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RESUMEN: Los begomovirus constituyen «virus emergentes» de plantas. Debido a las infecciones
persistentes en los campos de tomate, las pérdidas ocasionadas por estos virus a la agricultura mundial
y a la gran variabilidad informada para muchos de sus miembros, €l objetivo de este trabajo fue
caracterizar la variabilidad genética de la poblacion natural del TYLCV predominante en Cuba. Para
esto, se secuenciaron 21 aislados de campo del TYLCV, obtenidos de diferentes afios y regiones del pais.
Se utilizaron cebadores especificos para la amplificacion 'y secuenciacion de la region intergénica (RI)
y del extremo 5" terminal del gen cl o proteina de la replicacion (rep). Las secuencias obtenidas se
analizaron mediante programas bioinformaéticos para determinar las relaciones filogenéticas con otros
aidados de TYLCV informadas en bases de datosy prediccion de posibles estructuras secundarias. Los
resultados evidenciaron la presencia de una Unica poblacién del TYLCV en € pais, donde todos los
aislamientos mostraron entre 97-99% de identidad con € TYLCV previamente aidado en Cuba. Se
determind la presencia de tres estructuras secundarias diferentes con elevada estabilidad termodinamica,
donde la estructura predominante es similar a la determinada para € TYLCV aidado en Egipto y
diferenteal TYLCV-Isr previamente aidado en € pais. Los resultados obtenidos en este trabajo aportan
nuevos elementos para la caracterizacion de la diversidad genética 'y € control del TYLCV; los que
pudieran explicar las posibles causas de la amplia diseminacion de este virus observada en los campos
de tomate cubanos.

(Palabras clave: TYLCV; begomovirus; tomate; variabilidad genética; PCR; secuenciacion; estructura
secundaria)

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FIELD ISOLATESOF TOMATO YELLOW
LEAF CURL VIRUS(TYLCV)

ABSTRACT: Begomoviruses are plant emergent viruses. Due to the persistent TYLCV infections in
tomato fields, the losses caused by theses viruses in the worldwide agriculture and the high variability
reported for most of their members, the objective of thiswork was to characterize the genetic variability
of the natural population of TYLCV in Cuba. Twenty one isolates of TYLCYV, collected from several
years and regions of the country, were amplified and sequenced using specific primers that amplify the
intergenic region (IR) and the 5 end of cl gene or replication protein (rep). The sequences obtained
wer e analyzed by bioinformatic softwar es to deter mine the phylogenetic relationship with other TYLCV
isolates reported in Genkbank, and predict possible secondary structur es. Results evidenced the presence
of an only one TYLCV population in the country, where all the isolates showed between 97-99% identity
of their nucleotide sequences with that TYLCV previoudly isolated in Cuba. The presence of three
different secondary structures with high thermodynamic stability was determined, being the
predominant structure similar to that of TYLCV-Egypt and different from that of TYLCV-lsr. These
results provide new elements for the characterization of the genetic diversity and control of TYLCV,
and could explain the possible causes of the wide dissemination of the virus observed in the Cuban
tomato fields.

(Key words: TYLCV; begomoviruses; tomato; genetic variability; PCR; sequencing; secondary structure)
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INTRODUCCION

Los begomovirus, pertenecientes a la familia
Geminiviridae, constituyen el principal problema
fitosanitario del cultivo del tomate (Lycopersicon
esculentum Mill)en las regiones tropicales y
subtropicales (3). La presencia de miembros de este
género, como el virus del chino del tomate (CdTV) en
México y el virus del encrespamiento amarillo de la
hoja del tomate (TYLCV) en la mayoria de los paises
de la cuenca del Caribe, han provocado pérdidas de
hasta un 100% de las cosechas (15). En Cuba, se
han informado pérdidas entre el 20-100% en este
cultivo debido al azote de plagas y enfermedades,
dentro de estos los begomovirus constituye uno de
los principales problemas identificados (23, 6).

