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Resumen

Resum en

La tristeza de los cítricos es una de las enfermedades más importantes de estos 
cultivos debido a su gran impacto económico. El agente causal de la misma es el 
virus de la tristeza de los cítricos (citrus tristeza virus, CTV), un integrante del 
género Closterovirus. Este virus se encuentra asociado al floema de la planta, 
afecta a integrantes de la familia Rutaceae y se transmite por la acción de áfidos 
vectores y por injerto (Bar-Joseph and Lee, 1989). El genoma viral está 
constituido por una molécula de RNA de cadena simple (ssRNA) y de polaridad 
positiva (+). Las partículas virales tienen una morfología filamentosa, muy 
flexuosa y presentan, como característica distintiva del género, dos proteínas de 
cubierta dispuestas en forma de cola de víbora de cascabel (rattlesnake) 
(Agranovsky et al., 1995; Febres et al., 1996; Tian et al.,1999). Los genes que 
codifican para ambas proteínas se encontraron en todos los Closterovirus 
estudiados, hecho que sugiere que ambos genes homólogos se originaron por 
duplicación en un antecesor común de la familia (Dolja etal., 1991).

En Argentina, la primera epidemia de la enfermedad se inició en 1930 y produjo, a 
lo largo de quince años, la muerte de más de diez millones de árboles. 
Actualmente la enfermedad es endémica y en la región está presente el vector 
más eficiente del virus, el áfido Toxoptera citrícida. Para evitar la muerte de las 
plantas, el naranjo dulce se injerta sobre pies tolerantes (trifolio, mandarino 
cleopatra y limón rugoso, entre otros). Sin embargo, la situación es compleja en el 
NOA, donde las plantaciones jóvenes de pomelos rojos y rosados se ven 
afectadas por tristeza.

Una de las características de la enfermedad causada por CTV es la amplia 
variedad de síntomas generados por los distintos aislamientos en las plantas 
infectadas. La expresión e intensidad de los mismos depende del ambiente, de la 
especie hospedante y de la severidad del aislamiento viral. Los aislamientos 
pueden producir decaimiento en plantas constituidas por copas injertadas sobre 
naranjo amargo (decline), acanaladuras en el tronco (stem pitting) y 
"amarillamiento" de plantines obtenidos a partir de semilla (seedling yellows) 
(Garnsey et al., 1987). La observación de los síntomas en plantas indicadoras es 
una de las formas de caracterizar a los aislamientos de CTV.

Existen distintos métodos para el control de CTV y las medidas a tomar dependen 
de la incidencia del virus en un momento dado, de los vectores presentes, de los 
aislamientos virales y de las variedades de cítricos cultivadas en cada zona. Los 
diversos controles sólo son efectivos si se cuenta con métodos adecuados para la 
caracterización rápida de aislamientos, que permitan identificar plantas infectadas 
con variantes virulentas para producir su rápida erradicación.

En el presente trabajo de tesis se estudió la variabilidad de los aislamientos de 
CTV desde distintas perspectivas. Por un lado, se realizó el análisis exhaustivo de
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Resumen

la variabilidad del gen p27, que codifica para la proteína minoritaria de cubierta 
viral, que se dispone en uno de los extremos del virión. Este estudio se realizó en 
aislamientos originarios de distintas regiones citrícolas del mundo y en un grupo 
seleccionado de aislamientos argentinos. Los resultados obtenidos indican que 
existe una correlación entre las distintas variantes de secuencia encontradas y la 
patogenicidad de los aislamientos. Por otro lado, se encontró que, al menos al 
considerar la secuencia de este gen, los aislamientos sudamericanos forman un 
grupo diferente a los aislamientos de otras regiones geográficas.

La secuenciación de la totalidad de los clones de una biblioteca de cDNA de un 
aislamiento argentino de CTV, C268-2, permitió establecer que en este 
aislamiento de campo coexisten variantes con diferentes secuencias 
nucleotídicas. Por otro lado, pese a que la mayor parte de los cambios son 
conservativos, también se estarían expresando variantes proteicas para distintos 
genes virales, especialmente para p13, (de función desconocida) y p23, (con un 
probable rol regulatorio). Las distintas secuencias presentes en C268-2 presentan 
valores elevados de identidad nucleotídica con diferentes aislamientos 
secuenciados presentes en banco de datos.

Los resultados obtenidos en ensayos de Southern blot permitieron identificar 
regiones de los clones de la biblioteca de C268-2 que mostraron un 
comportamiento característico frente a sondas derivadas de dsRNA de diferentes 
aislamientos virales. Las sondas sintetizadas a partir de las secuencias de estos 
fragmentos resultaron útiles para discriminar entre aislamientos débiles, 
moderados y severos, permitiendo caracterizar de manera rápida a los distintos 
aislamientos de CTV analizados.
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Presentación

Presentación  de  la  infor mación

La información contenida en el presente trabajo de tesis se dividió en los capítulos 
que se describen a continuación con el fin de facilitar la presentación y lectura de 
los datos.

En el primer capítulo se describe la enfermedad producida por el virus de la 
tristeza de los cítricos (CTV) y su agente causal. También se especifican las 
estrategias utilizadas en el control de la enfermedad y en la caracterización de los 
distintos aislamientos virales.

En el segundo capítulo se detallan los materiales empleados y se describen las 
metodologías utilizadas en el desarrollo de este trabajo.

En el tercer capítulo se expone el trabajo realizado para analizar la variabilidad 
inter e intrapoblacional del gen p27 de CTV en aislamientos argentinos y de 
diferente origen geográfico. Se describen las metodologías utilizadas para la 
identificación rápida y segura de variantes poblacionales presentes en los 
aislamientos (SSCP). También se exponen los resultados obtenidos a partir de la 
secuenciación de los haplotipos mayoritarios y minoritarios presentes en los 
aislamientos virales estudiados y las relaciones existentes entre ellos, que se 
establecieron por medio del análisis filogenético de los datos.

En el cuarto capítulo se reseñan los datos obtenidos al realizar la secuenciación 
de los clones de una biblioteca de cDNA de un aislamiento argentino de campo de 
CTV, C268-2. Se detallan los procedimientos empleados y los resultados 
obtenidos cuando se compararon las secuencias de los clones con las de otros 
aislamientos de CTV y entre sí.

En el quinto capítulo se realiza el análisis de los patrones de hibridación de los 
clones de la biblioteca del aislamiento C268-2 con sondas derivadas de distintos 
aislamientos virales. Asimismo, se especifican los resultados obtenidos en la 
caracterización de distintos aislamientos virales cuando se hibridaron con 
fragmentos con patrones de hibridación definidos.

En el sexto capítulo se establecen las conclusiones generales del presente 
trabajo.

Finalmente, se incluye un Apéndice con las secuencias de primers, tablas y 
alineamientos múltiples de secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas y 
un listado de las referencias bibliográficas de los trabajos citados.
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Abreviaturas

Abrevi atura s  y  Siglas

AcHO 
AMV 
ATP 
BSA 
Bisacrilamida 
cDNA 
cpm 
CTAB 
dATP 
ddNTPs 
DNA
DNA pol 
DNasa 
dNTPs 
DO 
dsRNA 
DTT 
EDTA 
g 
h 
IPTG 
KAcO 
kDa 
LB
M 
gCi 
pF 
pg 
mg 
min
Ml 
ml 
pM 
mM 
mmol 
mRNA 
MPM 
N
Nxg 
NaAcO

ácido acético glacial 
avian myeloblastosis virus 
adenosina 5’-trifosfato 
seroalbúmina bovina
N,N’-metilenbisacrilamida 
copy DNA 
cuentas por minuto 
hexadecyltrimethyl-ammonium bromide 
2’-deoxiadenosina 5’-trifostato 
2’,3’-deox¡rr¡bonucleósidos 5’-trifosfato 
ácido 2’ desoxirribonucleico
DNA polimerasa dependiente de DNA 
deoxirribonucleasa 
2’-deoxirribonucleós¡dos 5-trifosfato 
densidad óptica 
double-stranded RNA 
dithiothreitol 
ácido etilen diamino tetracético 
gramo(s) 
hora(s)
isopropil-p-D-tiogalactósido 
acetato de potasio 
kilodaltons
Luria Bertoni (medio de cultivo) 
molar 
microcurie 
microfaradios 
microgramo(s) 
miligramo(s) 
minuto(s) 
microlitro(s) 
mililitro(s) 
micromolar 
milimolar 
milimol
RNA mensajero 
marcador de peso molecular 
normal
número multiplicado por la aceleración de la gravedad 
acetato de sodio
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Abreviaturas

Nal 
ng 
nm 
nt 
pdN6 
pb 
PEG 
PIPES 
PM 
% p/v 
% v/v 
PCR 
PVP 
rATP 
RdRp 
RNA pol 
RNasa 
RNAsin® 
RFLP 
rNTPs 
RT 
s 
SSCP 
SDS 
ssDNA 
SSC 
STE 
t 
TAE 
Taq pol 
TBE 
TCA 
TE 
TEMED 
tRNA 
Tris 
UV 
V 
X-gal

ioduro de sodio
nanogramo(s)
nanómetro(s)
nucleótido(s)
primers hexaméricos de secuencia al azar 
pares de bases 
polientilenglicol
ácido piperazin-N,N’-bis[2-etanosulfónico] 
peso molecular 
porcentaje peso en volumen 
porcentaje volumen en volumen 
polymerase chain reaction 
polivinilpirrolidona 
2’-riboadenosina 5’-trifosfato
RNA polimerasa dependiente de RNA 
RNA polimerasa dependiente de DNA 
ribonucleasa 
ribonuclease inhibitor
restriction fragment length polymorphism 
2’-ribonucleósidos 5’-trifosfato
reverse transcription
segundo(s)
single-strand conformational polymorphism 
sodium dodecil sulfate
single-stranded DNA 
salt sodium citrate 
sodium chlonde-Tris-EDTA 
tonelada(s)
Tris-acetato-EDTA
DNA polimerasa de Thermus aquaticus
Tris-borato-EDTA 
ácido tricloroacético 
Tris-EDTA
N,N,N',N'-tetrametiletilen-diamina 
RNA de transferencia 
tris-(hidroximetil)-aminometano 
ultravioleta
Volts
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactósido
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Capítulo I Introducción general

Capítu lo  I

Introd ucción  general

I.1) Car ac ter ístic as  de  los  cítric os

Todas las variedades de cítricos de importancia económica se originaron a 
partir de especies nativas del sudeste asiático. Desde allí se expandieron por la 
acción del hombre y actualmente crecen en todas las regiones que les brinden 
sus requerimientos: suficiente cantidad de agua (por lluvia o por irrigación) y 
clima templado o cálido.

Inicialmente, los árboles se propagaban a partir de semillas, pero este proceso 
alargaba el tiempo necesario para alcanzar la productividad. Para acortar este 
tiempo actualmente se realiza el injerto de yemas de la variedad seleccionada 
sobre un pie determinado, el cual se produce a partir de semilla. En la elección 
del portainjerto se consideran: la compatibilidad con la yema, la tolerancia a las 
condiciones ambientales (tipo de suelo, humedad, temperatura, etc.) y la 
resistencia o tolerancia a enfermedades. Tanto los portainjertos como las 
yemas utilizadas comercial mente pertenecen al género Citrus; la excepción la 
constituyen los kinotos (Fortunella ssp.) y el trifolio (Poncirus trífoliata) que se 
usan exclusivamente como pie (Compendium of citrus diseases, 1988).

La producción mundial de cítricos en el período 1999/2000 alcanzó unos 70 
millones de toneladas, mostrando un incremento en la producción global de 
alrededor de un 9% con respecto al período anterior. Los países con mayor 
producción citrícola son: Brasil, Estados Unidos, China, España, México, Italia, 
Egipto, Argentina, Turquía y Japón, con una producción anual de 19,6; 14,7; 
8,6; 5,6; 4,5; 3; 2,5; 2,3; 2,1 y 1,7 millones de toneladas, respectivamente (FAS 
online, Horticultural & Tropical Products Division, 2000; informe del Ing. 
Agrónomo Jorge Amigo, FEDERCITRUS, 2000). Un porcentaje pequeño de 
esta producción se dedica al consumo como fruta fresca y la restante se 
procesa para obtener jugos concentrados, aceites esenciales, cáscara 
deshidratada y pellets.

