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RESUMEN

La produccion de papaya (Carica papaya L.) cada dia cobra mayor importancia econdémica a nivel mundial
debido a que se puede consumir como fruta fresca o procesarse para obtener otros productos en el area
farmacéutica, culinaria, médica, industria cerveceray bebidas no alcohdlicas. Sin embargo, la agricultura se
enfrenta a las series dificultades que supone el control de los virus que constituyen un importante grupo de
organismos patdgenos para este cultivo. La obtencion de resistencia al Virus de la mancha anular de la
papaya constituye un area de interés creciente pues las principales variedades comerciales de papaya son
susceptibles a esta enfermedad. Con este objetivo, la Ingenieria Genética ha generado importantes resultados
y al mismo tiempo, ha introducido elementos nuevos en el planteamiento estratégico global del control. Este
trabajo resume las principales estrategias utilizadas para la obtencion de resistencia al Virus de la mancha
anular de la papaya durante las Ultimas dos décadas.
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ABSTRACT

The papaya production acquires major economic importance all over the world every day. Itis consumed as
fresh fruit or processed to obtain other products in the pharmaceutical, cooking, and medical industries and
in the brewing industry to obtain nonalcoholic drinks. Currently, Agricultural Science faces serious problems
such as plant virus control, which form an important group of pathogenic organisms. To obtain resistance to
the Papaya ringspot virus is an increasing interest area because main commercial varieties of papaya are
susceptible to this disease. Genetic engineering has achieved important results aimed to solve this problem
introducing new elements at the global strategic control. Our work summarizes the main strategies used to
obtain resistance to Papaya ringspot virus during the last two decades.
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La papaya (Carica papaya L.) es miembro de herbaceo. Dentro del género Carica, la papaya
una pequefia familia de dicotiledéneas de porte  es la Ginica especie con importancia econémica
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(Hautea et al., 1999). En Cuba, se le conoce
desde épocas muy remotas, pero adquiere
importancia en las décadas del 30 y 40 del siglo
XX (Roig y Mesa, 1988).

Los virus de plantas constituyen un importante
grupo de organismos patégenos. Los
problemas asociados a virosis, dada su
capacidad de afectar a cultivos de interés
agricola y las serias dificultades que existen
para su control, son uno de los principales retos
a los que se enfrenta la agricultura.

Las principales variedades comerciales de
papaya son susceptibles a numerosas
enfermedades virales, entre ellas, el Virus de
la mancha anular de la papaya (PRSV), esta
considerada como la principal causa de la poca
duracion de las plantaciones e incremento del
costo de las producciones debido al uso de
agrogquimicos para su manejo.

Laidentificacion y creacién de resistencia a las
principales virosis que afectan las plantas
cultivadas y el estudio de los mecanismos
mediante las que estas operan, constituyen un
area de interés creciente en las Ciencias
Agrarias. Probablemente el avance en la
eficiencia de la lucha quimica contra otros
patégenos de plantas, no es ajeno a una nueva
situacién, en la que los virus, antes
considerados patégenos menores, adquieren
una importancia cada vez mayor. No existe algo
parecido a un ‘viricida’ con el que combatir con
éxito las infecciones virales en las plantas, lo
cual es un incentivo adicional para el trabajo
en la busqueda de fuentes y mecanismos de
resistencia.

La obtencidn de resistencia artificial a virus de
plantas mediante el empleo de la Ingenieria
Genética ha derivado en importantes
resultados, lo cual ha aumentado
significativamente las expectativas de éxito en
la lucha contra las virosis y, al mismo tiempo,
ha introducido elementos nuevos en el
planteamiento estratégico global de control,
tales como consideraciones
medioambientales, e incluso de salud publica.

La obtencién de plantas transgénicas
portadoras de caracteres agronémicos que les
confieran un alto valor afiadido constituye, sin
dudas, una de las areas de mayor actividad
cientifica. El caracter de resistencia a
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enfermedades virales no podia ser la
excepcion. Ya se ha obtenido resistencia a una
larga lista de virus mediante el uso de diferentes
estrategias.

Este trabajo persigui6 como objetivo abordar
los principales avances que se han alcanzado
en la obtencién de variedades de papaya con
resistencia al Virus de la mancha anular de la
papaya en las Ultimas dos décadas.

GENERALIDADES DEL CULTIVO DE LA
PAPAYA

Caracteristicas botanicas

La papaya es miembro de la familia
Caricaceae, una pequefia familia de
dicotileddneas consistente en cinco géneros de
plantas herbaceas. Carica es el mayor género
de esta familia con 21 especies distribuidas en
la zona subtropical desde el sur de México
hasta Argentina 'y Chile.

