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VIGILANCIA FITOSANITARIA'Y MANEJO DE PLAGAS

PHYTOSANITARY SURVEILLANCE AND PEST MANAGEMENT

achieved, as well as a greater uniformity of calibers and increase in the yields. The results allowed to establish a manageme nt strategy
for the main fungal diseases of citrus fruits in the Agroindustrial Enterprise Victoria de Girdn that minimizes the risk of fungu
resistance.
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Resumen

Existen algunas enfermedades transmisibles por injerto que afectan a los citricos como la incompatibilidad de variedades injertadas
sobre patrones ftrifoliados, impietratura y cristacortis que, aunque estan descritas desde hace muchos afios en muchas zonas
citricolas, todavia se desconoce su agente causal porlo que no han podido desarrollarse m étodos rapidos de deteccion. El diagnéstico
so6lo se puede realizar mediante ensayos de infectividad en especies indicadoras, lo que resulta lento, caro e inespecifico y supone
una limitacion para el analisisde un gran nimero de muestras. Estas enfermedade s estan presentes en Espana y su diagndstico es
obligatorio en los Programas de Saneamiento y Certificacion. Para identificar el agente causal asociado a dichas enfermedades y
desarrollar métodos especificos de deteccion molecular, la fraccion de pequefios RNAs (sRNAs) extraidos de plantas de cidro Etrog
infectadas con cada una de las enfermedades mencionadas se analizd mediante secuenciacion masiva. El ensamblaje de los sRNAs
derivados de cada muestra permitid la obtencién de varios fragmentos de secuencia que estaban presentes en plantas enfermas yno
en plantas sanas. En el caso de incompatibilidad con patrones trifoliados, determinamos la secuencia del genoma completo de un
nuevo virus, denominado provisionalmente virus asociado a la incompatibilidad sobre citricos trifoliados (TCBUaV), que presentaba
homologia con especies del género Cytorhabdovirus, mientras que para impietratura ycristacortis obtuvimos secuencias parciales de
sendos genomas virales que no presentaban homologia con ningun virus disponible en las bases de datos. La obtencion de
secuencias propias de cada patdégeno nos ha permitido desarrollar métodos especificos yrapidos de deteccion molecular de los
mismos mediante RT-PCR.
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Abstract

There are some graft-transmissible citrus diseases such as incompatibility of varieties grafted on trifoliate rootstocks, impietratura and
cristacortis that, although they have been described for many years in many citrus growing areas, their causal agent is still unknown
and rapid detection methods could not be developed. Diagnosis can only be made by means of infectivity assays on indicator pl ants,
resulting slow, expensive and non-specific and pose a limitation for the analysis of a large number of samples. These diseases are
presentin Spain and their diagnosisis mandatoryin Sanitation and Certification Programs. To identify the causal agent asso ciated to
such diseases and develop specific molecular detection methods, the small RNAs (sRNAs) fraction, extracted from Etrog citron plants
infected with each of the above diseases, was analyzed by deep sequencing. The assembly of the sRNAs derived from each sample
allowed the obtaining of several sequence fragments that were present in infected plants and not in healthy ones. In the case of
incompatibility on trifoliate rootstocks disease, we determined the complete genome sequence of a new virus provisionally nam ed
Trifoliate citrus bud union associated virus (TCBUaV), that showed homology with species of the genus Cytorhabdovirus, whereas for
impietratura and cristacortis diseases we obtained partial sequences of individual viral genomes that had no homology with an y virus
available in the databases. Obtaining specific sequences of each pathogen has allowed us to develop specific and rapid molecular
detection methods thereof by RT-PCR.
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Resumen

