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l. RESUMEN

La presente propuesta reivindica la caracterizacion molecular de nuevos begomovirus
gue estan afectando los cultivos de soya Yy frijol en el pais, confirmando que la situacion
fitosanitaria presentada en los ultimos afios, fundamentalmente en el cultivo del frijol,
esta dada por una diversidad de begomovirus y no solo debida a Bean golden yellow
mosaic virus (BGYMV).

El género Begomovirus es el mas numeroso dentro de la familia Geminiviridae, sus
especies son transmitidas por la mosca blanca Bemisia tabaci causando numerosas
pérdidas a cultivos de gran importancia econdmica. En Cuba han sido detectadas varias
especies de begomovirus afectando cultivos de importancia. En este trabajo se describe
la caracterizacién de dos nuevas especies de begomovirus bipartitos infectando el cultivo
del frijol: Common bean mottle virus y Common bean severe mosaic virus. Por otra parte,
se determiné la presencia de Tobacco leaf curl Cuba virus en este cultivo con la primera
identificacion del componente B de esta especie y se estudid la variabilidad de aislados
de Bean golden yellow mosaic virus en la provincia de Mayabeque a mas de 15 afios
posteriores a su deteccion en el pais. En el cultivo de soya se identifico por primera vez
en Cuba la presencia de Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus.

Estos resultados constituyen una actualizacion de la situacion fitosanitaria de ambos
cultivos, con particular interés en el cultivo del frijol, donde hasta el momento los dafios
por virus son atribuidos a la presencia del BGYMV. Por otra parte, los resultados son
tenidos en consideracion para el fortalecimiento del programa de vigilancia fitosanitaria y
manejo que se ejecuta en el pais para el control del complejo mosca blanca-geminivirus
en cultivos de interés econdmicos, asi mismo para la evaluacion de nuevos cultivares de
frijol incorporando resistencia a estas nuevas especies virales.

Los resultados del trabajo se publicaron en revistas de alto factor de impacto como
Archives of Virology, Journal of Plant Pathology, Phytopathology y en Spanish Journal of
Agriculture Research en edicién, también son recogidos en el capitulo de un libro
publicado por el editorial Springer. Se han presentado en eventos nacionales e
internacionales y ha obtenido un premio CITMA- Mayabeque 2016. Se cuentan con
avales del MINAG, del programa de mejoramiento del cultivo de frijol y de personalidades
extranjeras.
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[l. ACREDITACION DE LA INTRODUCCION DEL RESULTADO Y SU
IMPACTO

Los resultados obtenidos en este trabajo emanan de la ejecucion del Proyecto
Nacional “Preparacion para el enfrentamiento de plagas emergentes vy
reglamentadas de la Republica de Cuba, en cultivos de solanaceas y granos”
(P131LHO003004) del Programa de Prioridad Nacional de Salud Animal y Vegetal del

MINAG y una beca AECID de Cooperacion para el Desarrollo.

Novedad e impacto de los resultados
Novedad Cientifica
e La identificacibn de Common bean mottle virus y Common bean severe
mosaic virus como miembros del género Begomovirus constituyen un hallazgo
para la ciencia y son aportes a la taxonomia del género Begomovirus,
resultado presentado en una publicacién de la revista Archives of Virology.
e Se informa por primera vez la presencia de las especies de begomovirus
descritas en malezas (Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus) y en el cultivo
del tabaco (Tobacco leaf curl Cuba virus), afectando los cultivos de soya y
frijol respectivamente, este resultado forma parte de publicaciones editadas en
las revistas Journal of Plant Pathology y en Spanish Journal of Agricultural
Research.
e Por primera vez se identifica en Cuba de la presencia de Rhynchosia golden
mosaic Yucatan virus, lo que constituye un claro ejemplo del paso de un
begomovirus previamente encontrado en malezas a cultivos de interés

econdmico, este resultado evidencia el papel que juegan las arvenses y otras



plantas silvestres como fuente de emergencia de begomovirus que infectan
cultivos horticolas importantes.

e Identificacion de TbLCCuV en el cultivo del frijol y secuenciacion por primera
vez del componente ADN-B de esta especie. La capacidad de este virus de
colonizar a mas de un hospedante constituye una amenaza epidemioldgica
para otros cultivos de importancia econdmica en el pais, lo cual debe tenerse
en cuenta en el manejo de la colindancia o vecindad de los cultivos asi como

su fecha de siembra.