El desarrollo de la papaya es rapido y su vida
es de aproximadamente dos afios, aunque
puede vivir hasta 20. Presenta un solo tallo
de crecimiento erecto que termina en un
manojo de hojas, que puede medir entre 2 y
10 m de altura. Ademas, el tallo es cilindrico,
suave (esponjoso-fibroso), jugoso, de color
gris a café grisaceo, de 10 a 30 cm de
didmetro y endurecido por la presencia de
cicatrices grandes y prominentes. Las flores
se producen en las axilas de los peciolos de
las hojas. Las plantas son poligamas, con
flores masculinas, femeninas o
hermafroditas. Predominan las plantas
dioicas, que junto a las hermafroditas son las
deseables en las plantaciones. Su
crecimiento es rapido (puede crecer 12
pulgadas en un afio) y produce frutos
maduros entre los 9y 12 meses de plantadas
las semillas. Comercialmente, se plantan
entre 1 500 y 2 500 plantas por ha, con una
produccién anual de 56 700 a 136 000 kg.ha-
1. Los frutos se cosecharon por uno a dos
afios; después, los plantas dejan de ser
econémicamente rentables (Gonsalves, 1998).

Origen y distribucion
La papaya es una planta propia de la América

tropical (Reyes, 1983), su origen se ha situado
en varios paises de esta region (Mufoz, 1983;
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Weiy Wing, 2008). La descripcién méas antigua
de esta especie es la del cronista Oviedo en
1535, sefialando su origen en la region de
Panama (Mufioz, 1983). El cultivo de la papaya
se ha distribuido ampliamente a lo largo de
trépicos y subtrépicos (Davis, 1996; Wei y
Wing, 2008). Se supone que sus semillas se
distribuyeron por el Caribe y sureste Asiatico
durante las exploraciones en el Siglo XVI, y
luego se extendi6 rapidamente a India, el
Pacifico y Africa (Villegas, 1997). Generalmente,
no se considera que la papaya sea un cultivo
invasivo en ninguna region del mundo (OECD,
2003), no obstante, existen evidencias que en
regiones de las Islas Marianas, la papaya puede
conformar habitats desordenados (Space et al.,
2000). No se conoce con precision el momento
en que este cultivo fue introducido a Cuba; se
piensa que haya sido por los espafioles en la
etapa colonial (Pefa et al., 1996).

Comercio

Brasil, México, India, Nigeria e Indonesia han
sido de forma consistente los mayores
productores durante los dltimos afios, con
cerca del 70% de la producciéon mundial. En el
afio 2006 se alcanzaron valores superiores a
los 6 500 000 t, de las cuales Brasil aporto el
24%, México, Indiay Nigeria el 12% cada uno,
Indonesia el 8%, Etiopia el 4%, Republica
Democratica del Congo el 3% y otros 47 paises
el 25%. El principal exportador es México,
seguido por Brasil, Estados Unidos de América
y Malasia (FAO, 2006).

La produccion de papaya en Cuba,
comparada con otros paises es pequefia,
pero su cultivo se ha fomentado
notablemente en los Ultimos afios debido a
la importancia y el valor en el mercado
internacional, con producciones de 119 000 t
en 2004 y un descenso durante el periodo de
2005 al 2007, con 91 797, 90 309 y 92 000 t
respectivamente. Los rendimientos alcanzados
durante el 2005 fueron de 15.56 tha?, en el
2006 y 2007 se incrementaron a 20.16 y 20.44
tha! (FAO, 2008); no obstante, estos valores
se encuentran muy inferiores a los esperados.

Los principales mercados de consumo por lo
general estan dominados por un solo
proveedor. Estados Unidos recibe la mayor
parte de sus importaciones de México; en
Europa el principal proveedor es Brasil y en
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Japon los Estados Unidos de América por
medio de su produccion en Hawai (FAO, 2004).

IMPORTANCIA ECONOMICA

Las exportaciones mundiales del cultivo de
papaya son una muestra de su importancia
para las economias de muchos paises
subdesarrollados. Su alto rendimiento, valor
nutritivo y por ser ademas, uno de los pocos
frutales de produccion continGa durante todo
el afio, lo convierten en una de las joyas de los
frutos tropicales. Es muy consumida de forma
fresca, en bebidas, dulces, como fruta
deshidratada y sus frutos verdes se emplean
en ensaladas (Villegas, 1997; Gonsalves et al.,
2007). Sus frutos son altamente codiciados a
escala mundial, no solo por su valor nutritivo
ya que aportan vitamina A, C y E (Gonsalves,
1998; Duxbury, 2003; Gonsalves et al., 2009) y
como una buena fuente de calcio, potasio y
hierro (Nakasone y Paull, 1998; Gonsalves et
al., 2009), sino por las multiples aplicaciones
que tiene en ramas de la industria farmacéutica
y de alimentos por ser rica en papaina (con
propiedades antibacterianas) y quimopapaina,
de donde se extrae el latex. La papaya es una
hierba y tiene muchos usos baratos; las hojas
se usan a menudo para ablandar carnes y
reducir la nebulosidad en la cerveza durante
su proceso de elaboracion (Starley et al., 1999;
Chen et al., 2001; Swain y Powell, 2001).

Se explora el uso de la papaya para producir
una vacuna contra la tuberculosis, cirticecosis
y otras enfermedades infecciosas en animales
(Tecson Mendoza et al., 2008).

