PRESENCIA DE VIRUS DE ARN EN PLANTAS DE CHILE
PARA SECADO CON SINTOMAS ESPECIFICOS

Presence of RNA viruses in dried chile pepper with specific symptoms
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RESUMEN

Las enfermedades de chile para secado causa-
das por la infeccidn viral son comunes en {os esta-
dos de San Luis Potosi y Zacatecas. La ocurrencia
de virus de ARN asi como miembros de los Ge-
minivirus ha side mencicnada en esta area. El ob-
jetivo de este trabajo fue detectar la presencia de
virus de ARN en plantas de chile para secado que
mostraban una sintomatologia especifica asi como
estimar una posible relacidn entre la concentracion
viral y sintomas especificos. Burante el ciclo de
cultivo 2014 plantas de chile para secado con sin-
tomas de yema grande, tallo excesivamente largo,
hoja pequeia o amarillamiento fueron colectadas v
analizadas por medio de ELISA para detectar PVY,
CMV, PepiMoV, TEV y TMV. La presencia de los
cinco virus fue detectada en muestras de las sin-
tomatologias mencionadas, aungue su incidencia
fue variable. Solamente se detectaron infecciones
mixtas {dos 0 mas virus en una muestra). En la ma-
yoria de los casos la concentracion virai fue similar
enire los virus encontrados en muestras que mos-
traban la misma sintomatclogia aungue en otros
casos los vaiores de la concentracion vital tendlan
a agrupar dos o tres virus, sin embargo, no se logro
establecer una tendencia clara.

Palabras clave: yema grande, hoja pequefia,
PVY, CMV, PepMov, TEV, TMV

SUMMARY

Dried chile pepper diseases caused by virus in-
fection are common in the states of San Luis Potosi
and Zacatecas. Occurrence of RNA viruses as welf
as members of Geminivirus has been mentioned in
this area causing diverse symptomatologies. The
goatl of this study was to detect the presence of
RNA viruses in dried chile pepper plants showing
specific symptoms as well as to estimate a poten-
tial relationship between viral concentration and
specific symptoms. During the 2014 crop season
dried chile pepper plants showing symptoms like
big bud, excessively large stem, litle leaf or ye-
llowing were collected and analyzed by means of
ELISA to detect PVY, CMV, PepMoV, TEV, ard
TMV. Presence of the five viruses was detected
in samples of the menticned symptomatologies
although their incidence was variable; only mixed
infections (fwo or more viruses in a single simple)
were found. In most cases the viral concentration
was similar ameng viruses found in samples with a
commen symptomatology although in other cases
the viral concentration values tended to put toge-
ther two or three viruses, however, a clear trend
was hot identified,
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INTRODUCCION

Los estados de Zacatecas y San Luis Potosi
son importantes productores de chile para seca-
do (Capsicum annuum L) en el norte centro de
México; en el primero se llegan a cultivar hasta 38,
000 hectareas anualmente (Zegbe ef al, 2012).
Sin embargo, la productividad del cultivo es aba-
tida por la incidencia de enfermedades de origen
fungoso, bacteriano y viral, en esta area se ha
reportado la presencia de virus no persistentes,
curtovirus v begomovirus en plantas de diferentes
tipos de chile para secado (Velasquez-Valle ef al,
2008; Velasquez-Valle ef af., 2012; Reveles-Torres
et al.,, 2012); aunque no se posee una estimacion
economica del impacto de este tipo de enferme-
dades en ambos estados, se estima que en Méxi-
co el cudtivo de chile sufre pérdidas causadas por
enfermedades virales que varian entre 20 y 30%
(Anaya-Lopez et al, 2003). La expresién de sin-
tomas en plantas de chile infectadas con virus de
ARN no persistentes es amplia, no especifica y se
encuentra sujeta 2 multiples factores como el ge-
notipo del hospedanie y del virus, edad de la planta
al momento de la infeccion y las condiciones am-
bientales, entre los mas comunes; no chstante, Ia
presencia de sintomas como mosaico, moteado,
enanismo y deformacién de hojas y ftos es fre-
cuente en las plantas infeciadas con ese tipo de
patbgenos. Diversas sintomatologias que sélo
concuerdan parcialmente con los sintomas men-
cionados previamente han sido encontradas en
la regién donde se localizan ambos estados; en-
tre ellas destacan las denominadas yema gran-
de, amariflamientos, elongamiento del tallo y hoja
pequeia. La infeccion por fitoplasmas se ha men-
ciohado como responsable de una sintomatologia
similar a yema grande y hoja pequefa (Santos-
Cervantes ef al, 2008; Randall ef al, 2009); en
las plantas con sintomas de amarillamiento se ha
aetectado la presencia del Bee! mifd cury top /#ms
(BMCTV) (Velasquez-Valle et al, 2008) pero en las