Importancia Practica

Este trabajo surge por la solicitud de directivos de la Direccion Provincial de
Agricultura de Mayabeque por el incremento, desde 2013, de la incidencia de
sintomas severos asociados a virus en areas de produccion de frijol y que han dado
al traste con la disminucion de los rendimientos en las areas afectadas, por lo cual
estos virus identificados, justifican la necesidad de implementar y/o retomar los
programas de manejo del complejo mosca blanca-geminivirus en estos cultivos de
interés econémico.

Por otra parte, en Cuba los programas de mejoramiento del frijol desde finales de los
afios 90 e inicio del nuevo siglo, trabajaron por la incorporacién de genes de
resistencia al begomovirus BGYMV en cultivares nacionales. Esto permitié disminuir
su incidencia en el campo y por tanto disminuir las pérdidas, sin embargo, el
incremento de los sintomas observados en los Ultimos afios y los resultados de este

trabajo confirman la necesidad de que los programas de mejoramiento del cultivo del



frijol incorporen, ademas del BGYMV, las nuevas especies descritas dentro de sus
estrategias de obtencidn y evaluacion de cultivares.

A partir de este trabajo se demuestra que el uso de las techologias moleculares en la
Sanidad Vegetal en Cuba constituyen herramientas para apoyar las estrategias de
manejo de plagas dentro de los programas de produccion de alimentos importantes
para la sustitucién de importaciones en el pais y priorizados por el MINAG.

Estos resultados serdn de gran utilidad para crear medios de diagnostico para las
nuevas especies de begomoviurs a partir del conocimiento de las secuencias
nucleotodicas de sus genomas lo que permitira realizar estudios de distribucion

nacional de los begomovirus identificados.

Publicaciones
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Impacto: 0.6
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IV. COMUNICACION CORTA

NUEVAS ESPECIES DE BEGOMOVIRUS QUE AFECTAN CULTIVOS DE
FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) Y SOYA (Glycine max (L.) Merr.) EN CUBA

Autores: Lidia Chang-Sidorchuk?®, Yamila Martinez-Zubiaur*
Otros autores: Heidy Gonzéalez-Alvarez!, Elvira Fiallo-Olivé?, Jesis Navas-Castillo?
Colaboradores: 3

Filiacién 1: CENSA; 2: IIHSM

La presente propuesta reivindica los resultados obtenidos en la caracterizacidon
molecular de nuevos begomovirus, que estan afectando los cultivos de soya vy frijol,
asi como la determinacion de la organizacién gendémica de las nuevas especies
identificadas. Con este estudio se actualiza la situacion fitosanitaria del cultivo del
frijol, atribuida desde el afio 2001 solamente a la presencia del BGYMV. Sin
embargo, actualmente se evidencia un incremento de sintomas en areas de
produccion, demostrandose con este trabajo la diversidad de begomovirus incidiendo
en la situacion fitosanitaria de estos cultivos.

Los begomovirus son patégenos de plantas que en las ultimas décadas han
causado importantes pérdidas a cultivos de interés econdmico en regiones
tropicales y subtropicales. El género Begomovirus es el mas numeroso y de mayor
importancia de la familia Geminiviridae (Brown y col., 2015). Sus miembros poseen
un genoma circular encapsidado en particulas geminadas y son transmitidos por
moscas blancas (Bemisia tabaci). El genoma puede ser monopartito o bipartito
(Fondong, 2013).

En Cuba han sido detectadas numerosas especies de begomovirus afectando
cultivos de gran importancia econémica (Echemendia y col., 2001; Martinez-Zubiaur
y col., 2002; Moran y col., 2006). Entre los afios 2013 y 2016 se evidenciaron
sintomas relacionados a la presencia de begomovirus, pero con mayor severidad, en
campos comerciales de soya y frijol en la provincia de Mayabeque. Se colectaron
muestras vegetales que mostraban sintomas tales como mosaicos, moteados y
reduccion del &rea foliar.

A partir del ADN extraido se realiz6 la amplificacion por circulo rodante y
posteriormente el analisis con enzimas de restriccion pudo confirmar la presencia de
varios begomovirus bipartitos. Se seleccionaron para la clonacién y secuenciacion
de los genomas virales las muestras 6, 8, 24, 96, 99, 127 y 148. La clonacion de los
componentes virales se llevéd a cabo en el vector pBluescript Il SK (+) en Escherichia
coli DH5a. Los clones seleccionados se secuenciaron obteniéndose el genoma
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completo de las entidades virales. Para el andlisis de secuencias se utilizaron los
programas bioinformaticos correspondientes (Tamura y col., 2013; Muhire y col.,
2014).

