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Comportamiento del virus y de la papa en el
cultivo del pimiento (capsicurn annuum 1)

Resumen

Las enfermedades virales, son una de las
principales causas que provocan grandes
pérdidas econémicas de consideracién,
algunas especfficas de determinadas regiones,
tales como el TEV y el PepMoV y otras
expandidas por todo el mundo como el TMV,
PVY y CMV. Son los causantes de enormes
pérdidas de productividad, habiéndose
comprobado que algunos virus pueden
incidir hasta en el 90% de los individuos
de una plantacién lo cual puede llegar a
provocar unas pérdidas en la cosecha del 15
al 65%. Cuba no escapa a esfa situacion,
consideréndose estas enfermedades como
la principal limitante del desarrollo en este
cultivo, por lo que el incremento del nivel de
control genético de las mismas constituye una
prioridad en los programas de mejora.
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Abstract

Viral diseases are one of the main causes
of major losses in agriculture. Some
viruses, such as TEV and PepMoV, are
specific to certain regions; and others,
such as TMV, PVY and CMV, occur
worldwide. They cause an enormous
loss of production, as it has been shown
that some viruses can impact up to
90% of plant population, resulting in
losses of between 15 and 65 percent
of a given crop. The situation in Cuba
is no exception, and viral diseases are
considered the main impediment to the
development of sweet pepper cultivation
in that country. For this reason an
increase in the level of genetic control
of viruses constitutes a priority in yield
improvement programs.
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Résumé

Les maladies virales sont une des principales
causes qui provoquent des pertes
économiques considérables. Certaines
sont spécifiques & des régions déterminées,
comme le TEV et le PepMoV et d’autres se
refrouvent dans le monde entier comme
le TMV, PVY y CMV. Elles sont la cause
d’énormes pertes de productivité : on a
démontré que cerfains virus peuvent infecter
jusqu'a 90% des individus d’une plantation,
ce qui peut provoquer une perte de 15
a 65% de la récolte. Cuba n’échappe
pas & cette situation. Ces maladies sont
considérées comme la principale cause
limitant le développement de cette culture,
c'est pourquoi I'augmentation du niveau de
contrble génétique constitue une priorité dans
les programmes d’amélioration.

Pimiento, TEV, TMV, CMV, PVY, PepMoV, control genético.

Introducciéon

El pimiento ha sido otras de las plantas horticolas que ha sufrido
implacablemente la incidencia de enfermedades de etiologia
viral. Este cultivo presenta un complicado aspecto dentro de estas
infecciones mencionadas anteriormente, pudiéndose encontrar tanto
de forma simple o individual como infecciones mixtas, causando una
sintomatologia variable. A nivel mundial se conocen mas de 30 virus
capaces de afectar al cultivo del pimiento. La incidencia es variable segin
los anos y dependiente de diversos factores, entre los cuales cabe senalar
las condiciones ambientales. La sintomatologia dependera asi mismo, del
momento en el cual sufren la infeccién, siendo mas grave le sobrevenga
en un estado vegetativo temprano (abcagro, 2010).

En Cuba, se hace necesaria una creacién varietal sostenible
y competitiva para lograr nuevos cultivares para diferentes
propositos comerciales, de alto potencial de rendimiento, buena
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adaptaciéon climética y resistencia a las principales
enfermedades, ya que se renuevan los atributos
exigidos por el mercado. La misma debe contemplar
la produccion de hibridos F,, dado sus ventajas
(Depestre, 2002).

Los virus transmitidos por insectos vectores
resultan ser uno de los factores mas importantes
que inciden sobre el rendimiento y la viabilidad
de los cultivos horticolas en muchas partes del
mundo. A lo largo de los ultimos afos, hemos sido
testigos de tremendas pérdidas de cosecha y de
abandono de varios cultivos como consecuencia
de ciertas virosis extendidas por amplias zonas del
litoral mediterraneo y otros lugares. Entre éstas, las
de mayor importancia econémica son provocadas
por virus que son transmitidos por varios grupos de
insectos vectores: pulgones (PVY, CMV y CARNA-5),
tysan6pteros (TSWV) y mosca blanca (TYLCV).
La intensidad de ataque de una u otra virosis esta
ligada, entre otros factores, a la abundancia o
actividad de los vectores de estos virus. Asi, por
ejemplo, la gran explosion del virus del bronceado
(TSWV) que tuvo lugar en los anos 1989-1991 en
el litoral mediterraneo, estuvo asociada a la nueva
introduccién en Espafna en esas mismas fechas
del vector mas eficiente de este virus (Frankliniella
occidentalis, Pergande) (Concepcién y Lacasa, 1991).

Entre las estrategias de control de estas
virosis destacan los métodos preventivos, que
fundamentalmente se basan en impedir que el virus
sea transmitido por el vector, o bien en impedir que
pueda replicarse en la planta una vez transmitido.
Entre estos métodos se destacan los tratamientos
con insecticida con el fin de limitar la poblacién de
vectores, la busqueda de cultivares resistentes a
la transmisién o al propio virus y el uso de aceites
minerales. Ante la inminenente reduccién en el
consumo de productos fitosanitarios debido a las
exigencias comunitarias en relacion con la proteccion
del medio ambiente y la conservacién del espacio
natura, es de vital importancia encontrar otros
métodos eficaces y econémicamente rentables
que permitan controlar estas virosis transmitidas
por insectos vectores (Concepcion y Lacasa, 1991;
abcagro, 2010).

Teniendo en cuenta estos antecedentes el
objetivo del presente trabajo fue realizar una revision
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de la informacién disponible sobre este potyvirus
en pimiento para la preparacién de técnicos y
profesionales en la identificacién y diagnosis de la
enfermedad al ser explotado eficientemente en los
sistemas de produccién de cultivo protegido y a cielo
abierto, en Cuba.

Desarrollo

Virus Y de la patata

Origen y distribucién del virus

El virus Y de la patata o de la papa (PVY - Potato
virus Y) se encuentra en todo el mundo. Ya en 1940
se diagnostico la presencia de este virus en pimiento
(Capsicum annuum L.) en Puerto Rico. En el area
mediterranea fue descrito por primera vez en 1960. El
virus Y de la papa se encuentra con mas frecuencia
en las regiones templadas y subtropicales de América
y Europa. También se encuentra distribuido por otras
zonas bastante separadas unas de otras. Asi por ejemplo
se ha diagnosticado PVY sobre pimiento en lugares
como Australia, Japén, India e Israel (abcagro, 2010).

El PVY causa pérdidas importantes en pimiento
bien solo o en compaiiia de otros virus como el virus
del mosaico del tabaco (TEV), virus del mosaico del
tomate (ToMV), virus del mosaico del pepino (CMV),
virus del grabado del tabaco (TEV), entre otros.
(Botanica-on-line, 2008; abcagro, 2010).

Caracteristicas generales del virus

Los virus son entidades infectivas,
submicroscépicas, que sélo se multiplican
intracelularmente y son potencialmente patégenas.
Se conocen mas de un millar de virus patégenos
de plantas cultivadas. Se han agrupado los virus de
vegetales en 13 familias con RNA de cordén simple
(Luteovirus, Tabaco Necrosis Virus Group, Tombus
Virus, Alfalfa Mosaic Virus, Cucumovirus, Ilarvirus,
Tobamovirus, Potyvirus, Potexvirus, Carlavirus,
Closterovirus, Rhabdovirus y Tospovirus); una con
RNA de cordén doble (Reovididae); una con DNA
de cordén simple (Geminivirus) y una con DNA
de cordén doble (Caulimovirus). Diez, de éstas 13
familias incluyen los principales virus patogénicos
del pimiento (Botanica-on-line, 2008). Este grupo
(10 familias) tiene paticulas flexuosas alargadas,
entre 680 — 950 nm de longitud y 13 nm de anchura,
con una molécula de RNA monocatenario, de
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sentido positivo y una unica proteina enn la
céapsida. La infeccién viral estd a menudo asociada
con inclusiones intracelulares, citoplasmatica y
nucleares, en forma de molinillo, de haces y de
agregados laminares (Pollotrén, 2010).

En las Tablas 1 y 2 se resume las principales
caracteristicas de cinco de los virus que conforman
este grupo de 10 familias, primeramente se muestra
el sintoma en hojas y frutos, el método de lucha 'y
posteriormente la expresién de la resistencia en
cada uno de ellos.

