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MEJORA DEL PIMIENTO (Capsicum annuum 1..) PARA
RESISTENCIA AL VIRUS DE LAS MANCHAS
BRONCEADAS DEL TOMATE (TSWYV)!

M.J. Aranzana

RESUMEN

El virus de las manchas bronceadas del tomate, mds corrientemente conocido
como virus del bronceado del tomate, (TSWV), transmitido de forma persistente por
trips (Thysanoptera: Thripidae), causa importantes mermas econdémicas en diversos
cultivos horticolas espafioles, entre los que destaca el pimiento. A causa de la baja efi-
cacia del control del virus mediante précticas culturales, se plantea la obtencién de
cultivares de pimiento resistentes como la mejor alternativa para reducir las pérdidas
causadas por la infeccién de este virus. En este trabajo se propone un programa de
mejora para obtener variedades de pimiento resistentes a TSWV.

Palabras clave: Tospovirus, Bunyaviridae, Mejora genética vegetal.

SUMMARY
PEPPER BREEDING FOR RESISTANCE TO TOMATO SPOTTED WILT VIRUS
(TSWV)

Tomato spotted wilt virus (TSWV), transmitted in a persistent manner by trips
(Thysanoptera: Thripidae), causes important economic losses in some Spanish vegeta-
ble crops, such as pepper. Because of the low efficiency of the cultural practices to
control this virus, it is suggested the use of resistant pepper cultivars as the best met-
hod to reduce the losses caused by TSWYV. In this work it is proposed a breeding pro-
gram to obtain pepper varieties resistant to TSWV.

Key words: Capsicum annuum L., Tospovirus, Bunyaviridae, Vegetable breeding.

causante de las manchas bronceadas del to-
mate o bronceado del tomate (“tomato
spotted wilt virus” [TSWV]) (GIL ORTEGA,

Introduccion

El pimiento (Capsicum annuum L.) es,

junto con tomates y pepinos, una de las tres
hortalizas més cultivadas en los invernade-
ros europeos. A nivel mundial se conocen
alrededor de 30 virus que afectan a este
cultivo, aunque las mayores pérdidas son
producidas por un nimero relativamente
bajo. En Espaiia, entre éstos se encuentra el

1993).

Este virus se detecté por primera vez en
Espafia, en 1989, en cultivos bajo pléstico
de Almeria (SAEZ ALONSO, 1993). En los
tltimos afios se ha ido extendiendo por la
Peninsula, de forma que actualmente afecta

1. PREMIO AIDA para los mejores trabajos monograficos presentados por los alumnos de los cursos del

IAMZ de 1996-97.
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a casi todas las zonas de cultivo horticola
peninsular e insular (NUEZ et al., 1996). En
zonas de gran tradicion horticola como
Valencia y Murcia se ha producido una im-
portante reduccion en el drea de cultivo
tomate y pimiento al aire libre, debido a la
imposibilidad de obtener una produccién
comercializable (DIEZ et al., 1993).

En una prospeccién realizada por JORDA
et al. (1995) sobre diferentes especies vege-
tales en dreas de Espafa, se encontré
TSWV infectando 32 especies diferentes,
entre las que figuran algunas de gran im-
portancia econdmica, si bien actualmente,
los cultivos més afectados en Espafia son
tomate, pimiento y lechuga.

Las plantas de pimiento infectadas por
TSWYV muestran clorosis y anillos necréti-
cos (generalmente concéntricas) y lineas
sinuosas en sus hojas, necrosis apicales, y
achaparramiento generalizado de la planta,
y los frutos presentan manchas redondas
clordticas, dreas rojas o verdes rodeadas
por halos amarillos, y anillos concéntricos.

Debido a la dificultad en el control de la
enfermedad mediante métodos culturales,
varios autores plantean la resistencia gené-
tica como el método de lucha mds eficaz.

El objetivo de este trabajo es realizar
una revision bibliografica sobre la resisten-
cia en pimiento a TSWYV, asi como propo-
ner un plan de mejora para obtener varieda-
des resistentes, aptas para el cultivo en la
zona mediterrdnea de Espana.

El virus de las manchas bronceadas del
tomate (TSWYV)

Las particulas virales son esféricas, de
70 a 110 nm de didmetro, con una membra-
na lipidica asociada con dos glicoproteinas

(Gl y G2). El genoma viral consiste en tres
cadenas simples de ARN lineal, denomina-
das S (Small), M (Medium) y L (Large),
cada una de ellas encapsidadas individual-
mente por varias copias de la proteina de la
nucleocdpsida (N). Las propiedades antigé-
nicas de esta proteina N se utilizan para el
diagndstico de estos virus, asf como para su
clasificacién seroldgica y taxonémica (DEe

#

AVILA et al., 1993).

