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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de potyvirus en especies
horticolas y arvenses asociadas, en un area suburbana destinada al cultivo de hortalizas en el
municipio Guanabacoa, La Habana, Cuba. Entre 2017 y 2019, se recolectaron muestras de plantas
sintomaticas de pimiento (Capsicum annum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), coliflor (Brassica
oleracea var. capitata L.) y habichuela (Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris). Adicionalmente, se
recolectaron 30 muestras de especies arvenses asintomaticas, asociadas a estos cultivos de las especies
Parthenium hysterophorus L., Senna alata (L.), Ocimum sanctum L., Bidens alba (L.) DC., Portulaca
oleracea L., Euphorbia heterophylla L., Amaranthus albus L., Digitaria sanguinalis L. (Scop.). El
ARN se extrajo y analizé por RT-PCR con el uso de cebadores universales. Se revelo la presencia de
potyvirus en las muestras de pimiento (100 %), tomate (100 %), coliflor (100 %) y habichuela
(22,2 %) y en cuatro de las especies de plantas arvenses recolectadas: P. oleracea, P. hysterophorus, S.
alata y E. heterophylla. Estos resultados constituyen la primera evidencia molecular de la presencia,
en Cuba, de potyvirus en cultivos de tomate, coliflor y habichuela; asi como en las especies de
arvenses: P. oleracea, P. hysterophorus, S. alata 'y E. heterophylla.
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ABSTRACT: The objective of this work was to determine the presence of potyviruses in associated
horticultural species and weeds, in a suburban area destined to produce vegetables in Guanabacoa,
Havana province. Samples of symptomatic pepper plants (Capsicum annum L.), tomato plants
(Solanum lycopersicum L.), cauliflower (Brassica oleracea var. capitata L.), and green bean
(Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris), were collected in the period 2017-2019. Additionally, 30
samples of asymptomatic weeds species associated with these crops were collected: Parthenium
hysterophorus L., Senna alata L, Ocimum sanctum L., Bidens alba (L.) DC., Portulaca oleracea L.,
Euphorbia heterophylla L., Amaranthus albus L. and Digitaria sanguinalis L. (Scop.). RNA was
extracted and analyzed by RT-PCR with the use of universal primers. The presence of Potyviruses was
detected in 100 % in pepper, tomato and cauliflower. Green beans samples showed 22.2 %. Four of the
weeds species harvested: P. oleracea, P. hysterophorus, S. alata, and E. heterophylla, were positive to
Potyviruses. These results constitute the first molecular evidence of the presence in Cuba of
Potyviruses in tomato, cauliflower and French bean crops, as well as in weed species P. oleracea, P.
hysterophorusL., S. alata and E. heterophylla.
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Las hortalizas son un conjunto de plantas
herbaceas, anuales o perennes, que se consumen
ampliamente a nivel mundial (1). Dentro de las
hortalizas estan incluidas las verduras y
legumbres verdes. Son de gran importancia en la
alimentacion debido a las vitaminas y sales
minerales que poseen y aportan, a su vez, a la
dieta humana. Su produccion puede ser afectada
por la presencia de enfermedades virales y entre
estas las causadas por el género Potyvirus,
entidades que constituyen wuna limitante
importante para su desarrollo. Algunos de ellos
ponen en peligro la seguridad alimentaria de
paises en desarrollo al causar enfermedades
devastadoras en cultivos de regiones tropicales y
subtropicales (2).

En Cuba, se inform¢ la incidencia de potyvirus
en cultivos de solandceas de las provincias
Artemisa y Mayabeque (3) y se sefialdo a este
género como causante de pérdidas importantes en
el cultivo de pimiento (Capsicum annum L.) (3,
4,5). En el afio 2011 se inform¢ la identificacion
molecular del Pepper mottle virus (PepMoV) en
este cultivo (6); sin embargo, no existen informes
relacionados con la deteccion molecular de
potyvirus en cultivos de tomate (Solanum
lycopersicum L.), coliflor (Brassica oleracea var.
capitata L.) y habichuela (Phaseolus vulgaris L.
var. vulgaris).

Por otra parte, de acuerdo a varios estudios,
uno de los métodos efectivos para manejar las
enfermedades virales es la eliminacion de las
plantas arvenses que actian como TreServorios
naturales del virus (7). En el pais, hasta la fecha,
no se describen las especies de plantas arvenses
presentes en el cultivo y que pueden constituir
reservorios activos para la diseminacion de los
potyvirus.

Teniendo en cuenta los informes sobre la
deteccion de potyvirus en cultivos de solanaceas
de importancia econdmica en el pais, la presencia
de sintomas similares a los descritos para estas
entidades en areas de produccion, se propuso
como objetivo detectar la presencia de potyvirus
en especies horticolas y arvenses asociadas, en un
area suburbana para el cultivo de hortalizas,
mediante la RT-PCR con cebadores universales.

