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Resumen

El pimentén es un cultivo importante en el estado Lara, donde
histéricamente se cosecha cerca del 50 % de la produccién nacional. Este cultivo
ha sido afectado en afios recientes por el incremento de un complejo de sintomas
aparentemente virales consistentes en enanismo, mosaico severo, apice
encrespado, hojas filiformes, ampollamiento y deformacion de hojas. Para
actualizar la informacién acerca de cuales virus afectan al cultivo, se colectaron
85 muestras en los municipios Iribarren, Jiménez y Torres del estado Lara, que
fueron analizadas usando estuches comerciales de ELISA para la deteccion de
ocho diferentes virus, varios de los cuales han sido sefialados en el pais afectando
al pimentoén y otras importantes solanaceas. Algunas de las muestras fueron
inoculadas en plantas indicadoras y sus particulas observadas al microscopio
electrénico de transmisién. La prueba del ELISA permitié detectar al
Cucumovirus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic cucumovirus, CMV),
tobravirus sonajero del tabaco (Tobacco rattle tobravirus, TRV), los potyvirus
Y de la papa (Potato Y potyvirus, PVY) y del grabado del tabaco (Tobacco etch
potyvirus, TEV), los tobamovirus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
tobamovirus, TMV) y del moteado suave del pimentén (Pepper mild mottle
tobamovirus, PMMOV), y los nepovirus de la mancha anillada del tomate
(Tomato ringspot nepovirus, ToRSV) y la mancha anillada del tabaco (Tobacco
ringspot nepovirus, TRSV). ElI TRV, ToRSV y el TRSV son detectados en
pimenton por primera vez en el pais.
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Introduccion

En el estado Lara, Venezuela,
esta ubicada la zona de mayor
produccion de hortalizas de pisos
altitudinales bajos, aportando cerca
del 52% del pimentén Capsicum
annuum L. que se consume en el pais
(29).

Sin embargo, el dinamico
sistema de cultivo (ciclo corto, siembra
continua durante todo el afio y manejo
intensivo de la plantacion) lo hacen
susceptible al ataque continuo de
plagas, varias de ellas transmisoras
de enfermedades. Dentro de estas, las
de etiologia viral, son consideradas
como limitantes ya que causan
disminucion de la calidad del fruto, y
cuando su incidencia es alta reducen
el rendimiento, que en algunos casos
puede estar cerca del 28% (6, 10),
considerandose que las pérdidas
pueden ser mayores cuando se
presentan infecciones multiples en el
campo.

En el pais, se han sefialado los
siguientes virus afectando al
pimenton: el virus del mosaico del
tabaco (tobacco mosaic virus, TMV),
género Tobamovirus; los virus Y de
la papa (potato virus Y, PVY) y del
grabado del tabaco (tobacco etch
virus, TEV), pertenecientes al género
Potyvirus; el virus del mosaico del
pepino (cucumber mosaic virus,
CMV), género Cucumovirus; el virus
del mosaico suave del pimentén
«VMSP» (pepper mild mosaic virus,
PMMsV) (7, 9, 10, 13, 14, 27), éste
ultimo considerado como un posible
miembro de la familia Potyviridae
(28), el virus X de la papa (potato X
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virus, PVX), género Potexvirus (20), y
el virus del moteado suave del
pimenton (pepper mild mottle virus,
PMMoV), género Tobamovirus (18).

En el pais también han sido
sefialados los siguientes virus en
tomate: el virus del mosaico amarillo
del tomate (VMAT o tomato yellow
mosaic virus, ToYMV), género
Begomovirus (8), TMV, TEV y CMV,
(6, 13, 15) con base en criterios
combinados de transmision por
vectores, observacion de la morfologia
de la particula en el microscopio
electronico de transmision, evaluacion
de sintomas sobre huéspedes
diferenciales y serologia. También
han sido detectados PVX, PVY, (20),
el virus de la atrofia del brote terminal
del tomate (tomato aspermy virus,
TAV), género Cucumovirus; el virus
del rayado del tabaco (tobacco streak
virus, TSV) género llarvirus; virus del
mosaico amarillento del calabacin
(zucchini yellow mosaic virus, ZYMV),
género Potyvirus; el virus del mosaico
del tomate (tomato mosaic virus,
ToMYV), género Tobamovirus; y el
virus de la mancha anular del tomate
(tomato ringspot virus, ToRSV),
género Nepovirus (21), utilizando la
técnica ELISA para su deteccion.

