también se diferencian de
los sanos porque son mas largos y pequenos, frecuen-
temente carecen de ramificacion. Los tejidos de los
brotes por lo general se oscurecen y mueren, lo que
les da un aspecto sucio, al igual que a los tubérculos.

Los sintomas de la enfermedad en los tubérculos se
refuerzan de ano en ano, cuando la temperatura del am-
biente y del suelo son relativamente altas y son acom-
panados por una humedad relativa muy heterogénea.
Los sintomas visibles de la enfermedad en los tubércu-
los se debilitan cuando la temperatura y la humedad
6ptima del suelo son 6ptimas para su formacion.

Bajo la influencia de la enfermedad el desarrollo de
las plantas varia hacia el lado de maduracién tardia en
la primera mitad de la ontogénesis y hacia la madura-
cién rapida en la segunda, lo que trae consigo una agu-
da depresion de las plantas y la reduccién de su
productividad.

Las cepas severas refuerzan mas estos sintomas
que las cepas salvajes donde son pocos visibles, estas
ultimas predominan sobre la severas en una proporcion
de 10:1; los sintomas son mas severos a temperaturas
altas, donde uno de los experimentos es colocarlos en
invernaderos (entre 25 - 28°C) para que las plantas ma-
nifiesten sus sintomas aéreos.

Transmision y propagacion

Las enfermedades producidas por viroides pueden
ser trasmitidas de forma natural a través de semillas,
polen, 6vulos. El PSTVd se trasmiten por polen y semi-
llas verdaderas (24). En el pasado la tasa de transmi-
sién por semillas se increment6é considerablemente
de menos de un 5 % a un 90 - 100 % cuando algunos
arboles infectados se convirtieron en asintomaticos (9
y 85).

A pesar de que los viroides son moléculas desnu-
das de RNA ellos se trasmiten de forma mecénica a las
plantas, a través de instrumentos y maquinarias de cul-
tivo (81). Por ejemplo el PSTV puede ser transmitido
por realizar cortes en un tubérculo sano con un cuchi-



llo previamente usado en uno infectado (27). En un es-
tudio se demostré que el 100 % de las plantas fueron
infectadas por un contacto excesivo de maquinarias y
tuberias contaminadas con PSTV en plantas sanas. Esta
transmision es posible también a través de los jugos de
las plantas infectadas, cuando se mutilan sus hojas (21).
Entre un 80 - 100 % de la infeccién fue registrada por el
roce entre plantas sanas y enfermas (44).

La transmisién del PSTV ademas ocurre via semilla
sexual o verdadera, en papa y tomate, la cual es la prin-
cipal posibilidad de transmisién del viroide en las re-
giones y paises, donde la enfermedad no ha sido
informada anteriormente (34). En 1970 se informé un
11 % de transmision a través de la semilla verdadera
de papa (69), pero un ano antes se obtuvo de un 87 -
100 % de transmision a través de la semilla "verdade-
ra" cuando ambos parentales estaban infectados (32).
La tasa de infeccién no parece estar correlacionada
con la variedad o edad de la semilla (3, 20, 69).

La propagacion de la enfermedad a través de insec-
tos vectores no es comun, aunque experimentalmen-
te pudieran ser trasmitidos por afidos. En un trabajo se
demostré que la transmisibilidad del PSTV por el afido
Myzus persicae ocurre en plantas testigo y en la papa
cuando las plantas que son fuentes de inoculacion es-
tan doblemente infectados con PLRV y PSTV, pero no
en el caso de que la fuente de inoculacién contuviera
solo PSTV. Ademaés se observo que la presencia de PSTV
en el cuerpo de los afidos no se pierde después de va-
rios pases en plantas saludables, parece que el PSTV
se encapsula en las particulas de PLRV.

El PSTV puede ser también transmitido por el afido
Macrosiphum euforbiae en la papay el Myzus persicae
en plantas de tomate con una frecuencia inferior al 6
% (8, 63).

Mas débilmente, pero suficientemente exitoso, se
transmite el viroide por injertos; menos exitoso, parti-
cularmente en condiciones de campo, la infeccién se
trasmite mediante la inoculacién con jugo obtenido de
plantas enfermas (frotando los cortes frescos de tubér-
culos o aspersion de las plantas y tubérculos germina-
dos con jugos infecciosos).