Clasificacién del virus

Los potyvirus (Familia: Potyviridae, género: Potyvirus)
deben su nombre a su especie tipo, el virus Y de
la patata (Potato virus Y, PVY) y constituyen el mas
numerosos de los 69 géneros de virus de plantas
descritos hasta la fecha, sumando 180 especies
entre definitivas y posibles, lo cual representa
el 20 % de los virus de plantas conocidos (Van
Regenmortel et al., 2000). Todo los miembros de
esta familia tienen en comun la morfologia de los
viriones, que forman filamentos alargados y flexibles

Virus Sintomas en hojas

Sintomas en

Transmision Métodos de lucha

Manchas verde oscuras deformacion

frutos
. . . . Uso de variedades resistentes
TMV Mosaico verde claro amarillento | Deformaciones y Semillas ; - o
ToMV Reduccion del crecimiento necrosis mecanica Bvitar transmision mecanica
Eliminar plantras afectadas
Necrosis de los nervios Manchas Uso de variedades resistentes
PVY Defoliaciones necrosis y Afidos Control de afidos

Eliminar plantas afectadas

Manchas verde oscuras
TEV Mosaico
Reduccion del crecimiento

Manchas y

deformaciones

) Uso de variedades resistentes
Afidos Control de éafidos
Eliminar plantas afectadas

Mosaico verde claro amarillento
Clorosis difusa
Filiformismo
Rizamiento

Reduccioén de
cmv

tamario, anillos y
lineas irregulares

) Uso de variedades resistentes
Afidos Control de &fidos
Eliminar plantas afectadas

TABLA 1: RESUMEN DE LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS CINCOS VIRUS MAS IMPORTANTES QUE ATACAN AL CULTIVO DEL PIMIENTO.

Parasito Expresion de la resistencia/control genético

Tobamovirus (TMV, PMMV)

Hipersensibilidad; dominante en el locus L

Virus Y de la papa (PVY) dominante

Pseudoinmunidad; recesivo en el locus pvr; Hipersensibilidad; Pvr4, Pvr7

Virus del moteado del pimiento (PepMoV)

Resistencia con largo espectro de accion; Pvr4 dominante

Virus del grabado del tabaco (TEV)

Pseudoinmunidad; recesivo en el locus pvr

Chili veinal mottle virus (CVMV) y Pepper veinal
mottle virus (PVMV)

arias fuentes de resistencia parcial o total, oligo o poligénica

Virus del bronceado del tomate (TSWV)

Hipersensibilidad; Tsw dominante

Virus del mosaico del pepino (CMV)

Varias fuentes de resistencia parcial poligénica

Phytophthora capsici

\Varias fuentes de resistencia parcial poligénica

Colletotricum sp.

arias fuentes de resistencia parcial poligénica

Sclerotium rolfsii

arias fuentes de resistencia parcial

Leveillula taurica

arias fuentes de resistencia parcial, oligo y poligénica

Cercospora capsici

arias fuentes de resistencia parcial, recesiva oligogénica

Verticillium dahliae

Varias fuentes de resistencia parcial poligénica

Xanthomonas campestris pv vesicatoria

Hipersensibilidad; Bs1, Bs2 y Bs3 dominantes

Nematodos

Hipersensibilidad; Me1 al Me5 dominantes; Me 7

Trips \Varias fuentes de resistencia parcial

TABLA 2: RESUMEN DE LA EXPRESION DE LA RESISTENCIA Y CONTROL GENETICO DE LOS PRINCIPALES PARASITOS MAS IMPORTANTES QUE
ATACAN AL CULTIVO DEL PIMIENTO.

Comportamiento del virus y de la papa en el cultivo del pimiento...
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FIG. 1. MICROFOTOGRAFIA ELECTRONICA DE PARTICULAS VIRALES
PURIFICADAS DEL POTYVIRUS Y DE LA PATATA (PVY) CON TINCION
NEGATIVA.

de 12 a 15 nm de didametro y de 650 a 950 nm de
longitud. También se caracterizan por la presencia
de inclusiones cilindricas en forma de rueda de
molino (“pinwheels”) en el citoplasma de las células
infectadas (Martinez-Garcia, 2000). Fig 1y 2.

Organizacion y expresion genomica de los potyvirus
La particula viral o virién de los potyvirus esta
compuesta por una sola cadena de ARN de unas 10 kb
y sentido mensajero, rodeada por aproximadamente
dos mil copias de la proteina de la capsida (CP)
viral. EI ARN genémico de los potyvirus lleva unida
covalentemente una proteina VPg en su extremo 5’ y
una cola poliadenilada en el 3'. El ARN viral contiene
una Unica fase de lectura abierta (ORF) flanqueada
por regiones no codificantes que se traduce en una
Unica poliproteina de aproximadamente 350 kDa, cuyo
procesamiento por proteasas virales da lugar a los
productos proteicos finales (Lopez-Moya y Garcia, 1999).
Dichas proteasas son: P1 (Yang et al., 1998), HC-Pro y
Nia (Garcia et al., 1990) (Fig. 3). Los productos proteicos
finales son: P1, factor de transmision o componente
auxiliar («helper component», HC-Pro), P3, 6k1, proteina
de las inclusiones cilindricas (CI), 6k2, proteina «a»
de las inclusiones nucleares (Nla), proteina «b» de
las inclusiones nucleares (NIb) y CP. El HC-Pro y la CP
intervienen directamente en el proceso de transmision

de los potyvirus por pulgones (Martinez-Garcia, 2000).

Proteinas de los potyvirus implicadas en el
proceso de transmisiéon por pulgones

El HC-Pro, de 48 a 58 kDa de peso molecular, es una
proteina multifuncional que se ha sugerido podria
formar depésitos insolubles en el citoplasma de la

Temas de Ciencia y Tecnologia | enero - abril 2012

FIG. ZMICROFOTOGRAFI,A DE CUERPOS DE INCLUSION
CITOPLASMATICA («PINWHEELS») INDUCIDOS POR EL POTYVIRUS Y
DE LA PATATA (PVY) EN CELULAS DE NICOTIANA BENTHAMIANA

célula infectada, dando lugar a las inclusiones amorfas
que inducen algunos potyvirus. El HC-Pro presenta en
su extremo carboxilo un dominio tiol-proteasa que le
confiere capacidad autoproteolitica. En su extremo
amino se ha descrito un posible lugar de glicosilacién
(Lain et al., 1989) asi como una regién rica en residuos
de cisteina que podria formar estructuras similares a
los denominados dedos de zinc (Robaglia et al., 1989)
a los que se atribuye un papel estructural y/o funcional.

Se ha demostrado que el HC-Pro es capaz de
interaccionar con acidos nucleicos (Merits et al.,
1998) y, si bien una de sus funciones mas estudiada
es la relacionada con el proceso de transmisién de
los potyvirus por pulgones (Maia et al., 1996), parece
intervenir en otros procesos como son la replicaciéon
y acumulaciéon de virus (Andrejeva et al., 1999),
determinacién de sintomas (Legavre et al., 1996),
movimiento a larga distancia del virus en la planta
(Kasschau et al., 1997), movimiento célula a célula
(Rojas et al., 1997) o induccién del efecto sinérgico
y activacion en trans de la replicacién de otros virus
(Shi et al., 1997). Algunas de estas propiedades del
HC-Pro podrian convertirse en facetas derivadas de
una funcién general descrita recientemente, como
es la inhibicién del mecanismo de silenciamiento
génico postranscripcional en la planta huésped
(Marathe et al., 2000).

La CP, de 30 a 37 kDa, estd encargada
principalmente de encapsidar el ARN viral. Presenta
un dominio central resistente a la digestion con
tripsina, altamente conservado entre los potyvirus,
y dos dominios en los extremos amino y carboxilo,
variables en longitud y secuencia, que no son
necesarios para el ensamblaje de la particula viral ni
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para la infectividad mediante inoculacién mecanica.
La porcién amino terminal resulta esencial para la
transmision por pulgones de los potyvirus y en ella se
localiza un triplete de aminoécidos Asp-Ala-Gly (DAG)
directamente involucrado en dicho proceso. La CP
estd ademas asociada con la dispersién del virus en la
planta tanto a corta como a larga distancia. Aunque la
CP es la tnica proteina viral que no parece necesaria
para la replicacion del virus, la secuencia de ARN que
la codifica si parece jugar un papel esencial en este
proceso (Martinez-Garcia, 2000).

El genoma del PVY esta formado por un tinico ARN
(5.4-6.4%) de cadena simple, de polaridad positiva
y de alrededor de 10.4 kb. Tiene un contenido en
proteinas que oscila entre 93.6-94.6% y 0% de lipidos.
Los viriones filamentosos, normalmente flexuosos con
una longitud de 684 nm o 730 nm y una anchura de 11
nm (Pollotrén, 2010).

La clasificaciéon de los virus estd basada en
aspectos morfoldgicos, tipo y cantidad de acido
nucleico, estructura del genéma y tipo de vector.
Considerando estos aspectos los grupos de virus

FIGURA 3: NEPOVIRUS

FIGURA 5: POTYVIRUS

Comportamiento del virus y de la papa en el cultivo del pimiento...

mas comunes en las plantas frutales son: Nepovirus
(figura 1), llarvirus (figura 2), Potyvirus (figura 3) y
Closterovirus (figura 4).