A inicios de la década de los 907, la elevada inci-
dencia de estos virus hizo necesario la puesta en
marcha de un programa de manejo integrado del com-
plejo mosca blanca-geminivirus y la ejecucion de pro-
yectos de investigacion encaminados a la identifica-
cién, caracterizacion y obtencién de métodos de diag-
néstico para la deteccion del agente causal. Como
resultado de estos proyectos se identificaron en el pais
tres begomovirus en el cultivo del tomate: el virus
monopartito del encrespamiento amarillo de la hoja
del tomate identificado en Israel (TYLCV-Isr) (13)y
los virus bipartitos taino moteado del tomate (ToMoTV)
(24) y mosaico Habana del tomate (TOMHV) (14).

Los estudios de distribucion de begomovirus en
areas de la provincia de La Habana mostraron la pre-
sencia del TYLCV, ToMHV y de infecciones mixtas
de estos virus en las principales variedades comer-
ciales en produccion, donde la infeccion por el TYLCV
resulté ser la de mayor distribucion (12). Recientes
informes muestran una predominancia de este virus
en varios paises (Republica Dominicana, Jamaica,
Estados Unidos y Espafia), el cual ha sido capaz de
desplazar a los virus endémicos y se ha convertido
en la mayor causa de pérdidas de la agricultura de
estos paises (2, 29, 17, 27), el que infectd no solo el
tomate, sino otros cultivos de importancia economi-
ca, como el frijol (Phaseolus vulgaris) y pimiento
(Capsicum annuum) (22,17, 25, 27), ademas de ma-
lezas encontradas frecuentemente en las &reas de
produccién de muchos cultivos de interés agricola
(29).

Por otra parte, los resultados obtenidos a partir de
los estudios de evolucion y variabilidad de las pobla-
ciones de virus de ADN, son pocos hasta la fecha, y
en el caso especifico de los begomovirus han sido
muy escasos. En la actualidad los trabajos realizados
con este fin se basan fundamentalmente en el estu-
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dio de las regiones intergénica (RI) y el extremo 5
terminal del gen cl1 o proteina rep de los
begomovirus, por su funcion la replicacion de estos
virus y la informacion taxonémica que estas ofrecen
para la caracterizacion de nuevos aislados (5,17). Es-
tos resultados, unidos a la amplia diversidad de los
begomovirus presentes en toda la regién de América
Latina y el Caribe, asi como a los recientes informes
de emergencia de muchos de los miembros de esta
familia y el alto potencial de recombinacion informa-
do, para dar lugar a nuevos virus, en algunos casos
de mayor severidad, conllevaron a la necesidad de
profundizar en el estudio de estos patdgenos. El ob-
jetivo de este trabajo ha sido caracterizar la variabili-
dad genética de la poblacién natural del TYLCV-Isren
Cuba, mediante la amplificacién, secuenciacion y ana-
lisis molecular de la region intergénica (RI) y el extre-
mo 5 terminal del gen de la replicasa viral de nuevos
aislados de campo colectados. Estos resultados apor-
tan nuevos elementos cognoscitivos de la enfermedad
en el pais y son de gran valor para el manejo y control
de esta entidad.

MATERIALESY METODOS

Seleccion de los aislados del TYLCV-Isr presente
en Cuba

Con el objetivo de determinar la variabilidad
genética dentro de la poblacion natural del TYLCV-Isr
presente en Cuba se seleccionaron 21 aislados del
virus. Para esta seleccion se tuvieron en cuenta los
siguientes aspectos: afio de colecta, region de proce-
denciay la variedad de tomate en que fue aislado el
virus (Tabla 1).

Reaccion en Cadenade la Polimerasa (PCR)

Los ADN seleccionados se analizaron mediante la
PCR para lo cual se amplifico la region intergénica y
el fragmento correspondiente al extremo 5™ terminal
del gen rep del TYLCV-Isr con los cebadores
IRTY2353+ (analogo a la posicién 2353 de la cadena
viral) / IRTY 255- (complementario a la posicion 255
de esta secuencia) descritos previamente (22). Las
reacciones de amplificacion se ajustaron a un volu-
men final de 50 mL, se utilizé 1U de la enzima Taq
ADN Polimerasa en la solucion amortiguadora sumi-
nistrada por la casa comercial (Promega) y suplemen-
tado con 200 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl,
(Promega), 0.4 mM de cada cebador y 100ng de la
muestra.

Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador (MJ Research, Inc.). El programa de
amplificacion consistié en un paso inicial de
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TABLA 1. Aidados seleccionados para la determinacién de la variabilidad genética de la poblacion natural del
TYLCV-lsr presente en € cultivo del tomate en Cuba./Isolates selected for determining of the genetic variability of the
natural population of TYLCV-1sr present in tomato crop in Cuba

Aislamiento Variedad Procedencia Afio de Coleccion

To1360 Lighon Occidente 1995
Tol353 Lighon Occidente 1995
T01160 Lignon Occidente 1996
T01028 Campbell-28 Occidente 1997
T01023 INCA-17 Occidente 1997
T0933 Lignon Occidente 1997
To600 Lighon Occidente 1999
To729 Roma Oriente 1999
To765 Campbell-28 Oriente 1999
To476 Campbell-28 Centro 1999
T0586 Rilia Centro 1999
T0623 HC3880 Occidente 1999
To 336 Lighon Occidente 2000
To 348 Campbell-28 Occidente 2000
To 418 HA 2579 (Hibrido I srael) Occidente 2000
To 399 Amdia Occidente 2000
To 64 Campbell-28 Oriente 2001
To 102 M-82 Oriente 2001
To 227 HC3880 Centro 2001
To 260 Rilia Centro 2001
To 165 Campbell-28 Occidente 2001

desnaturalizacién a 95°C durante 5 min, seguida por
35 ciclos de reaccion (30s a 95°C de desnaturalizacion,
30 s a 60°C de anillamiento de los cebadoresy 30 s a
72°C de extension), seguido por un paso de exten-
sion final durante 7 min a 72°C. Los productos de la
PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%, se
utilizé como patrén de peso molecular el marcador de
1Kb (GIBCO) (30).

La banda de interés de cada producto de la PCR
(684pb) se purificd, mediante el juego de reactivos
Gene Clean Il de acuerdo a las condiciones recomen-
dadas por la casa comercial (Bio101. Inc) y la con-
centracion de los fragmentos purificados se determi-
né mediante la lectura de la D.O a 260 nm en un
espectrofétometro LassosSpec lll (Lasso Biotech,
LTDA) (30).

Analisis de las secuencias nucleotidicas

Los productos obtenidos en la PCR se
secuenciaron. Para esto se utilizaron los cebadores
especificos IRTY2353+/ IRTY 255- anteriormente
descritos. La secuenciacion se realizo
automaticamente mediante el uso del sistema “ABI
PRISM Dye terminator”, con el juego de lectura de
ciclos de secuencia con la enzima ADN polimerasa

(AmpliTag DNA polymerase FS, Perkin Elmer) de
acuerdo con las condiciones recomendadas por la
casa comercial. Las reacciones de secuenciacion se
prepararon segun el protocolo adjunto al juego de
reactivos. Las secuencias y el cromatograma obteni-
do para las mismas se analizaron mediante el pro-
grama informéatico Chromas (version 1.62) (http://
www.technelysium.com.au/Chromas.html).

Para el analisis y comparacion de las secuencias
de la Rl se escogieron de forma representativa 11 de
los nuevos aislados de campo, mientras que para el
estudio del extremo 5’ Terminal del gen cl se selec-
cionaron nueve aislados. Las secuencias nucleotidicas
se compararon con las de distintos aislamientos del
TYLCV-Isr (TYLCV-Cu (Cuba); TYLCV-Jp (Japon);
TYLCV-Isr (Israel); TYLCV-Esp (Espafia); TYLCV-Port
(Portugal); TYLCV- RD (Rep Dominicana), asi como
de otros begomovirus relacionados (TYLCV-Sar
(TYLCV aislado en Cerdefia, TMoHV, TToMV) infor-
madas en la base de datos NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cqi). El alineamien-
to de las secuencias se realizd con el programa
CLUSTAL W (version 1.75) (31) y se calculd la matriz
de distancias evolutivas de acuerdo al método de
Kimura (11). El arbol filogenético se construyo por el
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método del vecino méas cercano (28) con el programa
“Windows Easy Tree” (WET, version 1.31) (4) y se
realiz6 un remuestreo para 1000 replicaciones.