plantas con elongamiento del talflo no se han reali-
zado trabajos de deteccion de patégenos. Aunque
se conoce la presencia de virus no persistentes
en las plantas de chile de esta region se ignora su
incidencia en plantas que muestran sintomas es-
pecificos como los sefialados previamente por lo
gue &l objetivo del trabajo consistit en detectar la
presencia de virus no persistentes en plantas da
diferentes tipos de chile para_secade con sintomas
especificos asi como la posible relacion de {a con-
centracion viral con la sintomatologia expresada.

MATERIALES Y METODOS

Durante el ciclo de cuitivo primavera verano
de 2014 se colectaron plantas con diferentes sin-
tomas especificos en el area productora de chile
para secado en €l altiplano de San Luis Potosi v
Zacatecas, Las plantas colectadas al azar en par-
celas comerciales mostraban sintomas especificos
como yema grande (YG), elongamiento del talio
{LAR), hoja pequefia (HP) y amarillamiento {AM).
En cada parcela se colectd un nimero variable
de plantas con una sintormatologla especifica. Las
plantas se tfrasladaron al laboratoric de fitopatolo-
gia del Campo Experimental Zacatecas (INIFAP)
donde se sometieron a la prueba seroldgica DAS-
ELiSA para los virus del mosaico del tabaco (TMV:
Tobacco etch virus), def mosaico del pepino (CMV.
Cucumber mosaic virus), Y de la papa (PVY: FPo-
tato virus Y}, del moteado del chile (PepMoV: Fe-
pper mottle virusy y del jaspeado del tabaco (TEV:
Tobacco elfch virus). Las celdas de las placas se
tapizaron en forma separada a partir de anfisueros
especificos para las proteinas de cubierta de los
virus mencionados; a cada celda se fe agregaron
100 yl de la savia obtenida del tejide; en ef pro-
ceso se le agregd un volumen igual de conjugado
lgG-fosfatasa alcalina. Finalmente se agregaron
100 pL de sustrato PNP difluido en buffer de sus-
trato a cada ceida de la placa, la cual se incubd
en camara hiimeda a temperatura ambiente y en
oscuridad. La lectura de absorbancia se realizé en
un espectofotémetro Plate-Reader Mca. DAS Mod.
A1 a una longitud de onda de 405 nm para todos




los virus. Como criterio para determinar el limite de
deteccion se utilizé ef valor duplicado de la desvia-
cién estandar (S) del festigo negativo; los valores
superiores a ese limite de deteccitn se considera-
ron positivos (Velasquez-Valle ef af,, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Datos generales del muestreo

Se fomaron 416 muestras en 22 parcelas co-
merciales de chile para secado en los estados de
San Luis Potosl y Zacatecas, México, de las cuales
129 (31%), 84 (20.2%), 81 (19.5%) y 122 (29.3%)
mostraban sintomas de YG, LAR, HP y AM respec-
tivarmente. Se colectaron muestras de los tipos de
chile Ancho (247 muestras), Puya (126 muestras)
y Mirasol (43 muestras) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sintomatologia, tipo de chile para secado, nlimero de muestras colectadas y
ndmero de virus de ARN analizados por parcela

Sintomatologia Parceia Tipo de chila Muestras coleciades Viris anializados
Yema grande 1 Ancho 23 5
2 Ancho 23 5
3 Mirasal 22 5
4 Puva 20 3
5 Puva 21 3
6 Ancho 20 2
LAR 7 Puva 3 5
8 Ancho 20 2
g Puya 20 5
10 Ancho 22 4
11 Ancho 19 4
Hoia peauenia 12 Ancho 18 4
13 Ancho 21 5
14 Mirasal 21 3
18 Puva 20 8
Amarillamiento 16 Puya 12 5
17 Ancho 20 2
18 Ancho 20 5
19 Ansho 19 5
20 Ancho g 5
21 Plva 19 3
22 Puya 11 3
Total: 416

Frecuencia de deteccion de virus de
ARN por sintomatologia.