TSWYV fue considerado durante anos co-
mo un grupo de virus monotipico, sin rela-
cién taxondmica con otro grupo de virus de
plantas. Tras la reunién del comité in-
ternacional de taxonomia de virus (ICTV)
en Alemania en 1990, se cred el género
Tospovirus dentro de la familia Bunya-
viridae, cuyo miembro tipo era el virus del
bronceado del tomate (TSWV) (FrRANKI ef
al., 1991). TSWV se tomé como especie
unica del género, que se considerd dividida
en dos serotipos (TSWV-L y TSWV-I)
(Law y MOYER, 1990). Posteriormente los
aislados se dividieron en 3 serogrupos (I a
III) en base a su reaccién con antisueros
policlonales contra sus nucleoprotefnas.
Estudios basados en la estructura del ARN
y en la citopatologia, llevaron a considerar
a los aislados del serogrupo III como
miembros de una nueva especie, la cual se
denomind “impatiens necrotic spot virus”
(INSV) (DE AviLA et al., 1990). En 1993,
en base a andlisis de la secuencia de nucle-
otidos del gen que codifica para la proteina
N, DE AviLA et al. (1993) propusieron la
creacién de dos nuevas especies dentro de
los aislados del serogrupo II, a las que
denominaron “‘tomato chlorotic spot virus”
(TCSV) y “groundnut ringspot virus”
(GRSV). Posteriormente, a partir de resul-
tados obtenidos en estudios serolégicos y
de microscopia electrénica se ha sugerido

‘la existencia de otras especies (HEINZE et

al., 1995). Actualmente algunos autores
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proponen el nombre de “groundnut bud
necrotic virus” (GBNV), (HEINZE et al.,
1995) y “watermelon silver mottle virus”
(WSMV) (YEH y CHANG, 1995) para dos
posibles nuevas especies (la primera de las
cuales ademds constituiria un nuevo sero-
grupo (serogrupo I1V)). Sin embargo estos
autores también indican la necesidad del
conocimiento completo de la secuencia de
nucleétidos del gen N para aclarar la rela-
cién existente entre ellos, ya que podrian
pertenecer a una misma especie.

En pimiento se han observado infeccio-
nes naturales de TSWV y TCSV, mientras
que GRSV se ha encontrado tnicamente en
tomates de Brasil. No obstante, aislados
brasilefios de este virus son altamente viru-
lentos si se inoculan mecdnicamente en
pimiento (BOITEUX y DE AviLa, 1994). Las
especies TCSV y GRSV no se han citado
en Europa (MOURY et al., 1996)

En estudios realizados en Espafia por
JORDA et al. (1993) se han caracterizado
biolégica y bioquimicamente diversos ais-
lados de TSWYV, todos pertenecientes al se-
rogrupo I, serotipo I, entre los cuales se han
identificado diversos patotipos del virus.

En estudios realizados por MOURY e al.
(1996) observaron la aparicién de nuevos
patotipos del virus al inocular plantas de
pimiento resistentes a TSWV. Segtin estos
autores, la gran variabilidad y mutabilidad
de TSWYV puede ser debida a la naturaleza
de la cadena de ARN del genoma viral, asi
como al hecho de que el genoma tripartido
del virus pueda formar pseudo-recombinan-
tes y generar numerosas particulas virales
nuevas.

La variabilidad presentes en el género
Tospovirus debe ser considerada en los pro-
gramas de mejora de todo el mundo (Boi-
TEUX et al., 1993b).
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Transmision de TSWV mediante vectores

En condiciones naturales, la transmisién
de TSWYV tiene lugar mediante vectores,
aunque en laboratorio se puede transmitir
por medio de inoculaciones mecdnicas
(LAacAasa et al., 1994a). Actualmente se
estdn llevando a cabo trabajos para deter-
minar si existe transmision mediante polen
o semillas (NUEZ et al., 1996).

Diferentes especies de trips son capaces
de transmitir este virus de forma persistente
circulativa. En la bibliografia se citan 9 es-
pecies vectores de tospovirus. Estas son,
Frankliniella schultzei Trybom, F. occiden-
talis Pergande, F. fusca Hinds, F. intonsa
Trybom, F. tenuicornis Uzel, Thrips tabaci
Lindeman, 7. setosus Moulton, T. palmi Kar-
ny y Scirtothrips dorsalis Hood (para refe-
rencias ver HUNTER et al., 1995).

