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Introduccién

La mosca blanca Bemisia tabaci es un vector polifago que se estima se
alimenta de mas de 500 especies de plantas. Este vector transmite virus
pertenecientes al género Begomovirus (familia Geminiviridae) y Crinivirus
(familia Closteroviridae). Los begomovirus causan significativas, y a menudo
totales, pérdidas en las cosechas en los agroecosistemas de las regiones
tropical y subtropical del mundo. La distribucion global de estos virus esta
relacionada con la diseminacion de la mosca blanca. Los geminivirus se
caracterizan por tener un genoma circular de simple cadena de ADN, y sus
miembros pueden ser monopartitos o bipartitos. América Latina ha sido la
region mas afectada en cuanto a surgimiento de nuevos geminivirus, nimero de
cultivos afectados, pérdidas en las cosechas y areas agricolas devastadas
(Morales y Anderson, 2001). Los crinivirus se consideran virus emergentes y en
los ultimos afos se han encontrado asociados a cultivos como tomate, lechuga
y papa. En Cuba, desde el afio 1998 el geminivirus prevalente es Tomato
yellow leaf curl virus y en el afio 2008 nuestro grupo de trabajo detecté por
primera vez en Cuba un virus miembro del género Crinivirus, Tomato chlorosis
virus (Martinez y col., 2008). Recientemente, hemos observado en diversos
cultivos como tomate, tabaco, pimiento y en malezas, sintomas como
moteados, mosaicos, amarillamientos desde leves hasta severos, distorsiones
en las hojas, sintomas que recuerdan los causados por virus transmitidos por
mosca blanca. Por ello, el objetivo de la investigacion realizada en el
CINVESTAV, fue la caracterizacion de geminivirus y crinivirus presentes en
Cuba infectando cultivos de importancia economica y malezas.



Actividades de caracterizacion de geminivirus

Amplificacion por circulo rodante del genoma viral a partir de muestras
provenientes de plantas de tomate, tabaco, pimiento, Euphorbia
heterophylla, Rhynchosia minima que presentaban sintomas tipicos de
infecciones por geminivirus y que mostraban, por resultados de reaccion
en cadena de la polimerasa previamente obtenidos por nosotros, la
presencia de begomovirus bipartitos.

Digestion de los ADN virales con varias enzimas: Eco RI, Eco RV, Bam
HI, Pst, Nco I, Hind lll, Xbal, Xho I, etc para determinar aquellas con sitio
de corte Unico en cada componente viral.

Hibridacion de los ADN digeridos con la secuencia del gen AVl de
PepGMYV y luego con los genes BC1 y BV1 de PepGMV en condiciones
poco restringentes para determinar cual de los fragmentos se
corresponde con ADN-A y ADN-B geminiviral.

Clonacion de los componentes virales en vectores apropiados (pJET
1.2/blunt, pBlueScript y pGEMT-easy), con la enzima de restriccion
escogida en cada caso.

Secuenciacion de los ADNs clonados.

Comparacion de las secuencias de geminivirus obtenidas con las de los
geminivirus cuyas secuencias se hayan disponibles en el GenBank
mediante BLAST.

Determinacion del porcentaje de identidad de los virus encontrados con
el resto de los begomovirus cuyas secuencias se hayan disponibles en
el GenBank.

Empleo de biobalistica para determinar hospedantes experimentales del
virus aislado de tomate. El virus presente en las plantas bombardeadas
fue detectado mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

Actividades de caracterizacion de Crinivirus

Realizacion de Dot blot a muestras de ARN provenientes de plantas de
tomate con sintomas tipicos de infeccién por Tomato clorosis virus
(ToCV). Sonda usada: region de la HSP del aislamiento cubano de
ToCV.



Resultados obtenidos:

e Presencia de un nuevo geminivirus bipartito (secuenciado componente
Ay componente B) infectando el cultivo del tomate en Cuba al cual
nombramos Tomato yellow distortion leaf virus (TYDLV). La secuencia
del ADN-A de este virus fue depositada en el GenBank con nimero de
acceso FJ174698. Este virus constituye una nueva especie en el género
Begomovirus de la familia Geminiviridae debido a que el porcentaje de
identidad del componente A con el ADN-A de cada uno de los
begomovirus cuyas secuencias se hayan disponibles en el GenBank es
menor que 88 %, que es el valor de corte para la demarcacion de las
especies en el genéro Begomovirus.

e Ademas, empleando biobalistica con clones infectivos demostramos que
este virus (TYDLV) es capaz de infectar otras plantas ademas de
tomate, su hospedante natural. Estas plantas son Nicotiana tabacum,
Nicotiana benthamiana, tomate variedad Campbell-28, tomate HA 1930.

e Presencia de un nuevo geminivirus bipartito infectando el cultivo del
tabaco y el del pimiento en Cuba al cual nombramos Tobacco yellow
crinkle virus (TYCV). La secuencia del componente A de este virus fue
depositada en el genbank con numero de acceso FJ213931 para el
aislamiento procedente de tabaco y FJ222587 para el aislamiento
procedente de pimiento. Este virus constituye una nueva especie en el
género Begomovirus de la familia Geminiviridae debido a que el
porcentaje de identidad del componente A con el ADN-A de cada uno de
los begomovirus cuyas secuencias se hayan disponibles en el GenBank
es menor que 88 %, que es el valor de corte para la demarcaciéon de las
especies en el género Begomovirus.

¢ Empleando biobalistica con el ADN obtenido de la amplificacién por
circulo rodante a partir del material vegetal de tabaco demostramos que
este virus (TYCV) es capaz de infectar otras plantas ademas de tabaco
y pimiento. Estas plantas son frijol y Nicotiana benthamiana.

e Deteccion de ToCV en 16 muestras de localidades de la regién oriental
de Cuba.

e Presencia de otros geminivirus bipartitos infectando naturalmente en
Cuba, cuyas secuencias todavia estan parciales: en plantas de tabaco la
secuencia indica muy probablemente Euphorbia mosaic virus infectando
plantas de tabaco en Cuba y, en plantas de Rhynchosia minima, la



secuencia parcial del aislamiento viral indica la presencia de un nuevo
virus en este cultivo.

Los resultados expuestos anteriormente serdn publicados y presentados en
eventos. Ademas, formaran parte de mi tesis de doctorado cuyo tema es
Caracterizacion y diagndstico de virus transmitidos por mosca blanca en Cuba.

Otra actividad realizada en el CINVESTAV: participacion semanal en la
discusion de articulos con temas cientificos de interés general para el grupo de
virologia.
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