La resistencia de las plantas a la infeccién se incre-
menta con el envejecimiento de las mismas (infecta-
da o infectora), reduccion de la humedad, intensidad
de la luz y fertilidad del suelo (34).

Caracteristicas fisico-quimicas

1- Es una molécula de RNA monoespiral cerrada co-
valentemente, compuesto por 359 nucleétidos con
gran cantidad de bases apareadas lo cual de-
termina su PM. entre 100 - 130 KD, por eso preci-
pita durante la ultracentrifugacién, es circular y
carece de cubierta protectora, no se conocen pro-
teinas sintetizadas por €l (63, 89).

2- El RNA no actia como mensajero en el PSTV, él
toma del hospedero y las sustancias necesarias para
su mecanismo de replicacion.

3- Lainfecciosidad se mantiene durante el tratamien-
to con fenoles, alcohol y en condiciones en las cua-
les se inactivan otros virus.

4- Varios tipos de purificacion fueron ensayadas en los
anos 60 dando resultados contradictorios, algunos
por ejemplo, obtuvieron que el PSTV en Nebraska
fue causado por una cepa del virus X (4, 67); otros,
que el desarrollo de un antisuero contra él que re-
accioné en una solucion de plantas con PSTV no fue
efectivo en una solucion con PVX (1). Otro resulta-
do fue que todo el a&cido nucleico obtenido, era una
nucleoproteina y en otras preparaciones a partir de
tejidos de papa y tomate estaban casi libres de pro-
teinas, ademas fueron considerablemente mas in-
fecciosas que el extracto crudo, susceptible a la
ribonucleasa y altamente estable a la inactivacién
térmica (68).

5- Las moléculas de PSTV segun la microscopia elec-
trénica, tienen forma de bacilo alargado con un lar-
go de 31 - 37 nm, ademas se encontraron moléculas
anilladas que desnaturalizadas midieron 100 + 6 nm
(64).

6- La molécula de RNA puede presentar diferentes
formas: en Scopolia sinense se han observado
tres picos infecciosos diferentes (73), pero no se
han realizado estudios para determinar su peso
molecular ni han sido observadas por el micros-
copio electrénico. En tomate se han detectado
dos formas, una lineal y otra circular a través del
microscopio electrénico (64), aunque existe la
contradiccion en la cantidad relativa de ambas
formas; algunos autores plantean que menos del
1% es lineal (63). Ambas formas han sido sepa-
radas, predominando la lineal sobre la circular
en una proporcion de 4:1, pero el caracter infec-
cioso de la lineal todavia se cuestiona.
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7- La inactivacién térmica determinada en el jugo in-
feccioso se produce entre 75 - 80°C y en proporcio-
nes tratadas con fenol entre 90 - 100°C, la
conservacion in vitro es a 4°C durante 4 6 5 dias; a -
20°C el material vegetal fue infeccioso hasta 5 afnos.

8- Noreacciona ante la DNA-asa y si ante la RNA-asa.

9- Composicion, estructura primaria y replicacion:

La secuencia de nucleétidos y la naturaleza del
PSTV purificado han sido determinadas:
A:U- 29% (25)

G:C- 58 %

G:U-13%

No presentan cadenas poly A o poly C (29) como
resultado del apareamiento intramolecular, el reorde-
namiento de las secciones de la doble hélice y los la-
zos internos forman una tUnica estructura secundaria en
forma circular.

La composicion de nucleétidos es:

- 73x AMP 20.3 %

- 77xUMP 21.4 %

-101 x GMP 28.1 %

- 108 x CMP 30.1 %

para un total de 359 nucleétidos.

Este viroide va a servir de modelo para formar una
segunda y una tercera clase de viroides, diferenciados
por su estructura, que son: ASBV y ASSV, como mode-
los y el cuarto grupo representado por el HLV.