En Argentina, los cítricos ocupan el segundo lugar en la producción de fruta 
fresca (en primer lugar se encuentran las uvas) y se cultivan tanto en las 
provincias del noreste (Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes y Misiones) como 
en las del noroeste (Jujuy, Salta y Tucumán). En la primera región existen 
plantaciones de naranjas y mandarinas mientras que en la segunda la 
producción se basa en distintas variedades de pomelos y limones. Estos 
últimos constituyen el cultivo más importante, con una producción de 
1.050.000 t en el período mencionado, que representa el 28% de la producción 
mundial. Tucumán es la provincia que produce la mayor parte de los limones 
del país. En segundo lugar se cultivan las naranjas, con 663.000 t (las 
provincias de Entre Ríos y Corrientes son las principales productoras), de las
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cuales se exportaron 73.000 t. La producción de mandarinas alcanzó las 
340.000 t, también provenientes principalmente de Entre Ríos y Corrientes, 
mientras que la de pomelos llegó a 165.000 ton, siendo Salta la principal 
contribuyente (FAS online, Horticultural & Tropical Products Division). Los 
cítricos producidos en nuestro país se derivan a la industria, al consumo interno 
y a la exportación en fresco. La mayor parte de los limones (721.524 ton) es 
destinado a la industria mientras que 457.292 t de naranjas, 276.767 t de 
mandarinas y 112.452 t de pomelos se consumen en el mercado interno. Por 
otro lado, las exportaciones de limones alcanzan las 197.000 t (informe 
FEDERCITRUS, 2000). Los principales compradores de cítricos frescos 
argentinos son: Holanda (7.378.900 cajas), Rusia (2.947.600 cajas) y Francia 
(2.015.300 cajas). Los jugos concentrados y los aceites esenciales se exportan 
a Alemania, Canadá, Estados Unidos, Holanda y Francia entre otros, mientras 
que los principales compradores de pulpas congeladas son Japón, EE.UU y 
Dinamarca. Las cáscaras deshidratas se exportan a Italia y Holanda es el 
principal comprador de pellets. En cuanto al valor de la producción, en el año 
1999, se comercializaron cítricos en el mercado interno por un valor de 
226,1 millones de dólares, mientras que las exportaciones ascendieron a 
237 millones de dólares (informe FEDERCITRUS, 2000).

I.2) Enferm edad es  de  los  cítr ico s

El término "enfermedad" comprende a cualquier desviación con respecto a la 
apariencia normal, a la forma o al funcionamiento de cualquier órgano o tejido 
de la planta. Desde este punto de vista las enfermedades pueden clasificarse 
como infecciosas (bióticas) o no-infecciosas (abióticas). Las enfermedades de 
origen biótico son aquéllas causadas por una serie de agentes tales como 
bacterias, hongos, nemátodos, virus y viroides. Por otro lado, las condiciones 
ambientales y las derivadas de las prácticas de cultivo, así como los defectos 
genéticos y de nutrición se incluyen dentro de las enfermedades abióticas 
(Compendium of citrus diseases, 1988).

I.3) Tristeza  de  los  cítric os

La tristeza de los cítricos es una de las enfermedades más importantes de 
estos cultivos y es causada por un virus, que tomó su nombre del de la 
enfermedad que causa, virus de la tristeza de los cítricos (citrus tristeza virus, 
CTV) y cuyo origen se encuentra probablemente en Asia. Mientras los cítricos 
se multiplicaron a partir de semilla, la enfermedad no se dispersó ya que el 
virus no se transmite de este modo. Hasta el siglo XIX no era frecuente el uso 
de portainjertos, pero como consecuencia de una epidemia de la enfermedad 
llamada "podredumbre de las raicillas", causada por el hongo Phytophtora sp., 
el naranjo agrio (Citrus aurantium L.) se convirtió en el pie más utilizado por su 
resistencia a Phytophtora. Este portainjertos posee, además, excelentes 
cualidades agronómicas y es tolerante a una amplia gama de patógenos. Sin
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embargo, cuando las plantas constituidas por distintas variedades de copa 
injertadas sobre este pie se introdujeron en Sudáfrica y Australia se observó 
que decaían rápidamente en rendimiento y finalmente morían, mientras que las 
mismas copas injertadas sobre otros pies, como limón rugoso o P. trifoliata, no 
eran afectadas por este decaimiento. En un primer momento se atribuyó esta 
sintomatología a una "incompatibilidad" entre el pie y la copa.

En Argentina, la primera epidemia de este tipo se inició en 1930 y a lo largo de 
quince años murieron más de diez millones de árboles. En 1937 se manifestó 
en Brasil un brote de la misma enfermedad, cuyo agente era desconocido, 
produciendo el decaimiento y muerte de árboles injertados sobre naranjo agrio. 
La enfermedad se denominó "tristeza" debido al aspecto que presentaban las 
plantaciones afectadas (fig. 1.1a y b). A lo largo de la década del cuarenta la 
tristeza causó la destrucción total de la industria citrícola de Argentina, Brasil y 
Uruguay, ya que la totalidad de las plantas estaban injertadas sobre naranjo 
agrio.

El análisis, por microscopía electrónica, de savia de distintas especies de 
cítricos infectadas permitió observar la presencia de partículas con forma de 
hilo, de unos 10 a 12 nm x 2000 nm, que no se encontraron en preparados de 
árboles sanos (Kitajima et al., 1965; Bar-Joseph et al., 1970a) (fig. I.2). En un 
principio, la identificación de estas partículas se utilizó como método para 
diagnosticar la enfermedad (Bar-Joseph et al., 1970b). La primera evidencia de 
la asociación entre partículas flexuosas y enfermedad se obtuvo al lograr 
transmitir la misma mecánicamente, de un cítrico a otro. También se comprobó 
que las partículas purificadas a partir de tejido de cítricos enfermos resultaban 
infectivas, lo cual permitió confirmar que las varillas flexuosas observadas eran 
el agente causal de la enfermedad (Garnsey et al., 1977).

La dispersión de la enfermedad se incrementó por la cointroducción del vector 
más eficiente del virus, el áfido Toxoptera citricida. La migración del áfido hacia 
el norte de Sudamérica expandió la enfermedad y dos años después de su 
llegada a Venezuela se produjo el primer brote severo de tristeza en ese país 
(Roistacher and Moreno, 1991). En los Estados Unidos la enfermedad se 
introdujo también a principios del siglo XX, pero no así el vector más 
importante, ya que T. citricida se estableció en el sur de Florida recién en 1995 
(Halbert and Brown, 1996). Si bien en Estados Unidos el principal vector es otro 
áfido perteneciente al género Aphis (A. gossypii), muéstreos extensivos 
realizados en años posteriores a la introducción de T. citricida al país 
demostraron una distribución más amplia del virus así como la detección del 
mismo en plantas anteriormente no infectadas (Brown and Davinson, 1997). En 
Israel la tristeza se difundió a partir de 1970 y en 1985 se encontró un 
aislamiento que ocasionó numerosas muertes de árboles, obligando a 
establecer programas drásticos de erradicación (Roistacher and Moreno,
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1991) . La tristeza también es endémica en España desde 1957 y ha causado la 
muerte de unos veinte millones de plantas (Cambra y col., 1995). El virus se 
encuentra en prácticamente todas las regiones citrícolas del mundo y su 
impacto es mayor en aquellas zonas donde se emplea como pie el naranjo 
agrio y donde está presente el vector más eficiente, T. citrícida. Las copas que 
producen las combinaciones más susceptibles al virus son: naranjo dulce 
(C. sinensis (L.) Osb.), mandarino (C. reticulata Blanco) y pomelo (C. paradisi 
Macf.) (Moreno and Guerri, 1997).

Para evitar las cuantiosas pérdidas producidas por la tristeza, los países 
afectados se han visto obligados a realizar un cambio de portainjertos en las 
plantaciones. Esto trajo aparejado un conjunto de problemas ya que ninguno de 
los portainjertos tolerantes empleados posee las rusticidad y adaptabilidad del 
naranjo agrio (Moreno etal., 1993). En la Argentina la enfermedad es endémica 
y por ello, para evitar la muerte de las plantas, el naranjo dulce se injerta sobre 
pies tolerantes (trifolio, mandarino cleopatra y limón rugoso entre otros).

Los daños ocasionados por la tristeza no se limitan a las plantas injertadas 
sobre naranjo agrio; se informaron una serie de casos en los que se produjeron 
daños severos en plantas de pomelo en Sudáfrica y Australia (Da Grapa et al., 
1984; Broadbent et al., 1991; Van Vuuren et al., 1993). Una situación parecida 
ocurre en el noroeste argentino, donde las plantaciones jóvenes de pomelos 
rojos y rosados se ven afectadas por la enfermedad y presentan varios 
síntomas que incluyen acanaladuras en ramas y tronco (stem pitting), marcada 
reducción de la producción y frutos pequeños y deformados. Además se 
observa un rápido declinamiento y muerte de las plantas (Costa, 1995). Este 
mismo problema acaba de aparecer en pomelos rojos del noreste, en los 
alrededores de Concordia, Entre Ríos (Costa 2000, comunicación personal).

I.4) Síntom as : va riab ilidad  biológic a

Una de las características de la enfermedad causada por CTV es la amplia 
variedad de síntomas causados en las plantas infectadas. La expresión de los 
mismos depende del ambiente, de la especie hospedante y de la severidad del 
aislamiento viral. Los síntomas causados por CTV pueden agruparse en tres 
categorías: 1) decaimiento de plantas constituidas por copas injertadas sobre 
naranjo amargo (decline), 2) acanaladuras en el tronco (stem pitting) y 
3) "amarillamiento'' de plantines obtenidos a partir de semilla (seedling yellows) 
(Garnsey etal., 1987).

En la reacción de declinamiento, que ocurre en naranjo dulce, mandarina o 
pomelo injertado sobre naranjo agrio, la infección viral causa la necrosis del 
tejido floemático del pie inmediatamente por debajo de la zona de unión entre 
pie y copa. La savia deja de llegar al sistema radicular y cuando se agotan las 
reservas de almidón de este tejido, se produce la muerte del mismo por falta de 
alimento. Como el sistema radicular ya no es funcional no llegan nutrientes
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minerales ni agua a la copa, las ramas se van secando progresivamente y el 
árbol adquiere un tono amarillento generalizado hasta que finalmente muere. 
Durante el declinamiento pueden aparecer hoyos en la cara interna de la 
corteza (fig. 1.3a) debido a proyecciones del xilema (Compendium of citrus 
diseases, 1988). El proceso de decaimiento puede durar varios años aunque 
existen aislamientos virales que producen un declinamiento acelerado de los 
árboles (quick decline), de modo que en una o dos semanas quedan 
completamente secos, con hojas y frutos colgando (Ben-Ze'ev et al., 1989).

Entre los síntomas más frecuentes están los hoyos en ramas y tronco, que a 
campo suelen producir fosas longitudinales o canales en la madera (fig. I.3b). 
Esto produce el debilitamiento de las ramas que se quiebran con facilidad con 
el viento o cuando están cargadas de frutos. Los aislamientos que producen 
estos síntomas también inducen, en general, el "aclaramiento" de las 
nervaduras de hojas jóvenes (vein clearing, fig. 1.4a) así como la formación de 
una estructura de tipo "corcho" en las nervaduras de hojas viejas (vein corking, 
fig. I.4b). Además, son responsables de la pérdida de vigor de la planta, de 
disminuciones de tamaño de la misma y de la producción de frutos pequeños y 
deformados. Las especies más afectadas por este tipo de aislamientos son los 
pomelos y las limas aunque también pueden resultar dañados los naranjos 
dulces (Rocha-Peña etal., 1995).

El síntoma de tipo seedling yellows es una reacción que producen algunos 
aislamientos de tristeza en plantas originadas de semilla, cultivadas en 
invernáculo. Las especies que se utilizan para este ensayo son: pomelo, 
naranjo agrio o limonero. Los plantines se infectan en el invernáculo y se 
observa que las hojas van adquiriendo un tono amarillento que, casi siempre, 
se acompaña de una detención del crecimiento (fig. 1.4c). La detección de este 
síntoma se utiliza con frecuencia para indicar la presencia de aislamientos del 
virus que causan, además, acanaladuras en el tronco (Rocha-Peña et al., 
1995).

I.5) Detecc ión  y  diagn óstic o

En plantaciones donde el portainjertos es naranjo agrio, la observación directa 
de los síntomas permite realizar un diagnóstico preliminar de la enfermedad, 
que debe confirmarse por ensayos de infectividad o pruebas de laboratorio. En 
los ensayos de infectividad se inoculan, por injerto, plantas provenientes de 
semilla de especies susceptibles a tristeza y se observa la aparición de 
síntomas. Como se mencionó anteriormente, una de las especies más 
utilizadas en estos ensayos es la lima mexicana (C. aurantifolia), en la que se 
observan aclaramiento de las nervaduras (veinclearing), hojas en forma de 
copa (leaf cupping) y acanaladuras en el tronco (stem pitting). Los aislamientos 
más virulentos pueden llegar a producir que las nervaduras tomen aspecto de 
corcho (veincorking) (Compendium of citrus diseases, 1988).
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Figura 1.1: Plantas de cítricos infectadas con el virus de la tristeza (CTV). a: Aspecto de una plantación 
afectada por la acción del virus, b: Comparación de dos árboles, uno enfermo y otro sano, en primer y 
segundo plano, respectivamente. Ilustraciones tomadas de "Compendium of citrus diseases".