Los componentes ADN-A y ADN-B obtenidos de las siete muestras en estudio
presentaron las caracteristicas tipicas de los begomovirus del Nuevo Mundo. El
begomovirus aislado de la muestra 6 contiene un ADN-A de 2631 nt (nimero de
acceso al GenBank: KX011473) que presenta el mayor porcentaje de identidad de
86.5% con Rhynchosia mild mosaic virus (FJ944019), un begomovirus encontrado
infectando malezas de fabaceas como Rhynchosia minima en Puerto Rico (Brown
and Idris, 2009). EI ADN-B (2604 nt, KX011474) present6 el mayor porcentaje (77%)
con el mismo begomovirus. Ambos componentes poseen una regién comun de 178
nt con una identidad de 92% indicando que ambos componentes virales constituyen
pares cognados.

Los componentes ADN-A de las muestras 96 (KX011476) y 99 (KX011477)
presentan un porcentaje de identidad de 94.6% entre ellas indicando la presencia
de la misma especie viral en ambas muestras. El mayor porcentaje de identidad del
ADN-A (87%) fue con Rhynchosia golden mosaic Havana virus (HM236368) y del
ADN-B con Rhynchosia mild mosaic virus (FJ944020). La region comun de ambos
componente virales presentd un porcentaje de identidad de 98%.

El ADN-A de la muestra 8 (KX011471) presenta el mayor porcentaje de identidad
(97.8%) con Tobacco leaf curl Cuba virus (TbLCCuV) (AM050143), un begomovirus
descrito en Cuba infectando el cultivo del tabaco (Moran y col., 2006) y
recientemente se ha encontrado infectando areas de produccion de frijol de la
provincia de Sancti Spiritus (Leyva y col., 2016). EI ADN-B muestra el mayor
porcentaje de identidad (82%) con Wissadula golden mosaic virus (GQ355487).
Ambos componentes virales presentan una region comun de 203 nucleétidos con
una identidad del 98.5%.

El begomovirus presente en la muestra 24 de soya presentd un ADN-A (KT381193)
con un alto porcentaje de identidad (93%) con Rhynchosia golden mosaic Yucatan
virus (RhGMYuV) (EU021216), un begomovirus encontrado en malezas como
Rhynchosia minima y Desmonium sp. en México. El DNA-B (KT381194) mostro el
mayor porcentaje de identidad (91%) con RhYMYuV (FJ792608) y con Rhynchosia
rugose golden mosaic virus (HM236371).

A partir de las muestras 127 y 148 se obtuvieron las secuencias completas del
componente A viral, con una talla de 2644 (No de acceso al GenBank, KX185517) y
2645 (KX185518) nucledtidos respectivamente. Los analisis para el ADN-A con el

10



programa SDT muestran que ambos aislados tienen un porcentaje de similitud del
98% con Bean golden yellow mosaic virus (AJ544531) (Echemendia y col., 2001).

Segun el criterio definido por el Grupo de Estudio de la familia Geminiviridae del
Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), el valor de corte del porcentaje de
identidad nucleotidica del ADN-A para la demarcacion de las especies en el género
Begomovirus es del 91%. (Brown y col., 2015). De acuerdo a este criterio, en este
trabajo se describen dos nuevas especies: Common bean mottle virus (muestra 6) y
Common bean severe mosaic virus (muestras 96 y 99) afectando el cultivo del frijol,
asi como dos aislados de begomovirus previamente descritos: Bean golden yellow
mosaic virus (muestra 127) y Tobacco leaf curl Cuba virus (muestra 8). En el cultivo
de soya (muestra 24) se identific6 por primera vez en Cuba la presencia de
Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus.

Estos resultados constituyen un claro ejemplo del paso de un begomovirus
previamente encontrado en malezas a cultivos de interés econdmico, lo que hace
evidente una vez mas el papel que juegan las arvenses y otras plantas silvestres
como fuente de emergencia de begomovirus que infectan cultivos horticolas
importantes. El andlisis filogenético de ambos componentes gendémicos de todos los
begomovirus identificados puso de manifiesto sus estrechas relaciones con otros
aislamientos en regiones cercanas, fundamentalmente con virus de la region del
Caribe.

La emergencia de begomovirus en fabaceas ha sido informada en varios paises de
Ameérica Latina en los ultimos afios (Fiallo-Olivé y col., 2013; Idris y col., 2003).
Estos estudios fortaleceran los programas de vigilancia fitosanitaria y manejo que se
ejecutan en el pais para el control del complejo mosca blanca-geminivirus en
cultivos de interés econdémicos.