El grupo de los nepovirus se distingue por ser
transmitidos en condiciones naturales por nematodos
vectores. El virus tiene dos tipos de particulas isométricas
de 25 a 28 nanémetros de diametro. Este virus presenta
una gran versatilidad puesto que afecta a una gran
variedad de especies frutales, horticolas y malezas. Esta
caracteristica, junto a su capacidad de ser transmitido
a través del material de propagacion, semillas y polen,
le permiten perpetuarse en la naturaleza y ser de muy
dificil control. El grupo de los ilarvirus se distingue por
su propiedad de ser transmitido mediante el material
de propagacién, polen y semillas. Su genéma esta
compuesto de tres tipos de particulas isométricas
de entre 25 a 35 nanémetros de diametro. Este es
el grupo de virus mas comun dentro de las plantas
frutales y aunque su dafno no es severo causan
pérdidas consistentes a través del tiempo El grupo
de los closterovirus se distingue por su tamaro; son
filamentosos de entre 800 y 2000 nanémetros de largo.

FIGURA 4: ILARVIRUS

FIGURA 6: CLOSTEROVIRUS
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La mayoria se transmite en condiciones de campo
mediante afidos vectores en forma semipersistente. Es
decir, el virus s6lo permanece pocos minutos viables
en el aparato bucal del insecto para ser transmitidos
desde una planta enferma a otra sana. El grupo de los
potyvirus se distingue por tener las particulas morfologia
filamentosa de aproximadamente 800 nanémetros
de largo. Este grupo de virus se caracteriza por ser
transmitido en forma eficiente por afidos vectores, lo
que le permite diseminarse radpidamente dentro de las
plantas de un huerto (Martinez-Garcia, 2000).

Importancia econémica

Desde los anos 40 — 50 causa pérdidas importantes
en Capsicum sp. ya sea solo o en compania de otros
virus, como TMV (virus del mosaico del tabaco),
ToMV (virus del mosaico del tomate), CMV (virus
del mosaico del pepino), TEV (virus del grabado
del tabaco), etc. En Espana tiene importancia en
invernaderos, pero sobre todo se le encuentra al aire
libre. Hasta la aparicion del virus del bronceado en
tomate (TSWV), el PVY era el virus mas importante
en los cultivos de pimiento al aire libre en las zonas
de clima mediterraneo y en los valles internos de la
mitad sur peninsular (Trigiano et al., 2004; Garcia,
2006; Wikipedia, 2008).

Las enfermedades producidas por virus en
pimiento causan importantes pérdidas de produccion.
Entre los virus destaca el Virus Y de la Patata (PVY),
un potyvirus capaz de infectar al pimiento en todas
las zonas de cultivo y frente al cual el empleo de
variedades resistentes se ha revelado como el método
de lucha mas eficaz. En este trabajo se ha analizado
la resistencia frente a PVY presente en la variedad
de pimiento “Serrano Criollo de Morelos-334” (SCM-
334). Para ello se han llevado a cabo dos estudios:
un andlisis a nivel bioldgico de diversos aislados de
PVY, clasificados en diferentes patotipos, asi como
un estudio de los niveles de resistencia frente a PVY
presentes en materiales derivados de “SCM-334".
Paralelamente a estos trabajos se procedi6 a la
busqueda de marcadores moleculares tipo RAPDs
ligados al gen de resistencia Pvr4 presente en “SCM-
334”. Los aislados de PVY utilizados en este trabajo
se inocularon en la serie diferencial de variedades de
pimiento empleada para la caracterizacion de patotipos
de PVY. De los aislados empleados, un 21% vari6é su
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comportamiento biolégico, respecto a su clasificacion
previa en patotipos, tanto hacia mayor como hacia
menor virulencia, aunque no se han podido establecer
las causas de estos cambios. Ademas, no se observd
influencia del estado fenolégico de las diferentes
variedades para la distincién de patotipos de PVY. A
partir de diversos materiales derivados de “SCM-334”,
por su comportamiento diferente frente a PVY, se
ha observado que dentro de la variedad “SCM-334”
deben existir otros genes de resistencia, ademas de
los descritos hasta el momento, Pvr4 y pvr5. El estudio
de la apariciéon de sintomas necréticos sistémicos
en algunos materiales de “SCM-334" después de
su inoculacién con PVY, dependié del patotipo
inoculado, al observarse unicamente con aislados
pertenecientes a PVY-1-2, 1-3 y 1-2-3 y parece estar
controlado genéticamente por un gen que se expresa
cuando Pvr4 no esta presente, teniendo una maxima
expresion cuando esta en homocigosis. La busqueda
de marcadores tipo RAPDs ligados al gen Pvr4 se realizd
empleando la técnica “Bulked Segregant Analysis”
(BSA) a partir de una F2 entre “SCM-334” y “Yolo
Wonder” y permitié detectar el marcador UBC19 1432
ligado en repulsion al gen de resistencia Pvr4 a una
distancia de 4.3 cM. Dicho marcador se transformé
en un marcador tipo SCAR, denominado SCUBCI19
4123, cuyo empleo en programas de mejora asistida
por marcadores resulta mas util que el marcador tipo
RAPD. Se ha comprobado que ambos marcadores
estan presentes en un amplio nimero de genotipos
que no llevan el gen de resistencia Pvr4 y UBC19 4132
ha sido localizado en un mapa saturado de marcadores
moleculares interespecifico del género Capsicum
en el mismo grupo de ligamiento que un marcador
CAPs también ligado a Pvr4 y en un area donde se
encuentran otros genes de resistencia dominantes
(Garcia, 2006; Martinez, 2007).

Cepas o razas

Debido a la expresién mundial del PVY, se
llegaron a identificar una gran variedad de
cepas y bpatotipos de este virus. Basandose en
propiedades bioldgicas, serolégicas y moleculares,
asi como en los sintomas sobre patata y tabaco
(Wikipedia, 2008). Aunque hay aislados que no
pertenecen a estos grupos, los aislamientos de PVY
son clasificados en tres grupos o razas:
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PVY°, cepas comunes
PVY", cepas necroéticas sobre tabaco
PVY¢, cepas que producen punteado estriado

La raza predominante en el mundo ha sido la
comun (PVY°), con reportes de la raza necrética
(PVYN) sobre todo en Europa, Africa, Nueva
Zelanda y América del Sur, mientras que la raza
PVYC® fue reportada en Europa, Australia, América
y Sudéfrica. PVY® provoca sintomas de moteados
suaves en tabaco, mientras que en papa ocasiona
desde moteados hasta necrosis severas, segin
los cultivares. En tabaco PVYN causa muerte de
las nervaduras, hojas y tallos, mientras que en
papa da una gama de sintomas foliares que van
desde mosaicos no visibles hasta moderados,
dependiendo también de los cultivares. Un nuevo
grupo llamado PVYNN estd asociado en algunos
cultivares de papa, con anillos necréticos internos
y externos, arcos o decoloracién sobre tubérculos,
llamada “Enfermedad de los anillos necréticos del
tubérculo”. Esto ha sido citado en Europa desde los
anos ‘80 y en la ultima década en América del Norte.
Recientes estudios de las secuencias genéticas de
varios aislamientos de PVYN™ indican que son
derivados de recombinacion entre PVYNy PVY?
(PVYN©), Revelamientos realizados en la Argentina
hasta 1990 sugirieron que PVY" habria sustituido
a PVY? en los cultivos comerciales de papa. Sin
embargo en los ultimos afios ha sido observada
una gran variabilidad en los sintomas en plantas,
incluyendo los anillos necréticos en los tubérculos.
Actualmente en el laboratorio de Analisis de
Semilla de Papa del INTA se esta realizando una
caracterizacién biolégica, serolégica y molecular
de cincuenta aislamientos de PVY colectados a
partir de muestras de cultivos comerciales de papa
desde 1996 a la fecha. En ensayos de invernadero
realizados sobre tabaco (Nicotiana tabacum cv.
Xanthi), y serolégicos con anticuerpos especificos
(test ELISA), se comprob6 la presencia de las tres
razas: PVY?, PVY® y PVYN. No obstante, algunos
aislamientos clasificados biol6égicamente como
PVYN, reaccionaron serologicamente como PVY®
y viceversa. Representantes de ambos grupos
fueron capaces de inducir sintomas de anillos en
tubérculos (Roger et al., 2003; Wales, 2008).

Comportamiento del virus y de la papa en el cultivo del pimiento...

Estos resultados sugieren la necesidad de
usar herramientas mas precisas para analizar esta
variabilidad. Estudios moleculares preliminares que
buscan detectar la presencia de posibles aislamientos
recombinantes (PVYN:O) sugieren la existencia de
al menos cuatro grupos con secuencias genéticas
diferentes dentro de los aislamientos de PVY
argentinos. También debe destacarse el trabajo en
Brasil y Argentina donde al menos se distinguieron
seis cepas: PVYn, PVYw, PVYf, PVYff, PVYt y PVYm
(Nagai y Costa, 1972). Usando las series de cultivares
de pimiento propuestos por Smith (1974), los aislados
de PVY procedentes de diferentes plantas y paises
del mediterraneo europeo fueron clasificados en
tres patotipos: PVY - 0, PVY — 1 y PVY - 1 - 2 (Gebre
— Selassie et al., 1985). Resultados similares han sido
encontrados en Espana (Luis y Gil Ortega, 1986); Italia y
Australia (Thomas et al., 1989), lo que convierten a este
sistena en el mas cominmente usado. No obstante
aun siguen usandose otros y existen cepas atipicas que
no encajan bien en este sistema (Colavita, 2009).