EFECTOS DEL PRSV

El PRSV es el responsable de la enfermedad
mas importante en el cultivo de la papaya en el
mundo. Sus efectos en Brasil, Taiwan y Hawai
sirven para ilustrar el significado de este virus
para la industria a escala mundial.

La industrializacion para el comercio de la
papaya en Brasil comenzé en 1960 en los
estados de Rio de Janeiro y Sao Paulo. El
PRSYV fue detectado en estos dos estados en
1969 (Costa et al., 1969) y posteriormente, en
el estado de Ceara (Limay Gomes, 1975). Los
efectos destructivos del virus forzaron a la
industria brasilefia de papaya a moverse hacia
los estados del norte Espiritu Santo y Bahia.
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Entre 1973 y 1978, Sao Paulo y Rio de
Janeiro acumulaban el 90% de las
plantacionesy solo el 27% en 1984. En 1993,
en estos dos estados solo se plantaban 309
ha comparadas con las 4 792 ha en Espiritu
Santo y 16 073 ha en Bahia. La migracién de
la industria es directamente atribuible a los
efectos del PRSV. Desafortunadamente, el
PRSV ha afectado la industria y cada vez es
mas dificil el establecimiento de nuevos
campos gque temporalmente escapen del virus,
convirtiendo el manejo del virus en una practica
cada vez mas costosa y no siempre efectiva
(Gonsalves, 1998).

Taiwan es una pequefiaisla que no ha escapado
de la influencia de este virus. Su industria se
ha afectado. El PRSV fue detectado en 1974
en el sur de la isla y se distribuy6 por todo el
territorio en pocos afios. Los dafios del PRSV
han forzado a los campesinos a realizar cultivos
anuales. La mayoria de los campesinos han
solucionado sus problemas en el cultivo de la
papaya con cobertores que evitan la incidencia
de los é&fidos y garantizan la produccion. Los
cobertores son retirados después de pasar el
periodo critico y aunque las plantas son
infectadas posteriormente, los dafios no
afectan la produccién. Las plantaciones son
eliminadas y vueltas a plantar el afio siguiente.
La produccion de papaya en casa de cultivo es
extremadamente costosa pero
econdmicamente viable por los dividendos
obtenidos de las ventas. Como en Brasil, en
Taiwén el virus es la causa de las mayores
pérdidas unido a factores naturales como los
tifones (Gonsalves, 1998).

En Hawali, la situacion es muy similar. La
industria de la papaya comenzé en 1940 en
Oahu con cerca de 20 234 ha. El virus se
detect6 en 1945y las pérdidas provocaron que
en 1950 se trasladaran las plantaciones al area
de Puna. Estas se incrementaron de 650 ha
en 1960 a 2 250 haen 1990 mientras que en
Oahu han decrecido hasta 50 ha en 1990
(Gonsalves et al., 2004; Davidson, 2008).

En la India el PRSV provocé pérdidas de un
85-90% de la cosecha (Lokhande etal., 1992;
Hussain y Varma, 1994). En Bangladesh se han
alcanzado pérdidas de un 70-100% de las
producciones (Gonsalves, 2004). En Las
Filipinas una erupcion de PRSV en 1982
destruy6 la industria de la papaya a pequefa
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escala de la provincia de Cavite, en la isla de
Luzon. Por 1994, la enfermedad se habia
extendido por toda el area sur de Tagalog y el
rendimiento se redujo a un 80%. Desde la
erupcién de la enfermedad en Las Filipinas,
algunas medidas se han emprendido para
restringir el movimiento de papaya de laisla de
Luzon al resto del pais. A pesar de esto, la
infeccion de PRSV fue detectada en Visayas y
Mindanao, mientras amenaza las mayores
areas productoras de papaya (Golsalves,
2004).

EnAustralia, el virus fue identificado por primera
vez en 1991, en Wamuran, al sureste de
Queensland, luego se detectd en otras
regiones como Bundaberg, Dayboro y en los
suburbios nortefios de Brisbane (Chay-Prove
et al., 2000; Persley, 2004).

En Venezuela, el PRSV ha ocasionado la
pérdida total en siembras comerciales por lo
que se le considera como severa y endémica
en algunos estados (Vegas et al., 1997).

ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DEL
PRSV

Métodos convencionales

Los virus han atraido la atenciéon de los
investigadores por la importancia de las
enfermedades que producen y por las
dificultades que entrafia su control. Ademas,
han sido clave para la obtenci6on de
conocimientos fundamentales sobre la biologia
de los seres vivos (Robertson et al., 1995;
Sevillay Domingo, 1996; Aranda, 2006).

Se han desarrollado muchas alternativas para
el control del PRSV que incluyen el uso de
variedades tolerantes, practicas culturales y la
proteccién de plantas (Tripathi et al., 2008).
Ninguno de estos métodos por separado
provee de un control eficiente de la enfermedad.
En muchos casos, los mejores resultados se
logran utilizando estas medidas de forma
combinada.