Figura I.2: Morfología de la partícula viral. 
Micrografía electrónica de partículas 
virales extraídas a partir de corteza de 
cítricos infectados. Tinción negativa. 
Tomado de "Compendium of citrus 
diseases"

Figura I.3: Síntomas de infección 
con CTV. a: Huecos (pinholing o 
honeycombing) en la cara interna 
de la corteza de un pie de naranjo 
agrio con un copa infectada con 
CTV (tomado de "Compendium of 
citrus diseases"), b: Acanaladuras 
en el tronco (stem pitting) en una 
rama de un pomelo infectado 
(tomado de Garnsey et al., 1995).
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Para la expresión de estos síntomas las plantas deben mantenerse a 
temperaturas que oscilen entre los 18 y 26°C, lo que hace necesario contar con 
un invernáculo con temperatura controlada. Para uniformar los criterios de 
evaluación de aislamientos de CTV, se estandarizaron los hospedantes a 
utilizar y los síntomas a observar (Garnsey et al., 1995).

Para la detección rápida del virus se emplean técnicas inmunoenzimáticas 
(Bar-Joseph et al., 1979a; Cambra, 1993). La utilización de anticuerpos 
monoclonales permitió incrementar la sensibilidad y especificidad del método. 
Uno de los monoclonales más utilizados es el MCA-13, preparado a partir del 
aislamiento T36 de Florida, que detecta con eficiencia aislamientos que 
producen declinamiento en plantas de naranjo dulce injertadas sobre naranjo 
agrio (Permar et al., 1990). Este anticuerpo reacciona contra un residuo 
fenilalanina (Phe) que se encuentra en la posición 124 de la proteína de 
cubierta viral. En los aislamientos severos, que dan reacción positiva, este 
residuo se halla conservado, mientras que en una serie de aislamientos 
débiles, no reactivos, está reemplazado por un residuo tirosina. Ensayos de 
mutagénesis confirmaron que el residuo Phe es necesario y suficiente para el 
reconocimiento por el anticuerpo (Pappu et al., 1993). Por otro lado, el uso 
conjunto de los monoclonales 3DF1 y 3CA5 permitió detectar la totalidad de los 
aislamientos de CTV estudiados, lográndose una identificación rápida del virus 
(Cambra et al., 1990). La técnica de inmunoensayo sobre improntas de tejido 
(direct tissue blot inmunoassay, DTBIA) es una versión simplificada de las 
técnicas anteriores ya que evita el paso de preparación de extractos vegetales 
(Garnsey, et al., 1993). El antígeno se une a una membrana de nitrocelulosa 
que tiene afinidad por proteínas y se detecta directa o indirectamente por medio 
del uso de anticuerpos. Las impresiones se realizan presionando cortes de 
brotes jóvenes contra la membrana. Como CTV es un virus asociado al floema, 
la región que debe dar reacción está bien definida; además, la concentración 
del virus en el tejido es muy alta, con lo cual no existe un problema de límite de 
sensibilidad. Esta metodología es rápida, puesto que no requiere 
procesamiento previo del material antes de realizar la "impresión" en 
membrana y permite la manipulación de gran cantidad de muestras a campo. 
Otra de las ventajas es la separación temporal de los procedimientos de toma y 
análisis de muestras debido a que las membranas pueden ser guardadas y 
procesadas cuando se desee.

I.6) Tran smi sión  y  epi dem iolo gía

El rango de hospedadores naturales de CTV es muy estrecho ya que 
solamente afecta a vegetales de la familia Rutaceae. El virus infecta a la mayor 
parte de las especies del género Citrus y a unas pocas especies de los géneros 
Fortunella, Aegle, Afraegle, Citropsis, Microcitrus y Pamburus (Bar-Joseph and 
Lee, 1989). En condiciones experimentales se ha logrado infectar a algunos
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integrantes del género Passiflora. CTV no tiene ningún hospedante herbáceo, 
por ello, para su multiplicación en invernáculo es necesario contar con plantines 
sanos de cítricos.

CTV, al igual que el resto de los closterovirus, se transmite por medio de 
insectos vectores y por injerto, pero no lo hace por semilla. Por otro lado, la 
transmisión por métodos mecánicos es muy poco eficiente. La vía más 
importante de dispersión inicial del virus fue la propagación de yemas 
infectadas, ya que de esta manera se introdujo a prácticamente todas las áreas 
citrícolas del mundo.

A nivel local, el virus es diseminado por al menos seis especies de áfidos de los 
géneros Aphis (A. craccivora, A. gossypii y A. spiraecola), Myzus (M. persicae) 
y Toxoptera (T. aurantii y T. citrícida). El vector más eficiente de la enfermedad 
es T. citrícida (fig. 1.5a, b y c). Este áfido se encuentra presente en la mayor 
parte de Asia, Sudáfrica, Sudamérica y Australia y también ha llegado a 
Centroamérica, islas del Caribe y Florida. Por otro lado, A. gossypii es el vector 
más importante en los países del Mediterráneo y en Estados Unidos. La 
dispersión del virus, en espacio y tiempo, se estudió en áreas donde cohabitan 
ambos vectores y se encontró que, en condiciones semejantes, T. citrícida es 
unas veinte veces más eficiente que A. gossypii (Yokomi et al., 1994). En 
estudios realizados en áreas de España y Florida (en este último lugar antes de 
la introducción de T. citrícida), donde la dispersión ocurre a través de la acción 
de A. gossypii, CTV mostró un avance en la incidencia, desde niveles bajos 
(5% de los árboles infectados) hasta niveles altos (95% de los árboles 
infectados) en un período de ocho a quince años. Por otro lado, en Costa Rica 
y República Dominicana, los mismos niveles de incidencia se alcanzaron en 
sólo dos a cuatro años debido a la acción de T. citrícida (Gottwald et al., 1995). 
El tipo de vector presente en una zona citrícola no sólo afecta a la velocidad de 
dispersión del virus sino también a la distribución espacial de la enfermedad. 
Ambos áfidos tienen hábitos diferentes en cuanto al movimiento en una 
plantación; A gosypiise mueve de un árbol a otro situado lejos, lo cual produce 
una distribución al azar de CTV dentro del campo. Por el contrario, T citrícida 
se traslada de un árbol a otro inmediatamente adyacente, produciendo una 
mayor agrupación de árboles infectados a campo (Gottwald et al., 1995). Estos 
estudios demuestran que el control de la enfermedad es mucho más difícil 
cuando T. citrícida está presente en la región.

La transmisión por áfidos es de tipo semipersistente, con tiempos de 
adquisición e inoculación del virus (por alimentación) que oscilan entre quince 
minutos y una hora. El tiempo de retención del virus en el insecto vector puede 
durar hasta tres días (Bar-Joseph et al., 1979; Murant et al., 1988).
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I.7) Métod os  de  cont rol

Existen distintos métodos para el control de CTV y las medidas a tomar 
dependen de la incidencia del virus en un momento dado, de los vectores 
presentes, de los aislamientos virales y de las variedades de cítricos cultivadas 
en cada zona. Las estrategias se dividen en aquellas de corto, mediano y largo 
plazo.

Estrategias a corto plazo: a) un programa apropiado de cuarentena del material 
propagativo a ser introducido en una región determinada así como también la 
certificación de yemas y plantas utilizadas para la generación de nuevas 
plantaciones (Navarro et al., 1984; Navarro, 1993). En Argentina este tipo de 
controles está a cargo del PROCITRUS, que es un programa aprobado por el 
Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), cuya finalidad es la 
obtención, mantenimiento y distribución de material cítrico de alta calidad y libre 
de enfermedades, para la producción de plantines. Para ello se selecciona el 
material vegetal, se lo libera de enfermedades en la Estación Experimental 
Agropecuaria (EEA) Concordia del INTA y se obtienen plantas sanas que se 
mantienen en invernáculo en dicho lugar. Un bloque fundacional se encuentra 
en Catamarca, que es una región libre de cancrosis y tristeza. Un segundo 
grupo de plantas madre se mantienen en Concordia, en invernáculo, y su 
estado es controlado periódicamente. El material de estas plantas se utiliza en 
los centros de multiplicación. En estos últimos se propaga el material que se 
destina a la venta a productores citrícolas. De esta manera se garantiza que 
todo el material que se introduce al campo esté libre de enfermedades, b) En 
las zonas donde se introdujo la tristeza se intenta evitar la dispersión por medio 
de programas de erradicación de árboles enfermos (Bar-Joseph et al., 1989a). 
El éxito de este tipo de programas requiere continuidad a lo largo de varios 
años y, además, debe estar acompañado de programas de certificación y 
control, c) En aquellos países donde la dispersión es incontrolable es necesario 
utilizar portainjertos tolerantes. En Argentina, donde la tristeza es endémica y 
se encuentra presente T. citricida, las plantaciones de naranjo dulce están 
injertadas sobre pies tolerantes a CTV. En este caso, si bien las plantas tienen 
tristeza no se produce declinamiento rápido de las mismas, como ocurre 
cuando el pie usado es naranjo agrio.

Estrategias a mediano plazo: en algunas áreas citrícolas el uso de portainjertos 
tolerantes a tristeza no resulta suficiente para evitar los daños causados por 
aislamientos virales muy agresivos. En esos casos se utiliza la protección 
cruzada (o "preinmunización"). Esta metodología consiste en infectar la planta 
con un aislamiento débil de modo tal que éste induzca "tolerancia" a la 
presencia de aislamientos severos (Costa and Müller, 1980). Se desconoce el 
mecanismo por el cual ocurre esta interferencia. Este tipo de control debe 
aplicarse sólo en zonas donde la tristeza es endémica, las pérdidas
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ocasionadas por aislamientos severos son importantes y, fundamentalmente, 
se disponga de aislamientos con capacidad protectora bien establecida. Los 
riesgos mayores de la protección cruzada son: a) que el aislamiento protector 
se convierta en virulento (por mutación o por interacción con otros 
aislamientos) y b) que el aislamiento protector consista en una "mezcla" de 
aislamientos cuya composición relativa cambie en el tiempo y resulte agresiva 
para la planta inoculada. Un problema adicional es que, generalmente, los 
aislamientos protectores sólo sirven como tales en una sola especie o incluso 
en un único cultivar (Müller and Costa, 1987).

Estrategias a largo plazo: el control eficiente de los virus requiere de la 
presencia de resistencia genética a los mismos. Para lograrla, se están 
desarrollando actualmente dos estrategias distintas. Por un lado se intenta 
clonar y caracterizar el gen de resistencia presente en P. trifoliata (Mirkov et al., 
1998) para poder introducirlo en las especies de interés comercial, mientras 
que por otro, se intenta obtener resistencia por medio de la introducción de 
genes virales en plantas de cítricos. El intento de obtención de plantas 
transgénicas es posible gracias al avance en la transformación de cítricos 
(Peña et al., 1995; Cervera et al., 1998) y a la disponibilidad de la secuencia 
completa de distintos aislamientos virales de características biológicas 
diferentes (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995; Mawassi et al., 1996; 
Vives etal., 1999; Yang etal., 1999; Albiach-Martí etal., 2000a).

I.8) Difer enc iación  de  ais lam iento s  de  CTV

Las medidas de control de la enfermedad dependen de las características de 
las plantaciones, del tipo de aislamientos virales y de las especies de vectores 
presentes en una región. La gran variabilidad del virus y la aparición de 
aislamientos sumamente severos ha hecho que la simple utilización de 
portainjertos tolerantes sea insuficiente para evitar daños económicos 
importantes (Roistacher and Moreno, 1991). Para contrarrestar esta situación 
es necesario evitar la multiplicación de yemas infectadas con aislamientos 
severos e implementar sistemas eficientes de protección cruzada. En ambos 
casos es crucial disponer de métodos de caracterización de los aislamientos 
para establecer con certeza su grado de virulencia.