Por otra parte, entre las medidas de control que deben ser tomadas, también es
necesaria la introduccion de cultivares resistentes. En Cuba los programas de
mejoramiento del frijol desde finales de los afios 90 e inicio del nuevo siglo,
trabajaron por la incorporacion de genes de resistencia al begomovirus BGYMV en
cultivares nacionales (Echemendia y col., 2012). Esto permitié disminuir su incidencia
en campo y por tanto disminuir las pérdidas, sin embargo, el incremento de los
sintomas observados en los ultimos afios y los resultados de este trabajo confirman
la necesidad de que los programas de mejoramiento del cultivo del frijol incorporen,
ademas del BGYMV, estas nuevas especies dentro de sus estrategias de obtencion
y evaluacion de cultivares.
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V. DESCRIPCION CIENTIFICO-TECNICA DETALLADA DEL RESULTADO
5.1 Introduccién

La familia Geminiviridae incluye nueve géneros establecidos en base a la filogenia,
organizacion del genoma, vector y rango de hospedante (Varsani y col., 2016). El
género Begomovirus es el mas numeroso y de mayor importancia de la familia
(Brown y col., 2015), actualmente cuenta con 322 especies (Zerbini y col., 2017). Sus
miembros poseen un genoma circular encapsidado en particulas geminadas y son
transmitidos por moscas blancas (Bemisia tabaci) de manera persistente y circulativa
(Ranay col., 2016).

El genoma de los begomovirus puede ser monopartito o bipartito y ambos
componentes gendmicos de begomovirus bipartitos se denominan ADN-A y ADN-B.
El componente A presenta seis marcos de lectura abiertos (ORFs), dos en la cadena
viral (AV1 y AV2) y cuatro en la cadena complementaria (AC1, AC2, AC3, AC4). El
componente B posee dos ORFs, uno en la cadena viral (BV1) y otro en la
complementaria (BC1). Los begomovirus bipartitos del Nuevo Mundo carecen del
ORF AV2. Las secuencias de los dos componentes gendmicos de los begomovirus
bipartitos son desiguales, excepto una parte denominada region comun (RC) de
aproximadamente 200 nucledétidos que incluye el origen de replicacion (Fondong,
2013).

En las ultimas décadas los begomovirus han causado importantes pérdidas a cultivos
de interés econOomico, en regiones tropicales y subtropicales. En Cuba, se han
referido enfermedades asociadas a begomovirus desde mediados de la década de

1970 en el cultivo del frijol (Blanco y col., 1984). A finales de la década de 1990 el
13



tomate también resultd afectado por varios begomovirus bipartitos (Martinez y col.,
1998; Ramos y col., 1997). La presencia de begomovirus bipartitos también se ha
descrito en otros cultivos en el pais, entre ellos el tabaco (Dominguez y col., 2009;
Moran y col., 2006), la papa (Cordero y col., 2003) y el pimiento (Martinez y col.,
2006a), asi como en arvenses (Echemendia y col., 2004; Martinez y col., 2006b;
Fiallo-Olivé y col., 2010). Su identificacion generalmente ha estado asociada a
incrementos de las poblaciones de mosca blanca (Fiallo-Olivé y col., 2010).

En muchos paises de América Latina, incluyendo Cuba, el frijol comun constituye un
cultivo de gran importancia econémica, que forma parte de la dieta basica. Aunque
se conoce que los begomovirus son un factor limitante en la produccion de frijol en
muchos paises, no existe suficiente informacién disponible sobre la diversidad de

especies que infectan este cultivo en Cuba.

Estudios previos han demostrado la presencia de Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y Tobacco leaf curl Cuba virus
(TbICCuV), infectando este cultivo (Echemendia y col., 2001; Martinez-Zubiaur y col.,
2002, Leyva y col., 2016). Sin embargo, los ultimos afios, en las principales areas
productoras de frijol y soya de la provincia de Mayabeque se ha observado un
incremento de la prevalencia de diversos sintomas de amarillamiento y mosaicos,

tipicos de la presencia de begomovirus.

El objetivo de este estudio es identificar los begomovirus presentes en las principales

localidades de produccion de estas leguminosas en la provincia de Mayabeque.
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5.2 Prospeccion y anédlisis de diversidad de begomovirus en los cultivos de

frijol y soya

Entre los aflos 2013 y 2015 se realiz6 la colecta de un total de muestras de frijol y
soya con sintomas de moteado y mosaico de las principales zonas productoras de
San José de las Lajas, Bataband, Quivican, Glines y Melena, de la provincia de

Mayabeque (Fig. 1).

Figura 1. Cultivo del frijol con sintomas tipicos de la presencia de begomovirus (A). Sintomas
foliares observados en las muestras de soya 24 (B) y frijol: 6 (C) y 99 (D) analizadas en este
trabajo.

