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RESUMEN: El presente estudio tuvo como objetivo identificar el agente viral asociado a los sintomas similares a los
causados por orthotospovirus, que se presentaron en plantas de chile habanero picante (Capsicum chinense Jacq) de un area
de cultivo protegido en el municipio Caimito, provincia Artemisa, Cuba. Con este propdsito, en mayo de 2022, se recolectd
un grupo de muestras sintomaticas en esta localidad y se analizaron mediante Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
tipo Sandwich de Doble Anticuerpo (DAS-ELISA) con anticuerpos especificos para tomato chlorotic spot virus (TCSV).
Siete muestras con necrosis y anillos necroticos resultaron positivas al virus. La inoculacion mecanica en plantas de
Nicotiana glutinosa L. produjo lesiones locales necroticas, y en tomate (Solanum lycopersicum L.), necrosis sistémica. Las
reacciones de RT-PCR, con cebadores especificos de la especie TCSV, produjeron un fragmento de talla aproximada de
948 pb que confirmo la infeccion por TCSV. Esta es la primera evidencia de la presencia del orthotospovirus en el cultivo de
C. chinense en Cuba. Se recolectaron varios especimenes de trips del follaje de plantas sintomaticas. Los insectos fueron
identificados morfologicamente como Thrips palmi Karni y Frankliniella cephalica (Crawford), dos vectores reconocidos de
orthotospovirus, pero no de TCSV. En Cuba, esta especie viral y sus insectos vectores estan ampliamente distribuidos en las
zonas de produccion de tomate y pimiento. Su presencia en el cultivo de aji picante chile habanero representa un alto riesgo
para su produccion y exportacion y resalta la necesidad de una vigilancia continua del patosistema TCSV-vector-hospedante,
para minimizar los dafios potenciales a cultivos de importancia econdmica.
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ABSTRACT: The present study aimed at identifying the viral agent associated with orthotospovirus-like symptoms on hot
chili habanero bell pepper (Capsicum chinense Jacq) plants growing in a protected cultivation system area in Caimito
municipality, Artemisa province. For this purpose, a group of symptomatic samples were collected at this location in May
2022, and they were tested by Double Antibody Sandwich- Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (DAS-ELISA) with
specific antibodies for tomato chlorotic spot virus (TCSV). Seven samples with necrosis and necrotic ringspots were positive
for the virus. Mechanical inoculation on Nicotiana glutinosa L. and tomato (Solanum lycopersicum L.) produced local
necrotic lesions and systemic necrosis, respectively. Reverse transcription-PCR with TCSV species-specific primers
produced a fragment of approximately 948 bp size that confirmed TCSV infection. This is the first evidence of the presence
of orthotospovirus in C. chinense in Cuba. Several thrips specimens were collected from the foliage of symptomatic plants.
The insects were morphologically identified as Thrips palmi Karni and Frankliniella cephalica (Crawford), two recognized
vectors of orthotospoviruses, but not of TCSV. In Cuba, this viral species and its insect vectors are widely distributed in
tomato and pepper production areas. Its presence in the hot chili habanero bell pepper crop is a high risk for its production
and export and accentuates the need for continuous surveillance of the TCSV-vector-host pathosystem to minimize potential
damages to economically important crops.
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Los orthotospovirus (género  Orthotospovirus,

familia Tospoviridae) son patégenos de plantas
ampliamente distribuidos a nivel mundial. Sus

de especies de virus. TCSV causo dafios considerables
en plantaciones comerciales de hortalizas del
continente americano (4, 5, 6); se informo por primera

miembros son transmitidos por diversas especies de
trips y tienen un amplio rango de hospedantes que
incluye arvenses, plantas ornamentales y cultivos de
interés econdomico (1). Existen 26 especies
reconocidas de orthotospovirus (2), entre las que se
encuentra tomato chlorotic spot virus (TCSV),
recientemente renombrada como Orthotospovirus
tomatoflavi (3), segin la nueva nomenclatura binomial

vez en Cuba en 2016 (7) y constituye un factor
limitante para la produccion de cultivos a campo
abierto y protegidos (8).

En Cuba, existe un aumento gradual de Ilas
plantaciones comerciales del aji picante denominado
chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), pues
constituye rubro exportable. Recientemente, se
observaron sintomas similares a los provocados
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por orthotospovirus en zonas de produccion, pero no
existen estudios previos sobre virus que afecten este
cultivo en Cuba.

El objetivo del presente trabajo fue determinar,
mediante  técnicas  bioldgicas, serologicas y
moleculares, el agente causal de estos sintomas
observados en una localidad de la provincia Artemisa
y, de esta forma, contribuir a la actualizacion del
estatus fitosanitario del cultivo en Cuba.

Para ello se realizaron prospecciones en un area
de cultivo protegido de chile habanero de la Finca
“La Vicenta”, de la Unidad Empresarial de Base
“Granja Urbana” en Caimito, provincia Artemisa
(22° 56 58” N, 82° 36’ 07” O), Cuba, donde se
recolectaron 14 muestras del cultivar 'Ajuma rojo' con
sintomas de anillos necréticos en hojas, tallos, frutos
y clorosis (Fig. 1). Otros sintomas consistieron en
mosaico clorotico y bandas necroticas en frutos. Se
recolectaron, ademads, especimenes adultos de trips,
presentes en el follaje, y se enviaron al laboratorio
de Entomologia del Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal (INISAV) para su identificacion
morfologica, a través de las claves taxondmicas
9, 10).