En especies de Carica se ha encontrado
resistencia a PRSV de forma natural pero no
en C. papaya. Desafortunadamente, estas
especies silvestres son incompatibles con C.
papaya para realizar cruzamientos. La
introduccién de genes de resistencia en
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cultivares comerciales mediante hibridaciones
inter-especificas para lograr resistencia a
PRSV no ha sido muy viable ya que los cruces
resultan estériles (Yeh et al., 1998).

Galindo et al. (1978) emplearon diferentes
opciones de manejo para el PRSV como fueron
la aplicacién de citrolina, con el propésito de
limpiar el estilete del insecto vector del PRSV
(los afidos), el establecimiento de barreras
vivas con el pasto merkeron (Pennisetum
merkeri), aspersiones de pintura blanca como
repelente de &fidos y bandas de polietileno
amarillo con pegamento como trampas para
atraparlos. No obstante, ninguna de ellas logré
disminuir los efectos de esta enfermedad.

El control de los afidos, mediante el empleo de
pesticidas es inefectivo, ademéas de los
problemas medioambientales que causa. Otro
intento fallido en las estrategias de control del
PRSV, lo ha constituido la tactica de variar las
épocas de plantacién para evitar la incidencia
de los afidos y la de emplear cultivos
intercalados.

El empleo de aislados atenuados del virus para
pre-inocular las posturas de papaya antes de
ser llevadas a campo, ha permitido lograr
resistencia frente a aislados mas virulentos del
mismo virus. La utilizacién de esta estrategia
permitié una buena proteccion frente a aislados
locales en Hawai y disminuy¢ la severidad de
los sintomas, en dependencia del cultivar, hasta
cierta fase del cultivo. Sin embargo, el empleo
de este aislado atenuado no aporté los mismos
resultados en laisla de Oahu (Mau et al., 1989;
Ferreira et al., 1992; Pitz et al., 1994).
Finalmente, ha emergido como la Unica
solucion para el control de los afidos el
recubrimiento de la huerta entera con una red
de nylon resistente a la luz ultravioleta, medida
poco econémica y no respetuosa del medio
ambiente (Yeh y Gonsalves, 1984; 1994; Yeh
etal., 1988).

Resistencia derivada del patégeno

El fitomejoramiento convencional es un método
que utiliza hibridaciones, es lento y se limita a
un nimero reducido de genomas y a la
restriccion de las barreras naturales de
cruzamiento entre especies. Los avances en
el campo de la Biotecnologia Vegetal,
especificamente en la rama de la Biologia
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Molecular, han permitido sobrepasar estas
barreras y ofrecen la posibilidad de incorporar
en las plantas, cualidades de interés en
tiempos mucho mas cortos que los empleados
en los procesos de mejora clasica. Constituye
una metodologia especifica, dado que se estan
trasfiriendo o modificando en un planta, de
genoma conocido, solamente unos pocos
genes. Se trata, simplemente, de una
herramienta adicional que puede facilitar y
contribuir al mejoramiento de los cultivos, sin
reemplazar los métodos convencionales
(Hodson de Jaramillo, 2005).

A diferencia de los sistemas de seleccion y
cruzamiento, la transformacién genética
permite al mejorador introducir cualquier gen
de cualquier organismo en un cultivo. En la
practica, se pueden obtener un gran nimero
de lineas transformadas para un gen especifico
y efectuar andlisis para asegurar que la nueva
linea presente exactamente las mismas
caracteristicas de la linea parental a excepcion
de la nueva caracteristica introducida. De esta
manera, se puede tratar de introducir en el
genoma de una planta ciertas caracteristicas
que le confieran proteccion frente a un virus,
en base al conocimiento sobre los mecanismos
gue determinan la infeccion y la expresion de
los sintomas. Se evitan, ademas, los problemas
de las barreras entre especies, géneros o
familias y no se modifican las caracteristicas
agronémicas de las plantas (Llacer et al., 1997).
No obstante, no debe olvidarse que, una vez
introducido el gen deseado, los procesos de
seleccién son similares a los empleados en los
métodos convencionales de mejora. Una vez
que se obtiene una planta transgénica en el
laboratorio, se requieren varios afios de
mejoramiento, con el fin de, por un lado
asegurar que la nueva planta presenta
realmente todos los caracteres deseados y, en
forma complementaria, multiplicar las semillas
o los propagalos para su distribuciéon comercial
(Hodson de Jaramillo, 2005).

Durante los ultimos afios se han alcanzado
muchos progresos en las investigaciones que
se refieren a la interaccién molecular de los
virus con sus hospederos. Se ha establecido
gue para que ocurra una interaccion compatible
virus-planta, es necesario que el primero
complete una serie de etapas y el virus ha de
superar la defensa constitutiva y/o inducible de
la planta. Si tiene lugar una respuesta de
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defensa, esta tiene lugar simultdneamente con
los primeros ciclos de replicacion del virus y
este quedara confinado en unas pocas células
muertas. Si no es asi, el virus ha de moverse a
las células adyacentes a través de los
plasmodesmos y de ahi al sistema vascular y
colonizar sistémicamente la planta (Simon y
Bujarski, 1994; Roossinck, 1997; Aranda,
2006).