La extraccidon de ADN de las muestras vegetales se realiz6 con el método descrito
por Permingeat y colaboradores (1998). A partir del ADN extraido se realizé la
amplificacion por circulo rodante (ACR) utilizando @29 DNA polimerasa (TempliPhi
kit, GE Healthcare). El producto de amplificacion se digiri6 primeramente con la

enzima Hpall y luego de comprobar la presencia de genomas begomovirales las
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muestras de analizaron con varias enzimas de restriccion de corte Unico: BamHl,
EcoRl, Hindlll, Sall, Ncol, Sacl, Sall, EcoRV y Pstl.

La digestion con estas enzimas mostré patrones de restriccion que sugirieron la
presencia de varias especies virales en las muestras analizadas (Figura 2). Se
seleccionaron para la clonacion y posterior secuenciacion de los genomas virales de

las siguientes muestras: 6, 8, 24, 96, 99, 127 y 148.

<«— 2.5 kpb

127 148

<«— 25kpb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del ADN de las muestras 6, 96, 99, 24, 127, 148y
8 amplificadas por circulo rodante y digeridos con diferentes enzimas de restriccion. A: muestras 6,
96 y 99 digeridas con las enzimas BamHI (1), EcoRlI (2), Hindlll (3), Ncol (4), Nhel (5), Sacl (6), Pstl
(7), Sall (8), EcoRV (9). B: muestras 24, 127 y 148 digeridas con las enzimas BamHI (1), EcoR | (2),
Hind 11l (3), Ncol (4), Nhel (5) y Sac | (6). C: Muestra 8 digerida con BamHI (1), EcoRI (2), Pstl (3),
Nhel (4).

La clonacion de los componentes virales se llevé a cabo en el vector pBluescript Il

SK (+) en Eschericha coli DH5a. Los clones seleccionados se secuenciaron
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obteniéndose el genoma completo de las entidades virales. Las secuencias
obtenidas se ensamblaron con el programa SegMan (Lasergene 7). Segun el criterio
de demarcacion de especies de begomovirus se realiz6 el analisis con el programa
SDT (Sequence Demarcation Tool) (Muhire y col., 2014). Las relaciones filogenéticas
se analizaron con el programa MEGA 6 (Tamura y col., 2013), para la obtencién del
arbol filogenético se tomo un valor de remuestreo de 1000.

Al ensamblarse las secuencias de cada uno de los clones correspondientes a los
genomas Vvirales presentes en las muestras analizadas, se pudo comprobar que
todos ellos correspondian a begomovirus bipartitos con la estructura gendmica tipica

del Nuevo Mundo.

5.3 Identificacion de nuevas especies de begomovirus infectando el cultivo del

frijol en Cuba

El begomovirus aislado de la muestra 6 de frijol contiene un ADN-A de 2631 nt
(nimero de acceso al GenBank KX011473) que presenta el mayor porcentaje de
identidad de 86.5% con Rhynchosia mild mosaic virus (FJ944019), un begomovirus
encontrado infectando malezas de fabaceas como Rhynchosia minima en Puerto
Rico (Brown and Idris, 2009). El ADN-B (2604 nt, KX011474) present6 el mayor
porcentaje (77%) con el mismo begomovirus.

Ambos componentes poseen una region comun de 178 nt con una identidad de 92%.
La region comun comprende el origen de la replicacion, que estd compuesto por una
estructura en forma de horquilla y el nanonucleétido TAATATTAC. En esta region se
identificaron dos copias repetidas (iterones) del sitio de unién de la proteina Rep,

ATTGGTGT, y dos copias invertidas (ACACCAAT y ACACCAAaT).
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Los componentes ADN-A de las muestras 96 (KX011476) y 99 (KX011477)
presentan un porcentaje de identidad de 94.6% entre ellas indicando la presencia de
la misma especie viral en ambas muestras. Los componentes B de ambas muestras
(KX096981, KX096982) mostraron un 88% de identidad entre ellos. EI mayor
porcentaje de identidad del ADN-A (87%) fue con Rhynchosia golden mosaic Havana
virus (HM236368), un begomovirus que infecta R. minima en Cuba y del ADN-B con
Rhynchosia mild mosaic virus (FJ944020). La regién comun presentd un porcentaje
de identidad de 98% que contiene dos copias de iterones idénticos adyacentes a la
caa TATA (ATTGGTG) y uno invertido (CACCgAT) corriente abajo del
nanonucleotido.

