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Deteccién de virus en zonas productoras de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) en Venezuela
I. Estados Aragua y Zulia®

Detection of viruses from tomato-growing zones in Venezuela.
I. Aragua and Zulia States
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Resumen

En el estado Aragua se colectaron 24 muestras de tomate, 2 de pimentén
y 11 de malezas en 6 localidades, en el estado Zulia se tomaron 21 muestras
de tomate en 10 localidades, con el propésito de detectar a través de pruehas
inmunoenzims:ticas la presencia de los virus: X y Y de la papa (PVX, PVY),
del mosaico del pepino (CMV), del grabado del tabaco (TEV), del mosaic» del
tabaco (TMV) y del marchitamiento y manchado del tomate (TSWV); 3 con
hibridacién de Acidos nucléicos geminivirus. En Aragua se encontré tomate
con infeccién simple de los virus PVY, CMV, TEV y geminivirus en cinco
muestras, pimentén con asociacién de PVX, PVY, CMV y TEV, y en malezas
se detectaron PVX, PVY y geminivirus en Amaranthus sp., PVXy geminivirus
en Echininochloa colonum L. (Link), y geminivirus en Ipomoea sp. y Portulaca
oleracea L. En el estado Zulia sélo una muestra present6é CMV y cinco
muestras geminivirus.
Palabras claves: Deteccién, virus, tomate.

Abstract

In Aragua state were colected 24 samples of tomato, 2 of pepper and 11
of weed in six different localities. In Zulia state 21 samples of tomato were
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colected in 10 different places. The virus detection was made through
enzymo-linked immunosorbent assays for potato X and Y virus (PVX, PVY),
cucumber mosaic virus (CMV), tobacco etch virus (TEV) and tomato spoted
wilt virus (TSWV). The geminivirus was detected with nucleic acid
hybridization. In Aragua state was found simple infection in tomato for VY,
CMV, TEV and geminivirus 5 samples, in pepper was detected in associated
form PVX, PVY, CMV and TEV, but geminivirus was not detected. PVX, PVY
and geminivirus were detected in associated form in Amaranthus sp. and PVX
and geminivirus in Echinochloa colonum L. (Link), and geminivirus in
Ipomoea sp. and Portulaca oleracea L. In Zulia state only one sample had
CMV and 5 samples showed geminivirus.

Key words: Detection, viruses, tomato.

Introduccién

En el cultivo del tomate en Ve-
nezuela las enfermedades virales
han causado dafos econémicos con-
siderables; esta situacién se ha agra-
vado, ya que no existe control quimi-
co y sélo a través de resistencia ge-
nética es posible lograr superar ésta
situacién. En el pais han sido sefia-
lados varios virus afectando el culti-
vo del tomate: el virus del mosaico
amarillento del tomate (VMAT) (10),
el virus del grabado del tabaco (TEV)
(9), asociacién del VMAT y el virus
del mosaico del tabaco (TMV) en ma-
yOT proporcién, y en menor propor-
cién solos o combinados el virus del
mosaico del pepino (CMV), el TEV y
el TMV (12). En el afio 1978 se sefialé
el rango de hospederos, transmisién
y estudio de propiedades fisicas del

VMAT (11) y hasta el presente no ha
habido ningin otro trabajo publica-
do que senale la presencia de nusvos
virus, ni su dispersién en el pais. Hoy
en dia la deteccién de virus se estd
realizando a través de técnicas rapi-
das como ensayos inmunoenzimati-
cos (ELISA), hibridacién con sondas
de ADN viral (3, 7) tanto en muestras
de plantas como del vector (8), y muy
recientemente el uso de la reaccién
en cadena de la polimerasa (FCR)
(13, 14).

En este trabajo se planteé como
objetivo detectar los virus asociados
al cultivo del tomate en Venezuela,
iniciandose el muestreo en las zonas
tomateras de los estados Aragua y
Zulia.