Transmision

El PVY puede ser transmitido por al menos 25 especies
de afidos de manera no persistente; Myzus persicae,
Sulzer (1976) citado por Comité Nacional Sistema
Producto Oleaginosas, (2005) es el vector mas eficaz,
aunque no puede transmitir las cepas de patatas del tipo
PVY¢. Otros &fidos son Aphis craccivora, Macrosiphum
euphorbiae, Myzus (Nectarosiphon) certus, Myzus
(Phorodon) humuli y Rhopalosiphum insertum.

La transmision de PVY por pulgones, puede
depender de la presencia en los extractos de la
planta de un componente de ayuda que es una
proteina codificada por el virus. El tiempo 6ptimo de
adquisicion es de 15 - 60 segundos. Generalmente
los afidos dejan de transmitir el virus al cabo de una
hora de haberlo adquirido, aunque se citan casos
de retenciéon de mas de 24 horas (Pasko, 1993). En
algunos casos se ha comprobado que M. persicae
puede retener al PVY durante mas de seis dias. Estas
mayores persistencias del virus en el vector pueden
explicar las rapidas expansiones de la virosis (Moreno
et al., 2005; Infojardin, 2009).

La transmisién no persistente del virus por el afido
se caracteriza por el poco tiempo durante el cual es
infectivo el vector, el virus se pierde en las mudas
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del pulgdn, no se transmite a la descendencia y se
pierde al inyectar el estilete en un nuevo individuo.
Dentro de la planta la transmision sigue el modelo
general para los virus. En un primer momento infecta
la parte donde se encuentra el punto de entrada,
posteriormente se mueve célula a célula hasta llegar
a los apices, donde a través del sistema vascular,
se extiende a toda la planta. Zeyen y Berger (1990)
observaron que el tiempo de persistencia depende de
cémo se realice la adquisicién del virus por el afido,
proponiendo cambiar el término «no persistente» por
«persistencia dependiente de prueba». Los virus no
persistentes se transmiten en las piezas bucales de
los insectos (estiletes en el caso de los chupadores),
donde pueden permanecer viables desde pocos
minutos, hasta varias horas (Nebrada et al., 2005;
Fernandez et al., 2006).

Los virus de plantas para sobrevivir deben ser
capaces de replicarse en las células del huésped,
expandirse por el mismo y colonizar nuevas plantas.
El proceso de transmisién de una planta a otra resulta
esencial, habiéndose desarrollado diversas estrategias
que, en la mayoria de los casos, involucran un insecto
vector. Los potyvirus son transmitidos en la naturaleza
por pulgones, en un proceso en el que intervienen, al
menos, dos proteinas de origen viral: la proteina de
la capsida y el factor de transmisién. Existen varias
lineas de evidencias que apoyan la hipétesis de
una actuacion del factor de transmisién a modo de
intermediario entre las particulas virales y el estilete
del pulgén. En esta revisiéon se presenta una vision
histérica de los conocimientos existentes hasta el
momento acerca de los aspectos moleculares del
proceso de transmision de los potyvirus por pulgones
(Fernandez et al., 2006).

La mayoria de los potyvirus son transmitidos por
pulgones en un proceso definido como de tipo no
circulativo y no persistente. En la transmisién no
circulativa el virus se asocia temporalmente con
superficies del interior del tracto digestivo sin cruzar
barreras celulares y se transmite inmediatamente
después de su adquisicién. La transmisiéon de tipo
no persistente es aquella que se ve favorecida por
tiempos de adquisicién cortos y ayuno previo. De los
mecanismos de transmisién en los que participan los
pulgones como organismos vectores, el de tipo no
circulativo y no persistente, por sus caracteristicas
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descritas anteriormente, es el que representa
un mayor desafio en cuanto a las estrategias de
prevencion y control de enfermedades virales en
cultivos de interés econémico, haciendo intitil el uso
de plaguicidas para controlar el vector y llegando
incluso con su empleo a incrementar la dispersion de
la enfermedad al favorecer un mayor desplazamiento
de los pulgones en el cultivo (Nebrada et al., 2005;
Diaz et al ., 2006).

Caracterizacion del factor de transmision HC-Pro
Los virus de plantas que se transmiten de modo no
circulativo han desarrollado dos estrategias diferentes
que regulan la interaccién molecular con el vector.
Asi, puede tener lugar una interaccioén directa de la CP
viral con el vector, como ocurre con los alfamovirus,
cucumovirus y carlavirus, o bien puede hacerse
necesaria la presencia de, al menos, una proteina
no estructural para que la transmision tenga lugar,
como es el caso de los potyvirus y caulimovirus. La
participacién de un componente viral ademas del
virién en el proceso de transmision de los potyvirus
fue determinada en trabajos con el potyvirus C de
la patata (PVC) y el potexvirus del mosaico aucuba
de la patata (PAMV). Trabajos previos habian puesto
de manifiesto que tanto PVC (Watson, 1960) como
PAMV (Kassanis, 1961) eran incapaces de transmitirse
por pulgones a menos que estuvieran acompanados
de PVY en una infeccién mixta. Posteriormente se
comprobé que para que la transmision tuviera lugar
no era necesaria una mezcla con PVY en la planta,
sino que bastaba con que los pulgones se alimentaran
previamente en plantas infectadas con PVY (Martinez-
Garcia, 2000; Nebrada et al., 2005).

El desarrollo de un sistema de alimentacién
artificial de pulgones a través de membranas de
Parafilm supuso un gran avance en la determinaciéon
de los factores que participaban en el proceso de
transmision. Este sistema permite la adquisicion
independiente de viriones y/o posibles factores
auxiliares de la transmision en una solucién azucarada
sobre la que se alimentan los pulgones vectores. De
esta manera se comprobo6 que las particulas virales
purificadas de PVY tampoco eran transmitidas por
los pulgones cuando éstos se habian alimentado
previamente sobre una planta sana pero si lo eran
cuando los pulgones se alimentaban de una hoja
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infectada con PVY e irradiada con luz ultravioleta para
desactivar el virus en la hoja. La transmision de PVY
era efectiva siempre y cuando el pulgén adquiriese el
factor auxiliar al mismo tiempo o previamente a los
viriones, pero no lo era si la adquisicién era posterior.
De esta manera, se concluy6é que dicho factor no
estaba relacionado con la particula viral y pas6 a
denominarsele factor de transmision o componente
auxiliar («helper component», HC-Pro. Con este
sistema de alimentacién artificial se analizaron
diversos extractos de plantas mezclandolos con
particulas purificadas con el fin de identificar en qué
fraccion residia dicha actividad auxiliar. EI HC-Pro se
localizaba asi en la fraccion sobrenadante obtenida
por ultracentrifugacién del extracto vegetal (Hook y
Federes, 2006; Diaz et al ., 2006).

La naturaleza proteica del HC-Pro quedé
demostrada al tratar preparaciones semipurificadas
con proteasas, estimando el peso molecular de
la proteina en 100-200 kDa por filtracién en gel y
ultrafiltracién. Mediante el sistema de alimentacion
artificial por membrana se demostré la dependencia
de un factor auxiliar para la transmisién de diversos
potyvirus. Posteriormente se observé que los factores
de transmision inducidos en planta por dos potyvirus
(PVY y el virus del moteado de las venas del
tabaco,TVMV) eran distintos serol6gicamente, lo
que demostraba que se trataba de una proteina
codificada por el propio virus, y no por la planta,
en respuesta a la infeccién viral. Este dato fue
confirmado por identificacién serolégica del HC-
Pro como un producto de la traduccién in vitro
del ARN de un potyvirus. Finalmente, se identifico
la forma monomérica del HC-Pro en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) como una proteina
de 53 a 58 kDa. El hecho de que su forma activa en
transmision tuviera un peso aparente de 100 a 200 kDa
llevé a la asuncion, ampliamente aceptada, de que la
forma activa del HC-Pro es un homodimero (Nebrada
et al., 2005; Fernandez et al., 2006).

Hipétesis sobre el mecanismo de transmisién de
los potyvirus

Teniendo en cuenta que el HC-Pro ha de ser
adquirido anterior o conjuntamente con el virus para
que la transmisién de los potyvirus por pulgones sea
eficiente. Hook y Federes, (2006); Diaz et al ., (2006)

Comportamiento del virus y de la papa en el cultivo del pimiento...

se han propuesto diversas hipotesis sobre el modo
en que esta proteina interviene durante el proceso
de transmision:

a) Actuando a modo de «puente» entre el virus y el
vector, uniéndose tanto a la CP viral como a los
puntos de retenciéon en el canal alimenticio del
pulgén (Govier y Kassanis, 1974a).

b) Protegiendo al virus frente a condiciones adversas
en el tracto digestivo del vector (Lopez-Abella et
al., 1981).

