El virus del bronceado del tomate

(TSWV) y su incidencia en el cultivo del pimiento

Introduccién
“Los Tospovirus en el pimiento”

El nombre del grupo se deriva de su miembro tipo
“TSWV” (Virus del Bronceado del tomate). El género
Tospovirus contiene un gran nimero de virus distintos,
muchos de los cuales causan significativas pérdidas en
varios cultivos de importancia econémica, principalmen-
te los de la familia de las solanaceas (tomate, pimiento,
papay tabaco) (Terralia, 2004).

El pimiento (Capsicum annuum L.) puede ser afec-
tado fundamentalmente por tres Tospovirus: INSV (Vi-
rus de la mancha necroética de Impatiens); TCSV (Virus
de la mancha clorética del tomate) y GRSV (Virus de
las manchas anulares del cacahuete); aunque también
existen otros que pueden afectar al cultivo del pimiento
pero en menor intensidad que los mencionados ante-
riormente (Ie, 1970; Matthews, 1981).

Dentro del género Tospovirus también se encuentra
el Virus del Bronceado del tomate (TSWV) o Spotted
Wilt Virus, el cual se trasmite fundamentalmente por
thrips (Frankliniella occidentalis Pergande, Franklinie-
lla schultzei Trybom, Frankliniella fusca Hinds, Thrips
tabaci Lindeman, Thrips palmy Karny, Thrips setosus
Moulton y Scirtothrips dorsalis Hood), del modo persis-
tente circulativo con replicacion dentro del insecto (Te-
rralia, 2004).

Desarrollo

1. Virus del bronceado del tomate (TSWV)
Es el miembro tipo del grupo de Tospovirus y esta

presente en paises de los Cinco Continentes, tanto de

la zona Templada como Subtropical. Desde los afios 20

causa importantes pérdidas en Capsicum sp (Terralia,

2004).

1.1 Origen y distribucién del virus

La enfermedad provocada por el virus del bronceado
del tomate (TSWV) fue observada por primera vez en el
afio 1906 (Sakimura, 1962). En 1919 se publico la pri-
mera descripcion de esta nueva enfermedad observada
sobre tomate en Australia, a la que se llam6 “bronceado
del tomate”. Samuel y colaboradores en 1930 fueron los
primeros que determinaron que el agente causal de la
enfermedad era un virus y lo llamaron “Tomato Spotted
Wilt Virus”. A partir de los afios 20 se cita en E.Uy Cana-
da, y en 1931 en el Reino Unido. Desde entonces esta vi-
rosis ha sido reportada en numerosos paises de los cinco
continentes, situados en la zona templada y subtropical
(Terralia, 2004) (anexo 1).

1.2 Caracteristicas generales del virus

Los virus son entidades infectivas, submicroscopi-
cas, que sblo se multiplican intracelularmente y son po-
tencialmente patogenas. Se conocen mas de un millar de
virus patogenos de plantas cultivadas. Se han agrupado
los virus de vegetales en 22 familias con RNA de cordén
simple, una con RNA de cordon doble, una con DNA de
cordon simple, una con DNA de cordén doble. Diez de
estas familias incluyen los principales virus patogénicos
del pimiento (Matthews, 1981; Stevens, 1983; Franki et
al., 1985).

Recientemente nuevos datos moleculares han repor-
tado evidencias de que este virus debe ser considerado
como un miembro de la familia de los Bunyavirus ani-
males. Como son los tnicos de esta familia capaces de
infectar plantas, con ellos se ha creado el género Tospo-
virus. Estos se caracterizan morfol6gicamente por pre-
sentar particulas de forma esférica, presencia de cubierta
membranosa y nucleocépsidos circulares que envuelven

al RNA. El genoma consta de un RNA monocatenario,
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existiendo 3 moléculas de RNA con segmento de pola-

ridad negativa/ ambisentido. Se trasmiten por Thrips

(Franki et al., 1985).

El hecho de que la particula viral presente esta cu-
bierta membranosa es una excepcion dentro de los virus
vegetales, pues solo el TSWV y los Rhabdovirus la po-
seen (Ie, 1970; Matthews, 1981).