La transformacion genética de plantas para la
obtencién de resistencia a virus se ha basado
en el concepto de proteccion o resistencia
derivada del patégeno (PDR, del inglés -
Pathogen Derived Resistance) propuesto por
Sanford y Johnston (1985). Ellos plantearon que
la forma mas directa de generar resistencia a
virus era usando una porcion del propio genoma
del parasito (Fraile et al., 1995).

Los origenes se remontan a 1929, cuando
McKinney demostré que podia proteger de
infeccion por un aislado virulento del Virus del
mosaico del tabaco (TMV, del inglés - Tobacco
Mosaic Virus) a plantas de tabaco previamente
inoculadas con un aislado avirulento del mismo
virus, lo que se denominé proteccion cruzada
(Sanford y Johnston, 1985).

El concepto de resistencia derivada del
patégeno propone que la resistencia a un
patégeno particular puede ser obtenida
mediante la introduccién de un gen del genoma
del patdgeno a su hospedero. Se fundamenta
en el hecho de que en cualquier interaccion
hospedero-patdgeno se encuentran presentes
ciertas funciones celulares codificadas por el
patégeno, las cuales son esenciales para él,
pero no para el hospedero. Si se interrumpe
alguna de estas funciones, el proceso de
infeccion se puede impedir. Un requisito para
el uso de la proteccion mediada por el patégeno
es que ninguno de los mecanismos utilizados
puede interferir con funciones esenciales del
hospedero. La seleccion del gen adecuado del
patégeno es la clave para este tipo de
resistencia (Hodson de Jaramillo, 2005).

Se han descrito dos mecanismos que
funcionan en la resistencia a infecciones virales
en plantas transgénicas que expresan
secuencias virales: la resistencia mediada por
proteinas y la mediada por &cido ribonucleico
(ARN). La caracteristica comun de la
resistencia mediada por proteinas, es que
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usualmente esta correlacionada con altos
niveles de expresion del transgen, mientras que
la resistencia mediada por ARN, tipicamente
se asocia con su baja o no detectable
expresion. En muchos casos se ha utilizado el
gen de la proteina de la capsida (CP, del inglés
- Capsid Protein) que ha sido una de las mas
estudiadas y utilizadas (Chen et al., 2001), pues
existen muchos ejemplos que confirman que
confiere alta resistencia a virus de varios grupos
y se considera como una forma de proteccion
cruzada elaborada (Llacer et al., 1997;
Kaniewski y Lawson, 1998; Dasgupta et al.,
2003). Estas primeras evidencias, también
involucraban a la replicasa viral, proteina de
movimiento y a otros genes virales. El gen de
la CP esta generalmente bien caracterizado y
se puede aislar facilmente. Desde 1986,
cuando se describieron los primeros
experimentos, muchos han sido los intentos de
proteccion frente a infecciones virales mediante
la incorporacién al genoma de la planta de la
CP del virus, para su expresion de forma
constitutiva (Llacer et al., 1997).

La generacion de plantas transgénicas que
porten la version no traducible del gen de la
CP de un virus, ha mostrado resultados en
la induccidn de resistencia a virus. Plantas
que contengan transgenes en sentido,
antisentido, repeticiones invertidas y
promotores de estos transgenes vy
fragmentos de &cido desoxirribonucleico
(ADN) pueden exhibir silenciamiento
espontaneo (Dasgupta et al., 2003; Meins et
al., 2005; Gonsalves et al., 2006).

En cuanto a la respuesta de defensa, el mayor
hito ha consistido en el clonaje vy
caracterizacion de genes de resistencia de la
planta que estan involucrados en el
reconocimiento del virus y el
desencadenamiento de una respuesta cuyo
resultado consiste en el confinamiento de este
en unas pocas células inicialmente infectadas.
Este tipo de respuesta se denomina
hipersensible. Ademas, en un caso se ha
demostrado que un gen de resistencia puede
funcionar en un fondo genético heterélogo (gen
N de tabaco (Nicotiana tabacum L.) confiriendo
resistencia a TMV en tomate (Lycopersicum
sculentum L.) transgénicos).

La caracterizacion de factores en el hospedero,
las posibles barreras al movimiento vascular y
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la determinacion de su estructura y
funcionamiento son los retos de la investigacion
en esta area. De lo anterior, se deduce que el
estudio de los virus de plantas sigue teniendo
una enorme vigencia. En general, el mayor reto
para el estudio de la interacciéon virus-planta
consiste en identificar en hospedero y vectores
los factores que interaccionan con los que ya
se han identificado en los virus. Las
aproximaciones genéticas complementadas
con el andlisis mediante técnicas de biologia
celular, estan generando y han de generar
interesantes resultados en el futuro. Es de
esperar que el trabajo en esta area identifique
dianas especificas cuya manipulacion y
posterior generacion de plantas transgénicas,
sirva para atajar o reducir la incidencia de las
enfermedades de las plantas inducidas por
virus (Aranda, 2006).