Todos ellos contienen una hélice central

CCCCGG

GGUGGCG

y un segmento de oligonucleétidos que estan en la
misma posicién relativa, aproximadamente 35 nucleé-
tidos a partir del terminal 5' de la

U A
secuencia conservada GGA CCC CGGGG AAA
(35).
G C

La primera region interviene en el control de la re-
plicacién y la otra region esta relacionada con la expre-
sién de los sintomas. Replicacion: Los viroides para su
replicacion utilizan el modelo del circulo rodante (58),
en el cual las cadenas multiméricas son sintetizadas co-
piando un cebador circular. Conceptualmente, este pro-
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ceso es analogo a las reacciones de procesamiento (cli-
vaje-ligamiento).

Diagnostico y purificacion

Las técnicas utilizadas para la deteccién y diagnoés-
tico de plantas con virus y/o viroides pueden ser am-
pliamente distribuidas en cuatro categorias:

e Bioldgicas:

Fundamentalmente mediante el uso de plantas in-
dicadoras. Estas pruebas son apreciables pero requiere
de suficiente espacio, trabajo y tiempo.

e Biofisicas:

Se encargan de determinar su forma, tamaro, peso
molecular, propiedades de la savia, inactivaciones con
diferentes enzimas y productos; pero tienen como in-
conveniente que no identifican el virus o viroides, pero
si establecen las diferencias entre ellos.

* Bioquimicas:

Dan la mayor informacién para la identificaciéon del
viroide o virus, aqui se aplican ensayos como electro-
foresis de geles de poliacrilamida, andlisis de los acidos
nucleicos, entre otras.

e Inmunoldégicas:

Indispensables, principalmente el ELISA, son ade-
mas muy seguras, rapidas y eficientes aunque no apli-
cables al PSTV por la ausencia de proteinas.

A menudo se combina mas de una técnica para el

diagnéstico de virus y viroides (2, 39).

En el caso del PSTV se informan diferentes prue-
bas biolégicas, como son:

- Para el PSTV existen otras especies de la familia So-
lanacea como son el tomate, scopolia, tabaco y otros
y cerca de 140 especies de otras familias, pero el
empleo de scopolia y el tomate son las que han
dado los resultados mas positivos (14).

- Los primeros ensayos fueron realizados por Rymer
y O’Brien utilizando el tomate (Lycopersicum escu-
lentun) en variedades ‘Rutgers’ fundamentalmen-
te, ‘Shevone’ y otras variedades se han incorporado
al igual que las cubanas, ‘Kubanskii’, ‘Shtambovii’ y
otras.

- Lainoculacién de estas plantas se realiza con el jugo
de las plantas analizadas o aislamientos de RNA de
ellas. Antes de la inoculacién las hojas se polvorean



con Carborundum 600 Mesh, adicionandole ademéas

bentonita para inhibir la actividad de las nucleasas,

aplicando de una a dos gotas del in6culo en depen-

dencia del tamano de la hoja (52).

La inspeccion visual para detectar las plantas enfer-
mas no es confiable puesto que los sintomas pudieran
estar enmascarados o ausentes (53).

La variedad ‘Rutger’ ha sido empleada como un in-
dicador bastante fidedigno pero el tiempo requerido
para el desarrollo de los sintomas y la severidad son de-
pendientes de la cepa de PSTV y las condiciones am-
bientales (47, 88). También se describe una cepa
salvaje que no produce sintomas en esta variedad y
s6lo puede ser detectada por proteccién cruzada (19).

Estos bioensayos son afectados por temperaturas
superiores a los 25°C. Los sintomas de la enfermedad
son mas severos en el follaje, estas temperaturas no
solo incrementan los sintomas del PSTV, sino que au-
mentan el titulo del viroide sintetizado en la planta, por
lo que las plantas inoculadas se mantienen a 30°C has-
ta la aparicion de los sintomas y la intensidad luminosa
debe ser alta también (8000-14000 lux) (23).

Los sintomas se manifiestan como promedio a
los 20 - 30 dias después de inoculadas las plantas con
el viroide, pero depende ademas de la cepa en cues-
tion , como regla general se observan sélo en las
hojas por encimas de las inoculadas, ademas las
plantas que estén infectadas con cualquier cepa de-
sarrollaran albinismo, en algunas ocasiones se ob-
servan necrosis, se detiene del desarrollo del brote
y enanismo, los frutos son pequenos y frecuente-
mente sin semillas. Del 7 - 10 % de las semillas que
se forman pueden estar infectadas.

