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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad molecular de begomovirus asociados al
cultivo del pimiento en Cuba. Para ello, en el periodo 2006- 2010 se realizó  una  prospección  de begomovirus
en las principales áreas de producción de pimiento en Cuba. Se colectaron 600 muestras foliares de plantas
que mostraron síntomas típicos de enfermedades virales y de estas se seleccionaron al azar 50 por región
para su evaluación. El ADN total extraído se evaluó mediante una PCR con cebadores universales a
begomovirus (Palv1978/PARc496). A partir de muestras positivas se amplificó su ADN genómico circular
completo  mediante la amplificación en círculo rodante. Los productos se caracterizaron mediante análisis de
restricción, utilizando las enzimas Sac I, BamH I, Hind III, Cla I, Kpn I, Sal I, Pst I. Se detectó infección por
begomovirus en el 100% de las muestras evaluadas mediante PCR con cebadores universales, sugiriendo la
presencia  de estos virus en áreas de este cultivo de las tres regiones del país. Los enzimas Sac I, Bamh I,
Sal I  y Pst I produjeron un corte en sitios únicos en los ADN circulares obtenidos, liberando un único fragmento
lineal de la talla esperada (2.6-2.7 Kb) en estas muestras. Los resultados obtenidos muestran la posible presencia
de diferentes especies de begomovirus circulando  en el cultivo,  la ocurrencia de recombinantes virales de
los informados previamente o la presencia de los dos componentes genómicos en estas muestras. Se evidenció
diversidad molecular de estas especies en el cultivo del pimiento en  Cuba.
Palabras clave: begomovirus, PCR, Amplificación en Círculo Rodante, polimorfismo de longitud de fragmentos
de restricción, diversidad molecular.

Molecular diversity of begomoviruses in the pepper crop in Cuba

ABSTRACT: The main areas for pepper production in Cuba were surveyed during 2006-2010 to determine
the molecular diversity of the begomoviruses in this crop. Six hundred leaf samples with typical symptoms of
viral diseases were collected, and from them, 50 samples per region were randomly selected for their evaluation.
The total DNA extracted from each sample  was previously tested by conventional PCR using begomovirus
universal primers (Palv 1978/PARc496). The positive samples were used as a template for the full-length
circular genome amplification by Rolling Circle Amplification. The amplified products were characterized by
restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP) with the enzymes Sac I, BamH I, Hind III, Cla I,
Kpn I, Sal I, Pst I.Begomovirus infection was detected in 100% of the samples evaluated by conventional
PCR, suggesting the presence of these viruses in all the regions of the country. The enzymes Sac I, Bamh I,
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Sal I and Pst I produced unique cuts in unique sites in the isolated genomes liberating a unique fragment with
the expected length (2.6-2,7kb), and detecting four polymorphic profiles in these samples. The obtained results
show the possible presence of different begomoviruses species circulating in the crop, the occurrence of viral
recombinants of previously informed or the presence of the two viral components in these samples. These
results could also be associated with the presence of the two viral components in these samples. It was made
evident the molecular diversity in these species of begomoviruses in  the pepper crop in Cuba..
Key words: begomoviruses, PCR, Rolling Circle Amplification, restriction fragment length polymorphism analysis,
molecular diversity.

En Cuba, el  pimiento (Capsicum annuum L.) ocu-
pa un área cultivada de 2000 ha, con una producción
anual  de unas 20 000 toneladas. La presencia de pla-
gas, entre las que sobresalen las enfermedades virales,
constituye uno de los factores limitantes de la  produc-
ción, donde se producen importantes mermas en los
rendimientos (1).

En la actualidad, los begomovirus (familia
Geminiviridae) transmitidos por la mosca blanca
(Bemisia tabaci), son considerados como el principal
problema fitosanitario que azota a cultivos hortícolas,
en la mayoría de los países tropicales y subtropicales
(2). Estos  poseen un genoma bipartito de ADN circu-
lar de cadena sencilla, cuyos componentes son aproxi-
madamente de 2,6-2,7kb. Dentro de este género se
incluyen  virus con  uno y dos componentes genómicos,
donde se localizan los genes esenciales para la reali-
zación de las funciones biológicas (3).