El empleo de la Biotecnologia ha sido la
alternativa mas efectiva para el manejo del
PRSV. Con los avances de la Ingenieria
Genética en los afios 90, del siglo pasado, se
han abierto nuevas perspectivas de solucién
al problema (Chen et al., 2001). La utilizacion
de la Ingenieria Genética para inducir
resistencia a virus es considerada una opcién
l6gica en muchos casos donde las pérdidas
informadas lo justifican y no se ha encontrado
resistencia natural o nuevas variedades por
cruzamiento. Inicialmente, las pérdidas
causadas por enfermedades virales fueron
caracterizadas y cuantificadas. Estudios
epidemioldgicos preliminares sirvieron para
determinar la agresividad y prevalencia de
razas en diferentes areas. En el caso de que
existiera mas de un aislado en el area, se
empleaba el mas comun y agresivo; si existia
mas de una raza que provocara pérdidas
sustanciales, los genes de estas pueden ser
seleccionados para la transformacion
(Kaniewski y Lawson, 1998).

Los complejos escenarios y elevados niveles
de divergencia del PRSV en diferentes paises
constituyen un gran desafio para controlar el
virus. El éxito de muchas estrategias para su
control, empleando la resistencia mediante
Ingenieria Genética (Gonsalves, 1998; Chen et
al., 2001) y proteccion cruzada con aislados
atenuados (Rezende y Pacheco, 1998); confian
en la baja variacion de las secuencias dentro
de paises o regiones designadas (Tennant et
al., 1994) y la continua exclusion de aislados
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con mayor variabilidad. Esto puede lograrse en
paises donde la variacion de los aislados sea
baja y puedan asegurarse la cuarentena y
restriccion en el movimiento del material vegetal
infectado (Thomas y Dodman, 1993).

Donde la divergencia del PRSV es baja, altas
divergencias en poblaciones de cucurbitaceas
pueden actuar como depdsitos potenciales de
nuevos aislados de la raza P, la exclusion de
aislados también puede ser mas dificil donde
los paises estan mas préximos a otros
(Bateson et al., 2002). En general, la variacién
del PRSV esta relacionada principalmente con
la situacion geogréfica, mas que al rango de
las plantas hospedantes (Bateson et al., 1994).

La resistencia derivada del patogeno (PDR)
ofrece nuevas perspectivas para el control del
PRSV (Gonsalves, 1998). A partir de los
resultados informados por Abel et al. (1986) se
han sucedido un importante grupo de
resultados de este tipo de resistencia inducida
para controlar muchos virus de plantas
(Lomonossoff, 1995).

Expresion del gen de la proteina de la
capsida

Los genes virales para inducir resistencia se
seleccionan basados en analogias con
experiencias previas. Se ha demostrado
fragmentos de genes virales en plantas
transgénicas aportando resistencia. En
muchos casos se ha empleado el gen de la
proteina de la capsida. Este fue el primero que
se empled pues existen ejemplos que
confirman que confiere alta resistencia a virus
de varios grupos (Kaniewski y Lawson, 1998).

El desarrollo de plantas transgénicas
resistentes a enfermedades virales requiere de
una efectiva expresién de los transgenes
virales. La expresién del casete viral consiste
en un promotor y un terminador que controlan
la produccion del ARN mensajero del gen viral
en las plantas transgénicas. Generalmente, los
promotores constitutivos resultan en un alto
nivel de expresion del gen. El promotor 35S del
Virus del mosaico del coliflor en copias simples
0 dobles es el més frecuentemente utilizado
para expresar transgenes virales, aunque
existen otros promotores constitutivos que son
utilizados ocasionalmente. En situaciones en
que el virus se restrinja a ciertas células o
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tejidos, se pueden utilizar promotores
especificos para esos tejidos, aunque estos no
provean resistencia cuando se comparan con
promotores constitutivos fuertes que no se
expresan en estos mismos tejidos. La
expresion de los genes en construcciones
particulares debe ser considerada entre
diferentes especies de plantas y optimizar la
expresion del casete para cada especie. La
optimizacion de la expresion del gen para
inducir resistencia involucra muchos
elementos genéticos adicionales. En adicién al
casete de expresion del gen, los vectores de
transformacién tipicos contienen genes de
seleccion utilizados para distinguir los
transformantes. No existen evidencias de que
estos genes influyan en la resistencia
(Kaniewski y Lawson, 1998).

Transformacién de papaya con el gen de la CP

La transformacion de plantas mediante el
empleo del gen de la CP, ha sido el mejor
método encontrado para la protecciéon de las
plantas frente a la destructiva enfermedad
causada por el PRSV (Tripathi et al., 2004).