La evolucion del virus en el citoplasma de la célula
vegetal pasa por diferentes estados de maduracion: (Ki-
tajima et al., 1992).

e Aparicién de viroplasmas.

« Envoltura de los virones en su propia membrana.

« Empaquetado en cisternas de grupos de virones, lo
cual representa la fase de maduracion del virus.

La enfermedad provocada por el TSWV presenta una se-
rie de caracteristicas que hacen de ella una enferme-
dad muy compleja, como son:

« El virus es muy polifago.

« La particula viral presenta una gran complejidad,
existiendo varias razas del virus, cada una de las cua-
les puede recombinarse formando razas hibridas.

« La infeccién con TSWV causa una amplia variedad
de sintomas diferentes, tales como necrosis, clorosis,
enaciones, atrofiados y lesiones locales, dependiendo
estos de la especie de planta atacada y del aislado del
virus.

Tanto los factores genéticos como los ambientales
parecen afectar la susceptibilidad del hospedero y la se-
veridad de los sintomas inducidos (Francki et al., 1985).

Debido a que en la naturaleza, la transmision es
mediante thrips, y teniendo en cuenta las caracteristi-
cas biologicas, ecoldgicas y poblacionales del vector, el
control de la transmision de la enfermedad resulta muy
complicado.

1.3 Importancia Econémica

El impacto econémico del TSWV es enorme, debido
sobre todo a su amplia distribucién geogréafica, su amplio
rango de plantas hospederas y sus devastadores efectos
sobre las plantas infectadas.

Entre los cultivos de importancia econdmica para los
que se han publicado pérdidas considerables en sus pro-
ducciones se destacan: tomate, papa, tabaco, cacahuete,
pimiento, lechuga, papaya, pifia, y plantas ornamentales
(crisantemo, ageratum, dalia e impatiens, entre otras)
(Von der. Pahlen, 1970).
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En EE.UU el binomio F. occidentalis/TSWYV esta con-
siderado el problema nimero uno en horticultura, par-
ticularmente en las regiones calidas. Asi, por ejemplo,
en California provoca considerables dafios en tomate,
lechuga y pimiento; también produce dafios en Hawai.
En Brasil las pérdidas de produccion se cifran entre el 49
y el 69% (Boiteaux et al., 1993).

En Argentina, el TSWV esta ampliamente difundido
en la mayor parte de las regiones donde se cultiva toma-
te. En Europa, al igual que en EE.UU el binomio F. oc-
cidentalis también est4 considerado como el problema
maés grave en horticultura, llegando a destruir por com-
pleto cultivos de tomate, pimiento, crisantemo, lechuga,
habas, y otros (Von der. Pahlen, 1970).

En la zona mediterranea espanola se han registra-
do dafios arrasadores en tomate, pimiento y lechuga,
asi como pérdidas de consideracion en berenjena, apio,
melon, judia, col y otros tantos cultivos (Jorda y Osca,
1991).

1.4 Cepas o Razas

Se distinguen seis razas las que se denominan A, B,
C1, C2, D y E, en funciéon de los sintomas observados
en tres especies de plantas hospederas diferenciales. Se
apunta también la posibilidad de encontrar varias razas
en un solo hospedero y la posibilidad de que estas razas
se recombinen entre si para originar otras nuevas. Este
tipo de estudio no ha tenido continuidad, y por ello estan
en falta otros descriptores que ayuden en las clasificacio-
nes (Norris, 1946).

Las clasificaciones posteriores de diversos aislados
del virus, se han hecho en base a sus diferentes com-
portamientos serologicos con la técnica ELISA (Wang y
Gonzalvez, 1990; De Avila et al., 1990), para lo que se
han utilizados antisueros policlonales, contra proteinas
de membrana y contra la nucleoproteina, estableciéndo-
se 3 grupos (I, IT y IIT). Actualmente se reserva el nom-
bre de TSWYV para los del serogrupo I.

Estudios mas recientes, llevados a cabo aplicando
la técnica PCR, han puesto de manifiesto que en cam-
po existen patotipos con diferente comportamiento
biologico y bioquimico aunque serolégicamente no se
distinguen, hecho este que pone de manifiesto la enorme
variabilidad del virus (Jorda et al., 1993).