I.8 A) Métod os  trad icionale s  de  dife re nc iac ión  de  ais lam iento s  de  CTV

Los métodos biológicos tradicionales de caracterización de aislamientos de 
CTV incluyen: 1) el tipo e intensidad de síntomas producidos en distintas 
especies de cítricos y en distintas combinaciones pie/ copa (Wallace and 
Drake, 1974; Da Graga et al., 1984; Ballester-Olmos et al., 1988 a y b), 2) la 
transmisibilidad por áfidos (Bar- Joseph and Loebenstein, 1973; Roistacher et 
al., 1980; Broadbent et al., 1996) y 3) la capacidad de brindar protección 
cruzada contra otros aislamientos (Wallace and Drake, 1974; Costa and Müller, 
1980; Van Vuuren et al., 1993; Gillings et al., 1996). El problema de estas
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metodologías es la necesidad de unificar los criterios de evaluación de los 
síntomas para clasificar de manera adecuada los aislamientos presentes en 
distintos lugares. Usualmente las evaluaciones se llevaban a cabo en 
condiciones ambientales diferentes y utilizando distintas plantas indicadoras. 
Dado que las condiciones ambientales y las diferencias genéticas entre 
cultivares de cítricos afectan notoriamente a los síntomas producidos por el 
virus, se propuso un sistema de condiciones de evaluación que permite 
uniformar los criterios para la clasificación de los aislamientos virales (Garnsey 
et al., 1995). El crecimiento de las plantas indicadoras se hace en condiciones 
óptimas y se sigue un protocolo preestablecido para la evaluación de los 
síntomas. Los indicadores elegidos son plantines de: a) una propagación clonal 
de lima mexicana en pie de C. macrophylla Webster, b) naranjo agrio, 
c) naranjo dulce Valencia sobre naranjo agrio, d) naranjo dulce Madam vinous y 
e) pomelo Duncan. En base a la observación de síntomas en estos indicadores 
se agrupa a los aislamientos de CTV en diez categorías (Garnsey et al., 1995). 
Es un método de clasificación laborioso y lento, que requiere condiciones de 
invernáculo, lo cual aumenta los costos y limita su aplicación masiva. Por estos 
motivos se desarrollaron una serie de técnicas de laboratorio para la 
clasificación de aislamientos virales.

I.8B ) Métodos  de  lab ora torio  pa ra  la  dife re nc iac ión  de  ais lam iento s  de  CTV

Los métodos de laboratorio utilizados para la caracterización de aislamientos 
de CTV pueden clasificarse en dos grandes grupos: 1) métodos basados en 
propiedades de la proteína de cubierta mayoritaria del virus y 2) metodologías 
basadas en la caracterización de los ácidos nucleicos del virus.

Dentro del primer grupo se encuentra la caracterización de aislamientos 
mediante anticuerpos monoclonales. Tal como se describió anteriormente, uno 
de los monoclonales más usados con este fin es el MCA-13, que reconoce un 
epitope muy conservado entre aislamientos severos, que no está presente en 
aislamientos débiles (Permar et al., 1990; Pappu et al., 1993). La utilización de 
anticuerpos monoclonales permitió incluir a los aislamientos en distintos 
serogrupos y determinar la presencia de varios serotipos en un mismo 
aislamiento (Cambra et al., 1993), controlar el título de distintos aislamientos en 
experimentos de protección cruzada (Rocha-Peña et al., 1991) y detectar 
cambios en la composición de los epitopes de un aislamiento luego de 
transmisión por injerto o áfidos a un nuevo hospedante (Cambra et al., 1993). 
La limitación evidente es que sólo se detectan variaciones presentes en una 
porción limitada de la proteína de cubierta. Además el gen que la codifica 
representa nada más que el 3,5% del genoma viral.

Otra estrategia desarrollada para la caracterización de aislamientos es la 
digestión parcial, con endoproteasas, de preparaciones de proteína de cubierta 
purificada y el análisis de los fragmentos generados en geles de poliacrilamida.

16



Capítulo I Introducción general

Como resultado de este procedimiento se obtiene un mapa peptídico que 
permite identificar diferencias entre aislamientos en base a cambios en la 
secuencia de la proteína de cubierta mayoritaria (Lee et al., 1988; Guerri et al., 
1990; Albiach-Martí, 1995; Albiach-Martí et al., 2000b). Esta metodología 
permite una diferenciación más precisa de los aislamientos virales pero es muy 
laboriosa para aplicarla como método de rutina y posee la misma limitación que 
el método anterior.

Los métodos basados en el análisis de ácidos nucleicos virales incluyen el 
estudio de los patrones de RNA de doble cadena (dsRNA) provenientes de 
tejidos infectados; la hibridación molecular utilizando sondas de RNA o DNA 
complementarias al genoma viral; el análisis de polimorfismos en la longitud de 
fragmentos de restricción (restriction fragment length polymorphism, RFLP) del 
gen de la proteína de cubierta mayoritaria; la secuenciación del gen de la 
proteína de cubierta mayoritaria y comparación de las secuencias obtenidas y 
el análisis del polimorfismo conformacional de moléculas de DNA de cadena 
simple (single-strand conformation polymorphism, SSCP).

En plantas sanas no se encuentran cantidades importantes de dsRNA mientras 
que en las infectadas se encuentran concentraciones relativamente elevadas 
de este tipo de ácido nucleico. El dsRNA corresponde a la forma replicativa de 
longitud total del genoma viral (RNA full length) y a los distintos RNAs 
subgenómicos que el virus produce para expresar los genes presentes en la 
mitad 3' de su genoma. Por electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida 
y tinción con bromuro de etidio o nitrato de plata se observan las distintas 
moléculas presentes en un aislamiento (Dodds et al., 1984 ; Dodds et al., 
1987a). Esta técnica se utilizó para analizar variabilidad de aislamientos de 
CTV a campo (Guerri et al., 1991) o detectar cambios luego de la transmisión 
por injerto o áfidos a un nuevo hospedador (Albiach-Martí, 1995; Moreno et al., 
1991). El estudio de los patrones de dsRNA es sencillo y rápido pero tiene una 
serie de limitaciones: los patrones varían según la época del año y el 
hospedante empleado (Jarupat et al., 1988, Moreno et al., 1990), no 
necesariamente existe correlación entre los patrones de dsRNA y las 
características biológicas del aislamiento (Moreno et al., 1990) y a campo los 
patrones de dsRNA muestran una fuerte variación estacional, por lo cual debe 
estandarizarse el momento de la toma de muestra si se quiere obtener un perfil 
completo de dsRNA (Dodds et al., 1987b; Moreno et al., 1990). Estudios 
posteriores demostraron, además, que algunos de los dsRNAs más 
abundantes, utilizados para caracterizar a los aislamientos virales, son formas 
replicativas de moléculas de RNAs defectivos (Moreno and Guerri, 1997).

La técnica de hibridación molecular consiste en sintetizar sondas de cDNA, a 
partir de dsRNA de distintos aislamientos virales, y utilizarlas en ensayos de 
hibridación para conocer el grado de homología entre aislamientos virales. Por
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medio de esta metodología se logró una mayor discriminación entre 
aislamientos (Rosner et al., 1986; Semorile et al., 1993), se identificaron 
cambios en la composición de los aislamientos luego de la transmisión por 
áfidos (Albiach-Martí, 1995) y se controló la evolución de ensayos de 
protección cruzada (Albiach et al., 1996). Una de las ventajas de esta técnica 
es la utilización de todo el genoma en la obtención de sondas con lo cual el 
análisis no está restringido a una región del mismo.

Respecto a los métodos basados en el análisis del gen de la proteína de 
cubierta mayoritaria, uno de los primeros trabajos consistió en la secuenciación 
del gen completo (Sekiya et al., 1991). Posteriormente se caracterizaron 
distintos aislamientos por los patrones de RFLP logrados a partir de los 
productos de amplificación de dicho gen (Gillings et al., 1993) o por 
comparación directa de las secuencias obtenidas (Pappu et al., 1993; Mawassi 
et al., 1993; Cevik et al., 1996). El primer tipo de análisis se utilizó para 
identificar las distintas variantes de secuencia presentes en un mismo 
aislamiento y para detectar la introducción de aislamientos severos en plantas 
preinmunizadas con aislamientos protectores (Gillings et al., 1996). También se 
secuenciaron y analizaron otros genes y regiones génicas de CTV. La 
comparación de secuencias de los genes p20 (Rubio, 1997) y p23 (Pappu et 
al.; 1997; López et al., 1998) demostró que estas regiones están relativamente 
conservadas en distintos aislamientos. La comparación de secuencias de la 
región 5' no codificante (5' UTR) permitió clasificar a los aislamientos en tres 
grupos bien definidos (López et al., 1998) y demostró la existencia de más de 
un tipo de secuencia en la mayoría de los aislamientos analizados (Ayllón et al., 
2001).

La técnica de SSCP (Grita et al., 1988), una metodología inicialmente 
empleada para la detección de mutaciones puntuales en genes de humanos, 
también se empleó con éxito en el estudio de virus de plantas (Koenig et al., 
1995; Shi et al., 1996). Con esta técnica es posible detectar mutaciones 
puntuales que afectan a la conformación de las hebras y se reflejan en cambios 
en la migración de las mismas en geles nativos de poliacrilamida. Este tipo de 
análisis es rápido, muy sensible y permite procesar un número elevado de 
muestras simultáneamente, reduciendo la necesidad de secuenciación cuando 
se desea realizar un análisis de variabilidad poblacional. Esta técnica se aplicó 
al estudio de diversos genes de CTV, entre ellos p25 (Rubio et al., 1996; 
Nolasco and Sequeira, 1997), p18 y p20 (Rubio, 1997; Niblett et al., 2000) y se 
utilizó para identificar cambios en los aislamientos virales luego de la 
transmisión de los mismos por áfidos (dúrso et al., 2000).
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I.9) Cara cterís ticas  de  CTV

I.9A) Clas ificación  y  desc ripción  gen era l

CTV pertenece a la familia Closterovirídae (del griego kloster, hilo). Dentro de 
dicha familia se agrupan una serie de virus con genoma RNA de cadena simple 
(ssRNA) y de polaridad positiva (+), asociados al floema. Las partículas virales 
presentan una morfología filamentosa y extremadamente flexuosa. Los 
vectores que transmiten a los closterovirus pertenecen a las familias Aphididae 
(áfidos), Aleyrodidae (moscas blancas) y Pseudococcidae (chinches) del orden 
Homoptera (Karasev, 2000). De acuerdo a lo aprobado por el Comité 
Internacional de Taxonomía de Virus (International Comitee on Taxonomy of 
Viruses, ICTV) la familia se ha dividido en dos géneros. El género 
Closterovirus, cuya especie tipo es beet yellows virus (BYV) (Bar-Joseph and 
Hull, 1974), comprende a los closterovirus con genoma monopartito 
transmitidos por áfidos, chinches y posiblemente por moscas blancas (Karasev, 
2000). CTV, que posee estas características (Bar-Joseph and Lee, 1989), se 
encuentra incluido en este género. Por otro lado, el género Crinivirus incluye a 
los virus que presentan genoma bipartito y son transmitidos por la mosca 
blanca, Bemisia tabaci. El virus tipo de este último género es lettuce infectious 
yellows virus (LIYV) (Duffus et al., 1986). En las células vegetales infectadas 
los closterovirus inducen la formación de inclusiones intracelulares rodeadas de 
membrana. Estas inclusiones se denominan “vesículas tipo BYV” y constituyen 
una característica taxonómica importante de la familia ya que su sola presencia 
permite realizar el diagnóstico de la infección.

I.9B) Estructu ra  de  la  pa rtíc ula  vir al

Las partículas virales tiene una longitud que oscila entre los 950 y los 2000 nm 
y un diámetro de alrededor de 12 nm (Kitayima et al., 1965; Tollin and Wilson, 
1988). La baja relación entre la masa del RNA viral y la longitud de la partícula 
hace que los closterovirus posean las partículas más flexuosas entre los virus 
con genoma RNA que afectan a vegetales. Este carácter constituyó un hecho 
clave en el reconocimiento como un grupo viral distinto (Brandes and Bercks, 
1965).

Actualmente se sabe que en esta familia no se cumple el paradigma de “la 
proteína de cubierta única” de los virus de plantas con forma elongada ya que 
se ha establecido la presencia de dos proteínas asociadas con el RNA viral 
(fig. I.6). Inicialmente se había determinado, en BYV, la presencia de una sola 
proteína de cubierta de 22 kDa (22K). Al analizar la secuencia del genoma de 
dicho virus se encontró que, además del gen que codifica para la proteína de 
22 kDa existe otro gen muy semejante al anterior. Esta estructura de genes en 
doble copia se encontró en todos los demás closterovirus estudiados, 
sugiriendo que estos genes homólogos se originaron por duplicación en un 
antecesor común de la familia.
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Figura 1.4: Síntomas inducidos por CTV. a: Aclaramiento de nervaduras (vein clearing) en hojas jóvenes de 
cítricos infectados, b: Estructuras de tipo corcho (vein corking) en hojas viejas de cítricos enfermos, 
c: Amarillamiento de plantines (seedling yellows) asociado a disminución en el crecimiento en plantas de 
semilla mantenidas en invernáculo. Figuras tomadas de Garnsey et al., 1995.