Los primeros trabajos en papaya fueron
realizados por Fitch y Manshardt en 1987
(Gonsalves, 1998). Pang y Sanford (1998)
refirieron que las células de papaya podian ser
transformadas pero no regeneradas.
Posteriormente se desarrollaron numerosos
esfuerzos para la regeneracidon via
organogénesis que no fueron efectivos. Sin
embargo, McGranahan et al. (1988)
desarrollaron una técnica para transformar y
regenerar cultivos embriogénicos con buenos
resultados. Los éxitos se sucedieron una vez
gue se tomé la decision de transformar cultivos
embriogénicos (Fitch y Manshardt, 1990). Entre
1988y 1989 se transformo este tipo de material
vegetal mediante pistola de genesy las plantas
regeneradas fueron mantenidas durante 15
meses en invernadero (Fitch et al., 1990; 1992).
A partir de este momento se continuaron los
trabajos de transformacion genética y comenz6
la evaluacion de la resistencia de estas lineas
transgénicas frente a aislados autoctonos y de
otras partes del mundo, y se lograron diferentes
niveles de resistencia (Tennant et al., 1994).

A partir de estos ensayos, se obtuvo una linea
con resistencia a todos los aislados con los
que fue confrontada, excepto el aislado de
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Tailandia, sin tener en cuenta la edad de las
plantas (Tennant et al., 1994). El homocig6tico
de esta linea se inoculd con este aislado
tailandés y resulté que en plantas grandes se
observaba resistencia o largos retrasos en la
manifestacién de los sintomas. Esto condujo
a la suposicion de que este fenédmeno estaba
regido por la proteccion mediante ARN (Lindbo
y Dougherty, 1992; Baulcombe, 1996). Luego
de algunos ensayos se comprobd que
efectivamente el transgen con la CP del virus
estaba siendo silenciado de forma post-
transcripcional (Tennant et al., 1997).

Por otra parte, Lindbo et al. (1993) trabajaron
en obtener resistencia de plantas transgénicas
que expresaban diversas formas del gen de la
CP. Ellos demostraron que la proteccion era
méas efectiva mientras mayor fuera la
homologia entre la secuencia introducida en el
genoma de la planta y el virus atacante.
‘Rainbow’ y ‘SunUp’ son variedades resistentes
al PRSV que se comercializan en Hawai
(Gonsalves, 1998; Manshardt, 1999). ‘SunUp’
es una linea resistente que contiene un sola
insercion del gen de la CP del virus en su
genoma (Fitch et al., 1992) mientras que
‘Rainbow’ es un hibrido de ‘SunUp’y el cultivar
no transgénico ‘Kapoho’ (Manshardt, 1999).
Tennant et al. (1994; 2001) informaron que
‘Rainbow’ era resistente a los aislados del PRSV
de Hawai, que poseian mas de un 97% de
homologia con el transgen de la CP empleado,
mientras que era susceptible a otros aislados
con porcentajes de homologia menores (89-
94%). Sin embargo, la variedad ‘SunUp’ fue
resistente incluso a aislados del virus que no
procedian de Hawai (Chiang et al., 2001).

Bau et al. (2003) utilizaron el gen de la CP de
un aislado severo del PRSV y lograron obtener
variados niveles de resistencia, incluyendo dos
lineas inmunes.

Igualmente, Davis y Ying (2004) transformaron
papaya mediante Agrobacterium tumefaciens
con diferentes construcciones a partir de la CP:
el gen en sentido, en antisentido, con ligeras
mutaciones en la cadena en sentido y en el
coddn de parada. Las lineas transformadas
fueron inoculadas mecanicamente con un
aislado del virus procedente de La Florida sin
lograr inmunidad al PRSV, pero si se
encontraron diferentes niveles de resistencia
en cada una de las construcciones.
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De igual manera, Huey-Jiunn et al. (2004)
realizaron ensayos con cuatro lineas de papaya
transgénicas en condiciones de campo. En el
control no transformado, el 100% de las plantas
se infectaron de forma natural entre los tres y
cinco meses después de plantadas, mientras
qgue solo entre el 20 y 30% de las plantas
transgénicas mostraron sintomas ligeros de la
infeccién consistentes en un moteado clorético
en algunas hojas. Gonsalves et al. (2004)
obtuvieron resultados similares con el cultivar
‘Sunrise’, donde todas las lineas no
transformadas perecieron a los 11 meses de
plantadas.

El nimero de plantas transgénicas con
sintomas de PRSV fluctia de acuerdo con la
estacion y las condiciones climaticas, con una
tendencia al incremento en las época fria y
lluviosa, y decrece en el verano (Huey-Jiunn et
al., 2004).

Se ha demostrado que los aislados de una
region, utilizados para inducir resistencia en
plantas transformadas con ellos, no son
efectivos en otras regiones. Gonsalves (2004)
lo demostro utilizando aislados procedentes de
Hawai para ser utilizados en Blangadesh, sin
lograr resistencia. A raiz de estos resultados,
se desarrollo un proyecto para obtener papaya
transgénica resistente al PRSV en este pais.

Gonsalves et al. (2006) refieren el empleo de
una nueva estrategia para la induccién de
resistencia al PRSV en papaya: emplear
fragmentos de aproximadamente 240 pares de
bases de la CP de aislados de diferentes
regiones y unirlos para formar diferentes
combinaciones y orientaciones para una mayor
eficacia en la resistencia al PRSV.