El estudio se realizdo en el periodo
comprendido entre 2017 y 2019, en la
Cooperativa de Créditos y Servicios (CPA) “Las

Piedras”, municipio Guanabacoa, provincia La
Habana (ubicada en la Region Occidental del
pais, entre los 23°7,30.6''N y los 82°18'2.4" O),
en un area de cultivo suburbana dedicada al
cultivo de especies horticolas.

Se recolectaron muestras foliares sintomaticas
(cuyo ntimero total se coloco entre paréntesis) de:
pimiento  (C. (30), tomate (S.
lycopersicum) (30), coliflor (B. oleracea var.
capitata) (3) y habichuela (P vulgaris var.
vulgaris) (9). Las muestras presentaron sintomas
que sugerian una posible infeccion ocasionada
por potyvirus. Adicionalmente se recolectaron 30
muestras de especies arvenses asociadas a estos
cultivos (tanto en la periferia como en el interior)
que eran asintomaticas: Parthenium
hysterophorus L. (22), Senna alata (L) (1),
Ocimum sanctum L. (1), Bidens alba (L.) DC.
(2), Portulaca oleracea L. (1), Euphorbia
heterophylla L. (1), Amaranthus albus L. (1),
Digitaria sanguinalis L. (Scop.) (1).

Inicialmente se realizd un andlisis de la
sintomatologia presente en las especies horticolas
y luego se procedio a la extraccion de ARN total,
a partir de discos foliares segin lo descrito por
Singh (8). La reaccion de transcripcion inversa se
realizd6 con la enzima M-MLV (Promega), de
acuerdo con las instrucciones de la casa
comercial, utilizando, para la sintesis de los
ADNCc, 2 pl de ARN total y el cebador universal
Potyvirid 1. En la reaccion de PCR se utilizaron
los oligonucleotidos degenerados Potyvirid 1 /
Potyvirid 2 (9) que amplifican la region 3 del
genoma viral de los potyvirus.

La mezcla de la reaccion consistio en: 12,5 pl
de Green Master Mix (Promega); 0,4 pM de cada
oligonucledtido y 2 ul de ADN complementario
[940 pg.ul''], en un volumen final de 25 pl. El
programa de amplificacion consistié en un paso
inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 2
min, seguida por 34 ciclos de reaccion (30 seg a
94°C de desnaturalizacion, 1 min a 54°C de
anillamiento con cebadores y 1 min a 72°C de
extension), seguido por un paso de extension
final durante 10 min a 72°C. Se utilizdé, como
control positivo, plantas de pimiento positivas a
potyvirus y, como control negativo, plantas sanas
de pimiento, mantenidas en condiciones
controladas de casa de cristal. Los productos de
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la PCR (10 pl de cada producto) se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,8 %, en tampon TBE 1X y tefiido con 1 pg.ml!
de bromuro de etidio. Para determinar la talla
aproximada de los productos se incluydo un
marcador de peso molecular de 1000 pb
(Promega).

Las plantas recolectadas presentaron sintomas
generales que sugerian una infeccion causada por
una entidad viral (Figura 1), de manera especifica
dichos sintomas podian ser asociados con
especies pertenecientes al género Potyvirus.

En campo, las plantas de tomate presentaron
enanismo, uno de los sintomas mas cominmente
informados en plantas infectadas por virus y esta
condicionado por una disminucion de la tasa de
crecimiento de la planta (10). Otros sintomas
detectados en las plantas de tomate (Figura 1 A)
y pimiento (Figura 1 B) fueron: clorosis intensa,
moteado y mosaico. La sintomatologia observada
coincide con la descrita para enfermedades
causadas por especies pertenecientes al género
Potyvirus; tal es el caso de Moran et al (11),
quienes demostraron que los sintomas de
moteado y clorosis intensa, en hojas de

zanahoria, fueron ocasionados por el potyvirus
Carrot virus Y.

Las muestras de coliflor presentaron enanismo
y hojas moradas (Figura 1 C), mientras que, las
muestras de habichuela mostraron clorosis y
mosaico y arrugamiento

moteado intensos,

(resultados no mostrados). Estos sintomas
coinciden con los informados por Zheng et al
(12), describieron la presencia de
arrugamiento, mosaico y clorosis intensa,
ocasionados por Bean common mosaic Virus
(BCMV), en Vigna sesquipedalis. La clorosis
intensa en las hojas puede deberse a que el virus
hace que disminuya la fotosintesis de la planta al
reducir el nivel de clorofila en la hoja (13).

En las plantas que son infectadas con virus, los
sintomas mas evidentes, generalmente, son los
que aparecen sobre el follaje, aunque algunos
virus producen sintomas visibles sobre el tallo,
frutos o raices, con o sin la evidencia de sintomas
foliares (13). En la mayoria de las enfermedades
virales de las plantas que aparecen en el campo,
el virus esta distribuido por toda la planta, en lo
que se denomina como infeccion sistémica, de
ahi que los sintomas producidos se designen
como sintomas sistémicos (13).