Figura I.5: Vector de la enfermedad (T. citricida). a: Áfidos en un brote joven de cítrico (tapa del volumen 89, 
número 6, de la revista Phytopathology, 1999). b: Adultos sin alas y ninfas sobre una hoja, c: Adulto alado. 
(Tomados de Garnsey et al., 1995).

Figura I.6: Estructura de rattlesnake. Viriones detectados por inmunoelectromicroscopía en preparaciones 
realizadas a partir de corteza de cítricos infectados. Detección con anticuerpos contra P25. La flecha indica la 
región del virión no recubierta por anticuerpos, donde se encuentra P27. Gentileza Dr. Robert Milne y Lie. Gabriel 
Iglesias (preparación realizada durante el curso “Enfermedades de cítricos. Diagnóstico moderno”, 1999).
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A pesar de la divergencia global entre las secuencias nucleotídicas de ambos 
genes, las proteínas derivadas han conservado los residuos que estarían 
involucrados en el plegamiento correcto de las mismas (Boyko et al., 1992; 
Dolja et al., 1991). Por medio del uso de inmunoelectromicroscopía se 
demostró, primero para BYV y luego para CTV y LIW, la presencia de ambas 
proteínas de cubierta en el virión (Agranovsky et al., 1995; Febres et al., 1996; 
Tian et a/., 1999). Las mismas se disponen en forma de cola de víbora de 
cascabel (rattlesnake) (fig. 1.6). En BYV, la proteína de 22K (coat protein, CP) 
está asociada a la mayor parte del RNA viral mientras que la proteína 
codificada por el gen divergente (24K, minorítary coat protein, mCP) se 
encuentra cubriendo el extremo 5’ del mismo (Zinovkin et al., 1999). Este tipo 
de disposición se encontró en todos los integrantes de la familia estudiados 
hasta este momento.

I.9C) Orga niza ción  genóm ica

Entre los virus de vegetales con genoma RNA, CTV es el de mayor tamaño. El 
aislamiento T36, el primero en ser totalmente secuenciado, consta de 19296 
bases (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995). CTV comparte con BYV y 
LIYV la estructura típica de los genomas de los closterovirus, que incluye la 
presencia de elementos constantes. Las regiones conservadas en los distintos 
closterovirus codifican: dominios de proteasa tipo papaína (P-Pro), 
metiltransferasa (MET), helicasa (HEL) y RNA polimerasa RNA dependiente 
(RdRp); una proteína hidrofóbica pequeña; la proteína homologa a HSP70; una 
proteína de alrededor de 60 kDa (semejante a HSP90) y las dos proteínas de 
cubierta (mayoritaria, CP y minoritaria, CPm) (fig. I.7).

El genoma del aislamiento T36 de CTV contiene doce marcos abiertos de 
lectura (open reading frame, ORF) que codifican, potencialmente, diecisiete 
productos proteicos (Karasev et al., 1995). Presenta, además, dos regiones no 
codificantes en los extremos del genoma. La región 5' no traducida 
(untranslated region, UTR) tiene 107 bases de longitud, un elevado contenido 
de adenina y citosina y un bajo contenido de guanina. En BYV este extremo 
presenta una estructura metilada o cap (m7GpppG) (Karasev et al., 1989), pero 
en CTV no se demostró la presencia de una estructura semejante. El primer 
nucleótido del genoma es una adenina y la única evidencia que hace suponer 
la existencia de cap es la presencia de un dominio MET en el genoma viral. 
Esta región se ha estudiado con detalle por medio de la secuenciación de 
clones de distintos aislamientos virales. El análisis de los datos obtenidos 
mostró un elevado polimorfismo y se pudo clasificar a las secuencias en tres 
grupos (López et al., 1998). La estructura más estable, predicha para la región 
5' UTR, consta de dos stem-loops y se conserva prácticamente sin cambios 
debido a una serie de mutaciones compensatorias (López etal., 1998).
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Figura 1.7: Esquemas representativos de los genomas de tres integrantes de la familia Closteroviridae. Se 
indican los diferentes marcos abiertos de lectura (ORFs). Con distintos colores se representan grupos de 
genes conservados y otros propios de cada virus. p6 y p5 codifican para proteínas hidrofóbicas pequeñas; 
p65 y p60 son homólogos a HSP70 celulares; p64, p61 y p59 son homólogos a HSP90 celulares; p22, p27 y 
p52 codifican para proteínas de cubierta minoritarias; p24, p25 y p28 codifican para proteínas de cubierta 
mayoritarias. Figura modificada a partir del esquema de Dolja et al., (1994).

La región 3' UTR del aislamiento T36 consta de 275 nucleótidos y no muestra 
similitud significativa con la secuencia de BYV, no presenta señales de 
poliadenilación ni estructura de tipo tRNA, pero muestra una estructura 
secundaria constituida por varias horquillas (Pappu et al., 1994). Esta región 
también se analizó en detalle en la búsqueda de polimorfismos, sin embargo se 
encontraron muy pocos cambios de secuencia, existiendo una variación en 
cuanto a los últimos nucleótidos, que pueden ser CCA, CCAG, CTA o CCCGA 
(López et al., 1998).

La región codificante del genoma de CTV puede dividirse en tres grandes 
bloques de genes. El primero está muy conservado en el supergrupo de los 
Sindbis-like virus y contiene los genes involucrados en la replicación (Karasev, 
2000), el segundo comprende los genes conservados en los closterovirus 
(ORFs 3 a 7 inclusive y 10) y el tercero engloba los genes propios de CTV 
(ORFs 2, 8, 9 y 11) (Dolja et al., 1994) (fig. I.7, donde también se indican los 
genes propios de los otros dos closterovirus analizados, BYV y LIYV).
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Tal como se mencionó, los ORFs 1a y b de CTV corresponden al primer grupo 
y están involucrados en la replicación del RNA viral (Karasev et al., 1995). El 
ORF 1a codifica para una poliproteína de unos 349 kDa que incluye los 
dominios P-Pro, MET y HEL. Una particularidad de CTV es que el dominio 
P-Pro se encuentra duplicado (Karasev et al., 1995). Los dominios MET y HEL 
están conservados en una elevada proporción de los virus con genoma RNA 
(+) (Gorbalenya and Koonin, 1993; Rozanov et al., 1992). Se postula que el 
dominio MET está involucrado en el capping de los mRNAs virales. Por otro 
lado, en varios virus se ha demostrado que el dominio HEL está involucrado en 
la separación de las hebras de las moléculas de dsRNA formadas durante la 
replicación del genoma de los virus de RNA (+) (Agranovsky, 1996). El dominio 
HEL presenta los siete motivos conservados comunes de la superfamilia I de 
helicasas (Koonin and Dolja, 1993). La región de la poliproteína viral ubicada 
entre los dominios MET y HEL no muestra similitud significativa con ninguna 
proteína presente en banco de datos y es la región más divergente cuando se 
comparan secuencias de distintos aislamientos virales. Los primeros ciento 
veintisiete nucleótidos del segundo ORF (ORF1b) se solapan con las últimas 
bases del ORF 1a. El ORF1b codifica un producto de 57 kDa que contiene los 
ocho dominios de las RNA polimerasas RNA dependientes (RdRp) del 
supergrupo III de los virus de RNA (+) (Koonin, 1991).

Los ORFs 3 a 7 y el ORF 10 están presentes en todos los closterovirus. Los 
genes p6, p65 y p61 (ORFs 3, 4 y 5, respectivamente) codifican tres proteínas 
de 6, 65 y 61 kDa. P6 es una pequeña proteína hidrofóbica semejante a una 
proteína codificada por el triple bloque génico de potex y carlavirus 
(Agranovsky et al., 1991; Morozov et al., 1989). En el primer grupo se ha 
demostrado que esta proteína se une a membranas in vitro (Morozov et al., 
1990) y que, in vivo, interviene en el transporte célula a célula (Beck et al., 
1991). P65 tiene un elevado porcentaje de similitud con integrantes de la 
familia de proteínas de shock térmico HSP70, que son chaperonas moleculares 
cuya función es participar en el plegamiento, oligomerización y transporte 
transmembrana de otras proteínas. A nivel estructural esta proteína contiene 
los ocho motivos conservados de la familia y presenta dos dominios 
funcionales. En la porción N terminal existe un dominio de ATPasa y en la 
región C terminal un dominio involucrado en el plegamiento proteico. En BYV 
se demostró que esta proteína tiene la capacidad de unir microtúbulos in vitro 
(Karasev etal., 1992) y que el dominio de ATPasa es funcional pero la proteína 
no es capaz de realizar plegamiento de oligopéptidos in vitro (Agranovsky et al., 
1997). Esta falta de actividad puede deberse, probablemente, a la imposibilidad 
que muestra el extremo C-terminal para adoptar la estructura p^a, que es la 
conformación típica del dominio de unión a proteínas de las HSP70 
(Agranovsky et al., 1991a; Rippmann et al., 1991). Recientemente se confirmó 
que esta proteína es esencial para el movimiento del virus célula a célula y que

23



Capítulo I Introducción general

se requiere la presencia de ambos dominios para que cumpla este rol 
(Peremyslov et al., 1999). Las mutaciones puntuales que afectan residuos 
cruciales del dominio ATPasa (Asp7 y Glu181) impiden el movimiento, indicando 
que la actividad de este dominio es esencial para que la proteína cumpla su 
función (Peremyslov et al., 1999).

El análisis de la secuencia peptídica deducida del ORF 5 mostró que codifica 
una proteína que presenta dominios similares a los de las HSP90 celulares 
(Pappu et al., 1994). Para la proteína homologa de BYV se postula un rol en el 
movimiento del virus de célula a célula, junto con p64 y p6, siendo necesaria 
pero no suficiente para dicha función (Peremyslov et al., 1999).

Los ORF’s 6 y 7 de CTV codifican las dos proteínas de cubierta virales, la 
minoritaria (mCP, P27) y la mayoritaria (CP, P25), respectivamente. Ambos 
genes son homólogos a los genes p24 y p22 de BYV y p28 (CP) y p52 (mCP) 
de LIYV. Con anticuerpos policlonales se detectaron ambas proteínas en 
plantas infectadas (Pappu et al., 1993; Febres et al., 1994) y se demostró que 
P27 se encuentra asociada, mayoritariamente, a la fracción de pared celular 
(Febres et al., 1994). En la sección anterior se describió la estructura de tipo 
rattlesnake que presentan estos virus y si bien éste es un caso único dentro de 
los virus con partículas flexuosas, otros virus con genoma RNA, patógenos de 
plantas, también poseen más de un tipo de proteína de cubierta. Este es el 
caso de los furovirus, que tienen forma de varilla rígida y de los luteovirus, que 
son esféricos o semiesféricos con simetría icosaédrica. En estos virus, la 
proteína de cubierta minoritaria se expresa por medio de un mecanismo de 
“lectura a través” (readtrough) de un codón de terminación débil. De esta 
manera se producen unas pocas moléculas del péptido minoritario, que es 
idéntico a la proteína mayoritaria en toda su extensión con la excepción de la 
porción C-terminal (Bahner et al., 1990; Cheng et al., 1994; Filichkin et al., 
1994). La existencia de los péptidos generados por este mecanismo asegura la 
persistencia de furovirus y luteovirus en sus vectores, que son zoosporas 
fúngicas y áfidos, respectivamente. Por otro lado se demostró que la proteína 
minoritaria se encuentra asociada a uno de los extremos del virión en el caso 
de los furovirus (Haeberle et al., 1994). Debido a esta situación se presume que 
las proteínas de cubierta minoritarias de closterovirus podrían cumplir alguna 
función en la unión del virión a las células del epitelio del tracto alimenticio de 
los áfidos vectores y/o en el direccionamiento de la partícula viral hacia 
receptores de las células floemáticas de las plantas hospedadoras (Agranovski 
1996).

El gen p20 de CTV (ORF 10) codifica para una proteína de 20 kDa y es 
homólogo al gen p21 de BYV. Se ha observado que P20 muestra una elevada 
afinidad por sí misma en sistemas de doble híbridos de levadura, sugiriendo 
que forma agregados en las células infectadas. Además, la inmunolocalización
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con anticuerpos policlonales contra la proteína expresada en Escherichia coli 
demostró detección específica de la misma en los cuerpos de inclusión amorfos 
presentes en plantas infectadas (Gowda et al., 2000).

Dentro de los genes únicos de CTV, el ORF 2 codifica una proteína de 33 kDa 
de función desconocida. Aunque la posición y el tamaño del gen p33 es 
semejante a la del gen p32 de LIYV, no existe relación entre los productos 
proteicos (Dolja et al., 1994; Karasev et al., 1995; Klaasen et al., 1995). La 
proteína P33 no muestra homología con otras proteínas presentes en bancos 
de datos.