Se detecto la presencia de los ¢inco virus
analizados en las muestras de las cuatro
sinftomatologias; sin embargo, la incidencia
o frecuencia de deteccion de cada patége-
no presentd rangos variables atin dentro de
una sintomatologia particular o en untipo de
chite. Por ofro lado, solamente se detecta-
ron infecciones mixtas que incluian un nu-

mero variable de agentes virales (Cuadro
y2).

El sintoma de YG (los sépalos de la flor
se mantienen unidos, se desarrollan excesi-
vamente y sustituyen al fruto), ha sido atri-
buido a la infeccién por fitoplasmas tanto en
chile como en jitomate (Randall et al., 2009;
Vellios v Lioliopoulou, 2007} aungue en estos re-
portes no s& hace mencion de la posible presencia
de ofros patdgenos virales. En las muestras con
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YG colectadas en San Luis Potosi v Zacatecas se  para TMV, CMV, PVY y TEV respectivamente. Pe-

obtuvieron rangos de deteccion de 38.1 a 100%,
304 a 52.2%, de 17.4 a 100% y de 4.3 a 100%

pMOV se analizd en solamente dos parcelas don-
de alcanzé una incidencia de 100% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Incidencia (%) de TMV, CMV, PVY, PepMOV y TEV en plantas de chile para
secado con sintomatologia especifica. '

Sintoma: YG
Tipts de chille ™V CMV BYY PapMOV TEV
Ancho 826 522 174 ND 43
Ancho 73.9 04 100 100 100
Ancho 45 ND 65 ND N
Mirasol 3 381 100 108 813
Puya 95 35 D ND 1048
Puya 140 45 ND MD Lty
Sioma; LAR
Fuya 100 iae 160 68.7 88.7
Fuya 50 0 80 100 15
Ancho 3 ND 40 ‘NG [in]
Ancho 80 25 25 ND 35
Ancho 160 40 20 ND 20
Sintoma: hoja pequeda
Ancho 180 30 & ND 36
Ancha 42.8 14.3 857 76.2 80.5
Birasel 333 76.2 20.5 85,2 857
Piya a0 . 15 56 95 &
Sintoma: amariliamisntos
Puya &G 50 583 100 25
Puya 100 21 ND NB WD
Puya 100 8.1 ND ND 100
Ancho 30 ND 15 WD ND
Anche BS 30 100 95 164
Ancho 10.5 10.5 895 42.1 100
Ancho 87.1 52.4 0.9 857 573
Las plantas con sinfomas LAR manifestaron  pectivamente (Cuadro 2).

rangos de deteccién entre 35 y 100%, 25 y 100%,
20 y 100% 66.7 a 100% (solo dos parcelas) y de
18 & 68.7% para TMV, CMV, PVY, PepMOV y TEV
respectivamente (Cuadro 2).

Ei rango de deteccién de virus en plantas con
sintoma de hoja pequefia (asociado con la infec-
cidn por fitoplasmas) resultd de 33.3 a 100%, 14.3
a762%, 5a905%, de 762 a952% ydeb5a
90.5% para TMV, CMV, PV, PepMOV y TEV res-

Los sintomas mas frecuentes del amarillamien-
o provocado por BMCTV involucran la clorosis o
amarillamiento def follaje; enanismo severo, follaje
rigido y pérdida de estructuras reproductivas (Ve-
lasquez-Valle ef al,, 2008); en las plantas colecta-
das con esos sintomas, el rango de deteccion viral
vario entre 10.5y 100%, 9.1y 52.4%, 15 a 100%,
42 1a100% y de 25 a 100% para TMV, CMV, PVY,
PepMOV y TEV respectivamente (Cuadro 2).