De las especies de trips citadas, dnica-
mente T. tabaci y F. occidentalis se encuen-
tran en las zonas de Espana donde la enfer-
medad ha adquirido importancia (LACASA y
CONTRERAS, 1993). En Espafia, asi como en
otras dreas donde ésta se ha extendido, F
occidentalis es el principal y mas importan-
te vector (MARCHOUX et al., 1993). En estas
zonas la epidemiologia del virus se ve
ampliamente ligada a la distribucion de este
trips (LACASA et al. 1994b). Si bien T. taba-
ci es el principal vector de TSWV en culti-
vos de tabaco en el Este de Europa, esta
especie no juega un papel importante en
otras dreas y cultivos. Algunos autores,
como WHKAMP et al. (1995), citan como
posible causa de este hecho a la existencia
de diferentes ecotipos de T. tabaci que pre-
sentan diferentes caracteristicas de transmi-
sion.

El virus de las manchas bronceadas del
tomate Unicamente se transmite de forma
natural por trips en segundo estadio larval y
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por adultos (WuKkaMP y PETERS, 1993), que
Gnicamente son infectivos si adquirieron
las particulas virales en estado larvario.
Segin ULLMAN ef al. (1992) si el insecto
adulto adquiere el virus, no parece ser
capaz de transmitirlo, ya que las particulas
virales son degradadas en el intestino me-
dio del insecto.

Una vez la larva adquiere las particulas
virales, éstas pasan del tubo digestivo a la
cavidad general. Las particulas virales lle-
gan a las gldndulas salivares del insecto, y,
tras un determinado periodo de tiempo,
durante el cual se han replicado en las célu-
las del vector, son inyectadas en las plantas
de las que se alimenta (ULLMAN et al.,
1993). El tiempo de adquisicion, perfodo de
latencia y tiempo necesario para la inocula-
cion del virus varian con la especie vector,
asi como con factores ambientales (Wn-
KAMP y PETERS, 1993).

En condiciones naturales las larvas no se
desplazan mucho en la planta a lo largo del
periodo evolutivo, por lo que si emergen en
un tejido enfermo, lo normal es que com-
plete el desarrollo sobre él, siendo alta la
probabilidad de infectarse (Lacasa y CoN-
TRERAS, 1993). A pesar de esta baja movili-
dad de las larvas, es posible una migracion
de las mismas a plantas que se encuentren
en contacto, y cuando alcancen el segundo
estadio larval, al ser ya viruliferas, serdn
capaces de infectar plantas sanas. En conse-
cuencia, las larvas de trips también tendrdn
un pape!l en la epidemiologia del virus, aun-
que éste serd menor que el de los indivi-
duos alados (WlKamP y PETERS, 1993).

La transmision del virus por el vector es
importante en el desarrollo epidémico de la
enfermedad, y ésta puede ser modificada
por genes del huésped que afectan las pre-
ferencias del vector hacia las plantas y ha-

cia la alimentacion (FRASER, 1990; Bol-
TEUX et al. 1993b).

Deteccion del virus y mecanismos de
control

Un método de diagndstico rapido, fiable
y barato es muy importante para cualquier
estrategia de control de virus. Actualmente
existen diferentes técnicas puestas a punto
para el diagnéstico de TSWYV, tanto en
especies horticolas como en ornamentales.

Entre Jas técnicas de diagndstico citadas
en la bibliografia, las mds ampliamente uti-
lizadas son las serologicas, y entre ellas la
ELISA-DAS, que resulta muy efectiva
tanto si se trabaja con antisueros obtenidos
contra viriones purificados de TSWV
(WANG y GONSALVES, 1990) como si se uti-
lizan antisueros especificos para la proteina
de cubierta (RESENDE et al., 1991]).

Otras técnicas empleadas para el diag-
noéstico de este virus son las bioldgicas, las
basadas en la PCR (“Polimerasa Chain
Reaction”) y las técnicas de microscopia
electronica.

Como en el caso de todas las enfermeda-
des de origen viral, el método de lucha con-
tra TSWV es preventivo. Varios autores,
como CHO et al. (1989) sugieren una serie
de prdcticas culturales que combinadas
pueden reducir en gran medida las pérdidas
causadas por este virus. Sin embargo estos
autores también apuntan que estas medidas
no son totalmente eficaces si los niveles del
virus y del vector en la zona son muy altos.
Por otro lado, el amplio rango de hospedan-
tes, la transmision por varias especies de
trips ampliamente distribuidas, la peculiar
naturaleza de la interaccién virus-vector, la
baja eficiencia del control quimico y la
rdpida adquisicién de resistencia a insecti-
cidas por los trips hacen que le epidemia de
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TSWYV sea dificil de controlar (BOITEUX ef
al., 1993b).