Segun el criterio definido por el Grupo de Estudio de la familia Geminiviridae del
Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), el valor de corte del porcentaje de
identidad nucleotidica del ADN-A para la demarcacion de las especies en el género
Begomovirus es del 91% (Brown y col., 2015). De acuerdo a este criterio, en este
trabajo se describen dos nuevas especies afectando el cultivo del frijol: Common
bean mottle virus (muestra 6) y Common bean severe mosaic virus (muestras 96 y
99).

El andlisis con el programa para deteccion de recombinacion RDP 4 (Martin y col.,
2015) mostro la naturaleza recombinante de las dos nuevas especies de
begomovirus identificadas. En CBMoV se detectd un punto de recombinacion entre
los nucledtidos 1406 y 1919 con Blechum interveinal chlorosis virus (BlelCV,
JX827487) como mayor parental identificado por cinco métodos con los siguientes

valores de P: RDP, 1.67x10°%: GENECONV, 2.127x10°: Max Chi, 8.817x10°:
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Chimaera, 2.944x10*y SiScan, 1.165x10™°. En el caso de CBSMV (KX011476), se
establecio un punto de recombinacién entre los nucleétidos 1754 y 2287 con
Euphorbia mosaic virus (EuMV, AM886131) como mayor parental por cuatro
métodos con los siguientes valores de P: RDP, 1.8x10°%% Max Chi, 5.074x10;
Chimaera, 3.339x10%* and SiScan, 7.178x10™"*. En ambos virus el menor parental
resultd desconocido.

La descripcién de las nuevas especies de begomovirus hace evidente una vez mas
la gran diversidad de begomovirus que caracteriza a la region de América Latina
(Albuguerque y col., 2010). Esto se debe en gran medida a fuerzas evolutivas como
la mutacion, la recombinacion y el intercambio de componentes gendmicos
(pseudorrecombinacién), asi como por la introduccion en América de poblaciones de

Middle East Asia Minor | de mosca blanca B. tabaci (Navas-Castillo y col., 2011).

5.4 Primer informe del ADN-B de Tobacco leaf curl Cuba virus

El ADN-A de la muestra 8 de frijol (KX011471) presentdé el mayor porcentaje de
identidad (97.8%) con Tobacco leaf curl Cuba virus (TbLCCuV) (AM050143), un
begomovirus descrito en Cuba infectando el cultivo del tabaco (Moran y col., 2006).
Segun los criterios de demarcacion para las especies de begomovirus (Brown y col.,
2015) el begomovirus identificado en la muestra 8 constituye un aislado de
TbLCCuV, que se describio por primera vez infectando el cultivo del tabaco en Cuba
(Moran y col., 2006) y también se ha encontrado infectando areas de produccion de
frijol de la provincia de Sancti Spiritus (Leyva y col., 2016). Sin embargo, ADN-B
muestra el mayor porcentaje de identidad (82%) con Wissadula golden mosaic virus

(GQ355487).
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Ambos componentes virales presentan una regién comun de 203 nucleotidos con
una identidad del 98.5% entre ellos y cinco copias de iterones idénticos GGGGG
(tres invertidos, CCCCC), indicando que ambos componentes virales encontrados en
la muestra 8 constituyen pares cognados. EI componente B de esta especie no ha
sido informado en los trabajos previos por lo que este trabajo constituye la primera
identificacion del ADN-B de TBLCCuV.

La capacidad de este virus de colonizar a mas de un hospedante podria constituir
una amenaza epidemiolégica para otros cultivos de importancia econdémica en el
pais, lo cual debe tenerse en cuenta en el manejo de la colindancia o vecindad de los

cultivos asi como su fecha de siembra.

5.5 Primer informe de Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus infectando del

cultivo de soya (Glycine max (L.) Merr.) en Cuba

La soya constituye en la actualidad un cultivo con una de las fuentes de aceite y
proteina vegetal de mayor importancia en el mundo. Durante los ultimos afios, el
cultivo de la soya ha cobrado auge en Cuba, siendo cada vez mas extensas las
superficies dedicadas al cultivo, con el proposito fundamental de producir alimentos
para animales y para el consumo humano (Maqueira-Lépez y col., 2016). Sin
embargo, se han observado en las plantaciones sintomas tipicos de la presencia de
begomovirus, aunque no se habia identificado molecularmente hasta la fecha la
especie de begomovirus que se encuentra afectando este cultivo.

El begomovirus identificado, a partir de este trabajo, en la muestra 24 de soya
presentd de un ADN-A (KT381193) con un alto porcentaje de identidad (93%) con

Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus (RhGMYuV) (EU021216), un begomovirus
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encontrado en malezas como Rhynchosia minima y Desmonium sp. en México
(Hernandez-Zepeda y col., 2010). El DNA-B (KT381194) mostré el mayor porcentaje
de identidad (91%) con RhYMYuV (FJ792608) y con Rhynchosia rugose golden
mosaic virus (HM236371).