¢) Modificando el extremo amino de la CP viral
de manera que faculte a la particula viral
para interaccionar directamente con el vector
(Salomon y Bernardi, 1995).

Si bien las tres hipétesis pueden ser a un tiempo
correctas, la mas ampliamente aceptada es la
hipétesis del «puente» que postula la interaccion
especifica del HC-Pro tanto con el virion como con
el pulgon, anclando la particula viral al estilete del
vector y permitiendo su posterior inoculacién en la
planta. El hecho de que particulas virales purificadas
y marcadas radiactivamente con 125 [ se acumulasen
en el tercio distal del estilete del pulgén en presencia
de HC-Pro, pero no en ausencia del mismo, constituy6d
la primera evidencia a favor de esta idea. Mas
tarde, empleando técnicas de inmunomarcado con
microscopio electrénico, se pudo localizar el HC-Pro
conjuntamente con viriones en la epicuticula del
canal alimenticio e intestino anterior de pulgones que
se habian alimentado de una solucién que contenia
virus y HC-Pro purificados. Por el contrario, los viriones
no se detectaron en estas zonas en ausencia de HC-
Pro, confirmando que esta proteina era responsable
de la retencion de la particula viral en el estilete del
pulgén. Por otra parte, la pérdida de transmisibilidad
de ciertos mutantes que presentaban alterada bien
la CP o bien el HC-Pro se debié a la incapacidad
para ser retenidos en el canal alimenticio del estilete
del pulgén, indicando que los viriones que quedan
anclados dentro del mismo son los responsables del
éxito de la transmision vectorial (Nebrada et al., 2005).

De este modo, queda patente la estrecha
correlaciéon existente entre la capacidad de retencién
del virién en el canal alimenticio del pulgén y su
transmision. Esta hipétesis del «puente» es el modelo
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comunmente aceptado tanto para la transmision
por pulgones de potyvirus como de caulimovirus
(Pirone y Blanc, 1996) y, por analogia, para todos
aquellos géneros de virus en cuya transmisiéon se ha
demostrado la intervencién de una proteina auxiliar.
La segunda hipétesis (Lopez-Abella et al., 1981) se
basa en observaciones al microscopio electrénico de
extractos de la porcion anterior del tracto alimenticio
de pulgones. Estos pulgones se alimentaron a través
de membrana con soluciones de virus purificado
mezclado con HC-Pro o con virus purificado fijado
con formaldehido. El hecho de que se observara un
mismo nimero de particulas virales en ambos casos
llevé a la idea de que el HC-Pro podria tener un efecto
protector de las particulas virales, evitando su ruptura
o agregacion. La hipétesis propuesta por Salomon y
Bernardi (1995) se basa en trabajos de transmisién
en los que los pulgones resultaron incapaces
de transmitir virus de modo eficiente cuando
previamente se habian alimentado de una solucién
que contenia péptidos correspondientes al extremo
amino de la CP del virus del enanismo del mosaico
del maiz (MDMV) expresados en Escherichia coli. En
base a estos resultados, se sugirié que el extremo
amino de la CP expresado como una proteina libre
seria capaz de unirse al estilete del pulgén, mientras
que en el caso de la CP completa se requeriria la
intervencion del HC-Pro para inducir un cambio
conformacional de dicho extremo que permitiese
su union al estilete. Experimentos similares no han
conseguido, sin embargo, reproducir estos resultados
(Nebrada et al., 2005; Fernandez et al., 2006).

Inoculacién de los potyvirus por pulgones en el
proceso de transmision

La caracteristica de no persistencia de la transmisién
de los potyvirus hizo pensar que los pulgones
transportaban las particulas virales a modo de
contaminantes del estilete y que la inoculacién se
efectuaba pasivamente durante las inserciones de
prueba realizadas por el vector en la planta. Esta
hipétesis se denomina de «transporte en estilete »
(Kennedy et al., 1962) y sugiere que las particulas
virales quedan fijadas al extremo del estilete del
pulgén durante su alimentacion, de modo que éstos
actuan a modo de «agujas voladoras» portadoras del
virus. Otra hipétesis, llamada de «ingestién- egestion»
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(Harris, 1977), implica un papel activo del pulgén, a
modo de «jeringuillas voladoras», en la adquisicion
y liberacién del virus. Esta teoria presume que los
viriones son adquiridos cuando los pulgones ingieren el
contenido celular en el proceso de prueba del alimento
para posteriormente inocularlo por regurgitacion en
la planta sana. La regurgitacion podria ser funcional
para el pulgén con el fin de eliminar ciertos organulos
celulares (cloroplastos, etc.) que podrian bloquear
la entrada del canal alimenticio o bien componentes
nocivos presentes en el extracto de la planta. Una
hipétesis alternativa denominada de «ingestién-
salivacion» (Martin et al., 1997) supone un papel activo
de la salivacion en el proceso de liberacion del virus.
Teniendo en cuenta que el canal salivar y el alimenticio
se fusionan en el estilete a 2-8 _m de su extremo distal,
se ha sugerido que durante el proceso de salivacion
podrian inocularse los virus retenidos en el punto
donde se unen ambos canales. En virtud de la rapidez
con que se produce la inoculacién y del bajo nimero
de particulas virales necesarias para una transmisién
eficiente esta hipotesis resulta factible. No obstante,
los patrones de distribucién en el estilete de viriones
marcados demuestran que la mayor parte de los virus
retenidos se localizan maés alla del punto de fusiéon de
los dos canales y por tanto no se puede desechar la
hipétesis de «ingestion-egestion» como mecanismo
para explicar la inoculacién de los viriones (Nebrada
et al., 2005).

Desde el punto de vista molecular no existe
ninguna evidencia que explique la liberaciéon del virus
del punto de retencién en el pulgén. Se especula que
la propia actividad proteasa del HC-Pro podria romper
su interaccion con la CP del virus, si bien también se
ha sugerido que el virién se podria liberar del punto de
retencion en el estilete al desprenderse del extremo
amino de su CP, que interaccionaria con el HC-Pro,
por digestién con tripsinas tal vez presentes en el
contenido salivar (Martin et al., 1997).

Por concluisén, la transmisiéon por insectos
vectores constituye un proceso esencial en el ciclo de
vida de gran nimero de virus, pero a la vez supone un
mecanismo de reduccién de la diversidad genética de
dichos virus, ya que solamente aquellos que cumplan
ciertos requerimientos de compatibilidad con el
vector seran transmitidos. La estrategia de transmision
de los potyvirus, implicando al HC-Pro a modo de
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puente entre el estilete del vector y la particula viral,
permite superar el «cuello de botella» introducido por
la transmisién por insectos (Power, 2000). Asi, un HC-
Pro funcional puede facilitar la transmisién de un virus
que codifique un HC-Pro no funcional, permitiendo
la existencia de cuasiespecies que de otro modo no
existirian, aumentando con ello el polimorfismo de
una poblacién viral. Del mismo modo, un HC-Pro
funcional puede facilitar la transmisién heterdloga
de una especie viral no transmisible, o transmisible
por diferentes especies de pulgones vectores, lo cual
supone un grave problema para el control de estas
virosis en la naturaleza (Nebrada et al., 2005).

El estudio del mecanismo de transmision mediado
por HC-Pro se ha visto facilitado por la aplicacién de
diversas técnicas moleculares, asi como por diversas
metodologias incorporadas al andlisis de las
interacciones entre los factores implicados
en el proceso. A pesar de los avances
conseguidos, todavia no se ha podido
llevar a cabo la resolucion de la estructura
tridimensional tanto del HC-Pro como de
la CP de los potyvirus. El conocimiento del
plegamiento de estas proteinas permitiria
una interpretacién estructural de los
resultados ya obtenidos a través del andlisis
mutacional, abriendo las puertas a nuevas
lineas de estudio asi como a posibles
replanteamientos relacionados con el
modo de actuacién tanto del HC-Pro como
de la CP. Otros aspectos de la transmision
de los potyvirus por pulgones que quedan por resolver
se centran en la posible existencia de receptores en el
estilete del pulgdn, su especificidad y el mecanismo
por el cual los virus serian capaces de desligarse de
los mismos para pasar a infectar una nueva planta,
Los resultados derivados de estos estudios sentarian
la base de nuevas estrategias de control para diversas
virosis. Asi, las interacciones necesarias en el proceso
de transmisiéon podrian verse bloqueadas por medio
de modificaciones genéticas en las plantas huésped e
incluso en los organismos vectores. Teniendo en cuenta
que los potyvirus afectan a gran variedad de cultivos y
que son responsables de graves pérdidas econémicas en
todo el mundo, el estudio del proceso de transmision y
de los posibles mecanismos de control derivados resulta
de un interés primordial (Fernandez et al., 2006).

Comportamiento del virus y de la papa en el cultivo del pimiento...