Durante los últimos años, muchos begomovirus
emergieron en el continente americano, afectando to-
mate, pimiento y otros cultivos de importancia econó-
mica, como granos y cucurbitáceas (4), ocasionando
frecuentemente pérdidas totales en la producción de
estos. Informes a escala internacional, abordaron la
presencia e identificación de diversas especies de esta
familia en el cultivo del pimiento (3,4,5,6).

En Cuba, Quiñones et al. (7) realizaron un estudio
de prospección e informaron la distribución de
begomovirus en las principales áreas productivas de esta
hortaliza en el país, con porcentajes de infección por
encima del  20% en las regiones visitadas. Trabajos
anteriores informaron de la presencia del Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) (AJ223505) (8) y dos nuevos
begomovirus bipartitos en este cultivo. Uno de estos
con  una similitud del 93% con Cabbage leaf curl virus
(U65529), en la secuencia parcial del componente A (9)
y el Tobacco yellow crinkle virus (10), el cual se detectó
también infectando  plantas de tabaco.

Teniendo en cuenta que los begomovirus están con-
siderados entre las familias virales  de mayor emer-

gencia y re emergencia, así como el impacto que oca-
siona la incidencia de estos en cultivos de importancia
económica, el objetivo del presente trabajo fue  deter-
minar la diversidad molecular  de los begomovirus aso-
ciados al cultivo del pimiento en Cuba, como punto de
partida, para el reforzamiento de las medidas del  ma-
nejo integrado del cultivo  en el país, así como para el
apoyo a la  obtención de cultivares resistentes a estas
entidades virales.

Durante los años 2006 al 2010 se realizó una pros-
pección en las principales áreas de producción de pi-
miento en el país, que abarcó  las regiones  Oriental
(Granma, Holguín, Santiago), Central (Villa Clara y
Matanzas) y  Occidental (Mayabeque y La Habana).
Se colectaron muestras de 600 plantas que mostra-
ban síntomas típicos de  una infección viral: enanismo
de las plantas, fuertes clorosis y encrespamiento  de
las  hojas, de las que se seleccionaron al azar 50 por
región. De estas plantas se tomaron  0,125g de mate-
rial foliar que se utilizó para obtener el ADN genómico
mediante  el protocolo descrito  por Accotto et al. (11).

El ADN obtenido de cada muestra se analizó  me-
diante la  Reacción en  Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando los cebadores  genéricos (Palv1978/PARc496)
(12), los que amplifican un fragmento de aproximada-
mente 1,4 Kb, que contiene  la región intergénica, el
fragmento correspondiente al extremo 5´ terminal del
gen rep  y el fragmento 5´ terminal del gen cp que codi-
fica para la proteína de la Capsida viral de los
begomovirus.  Para esto, las  reacciones de amplifica-
ción se ajustaron a un volumen final de  25 ml, se utilizó
1U de  Taq ADN Polimerasa en la solución amortiguadora
A (Promega),  suplementado con 200 mM de cada dNTP,
2 mM de MgCl2  (Promega), 0,4 mM de cada cebador y
1 μl (equivalente a 100ng) del ADN.

Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador (Eppendorf Inc.). El programa de amplifi-
cación consistió en un paso inicial de desnaturalización
a 940C durante 2 min, seguida por 29 ciclos de reac-
ción (1min a 940C de desnaturalización, 1min  a 550C



Rev. Protección Veg. Vol. 29 No. 1 (2014)

59

de anillamiento de los cebadores y 1min  a 720C de
extensión), seguido por un paso de extensión final du-
rante  10 min (720C.)  Los productos de la PCR  se
analizaron en geles de agarosa (0,8%)  preparados en
solución del TBE  de acuerdo al procedimiento  descri-
to (7). Se utilizó un marcador de 1Kb (GIBCO) como
patrón de peso molecular.  Como controles positivos
se utilizaron plantas de pimiento infectadas por TYLCV,
aislado previamente en Cuba, mientras que el control
negativo correspondió a las muestras de ADN de  plan-
tas de pimiento sanas, que eran  mantenidas en con-
diciones controladas.