Varios autores coinciden en que la ob-
tencién de variedades resistentes es una de
las mejores alternativas, si no la mejor, para
reducir pérdidas por la infeccién de este
virus.

Resistencia genética al virus de las
manchas bronceadas del tomate

Fuentes de resistencia

Las fuentes de resistencia a TSWV se
han estudiado principalmente en tomate y
en pimiento. En pimiento se han descrito
varias }ineas resistentes al virus. BOITEUX y
DE AviLA (1994) citan a CUPERTINO ef al.
(1988) como los primeros en identificar la
Iinea de C. chinense PI 159236 como fuen-
te de resistencia a aislados de TSWV. Pos-
teriormente BLACK et al. (1991) observaron
también que esta linea, junto con la Pl
152225, era resistente a otros 7 aislados de
EEUU obtenidos en tomate, pimiento y
especies de malas hierbas.

BOITEUX ¥ NAGATA (1993) iniciaron un
programa de cribado en germoplasma de
Capsicum spp. del Centro Nacional de
Pesquisa de Hortalica (CNPH) en Brasil,
para buscar fuentes de resistencia a TSWV.
En este estudio se confirmé la resistencia
de la entrada PI 159236 (Sin. CNPH 679)
frente a algunos aislados de TSWV, mien-
tras que otros aislados fueron capaces de
romper dicha resistencia.

En un cribado de 70 entradas de Cap-
sicum spp., BOITEUX et al. (1993b) identifi-
caron 7 con altos niveles de resistencia en
campo (dos lineas de Capsicum baccatum
CNPH 050 y CNPH 051, dos de C. chinen-
se CNPH 275 (Sin. Panca) y PI 159236
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(Sin. CNPH 679), y tres de C. annuum
CNPH 2733, PI 169132 y PI 379163), sin
embargo dnicamente Jas dos lineas de C.
chinense tuvieron el mismo comportamien-
to en invernadero tras haberse inoculado el
virus mecdnicamente. Aun asi estas dos li-
neas resultaron susceptibles a aislados del
serogrupo Il del virus.

En 1993, HoBBgsS ez al. (1994) inocularon
las lineas PI 152225 y PI 159236 con 61
aislados de TSWYV, de los cuales 2 fueron
capaces de romper la resistencia producien-
do lesiones clordticas y sintomas sistémi-
cos. Estos autores observaron el mismo
tipo de resistencia y susceptibilidad en la
linea de C. chinense C00943.

En Espaiia, DIEz et al. (1993) observa-
ron resistencia a varios aislados del virus
en las lineas de Capsicum chinense Pl
159236, PI 12225, P1-15, PI-18 y 7204,y a
una sin denominaciéon de la especie
Capsicum pubescens. También en Espana,
estudios realizados por Luis ARTEAGA y GIL
ORTEGA (GIL ORTEGA, 1993; GIL ORTEGA y
Luis ARTEAGA, 1994) confirmaron cierta
resistencia en las lineas detectadas por
BLAck er al. (1991), pero no observaron
una respuesta constante a lo largo de dife-
rentes ensayos, lo cual podrfa ser debido a
factores como edad de la planta, condicio-
nes climaticas, concentracion del inéculo,
etc. En estos estudios también se detectaron
niveles de resistencia similar, o incluso su-
perior, en cuatro entradas de C. baccatum.

La identificacién de las diferentes fuen-
tes de resistencia se ha llevado a cabo
mediante inoculacién mecénica. Como ya
se ha sefialado anteriormente, en ensayos
en que se ha realizado infeccion natural en
campo e inoculacién mecdnica, se ha en-
contrado germoplasma que linicamente
muestra resistencia a TSWV en campo. Es-
te hecho puede ser debido a factores de la
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planta que alteran el comportamiento del
trips, y por lo tanto limitan la transmision
del virus (KrRiISHNA KUMAR et al., 1993).
Pese al interés que podria tener este mate-
rial en la obtencién de variedades resisten-
tes a éste y a otros virus, este tipo de resis-
tencia generalmente se ignora inicialmente,
ya que el método de inoculacion mecdnica
es el mas ampliamente utilizado en los pro-
gramas de mejora.

