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El desarrollo y la introduccién de los métodos de
perfil para la caracterizacién de la glicosilacion de
proteinas naturales o recombinantes resuelve este
problema y permite, a su vez, una mejor caracteri-
zacioén del producto, incluso por lote de produc-
cién, en aquellos casos que lo requieran.

Desde el punto de vista del aporte cientifico, esta
metodologia tiene ventajas sobre otras descritas, entre
las que se encuentran:

1. Permite analizar, en un Gnico sistema, tanto
oligosacaridos neutros como cargados (sialilados,
fosfatados, sulfatados, etc.), lo cual representa una
limitacién para otros métodos.

2. Presenta la mayor resolucién reportada hasta el
momento para los oligosacaridos cargados.

3. Constituye el primer reporte de agrupacién de las
estructuras de oligosacéaridos de N-glicosilacion en

familias de homologia, en dependencia de la estruc-
tura y grado de ramificacidn (series homoélogas).

4. El método tiene caracter predictivo (dado por lo des-
crito en el punto anterior y por la contribucién de cada
monosacarido a los valores de tiempo de retencién
relativo e indice de migracién relativo), lo que facilita
el disefio de experimentos con exoglicosidasas especi-
ficas en los casos de estructuras no reportadas.

5. El tipo de derivado fluorescente que se utiliza tam-
bién puede ser analizado por espectrometria de ma-
sas con ionizacidn por electronebulizacién. Esta pro-
piedad permite realizar analisis con esta técnica para
corroborar los resultados en casos de ambigiiedad.
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Introduccién

Los geminivirus, en particular los miembros del género
Begomovirus, son considerados el problema fitosanitario
principal del cultivo del tomate en las regiones tropica-
les y subtropicales, y ocasionan pérdidas cuantiosas.
Cuba no escapa a esta situacion emergente y se han
descrito porcentajes elevados de infeccion viral en las
areas comerciales del pais desde finales de 1989.

Los objetivos de este trabajo han estado encami-
nados a realizar la identificacién molecular de los
geminivirus presentes en las plantaciones cubanas
de tomate, y desarrollar los métodos moleculares para
el diagndstico répido y preciso de geminivirus en las
areas de produccion.

Se identificaron por primera vez en Cuba dos geminivi-
rus bipartitos nuevos, los cuales fueron denominados virus
“Habana” del tomate (HTV) y virus “Taino” del motea-
do del tomate (TTMoV). Ambos virus poseen dos com-
ponentes genémicos (ADN-A y ADN-B) con secuen-
cias diferentes, a excepcién de la regién comiin, en la cual
se encuentran sitios y estructuras moleculares involucra-
das en la replicacion y transcripcién virales. El andlisis de
los marcos abiertos de lectura demostré que los virus
caracterizados estan filogenéticamente relacionados con
los del género Begomovirus del nuevo mundo.

La caracterizacién biolégica y molecular de estos
virus ha derivado en la obtencién de diagnosticadores
empleados en la actualidad para la determinacién de
los agentes etiolégicos causantes de epifitias en culti-
vos de interés econdmico para el pais.
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Resultados y Discusion

El presente trabajo recoge los resultados de identifica-
cién molecular de dos geminivirus bipartitos nuevos
presentes en las plantaciones cubanas de tomate. Se
describen dos procedimientos para el aislamiento y la
clonacién de estos patdgenos: 1) la clonacién de
genomas totales a partir de fragmentos amplificados
por la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP), y 2)
la clonacién a partir del intermediario replicativo
geminiviral. A través de la secuenciacién de los genomas
clonados, se identificaron dos geminivirus bipartitos
(HTV y TTMoV) diferentes a los descritos previa-
mente en la literatura. La infectividad de ambos virus
fue comprobada mediante la transferencia de sus
genomas a plantas hospederas por medio de la
agroinoculacién y la biobalistica.

Las comparaciones de las secuencias de los diferen-
tes polipéptidos codificados por cada componente
viral con las de otros geminivirus, demostraron que
tanto TTMoV como HTV estan relacionados
filogenéticamente con otros virus aislados de la cuen-
cadel Caribe, América del Sur y la Florida.