Materiales y métodos

Muestreo: Las zonas de pro-
duccién de tomate de los estados Ara-
gua y Zulia fueron muestreadas en
los meses de octubre a diciembre y de
febrero a abril de 1992, respectiva-
mente. Se colectaron 22 muestras de

tomate (TA), 12 de malezas (MA) y 2
de pimentén (PA) en 6 localidades
del estado Aragua y 21 muestras de
tomate (TZ) en localidades del eszado
Zulia. El muestreo se realizé toman-
do la precaucién de usar las bolsas
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plésticas de coleccién como guantes,
para no contaminar las muestras,
las cuales estuvieron constituidas
por hojas j6venes de plantas con sin-
tomas aparentes de virosis y en algu-
nos casos de plantas aparentemente
sanas.

Una vez colectadas las mues-
tras, se procedié a su traslado al la-
boratorio en una cava con hielo. Se
secaron a temperatura ambiente en-
tre dos hojas de papel absorbente;
posteriormente se cortaron finamen-
tey se dividieron en cuatro submues-
tras: banco de virus, prueba de ELI-
SA, prueba de hibridacién y reserva.
Las muestras se conservaron en-
vueltas en toallas faciales, las cuales
se colocaron en tubos de pldstico con
tapas, que contenian un tercio de su
volumen con silica gel, a una tempe-
ratura de - 4°C.

Deteccién de virus. ELISA:
se utilizaron 6 estuches (Kits) de Ag-
dia ELISA Assays, por escasez de
material para detectar el PVXy PVY
s6lo se procesaron las siguientes
muestras: tomate del estado Zulia y,
tomate, pimentén y 2 malezas del
estado Aragua. Para los virus CMV,
TEV y TSWV se lograron procesar
todas las muestras colectadas (cua-
dro 1).

El buffer de extraccion se pre-
paré con 2 ml de Tween 20 (5), 4 g de
clara de huevo, 2 g de polivinil pirro-
lidol PM 10.000 (o), y se llevé a 100
ml con buffer fosfato salino-Tween
20 (PBS-Tween).

La muestra se preparé mace-
rando el tejido seco y picado en buffer
de extraccién, en proporcién 1:15
(p/v, respectivamente), en bolsas de

)

3

plastico con ayuda de un mazo de
mortero. La enzima conjugada fue
diluida con buffer de extraccién en
proporcién 1:4 y se preparé justo an-
tes de su uso. La solucion buffer o-fi:-
nilennediamina (OPD), contiene 40
ml de peréxido de hidrégeno al 30%,
5.1g de Acido citrico, 7.33 g de fosfato
de sodio dibésico y un pH de 5.0.

Procedimiento: Una vez es-
tablecidas las posiciones en las pla-
cas de las muestras y controles posi-
tivos y negativos absolutos o buffar
de extraccién, se colocaron 100 pl de
muestra preparada en cada celda, va
que las placas contienen el anticuer-
po; sélo para las placas de PVX y
PVY no se usaron duplicados e
muestras. Las placas fueron incuta-
das a 25°C por 2 h. Las placas se
lavaron 3 veces con PRS-Tween, y se
agreg6 en cada celda 100 pl de enzi-
ma conjugada, se incubé por 2h a
25°C, se lavé 3 veces con PRS.
Tween, v se agregé en cada celda 100
pL de solucién OPD recién prepa-a-
da; luego se incubd por 30 min a
25° C. La reaccién se detuvo cuando
el color fue intenso en los controles
positivos y sin color en los negativos
absolutos, con 50 pL de acido sulfu-
rico 3M en cada celda. Posteriormen-
te, se tomaron las lecturas de absor-
bancia con un lector ELISA a4 490 nm
y se tomé como resultados positivos
aquellos que tuvieron valores de ab-
sorbancia mayores a dos veces el va-
lor de absorbancia del control nega-
tivo absoluto (4).