En 1999, se realizé un muestreo
con la finalidad de actualizar
informacion sobre algunos de los
posibles virus presentes en el cultivo
del pimentén en los municipios
Iribarren, Jiménezy Torres del estado
Lara, y posteriormente establecer
estrategias de manejo integrado de
estas enfermedades.
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Materiales y métodos

Colecta de muestras de
campo. En los municipios Iribarren,
Jiménez y Torres del estado Lara,
fueron colectadas muestras de hojas
de pimenton de los cultivares
‘Capistrano’, ‘Camelot’, ‘Jupiter NK’,
y ‘Cacique’, que indistintamente del
cultivar presentaban sintomas
aparentemente virales de mosaico,
pronunciamiento de venas, cogollos
encrespados, hojas filiformes, plantas
achaparradas y frutos pequefios y
deformes. También fueron colectadas
hojas de Datura inoxia Miller dentro
de las plantaciones muestreadas que
presentaban sintomas de
enrollamiento y mosaico. En total,
fueron colectadas 85 muestras que
fueron guardadas en bolsas plasticas,
etiquetadas por municipio de
procedencia y mantenidas en una
cava con hielo hasta su procesamiento
en el laboratorio.

Microscopia electrénica. La
observacién de las particulas virales
se hizo sobre un reducido nimero de
muestras de campo, y en plantas
inoculadas en el laboratorio, con un
microscopio electronico de
transmision Hitachi H-300 a 15.000
X, mediante preparaciones de
enjuague y posterior tinciéon negativa
con acetato de uranilo al 2% en
tampon fosfatoa 0,1 My pH 7,5.

Serologia (ELISA). Para
determinar la presencia de virus
mediante serologia, se utilizaron
estuches comerciales de diagnostico
provenientes de Agdia, Inc. especificos
para 8 virus: Virus sonajero del tabaco
(tobacco rattle virus, TRV), género
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Tobravirus; virus de la mancha
anular del tabaco, (tobacco ring spot
virus, TRSV), género Nepovirus, PVY,
TEV, PMMoV, ToRSV, CMV y TMV.
Todos los sistemas empleados se
basan en la técnica de doble sandwich
directo (DAS-ELISA), con anticuerpos
de captura policlonales. Para los casos
de PMMoV y CMV, los anticuerpos
secundarios o de deteccién son
monoclonales, y para los restantes
virus, policlonales. Los anticuerpos
secundarios estan conjugados a
fosfatasa alcalina.

Se siguieron los protocolos
descritos por el fabricante para cada
sistema de deteccién, que
esencialmente siguen la misma
secuencia y fundamento tedrico
detallado en la literatura
especializada (4, 12). Trozos de hojas
(0,5 g) fueron maceradas con mazo y
mortero frios y estériles en tampoén de
extraccion en proporcién 1:10. El
extracto se filtré a través de gasay se
coloco en las microplacas de titulaciéon
a razén de 100pl celda™ y se usaron
dos celdas muestra?, al igual que los
controles de tejido suministrados por
el fabricante para cada virus: positivo
(planta enferma), negativo (planta
sana), ademas del control absoluto
(tampon de extraccion). Los controles
liofilizados fueron hidratados
previamente en tampdn de extraccion
por 18 h a 4°C. El tiempo de
incubacién, enjuague y volumen de
aplicacion de los demas reactivos se
hizo de manera uniforme segun lo
descrito en el protocolo suministrado
por el fabricante. Las placas fueron
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analizadas en un lector de placas de
microtitulacion con un filtro de 405
nm, haciendo blanco en el control
absoluto. Debido al numero de
muestras analizadas, se usaron 2
placas para cada virus y se utiliz6 un
Unico control para cada par de placas.
Las placas provistas por el fabricante
son de poliestireno (DYNEX,
Immulon 2HB) de alta capacidad de
fijacion de proteina y de bajo