Scopolia sinensis muestra lesiones locales y necro-
sis sistémicas, estas aparecen en formas de manchas
pardas con distintos visos y limites imprecisos en las ra-
mas laterales, tallos y pedinculos de las hojas.

La manifestacion sistémica se manifiesta como pro-
medio entre los 20 - 35 dias después de inoculadas en
mas de un 90 % de las plantas inoculadas. Estas desa-
rrollan mejor los sintomas a temperaturas e intensidad
luminosa mas bajas, entre 18 - 21°Cy 2000-4000 lux.

Deteccion por electroforesis
R-PAGE

Debido a su forma circular y conformacion, ha sido
desarrollada la técnica de electroforesis bidimensio-

nal en geles de poliacrilamida, forma modificada de-
nominada Return (65, 78), donde éste ha sido detecta-
do en semillas verdaderas de papa y tubérculos en
dormancia (79 a). Al principio el método requeria va-
rias etapas para extraer los 4cidos nucleicos de bajo peso
molecular, lo que hacia dificil su aplicacién en gran es-
cala. Posteriormente el método fue modificado, redu-
ciéndose de cuatro a dos dias y posteriormente a varias
horas (62). En la R-PAGE, los acidos nucleicos se so-
meten a dos corridas electroforéticas, la primera bajo
condiciones nativas (el extracto de RNA), donde los
RNA se separan segin su tamarno y la segunda, bajo
condiciones desnaturalizantes (por incremento de la
temperatura de 60 - 70°C y cambiando la fuerza i6nica
del buffer de corrida), aqui las moléculas circulares del
viroide pierden su estructura primaria y retardan des-
proporcionalmente su migracion en el gel; por otro lado
los RNA que no presentan esa forma circular, porque
no estan cerrados covalentemente, se convierten en
lineales y se mueven mas rapidamente que las bandas
del viroide. Aqui las bandas mas bajas representan la
forma circular solamente.

Este método a pesar de detectar el PSTV en mues-
tras de semillas y en pequenas cantidades de tejidos,
es muy laborioso y caro, ademads otro factor limitante
es la temperatura, ya que este viroide alcanza una con-
centracion alta, detectable por electroforesis cuando
las plantas han crecido a temperaturas superiores a
los 25°C y aunque se han usado mucho en las ulti-
mas décadas, actualmente se emplean métodos mas
confiables y factibles.

Hibridacion de acidos nucleicos
(NASH)

La hibridacion de acidos nucleicos (NASH) fue in-
troducida por primera vez en 1981 (51) y en estos mo-
mentos se ha convertido en la mas selectiva del
mundo para la detecciéon de viroides como el PSTV
(37), haciéndose trabajos a gran escala para su detec-
cién (86), donde se analizaron mas de 1000 muestras
de papa por métodos bioldgicos e hibridacién, dando
resultados similares en un amplio rango de variedades.
En 1993 se desarrollaron estas técnicas para la detec-
cién de viroides que implican la hibridacién del acido
nucleico del viroide con su ADN complementario (39).

Esta técnica se basa en la propiedad que poseen
los acidos nucleicos de aparearse con sus moléculas
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complementarias en determinadas condiciones. Se basa
en la unién del acido nucleico del genoma del patége-
no, que previamente se fijan en un soporte, con mole-
culas marcadas radioactivamente o no, y sintéticas (p32
y dioxigenina, cDNA o cRNA), que son las denomina-
das sondas. Esta propiedad se ha utilizado en laborato-
rios para realizar hibridaciones de acidos nucleicos en
soluciones, este tipo de reacciéon se ha podido hacer
sobre membrana de nitrocelulosa y de otros materia-
les capaces de fijar los acidos nucleicos. La unién de
las dos moléculas (hibridacién) hace que se formen
manchas en la membrana demostrando la existencia
del patogeno.