Los genes p18, p13 y p23 (ORF’s 8, 9 y 11 respectivamente) no presentan 
homólogos en BYV ni en LIYV ni muestran valores significativos de similitud 
con proteínas de bancos de datos. Para los dos primeros genes no se ha 
demostrado aún su función. Sin embargo, en el caso de p23, el análisis de la 
secuencia aminoacídica deducida mostró motivos ricos en cisteínas y residuos 
básicos, característicos de proteínas con capacidad de unión a ácidos 
nucleicos. Estos motivos están conservados en las secuencias de distintos 
aislamientos analizados sugiriendo que cumplen alguna función importante 
(Pappu et al., 1997; López et al., 1998). Recientemente se ha demostrado que 
la proteína expresada en E. coli es funcional y que, in vitro, se une 
cooperativamente y de manera no específica de secuencia, a ssRNA y dsRNA 
(López et al., 2000).

I.9D) Estr ate gia s  de  expr esión

Todos los virus que se multiplican en células eucarióticas utilizan una serie de 
estrategias para expresar sus genes y replicar su genoma. La mayor parte de 
los virus patógenos de plantas poseen genomas RNA de cadena simple y 
polaridad positiva (Matthews, 1991). Los RNAs mensajeros de células 
eucarióticas contienen, casi en la totalidad de los casos, un único ORF. Debido 
a esta característica los ribosomas están adaptados a iniciar la traducción en la 
región 5' del RNA mensajero y continuar la síntesis hasta encontrar el primer 
codón de terminación de traducción presente en la secuencia. De este modo, 
aunque el RNA viral sea de polaridad positiva, en cuyo caso es reconocido 
como un RNA "mensajero" y es traducido, el sistema permite únicamente la 
expresión de la información presente en el primer ORF del genoma (Matthews, 
1991). Para resolver este problema y asegurar la expresión de la totalidad de la 
información contenida en su genoma, los virus recurren a una serie de distintas 
estrategias de modo tal que todos sus genes sean accesibles al sistema 
eucariota de síntesis de proteínas. Las tácticas utilizadas por los virus con 
genomas ssRNA (+) para evadir la restricción de los sistemas eucarióticos a los 
mensajeros policistrónicos son las siguientes (Matthews, 1991):
i) síntesis de RNAs subgenómicos: en este caso se traduce el primer ORF 
(ORF 5’) de cada subgenómico;
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¡i) poliproteínas: el RNA codifica para más de una proteína. Las proteínas 
codificadas no están separadas por codones de terminación que interrumpan el 
marco abierto de lectura. Por ende se produce una gran proteína que luego es 
clivada por proteasas celulares o codificadas por el virus y se producen los 
péptidos individuales deseados;
¡ii) genomas multipartitos: cada fragmento presenta un único gen que es 
traducido directamente;
iv) sistemas de lectura "a través" de un codón de terminación (read-through 
proteins)’, en una fracción de los eventos de traducción, el codón de 
terminación del gen situado en la porción 5' del RNA es "ignorado" por el 
ribosoma, que continúa con el proceso hasta encontrar otra señal de 
terminación. De esta manera se genera un péptido más largo, que es 
exactamente igual al primero en su región N terminal pero presenta una región 
C terminal diferente.
v) "corrimiento del marco de lectura" (transframe proteins): ocurre un cambio en 
el marco de lectura cerca del codón de terminación del primer marco abierto 
por "corrimiento" del ribosoma. Se genera una segunda proteína sin que tenga 
que volver a iniciarse la traducción.

Normalmente los virus utilizan más de una de las estrategias descriptas, tal es 
el caso de CTV que expresa sus genes por al menos tres mecanismos: 1) la 
producción de una gran poliproteína, 2) la ocurrencia de un frame-shift de tipo 
+1 y 3) la síntesis de varios RNAs subgenómicos 3' coterminales (Karasev, 
2000).

I.9D.1) Poliprot eína

El primer ORF de CTV se expresa por medio de la producción de una gran 
poliproteína de 349 kDa, que tiene en su secuencia dos dominios de proteasa 
con capacidad autocatalítica. El análisis de alineamiento de las secuencias de 
las proteasas de BYV y CTV permitió predecir que los sitios de corte en la 
poliproteína se encuentran en los dobletes de glicinas (Gly) de las posiciones 
484-485 y 976-977 de la región aminoterminal. Los residuos catalíticos son Cys 
e His en posiciones 403 y 464 para el primer dominio y en posiciones 896 y 956 
para el segundo. Como resultado del procesamiento de la poliproteína se 
obtienen dos péptidos de 54 y 55 kDa respectivamente y una proteína 
C-terminal de unos 240 kDa que contiene los dominios MET y HEL (Karasev et 
al., 1995).

I.9D.2) Corrimie nto  del  marc o  de  lec tura  (rib osoma l  frames hifting )

En los genomas de los closterovirus los dominios HEL y RdRp están separados 
en dos ORF’s que se solapan, en una configuración 0/+1, indicando que la 
polimerasa se expresa por medio de un frameshifting ribosomal de tipo +1. La 
mayor parte de las RNA polimerasas virales se expresan por medio de 
corrimientos en el marco de lectura de genes solapados pero el mecanismo
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más usado es el de tipo -1. En este tipo de frameshift, dos tRNAs unidos a una 
secuencia de RNA se mueven una posición hacia la región 5' del mRNA. El 
corrimiento del marco es estimulado, además, por la presencia de una 
estructura secundaria que posiblemente impide el movimiento de los ribosomas 
a lo largo del templado. El mecanismo de frameshift +1 se describió 
inicialmente en retrotransposones de levadura (Clare et ai., 1988); en este caso 
el corrimiento se ve favorecido por la presencia de un codón de uso no 
frecuente adyacente al sitio del cambio (Farabaugh et al., 1993). En bacterias, 
la probabilidad del evento se incrementa por la presencia de un codón de 
terminación dentro del marco de lectura y por la interacción transiente del RNA 
ribosomal 16S con una secuencia del tipo Shine-Dalgarno situada downstream 
del mismo (Weiss et al., 1993). De este análisis se desprende que, para que 
ocurran estos eventos resultan necesarios distintos tipos de señales que 
reduzcan la velocidad del movimiento del ribosoma sobre el templado, para 
incrementar las chances de reconocimiento de un triplete fuera del marco 
habitual.

En el sistema de retrotransposones de levadura no se presentan elementos de 
estructura importantes. Por analogía con este sistema, uno de los modelos 
planteados para explicar el frameshift de tipo +1 en CTV, predice que el 
ribosoma debe sufrir una pausa en su movimiento. Esta pausa puede ocurrir 
como consecuencia de la presencia de un codón de terminación, de una 
secuencia '’resbaladiza" (rica en U), de un codón de uso poco frecuente o de la 
competencia de especies abundantes de tRNAs por codones vecinos 
(Farabaugh, 1993). Tanto en BYV como en CTV el evento de frameshift ocurre 
en el mismo lugar, pero por mecanismos diferentes. En el caso de BYV existe 
un elemento de estructura secundaria, una secuencia "resbaladiza" y un codón 
de terminación; en CTV, en cambio, existe un codón de uso poco frecuente 
para arginina (CGG) (Dolja et al., 1994; Karasev etal., 1995).

I.9D.3) RNAs SUBGENÓMICOS

Los genes localizados en sentido 3’ de la RdRp se expresan por medio de la 
formación de RNAs subgenómicos (sgRNA) 3’ coterminales. En tejidos de 
plantas infectadas con distintos closterovirus se han encontrado una serie de 
dsRNAs cuyos tamaños coinciden con el esperado para el RNA genómico y 
para RNAs mensajeros subgenómicos. Por medio de ensayos de Northern blot 
se ha demostrado, en el aislamiento T36, la existencia de nueve sgRNAs 3’ 
coterminales correspondientes a los genes p33, p6/p65 (no es posible 
discriminar, debido a la pequeña diferencia en el tamaño, si existen uno o dos 
subgenómicos para estos dos genes), p61, p27, p25, p13, p18, p20 y p23 (Hilf 
et al., 1995). Se obtuvieron idénticos resultados con material de extracciones 
de dsRNA y RNA total de plantas infectadas. En T36, los subgenómicos más 
abundantes son los correspondientes a los genes p20, p23, p13 y p25 que se

27



Capítulo I Introducción general

encuentran precedidos por regiones intergénicas no codificantes. Por el 
contrario, en la mayor parte de los casos donde la cantidad de subgenómicos 
es baja, el inicio del gen se solapa con el final del ORF anterior (p61, p27 y 
p18) o la región intergénica es muy pequeña (p33, p6 y p65).

I.9E) RNA’S DEFECTIVOS

En plantas infectadas con CTV se encuentran una variedad de moléculas de 
ssRNA y dsRNA correspondientes a la forma replicativa del virus y a los 
distintos RNAs subgenómicos. Se demostró que también existen moléculas de 
RNA de menor tamaño que el RNA genómico y diferente del de los 
subgenómicos (Hilf et al., 1995). En plantas infectadas de Florida e Israel se 
aisló un ssRNA (+) muy abundante, de 0,8 kb, al que se denominó LMT 5' RNA 
(íow molecular weigth tristeza) y que corresponde al extremo 5’ del genoma 
viral (Mawassi et al., 1995b). En CTV se encontró que, además del RNA viral, 
se encapsidan otras moléculas de menor tamaño. El tamaño de algunas 
moléculas de ssRNA se corresponde con los sgRNAs de los genes p25, p20 y 
p23 (Mawassi etal., 1995a) mientras que la longitud de otras no coincide con la 
de ningún subgenómico. Estas últimas son RNAs defectivos (D-RNAs), que 
poseen los extremos 5' y 3' del genoma pero carecen de la porción central del 
mismo (Mawassi et al., 1995b; Yang et al., 1997 a y b; Bar-Joseph et al., 1997). 
Por lo general los D-RNAs tienen una porción 5' terminal de al menos 881 
bases y una región 3' terminal de al menos 442 bases y están constituidos 
exclusivamente por secuencias virales con la excepción de un D-RNA 
encontrado en Israel que posee una repetición directa de 8 bases, de origen no 
viral, en la zona de unión de las regiones 5’ y 3’ (Mawassi et al., 1995b). Estas 
moléculas no pueden replicarse en ausencia de un virus helper pero son 
reconocidos y replicados por la RdRp de este último. El hecho de que sean 
encapsidados es un indicio de la presencia de señales para este evento en las 
regiones 5' o 3' del genoma viral (Mawassi etal., 1995).

Para explicar el origen de estas moléculas se proponen dos modelos: el de 
recombinación por salto de cadena sobre un molde negativo (minus strand 
RNA jumping model) y el de transcripción iniciada por un primer de una 
secuencia líder (leader-primed transcription model). El primer modelo se basa 
en la existencia de una serie de D-RNAs que presentan tamaño y secuencia 
semejante a la del subgenómico de p23 pero con una C extra en el punto de 
unión. Se propone que se sintetiza primero la hebra de polaridad (-) de longitud 
total complementaria al genoma viral y luego, utilizando a ésta como molde, se 
sintetiza la hebra positiva del sgRNA de p23. Posteriormente, ésta sirve de 
molde para la síntesis de una hebra de polaridad negativa complementaria que 
tiene un nucleótido G agregado, de manera no dependiente de templado, en el 
extremo 3’. En este punto la polimerasa "salta" hacia el extremo 5' del genoma
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y continúa la síntesis generando la cadena (-) del D-RNA. El paso siguiente es 
la síntesis de una hebra complementaria a ésta (Bar-Joseph et al., 1997).

En el segundo modelo se plantea que las moléculas de D-RNAs se generarían 
durante la síntesis del RNA (+) full-length. Se supone que el RNA naciente se 
disocia del molde y la RNA polimerasa se une en otro lugar de la cadena de 
longitud total y polaridad negativa desde donde sigue con el proceso de 
síntesis. Se cree que la región elegida para la segunda unión es la región 
promotora del subgenómico de p23, lo cual explica que las moléculas 
defectivas tengan extremos 5' y 3’ comunes (Bar-Joseph et al., 1997).

En otros virus que infectan a vegetales, la presencia de moléculas defectivas 
modifica los niveles de RNA genómico y puede incrementar o disminuir la 
intensidad de los síntomas (Matthews, 1991) . En CTV no se demostró ningún 
tipo de efecto sobre la sintomatología de los aislamientos virales y, además, se 
encontró este tipo de moléculas tanto en aislamientos severos como en débiles 
por lo cual no es posible correlacionar su presencia con la virulencia del 
aislamiento.