coeficiente de wvariacion de
absorbancia (intray entre placas). Se
consideraron como muestras positivas
aquellas que presentaron lecturas
promedio de absorbancia, mayores o
iguales que el promedio mas el doble
de la desviacion standard de las
lecturas de absorbancia del control
negativo (Pe, si Prom. X  e»
Prom.X +20,,) (4, 31).

(sano) (n-1

Resultados y discusion

Sintomas de campo vy
ocurrencia. Los sintomas
predominantes en las plantas de
pimenton, consistieron en un moteado
clordtico de intensidad variable y
mosaico, pronunciamiento de venas,
cogollos encrespados, hojas filiformes
y plantas achaparradas. Plantas de
D. inoxia presentaban sintomas de
enrollamiento y mosaico severo.
También se observaron plantas con
sintomas de mosaico que presentaban
frutos pequenos y deformes desde la
primera etapa de crecimiento. En las
siembras visitadas en los tres
municipios, la ocurrencia de estos
sintomas oscilé entre 30 y 70%.

Microscopia Electrénica Se
observaron escasas particulas en forma
de filamentos flexibles, en muestras de
campo y en las plantas indicadoras de
pimentén “Yolo Wonder’, ‘Capistrano’y
Datura inoxia que fueron inoculadas
con extracto de D. inoxia

Serologia Los promedios de
absorbancia para los controles y el
punto de corte se muestran en el
cuadro 1. Este criterio es arbitrario y
relativamente estricto, pero la
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seleccion de otros puntos de corte
comunmente utilizados, es también
empirica y arbitraria (4, 31).

Las pruebas de ELISA
permitieron detectar los virus: CMV,
TRV, PMMoV, TMV, PVY, ToRSV,
TRSVy TEV.

Segun estos resultados los virus
que se encontraron en infeccion
simple fueron el TMV, TRSVy CMV,
los demas fueron encontrados en
infeccién doble o multiple hasta en
combinaciones de ocho de ellos en una
sola planta.

El cuadro 2 muestra las diferentes
asociaciones de virus encontradas por
municipio, detectados utilizando ELISA.

En el municipio Jiménez se
encontraron asociaciones de 2 hasta
ocho virus inclusive, y donde se
encontré la menor presencia de estos
fue en el municipio Iribarren se
detecto la presencia de TMV, PMMoV,
TRSVy TEV. Aqui, s6lo TRSV ocurri6
como infeccion simple y el resto en
asociaciones dobles.

En el municipio Torres se
detecto la presencia de CMV, TMV,
PMMoV, TRSV, ToRSV y TEV, en
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infeccion simple o en asociacién de
hasta tres virus planta™.

El cuadro 3, muestra la incidencia
de los diferentes virus detectados en
pimentén en los municipios
muestreados en el estado Lara.

La mayor diversidad e
incidencia de virus se registré en el
Municipio Jiménez, donde fueron
detectados todos los virus
considerados en este estudio. Asi,
entre los de mas alta incidencia
destacan PMMoV y TEV con 100%,
ToRSV con 58,82%, TRSV con 50%, y

CMV con 35,29%; TMV, TRV y PVY
presentaron incidencias menores de
30%. Esto convierte al municipio
Jiménez en una fuente de dispersion
de los virus detectados con alto riesgo
e importancia econémica ya que es un
hecho conocido que provee plantulas
paralasiembra, no sélo a los restantes
municipios del estado, sino también
a otros estados del pais (21). Esta
situacién es particularmente
importante para los casos de PMMoV
y TMV gque son tobamovirus de muy
facil transmision mecanica (17, 32,