Ambos componentes del begomovirus identificado presentan una regiéon comun de
159 nt con una identidad del 89.6% y cuatro copias de iterones idénticos GGAGTCC
(uno invertido, GGACTCC). La identificacibn por primera vez en Cuba de la
presencia de Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus constituye un claro ejemplo
del paso de un begomovirus previamente encontrado en malezas a cultivos de
interés econdmico. En Cuba se han identificado otros casos de begomovirus
descritos en arvenses que terminan infectando plantas cultivadas. Tal es el caso de
Euphorbia mosaic virus (EuMV), inicialmente encontrado en varias especies del
género Euphorbia en Brasil (Costa y Bennett, 1950) y Puerto Rico (Bird y col., 1975)
y que luego se encontré en plantas de tabaco en Cuba (Fiallo-Olivé y col., 2010).
Esta situacion hace evidente una vez mas el papel que juegan las arvenses y otras
plantas silvestres como fuente de emergencia de begomovirus que infectan cultivos

horticolas importantes.

5.6 Predominio de Bean golden yellow mosaic virus en el cultivo del frijol en

localidades de la provincia de Mayabeque

A partir de las muestras 127 y 148 se obtuvieron las secuencias completas del
componente A viral, con una talla de 2644 (No de acceso al GenBank, KX185517) y

2645 (KX185518) nucledtidos respectivamente. Los analisis para el ADN-A con el
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programa SDT muestran que ambos aislados tienen un porcentaje de similitud del
98% con Bean golden yellow mosaic virus (AJ544531) (Echemendia y col., 2001).
Este virus ha causado graves pérdidas economicas en el cultivo del frijol en Cuba
desde que se identificaron los primeros sintomas en 1970 (Blanco y col., 1984). En
las campafas de los afios 89-90 y 90-91, el BGYMV provoco porcentajes maximos
de infeccidn en la provincias de Pinar del Rio, Matanzas y Holguin, que conllevé a la
destruccion de mas de 1000 ha del cultivo. Posteriormente la enfermedad alcanzo
afectaciones del 90% y se convirtié en el principal patégeno viral del frijol en Cuba, lo
que llevé a la introduccion en el pais de cultivares mejorados genéticamente con
resistencia a mosaico dorado (Echemendia y col., 2012).

A nivel mundial, esta es una de las enfermedades mas peligrosas que afecta al frijol
comun en Centro América y el Caribe se ha encontrado en Republica Dominicana,
Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y la Florida (Mather vy col., 2003;
Morales, 2005).

Con el objetivo de determinar la distribuciéon del BGYMV en localidades de la
provincia de Mayabeque (San José de las Lajas, Bataband, Quivican, Guines y
Melena) se seleccionaron un total de 108 muestras para el analisis por hibridacion de
acidos nucleicos con una sonda especifica. La sonda se confeccion6 a partir de la
region intergénica de la secuencia viral obtenida en la muestra 127 con los
cebadores denominados MA2163 (5-GTAAATATGCGAGTGTCTCCG-3') y MA2162
(5-CTGGACTTACACGTGGAATGG-3). ElI marcaje no radiactivo de la sonda se
realizd segun las instrucciones del juego de reactivos PCR DIG Probe synthesis Kit

(Roche). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevdé a cabo con un
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programa que consistio en la desnaturalizacion a 94°C durante 2 min, seguidos de 30
ciclos de reaccion (1 min a 94°C, 1 min a 57°C, 50 segundos a 72°C) y 5 min a 72°C).
Del total de plantas de frijol colectadas en este estudio, 64 (59,26%) resultaron
positivas cuando se analizaron para detectar la presencia de BGYMV por hibridacion.
Las localidades de Melena del Sur y Batabano6 presentaron los mayores valores de
infeccion (95 y 100% respectivamente), mientras el municipio de San José de las
Lajas presentd los menores porcentajes (12.12%).

La amplia distribucion de BGYMV en la provincia de Mayabeque esta dada en gran
medida por la presencia de altas de poblaciones de Middle East Asia Minor 1 de B.
tabaci, que han sido identificadas en Cuba desde hace algunos afios (Mufiiz y col.,
2006, Muniz y col., 2011). Se conoce que esta especie, por ser mas agresiva, desde
mediados de los afios 1980s ha desplazado a la especie local New World 1 en
América (Morales, 2010), la emergencia de la mayoria de los begomovirus ha
ocurrido en los ultimos 20 afios como consecuencia de la dispersion global de Middle

East Asia Minor 1.