Concentracion de virus de ARN por tipo
de chile y sintoma especifico.

En térmings generales los valores de la con-
centracion viral (CV) de los cinco virus en los tres
tipos de chile con sintomas de YG son compara-

bles de acuerdo con los valores de la desviacion
estandar auncue ocasionalmente estos valores
llegan a formar grupos como en el caso de CMV
donde la CV del primer grupo de plantas def fipo
Puya es diferente de la del grupc de plantas del
tipo Ancho {Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores promedio de espectrofotometria y desviacion estandar para plantas
de chile positivas a un patégeno viral especifico y con sintomas de yema grande.

Tipe de chile
Virus Ancho Puva Mirasol
TV 0.432£0.217 0.238 + 0,039 0263 % 0.048
0.282+0.065 0.246 3 0,031
0426+ 0.214
LV 0,409 £ 0.146 0,222+ 0029 0.282 £ 0.06
.200 + 0.031 0,256 £ 0,048
Y 0.261 £ 0.069 (0.198 ¢ 0.052
0.202 £ 0.046
0218+ 0.163
PepMOV 0.223 $ 0.028 0.17 £0.035
TEV 0485+ 0.105 0,704 2 0.257 0.383 £ 0.21%
0.245 1 0.07

Los valcres promedio de ia CV obtenidos en
plantas de los tipos Ancho y Puya positivas a un
patogeno viral especifico y con sintomas de LAR
resultaron similares, de acuerdo con los valores
de la desviacidén esténdar, para TMV y PVY, para

CMV, PepMOV y TEV solo se reportaron valores
en uno de los tipos de chile Ancho o Puya por lo
gue no se efectud la comparacion entre tipos de
chile (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores promedio de espectrofotometria y desviacion esténdar para plantas
de chile de los tipos Ancho y Puya positivas a un patégeno viral especifico y con sinto-

mas de elongacion del tallo.

Tipo de chile

Virus Ancho Puva

TV 0.36 £0,108 0.264 = 0.066
0.436 + 0.017
0.421 + (128
My 0.348 + (1.024
0.349 £ 5,113

PVY 0.148 z 0.053 .14 + 0.021
G,285 £ 017
0.368 £ 0.241

PepMOV 0.474 £ 0.009
TEV 0.284 0108
0.239 = 0.016

Los valores promedio de CV obtenidos en plan-
tas de los tipos Ancho, Mirasol y Puya positivas a
un patogenc viral especificc y con sintomas de
hoja pequena resultaron similares, de acuerdo con
los valores de la desviacién estandar, para TMVY,

CMV, PVY y TEV, para PepMOV se encontrd di-
ferencia entre la CV de los tipos Puya y Mirasol
aunque la CV de Ancho fue similar a la de Puya y
Mirasal (Cuadro 5),
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Cuadro 5. Valores promedio de espectrofotometria y desviacion estandar para piantas
de chile de los tipos Ancho y Puya positivas a un patégeno viral especifico y con sinto-
mas de hoja pequeéia.

Tipo de chifie
Virig Ancho Puya Mirasol
TV 0.574 1 0.327 0,326 £ 0,057 0.201 £ 0,59
GV 0.351 £ 0,037 0.287 + 0.053
ey 6.972 £ 0,047 0,184 + D.O16 0.215 4 0.127
PepMiV 0177 x0.018 0,173+ 0,008 0.149 2 0.013
TEV 0.285 + 0.084 0.2482 0.062

Los valores de CV obtenidos en plantas de los
tipos Ancho y Puya positivas a un patogeno viral
especifico y con sintomas de amarillamiento resul-

taron similares, de acuerdo con los valores de la
desviacion estandar, para fodos los virus analiza-
dos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores promedio de espectrofotometria y desviacion estandar para plantas
de chile de los tipos Ancho y Puya positivas a un patégeno viral especifico y con sinfo-
mas de amarillamiento.

