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RESUMEN: EIl objetivo del trabajo fue detectar, mediante RT-PCR con cebadores genéricos, la presencia
de potyvirus en plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) con sintomas de moteado y en afidos asociados
al cultivo en los principales polos productivos de las regiones oriental, central y occidental de Cuba. Se extrajo
el ARN total y se sintetiz6 el ADNc de las muestras colectadas. Se identificaron los afidos como Myzus
persicae (Sulzer). Se logro la deteccion de potyvirus en las muestras de las tres regiones, lo que demuestra
que los potyvirus estan ampliamente distribuidos en las areas de produccion del cultivo del pimiento en el pais.
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Detection of potyviruses in pepper plants (Capsicum annuum L.) and associated aphids in Cuba

ABSTRACT: The aim of this work was to detect the presence of potyviruses in pepper plants (Capsicum
annuum L.) with symptoms of mottling and in aphids associated with the crop in the main production areas of
eastern, central, and western regions of Cuba by RT-PCR with generic primers. Total RNA was extracted
and cDNA was synthesized from collected samples. The aphids were identified as Myzus persicae (Sulzer).
Potyvirus detection was successfully achieved in the samples from the three regions, which indicated that
they were widely distributed in the pepper production areas of the country.
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Potyvirus (Familia Potyviridae) es uno de los géne-
ros mas importante de virus de plantas, pues causa
pérdidas significativas en una gran variedad de cultivos
(1). Su genoma esta compuesto por ARN de simple
cadena con una longitud de ~9.7 kb unido,
covalentemente a la proteina viral (VPg) en su extremo
5'y contiene una cola de poli-adenina en el extremo 3'
(2).Varios integrantes de este género, donde se inclu-
yen Pepper mottle virus (PepMoV), Pepper severe
mosaic virus (PepSMV), Potato virus Y (PVY) y
Tobacco etch virus (TEV), tienen una amplia gama de
hospedantes, entre ellos la papa (Solanum tuberosum
L.), el pimiento (Capsicum annuum L.) y el tomate
(Solanum lycopersicum L.) (3).

Las especies de potyvirus se transmiten por afidos
de manera no persistente. Estos son insectos
polifagos, se alimentan de diversos cultivos a los que
provocan dafios de importancia econdmicay pueden
ser letales para las plantas (4). Representan el grupo
mas importante de vectores de virus de plantas, pues
aproximadamente el 66% de los virus transmitidos
por invertebrados en hospedantes vegetales corres-
ponde a este grupo de insectos (5). El PepMoV se
transmite de manera no persistente por adultos y nin-
fas de Myzus persicae (Sulzer), se considera como
la especie mas eficiente para la transmision de este
patégeno (6).
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En los Ultimos afos, la utilizacién de técnicas
seroldgicas y moleculares para la deteccion de virus
se incremento debido a la rapidez y la sensibilidad que
estas ofrecen. Existen informes sobre el uso de
metodologias basadas en ELISA-DAS(5), RT-PCR (7),
IC-RT-PCR (8) y RT-PCR en tiempo real (9) para la
deteccion de virus en muestras foliares y en afidos.

En Cuba, los informes previos abordaron la presen-
cia de los potyvirus PVY y TEV en el cultivo del pi-
miento en los analisis que se han realizado sobre la
expresion de sintomas tipicos y los estudios de
microscopia Optica (10). En el afio 2011, Quifiones et
al. (11) realizaron la identificacién molecular del
potyvirus PepMoV en plantas con sintomas de motea-
do, provenientes de areas productoras de este cultivo
en las tres regiones del pais. Dicho informe no abordo
la deteccion del virus en los afidos asociados a estas
plantas como elemento preliminar para establecer su
posible relacion con la transmision de la enfermedad
en estas areas.

El objetivo de este estudio fue detectar la presen-
cia de potyvirus en plantas de pimiento con sintomas
de moteado y en afidos asociados al cultivo en los
principales polos productivos de las regiones oriental,
central y occidental de Cuba, mediante RT-PCR con
cebadores genéricos.

Se colectaron diez muestras de plantas de pi-
miento sintomaticas y varios afidos de cada planta,
en cadaregion. Las prospecciones se realizaron en
los principales polos productivos de las regiones

oriental, central y occidental del pais. Los afidos se
identificaron morfol6gicamente segun lo descrito por
Martinez et al. (12).

La extraccion de ARN, a partir de muestras de plan-
tasy afidos, se realiz6 de acuerdo al protocolo descri-
to por Singh et al. (13) con la modificacion para el caso
de los afidos, donde la extraccion se realiz6 a partir de
cinco insectos. La sintesis de ADNCc se obtuvo a partir
de 2,0 ul del ARN total que se incubaron con el cebador
oligo-dT a 70°C (5 minutos). La reaccion de transcrip-
cion inversa se realiz6 con la enzima M-MLV (Promega),
de acuerdo a las instrucciones de la casa comercial.
La deteccién de potyvirus se llevé a cabo mediante
PCR empleando los cebadores Nib2F/Nib3R, segtn lo
descrito por Zheng et al. (14).

Las plantas de pimiento colectadas mostraron, fun-
damentalmente, sintomas de moteado y enanismo (Fig.
1 A). En estas localidades también se observé una
elevada presencia de afidos (Fig. 1 B).