I.10) Evol uc ión  de  ge nom as  de  cl ost er ovi ru s

Para estudios evolutivos el genoma de los closterovirus se puede dividir, 
tentativamente, en cuatro módulos. El primero consiste en la maquinaria de 
replicación y está conservado en todo el supergrupo de los alfavirus (Koonin 
and Dolja, 1993); en él se incluyen los dominios MET, HEL y RdRp. El resto de 
los bloques comprende genes propios de los closterovirus. El segundo grupo 
incluye al dominio de proteasa (duplicado en CTV) mientras que el tercero, que 
está separado del bloque de replicación por una región intergénica, contiene 
los ORFs que codifican para la proteína hidrofóbica pequeña y para los 
péptidos similares a chaperonas celulares. El cuarto módulo comprende los 
genes que codifican para las proteínas de cubierta virales y una serie de genes 
de acuerdo al virus estudiado (Dolja et al., 1994).

Dentro de los dominios del primer módulo, el de la RdRp es el único 
universalmente conservado entre virus RNA (+). La comparación de las 
secuencias aminoacídicas deducidas de este dominio permitió incluir a los 
closterovirus en el bloque de los "tobamovirus". Como contraposición a la 
conservación de secuencias, los closterovirus son los únicos virus del 
supergrupo que utilizan el mecanismo de frameshifting ribosomal para expresar 
su RNA polimerasa. También presentan una gran expansión de la región del 
genoma que se encuentra entre los dominios de MET y HEL (Dolja et al., 
1994).

La presencia de un gen de la familia de las HSP70 celulares es un hecho único, 
característico de los closterovirus. La presencia de este gen en todos los 
integrantes descriptos de la familia indica que el gen fue "capturado" del
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genoma celular por un antecesor común. A partir de análisis filogenéticos de 
las secuencias aminoacídicas deducidas de estos genes en BYV y CTV se 
estableció que las proteínas tipo HSP70 de ambos virus están muy 
relacionadas entre sí y son muy diferentes a las de los demás organismos 
(Dolja et al., 1994). Esta divergencia podría deberse a una mayor velocidad de 
evolución de este gen en los virus.

La duplicación de los genes que codifican para las proteínas de cubierta virales 
también es un hecho que caracteriza a la familia Closterovirídae, ya que, tal 
como se mencionó anteriormente, es el único caso de virus con partículas 
elongadas que presenta dos proteínas de cubierta. Los análisis filogenéticos de 
las secuencias de estos genes muestran que existe mayor homología entre 
genes que codifican para la copia divergente entre especies distintas que entre 
la copia divergente y el gen mayoritario en la misma especie. Esta situación, 
junto con la aparición de la duplicación en todos los integrantes de la familia, 
indicaría que dicho evento ocurrió en un antecesor común de estos virus (Dolja 
efa/.,1994).

De acuerdo a todos los datos analizados se postuló que existe un "camino" 
evolutivo de los closterovirus que incluye una serie de eventos que ocurrieron a 
lo largo del tiempo. El antecesor propuesto para todo el supergrupo debía 
presentar los genes que codificaban para MET, HEL, P-Pro, POL y CP. Para 
explicar las diferencias entre la composición del genoma de los closterovirus 
actuales respecto del antecesor ancestral, Dolja y colaboradores (1994) 
propusieron la siguiente sucesión de hechos: 1) deleción del dominio de P-Pro, 
2) reemplazo del gen de la proteína de cubierta de los alfavirus por el que 
forma parte de los virus con moléculas flexuosas, 3) adquisición del mecanismo 
de frameshifthing ribosomal para la expresión de la RNA polimerasa viral, 
4) incorporación de los genes homólogos a las chaperonas celulares de tipo 
HSP70 y HSP90, posiblemente por recombinación con un mRNA de la célula 
hospedante, 5) duplicación del gen de proteína de cubierta viral, 6) inserción de 
secuencias codificantes entre los dominios MET y HEL, 7) incorporación del 
dominio de proteasa de tipo papaína (Pap-Pro), posiblemente a partir de un 
potyvirus u otro virus relacionado, 8) diversificación y adquisición de los genes 
del extremo 3' y 9) división del genoma en dos componentes (LIYV).
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Objetivos

Como se ha señalado en la Introducción, los aislamientos de CTV difieren 
notablemente en sus características biológicas, en particular en la expresión de 
síntomas en sus distintos hospedadores, y las posibilidades de controlar los 
efectos causados por este virus en una región dependen, en gran medida, del tipo 
de aislamientos presentes en la misma. En el caso de aislamientos muy severos, 
la disponibilidad de métodos rápidos de identificación de los mismos, ayudará en 
la prevención de su dispersión. Asimismo, resulta importante la caracterización 
rápida de aislamientos débiles candidatos a ser utilizados en ensayos de 
protección cruzada. Las diferencias de patogenicidad entre aislamientos virales 
pueden deberse, en parte, a variaciones de secuencia en determinadas regiones 
del genoma del virus, pero aún no se dispone de información sobre cuáles son los 
genes responsables de los distintos síntomas.

Por otra parte, se han acumulado evidencias que demuestran que los 
aislamientos de CTV son poblaciones virales que pueden variar en composición 
con cambios en el ambiente, en el hospedante y durante los procesos de 
transmisión por áfidos. La aplicación del análisis de SSCP al estudio de 
variabilidad de unos pocos genes de CTV ha mostrado que, dependiendo del gen 
en consideración, la población puede exhibir mayor o menor grado de estabilidad 
y homogeneidad.

Asimismo, la disponibilidad actual de la secuencia del genoma completo de seis 
aislamientos de CTV de características biológicas diferentes, ha abierto nuevas 
posibilidades de comparaciones genómicas entre poblaciones de este virus.

También, se han acumulado evidencias sobre la existencia, en algunos 
aislamientos de CTV, de RNAs de tamaño inferior al genómico que no se 
corresponden con los sgRNAs y cuya población se modifica durante los procesos 
de transmisión por áfidos o por injerto. Los RNAs defectivos (D-RNAs) se han 
detectado tanto en aislamientos virales israelíes como españoles y resulta de 
interés indagar si los mismos están presentes en aislamientos argentinos, ya que 
este tipo de moléculas puede estar implicado en la modulación de los síntomas de 
CTV.

Por todo esto, los objetivos propuestos en la realización del siguiente trabajo 
fueron:

1) Analizar la variabilidad poblacional del gen p27, que codifica para la proteína de 
cubierta minoritaria de CTV, en aislamientos argentinos y de distinto origen 
geográfico.

2) Identificar regiones genómicas que puedan ser utilizadas en la caracterización 
de aislamientos de CTV.
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3) Caracterizar aislamientos de CTV por medio del uso de las regiones que 
muestran patrones de hibridación diferencial característicos.

Para lograr los objetivos se realizarán una serie de actividades.

Para alcanzar el objetivo 1 se propone:

1.1) Identificar las distintas variantes poblacionales por medio del análisis de 
SSCP.

1.2) Secuenciar clones representativos de los haplotipos mayoritarios y 
minoritarios de los distintos aislamientos virales.

1.3) Buscar y seleccionar árboles filogenéticos que permitan establecer el grado 
de relación entre aislamientos o entre secuencias presentes en la población de un 
aislamiento.

Para cumplir el objetivo 2 se propone:

2.1) Realizar ensayos de Southern blot utilizando sondas producidas a partir de 
dsRNA de aislamientos virales pertenecientes a distintos biogrupos.

2.2) Identificar regiones de los clones de una biblioteca de cDNA del aislamiento 
C268-2 que respondan de manera característica a las distintas sondas utilizadas.

2.3) Secuenciar los clones de la biblioteca de cDNA de C268-2 y determinar a qué 
región genómica pertenecen los fragmentos que muestran hibridación diferencial.

Para lograr el objetivo 3 se propone:

3.1) Sintetizar sondas marcadas por métodos radiactivos utilizando como molde 
los fragmentos que mostraron hibridación diferencial.

3.2) Realizar ensayos de dot blot con las sondas mencionadas en el punto 
anterior para caracterizar aislamientos de CTV.

3.3) Determinar la existencia de moléculas de RNAs defectivos en los 
aislamientos argentinos de CTV.
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Capítulo  II
Mater iales  y  métodos

II.A ) Mate ria les

II.A.1) Reac tivos  com erc ial es

II.A.1 A) Productos  quími cos  y  enzim as

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron reactivos de grado analítico de 
Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis, EE.UU.), Fluka (Buchs, Suiza), 
Carlo Erba (Milán, Italia) o Mallinkrodt (New York, EE.UU). Las drogas y 
enzimas empleadas en los experimentos de manipulación de genes fueron de 
grado Biología Molecular de Sigma (St. Louis, EE.UU.), Boehringer Mannheim 
(Mannheim, Alemania), Stratagene (La Jolla, EE.UU.), Promega (Madison, 
EE.UU.), New England Biolabs (Beverly, EE.UU.) o Gibco BRL (Gaithersburg, 
EE.UU). Los componentes de los medios de cultivo para bacterias se 
adquirieron en Difeo (Detroit, EE.UU.).

Las fotografías se obtuvieron con un equipo FOTODYNE (Polaroid) o con un 
aparato de Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak 
digital science). Para la toma de imágenes se utilizó un scaner VistaScan 240. 
La cuantificación de muestras se realizó con el programa Gel Compare 
(Applied Math).

II.A.1B) Mater ial  ra dia ctiv o

Se utilizó material de New England Nuclear (NEN) (Boston, EE.UU). Los 
nucleótidos radiactivos empleados en las reacciones de marcación de ácidos 
nucleicos (a[32P]ATP y a[32P]dATP), se sintetizaron a partir del precursor 
y[32P]ATP. El dosaje de material radiactivo se realizó por medición con un 
contador Geiger (para 32P) o por medio de un contador de centelleo líquido por 
efecto Cerenkov. Para las autorradiografias se usó película X-Omat™ K de 
Kodak que se reveló con revelador manual para placas radiográficas.

II.A.2) Aisla mie ntos  vira le s  utiliza dos

II.A.2A) Originarios  de  dive rsas  region es  geo grá fica s

Para el estudio de variabilidad de secuencia del gen p27 se seleccionaron diez 
aislamientos virales de distinta procedencia geográfica correspondientes a 
cada uno de los cinco biogrupos determinados por indexing en plantas 
indicadoras (Tabla I). Para el análisis se introdujeron al país los dsRNAS (no 
infectivos) correspondientes a los distintos aislamientos virales.

II.A.2B) Originarios  de  Arge ntin a

Para el estudio de la variabilidad inter e intrapoblacional del gen p27 en 
aislamientos argentinos de CTV se seleccionaron once aislamientos originarios
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de distintas regiones citrícolas del país y provenientes de diferentes especies 
de cítricos infectados. Dichos aislamientos se caracterizaron por indexing 
biológico en la Estación Experimental Concordia-INTA de Entre Ríos, Argentina 
(Costa, 1995) (Tabla II).

Tabla I. Clasificación de los aislamientos de CTV de acuerdo a los síntomas 
producidos en plantas indicadoras.

Síntomas observados: Acanaladuras en el tronco (stem pitting), decaimiento (decline), *amarillamiento de plantines 
(seedling yellows).
"Origen de los aislamientos: T32, T300, T305, T312, T346, T385 y T388, España; C268-2, C269-6 y C270-3, Argentina; 50, 
Baraó B, Capad Bonito (multiplicado en naranjo Valencia y en naranjo Calderón) y Pera GS, Brasil; T36, T55 y K, Estados 
Unidos; VT, Israel; P6, Uruguay. 'En negrita se indican los aislamientos seleccionados para el análisis del gen p27.

indicador biogrupo 1 biogrupo II biogrupo III biogrupo IV biogrupo V
lima mexicana2 + + + + +
naranjo dulce/ 
naranjo agrio7

- + + + +

pomelo o naranjo 
agriox

- - + + +

pomelo2 - - - + +
naranjo dulce2 - - - - +

aislamiento'4'
T32v
T55

T385
K

T300 
T312
T346 

50

T36 
VT 

C268-2 
Pera GS

C269-6
C270-3
Baraó B

P6

T305 
T388 

Capad 
bonito

Tabla II. Aislamientos argentinos de CTV. Origen geográfico, hospedador original 
y biogrupo.

zDe acuerdo a la sintomatología producida en los siguientes hospedadores: lima mejicana, naranjo agrio, naranjo dulce 
Pineapple y pomelo Duncan.