Prediccién de las estructuras secundarias del
extremo 5" de la Rl

La prediccion de las estructuras secundarias 6pti-
mas de los nucledtidos (1-200) del extremo 5" de la
RI de los nuevos aislados se realiz6 con el programa
MFOLD (version 3.25) del paquete GCG (33) (http://
www.bioinfo.math.rpi.edu /mfold) a 37°C, y estas se
compararon con la obtenida para el TYLCV-Isr y los
aislados de Republica Dominicana, Egipto e Iran in-
formados en la base de datos del NCBI.

RESULTADOSY DISCUSION

Variabilidad de la poblaciéon natural del TYLCV-Isr
en el cultivo del tomate en Cuba

Al comparar la secuencia completa de los frag-
mentos de 684pb de los 21 aislamientos cubanos del
TYLCV-Isr, se separaron los alineamientos correspon-
dientes alaregion 5" terminal de larep y la secuencia
de la region intergénica. El alineamiento de las se-
cuencias de la region 5’ terminal del gen rep de los
aislados secuenciados y su comparacion con la mis-
ma region del TYLCV aislado previamente en Cuba
(13) mostré entre 95 y 99% de identidad. Mientras
que al comparar las secuencias de la Rl de estos
nuevos aislamientos con la del TYLCV aislado pre-
viamente mostré entre ellos porcentajes de homologia
desde 96 hasta 100%. Estos resultados evidencian la
poca divergencia encontrada entre las secuencias de
los aislados estudiados y el TYLCV-Isr previamente
identificado en el pais (13) y de acuerdo a los criterios
taxondmicos establecidos (21) sugieren la presencia
de un Unico aislamiento del TYLCV-Isr en el cultivo
del tomate en Cuba. Las observaciones hechas para
el virus del mosaico amarillo dorado del frijol (BGYMV)
en Brasil apoyan estos resultados, donde los estu-
dios de comparacion de secuencias de nuevos aisla-
dos con los previamente informados mostraron por-
centajes de homologia entre el 93 y 100% (5).

La Figura 1 (A y B) muestra las relaciones
filogenéticas obtenidas al realizar el alineamiento de
los fragmentos de la Rl y del extremo 5’ de larep, de
10 de las aislados secuenciados.

Puede observarse (Fig. 1A), que los aislados com-
parados se separan en dos grupos diferentes (I 'y 11);
el primero agrupa a los aislados del TYLCV (aislado
de Israel, los aislados caribefios del mismo (TYLCV-
Cuy TYLCV-RD) y los aislados de Espafia (TYLCV-
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Esp), Portugal (TYLCV-Port), Japén (TYLCV-Jp) y
Cerdefia (TYLCV-Sar). Mientras que en el grupo Il se
encuentran los begomovirus bipartitos identificados
en Cuba en los ultimos afios (TMoHV; TToMV). Den-
tro del grupo | se distinguen dos subgrupos (A y B),
donde se integran en el subgrupo A los aislados del
TYLCV de Israel, Cuba, Republica Dominicana, Es-
pafia, Portugal y Japén junto con los nuevos aislados
cubanos en estudio. Sin embargo el TYLCV-Sar se
separa independiente en el subgrupo B. Por otra par-
te, el subgrupo A se divide en dos nuevos subgrupos
(CyD), encontrandose en el C los aislados del TYLCV
caribefios y en el D los aislados de Espafia, Portugal
y Japon, resultados estos que coinciden totalmente
con lo esperado.