Silenciamiento postranscripcional de
genes

El objetivo de la transformacién genética para
la proteccioén a virus, con o sin expresion de
una proteina codificada por una secuencia
dada, es interferir con algin aspecto de la
multiplicacion del virus y de esta manera
conferir resistencia funcional.

Se ha identificado un nuevo mecanismo de
defensa inducible basado en el silenciamiento
postrascripcional de genes (PTGS, del inglés -
Post-transcriptional Gene Silencing) (Bau et al.,
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2003; Gonsalves et al., 2006), cuyo modo de
accion difiere, aparentemente, de la respuesta
hipersensible. Este mecanismo se fundamenta
en la degradacién especifica de ARN viral en el
citoplasma de las células infectadas.
Intervienen muchos componentes en el proceso
donde el ARN es degradado a pequefios
fragmentos de 21-27 nucleétidos. Estas
moléculas son las responsables de amplificar
y transmitir la sefal de silenciamiento al resto
de la planta (Stange, 2006). Se ha
descubierto que los virus cuentan con
mecanismos especificos para contrarrestar
este efecto (e.g. proteina HC-Pro de
Potyvirus, proteina 2b de Cucumovirus), de
donde se puede conjeturar que el
silenciamiento postrascripcional de genes
pudiera formar una barrera constitutiva y que
se emplea por las plantas para su defensa
frente al ataque de los virus. La identificacion
de barreras constitutivas y el esclarecimiento
de la cadena de sefales que da lugar a la
respuesta de defensa, constituyen retos para
la investigacién (Gal-On et al., 1998; Hodson
de Jaramillo, 2005; Lindbo y Dougherty, 2005;
Aranda, 2006). Esta resistencia es fuerte,
pero tiene un espectro estrecho porque su
naturaleza es dependiente de la homologia
de la secuencia (Masuta et al., 1998; Bau et
al., 2003).

Varios modelos han sido propuestos para
explicar el mecanismo de cémo ocurre el PTGS
y como produce resistencia en las plantas
transgénicas que expresan el transgen que es
homélogo al virus atacante. Estos incluyen el
modelo de nivel basal de ARN (Dougherty y
Parks, 1995; Smith et al., 1994), modelo de ARN
aberrante y pareamiento ectdpico (Baulcombe,
1996; Baulcombe e English, 1996; English et
al., 1996) y el modelo de PTGS inducido por
ARN de doble cadena (Metzlaff et al., 1997;
Montgomery y Fire, 1998; Waterhouse et al.,
1998). Casi siempre, los modelos proponen un
proceso de degradacion de la molécula de ARN
especifica.

Una ARN polimerasa dependiente de ARN
sintetiza pequefios fragmentos de ARN en
antisentido a partir del ARNm del trangen y este
se une a regiones complementarias del ARNm
viral en el citoplasma para formar ARN de doble
cadena, los cuales son degradados por
nucleasas especificas de doble cadena
(Mourrain et al., 2000). EI ARN viral en el
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citoplasma es blanco para la degradacién.
Trabajos recientes refieren la identificacion de
pequefias moléculas de ARN, de entre 21y 25
pares de bases, que corresponden a partes de
la doble cadena de ARN (dsRNA) en sentido o
antisentido del transgen que fue introducido
dentro del citoplasma (Hamilton y Baulcombe,
1999).

Segin Bau et al. (2005) las plantas
transgénicas con multiples copias del
transcripto de la versién no traducible del gen
de la CP del virus, tienen mayores posibilidades
de tener niveles estacionarios de ARN del
transgen y mayor resistencia al virus,
demostrando que estos niveles inducen la
actividad de degradacion del ARN. La capacidad
de inducir la degradacion postranscriptional del
ARN del transgen en ausencia del virus
(alterando el numero de la copia del transgen)
era una demostracion adicional de la naturaleza
celular de este sistema secuencia-especifico
de la degradacién del ARN.

Ademas, recibe una fuerte influencia de
factores ambientales y de desarrollo, lo que
implica que el mecanismo bésico esté
estrechamente vinculado con las rutas de
sensibilidad al estrés y las sefiales
ambientales. Estas sefiales actian en parte,
en el gen blanco y el silenciamiento requiere
de estos genes blancos para su activacion
(Meins et al., 2005).

Existen ejemplos diversos del empleo de este
método para la induccién de resistencia en
plantas transgénicas de papaya, no solo a
aislados del PRSV sino a estos unidos con
otros virus. Recientemente, Kung et al.
(2009), desarrollaron plantas transgénicas de
papaya que poseian una construcciéon
guimérica no traducible y contenia una region
truncada de la CP del Virus del mosaico
distorsionado de la papaya y una regién
truncada de la CP unido a la regién no
traducible 3’ del aislado YK del PRSV. Los
resultados mostraron que la resistencia a estos
dos virus de plantas era el resultado de dos o
mas copias del inserto a través del mecanismo
de silenciamiento postranscripcional de genes
mediado por ARN.
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