Sintomatologia

Segiin Wales, (2008); INFOAGRO (2010) el PVY tiene
como hospedantes naturales a la mayoria de los
miembros de la familia Solanaceae, en los cuales
se describiran los sintomas a continuacién. El PVY
causa un mosaico con moteado y arrugado de las
hojas apicales y un bandeado oscuro de las venas de
las hojas totalmente expandidas. El pimiento sufre
graves danos por el PVY, especialmente en los climas
mediterraneos. Los sintomas en el campo varian
sobre todo en relacion a la cepa involucrada.

Los sintomas se inician con un aclarado de
las nerviaduras de las hojas apicales, que pueden
evolucionar pasando a tonos pardos y necrosandose.
En estos casos, a veces, hay necrosis del peciolo

con caida de hojas, quedando la planta defoliada,

con necrosis apicales e incluso necrosis externas
e internas del tallo. Las plantas pueden rebrotar,
apareciendo las hojas con mosaicos en manchas
de color verde oscuro-verde claro situados encima
de las nervaduras (bandeado de venas, vein
banding), incluso en forma de ampollas, de modo
que los limbos dejan de ser planos. También se
observa necrosis sobre las flores. Sobre los frutos
algunas variedades presentan manchas pardo
necroticas irregulares hundidas en el pericarpo y
también manchas necréticas en los pedunculos.
Esta sintomatologia aparece en un amplio nimero
de variedades (Cristal, Cuerno de Cabra, Choricero,
Largo de Reus, Morro de Vaca, Morrén, y Najerano).
Otras variedades entre las que se encuentran Yolo
Wonder y Piquillo no presentan esta sintomatologia,
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sino que muestran un mosaico con venas bandeadas,
con abullonado del limbo (Macek, 2007; Wikipedia,
2008; INFOAGRO 2010).

Otros sintomas que puede producir el PVY
sobre pimiento son: enanismo, mosaico severo,
deformacién de hojas y frutos, que pueden
presentarse arrugados, con manchas cloréticas y
manchas necréticas, reduccién en tamano de fruto
y aborto floral. De todos modos, la severidad de los
sintomas depende de la edad de la planta, siendo mas
susceptibles las plantas jovenes e intensificandose los
sintomas con el frio; ademas el tamano de la planta
resulta tanto mas reducido cuanto mas precoz ha sido
la infeccion (INFOAGRO 2010).

Hospederos

Probablemente la mayoria de los hospedantes
naturales pertenecen a la familia Solanaceae, pero
mecanicamente se ha transmitido el virus a miembros
de otras familias, por ejemplo, Amarantaceae,
Chenopiaceae, Leguminosae y Compositae. Hasta
la fecha se han descrito ya mas de 100 especies
hospedantes. Plantas arvenses como Solanum nigrum
L., S. dulcamara L., Portulaca oleracea L. y Senecio
vulgaris L., aunque no presentan sintomas, actian
como reservorios naturales en el area mediterranea
(Macek, 2007; Biblioteca ACTAF, 2009).

Identificacion y diagnosis

El PVY tiene una elevada respuesta inmunogénica que
permite detectar el virus en muy baja concentraciéon
utilizando el test de ELISA (Murphy et al., 1998).Las
cepas de PVY son bien distintas a otros potyvirus,
como el TEV, PVMV y CVMV sobre la base de criterios
bioldgicos, la acciéon sobre una gama de hospederos
y serol6gicamente, o moleculares. La proteina de la
capside del PVY presenta un 62 % de secuencia de

Patotipo
PVY-0 PVY-1 PVY-1-2

Cultivar tipo

Bastidon/ Yolo

Wonder * + *
Yolo Y - + +
Florida VR2 - - +
Serrano ] ] ]
Veracruz

+ susceptible; - resistente

CLASIFICACION DE PATOTIPOS DE PVY DE PIMIENTO (GEBRE —
SELASSIE ET AL., 1985)
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homologia con la del TEV (Shukla et al., 1988) y el
conjunto de potyvirus estudiados por Shukla y Ward
(1989) presenta una secuencia de homologia que
varia del 38 al 71 %.

Segtin se ha abordado el estudio de los aspectos
moleculares que gobiernen la transmisién por pulgones
de los potyvirus a través del andlisis de las dos proteinas
implicadas en este proceso: la proteina de la capsida
(CP) y el factor de adquisicién (HC). Se han estudiado
las propiedades serolégicas de una coleccién de
aislados de pimiento del virus Y de la patata. Los
métodos serologicos y el andlisis de la secuencia de
aminoacidos de la CP no nos han permitido diferenciar
ni entre patotipos 0, 1 y 1-2 ni entre aislados de pimiento
con distintas propiedades de transmision, si bien fue
posible discriminar éstos de los aislados de tabaco
y patata. El alto grado de homologia en la CP de los
patotipos de pimiento parece indicar que la capacidad
para sobrepasar la resistencia impuesta por los genes
pvr2 de pimiento radica en una regiéon del genoma
distinta de la CP. Por otra parte, todos ellos presentan
en su CP el triplete DAG implicado en la transmisién
de los potyvirus por pulgones. Este dato confirma que
la pérdida de transmisibilidad de PVY-0 NAT y -1 es
debida a una alteracién en su factor HC. El estudio de
las propiedades de transmision vectorial de una aislado
perteneciente al patotipo 1-2 (PVY-1-2) muestré que no
pudo ser transmitido en experimentos de transmision
por pulgones planta a planta si bien se consiguieron altas
frecuencias de transmision en ensayos de adquisicion
a través de membranas en presencia de un factor HC
heterélogo funcional. Su proteina HC revel6 la presencia
de dos cambios de aminodacidos con respecto a la de
PVY-0 AT (Arg a GIn en posicion 89 y Met a lle en posicion
152) que podrian ser los responsables de su pérdida de
transmisibilidad. El andlisis comparativo entre potyvirus
del extremo amino terminal del factor HC revel6 la
presencia de un dominio altamente conservado rico
en residuos de Cys y en el que se encuentran ademas
del motivo KITC conocido por su implicacién en la
transmisiéon por pulgones, otros residuos invariables
cuyo papel en transmision es atin desconocido. (Mitidien
y Polak, 2005)

Mediante experimentos de mutagénesis dirigida
se han creado mutantes en estas posiciones en un
clon del genoma completo del virus de grado del
tabaco y analizado su efecto sobre el desarrollo
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de sintomas, la inefectividad y la transmisibilidad.
Todos los mutantes resultaron inefectivos en plantas
de tabaco desarrollando sintomas similares a los
mostrados por la variedad salvaje TEV-HAT. Los
mutantes TEV-P355R y -K358N tenian seriamente
afectada su transmisién mientras que los mutantes
TEV-G343D, -V345E, -A346H, -1348D y -P355L no
pudieron ser transmitidos en ningin experimento.
Tan sélo los mutantes TEV-I359M, que reproduce la
sustitucion presente en el HC del aislado transmisible
PVY-0 AT, y TEV-K662G, que afecta a un residuo en
posicién carboxilo terminal, mostraron niveles de
transmision idénticas al TEV control. La pérdida de
transmisibilidad de estos mutantes no se debe a un
efecto de las correspondientes mutaciones sobre el
nivel de acumulacién de proteinas HC y CP en las
plantas infectadas (Lujan y Acosta, 2005).

Todos los residuos alterados, altamente conservados
entre potyvirus, forman parte de una region rica en Cys
para la que se supone un papel estructural y/o funcional
a través de la formacién de estructuras denominadas
“dedos de zinc”. Nosotros proponemos, en virtud de la
homologia con otras proteinas con dedos de zinc, que la
regiéon amino terminal del HC de los potyvirus presenta
una configuraciéon del tipo C-X8-C-X18-C-X2-C con los
residuos de Cys coordinados en el espacio por un ion
metdlico y discutimos el papel que dicha estructura
podria desempenar en la funcionalidad del factor HC en
transmision. (Lopez y Castro, 2005; Lujan y Acosta, 2005).