1.5 Trasmision
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La trasmision del virus es principalmente mediante
vectores en condiciones naturales (anexo 4). En el labo-
ratorio el TSWV se puede trasmitir por medio de inocu-
laciones mecénicas de savia (Lacasa et al., 1994), pero en
campo las trasmisiones mecanicas no se dan.

Se ha comprobado que existen 77 especies (Hobbs et
al., 1993) con capacidad de trasmitir el virus:

« Frankliniella occidentalis Pergande.

« Frankliniella schultzei Trybom

« Thrips tabaci Lindeman.

« Frankliniella fusca Hinds.

« Thrips palmi Karny.

« Thrips setosus Moulton.

« Scirtothrips dorsalis Hood.

De estas siete especies, las cuatro primeras tienen
maés importancia en la diseminacion del virus en condi-
ciones naturales. Las zonas fundamentales de incidencia
de los vectores son: (Hobbs et al., 1993).

« F. occidentalis: se ha citado como vector del TSWV,
sobre todo en América del Norte, de donde es ori-
ginario, y también en Europa Occidental, donde se
extendi6 més tarde. Su area de influencia también
abarca varios paises de América Central y del Sur y
no se descarta en otras zonas.

« F.schultzei: trasmite el TSWV fundamentalmente en
paises del hemisferio sur: Africa Subsahariana, Sub-
continente indio, Sudeste de Asia, Australia, Islas del
Pacifico y, sobre todo, Sudafrica.

« F. fusca: se ha citado como vector en Norteamérica y
Canada.

« T.tabaci: trasmite el virus en zonas templadas, desde
Canadé y Europa hasta Nueva Zelanda.

En cada zona, la eficiencia en la trasmisién del virus
dependera de las especies de tisandpteros vectores, de
sus ecotipos y forma biologica, asi como de la interac-
cion de los vectores con el virus presente en dicha zona.

La transmision es del tipo persistente circulativo,
con replicacion del virus dentro del insecto. Las larvas
al alimentarse de tejidos vegetales infectados absorben
las particulas virales; las cuales pasan del intestino a la
cavidad bucal donde se replican (Wijkamp et al., 1993),
siendo inyectadas en otro tejido vegetal cuando el insec-
to vuelve a alimentarse. El tiempo transcurrido entre la
adquisicion de las particulas virales y su llegada a las
glandulas salivares suele ser superior al que precisa la
larva para alcanzar la ninfosis por lo que, en campo, los
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adultos presentan una mayor capacidad de transmisiéon
(Sakimura, 1962).

Se ha observado que las hembras adultas contami-
nadas no trasmiten el virus a su descendencia y que los
adultos, aunque absorban las particulas virales al ali-
mentarse de tejidos contaminados, no son capaces de
trasmitirlos, porque tienen una barrera en el intestino
medio que impide que las particulas virales tengan acce-
so a las glandulas salivares del insecto (Wijkamp et al.,
1993).

1.6 Sintomatologia
Los sintomas tipicos de la presencia del TSWV son:

(Comav, 2004).

« Enlas hojas del brote pueden presentarse anillos que
suelen ser necroéticos y fuertes lineas sinuosas como
un arabesco de dibujos geométricos de color mas cla-
ro o amarillo sobre el fondo verde de la hoja. Estos
sintomas, que pueden ir asociados también a infec-
ciones por CMV o BRWV, no siempre se presentan.
En ocasiones puede verse un cierto amarillamiento
del brote, poco especifico y necrosis apical (anexo
2).

« Los frutos presentan manchas redondas de color ver-
de, amarillo o tono més claro sobre el fondo rojo del
fruto maduro y, en ocasiones, estas manchas tienen
forma de anillos concéntricos con posible abullona-
do (anexo 3).