La comparacion de las secuencias del extremo 5
del gen rep (Fig. 1B) mostrd resultados similares a
los obtenidos al analizar los fragmentos de la Rl
secuenciadas de los diferentes aislados y compara-
das con las secuencias de referencia utilizadas en el
trabajo. De igual forma el andlisis filogenético mostrd
la presencia de dos grandes grupos (1 y I1). El grupo |
une a todos los aislados de TYLCV comparados y
en el grupo Il se integran los begomovirus bipartitos
aislados en Cuba.

Estos resultados confirman que las secuencias
analizadas en este trabajo constituyen nuevos aisla-
dos del TYLCV-Isr, ya que son idénticos al resto de
los aislados del virus utilizados como referencia en
este trabajoy evidencian una rapida diseminacién de
este virus en el pais previo a su introduccion a inicios
de la década del 90, a través, posiblemente del inter-
cambio de material vegetal con estas Islas del Caribe
o con Israel (15,12).

Comparaciones mas detalladas de la secuencia
de nucledtidos del extremo 5 de la RI mostraron
gue en 11 aislados (To 336, To 165, To 418, To 476,
To 600, To 1023, To 1160, To 933, To 227, To 64y To
729) se observaron pequefias sustituciones de
nucledtidos a lo largo de las secuencias analizadas
al compararlos con la secuencia del TYLCV previa-
mente aislado en Cuba. No obstante, la secuencia de
nonanucleétidos (TAATATTAC) tipica de esta familia
viral, capaz de formar una estructura de tallo-lazo y
ubicada entre los nucledtidos 138-170 de la RI, esta
perfectamente conservada en todos los aislados, tal
como ha sido informado para todos los geminivirus
caracterizados hasta la fecha (9,12,32). Estos resul-
tados son similares a los obtenidos por Faria y Maxwell
(5) al caracterizar la region Rl del virus del mosaico
dorado amarillo del frijol (BGYMV) en Brasil.
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FIGURA 1. Arboles filogenéticos obtenidos mediante el programa Clustal W (versién 1.75) y “Windows Easy Tree’

(WET, Version 1.31) al comparar las distancias genéticas de 11 aislados representativos del total de nuevos aislamientos
del TYLCV colectadosen Cubay |as de begomovirus relacionados, A: Arbol con secuencias obtenidas para el fragmento
del extremo 5'terminal dela RI. B: Arbol construido con secuencias obtenidas parael fragmento del extremo 5‘terminal

C1ogenrep. El nimero delosnodosindica el porcentaje de remuestreos para 1000 repeticiones realizado/ Phyl ogenetic
trees obtained by means of the Clustal W (version 1.75) and “ Windows Easy Tree” (WET, \ersion 1.31) programs to
compare the genetic distances of ten representative isolates from the total new isolates collected in Cuba and reported
begomoviruses A: Treewith sequences obtained for IR fragment. B: Treewith sequences obtained for C1 fragment or gene
rep. Number at nodes indicates the bootstrap percentage scores out of 1000 replicates.
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Los cambios mas significativos en estas secuen-
cias ocurrieron en el aislado To227, donde se obser-
v6 una sustitucion del nucledétido T por C en la posi-
cién 151 (extremo 5’ de la Rly cercano al tallo de la
secuencia de nonanucleétidos conservada). Mientras
gue en los aislados To 600, To 933, To1160 y To1023
ocurrié una sustitucion del nucleétido G por C en la
posicion 180 de esta secuencia (en la zona del tallo
posterior a la secuencia de nonanucleétidos). De igual
formalos aislados To 729 (G por A) y To 227 (T por C)
mostraron sustituciones de nucleétidos en la zona del
tallo adyacente a la secuencia de nonanucle6tidos
conservada. En los aislados To64, To336, To 418 y
To165, también se observaron pequefios cambios en
otras regiones de menor importancia dentro del ex-
tremo 5" de la RI.