Mejora genética

Mediante la genética podemos introducir resistencia
a este virus en cualquier variedad comercial que nos
interese, esto es debido a que la genética del caracter
es sencilla, porque de no ser asi no se podria realizar.
El caracter a transmitir (resistencia) esta basado en un
locus con dos alelos recesivos (homocigosis). Existen
distintas variedades de pimiento resistentes a PVY y
otras variedades que son tolerantes: de todas ellas
so6lo nos interesan las primeros por ser el mecanismo
de resistencia un mecanismo genético para hacer
frente al virus. Las variedades tolerantes, en cambio,
no presentan un mecanismo genético de defensa,
sino que presentan unas caracteristicas propias de
la variedad que consiguen que la presencia del virus
no afecte a la produccién. Aunque se ha encontrado
un elevado nimero de accesiones que presentan
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resistencia a determinados aislados de PVY, las
utilizadas en el desarrollo de cultivares resistentes
son relativamente pocas. La mayoria son variedades
poco picantes o de frutos cénicos de C. annuum. Son
numerosas las variedades que presentan resistencia
a determinados aislados de PVY (Zarco F1, Aureola F1
y los tipos Agronémico de Brasil, que incluyen el P11,
el Mogi das Cruzes, El Casca Grossa y el Avelar), pero
pocas son las que se han utilizado para la mejora de
variedades sensibles a PVY. El grupo Serrano también
se distingue entre los pimientos mexicanos por su
alto nivel de resistencia a diferentes patotipos de PVY.
También se han encontrado fuentes de resistencia en
otras especies del género Capsicum: C. chinense, C.
frutescens, C. baccatum var. pendulum, C. eximium,
C. indicum, C. flexuosum y C. pubescens, pero estas
fuentes de resistencia, por su distancia genética
con los pimientos habitualmente cultivados en la
Peninsula Ibérica, no han sido muy usadas en la
mejora de los cultivares tipicos mediterrdneos como
es el caso que nos ocupa (Lépez y Castro, 2005;
Infoagro 2010).

Sobre la naturaleza y genética de la resistencia
la situacién resulta compleja. Parecen existir dos
modelos principales (Lujan y Acosta, 2005):

Monogénico recesivo, segin una serie alélica. Los
alelos de resistencia se dispondrian en el orden jerarquico

vy+<<vyl<vy2<vy25

donde < indica no dominante y << muestra el
umbral entre los genes susceptibles y resistentes.
Recientemente, han revisado la nomenclatura para
genes de resistencia a potyvirus proponiendo:

pr2*=vy*, pr2'=vy'y pr2’=vy*

En relacién con los patotipos PVY -0, PVY -1y PVY-1-2
pueden establecerse 4 grupos de variedades (ver tabla).

Susceptibles a todas las razas del parasito. Su
representante tipico sria el cultivar Bastidon, o bien,
Yolo Wonder, cuyo genotipo es vy* vy* (o pr2* pr2+).

Resistentes a PVY - 0, cuya resistencia se basa en
el gen recesivo vy' (o pr2'). Por ejemplo Yolo Y.

Resistentes a las razas PVY - 0 y PVY - 1, cuya
resistencia se basa en el gen recesivo vy? (o pr2?). Por
ejemplo, Florida VR2.
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Resistentes a PVY - 0, PVY - 1 y PVY - 1 - 2, con
genotipo vy* vy%. por ejemplo, Serrano Veracruz.

Oligigénico, con al menos tres genes segregando
independientemente. Von Der Pahlen y Nagai (1973)
obtuvieron individuos resistentes en descendenciaas
F, y F, de cruces entre padres susceptibles, opinando
que se puede obtener cualquier nivel de resistencia
basada en la aditividad de los genes.

Existen varios tipos de mejora, pero el mejor es
el retrocruzamiento. La mejora por retrocruzamiento
tiene su mayor aplicacién en la obtencion de variedades
resistentes a plagas y enfermedades, fundamentalmente
cuando esta resistencia estd controlada por genes
dominantes o recesivos. Estos genes de resistencia,
que normalmente son especificos para controlar una
o pocas razas del patégeno, son vulnerables frente a
la aparicién de una nueva raza del patégeno. La mejor
solucién a este problema seria obtener una variedad que
tuviese todos los genes de resistencia posibles contra las
razas conocidas del patégeno, generando variedades
de resistencia multiple. Para realizar todo el proceso de
mejora (a excepcion de los ensayos agronémicos que
se realizaran en las condiciones de cultivo verdaderas,
es decir, en cultivo al aire libre) se realizard el cultivo en
las condiciones lo mas controladas que sea posible y sin
que se vea afectado el desarrollo del programa por los
ciclos estacionales anuales y por tanto puedan obtenerse
las generaciones sucesivas de la mejora en el menor
tiempo posible: se escoge un sistema de cultivo forzado
(en invernadero) que permitira controlar gran parte de
los factores agronémicos. Se espera poder afrontar los
costes derivados de la instalacion del cultivo forzado con
los resultados obtenidos del programa de mejora (Lopez
y Castro, 2005; Lujan y Acosta, 2005).

El avance en el ambito de la biotecnologia
ha repercutido en dos aspectos en relacién a los
virus. Primero, se han disenado métodos altamente
eficientes, especificos y confiables para la detecciéon
e identificacion de enfermedades virosas en frutales.
La prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa,
comunmente conocida como PCR (Polimerase chain
reaction), permite identificar virus con casi un 100%
de confiabilidad y a la vez, ha permitido desarrollar
formas de clasificacién de estos patdégenos basadas
en la composicién de su genéma. Segundo, la
transformacion genética de plantas ha permitido
desarrollar plantas con caracteristicas de inmunidad
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frente a la infeccion virosa. Existen, ya en la actualidad,
comercialmente, plantas resistentes a diferentes virus.
Sin duda, en el futuro, la biotecnologia jugara un rol
importante en el conocimiento y control de estas
enfermedades (L6pez y Castro, 2005).

Control de la enfermedad

La lucha preventiva contra estas virosis se basa en

reducir el nivel de in6culo existente del virus, impedir la

transmision a través de los vectores o utilizar variedades

resistentes (Pérez, 2004; Mitidien y Polack, 2005).

En relaciéon con la reduccién del in6culo se

recomiendan las siguientes medidas:

1. Eliminacién de las malas hierbas que crecen tanto
en el cultivo como alrededor de la parcela, para
disminuir las fuentes de virus, asi como de sus
vectores.

2. Eliminacién de plantas infectadas.

En relacién con el control de la transmisién por afidos

se recomienda (Saez, 1993):

1. Proteccién de los semilleros con mallas antipulgén
para evitar las contaminaciones precoces.

2. Pulverizar con aceites minerales a bajas
concentraciones para reducir la frecuencia de
transmision de afidos.

3. Usar supefficies reflectantes que puedan reducir
la expansion del vector.

4. Usar trampas adhesivas (laminas pegajosas
amarillas) para atrapar los vectores.

5. Adelantar o retrasar la fecha de plantacién.
Controlar quimicamente los &fidos. La eficiencia
de los tratamientos es normalmente insuficiente.

En relacion al control del virus (Pérez, 2004), en

el caso del PVY los métodos indirectos no son

suficientemente eficaces debido a la no persistencia
del virus en el vector, siendo el método mas eficaz la

utilizacién de variedades resistentes. No obstante, a

continuacion se detallan los métodos de control mas

importantes:

1. Emplear “plantulas” procedentes de semilleros
autorizados y conservar durante un ano el
Pasaporte Fitosanitario.

2. En el caso de semillas, deberan tener asimismo
el Pasaporte Fitosanitario, estar registradas y
mantener el envase etiquetado un ano.
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3. Eliminacién de las malas hierbas que crecen tanto
en el cultivo como alrededor de la parcela (1 m),
para disminuir las fuentes de virus, asi como de
sus vectores. Sin embargo, a veces no es facil el
control total de malas hierbas o, simplemente, la
parcela esta descuidada. No debe olvidarse que
algunas malas hierbas pueden transmitir el virus
por las semillas, pudiendo asi perpetuar el in6culo.

4. Eliminacion de plantas infectadas y las colindantes al
inicio del cultivo, antes del cuaje y, posteriormente,
a criterio técnico, transportandolas en camiones
herméticos a plantas de tratamiento para su
destruccion inmediata.

5. Proteccion de los semilleros con mallas antipulgén
para evitar contaminaciones precoces.

6. Pulverizar con aceites minerales a bajas
concentraciones para reducir la frecuencia de
transmision de afidos.

7. Usar superficies reflectantes que puedan reducir la
expansion del vector.

8. Usar trampas cromotrépicas para seguimiento y
captura de insectos vectores.

9. Cultivar patatas cerca del pimiento, actuando como
un cultivo barrera. También puede ser Util disponer
de cultivos trampa para insectos vectores en
campos cercanos a los de produccién, en donde
puedan ser eliminados.

10. Adelantar o retrasar la fecha de plantacién. Se
trata de evitar que coincida la época de mayores
poblaciones del pulgén con el estado juvenil de la
planta, momento en que ésta es mas sensible a la
infeccion, o con periodo de formacién de fruto,
lo cual puede tener graves consecuencias. Sin
embargo, este método tiene inconvenientes, ya
que, al tratar de desplazar la época de cultivo en
una zona puede provocar problemas adicionales
como por ejemplo dificultades en el cuajado o
maduracion.

11. Controlar los pulgones mediante tratamientos
quimicos, alternando las aplicaciones con
productos de distintos grupos.

12. La estructura del invernadero deber4d mantener
una hermeticidad completa que impida el paso
de insectos vectores.

13. Colocacién de malla en las bandas y cumbreras
del invernadero con una densidad minima de 10
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x 20 hilos/cm2, excepto en aquellos casos en que
no permita una adecuada ventilacion.