Los afidos presentes en estas plantas se identifi-
caron como Myzus persicae (Sulzer). Esta especie se
encontrd anteriormente en Cuba cuando afectaba al
pimiento en diferentes sistemas productivos(12) y es
considerada el vector mas eficiente en la transmision
de varios potyvirus (15).

Enla RT-PCR se obtuvo la amplificacién de la ban-
da de la talla esperada (350 pb) en todas las muestras
foliares evaluadas (Fig. 2). De igual forma, se obtuvo
amplificacion para todas las muestras de afidos colec-

FIGURA 1. Sintomas observados en plantas de pimiento colectadas en las diferentes localidades visitadas. 1 A: Sintomas
de moteado y enanismo. 1 B: Sintomas de moteado y presencia de afidos./ Symptoms observed on peppers plants collected
at different visited localities. 1 A: Mottle and dwarfism symptoms. 1 B: Mottle symptoms and presence of aphids.
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tadas (Fig. 3). El fragmento obtenido coincidié con lo
descrito por Zheng et al.( 14), al comparar la especifi-
cidad de los cebadores Nib2F/Nib3R con otras dos
parejas utilizadas rutinariamente para la deteccion de
potyvirus en los laboratorios de diagndstico. Se detec-
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FIGURA 2. Gel de agarosa al 2 % de los productos de RT-
PCR para detectar la presencia de potyvirus en muestras
foliares de pimiento. Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carriles 2-4: Region occidental. Carriles 5-7: Region central.
Carriles 8-10: Region oriental. Carril 11: Control negativo.
Carril 12: Control positivo./ Agarose gel (2%) of the
products of RT-PCR to detect the presence of potyviruses
in leaf samples of sweet pepper. Lane 1: Marker of molecular
weight. Lanes 2-4: Western region. Lanes 5-7: Central
region. Lanes 8-10: Oriental region. Lane 11: Negative
control. Lane 10: Positive control.
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FIGURA 3. Gel de agarosa al 2 % de los productos de RT-
PCR para detectar la presencia de potyvirus en muestras de
afidos. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carriles 2-4:
Region occidental. Carriles 5-6: Region central. Carriles 7-8:
Region oriental. Carril 9: Control positivo. Carril 10: Control
negativo./ Agarose gel (2%) of the products of RT-PCR to
detect the presence of potyviruses in samples of aphids.
Lane 1: Marker of molecular weight. Lanes 2-4: Western
region. Lanes 5-6: Central region. Lanes 7-8: Oriental
region. Lane 9: Positive control. Lane 10: Negative con-
trol.
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té la presencia de potyvirus en las tres regiones, lo
que demostrd que estas entidades virales estan am-
pliamente distribuidas en las areas de produccién del
cultivo del pimiento en el pais.

En Cuba, Quifiones et al. (11) realizaron la detec-
cion de potyvirus asociados al pimiento mediante el
uso de una pareja de cebadores universales, que am-
plifican una region de aproximadamente 2 kb, la cual
contiene una porcion de los genes Nlb, la proteina de
la capsida (cp) y la region no traducida del extremo 3’
del genoma viral (3'NTR) a partir de plantas con sinto-
mas de moteado. Sin embargo, el uso de estos
cebadores encarece el diagnostico de rutina, porque
necesita una enzima de alta fidelidad para amplificar
los fragmentos de gran longitud. La ventaja principal
del uso de los cebadores Nib 2F/Nib 3R es su capaci-
dad para detectar una amplia gama de especies de
este género viral y la posibilidad de amplificar un frag-
mento pequefio, que no requiere de una enzima de
alta fidelidad. Este resultado reafirma lo planteado por
Zheng et al. (14), quienes argumentaron la capacidad
de los cebadores NIb2F/NIb3R para amplificar el ADN
de todos los miembros reconocidos del género
Potyvirus, que incluyen especies no reconocidas pre-
viamente y los convierten en una herramienta de diag-
noéstico muy valiosa para la deteccion de estos.

Numerosos autores hicieron referencias a la utili-
zacion de la RT-PCR para la deteccion de potyvirus en
muestras foliares (5, 13) y en é&fidos (5, 7, 15).

Los sintomas de moteado que exhibian las plantas
donde se colectaron los insectos sugieren que pueden
estar relacionados con la transmisién de potyvirus por
M. persicae, pues se conoce que la deteccién de
potyvirus en el insecto no confirma que esté transmi-
tiendo estas entidades, aunque reviste gran importan-
ciaya que permite orientar la investigacion que se re-
quiere desarrollar para establecer la relacion directa
de estos con la transmisién y la sintomatologia de la
enfermedad observada en el campo.

De confirmarse la transmisién por esta especie,
deberan orientarse medidas para el manejo de este
vector de suma importancia para disminuir los niveles
de incidencia de potyvirus en el cultivo del pimiento.
Esto confirma lo sefialado por Velazquez et al. (16),
acerca de la complejidad en el manejo de las enferme-
dades causadas por virus, donde el enfoque es tratar
de romper la relacidon entre los vectores y los
hospedantes (cultivados o silvestres); por ello, el
monitoreo del cultivo debe ser constante e incluir se-
milleros e insectos asociados con la transmision de
esos patégenos.
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