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RESUMEN

DIAGNOSTICO DE VIRUS VEGETALES A NIVEL

DE GRUPO EN EL CULTIVO DEL PIMIENTO (CAPSICUM
=8 ANNUUM L.) MEDIANTE LA TECNICA

DE MICROSCOPIA OPTICA

Gloria Gonzélez Arias, Caridad Font y Surey Valdés Ramirez

Laboratorio de Virologia. Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110
no. 514 e/ 5a. B y 5a. F, Playa, Ciudad de La Habana, c.e.: ggonzalez@inisav.cu

ABSTRACT

En Cuba, durante el periodo 1996-1998, se realizé un diagnéstico de
la problematica virolégica del cultivo del pimiento en la provincia de
La Habana, donde se utilizaron las técnicas de Elisa-Indirecto, reac-
cién en plantas indicadoras, microscopia electrénica y microscopia
optica. Los resultados mostraron coincidencia entre las técnicas, y
arrojaron la presencia de virus pertenecientes a los grupos Cucumovi-
rus, Begomovirus, Potyvirus y Tobamovirus.
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In Cuba, during 1996-1998, was made in Havana’s province the
diagnostic of the virus in Capsicum annuum’s, with ELISA-Indirect,
plant test, electronic and optical microscopy. Virus of the group
Cucumovirus, Begomovirus, Potyvirus and Tobamovirus were
presents.
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INTRODUCCION

Enfermedades virales como el virus del mosaico del ta-
baco (TMV), virus del mosaico del tomate (ToMV), vi-
rus del mosaico del pepino (CMYV), virus del grabado
del tabaco (TEV) y virus del encrespamiento amarillo de
la hoja del tomate (TYLCV), entre otros, pertenecientes
a los grupos Tobamovirus, Cucumovirus, Potiyvirus y
Begomovirus, estan distribuidos ampliamente a nivel
mundial en cultivos de importancia econémica como el
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), el pimiento (Ca-
psicum annuum L.), el tabaco (Nicotiana tabacum L.)y el
pepino (Cucumis sativus L.) [Jorda, 1993].

Cultivos de leguminosas y gramineas, entre los que se
encuentran el frijol (Phaseolus vulgaris L.) y el maiz (Zea
mays, L.) son susceptibles a virosis pertenecientes a los
grupos Begomovirus, Rhabdovirus, Bromovirus y otros,
que reducen los rendimientos de forma considerable
[Polston y Anderson, 1997].

El diagnéstico de estas virosis se ha basado tradicio-
nalmente en técnicas bioldgicas, serolégicas y, mas

recientemente, en las moleculares, en dependencia de
su complejidad. Sin embargo, otro factor importante
para los laboratorios dedicados al diagnéstico rutina-
rio, es la utilizacion de técnicas poco costosas, entre las
que se encuentra la de microscopia 6ptica [Christie y
Edwardson, 1977; Ko et al, 1987], la que permite
mediante la observacién de inclusiones ubicar la pato-
logia objeto de analisis, en el grupo de virus a la cual
pertenece y la que ha sido utilizada por diferentes in-
vestigadores.

En Cuba, durante los anos 1996-1998, debido a la
introduccién del Thrips palmi, se llevaron a cabo
diferentes muestreos en los municipios de la provincia
de La Habana, con el objetivo de conocer el estado fitovi-
rologico del cultivo del pimiento (Capsicum annuum L.),
mediante las técnicas de diagndstico de plantas indica-
doras, Elisa-Das, microscopia electrénica y microsco-
pia optica con la finalidad de comparar los resultados
en la determinacién de las virosis presentes.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreos en plantaciones

Durante el periodo de las campanas 1996-1998 se
muestrearon plantaciones de los municipios de Alqui-
zar, Batabano, Giiira de Melena, Quivican y Giiines,
asf como los organopoénicos de Plaza de la Revolucion y
Boyeros de la provincia de La Habana y Ciudad de
La Habana respectivamente. Los muestreos se realiza-
ron en sentido de la diagonal de los campos y se toma-
ron 40 muestras en todas las localidades en cada
campana analizada.