14. Colocacién de doble puerta o puerta y malla, de
igual densidad a la anterior, en las entradas del
invernadero.

Trabajos realizados en Cuba

En el 2007 se present6 una tesis para obtener su grado
cientifico con el titulo: Obtencion de lineas de pimiento
(Capsicum annuum) progenitoras de hibridos F1 a
partir del estudio de cuatro subpoblaciones, donde en
ella se informa lo concerniente al manejo de las lineas
por seleccion genealdgica y autofecundaciéon en las
generaciones C7 y C8 (1999-2000) provenientes de las
subpoblaciones LIRAV, LIRAP, LIRAE y LIRAC, resistentes
a los virus TMV, PVY, TEV y CMV, respectivamente; asi
como al comportamiento de los hibridos obtenidos a
partir de las mismas. Para ello se evaluaron 27 lineas
que habian mostrado en el campo los valores mas
bajos de severidad e incidencia a los virus TMV, PVY,
TEVy CMV en los primeros ciclos de seleccién (C0-C6)
en las diferentes subpoblaciones estudiadas (Depestre
y Rodriguez, 2004). La seleccién de las lineas en cada
subpoblacién se hizo de acuerdo a las resistencias
mostradas por éstas en el campo, bajo condiciones de
infeccioén viral natural, las cuales fueron posteriormente
comprobadas en el laboratorio en condiciones
controladas (Palloix, 2000 Com. personal).

En el trabajo se evaluaron los caracteres
agronémicos correspondientes. En la generacién C8
de cada subpoblacion se seleccionaron lineas como
futuras progenitoras, ellas fueron las que presentaron
los valores mas altos en los caracteres agronémicos:
numero de frutos por planta, peso promedio del fruto
y rendimiento por planta y que resultaron resistentes
a los virus estudiados. Las pruebas de comprobaciéon
de la resistencia a los virus enunciados se efectuaron
en los laboratorios de la Unité de Génetique et
d"Amelioration des Fruits et Légumes del INRA,
Montfavet, en Francia, quien aport6 los resultados. La
subpoblacién LIRAT fue ensayada para la resistencia
al TMV P(0) o comun a dos temperaturas, teniendo en
cuenta las condiciones de Cuba; en LIRAP se buscé la
resistencia al PVY p(1,2) pues los genes que confieren
la resistencia a este patotipo la confieren también a los
otros patotipos del virus (Palloix, 1992 Com. personal).
La subpoblacion LIRAE fue ensayada para la resistencia
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ACCESIONES N.frutos/planta Px de frutos
77 Cu 3 (6) 9.2 200.0
81 Cu75) 10.5 200.0
106 LCu20 (1) 6.8 202.0
32 LCu 67 (9) 11.6 203.3
55 Cu 32 (6) 8.14 205.8
79 Cu5 (3) 9.4 206.6
34 LCu 70 (10) 13.6 210.0
45 Cu 28 (4) 5.8 210.0
46 Cu 28 (6) 7.4 210.0
86 Cu 9 (8) 7.6 210.0
96 Cul3 (7) 7.7 210.0
30 Cu 66b (7) 10.8 212.0
56 LCu 33 (1) 8.18 212.2
24 Cu 63 (7) 6.4 215.0
94 Cul3 (5) 10.0 215.0
47 Cu 29 (5) 7.2 216.0
50 Cu 30 (2) 9.2 216.0
72Cul (3) 10.8 217.5
53 Cu 31 (5) 7.9 218.4
54 Cu 32 (5) 8.0 218.9
57 LCu 33 (4) 6.25 220.0
103 LCul7 (3) 10.8 220.0
33 LCu 70 (2) 10.6 225.0
25 Cu 64 (2) 7.25 223.3
74Cu2(4) 7.25 223.3
92 Cul2 (5) 9.6 223.3
52 Cu 3l (5) 7.9 224.5
31 LCu 67 (4) 12.4 230.0
51 Cu 31 (1) 8.4 230.0
95 Cul3 (6) 7.4 230.0
70 LCu 45 (1) 9.0 232.5
12 Cu50 (5) 8.4 235.0
63 LCu 37 (4) 8.0 235.0
21 Cu 57 (2) 7.0 237.5
66 LCu 40 (1) 11.8 240.0
75 Cu 2 (10) 6.5 240.0
102 LCul7 (3) 9.4 243.3
15 Cu 54 (2) 9.4 245.0
43 Cu 27 (8) 8.0 245.0
87 Cu9 (10) 8.2 247.5
80 Cu7(4) 9.6 250.0
97 Cul3 (10) 9.0 253.3
109 LB (T) 15.2 256.0
59 LCu 34(9) 5.75 257.5
62 LCu 37 (2) 6.67 260.0
76 Cu3 (4) 7.6 260.0
18 Cu 55 (10) 8.4 265.0
42 Cu 25 (8) 11.5 265.0
49 Cu 29 (8) 8.2 266.6
71 LCu 45 (5) 8.6 275.0
65 LCu 39 (6) 10.4 284.0
105 LCul8 (9) 8.4 287.5
104 LCu18 (3) 9.2 290.0
10 Cu 49 (8) 7.6 300.0
22 Cu 57 (6) 5.8 300.0
20 Cu 56 (1) 6.4 307.5
40 Cu 24 (9) 16.2 310.0
44 Cu 27 (10) 8.7 330.0
64 LCu 39 (2) 5.0 336.6
17 Cu 55 (1) 9.0 340.0
99 Cul4 (4) 9.6 350.0
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al TEV (CAU4), por considerarse el aislado maés agresivo
en el pimiento en Cuba (Depestre, 2002) y en LIRAC, se
buscaron las resistencias al CMV Fulton y CMV/N al nivel
de plantulas, la primera provoca mosaico y la segunda
necrosis en las plantas. Las mejores lineas de cada
subpoblacién, seleccionadas en C8 y autofecundadas,
se utilizaron en la creacién de hibridos F1 segun
esquemas de cruzamientos en los que intervinieron
otros progenitores de interés (Rodriguez et al., 2008).

Como conclusién de ese trabajo Rodriguez et al.,
(2008), se relaciono6 que para el logro de multiresistencia
y adaptacién climéatica en el pimiento es valida
la estrategia basada en el manejo de fuentes de
resistencia existentes en los recursos genéticos
disponibles, asi como del estudio de los parametros
genéticos - estadisticos y el modo de herencia con
vista a determinar tanto los efectos aditivos, como
los dominantes en los caracteres cuantitativos. Se
seleccionaron lineas multiresistentes y adaptadas como
progenitoras de hibridos F1 de pimiento como son: Cu
16 (PVY y TMV); Cu 28 (PVMV y TMV); Cu 32 (TEV y TMV)
y Cu 103 (CMV y TMV). Creacién por primera vez en
Cuba de hibridos F1 de pimiento para cultivo protegido.

A partir del 2009 hasta el 2012 se aprob6 un Proyecto
de Investigacion sobre el Mejoramiento genético del
pimiento para la resistencia a enfermedades virales,
con el objetivo de lograr la creacién varietal sostenible
y competitiva en el pimiento, mediante la obtencién de
cultivares de pimiento con resistencia a potyvirus (TEV,
PVY) y al virus del bronceado del tomate (TSWV) y con
buena calidad del fruto.

Se han realizado algunos andlisis y procesamientos
estadisticos de cada una de las evaluaciones
realizadas a los 110 accesiones de pimiento. Se
seleccionoé por los resultados en los parametros de
produccién (nimero de frutos por plantas y peso
promedio de los frutos), las siguientes accesiones:

Existen 18 accesiones con respecto al peso
promedio de los frutos por encima del valor del
testigo de 256 gramos, llegando hasta un valor de
350 gramos (99 Cu 12 pta 4). Haciendo referencia
al nimero de frutos por planta 13 accesiones se
mostraron por encima de los 10 frutos, lograndose
alcanzar 16.2 gramos en la accesion 40 Cu 24 pta 9.
El testigo mostré 15.2 gramos.

Conclusiones
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Esta investigacion que parte de la utilizacién de
poblaciones locales de diferentes origenes, ha
revelado una gran diversidad de reacciones del
hospedero frente al virus, reacciones diversas por
los mecanismos de resistencias puestos en juego,
su espectro de accién y sudeterminismo genético.
Han sido identificadas las resistencias por casi
inmunidad, determinada por los alelos recesivos y
razas especificas (Greenleaf, 1986), de reacciones
de hipersensibilidad generalizada o localizada con
determinismo monogénico dominante (Dogimont
et al., 1995), al igual que resistencias parciales con
determinismo oligogénico (Caranta et al., 1996),
diversidad de fuentes de resistencias a los potyvirus:
resistencias recesivas por casi inmunidad, resistencia
dominante por hipersensibilidad y resistencias
cuantitativas (Palloix y Daubeze, 1998). Ademas, las
recombinaciones realizadas entre estas resistencias
muestran que las interacciones complementarias
entre estos genes de origen diverso pueden ser
explotadas a fin de agrandar el espectro de accién de
resistencia frente a nuevos patotipos o serotipos. (7]
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