Mecanismos de resistencia descritos

El mecanismo de resistencia observado
en las diferentes entradas es de hipersensi-
bilidad, ya que se desarrollan lesiones Joca-
les concéntricas en las hojas y cotiledones
inoculados. Los cotiledones inoculados
generalmente caen en una semana, y las
hojas que desarrollan varias lesiones necro-
ticas también caen. Sin embargo, si se
rompe la resistencia, las necrosis no se
limitan a las hojas inoculadas y se convier-
ten en sistémicas (BLACK et al., 1991; GiL
ORTEGA, 1993).

Genética de la resistencia descrita

En un principio BOITEUX et al. (1993b)
consideraron que la resistencia observada
en las lineas de C. chinense era aislado-
especifica, donde todos los aislados capa-
ces de romperla pertenecian al serogrupo II.

Tras posteriores estudios con diferentes
aislados del virus, y tras la reclasificacion
taxonémica de los miembros del serogrupo
II dentro de las especies TCSV y GRSV,
BOITEUX y DE AviLa (1994) pasaron a con-
siderar esta resistencia hipersensible como
especie-especifica. Para estudiar la base
genética de la resistencia estos mismos
autores cruzaron la linea PI 159236 con el
cultivar susceptible de C. annuumm Magda
y evaluaron la descendencia F, los retro-

cruzamientos con los parentales, y la F,. A
partir de los resultados obtenidos concluye-
ron que la resistencia de esta linea a TSWV
es monogénica dominante, y que la pene-
trancia del gen (para el que sugieren el
nombre de 7sw), a pesar de ser muy alta, no
es completa.

MOURY et al., (1996) realizaron una se-
rie de ensayos en los que la mayoria de
resultados fueron consistentes con la hipé-
tesis de que un tnico gen dominante con-
trola la resistencia a TSWV. Sin embargo,
en poblaciones F, de cruzamientos entre
lineas susceptibles y resistentes observaron
un exceso de plantas susceptibles. Estos
autores proponen varias hipétesis para jus-
tificar estas distorsiones, sugiriendo como
la més probable una incompatibilidad gené-
tica entre los parentales de los cruzamiento
interespecificos. Seglin LANTERI y PICKERS-
GILL (1993) los genomas de C. annuum y
C. chinense difieren en dos intercambios
cromosomicos en Jos que intervienen tres
pares de cromosomas, es decir, un cromo-
soma debe verse implicado en dos inter-
cambios independientes. Por lo tanto los
genes envueltos en estos cromosomas se
verdn sometidos a una distorsion en la
segregacion.

BoITEUX (1995) realizé un estudio con el
fin de determinar las relaciones alélicas
existentes entre los genes de resistencia de
las diferentes lineas de C. chinense. Para
ello cruzé entre si 3 lineas resistentes y
obtuvo la F|, F,y retrocruzamientos (BC).
Ninguna de estas tres poblaciones segrega-
ron para susceptibilidad, si bien unas pocas
plantas de la F, y F, mostraron reaccion
susceptible al virus. Esta fluctuacién podria
deberse a una penetrancia incompleta del
gen de resistencia (ya citada en BOITEUX y
DE AVILA, 1994), 0 a la existencia de genes
menores modificadores. MOURY et al.
(1996) obtuvieron resultados similares en
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sus ensayos, pero atribuyen este fendmeno
a la aparicion de nuevos patotipos del virus
capaces de superar la resistencia. Estos
autores consideran que la influencia del
genoma de la planta en la evolucién del
virus es minima, y que la generacidn de
estos patotipos mds virulentas se debe a
procesos de mutacion aleatoria seguidas
por una fuerte presién de seleccion por par-
te de la planta resistente.

BoITEUX (1995) explica que la ausencia
de segregacion 15:1 en la generacién F, de
sus ensayos de alelismo podria deberse a
que las tres lineas de C. chinense ensayadas
(PI 159236, PI 152225 y Panca) tienen el
mismo gen resistencia (el denominado
Tsw), aunque existe una pequeiia posibili-
dad de que intervenga un grupo de genes de
resistencia muy unidos, por lo que no se
observa recombinacion y por tanto segrega-
cién. MOURY et al, (1996) tras obtener
resultados parecidos en sus pruebas de ale-
lismo con las lineas de C. chinense Pl
159236, PI 152225 y 7204, explican de
forma similar la ausencia de recombinacién
en la F,, asumiendo que sus genes de resis-
tencia estan localizados en el mismo locus
(que probablemente sea el mismo que el
que interviene en Panca) y que si no son
alelos, los genes de resistencia no parecen
estar separados mas de un 4 a 15% de re-
combinacion.