Como resultado se obtuvo la amplificación de la
banda  de la talla esperada en varias de las muestras
analizadas (resultado no mostrado), así como en el
control positivo utilizado. En el caso del control negati-
vo, no se observó la presencia de  esta banda. Estos
resultados coinciden con lo esperado, y corroboraron
la utilidad de estos cebadores  y las condiciones de la
reacción para la detección genérica de  begomovirus,
tal y como expusieron otros autores (12,13).

El ADN de  las plantas que resultaron positivas a la
infección por begomovirus, sirvió de molde para la am-
plificación isotérmica del genoma de ADN de simple
cadena circular, mediante la variante isotérmica de
Amplificación en Circulo Rodante (ACR).  Para esto se
utilizó el juego de reactivos  TempliPhi TM 100
Amplification kit (GE Healthcare, UK) según las ins-
trucciones descritas por la casa comercial. Para  la
realización de la reacción se mezclaron en un tubo  5
μl  del  tampón muestra y 1 μl de ADN molde y a
continuación la mezcla se sometió a una breve
desnaturalización  a 950 C durante de 3 minutos.

Posteriormente fueron añadidos  5 μl del tampón
de reacción  y 0,2 μl del enzima f29 ADN Polimerasa
(1μl) contenida en el kit, incubados a 300 C durante 20
horas, e inactivada la reacción a 680 C  durante 10 mi-
nutos. Como control positivo se utilizó una planta de
pimiento infectada por el TYLCV, mientras que el con-
trol negativo correspondió a plantas de pimiento sa-
nas. Los productos de la ACR se analizaron en geles
de agarosa al 1% preparados en solución del TBE  de
acuerdo al procedimiento descrito (14). Se utilizó como
patrón de peso molecular el marcador de 1Kb (GIBCO).

En las muestras que resultaron positivas el ADN
amplificado se visualizó  en el gel como una simple y
única banda de alto peso molecular mayor de 20.000kb
(Figura 1), por el contrario no se observó la presencia
de esta banda en el control negativo. Estos resultados
coinciden con los obtenidos anteriormente por otros
autores (10,15), señalando la factibilidad de esta me-
todología para la amplificación de genomas circulares
y en este caso específico el de los begomovirus que
están constituidos por dos componentes genómicos
de ADN circulares, de los cuales anteriormente resul-
taba muy trabajoso obtener su genoma para su rápida
identificación y caracterización.

Los concatémeros genómicos o ADNs genómicos
circulares amplificados se digirieron mediante el méto-
do de RFLP (15) con las  endonucleasas de restricción
Sac I, BamH I, Hind III, Cla I, Kpn I, Sal I, Pst I; para
generar moléculas  de ADN genómico lineales, lo cual
permite la posterior clonación del genoma completo del
virus (10,14,15). Los productos obtenidos se analizaron
en geles de agarosa al 0,8% (Figura 2) preparados  se-
gún  condiciones descritas anteriormente (7).