Tipo de chile

Virus

Ancho

Puya

™V

0.313 £ 0.049
0.271 £ 0.065

0.207 +0.026
0.314 2014

0.278 +0.075
0,272 +0.057

CMV

0.256 #0.023

0.285 #0.025
0.253 £ 0.041

PVY

0.188 £ 0.05

0232 £0.44
(.163 2 0.044

PepMOV

0.188 2 0027

0172 £0.018
0.155 +0.036

TEY

0411 £0.124
0.204 £0.17

0.273 £0.115
0.314 2 0.14

Concentracion viral por tipo de chile

Se analizaron los valores promedio y DE de
la CV por tipo de chile, independientemente del
sintorma expresado por las plantas: el promedio
de CV del TEV en las plantas de chile Ancho re-
sultd similar segun los valores de la DE; la CV de
CMV fue similar entre las cuatro sintornatologias;
sin embargo, el promedic de CV de este virus en
las plantas con HP fue ligeramente mayor gue los
vaiores promedio de las plantas con sintomas de

AM. Ei PVY no fue detectado en plantas de chile
tipo Ancho con sintomas de AM; no obstante, laCV
de PVY en plantas con sintomas de YG, LAR y
HP no mostré diferencias significativas. La CV de
PepMOV resultd similar entre los grupos de plan-
tas con sintomas de YG y AM y de HP y AM pero
ios valores de CV en Y fueron superiores a los
de HP. La CV de TEV fue similar entre ios grupos
de plantas con sintomas de YG, LAR y AM pero
resuité diferente entre los grupos de plantas con
sintomas de YG y HP (Cuadro 7).

ﬂ Eat



Cuadro 7. Concentracion viral en plantas de chile para secado tipo Ancho con diferente
sintomatologia.

Sintoma
¥G LAR HP AM
Virus Madia DE Media DE Media  DE Media DE
T™V 0432 +0.217 035 + 0.106 0.571 +0.327 7.313 +0.049
0282 * 0.068 0.436 +0.17 0.271 +0.637
0426 + 0.214 0421 +0.128 0.278 +0075
0,272 + 0.057
Chy 0.409 +0.146 0.348 +0.024 0.354 +0.037 0.256 +0.023
0.289 + 0031 (.349 +0.113 0.285 = (.025
0.253 +0.041
PVY 0.261 +0.069 0.148 +0.053 0.172 +0.047
0.202 +0.046 0.265 +0.17
D.219 + 0.183 0.368 +0.241
PepMOV 0.223 +0.026 0377 +0.018 0.188 +0.027
0.172 + 0048
0.155 +0.036
TEV 0.489 +0.105 0.284 +0.108 0,285 + 0.084 0.411 +0.124
0.239 + 0.018 0.294 £ 0.17

No se detectd diferencia estadistica entre la  segun los valores de la DE; no se colectaren plan-
media de fa CV de los virus analizados para plan-  tas de este tipo de chile con sintomas LAR y AM
tas de chile tipo Mirasol con sintomas de YG y HP  (Cuadro 8).

Cuadro 8. Concentracidn viral en plantas de chile para secado tipo Mirasol con diferente
sintomatologia.

Sintoma )
¥e AR He . R
Vinus Media DE Media DE Media DE Media DE
TV 0.263 + 0.046 .29 + 0.08
ORIV Q.282 1 0.06 0.267 +0.053
Yy 0.189 +0.062 0.215 +0.127
PepiOV Q.47 £ 0.035 0.14¢ 20013
TEV 0583 20211 0248 20062

La CV de TEV en un grupo de plantas de chi-
le tipo Puya con sintoma de YG fue superior a la
del resto de los virus analizados, nc obstante, en
otro grupo de plantas positivas a TEV, la CV de
ese patégeno fue similar a la del resto de los virus
analizados. En plantas con sintoma LAR, la CV de
PVY y PepMQV fue similar aungue la CV de TMV

fue superior a la de PepMOV en este tipo de plan-
fas. En el caso de fas plantas con sintormas de HP
se encontré que ta CV de TMV y CMV fue similar
pero diferente a la de PVY y PepMOV, que resultd
parecida entre eilos. No se detecto diferencia entre
la CV de TMV y TEV en plantas con sintomas de
AM (Cuadro 8}.
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Cuadro 9. Concentracion viral en plantas de chile para secado tipo Puya con diferente
sintomatologia.