La utilidad de la resistencia conferida
por el gen Tsw puede depender de la espe-
cie de Tospovirus presente en el drea geo-
gréfica en cuestién (BOITEUX y DE AVILA,
1994). Por lo que la biisqueda de genes que
confieran un amplio espectro de resistencia
a los tospovirus en Capsicum spp. €s aun
una importante demanda para los progra-
mas de mejora, especialmente en dreas
Neotropicales del mundo donde la diversi-
dad genética del género Tospovirus parece
ser elevada (DE AVILA ef al., 1993).
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Inoculacién y estimacion de la resistencia

Los aislados pueden obtenerse a partir
de material de la zona infectado sistémica-
mente. DIEZ ef al. (1993) sugieren la utili-
zacién de los aislados E-91758, L-91672,
T-91525, P-91675 caracterizados por JORDA
et al. (1993) para ensayar resistencia a ais-
lados de TSWV presentes en Espafia, ya
que se desconoce si existen uno o varios
patotipos del virus en campo.

La infectividad y actividad seroldgica de
TSWV varia segiin las condiciones de
almacenamiento, de forma que el virus pre-
senta mayor actividad si se almacena a -80
°C (Kaminska, 1995). Teniendo esto en
cuenta, los aislados pueden mantenerse en
hojas de plantas de Nicotiana ristica L.
conservadas a esa temperatura (BOITEUX y
DE AviLa, 1994). La multiplicacién de
TSWYV puede realizarse, por ejemplo, en el
cultivar de tomate susceptible ‘Rutgers’
(DIEz et al., 1993). Para evitar posibles mo-
dificaciones en el virus después de repeti-
das inoculaciones mecanicas, los aislados
no deberian multiplicarse mds de 4 veces
(MOURY et al., 1996).

En la bibliografia se citan varios proto-
colos de inoculacién del virus en plantas de
pimiento, como los descritos por BOITEUX y
DE AVILA (1994), y MOURY er al. (1996).
Las plantulas pueden transplantarse desde
el semillero a macetas en invernadero, y
mantenerse en condiciones adecuadas para
la infeccién. Temperaturas entre moderadas
y frias parecen favorecer la infeccién y el
desarrollo de sintomas (PATERSON et al.,
1989).

Para eliminar el problema del escape las
plantas pueden inocularse 3 veces (18, 21y
25 dias después de ser plantadas). Si se tra-
baja con gran nimero de muestras esto
puede ser muy laborioso, por lo que una
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alternativa que podrfa adoptarse seria repe-
tir inoculaciones en las plantas que no pre-
senten sintomas o en aquellas en que los
ELISA den negativo después de la segunda
inoculacion (PATERSON ef al., 1989)

Como ya se ha comentado anteriormen-
te, la evaluacién de la resistencia mediante
inoculacién mecdnica puede llevar a la
omisién de resistencia de campo a TSWV,
la cual ha sido citada en especies silvestres
de Lycopersicon (SMITH Y GARDNER. 1951.
Citado en KriSHNA KUMAR et al., 1993) asi
como en accesiones de Capsicum (BOITEUX
et al., 1993b). Otro inconveniente que
puede llevar asociado este tipo de inocula-
cién es la aparicién de particulas defecti-
vas, y por lo tanto estimar erréneamente la
resistencia (KRISHNA KUMAR et al., 1993).
En caso de querer enfocar el programa de
mejora hacia la introduccién de resistencia
de campo, deberd tenerse esto en cuenta e
inocular las plantas ensayadas mediante el
insecto vector. Para ello en la bibliografia
se describen varios protocolos (HOBBS et
al.. 1993; KriSHNA KuUMAR et al., 1993;
HUNTER et al., 1995).

En el pasado, la resistencia se evaluaba
observando los sintomas sobre plantas ino-
culadas mecdnicamente con el virus, o
sometidas a infeccidn natural en campo. El
desarrollo de la técnica ELISA para detec-
tar TSWV ha facilitado la evaluacién de la
resistencia en el germoplasma estudiado
(PATERSON, 1989).

Las plantas resistentes muestran una rea-
ccidén de hipersensibilidad localizada que
fenotipicamente se expresa como una for-
macién de grandes lesiones locales acom-
pafiadas por abcision prematura de las
hojas infectadas (BOITEUX, 1995; MOURY et
al., 1996). En caso de querer evaluar dife-
rentes niveles de resistencia puede utilizar-

se una escala cualitativa como la estableci-
da por BOITEUX et al. (1993b).