5.7 Relaciones filogenéticas de los begomovirus identificados

El andlisis filogenético llevado a cabo con ambos componentes gendmicos de los
begomovirus identificados puso de manifiesto sus estrechas relaciones con otros
aislamientos en regiones cercanas, fundamentalmente con virus de la region del
Caribe (Figura 3).

Estos begomovirus se distribuyen filogenéticamente en diferentes grupos, lo que

evidencio la diversidad existente en las poblaciones de Cuba.
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Figura 3. Arboles filogenéticos basados en el alineamiento de las secuencias de los genomas completos
de los componentes ADN-A (A) y ADN-B (B) del aislados obtenidos en este trabajo con aislados de
begomovirus seleccionados del GenBank. Los arboles se obtuvieron mediante el método Neighbor
joining en el programa MEGA 6. Los nimeros de los nodos representan los valores de remuetreo (1000
réplicas). African cassava mosaic virus se usé como grupo externo.
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Es interesante destacar que a pesar de la aparicion de nuevas especies de
begomovirus bipartitos infectando el cultivo del frijol en areas de produccion, el
aislado de BGYMV identificado muestra una baja variabilidad molecular con respecto
al aislado informado en el 2001 (Echemendia y col., 2001). Esta baja variabilidad
molecular detectada confirma la estabilidad del BGYMV lo que valida los métodos de
diagnéstico establecidos en el pais para su deteccion.

La estrecha relacion filogenética de las especies en estudio con Rhynchosia golden
mosaic virus, Rhynchosia golden mosaic Havana virus y Macroptilium mosaic Puerto
Rico virus, aislados de malezas fabaceas resalta nuevamente el papel de las plantas
arvenses en la emergencia de nuevos begomovirus en el cultivo del frijol.

La emergencia de begomovirus en fabaceas ha sido informada en varios paises de
América Latina en los ultimos afios (ldris y col., 2003; Fiallo-Olivé y col., 2013;
Martinez-Ayala y col., 2014) y puede deberse a la presencia de la especie Middle
East Asia Minor | de B. tabaci, la cual se alimenta de un amplio rango de plantas y
asi tiene mayor probabilidad de adquirir y transmitir un alto nimero de begomovirus a
nuevos hospedantes potenciales.

El incremento de poblaciones de mosca blanca se debe principalmente a las malas
practicas agricolas por parte del hombre y al cambio climatico, ya que un aumento de
la temperatura conduce a cambios en la biologia del vector, su distribucion
geografica o cambios en la fenologia que inciden en la supervivencia del virus, su
movimiento y distribucion; lo que desencadena la emergencia viral en nuevas areas o

nuevos cultivos (Canto y col., 2009; Hanssen y col., 2010).
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Aunque todavia no se cuentan con datos sobre la biologia de las dos nuevas
especies de begomovirus identificados en el cultivo del frijol en Cuba, debe tenerse
en cuenta la posibilidad de su capacidad para infectar otros cultivos tanto en Cuba
como en otros paises del Caribe.

Estos estudios evidencian la necesidad de mantener un estricto cumplimiento de las
medidas para el control del complejo mosca blanca-geminivirus en cultivos de
leguminosas en Cuba. Aun en periodos de baja frecuencia de aparicion de
infecciones, se debe tener en cuenta que el aumento de las mismas esta sujeto a
diferentes factores, tales como, nuevas fuentes de indculo presentes en reservorios
alternativos y los niveles de incidencia de la mosca blanca que necesitan ser
controlados, ademas de la influencia de factores climaticos. Algunos autores han
hecho referencia al hecho de que cuando se mantienen los campos libres del vector
y su hospedante, y por tanto, libre de virus, fuera de la época de siembra,
seguidamente, se observa una baja incidencia de virus en estas areas cuando se
destinan a la produccién (Salati y col., 2002), lo que sugiere la necesidad de un buen

manejo agronémico durante todo el afio en las mismas.

Por otra parte, entre las medidas de control, también es necesaria la introduccién de
cultivares resistentes. En Cuba los programas de mejoramiento del frijol desde
finales de los afios 90 e inicio del nuevo siglo, trabajaron por la incorporacion de
genes de resistencia al begomovirus BGYMV en cultivares nacionales (Echemendia
y col., 2012). Esto permitié disminuir su incidencia en campo y por tanto disminuir las
pérdidas, sin embargo el incremento de los sintomas observados en los Ultimos afios
y los resultados de este trabajo confirman la necesidad de que los programas de
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mejoramiento del cultivo del frijol incorporen, ademas del BGYMV, estas nuevas

especies dentro de sus estrategias de obtencion y evaluacion de cultivares.
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