» La manifestaciéon de sintomas, como en otras viro-
sis, esta condicionada por diversos factores, entre los
que se destacan:

1. Variedad dentro de la especie.

2. Condiciones ambientales como luminosidad,
humedad, y sobre todo, temperatura. Asi, puede
ocurrir que haya plantas infectadas que no mues-
tren sintomas si las condiciones ambientales no
son las adecuadas, o bien, que los sintomas sean
diferentes en funcioén de las condiciones ambien-
tales.

3. Estadio de desarrollo fisiolégico de la planta in-
fectada. Cuanto mas pequena sea la planta, mas
danos produce la enfermedad y los sintomas
pueden ser més agudos. El nivel de nutriciéon de
la planta infectada también condiciona los sinto-
mas, distorsionando su expresion normal.
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4. Aislado o raza del virus. Algunos aislados provo-
can dafios muy severos, mientras que otros son

menos dafinos.

1.7 Identificacion y diagnosis
Varias son las técnicas que pueden utilizarse para

diagnosticar la presencia de TSWV en plantas infecta-

das. Entre ellas se encuentran:

a) Transmision mecanica a plantas testigo se-
leccionadas: Por ejemplo Petunia hybrida Vilm, se
encuentra entre las plantas testigo mas ampliamente
utilizadas, ya que dos dias después de la inoculacion
con TSWV muestra pequeiias lesiones locales marro-
nes o negras caracteristicas. (Francki y Hatta, 1981).

b) Microscopia electronica: Alternativamente, el
virus puede ser identificado por microscopia elec-
tronica, gracias a su morfologia y a las inclusiones
citoplasmaticas asociadas a la infeccion. Este tipo de
estudios puede completarse con el uso de anticuer-
pos marcados con oro coloidal, los cuales propor-
cionan una confirmaciéon de la identificacion de las
particulas virales, tanto en extracto de savia como en
secciones delgadas de tejido vegetal (Kitajima et al.,
1992). No obstante, el uso de la microscopia electro-
nica para la deteccién y diagnosis se ve restringido
por el tiempo que consume y el pequefio niimero de
muestras que pueden ser examinadas.

¢) Transmision por thrips: La transmision del virus
mediante thrips es una caracteristica muy particular
de este virus que puede ser utilizada para identificar-
lo. Aunque, el manejo de estos pequeios y fragiles
insectos plantea una serie de dificultades de tipo
préactico que también restringe su uso como método
de diagnostico (Jorda, et al., 1993).

d) Serologia: En la actualidad, el método mas utiliza-
do para diagnosticar las infecciones con TSWV es el
de las pruebas serologicas mediante la técnica ELISA
(Gonsalves y Trujillo, 1986; Huguenot et al., 1990;
Wang y Gonsalves, 1990; De Avila, 1992). Este méto-
do es comodo, rapido, facil de usar y ademas permite
examinar un numero elevado de muestras.

e) Otras técnicas: También tienen aplicaciéon en la
diagnosis otras técnicas, tales como las transferencias
de tejido fresco a membrana (Hsv y Lawson,1991),
hibridacion con cDna o con ribopruebas (Huguenot
et al, 1990; German y Hu, 1990) y la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR), pero no estdn amplia-
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mente difundidos atn en la identificaciéon y diagnosis
del TSWV.

1.8 Mejora Genética

En pimiento no existen variedades cultivadas resis-
tentes, por lo que hay que ir a buscar resistencia nece-
sariamente a otras especies lo cual complica y alarga los
planes de mejora (Comav, 2004).

Han sido descritas diversas accesiones resistentes en
C. Chinense con control genético monogénico dominan-
te (Black et al., 1991), por lo que su utilizacion sera de
facil manejo. No obstante, esta resistencia parece ser es-
pecifica de raza (Boiteaux et al., 1993; Jord4 et al., 1994).
También se ha encontrado resistencia en C. Frutescens y
C. Pubescens (Diez et al., 1993; Nuez et al., 1994), en C.
Baccatum (Gil Ortega, 1993) y se tienen indicios de que
puede haberla en C. Chacoense (Nuez et al., 1994), pero
por el momento no se ha determinado el determinismo
genético de la misma.