Sintorna
YG_ LAR HP AM

Virus Maan DE Mean DE Mean DE Mean DE,
TMV 0.238 +0.03¢ 0264 t0066 0326 + Q067  0.207 +0.026

0.246 £0.031 0.314 +0.014
cmv 0.222 +0.028 0.267 £0.053

0.258 £0.048
PVY 0.184 0.021 0.184 +0.016
PepMOV 0.174 £0009 0473 +£0.009
TEV 0.704 + 0.257

0.245 +0.07 0.273 +0.115

La varacion en los rangos de frecuencia de
deteccion para cada virus en cada una de las sin-
tomatelogias es demasiado amplia para permitir
establecer una tendencia acerca de una posible
asociacion entre un sintoma especifico vy la inci-
dendia de un agente virai.

Los rangos de deteccion de los virus analiza-
dos en este trabajo, independientemente de la sin-
tomatologia mostrada o tipo de chile, coinciden con
los mencionados por Velasquez-Valle ef al. {2012)
en plantas de diferentes tipos de chile con sinto-
mas no especificos de infeccion viral como cloro-
sis, deformacién de hojas, defoliacion, etc. colecta-
das en la misma area geografica.

La presencia de dos 0 mas agentes virales del
tipo no persistente en ¢l tgjido de una planta de
chile es un fendémeno comdn; en California, EUA
se reportd ka ocurrencia de infecciones mixtas de
plantas de chile desde 1991 mientras que en &l
norte centro de Meéxico es también frecuente la
deteccidn de infecciones multiples en plantas con
sintomatologia no especifica {Abdalla et al, 1991;
Velasquez-Valle ef af, 2012); lo anterior apoya los
resultados obtenidos en este trabajo donde el fené-
meno de infecciones mixtas resultd comin en las
cuatro sintomatologias incluidas en el estudio.

La GV de ios cinco agentes virales en plantas
de los diferentes tipos de chile muestreados, inde-
pendientemente de los sinfomas expresados, re-
sultd similar de acuerdo con fos valores de DE Con

ia excepcién de la CV de PepMcV en las plantas
de Puya y Mirasol donde la CV de este virus fue
superior en Puya, se puede establecer una tenden-
cia a no mostrar variaciones importantes en la CV
de los cinco virus en los tipos de ¢hile muestreados
{Ancho, Mirasol y Puya).

Por ofro lado, la CV de los cinco agentes virales
resultd mas compleja para algunos virus como el
CMV, PepMoV v TEV donde esta variable muesira
cambios que resultan estadisticamente diferentes
aun dentro de un mismo ipo de chile y sintoma; en
contraste el TMV presentd escasa variacion dentro
de los tipos de chile muestreados y sintomatologia
expresada. Es probable que las variaciones en la
CV puedan ocurrir debido a factores como cepa del
honge o etapa de infeccion, sin embargo también
pueden ser debidas al genotipe del hospedero o

“a los cambios bioguimicos que pudieran haberse
inducido en el hospedero a raiz de la infeccién si-
multanea con ofros patdgenos como Curtovirus o
fitoplasmas.

CONCLUSIONES

En las patologias de plantas de chile para seca-
do conocidas como yema grande, tallo elongado,
heia pequefia v amarillamiento se detecte la pre-
sencia del Tobacce mosaic virus (TMVY), Cucumber
mosaic virus (CMV), Potato virus Y (PVY), Pepper
mottle virus (PepMoV) y Tobaceo etch virus (TEV).




En los tres tipos de chile muestreados (Ancho,
Mirasol y Puya) y que mostraban una de las sinto-
matologias sefialadas se detectaron los virus se-
Aalados auinque la concentracion viral en algunas
inferacciones virus — hospedero - sintomatologia
resultd diferente.

En términos generales, no se observa una ten-
dencia robusta a asociar un virus de ARN o una
determinada mezcla de elios con ninguna de las
sintomatologias especificas; se requerira de inves-
tigacion en condiciones controladas en cuanto a
patégenos involucrados y condiciones epidemiold-
gicas para definir si existe algtin tipo de asociacidn
entre grupos de patégenos como los virus de ARN,
Curtovirus v fitoplasmas en las plantas de chile
para secado.
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