Por otra parte, la comparacion de las secuencias
repetidas o iterones (ATCGGTGATCGGTG) (motivos
supuestos especificos de union con la proteina rep),
ubicados de forma adyacente a la secuencia TATA a
partir de las posiciones 11, 38y 46 del extremo 5'ter-
minal de la cadena viral y a partir de la posicién 82 (en
direccion contraria a la cadena viral) (12) mostré que
la localizacién de estos concuerda con lo informado
para el TYLCV-Isr aislado en el pais previamente (13).
Los motivos localizados en la direccion de sintesis
de la cadena viral se mantuvieron conservados en
todos los aislados analizados, sin embargo no ocu-

rrid lo mismo con el motivo detectado en la direccion
contraria a la cadena viral donde se observé una sus-
titucion del nucledtido C por una T en el aislado To
476. Un cambio en este iteron, puede influir en la se-
cuencia de los aminoacidos (aa) conservados de la
proteina rep, que actllan como sitio de acoplamiento
del ADN en el proceso de replicacion, tal como ha
sido planteado para este y otros iterones (1, 26). Por
esta razon, los cambios de nucle6tidos encontrados
en algunas de las secuencias obtenidas para la RI
sugirieron un analisis mas detallado de las secuen-
cias obtenidas para los fragmentos rep de estos nue-
vos aislados.

En la Tabla 2 se observan las sustituciones de
nucleétidos y sus residuos de aminoacidos (aa), de-
tectados al alinear las secuencias de nucleétidos y de
proteinas del extremo 5" terminal del genrep del ais-
lado cubano del TYLCV-Isry el fragmento correspon-
diente aeste gen en nueve de los aislados estudia-
dos. En cinco de los aislamientos estudiados (To 1023,
To 1353, To 165, To 765, T0933) se encontraron sus-
tituciones de nucledtidos. De forma general, se ob-
servaron 22 sustituciones de nucledtidos en las se-
cuencias de estos aislados. De estas, s6lo una con-
llevd a una sustitucion de aminoacidos conservativa
que se manifestd en el aislado (To 933) y se localizé
en el motivo Il (HLHxUUQ) de esta proteina, el cual
es conservado para la mayoria de los geminivirus

TABLA 2. Variaciones de secuencias determinados para € fragmento del gen rep y aminoécidos derivados, obtenidos
al comparar € aislado cubano dd TYLCV-Isr y productos de PCR de nueve aislados cercanamente idénticos a
TYLCV-Isr de Cuba/ Variation of the sequences determined for the rep gene and a-a derived, obtained to compare the
Cuban isolate of TYLCV and PCR products of nine isolates similar to TYLCV of Cuba

Cambio de Codon Posicién del aa® Sustitucion de aa Naturaleza del Cambio ® Frecuencia®

ATG-CTG 1 M-L No conservativo 1/10
TTA-TTG 4 L Silente 1/10
AAA-ACC 6 K-T Silente 1/10
CTC-CTT 21 L Silente 2/10
GAA-GGA 25 E-G No Conservativo 3/10
GAA-GCA 34 E-A No Conservativa 1/10
GAA-GAC 34 E-D No conservativo 1/10
CCC-CCA 36 P Silente 1/10
AGA-AAA 46 R Silente 1/10
TTC-CTC 48 F Silente 2/10
AAT-GAT 51 N-D No conservativo 1/10
GAA-GGA 53 E-G No conservativo 1/10
CAA-CCA 61 Q-P Conservativo 1/10
TTC-TTT 73 F Silente 5/10

@ Basado en la posicion del aa en la secuencia del gen extremo 5'terminal del rep del TYLCV-Isr aislado previamente

en Cuba.