Las muestras consistieron en plantas, hojas y frutos de
pimiento, que mostraban sintomas similares a los oca-
sionados por virus.

Técnicas de diagnoéstico

En condiciones de laboratorio, cada muestra fue proce-
sada por las técnicas de inoculacién a plantas indicado-
ras, Elisa-Das, microscopia electrénica y microscopia
6ptica. Se realizaron dos réplicas en cada caso, y como
controles negativos plantas sanas de tabaco.

1) Inoculacién a plantas indicadoras

Las muestras fueron inoculadas de forma mecénica
en plantas de Nicotiana glutinosa L., mediante el
método de maceracién con tampon fosfato 0,05M
pH 7. Posteriormente fueron colocadas en condiciones

de casa de cristal y se realizaron observaciones diarias
durante 15 dias por la posible aparicién de reacciones
hipersensibles y/o sistémicas.

2)Elisa-Indirecto

Se utilizé la técnica de Clark y Adams (1977) con
juegos diagnoésticos obtenidos en el Laboratorio de
Virologia del INISAV para los virus del mosaico
del tabaco y mosaico del pepino, en diluciones de
1/1 000y 1/200 de I1gG y conjugado para ambos virus.

3) Microscopia electronica
Se utiliz6 la técnica de tincion negativa [Hitchourny,
1965] y acetato de uranilo para el contraste. Las obser-

vaciones se realizaron a 20 000X en un microscopio
electrénico marca EMMA-4.

4)Microscopia dptica

Para la identificaciéon a nivel de grupo, las muestras
fueron procesadas por las técnicas de tiras de epidermis
[Christie y Edwardson, 1977] y la de abrasion [Ko et al.,
1985]. Las observaciones se realizaron en un microsco-
pio optico en un rango de 100-1 000X.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se reflejan en la Tabla 1.

Tabla 1
Municipio vy localidad Nutmero de Sintomas Planta Elisa Indirecto Microscopfa Microscopfa

muestras indicadora CMV TMV electrénica Optica
Alquizar
CPA Tomas Llanes 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Ramén Pérez 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Capitan Tomas 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Florali Arencibia 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Mauro Ferrer 40 Mosaico severo | Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
Batabané
CPA Nelson Silva 40 Mosaico - - - - Inc. nucl.

amarillo
Mosaico leve Sin. sistémico Vir. esférico Inc. cit.
CPA Guerrero Montero 40 Frutos + -
deformes y
necroéticos

Area de semillero 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
Giiira de Melena
CPA Wilfredo 40 Mosaico leve | Sin. sistémico 3 a Vir. alargado Inc. cit
Rodriguez
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CPA Onelio Piedra 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Silverio Leal 40 Mosaico leve Sin. sistémico + - Vir. esférico Inc. cit.
CPA Vietnam 40 Hojas y nervios Sin. sistémico Vir. esférico Inc. cit.
reducidos y Vir. alargado Inc. cit.
deformadas
Mosaico * -
Frutos
deformados
CPA José M. Lépez 40 Hojas Sin. sistémico N Vir. esférico Inc. cit.
reducidas - Inc. nucl.
CPA La Morena 40 Hojas amarillas - - - - -
CPA Héroes de Bolivia 40 Mosaico leve,
reduccién de 3 _ 3 3 3
entrenudos y
encrespamiento
CSS Frank Pais 40 Hojas Sin. sistémico Vir. alargado Inc. cit.
reducidas B B Inc. nucl.
Quivican
Empresa 19 de Abril 40 Mosaico leve, _ B _ 3 3
hojas reducidas
Giiines
Empresa Menoyo 40 Hojas Sin. sistémico n _ Vir. esférico Inc. cit.
reducidas
Organopoénico Plaza 40 Hojas Sin. sistémico N B Vir. esférico Inc. cit.
reducidas
Organoponico Boyeros 40 Ho].as Sin. sistémico y Vir. esférico Inc. cit.
reducidas, lesiones locales + + i i
Mosaico Vir. tubular Inc. cit.

En general los sintomas en las areas evaluadas consis-
tian en mosaico de leve a severo, deformacion de hojas
y frutos, reduccién de entrenudos y encrespamiento,
que alcanzaron en ocasiones el ciento por ciento de las
plantaciones, asociados a la presencia de poblaciones
de afidos (Myzus persicae Sulzer).