La resistencia puede evaluarse en plan-
tas en intervalos de 3-5 dias después de 8
semanas de la dltima inoculacién. Las plan-
tas sin sintomas obvios se evalian por
ELISA-DAS contra el virus para confirmar
la infeccion. Para el andlisis ELISA sélo se
toman las hojas no inoculadas de la regién
apical, para evitar una posible subestima-
cién de los resuitados a causa de una ligera
reaccion de hipersensibilidad del virus. En
este método unicamente se consideran sus-
ceptibles aquellas plantas que muestren una
infeccion sistémica (BOITEUX y DE AVILA,
1994).

Programa de mejora

Uno de los objetivos de este trabajo es
plantear un programa de mejora para obte-
ner variedades de pimiento resistentes a
TSWYV destinadas a cultivo en la zona
mediterrdnea espafiola. Para ello deberdn
elegirse los parentales; el aislado del virus
a inocular, el cual ha de ser representativo
de la zona; y también estudiarse la interac-
cién entre hospedante y patégeno, asi como
la influencia del ambiente en esta interac-
cion.

Eleccion de parentales

Las diferentes lineas resistentes citadas
en Ja literatura tienen, aparentemente, el
mismo gen de resistencia. Por ello, Bol-
TEUX (1995) indica que es indiferente la
fuente de resistencia que se tome, si bien
algunas lineas de C. chinense presentan
mejores atributos como polinizadores. Un
ejemplo es la linea PI 159236, la cual pre-
senta buenos niveles de resistencia a Phy:-
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ophthora capsici L (BOITEUX ef al., 1993a)
asi como al virus del moteado suave del
pimiento (SUBRAMANYA, 1982)

Por otro lado, hay que tener en cuenta
que la fertilidad en cruzamientos interespe-
cificos varfa con las accesiones utilizadas,
de forma que la linea PI 159236 produce
mds cantidad de semillas viables que PI
152225 con los diferentes parentales sus-
ceptibles a TSWV. Ademds, en caso de uti-
lizarse las citadas lineas de C. chinense co-
mo donantes de genes de resistencia, éstas
deberdn utilizarse como parental masculi-
no, porque los cruzamientos reciprocos son
estériles (MOURY ef al., 1996).

Estudio de la interaccion patégeno-
hospedante (PxH)

Antes de empezar el programa de mejo-
ra, es conveniente hacer un estudio sobre la
interaccion entre el patégeno y las diferen-
tes lineas resistentes disponibles. Ademads
de observar los sintomas, se estudiard la
existencia de infeccidn y la multiplicacién
del virus mediante ensayos ELISA-DAS.

También se realizardn ensayos para
determinar la estabilidad de la resistencia a
diferentes temperaturas y a diferentes eda-
des de Ja planta, ya que se ha citado una
posible inestabilidad de la resistencia en la
que pueden influir estos factores.

A partir de los resultados obtenidos en
estos ensayos elegiremos la linea mds inte-
resante por su nivel de resistencia a los ais-
lados caracteristicos del drea mediterrdnea.
En el caso de que todas muestren la misma
respuesta a las inoculaciones se tomard la
linea de C. chinense P1 159236 por las ra-
zones ya comentadas. As{ mismo, elegire-
mos el aislado mds adecuado.
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El programa de mejora se establecerd en
base a los resultados obtenidos en los ensa-
yos anteriores. En principio, todas las fuen-
tes de resistencia citadas en la bibljografia
parecen ser monogénicas dominantes para
ese cardcter, por lo que en el caso de haber
observado una resistencia estable a diferen-
tes condiciones ambientales (de temperatu-
ra y edad de la planta) introduciremos la
resistencia en una variedad comercial sus-
ceptible mediante un programa de retrocru-
zamientos (figura 1). Si por el contrario, al
trabajar a diferentes condiciones, se obser-
va una inestabilidad de esta resistencia
hipersensible, se deberdn buscar otras fuen-
tes de resistencia no labiles.

Para ello se recogerd material silvestre
de diferentes origenes y se evaluard su
resistencia a TSWV. Como ya se ha comen-
tado en el apartado relativo a fuentes de
resistencia, se han citado varias lineas que
presentan alto grado de resistencia en
campo, que parece ser de “no preferencia”
del trips vector. Por lo tanto, en la busqueda
de resistencias también se realizardn estu-
dios para evaluar la genética de este meca-
nismo.

A partir de estos estudios podremos ob-
tener lineas cuya resistencia, al virus o al
vector, tenga control monogénico o poligé-
nico. En el primer caso deberemos volver a
las consideraciones tomadas anteriormente,
es decir, a hacer ensayos de interaccion
hospedante-patégeno, asi como estudios de
estabilidad.