La Figura 2 muestra, de forma representativa,
los resultados del analisis por RT-PCR para la
deteccion de Potyvirus. Se observo la presencia,
de fragmentos de aproximadamente 1,6 Kb en las
muestras evaluadas y en varias muestras de
tomate y pimiento se observaron fragmentos
adicionales de aproximadamente 0,6 kb, tal como
esta descrito para el uso de estos cebadores
degenerados, correspondientes al genoma de los
potyvirus cuya reaccion puede amplificar
fragmentos de aproximadamente 1,6-2 kb y

quienes

Figura 1. Sintomas observados en plantas de tomate, pimiento y coliflor colectadas en areas de
produccion de la CPA “Las Piedras”, municipio Guanabacoa, provincia La Habana. A (Plantas de
tomate con sintomas de clorosis), B (Plantas de pimiento con sintomas de mosaico) y C (Plantas de
coliflor con sintomas de hojas violaceas) / Symptoms observed in tomato, pepper and cauliflower
plants collected in producing areas of the CPA “Las Piedras”, Guanabacoa municipality, Havana
province. A (tomato plants with chlorosis symptoms, B (peppers plants with mosaic symptoms) and C
(cauliflower plants with purple leaf symptoms).
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también fragmentos adicionales que pueden ir
desde 0,6-1kb, lo que puede ser un indicativo de
la presencia de varias especies de potyvirus
afectando una misma muestra (9).

Se obtuvo amplificacion en las muestras de
pimiento (100 %), tomate (100 %), coliflor
(100 %) y habichuela (22,2 %) y en las plantas
arvenses: Senna alata (L), Euphorbia
heterophylla L., Portulaca oleracea L. 'y
Parthenium hysterophorus L. (Fig. 2)

Estos resultados constituyen la primera
evidencia molecular de la presencia, en Cuba, de
potyvirus en cultivos de tomate, coliflor y
habichuela, asi como en las especies de arvenses:
S. alata, E. heterophylla, P. oleracea y P.
hysterophorus.

La presencia de potyvirus en tomate y
pimiento coincide con lo informado por otros
autores que identificaron, dentro de este género,
especies como el Virus Y de la papa (PVY),
capaz de causar grandes pérdidas en estos
cultivos y en otros como Solanum tuberosum L.y
Nicotiana sp. (14). De igual forma, coinciden con
los detectados previamente en el pais para la
presencia de potyvirus en plantas de pimiento con
sintomas (4), con el uso de cebadores genéricos,
ademas del informe de PepMoV (5) en el cultivo
del pimiento.

7 8 9% 10

En el caso de la habichuela, los resultados del
presente trabajo coinciden con lo informado por
otros autores que identificaron al potyvirus Bean
common mosaic virus (BCMV) en plantas de esta
especie (15), ademas de su deteccion en otras
legumbres como Vigna sp. (16).

Por otra parte, varios informes describen
especies de plantas arvenses como hospedantes
de potyvirus (7,14), aun sin presentar sintomas
visibles de la enfermedad. Las plantas arvenses
juegan un papel importante como reservorio
activo del virus y se plantea que la densidad de
este alrededor del cultivo contribuye a la
propagacion de las enfermedades virales.

Los resultados obtenidos son relevantes, pues
constituyen un paso de avance en las
investigaciones que se llevan a cabo en el pais
sobre el estudio de la familia Potyviridae que

afecta  diversos cultivos y que causa
enfermedades virales emergentes a nivel
mundial. Ademas, permiten fortalecer las

medidas para el manejo de estas entidades en los
cultivos horticolas de Cuba, por lo que se
recomienda completar otros estudios para la
identificacion y caracterizacion de las especies de
Potyvirus presentes en el area.
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Figura 2. Deteccion de la presencia de Potyvirus en especies horticolas y plantas arvenses mediante
la RT-PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular (1kb, Promega) Carriles 2-4: Muestras de tomate;
Carriles 5, 6, 7: Muestras de pimiento; Carril 8: Muestras de coliflor; Carril 9: Muestras de habichuela;
Carriles 10, 11, 12,13: Senna alata (L), Euphorbia heterophylla L., Portulaca oleracea L.,y
Parthenium hysterophorus L.; Carril 14: Control positivo; Carril 15: Control negativo./ Detection of
the presence of Potyviruses in horticultural species and arvensis plants by means of RT-PCR. Lane 1:
Molecular weight marker (1kb, Promega), Lanes 2-4: Tomato samples, Lanes 5, 6, 7. Pepper
samples; Lane 8: Cauliflower samples; Lane 9: French bean samples; Lanes 10, 11, 12, 13: Senna
alata (L), Euphorbia heterophylla L., Portulaca oleracea L., and Parthenium hysterophorus L.; Lane
14: Positive Control; Lanel5: Negative Control.
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