Hibridacién: Fsta parte de la
investigacién se llevio a cabo en los
Laboratorios de Biologia Molect lar
del Centro Agrondémico Tropical de
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Cuadro 1. Repuesta positiva a virus X de la papa (PVX), virus Y de
la papa (PVY), virus del mosaico del pepino (CMV) y virus
del grabado del tabaco (TEV) a través de ELISA, en
muestras de tomate, pimentén y malezas de los estados

Araguay Zulia

Estado  Municip

io

Localidad

Aragua  Zamora

Valle de
Tucutunemo
Parcela # 2

Muestra*

Virus detectados

PVX

PVY CMV

Tomate (3)
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

Positivo
Positivo

Positivo

Parcela 57

Toroate (2)
Pimentén
Pimentén
Jussiacea linifolia
Portulaca oleracea
Ipomoea sp.
Amaranthus sp.

Echinochloa colunum

Edipta alba
Cyperus rotundus

Positivo
Positivo

Positive
Positivo

Melampodium divaricatum

Cucumis dipsaceus
Euphorbia sp.

Positivo
Positivo

Pasitivo
Pasitivo

Positivo

_TEV

Positivo

Parcela 176

Tomate
Tomate
Tomate
Commelina diffusa

Puositivo

Casa Blanca
Parcela # 1

Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positiva

_Parcela #2

Tomate (2)

Camatagua

Mucura

Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

Positivo

Positivo

Sositive

Bolfvar

San Mateo

Tomate (2}

Zulia Phez

El Escondido

Tomate (8)
Tomate

Positivo

Puerto Rosa

Tomate

El Molinete

Tomate (6)

La Tigra

Tomate (4)

E! Espanto

Tomate

* El nmero entre paréntesis indica el nGmero de muestras colectadss.
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Investigacién y Ensefianza (CATIE),
Costa Rica, para detectar geminivi-
rus. Se utilizé la téenica de hibrida-
cién de 4cidos nucleicos, empleando
el sistema Photo Gene TM de BRL,
con una sonda genérica biotinilada
del virus chino del tomate segtin el
procedimiento de Bio Nick Labeling
System TM de GIBCO BRL (1), para
pruebas con 4cidos nucléicos, pro-
porcionada por la Dra. Judith K.
Brown (Universidad de Arizona,
EE.UU.). Esta técnica se resume en
cuatro fases: marcado de la sonda,

preparacién de la muestra, hibrida-
cién y deteccién de la hibridacién (€).
Si la respuesta es positiva aparece
una mancha grabada en la pelicula,
cuya intensidad ser4 proporcional a
la concentracién de sAcido nucléizo
presente en la membrana.

Esta técnica se probé en cinco
muestras de tomate, cuatro malezas
y dos de pimentén provenientes de
Aragua y en cinco muestras de toma-
te del estado Zulia.

Resultados y discusion

De los virus detectados a través
de ELISA sélo se presentan los resul-
tados de deteccién de cuatro de los
seis virus probados, debide a que
para el TMV las lecturas de absor-
bancia fueron muy semejantes para
los controles negativo absoluto y po-
sitivo (0.047 y 0.052 respectivamen-
te); en el caso del TSWV el valor de
la lectura del control negativo fue
mayor que el control positivo (0.25 y
0.043, respectivamente). Por esta ra-
zén no se discuten los resultados
para estos dos virus, ya que no se
pudo comparar con los controles a
pesar de haberse observado una res-
puesta colorimétrica.

Para el PVX hubo respuesta po-
sitiva en seis muestras del estado
Aragua: dos de TA, dos de PA y dos
de MA [Amaranthus sp. y Echino-
chloa colonum L. (Link)]. En toaas
las muestras del estado Zulia la res-
puesta fue negativa.

En la prueba de deteccién del
PVY dos muestras de pimentén, cua-
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tro de tomate y una de la maleza pira
(Amaranthus sp.), provenientes cel
estado Aragua, fueron positivas; las
muestra del estado Zulia no presen-
taron respuesta positiva.