La caracterizacién molecular y biolégica de am-
bos virus permite profundizar en el conocimiento
de la etiologia de la principal epifitia que afecta los
rendimientos de las plantaciones cubanas de toma-
te. Ademds, constituye un paso fundamental en el
establecimiento de un diagndstico certero y de una
via de seguimiento de la propagacién de la enferme-
dad hacia otros cultivos con potencialidad como hos-
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pedero. El genoma viral, una vez caracterizado, cons-
tituye una fuente de genes para las numerosas es-
trategias de obtencién de plantas transgénicas mas
tolerantes a las infecciones virs‘es mediante la inge-
nieria genética.

Los estudios de caracterizacion desarrollados en el
presente trabajo han contribuido al conocimiento de la
diversidad de geminivirus presentes en la regién de
Centroamérica y el Caribe.

Principales aportes cientificos

* Identificacién y aislamiento de dos geminivirus nue-
vos en las plantaciones cubanas de tomate (TTMoV
y HTV). No existen antecedentes de estos virus en
la literatura.

¢ Clonacién en vectores de Escherichia coli y
secuenciacion nucleotidica total de un patégeno
vegetal aislado a partir de su intermediario replicativo.

 Estudio del rango de hospederos y de la sintomato-
logia de la infeccién por HTV y TTMoV a partir de
los clones aislados.

¢ Desarrollo de técnicas moleculares para estudios
epidemioldgicos de TTMoV, HTV y otros gemini-
virus relacionados, a través de la generacién de son-
das especificas y de la reaccién en cadena de la
polimerasa.

* Evidencias sobre el desarrollo evolutivo de los ge-
minivirus bipartitas centroamericanos.

* Empleo de la técnica biolistica para la separacion
de infecciones mixtas de geminivirus.

« Empleo de las técnicas biolistica y agroinfeccién en
la introduccién de agentes virales.

* Aporte de bases moleculares para el establecimien-
to de un modelo de interaccién planta-virus.
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Introduccién

A escala internacional, la tuberculosis (TB) ha mante-
nido una evolucién desfavorable a partir de la década
de 1980. En la actualidad, el resurgir de la enfermedad
no afecta solamente a los paises industrializados. La
Organizacién Mundial de 1a Salud (OMS) ha manifes-
tado que este fenémeno se debe a la crisis econdmica,
a la pérdida de prioridad de los Programas Nacionales
de Control de esta enfermedad, al incremento acelera-
do del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) y a la aparicién de cepas resistentes.

Se ha estimado que si la situacion actual prevalece, se
produciran aproximadamente 90 millones de casos nue-
vos de tuberculosis en el mundo durante la década 1990-
1999, y unos 30 miliones de defunciones deben ocurrir
hasta el afio 2000 a causa de esta enfermedad. Por otra
parte, la pandemia del SIDA ha tenido una influencia
notable en la epidemiologia de 1a TB, tanto en paises en
desarrollo como en los desarrollados. En Cuba, se repor-
t6 el primer caso de TB en un seropositivo al virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) en enero de 1993.

Junto al incremento de Mycobacterium tuberculo-
sis se aislan otras micobacterias de interés clinico de-
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nominadas micobacterias no tuberculosas (MNT).
Dentro del grupo de especies denominadas MNT, se
debe resaltar el reporte de dos especies micobacterianas
que han sido tema de investigacién de diferentes estu-
dios. Estas especies son M. simiae (1965) y la especie
cubana denominada M. habana (1971), las cuales pre-
sentan semejanzas en algunas pruebas diagndsticas
tanto convencionales como alternativas y han sido
tema de discusién. Sin embargo, en la década de 1990,
M. habana ha sido objeto de importantes estudios.
Por ejemplo, en esta especie se reporta por primera
vez la presencia de la fraccion antigénica de 18 kDa de
M. leprae (1995), lo que constituyé un hallazgo muy
importante que hizo posible que esta especie (M. ha-
bana) fuera propuesta como cepa candidata para el
desarrollo de una vacuna contra la lepra, hecho que no
se hab{a podido consolidar hasta entonces con ningu-
na otra especie micobacteriana. Al mismo tiempo, otro
colectivo de investigadores demostré que esta especie
cubana también protege contra la tuberculosis. En la
actualidad, M. habana es propuesta como posible can-
didato vacunal contra la lepra, la tuberculosis y la
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