Cuadro 1. Promedio de absorbancia de controles positivos (enfermos)
y negativos (sanos), y punto de corte para los virus detectados
segun la desigualdad: P. enferma, si el Promedio de la
absorbancia de la muestra es mayor o igual a la absorbancia
promedio del control negativo + 2 veces la desv. estandar.
[Pe: Si Abs Prom X e» Abs Prom control neg +2 g, ]

Absorbancia de
controles a 405 nm

Estuche para: Control X, Prom o,, 20,, Ptode
Corte

CMV(Mab) + 0,840 1,042 0,941
(sano) - 0,148 0,254 0,201 0,075 0,150 0,351

PVY(Mab) + 1,012 0,922 0,967
(sano) - 0,200 0,210 0,205 0,007 0,014 0,219

TEV + 1,725 1,667 1,696
(sano) - 0,536 0,434 0,485 0,072 0,144 0,629

TRV + 1,101 1,275 1,188
(sano) - 0,491 0,395 0,443 0,068 0,136 0,579

PMMoV + 1,432 1,674 1,553
(sano) - 0,433 0,390 0,412 0,030 0,061 0,473

™™V + 1,655 1,853 1,754
(sano) - 0,422 0,277 0,350 0,103 0,205 0,555

ToRSV + 1,389 1,231 1,310
(sano) - 0,816 0,591 0,576 0,022 0,044 0,620

TRSV + 1,228 1,082 1,155
(sano) - 0,398 0,349 0,374 0,035 0,069 0,443
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Cuadro 3. Incidencia de virus en pimentén en tres municipios del

estado Lara. 1999.

Municipios

Virus Jiménez Iribarren Torres
PMMoV 100,00 11,11 31,25
TEV 100,00 11,11 16,67
TRSV 50,00 72,22 62,50
TMV 26,47 38,89 40,63
CMV 35,29 0 21,88
ToRSV 58,82 0 16,67
PVY 17,65 0 0

TRV 14,72 0 0

33). En el municipio Iribarren destaca
el TRSV, detectado en el 72,22% de
los casos, seguido del TMV con
38,39%, PMMoV y TEV, ambos con
11,11%. Los demas virus no fueron
detectados.

En el Municipio Torres no fueron
detectados TRV ni PVY:; los demas virus
fueron detectados en proporciones que
fluctuaron desde 16,67 hasta 62,50%.
Este municipio también es, de acuerdo
a estos resultados, una importante
fuente potencial de in6culo si llegase a
producir plantas para otras localidades.

Llama la atencién la baja
incidencia del PVY, que solo fue
detectado en el municipio Jiménez
(17,65%) y no en los restantes
municipios. Este virus se transmite de
manera no persistente y con facilidad
por varias especies de afidos, entre los
cuales destaca Myzus persicae (Sulzer)
(1), que ha sido identificado en el pais
(3) y para el momento del muestreo se
encontraron alados del mismo en las
plantaciones. La mayor incidencia de
CMV con relacién con PVY podria
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eventualmente explicarse debido a que
el primero tiene una mayor gama de
huéspedes, para el cual se han sefialado
mas de 190 especies en cerca de 40
familias hospederas, incrementando la
probabilidad de transmisién de las
malezas al cultivo (11, 17), lo que es de
dificil ocurrencia para PVY, ya que su
ambito natural de hospederas se
restringe a las solanaceas, aunque
experimentalmente infecta especies de
cuatro familias botanicas (1).

En una perspectiva mas amplia,
los tres virus detectados con
frecuencia superior al 50% en los
municipios muestreados fueron
PMMoV, TRSV y TEV (cuadro 4).

El PMMoV no tiene agentes
transmisores en la naturaleza, es
transmitido por semilla en alta
proporcién (ca. 29% en pimentoén), y se
transmite de manera mecénica con
facilidad a través de la manipulacion
en el transplante (ca. 41%) y por los
implementos utilizados en précticas
agronémicas como el cultivo
mecanizado y/o el aporque entre otras
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Cuadro 4. Incidencia de virus en pimentdn, Capsicum annum L. en los
municicpios Iribarren, Jiménezy Torres del estado Laraen
1999.