Desde que aparecio hace dos siglos atras, la enfermedad conocida com o tristeza, es la enfermedad viral mas devastadora de la
industria citricola a nivel mundial. Su agente etioldgico, Citrus tristeza virus (CTV) (Closteroviridae: Closterovirus), es transmitido por
injertos de material vegetal infectado o por afidos.La existencia de variantes genéticas del virus con diversos grados de severidad ha
sido reportada en todas las areas citricolas afectadas. La caracterizacion de aislados de CTV es de gran importancia ya que brinda
|nforma0|on epidemiolégica de gran utilidad para el control de la enfermedad. En los ultimos afios, nos hemos centrado en el estudio
del rsidad genéticade CTV en Uruguay a partirdel analisis molecularde los genes p25, p20 y p23, asi como también el estudio
d Qesde un aspecto filodinamico yewvolutivo basados en andlisis Bayesianos. Almomento hemos descrito la co-circulacién y co-
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infeccion de plantas porlos genotipos VT, T3, T36, un cuarto linaje NC, altamente representado en el pais, conformado por ai slados de
diversas partes del mundo incluyendo Uruguay, Argentina y Brasil; y recientemente la presencia del genotipo RB. Con el objetivo d
desarrollar un programa de proteccion cruzada a largo plazo, que se incorpore al Programa Nacional de Saneamiento en curso,
estamos tratando de obtener un profundo conocimiento sobre estas variantes que circulan en Uruguay.

Palabras clave: CTV, diversidad genética, evolucion, filogenia, filodinamica, proteccién cruzada.

Abstract

Since its appearance two centuries ago, the disease known as tristeza, is the most devastating iliness of the citrus industry worldwide.
Citrus tristeza virus (CTV) (Closteroviridae: Closterovirus), the causing agentofthe disease, is transmitted by grafting inoculation or by
aphids. The existence of genetic variants of the virus with different outcomes in the infected plant has been reported in all affected
citrus regions. Molecular characterization of CTVisolates is of greatimportance as brings epidemiological information to co ntrol the
disease. In the past few years, we have been focused in the study of CTV genetic diversity in Uruguay through molecular analysis of
p25, p20 and p23 genes, as well as in the study of the virus from a phylodynamic and evolutionary point of view based on Baye sian
approaches. We have described to co-circulation and co-infection of citrus trees with CTV genotypes VT, T3, T36, RB, as well as a fifth
new lineage named NC, highly represented in Uruguayan citrus orchards, composed by isolates from different parts of the world
including Uruguay and our neighbours Brazl and Argentina. With the aim of develop a long-term cross-protection program, to be
included in the ongoing National Citrus Sanitation Program, we are trying to obtain a deep knowledge about the CTV genetic variants
circulating in Uruguay.
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Resumen

Citrus tristeza virus (CTV) es el patdgeno de origen viral que causa mas pérdidas econédmicas al cultivo de los citricos. En Cuba, los
cambios tecnoldgicos introducidos en la citricultura como consecuencia de la deteccién de huanglongbing de los citricos (HLB),
pudieraninfluirsobre la incidencia de la enfermedad yla composicidn de los genotipos en las poblaciones de aislados del virus. Con el
objetivo de determinarlaincidenciade CTV y los aislados circulantes se realizd una prospeccion en las principal es regiones citricolas
del pais. La colecta de 27 aislados de CTV permitié la caracterizacion parcial de las poblaciones mayoritarias del virus.Los resultados
demostraron que laincidenciade CTV enlas plantaciones ha disminuido con respecto a estudios previos ylos aislados mayoritarios
son débiles ydel genotipo T30, aunque otras evidencias sugirieron la presencia de aislados severos en nuestro pais. Estos re sultados
preliminares demuestran la importancia de estudiar la situacion la tristeza en el conte xto actual de la citricultura cubana debido al
peligro que representa el surgimiento de una nueva epifitia y para actualizar las estrategias de manejo de la enfermedad.
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Abstract

Citrus tristeza virus (CTV) is the pathogen of viral origin that causes more economic losses to the cultivation of citrus. In Cuba, the
technological changesintroduced in citriculture as a consequence of the detection of citrus huanglongbing (HLB), could influence the
disease incidence and the genotypes composition in populations of virus isolates. In order to determine the CTVincidence and the
circulating strains, a survey was carried out in the main citrus regions of the country. The collection of 27 isolates of CTV allowed the
partial characterization of the majority populations of the virus. The results showed that the incidence of CTV in plantations has
decreased with respect to previous studies and the majority strains are mild and of the T30 genotype, althoug h other evidences
suggested the presence of severe isolates in our country.
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