Este método reemplaza gran cantidad de técnicas
convencionales, el tiempo de conservacion de la mues-
tra es mayor y se pueden enviar a grandes distancias,
ademas en estos momento es la técnica mas selectiva
para la deteccion de viroides, a pesar del relativo corto
tiempo de vida, ademas posee una ventaja sobre la
electroforesis, ya que se puede determinar en presen-
cia de que cepa nos encontramos (severa o salvaje),
ya que difieren en algunos nucleétidos reflejandose en
la posicién relativa de las bandas.

Otras técnicas se han derivado como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) que ha sido usada en
el estudio y diagnéstico de muchos patégenos virales
con DNA como genoma (61), sin embargo la mayoria
de los patégenos virales y subvirales de plantas de im-
portancia tienen ARN como genoma (43), por lo que
uno de los métodos méas empleados para identificar es-
tos patégenos de importancia es combinada con la re-
verso transcriptasa (RT-PCR) (84).

Variaciones anatomo-fisiologicas
producidas por el PSTVd (34)
1- Actividad fermentativa:

Hay reduccién temporal de la actividad de las pe-
roxidasas alargandose de 7 - 14 dias en dependencias
de las condiciones de cultivo de las plantas,
después esta actividad se eleva entre un 20 - 90 % mas
que en las plantas sanas. Durante la inoculacién de la
papa y del tomate con otros virus esta depresion inicial
de la actividad peroxidasa no se observo.

2- Intercambio acuoso:

Hay variacion significativa del intercambio gaseoso
en las plantas infectadas, por la amplificacién de la in-
tensidad transpiratoria durante el dia (45-130 %) en
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comparacion con las plantas sanas, esto conlleva a la
reduccion de su hidratacién, alterando muchos proce-
sos en la planta, ademas esto estd relacionado con la
alteracién del movimiento de los estomas; los cuales
incluso en las horas mas calurosas del dia no se que-
dan abiertos en gran cantidad y grado, comparados con
las plantas sanas.

3- Clorofilas y carotenoides:

Se reducen las clorofilas y el contenido de carote-
noides se incrementa sensiblemente en el afo de in-
feccion. Las hojas de las plantas enfermas contienen
significativamente mayor cantidad de azuicares y almi-
don. El retardo del reflujo de los hidratos de carbono
estd relacionado con la reduccién de las actividades
amilasas, particularmente {3-amilasa.

4- Anatomia:

Engrosamiento de las laminas foliares en la envol-
tura porosa de células del mesofilo, hay variaciones en
la estructura interna del peciolo, el xilema esta fuerte-
mente desarrollado y mas débil el floema, el nucleolo
también esta aumentado.

Cambios citopatologicos
inducidos por PSTV
en Scopolia sinensis

En las hojas de esta planta los sintomas mas co-
munes fueron la proliferaciéon en la membrana cito-
plasmatica en forma de disco o vesicula de variados
tamanos. En estas membranas, los tonoplastos y el re-
ticulo endoplasmatico se encontraron depositos elec-
tro-densos a diferencia del plasmalema donde
raramente se vio.

Existen formas amorfas electrodensas (47 %) en las
vacuolas, éstas se encuentran también en el tejido
sano, pero en muy baja proporcion (3 %), ademas au-
mentaron considerablemente a medida que se acerca-
ron a las zonas donde se ubicaron las lesiones locales.
Las células parenquimaticas estaban llenas de cuerpos
electro-densos, mayoritariamente de forma ovalada o
esférica, interconectadas a través de fibrillas, no encon-
tradas en tejidos sanos. No se observaron marcados
cambios citopatoldgicos en los organulos.

Prevencion,
erradicacion y control

El control de PSTV es costoso, ya que requiere de
procedimientos y equipos sofisticados, por lo que su



erradicacion se hace impracticable en paises como Chi-
na, donde esta diseminado, los cuales estan trabajan-
do en la incorporacién de resistencia al PSTV en sus
genotipos de papa (30), a pesar que en Solanum acau-
le (bit) se encontr6 resistencia aunque no haya deta-
lles exactos (53).

En 1984, se observo que en distintos clones de Sol-
anum berthaultii difirieron en su comportamiento frente
al PSTV, unos clones parecian ser hipersensibles, mien-
tras que otros mostraron sintomas necroticos o fueron
completamente asintoraticos, encontrandose dos clo-
nes resistentes (69).