Tres muestras de tomate y una
de pimentén colectadas en Aragua
fueron positivas para CMV, al igual
que una sola muestra de El Escondi-
do, Municipio P4ez, estado Zulia.

Para el TEV se observé una
respuesta positiva en una de las
muestras de pimentén y en tres de
tomate del estado Aragua y no se
detecté el virus en las muestras Jel
estado Zulia.

En la figura 1 se aprecia la gre-
sencia de geminivirus en las mues-
tras de tomate de Aragua y Zulia, asi
como en las malezas Portulaca ole-
racea L. y Amaranthus sp., y tem-
bién para Ipomoea sp. y Echinochloa
colonum L. (Link), donde la respu.es-
ta fue positiva pero leve, todas las
malezas provienen del estado Ara-
gua, pudiéndose asociar esta detec-
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Deteccién de gemini virus en tomate, pimentén y malezas de
los estados Aragua y Zulia, mediante hibridacién no
radioactiva de dcidos nucleicos*

a3-a7 Tomate del estado Zulia

c3-c7 Tomate del estado Aragua

ed Portulaca oleracea L. del estado Aragua

e5 Ipomoea sp. del estado Aragua

€6 Amaranthus sp. del estado Aragua

€7 Echinochloa colonum L. (Link) del estado Aragua

gl Pimentén

g2 Pimentén

g6 Planta sana (Control negativo)

g7 Buffer de extraccion (Control negativo absoluto)

b,d y f dilucién 1:50

* La intensidad de la impresiéon serd proporcional a la
concentraciéon de dcido nucleico presente en la membrana.



Rev. Fac. Agron. (LUZ) 1996, 13: 285-292

¢ién con VMAT, dado que se utilizé
una sonda genérica para geminivi-
rus. La respuesta fue negativa para
pimentén de Aragua.

~ Analizando el conjunto de
pruebas realizadas se puede obser-
var que en una de las muestras de
pimentén de Aragua se presenté
PVX, PVY, CMV y TEV, en forma
asociada, y no se present$ geminivi-

rus. Las malezas colectadas en el

estado Aragua presentaron: asocia-
cién de PVX, PVY y geminivirus en
Amaranthus sp. PVX y geminivirus
en Echinochloa colonum L. (Link), y
geminivirus en Ipomoea sp. y Por-
tulaca oleracea L. En tomate del es-
tado Aragua se detecté PVY, CMV y
TEV en forma aislada y geminivirus,
concordando con lo seiialado por de
Uzcategui y Lastra (11). En el estado
Zulia sélo se observé una muestra
con CMV y cinco con geminivirus
(cuadro 1).

En el estado Zulia sélo una
muestra fue positiva para CMV y
cinco para geminivirus, esto posible-
mente debido al aislamiento geogra-
fico con las zonas productoras endé-

micas para enfermedades virales
como Lara, Guarico, Portuguesa, en-
tre otras. Aunque la presencia de
CMV y geminivirus pudiera ser
preocupante, hay que destacar que
sélo fue en una finca de una locali-
dad, en la cual se constaté que el
material de transplante utilizado
provenia de Quibor, estado Lara,
zona realmente endémica.

Dado que el vector de geminivi-
rus es la mosca blanca (Bemisia
tabaci, Gennadius, Homopterz:
Aleyrodidae), y que el sistema de
rotacién de los productores en el Zu -
lia es tomate, patilla y melén, donde
el vector es plaga importante en esos
cultivos, se requiere iniciar estudios
con muestreos mas detallados de 1a
zona, de transmisién de poblaciones
de insectos vectores, rango de hospe-
deros (2, 5, 15), de deteccién con téc-
nicas mas precisas como hibridacié
tanto en planta como en el vector (8),
PCR (13, 14), cadena doble y simplz
de ARN (6, 16) que hacen posible un
diagnéstico rapido y un monitoreo dz
la enfermedad y del vector en el cam-
po.
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