® De acuerdo alanaturaleza del grupo de aa y su funcion biol 6gica en este gen.
¢ Frecuencia de secuencias con cambios/total de secuencias analizadas

Rev. Proteccion Veg. Vol. 22 No. 1 (2007)




estudiados (19). Este cambio implicé la sustitucion
del aa Q (residuo de glutamina) por el P (residuo de
prolina). Sin embargo, algunos autores plantean la
importancia de la presencia en esa posicion de un aa
hidrofébico, tal como sucede en este aislado, donde
aparece la sustitucion por prolina (18). En este moti-
vo se mantiene ademas la presencia de dos histidinas
que estan involucradas con los iones metdlicos re-
queridos para el corte del ADN por la proteina inicia-
dora de la replicacion.

De las restantes sustituciones nueve resultaron no
conservativas, ya que estas no implicaron cambios
de gran importancia que puedan repercutir en la fun-
cion biolégica de este gen y 12 fueron sustituciones
silentes que no conllevaron cambios en la secuencia
de aminoacidos. Las sustituciones ocurridas
(conservativas y no conservativas) en la secuencia 5’
del gen rep, estan presentes en la misma posicion de
todos los aislamientos en que se observaron estas,
por lo que las mismas no pueden ser atribuidos a
mutaciones puntuales ocurridas en este fragmento
durante la reaccion de amplificacion y en la lectura de
la secuencia.
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Los motivos | (FLTYP) y Il (xxYxxK) (10) estan
absolutamente conservados en todos los aislados. Sin
embargo, el aislado To476 mostr6 un cambio en la
secuencia de aa de la zona estructural
M. X, X, X, XL EX L*X AKNY FLTYPQC, que consti-
tuye el mayor elemento de reconocimiento del origen
de replicacion (1). Esta divergencia encontrada pue-
de determinar cambios en la preferencia del ADN para
iniciar la replicacion en este aislamiento en particular.

Prediccién de Estructuras Secundarias

El andlisis de prediccion de la estructura secundaria
Optima de los primeros 200 nuclettidos del extremo 5
de la Rl de los aislamientos (Fig. 2) permitié agruparlos
en 3 estructuras Optimas diferentes (A, By C). La es-
tructura de la Fig 2A correspondié al aislado cubano del
TYLCV-Isr con una estabilidad termodinamica de DG=
-20.2 Kcal/mol a 37°C. Con estructura similar estuvo el
aislamiento To476, que a pesar de presentar pequefios
cambios, los cuales provocaron una ligera disminucion
de su estabilidad termodindmica (DG=-18.3 Kcal/mol),
es el Uinico que posee una estructura similar al TYLCV-
Isr caracterizado anteriormente.
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FIGURA 2. Estructuras secundarias Optimas estima-
dasy predominantes en las secuencias delaRC delos
aislados, segun los andlisisrealizados con el progra-
maMFOLD (http://www.bioinfo.math.rpi.edw/mfold)
a 37°C./ Optimum and predominant secondary
structuresin IR sequences of theisolates according to
analyses made using MFOLD software (http://
www.bioinfo.math.rpi.edu/mfold) to 37°C.
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Los aislados T01160 y To 64 mostraron una es-
tructura (Fig 2B) con valores DG de —16.7 y —18 Kcal/
mol, respectivamente, ligeramente similar a la obte-
nida para el aislado de TYLCV de Republica Domini-
cana, que mostré DG=-20 Kcal/mol. Los resultados
obtenidos con el andlisis de la estructura 6ptima con-
firmaron que las divergencias encontradas en las com-
paraciones filogenéticas de estos aislados repercu-
ten en la estructura secundaria de la RI, con valores
de energia libre que indican la posibilidad de que sean
aislados mas inestables en el campo.