En caso de encontrar una Unica fuente de
resistencia poligénica el programa de mejo-
ra consistird en retrocruzar a partir de la F,
con el material susceptible (figura 2). En
cambio. si encontramos mas de una se lle-



42 Mejora del pimiento (Capsicum annuum L.) para resistencia al virus de las manchas...

VARIEDAD LINEA
SUSCEPTIBLE X RESISTENTE
(tswtsw ) l (Tsw Tsw)

Confirmacion de
resistencia

— VARIEDAD
FpTswisw | X | USCEPTIBLE
l (tswtsw )

—>| BC;: IWM\I/ITSW tsw

(

Seleccién de los
individuos resistentes

VARIEDAD
SUSCEPTIBLE

X
J’ (tswitsw )

Retrocruzamientos sucesivos con el

parental susceptible, seguidos de seleccion ) ——>
de los individuos resistentes L
| W Tsw Tsw |

Tsw Tsw Descendencia

segregante

igural. Programa de retrocruzamientos para introducir un gen de resistencia dominante

F 1. Programa de ret ent trod gend t d t
en una variedad comercial

Figure |. Backcross program for introducing a resistance dominant gene in a pepper variety

vard a cabo un programa como el represen-  muestran altos niveles de resistencia (PRINS
tado en la figura 3. et al., 1995). Seglin ULTZEN et al. (1995)
este tipo de resistencia podifa utilizarse con
éxito en todos los cultivos afectados por
TSWYV, incluido pimiento.

Si no se encuentra ninguna fuente de
resistencia estable, estaria justificado acudir
a técnicas de ingenieria genética. Se han
obtenido ya plantas transgénicas de tabaco Hasta el momento, no se han obtenido
y tomate transformadas con un “cassette”  plantas de pimiento transgénicas resistente
del gen de la proteina N de] virus que  a TSWV. Esto es debido, principalmente, a
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VARIEDAD LiINEA
SUSCEPTIBLE | * |RESISTENTE

Fy Individuos con diferentes
niveles de resistencia

< VARIEDAD

l SUSCEPTIBLE
BC,
Recor?bina.cién de los %
més resistentes
Individuos con diferentes VARIEDAD

Familias procedentes de
autofecundacion (S l) para
estimar la resistencia de los

niveles de resistencia X| SUSCEPTIBLE

descendientes bajo diferentes
condiciones de indculo

Seleccion en base a los
resultados obtenidos
en S |

—— | BG,

Figura 2. Esquema del programa para obtener individuos resistentes a partir de una tnica fuente de
resistencia poligénica
Figure 2. Breeding scheme for obtainig resistant genotypes from a source of polygenic resistance

una pobre regeneracion in vitro de esta partir de plantas adultas y de cotiledones
especie, si bien en algunos trabajos se des-  (ARCE, 1991; ARCE y LOPEZ, 1993). De he-
criben obtenciones de plantas de pimiento a  cho, varios autores han intentado obtener
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vs | x [LR,| | VS | x |LR, VS | x |LR,
Fl F] F)

Seleccién de los
mds resistentes

R VARIEDAD
|—> X

SUSCEPTIBLE
BC,
Recombinacion de %
. . S
los mas resistentes
Individuos con diferentes . VARIEDAD
Familias procedentosde niveles de resistencia .SUSCEPTIBLE

autofecundacién
(S

Seleccion en base a los

) > BC:
resultados obtenidos en S |

Figura 3. Esquema del programa para obtener individuos resistentes a partir de varias fuentes de
resistencia poligénicas. VS: variedad susceptible; LR: linea resistente
Figure 3. Breeding scheme for obtaining resistant genotypes from several sources of polygenic
resistance. VS: susceptible variery; LR: resistant line

plantas transgénicas mediante Agrobact- calto (Liu et al., 1990). Sin embargo en la
erium (umefaciens, pero no tuvieron éxito  bibliografia se menciona el desarrollo de
en la regeneracién de plantas a partir de  pimientos transgénicos que expresan la
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proteina de cubierta del virus del mosaico
del pepino (CMV)) y del virus del mosaico
del tabaco (TMV) (TiEN et al.. 1990 vy
WANG et al., 1991. Citados en WIJBRANDI ¥
DE BoTH, 1993). Como el pimiento es trans-
formable con Agrobacterium, WIJBRANDI y
DE BOTH (1993) sugieren que deberia desa-
rrollarse un método eficiente de regenera-
cién para poder aplicar con éxito las técni-
cas de transformacién genética.
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