Para confirmar la presencia de orthotospovirus, las
muestras se analizaron a través de la técnica Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas tipo Sandwich
de Doble Anticuerpo (DAS-ELISA), con el juego
de reactivos Loewe®, Alemania, codigo 07503C/480,
con anticuerpos especificos de TCSV vy siguiendo las
instrucciones del fabricante. Paralelamente, 1 g de
tejido de hojas se macerd en 4 ml de tampon fosfato
0,01M, NaSO; 1 % y los extractos se inocularon
en hojas de Nicotiana glutinosa L. y tomate
(Solanum lycopersicum L.). Las plantas se colocaron
en condiciones controladas hasta el desarrollo de
sintomas.

Para confirmar los resultados del ELISA,
las muestras se analizaron a través de RT-
PCR con el par de cebadores TCSV F1 (5°-
AGTATTATGCATCTATAGATTAGCACA3’) y
TCSV R1 (5 ACAAATCATCACATTGCCAGGA3’)
especificos del gen completo de la proteina de la
capside de TCSV, segin Baysal ez al. (11).

El 50 % de las 14 muestras analizadas, resultaron
positivas a TCSV en el ELISA, las cuales coincidieron
con las que mostraban anillos necroéticos al momento
de la recolecta. En N. glutinosa, los extractos foliares
inoculados produjeron lesiones locales necroticas a los
7 dias posteriores de la inoculacion (dpi) y en tomate,
necrosis sistémica, observada a los 10 dpi. Este
resultado coincide con lo informado por Gonzélez et
al. (12) y Maeso et al. (13) y corroboran la presencia
de aislados del género Orthotospovirus.

En la reaccion de RT-PCR, un fragmento de talla
aproximada de 948 pb se amplifico en seis de las
siete muestras de aji picante chile habanero que
fueron positivas en los analisis serologicos (Fig. 2,
carriles 1-6), correspondiente con el esperado para
el par de cebadores utilizados; mientras que, una
séptima muestra no pudo ser confirmada debido a la
degradacion de la preparacion de ARN.

Los resultados mostraron que los sintomas relativos
a necrosis y anillos necroticos en hojas, tallos y frutos
de C. chinense estan asociados a la infeccion por
TCSV. Los otros sintomas observados de mosaico
clorético en hojas y bandas necrdticas en frutos
pudieron estar relacionados con otras especies virales
del mismo o de otros géneros virales, que pudieran
estar presentes en el cultivo y que necesitaran de ser
igualmente caracterizados.

sl

Figura 1. Sintomas observados en plantas de aji picante chile habanero, cultivar 'Ajuma rojo'. en areas de la Granja urbana
del municipio Caimito, Artemisa, Cuba. Anillos necroticos en hojas (A), frutos (B) y tallos (C). / Symptoms observed on
plants of hot chili habanero bell pepper, cultivar 'Ajuma rojo'. Necrotic ringspots on leaves (A), fruits (B), and stems (C).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del RT-
PCR con cebadores especificos para TCSV de muestras de
aji picante chile habanero (C. chinense). M1: marcador de
peso molecular 1 kb, Promega; 1-6 muestras de aji picante
chile habanero cv. ‘Ajuma Rojo’ positivas en ELISA para
TCSV. / Electrophoresis on 1% agarose gel of the RT-PCR
with TCSV species-specific primers of samples of hot chili
habanero bell pepper (C. chinense). M1: 1kb molecular
weight marker, Promega; 1-6: positive samples of hot chili
habanero bell pepper cv. “Ajuma Rojo’ for TCSV in ELISA.

Esta constituye la primera evidencia de la presencia
del virus en chile habanero en Cuba y una
actualizacion de las enfermedades virales de este
cultivo. A nivel mundial, aunque se informaron
otros orthotospovirus que infectan naturalmente a
C. chinense (14), solo existe un informe previo de esta
hortaliza como hospedante TCSV, en la isla de Puerto
Rico (15).

Asociadas a las plantas infectadas, se identificaron
a las especies Thrips palmi Karni y Frankliniella
cephalica (Crawford), las cuales son vectoras
de orthotospovirus, aunque, hasta el momento,
no se conoce su funcion en la transmision de
TCSV (16, 17).

El origen del brote de TCSV en el sitio estudiado
pudiera estar relacionado con la transmision efectuada
por otra especie de trips vectora de TCSV no
identificada en esta investigacion, que haya adquirido
la infeccion en malezas circundantes a la casa
de cultivo y entrado, accidentalmente, al sistema
protegido. La otra via pudiera ser la importacion y
siembra de plantulas infectadas.

Se indic6 y efectud6 el saneamiento de Ia
casa afectada y sus alrededores, para contener la
enfermedad y evitar la diseminacion.

En investigaciones futuras sera necesario conocer
si TCSV se encuentra en otras areas de produccion
de chile habanero de Cuba, las especies de trips
involucradas en la dispersion y su funcion en la
epidemiologia de la enfermedad.
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