Las muestras procedentes de las cinco CPA del munici-
pio de Alquizar y de Batabané, presentaron al micros-
copio 6ptico inclusiones cristalinas amorfas tenidas de
rojo violeta con Azur A (Fig. 1)y particulas esféricas de
32-35nm al electrénico, similares a las del grupo de los
Cucumovirus y especificamente al virus del mosaico
del pepino (CMV) [Christie y Edwardson, 1977], lo
que fue corroborado con las restantes técnicas de posi-
tividad en Elisa-Das y reaccién sistémica en Nicotiana
glutinosa L. [Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion, 1996].

Sobre la observacion de las inclusiones, Jorda (1993)
apunta que se requiere de una simple tincién, ya que al
ser hialinas, son dificiles de confundir con el resto de
los organulos celulares y la deteccion es facil, debido a
que el campo de visién de los microscopios 6pticos es
bastante amplio, lo que permite la detecciéon de areas
relativamente grandes y de las inclusiones, las que no
siempre se distribuyen de forma uniforme.

En el municipio de Bataban¢ se determind, ademas, la
presencia de Begomovirus, ya que al microscopio 6pti-
co se observaron inclusiones nucleares tefiidas con
Azur A, que se destacaron contra el fondo claro del nu-
cleoplasma y del nucleolo rojo violeta (Fig. 2). No
obtuvimos manifestacién de sintomas en la planta in-
dicadora dado que los miembros de este grupo de vi-
rus no se transmiten por via mecanica [Polston y
Anderson, 1997]. Posteriormente se determiné la pre-
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sencia del virus del encrespamiento amarillo de la hoja
del tomate (TYLCV) en el cultivo del pimiento, en las
provincias de La Habana y Sancti Spiritus [Quifionez
et al., 2001].

En Giira de Melena se detecté también la presencia de
inclusiones citoplasmaticas, caracteristicas de los Poty-
virus, que se diferencian de las producidas por el CMV,
en que las primeras son fibrosas y se tifien con Rosa de
Bengala [Christie y Edwardson, 1977].

En los municipios de Quivican y Giiines se detecté una
situacién similar con respecto a los resultados del diag-
nostico realizado. Se destaca que en el dltimo se observa-
ron plantas de pimiento con sintomas similares a virus,

pero por los resultados fueron negativos para todas las
técnicas utilizadas, por lo que podemos asumir que pu-
diera tratarse de algin desorden fisiol6gico.

Por otra parte, en los organopoénicos de Plaza de la Revo-
lucién y de Boyeros se detect6 no solamente el virus del
mosaico del pepino, sino también el virus del mosaico del
tabaco, perteneciente al grupo Tobamovirus, ya que reaccio-
no6 de forma hipersensible en planta indicadora, resulté
positiva el Elisa-Das y se observaron particulas tubulares
al microscopio electrénico e inclusiones citoplasmaticas
cristalinas de forma hexagonal, particularmente en los
tricomas de las hojas (Fig. 3), caracteristicas de este grupo
[Christie y Edwardson, 1977].

Figura 2. Inclusién nuclear de Begomovirus.
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Figura 3. Inclusién hexagonales en las células
de los tricomas Tobamovirus.

CONCLUSIONES

* Durante el estudio realizado a dreas de pimiento de
la provincia de La Habana y Ciudad de La Habana,
para determinar la presencia de enfermedades virales,
se determinaron los virus mosaico del pepino (CMV) y
el virus del mosaico del tabaco (TMV), pertenecientes
a los grupos Cucumovirus y Tobamovirus, por las téc-
nicas de reaccion en plantas indicadoras, técnica Eli-
sa-Das, microscopia electrénica y microscopia dptica.

* Los grupos de virus Potyvirus y Begomovirus se de-
tectaron fundamentalmente por microscopia éptica.

* Los resultados por la técnica biolégica, serolégica y
electrénica, coincide con los de la 6ptica, lo que lleva a
considerar que es una herramienta util y segura con fi-
nes de diagndstico.
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