 > 20.000kb

FIGURA 1. Amplificación representativa de genomas de ADN  circular obtenidos mediante ACR, a partir de plantas de
pimiento infectadas con begomovirus. Carril 1: Marcador de peso Molecular 1 Kb (GIBCO). Carril 2: Control positivo.
Carriles 3-16: muestras infectadas con begomovirus. Carriles 17 y 18: control negativo./ Representative amplification of
circular DNA genomes by RCA from peppers plants infected with begomoviruses.Lane 1: Ladder 1kb (GIBCO).Lane 2:
positive control. Lanes 3-16 infected samples with begomoviruses. Lanes 17 and 18: negative control.
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El análisis de los geles revelaron que las  enzimas
Sac I (Fig. 2A), Bamh I (Fig. 2B), Sal I (Fig.  2C) y Pst I
(Fig. 2D) generaron fragmentos lineales de ADN co-
rrespondientes al genoma de los begomovirus de la
talla  esperada entre 2,6-2,7 kb, lo cual mostró la pre-
sencia patrones polimórficos diferenciales en los ais-
lados analizados. Por otra parte, la digestión con las
enzimas HindIII, CLaI, KpnI,  produjo fragmentos li-
neales pero no de esta longitud y en muchas mues-
tras,  se obtuvo más de un fragmento con estos cortes
(Fig. 2C y D). Los fragmentos  de menor tamaño obte-
nidos aquí pudieran estar relacionados con la presen-
cia de mas de un sitio de corte por estas enzimas, en
los genomas presentes o a la presencia de ADNs sa-
télites asociados frecuentemente a las infecciones
por begomovirus (13).

Los resultados obtenidos en este estudio indicaron
que las infecciones por begomovirus en el cultivo del
pimiento en Cuba son frecuentes. Esta situación es
similar a la acontecida en muchos países del área cen-
troamericana y caribeña, así como en regiones pro-
ductoras de México y el suroeste de los Estados Uni-
dos (3,4).

Tal como se observa, aun luego de la digestión
enzimática de los ADN circulares amplificados, una
banda de alto peso molecular queda sin digerir. Estos
resultados confirman los obtenidos por varios autores
que señalaron que esto puede estar relacionado con la
presencia de otro genoma begomoviral u otro compo-
nente del mismo virus que no ha sido digerido con es-
tas endonucleasas seleccionadas (13,15), aspecto que
continúa en estudio.

Los resultados obtenidos constituyen una eviden-
cia de la diversidad molecular que presentan los aisla-
dos de begomov irus que están presentes en
agroecosistemas productores de pimiento  del país,
aspecto que debe ser considerado  en el manejo del
cultivo y para  el desarrollo  de cultivares resistentes a
estos patógenos, que permitan disminuir la presión de
inóculo  de los mismos, y por ende  la incidencia de
estas enfermedades en campo. Resultados alentado-
res en el manejo  de estas enfermedades se han  obte-
nido  en el país para el cultivo del tomate (16).

El incremento de la presencia de infecciones cau-
sada por begomovirus en cultivos de importancia eco-
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FIGURA 2. Perfiles polimórficos representativos detectados mediante RFLP a los amplicones productos de  la  ACR. A.  ADN
genómicos circulares digeridos con Sac I. B. ADN genómicos circulares digeridos con Bamh I. C.  ADN genómicos
circulares digeridos con Sal I. D. ADN genómicos circulares digeridos con PstI. Carriles 1: Marcador de peso molecular 1
Kb (GIBCO). El Resto de los carriles corresponden a los amplicones digeridos con las enzimas de restricción./ Representative
polymorphism profiles detected by RFLP of the amplicons obtained with the RCA. A. DNA circular genomic excised by
Sac I. B. DNA circular genomic excised by Sal I. C. DNA circular genomic excised by Bamh I. D. DNA circular genomic
excised by Pst I. Lane 1: Ladder 1Kb (GIBCO). Others lanes corresponded to excised amplicons with restriction enzymes.
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nómica en Cuba (7,10)  y la coexistencia con otros
virus (7) enfatiza la necesidad de realizar estudios de
diversidad de virus en estos cultivos que  ayuden a
monitorear y pronosticar  el comportamiento de estas
entidades, los cambios evolutivos en su genoma que
traen consigo el aumento de su patogenicidad, así como
el diseño de medidas  de mayor eficacia para su ma-
nejo.

Este trabajo constituye el primer paso para el co-
nocimiento de la composición de esta población viral y
muestra la necesidad de  disponer de la secuencia de
nucleótidos  del componente A del virus, como criterio
más fiable para su identificación y ubicación taxonómica
(10,15).
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