TRV CMV  PMMoV TMV PVY ToRSVY TRSV TEV

% 595 22,62 54,76 34,52 7,14 30,95 59,52 50,00

(32); todos estos factores podrian fundamentalmente a plantas vecinas
explicar su elevada incidencia. Por o0 a corta distancia cuando se usa riego
contraste, el otro tobamovirus por surcos, y eventualmente pueden
detectado (TMV), present6 una menor ser movidos a grandes distancias con
incidencia a pesar de haber sido restos de suelo en implementos
detectado en el pais con anterioridad, mecanizados.
probablemente debido a que se ha Las dos familias de nematodos
incorporado resistencia genética a sefialadas tienen representantes
TMV en algunos genotipos de C. descritos en el pais (2, 5, 22, 23, 25).
annuum desde hace algun tiempo (10). Asi, el TRV es transmitido por al menos
En cuanto a la deteccién de los 7 especies pertenecientes a los géneros
virus TRV (tobravirus), y TRSV, Trichodorusy Paratrichodorus (16, 26);
ToRSV (nepovirus) en pimentoén, su entre éstos géneros, so6lo se ha

importancia radica en que son identificado en Venezuela a
transmitidos por semilla en Paratrichodorus minor (Colbran, 1956)
proporcién variable (17, 26, 29, 30), Sidiqui, 1974 asociado a ornamentales

con riesgo potencial de diseminacién (23). ElI TRSV es transmitido por
por el uso de semilla no sometida a Xiphinema americanum Cobb 1913
control de calidad fitosanitaria y por (30) y esta presente en el pais, aunque
su movimiento como plantulas para asociado al cultivo del guayabo (5).
exportar a otros estados. Debido a la presencia de estos
El TRV es transmitido por vectores en el pais, y a la importancia
nematodos pertenecientes a la familia del dafio causado por los virus que
Trichodoridae (17, 26); el TRSV y estos transmiten al pimentén, es
ToRSV son transmitidos por especies necesario un estudio detallado para
de nematodos en la familia dilucidar su posible rol en la
Longidoridae (29, 30), por lo que la epidemiologia de estas enfermedades
diseminacion por estos agentes en el cultivo.
transmisores seria poco eficiente El TEV, fue detectado por
debido a la baja movilidad de los ELISA y los sintomas observados de
nematodos por si mismos a grandes hojas filiformes en plantas afectadas
distancias dentro de las plantaciones son caracteristicos para este virus,
(17). Su importancia radica en que que ya habia sido sefialado
podrian ser diseminadores de virus a previamente en el pais (6, 13, 24).
partir del iné6culo primario, Los resultados obtenidos en el
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presente trabajo aportan evidencia
corroborando investigaciones anteriores
(7,9, 10, 13, 18) enrelacion a la presencia
previa del CMV, PVY, TMV, TEV y
PMMoV infectando pimenton en el pais.

La deteccion de los virus
seflalados en este trabajo se basé
fundamentalmente en la prueba de
ELISA, lacual resulté suficientemente
especifica con los sistemas utilizados,
ya que permitié detectar de manera
mutuamente excluyente en varios
casos, muestras infectadas con virus

relacionados, tales como tobamovirus
(PMMoV y TMV), potyvirus (TEV y
PVY), vy nepovirus (TRSV y ToRSV)
(cuadro 2). En ambos nepovirus, se
sefiala que las pruebas serolégicas han
sido determinantes para su
identificacion diferencial, ya que se ha
sefialado que varias razas del TORSV
estan serolégicamente, pero esta
relacion entre el ToRSV con otros
nepovirus parece no existir (29, 30). El
ToRSV a sido detectado en tomate con
anteriormente en Venezuela (20).

Conclusiones

Se corrobora de investigaciones
anteriores la presenciade CMV, PVY,
TMV, TEV y PMMoV infectando
pimenton en el pais.

Se detect6 al TRV, TRSV y

ToRSV afectando pimentén en el pais,
considerando necesario confirmar la
presencia de los tres virus antes
mencionados con estudios especificos
para su identificacion.
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