La infeccién y ensayos de diagnosticos llevados a
cabo por cuarentena con técnicas modernas, previo
a la liberacién de las distintas variedades, protege al
cultivo del peligro de introduccién y propagacion de
este viroide.

Otra forma de evitar su propagacion es reemplazar
la semilla de papa por tubérculos limpios y certifica-
dos, asi como la separacién de las plantaciones de tu-
bérculo-semilla de las de consumo, también la
utilizacién de otros cultivos como barreras, es una me-
dida que también contribuye a evitar su propagacion,
al igual que evitar el contacto mecanico entre las ma-
quinarias del agricultor, los surcos de plantas, mediante
el empleo de una distancia de siembra adecuada.

Se deben alejar lo méas posible las personas y ani-
males del campo, evitar los periodos de afidos vecto-
res o que su poblacién se mantenga por debajo de
cierto nivel critico.

La limpieza temprana (antes del cerrado del folla-
je) en combinacién con el aislamiento, ademas de una
recogida temprana, limita la propagacion de la infec-
cién. En algunos informes, se demostré que el PSTV
fue erradicado de areas donde estuvo presente una
vez, plantando semillas de alta calidad libre del viroide
y aplicando las regulaciones para la certificacion de se-
milla y el uso de métodos sensitivos de testaje para pre-
venir la reintroduccion del viroide en el cultivo (79 b).

La desinfeccién juega un importante papel en la pre-
vencion de la enfermedad. El hipoclorito de sodio al 2
- 3 % es efectivo en la inactivaciéon del PSTV de la ma-
quinaria agricola utilizada (60, 79, 80). El uso de pipe-
ronilbutéxido al 1%, que es un insecticida, previene la
infeccién con PSTV en Scopolia sinensis cuando se as-
perjan las hojas aunque en extensiones muy grandes
no es efectivo.

El flameado, que es efectivo para otros virus sumer-
giéndolo en alcohol al 95 % aqui no es tanto, ya que
este viroide es muy inestable a la inactivacién por ca-
lor, permanece infestivo 3 horas a 120°C y sélo el uso
de hipoclorito al 2-3 % en los instrumentos de labora-
torio ha sido efectivo para su eliminacién (79 b, 80).

En los 70 plantearon la posible erradicacion por ter-
moterapia y cultivo de yemas axilares aunque se obtu-
vieron muy pocas plantas libres del viroide (81),
actualmente se conoce que las plantas que fueron tra-
tadas con calor existe una alta concentracién del mis-
mo, esto conllevé al tratamiento en frio antes de la
escision de los meristemos, cuando las plantas madres
han brotado entre 6-10°C de dos a cuatro meses aproxi-
madamente, el porcentaje de plantulas sanas que se
obtuvieron fue bastante elevado (62).

También se han realizado estudios de inhibicién
del viroide por expresion de RNA en plantas trans-
génicas, donde se logré disminuir su concentracion,
incorporando el RNA en la bacteria Agrobacterium
tumesfaciens (46).

Pero soélo el tratamiento con bajas temperaturas, ba-
sadas en las experiencias anteriores de los tratamien-
tos con calor, ademas de un experimento llevado a
cabo en Frederictan, Canada, donde tubérculos sobran-
tes de la cosecha que quedaron en el campo a condi-
ciones climaticas muy duras con temperaturas que
oscilaron entre 13.1 - 15°C entre los meses de octubre
a febrero, quedaron libres del PSTV.

Para este experimento se tomaron diferentes teji-
dos vegetales de dos cultivares, esos tejidos fueron to-
mados de hojas y tubérculos infectados con el viroide,
estos tejidos se expusieron a diferentes ciclos de con-
gelacion — descongelacion bajo condiciones controla-
das. La congelacion se realizé a -18°C y -20°C de 12 -
18 horas y la descongelacion a 5°C por 6 horas para com-
pletar un ciclo. Después de 4 ciclos no se detecté PSTV
por R-PAGE y DOT-BLOT en los tubérculos; pero en las
hojas después de tres ciclos el patégeno persistio.
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