Recientemente, Boiteaux et al (1993) han encon-
trado resistencia de campo al TSWV en dos lineas de C.
Baccatum var. Pendulum y afirman que esta resistencia
estd basada en un mecanismo de no preferencia del vec-
tor por la planta, ya que estas mismas lineas cuando se
inoculan artificialmente son muy sensibles al TSWV.

Mediante ingenieria genética se han conseguido ob-
tener plantas transgénicas de tabaco que codifican ele-
vadas cantidades de la proteina nucleocapsido (N) del
TSWYV de modo que cuando estas plantas son infectadas
por ciertos aislados del virus se produce un aborto de la
infeccion (Comav, 2004).

El mecanismo por el cual se produce este aborto de
la infeccidn no es bien conocido, aunque se piensa que
puede deberse a que el proceso de transcripcion quede
bloqueado, debido a que la elevada cantidad de protei-
nas N libre en el citoplasma celular provocaria el paso
de la polimerasa viral del modo de actuacion transcrip-
tivo al replicativo (Pang et al., 1993). No obstante, no
parece facil incorporar este tipo de resistencia en pi-
miento, entre otras cosas porque es complicado regene-
rar plantas enteras a partir de cultivos celulares. Otras
estrategias basadas en ARN antisentido, satélites, molé-
culas defectivas de interferencia, secuencias génicas no
estructurales y secuencias de codificacion de proteinas
de nucleocapsido intraducibles estan siendo aplicadas al
tabaco y tomate, sin que hasta el presente hayan incidido
sobre la mejora del pimiento (Comav, 2004).
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Dentro del género Capsicum se ha encontrado resis-
tencia genética al TSWV en la especie C. chinense. Hay
algunas evidencias muy recientes que dentro de la espe-
cie C. frutescens existe también resistencia a este virus.
La resistencia encontrada en C. Chinense es monogéni-
ca dominante, el gen ha sido denominado con las siglas
SW. Esta resistencia no ha mostrado una buena estabili-
dad, y ha sido superada por diversos patotipos del virus.
Se continta trabajando en la bisqueda de otras fuentes,
tanto dentro de esta especie, como en otras especies afi-
nes (Comav, 2004).

1.9 Control de la enfermedad

Existen una serie de medidas culturales que, aunque
por si solas no son capaces de controlar la enfermedad,
pueden disminuir su incidencia al retrasar su aparicion
y frenar su expansion. (Folf , 2004). Entre ellas se en-
cuentran:

a) Disminucion de las fuentes de in6culo:

La principal fuente de inéculo de TSWV la constitu-
yen cultivos infectados en parcelas proximas. Por ello,
se recomienda eliminar totalmente los restos del cultivo
anterior. No se debe abandonar el cultivo cuando la in-
feccion lo hace inviable, pues en este caso resulta un foco
de infeccion muy grande. En estos casos, hay que tratar
contra thrips antes de eliminar el material vegetal. En
los cultivos que se detecten algunas plantas infectadas
se deben de eliminar, ya que la produccion de calidad
comercial que se obtenga de ellas sera escasa y, sin em-
bargo, actuaran como foco de infeccion para el resto de
las plantas de la parcela. (Folf , 2004).

b) Control de la transmisién:

El control del vector presenta mayores dificultades al
aire libre que en invernadero, debido a que las parcelas
al aire libre son sistemas abiertos en los que existe un
movimiento continuo de este insecto, mientras que en
los invernaderos el acceso de los thrips puede restrin-
girse mas. Los métodos de control con tratamientos qui-
micos pueden aplicarse en ambos tipos de cultivo. Sin
embargo, los métodos fisicos o bioldgicos de control del
vector solamente pueden ser utiles en cultivo en inver-
nadero (Folf, 2004; Usuarios, 2004).

b.1) Tratamientos quimicos:

En el caso de los thrips transmisores de TSWV, la uti-
lizacion de insecticidas se ha mostrado poco eficaz, por
una parte, por ser las poblaciones del vector poco sensi-
bles a estos productos y, ademaés, por su localizaciéon en
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lugares escondidos en las plantas. Esto provoca la utili-
zacién excesiva de productos quimicos, lo que conlleva
un incremento de gastos de cultivo y el peligro de resi-
duos en el fruto. Se ha observado que las aplicaciones
quimicas han dado respuestas satisfactorias en cultivos
protegidos, sobre todo en el control del insecto y los da-
fios que puede ocasionar como plaga, no asi en cultivo al
aire libre o en cuanto al control de la transmisién del vi-
rus. Ademas, se ha descrito la aparicién en los thrips de
resistencias a insecticidas. Entre las materias activas que
vienen utilizdndose contra estos tisandpteros se desta-
can: fenitrotion, fosfolan, cipermetrina y deltametrina.
También suelen emplearse malation, dimetoato, fenva-
lerato y naled; sin embargo, estas materias activas de-
ben usarse con precaucion y bajo asesoramiento técnico,
pues pueden reducir la poblacién de enemigos naturales
de los thrips (Inforjardin, 2004; Rosell6, 2004; Usua-
rios, 2004).

b.2) Medios fisicos:

La utilizacion de mallas finas en puertas y ventanas
en los invernaderos parece ser una buena solucién en
este tipo de cultivo, puesto que al dificultar las conta-
minaciones precoces del cultivo por los thrips disminu-
ye la incidencia de la enfermedad. Una modificaciéon de
este sistema, también con muy buenos resultados, es el
cultivo bajo malla, creAndose en su interior un microcli-
ma que favorece el desarrollo 6ptimo de la vegetacion
al abrigo de insectos, aunque cuando aparece la enfer-
medad su incidencia tiene mayores repercusiones que
cuando el cultivo se realiza bajo plastico. También resul-
ta interesante la utilizacion de placas pegajosas azules
o amarillas para detectar precozmente la presencia del
thrips en los invernaderos, lo cual permitira adoptar me-
didas de control rapidamente (Inforjardin, 2004; Rose-
116, 2004).

b.3) Control biolégico.

La mayoria de los trabajos de control biolégico de
thrips se han llevado a cabo utilizando dos tipos de de-
predadores no especificos, 4dcaros Fitoseidos del género
Ambliseius y antocdridos del género Orius. Sin embar-
20, los resultados obtenidos introduciendo estos depre-
dadores en cultivos protegidos de tomate indican que,
para mantener la enfermedad por debajo de niveles ase-
quibles, es necesario combinar la lucha biolégica con la
aplicacion de productos especificos compatibles con los
enemigos naturales, por lo que las expectativas de futuro
de este método de control no son muy esperanzadoras.
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Por otro lado, es interesante resaltar que, desde el punto
de vista del control bioldgico, la eliminacion de las ma-
las hierbas proximas al cultivo cuando éstas son gran-
des y con flores es contraproducente, ya que provoca la
migracion de los thrips adultos al cultivo y se eliminan
también los enemigos naturales presentes (Folf , 2004;
Usuarios, 2004).

2. Investigaciones realizadas de este tema
en nuestro instituto.

Debido alaimportancia que tiene la preparacién para
contrarrestar los dafnos que pueda causar este virus en el
cultivo del pimiento cuando arribe a nuestro pais, desde
hace tres aflos se comenzd un trabajo de investigacion
con vistas a obtener cultivares con resistencia al mismo.
Primeramente se colectaron dos lineas que contaban con
el gen SW, el cual le confiere resistencia a este virus. Pos-
teriormente se comenzaron a realizar cruzamientos para
la obtencién de hibridos F1y en la actualidad contamos
con seis hibridos cubanos que comenzaran a validarse
en los sistemas de cultivo protegido del pais en el segun-
do semestre del afio 2005.

Conclusiones

La presencia de este virus en el Caribe ha motivado
la investigacion de fuentes de resistencia en el pimiento.
Esta investigacion ha relevado una gran diversidad de
razas y severidad de los sintomas. Debido a la gran canti-
dad de hospederos que tiene éste virus se hace necesario
encaminar las futuras investigaciones con vistas a lograr
material resistente, pues es la Gnica alternativa factible
para contrarrestarla. Ha sido identificado el determinis-
mo genético de éste virus, lo cual asegura la resistencia
comprobada en cada una de las lineas, ya que la misma
es monogénica dominante regida por el gen SW @
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