El resto de los aislados mostré una estructura 6p-
tima con DG entre -15,4 y -19 Kcal/mol, la que se
observa en la Figura 2C. La estructura obtenida para
estos aislados fue similar aladel TYLCV-Egy TYLCV-
IR (DG=-20.8 y —20.2 Kcal/mol). Los aislamientos
To1360, To1028, To1353, To260, To1023, Tol118,
To933y To227 presentaron la misma estructura pero
con cambios en los valores de energia libre (DG = -
15.4 Kcal/mol). Los aislados To765y To600 tuvieron
valores de DG entre -17.2 y —17.7 Kcal/mol. La es-
tructura predominante determinada esté presente en
aislados del afio 1995y se continlla manifestando en
la mayoria de los aislados colectados hasta la fecha,
lo que indica que a pesar de presentar una estabili-
dad termodindmica inferior a la obtenida para el
TYLCV-Isr aislado en Cuba y la de otros aislados del
TYLCV; esta se ha mantenido en el tiempo, lo que
pudiera ser indicio de la adaptacion de una nueva
variante biolégica al hospedante, que pudiera llegar a
ser tan importante como lo es el aislado cubano del
TYLCV-Isr.

La estructura secundaria 6ptima determinada por
este programa confirmoé que la mayoria de los aisla-
dos colectados muestran la estructura de la Fig. 2 C.
Esta estructura posee un lazo grande, alrededor del
cual se ubican varios tallos-lazos, donde el mayor de
estos contiene la secuencia nonamera conservada
en todos los geminivirus. La estructura obtenida para
estos es diferente a la encontrada para el TYLCV pre-
viamente identificado en Cuba (Fig. 2 A), en la cual el
lazo grande es muy reducido y presenta el tallo-lazo
caracteristico en la misma posicion, lo cual coincide
con lo descrito para los geminivirus (20).

En los analisis realizados se pudo determinar que
cambios por encima de un 20% de la energia libre
con respecto al aislado cubano del TYLCV-Isr, provo-
caron alteraciones en la estructura secundaria Opti-
ma. Resultados similares han sido descritos por otros
autores que solo después de un 10% de diferencia en
la DG, han observado variaciones en la estructura
secundaria (7,8). Por su parte, Navas—Castillo et al.
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(16), al caracterizar los aislados de TYLCV de Espa-
fia y Portugal determinaron una DG=-16.1 Kcal/mol
al compararlos con el aislado leve del TYLCV-Isr, y
observaron un aumento de la energia libre (DG =-6.8
Kcal/mal) y por tanto una disminucion de la estabili-
dad interna del aislado. Estos resultados pudieran
estar relacionados con una posible implicaciéon de
estas mutaciones en el incompleto apareamiento de
bases en esta zona, considerada fundamental para la
replicacion viral, lo cual hace pensar que la ligera
severidad detectada para este aislado podria deber-
se a la presencia de una estructura de tallo-lazo alte-
rada. Los resultados obtenidos muestran la presen-
cia de tres estructuras diferentes en los aislados ca-
racterizados, lo cual pudiera estar relacionado con la
gran explosion que ha tenido la problematica de los
begomovirus, fundamentalmente del TYLCV en Cuba,
en los dltimos afios. Los mismos sientan las bases
para profundizar en el mecanismo de interaccién en-
tre la replicasa viral y estas estructuras.

Por otra parte, estos resultados evidencian la pre-
sencia de una Unica poblacion circulante del TYLCV
en las principales areas de produccion de tomate en
el pais. La razon de la presencia de una Unica pobla-
cion viral mantenida en el tiempo de estudio y en to-
das las areas de produccion del pais, podria ser ex-
plicada por el uso en la actualidad de variedades e
hibridos parcialmente resistentes, las cuales podrian
crear una presion de seleccion hacia los aislados mas
agresivos del virus.

El presente trabajo constituye el primer estudio de
variabilidad de las poblaciones naturales del TYLCV-
Isr en Cuba y para la region de América Latina y el
Caribe. Aporta ademas elementos cognoscitivos en
el estudio de esta entidad viral y sienta las bases para
futuros estudios de interaccién hospedante-patdge-
no. Asi mismo, la escasa variabilidad del TYLCV-Isr
encontrada hasta la fecha podria beneficiar enorme-
mente la estrategia a seguir en los programas de
mejoramiento genético para resistencia a la enferme-
dad causada por el TYLCV en la obtencién de nuevas
variedades e hibridos por métodos tradicionales y al-
ternativas de ingenieria genética con secuencias de-
rivadas del patégeno.
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