Aislamiento Origen 
geográfico

Hospedador original Biogrupo2

C257-2 Entre Ríos naranjo dulce Pineapple II
C257-7 Salta pomelo Henninger/ mandarina 

Cleopatra
V

C257-9 Corrientes naranjo dulce Valencia late III
C257-10 Corrientes naranjo dulce Valencia late III
C268-2 Entre Ríos naranjo dulce Valencia frost III
C269-1 Tucumán pomelo Red blush/ limón rugoso IV
C269-6 Salta pomelo Star ruby/ citrumelo IV
C270-3 Entre Ríos pomelo Rio red/ citrumelo IV
C271-2 Catamarca naranjo dulce Hamlin/ mandarina 

Cleopatra
II

C271-8 Catamarca mandarina/ naranjo agrio II
C278-1 Tucumán pomelo Ruben pink IV
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II.A.2C) Aisla mie ntos  vira le s  pr es en tes  en  ba nco  de  datos  util izad os  en  las  
COMPARACIONES DE SECUENCIAS

En las comparaciones de secuencias de distintas regiones del genoma de CTV 
se utilizaron secuencias de distintos aislamientos depositadas en el GenBank 
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA). A continuación se 
indican los números de acceso y las características de los aislamientos 
utilizados.

T385: aislamiento débil, de España (Vives etal., 1999; Gl:4239714).
T30: aislamiento débil, de Florida (Albiach-Martí etal., 2000a; Gl:7839606).
T36: aislamiento que causa declinamiento rápido, de Florida (Karasev et al., 
1995; Gl: 806738)
VT: aislamiento que causa seedling yellows, de Israel (Mawassi et al., 1996; 
Gl: 1732493)
SY568: aislamiento que causa stem pitting severo, de California (Yang et al., 
1999; Gl: 2098825)
NUagA: aislamiento que causa seedling yellows, de Japón (Suastika et al., 
2000; Gl: 11414863)

II.A.3) Cep as  bac teri ana s

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron bacterias de la especie 
Escherichia coli con genotipos modificados genéticamente. Las cepas que se 
usaron son: DH5aF’ e INVITROaF’ [supE44 A/acU169 ((J)80/acZAM15) hsdRVf 
recM endA^ gyrA96 thi-^ relA1]. Básicamente, ambas cepas son deficientes 
en recombinación y permiten que ocurra a-complementación si se utilizan 
vectores que codifican para la región aminoterminal de la p-galactosidasa. 
Poseen además el episoma F’, que codifica para el pilus sexual, por lo que 
pueden ser infectadas por el fago M13.

II.A.4) Vec tore s  de  clonado

El plásmido pcDNA II (Invitrogen Corporation), utilizado para generar los clones 
de la biblioteca genómica de CTV, se empleó también para el subclonado de 
los fragmentos de dichos clones. Dicho vector está compuesto de: un gen de 
resistencia a ampicilina; un fragmento del DNA de E. coli que contiene la 
secuencia regulatoria y la región que codifica para los primeros 146 
aminoácidos del gen de la p-galactosidasa (lacZ); el origen de replicación del 
plásmido pBR322; el origen del fago f1 y el sitio de clonado múltiple ubicado 
dentro del gen lac Z. Este tipo de vector se utiliza para transformar bacterias 
que codifican la región carboxilo terminal del gen lacZ, de modo que se 
produzca el fenómeno de a-complementación. Las bacterias transformadas con 
plásmido no recombinante degradan el sustrato cromogénico X-gal en 
presencia del inductor gratuito IPTG y producen colonias azules. La inserción 
de un fragmento de DNA interrumpe el marco de lectura de dicho gen y, a
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causa de ello, en las bacterias transformadas con plásmidos recombinantes no 
se produce la a-complementación y las colonias resultantes son blancas. Esta 
característica fenotípica se utiliza para identificar las colonias transformadas 
con plásmidos recombinantes.

Los productos de amplificación del gen p27 se clonaron en los vectores 
pGEM-T y pGEM-T Easy (Promega). Estos vectores derivan del plásmido 
pGEM-5Zf(+) digerido con EcoR V, al que se le agregan timidinas 3’ terminales 
en ambos extremos. La presencia de estos nucleótidos permite la ligación 
exitosa de los productos de amplificación generados con Taq polimerasa (que 
incorpora, con frecuencia y de manera independiente del templado, una 
adenina en los extremos 3' de los productos que genera). Ambos plásmidos 
poseen también un gen de resistencia a ampicilina. Contienen, además, la 
secuencia regulatoria y la región codificante para el extremo aminoterminal de 
la proteína codificada por el gen lac Z.

Los tres vectores presentan los sitios de annealing de los primers universales 
de M13 y de los primers T7 promotor y SP6 promotor, que permite utilizarlos 
para la secuenciación de los insertos clonados. Además, contienen las 
secuencias de los promotores de las RNA polimerasas DNA dependientes de 
los fagos SP6 (de Salmonella typhimurium) y T7 (E. coli) en la secuencia 
flanqueante al polylinker. La presencia de estos promotores permite sintetizar 
transcriptos in vitro utilizando las RNA polimerasas citadas.

II.A.5) Solu cion es

En todos los casos, si no se indica lo contrario, los valores de concentraciones 
expresadas corresponden a concentraciones finales. Los soluciones se 
esterilizan por filtración (filtros de 0,2 pm) o calor húmedo (autoclave 15 min a 
121 °C).

II.A.5A) Para  cult ivo  de  ba cte ria s

Medio LB: se disuelven 5 g de NaCI, 10 g de bactotriptona y 5 g de extracto de 
levadura en 900 mi de agua destilada. Una vez disueltos los reactivos se ajusta 
el volumen a 1000 mi con agua destilada. Se esteriliza en autoclave.

Medio Terrific Broth: se disuelven 12 g de bactotriptona y 24 g de extracto de 
levadura en 800 mi de agua destilada, se agregan 4 mi de glicerol y luego se 
lleva el volumen a 900 mi con agua destilada. Se esteriliza en autoclave. Antes 
de usar se agregan 100 mi de una solución estéril de KH2PO4 (0,17 M) y 
K2HPO4 (0,72 M).

Para preparar medios de cultivo sólidos se agregan 15 g de agar por cada 
1000 mi de medio líquido.

Ampicilina: se disuelven 100 mg de droga sólida en 1 mi de agua bidestilada 
estéril. Se esteriliza por filtración. Esta solución se considera 1000x.
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II.A.5B) Para  extra cc ión  de  DNA pla sm ídi co

Solución I: glucosa 50 mM, EDTA 10 mM (pH 8), TrisHCI 25 mM (pH 8).
Solución II: NaOH 0,2 N, 1% SDS.
Solución III: KAcO 5M 60 mi, AcOH glacial 11,5 mi y 28,5 mi de agua destilada 
(la solución resultante tiene una concentración 3 M de K y 5 M de acetato).
Las soluciones I y III se esterilizan por filtración.

Fenol (pH 8): cloroformo: alcohol isoamílico, en proporciones 25:24:1 (v/v).

Cloroformo: alcohol isoamílico, en proporciones 24:1 (v/v).

PEGsooo 13% (P/V) en agua bidestilada estéril. Se esteriliza por autoclave.

Fenol pH 8: se funde el fenol, se le agrega hidroxiquinoleína (0,1% p/v) y se 
adiciona un volumen de Tris-HCI pH 8 (0,5 M). Se agita durante 30 min, se 
estaciona hasta que se separen las fases y se elimina la fase acuosa. Este 
procedimiento se repite hasta que la fase fenólica alcance pH >7,8. Se agregan 
0,1 volúmenes de Tris-HCI pH 8 (0,1 M) y se guarda en botella oscura a 4°C.

II.A.5C) Para  extr acción  de  dsRNA

Buffer STE 1x: NaCI (0,1 M), Tris-HCI pH 8 (10 mM), EDTA pH 8 (1 mM). Se 
lleva a pH 6,5 con ácido clorhídrico.

Fenol ácido: se funde el fenol, se lo mezcla con un volumen de buffer STE 2x 
(pH 6,5), se agita durante 30 min y luego se deja separar las fases. El proceso 
se repite hasta que la fase acuosa (y por ende la fase fenólica) alcance el pH 
deseado.

Acetato de sodio (NaAcO) 3M (pH 5,5): se disuelve el acetato y se lleva a pH 
mediante el agregado de ácido acético glacial.

II.A.5D) Para  extrac ción  de  ác idos  nucl eicos  totales  de  cítr ico

Buffer de extracción: Tris-HCI pH 7,5 (50 mM), NaCI (700 mM); EDTA pH 8 
(10mM), CTAB 2%, p/v).

II.A.5E) Para  el ec trof ore sis

Buffer de electroforesis TAE 50x: se disuelven, en 700 mi de agua destilada, 
242 g de Tris base y se agregan 57,1 mi de ácido acético glacial y 100 mi de 
EDTA 0,5 M (pH 8). El volumen se ajusta a 1000 mi con agua destilada.

Buffer de electroforesis TBE 5x: se disuelven 54 g de Tris base y 27,5 g de 
ácido bórico en 800 mi de agua destilada. Se agregan 20 ml de EDTA pH 8 
(0,5 M) y el volumen se ajusta a 1000 mi con agua destilada.

Agarosa disuelta en buffer TAE 1x.

Solución stock de poliacrilamida: acrilamida y bisacrilamida disueltas en agua 
bidestilada estéril.
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Geles de polacrilamida: volumen necesario de solución stock de acrilamida 
para llegar a la concentración final deseada, TBE 1x, TEMED (0,1% v/v) y 
persulfato de amonio (1% v/v a partir de una solución stock de 100 mg/ml).

Buffer de siembra (6x): glicerol (30% v/v), azul de bromofenol (0,25% p/v), azul 
de xilencianol (0,25% p/v) en TAE 1x o TBE 1x.

Buffer de desnaturalización para análisis de SSCP: formamida desionizada 
(95% v/v), EDTA (20 mM), azul de bromofenol (0,25% p/v).

II.A.5F) Para  tinció n  de  geles  de  pol ia cril amida  con  nitr ato  de  pl ata

Solución de fijación: ácido acético glacial 10% (v/v) en agua bidestilada.

Solución de tinción: nitrato de plata 0,2% (p/v) disuelto en agua bidestilada con 
el agregado de 250 pl de formaldehído 40%.

Solución de revelado: carbonato de sodio 3% (p/v) disuelto en agua bidestilada 
con el agregado de 200 pl de formaldehído 40% y 24 pl de tiosulfato de sodio 
de concentración inicial 10 mg/ml por cada 100 mi de solución.

Solución de stop: ácido acético glacial 10% (v/v) en agua bidestilada.

II.A.5G) Para  preh ibrida ción  e hibrid ación

SDS 10%: se disuelven 100 g del detergente en 900 mi de agua, se ajusta el 
pH a 7,2 con HCI y se lleva el volumen a 1000 mi. Se esteriliza en autoclave.

SSC 20x: se disuelven 175,3 g de NaCI y 88,2 g de citrato trisódico en 800 mi 
de agua. Se ajusta el pH a 7 con HCI y luego se lleva el volumen a un litro. Se 
esteriliza en autoclave.

Denhardt 50x (Denhardt, 1966): se disuelven 5 g de Ficoll, 5 g de PVP y 5 g de 
BSA en 500 mi de agua bidestilada. Se esteriliza por filtración.

DNA de esperma de arenque: se disuelven 100 mg en 10 mi de agua 
bidestilada estéril. A continuación se agrega NaCI hasta alcanzar una 
concentración final de 0,1 M y se extrae con fenol pH 7,8 hasta que se reduzca 
la interfase de proteínas desnaturalizadas. Luego se realizan extracciones con 
fenol: cloroformo: alcohol ¡soamílico (relaciones 25:24:1) y se recupera la fase 
acuosa. Esta se pasa a través de una aguja hipodérmica para reducir el 
tamaño de los fragmentos de DNA. El ácido nucleico se precipita con 2 
volúmenes de etanol absoluto frío, se centrifuga y el pellet se disuelve en agua 
bidestilada estéril (a concentración 10 mg/ml). La concentración se determina 
por absorbancia a 260 nm. En la solución de prehibridación se usa este DNA a 
una concentración final de 100 pg/ml.

Solución de trabajo para prehibridación: SSC (6x), SDS (1%), Denhardt (5x) y 
RNA de levadura (2 mg/ml) o DNA de esperma de arenque (100 pg/ml), como 
agente bloqueante.
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II.A.5H) Para  tra nsf ere ncia  de  ácidos  nucle icos

Colony blot a) solución de desnaturalización: NaOH (0,5 N); b) solución de 
neutralización: Tris-HCI pH 7,5 (0,5 M); c) solución salina: SSC 2x; d) solución 
alcohólica (etanol 96%).

Southern blot a) solución de desnaturalización: NaCI (1,5 M), NaOH (0,5 N);
b) solución de neutralización: NaCI (1,5 M), Tris-HCI pH 7,5 (0,5 M); c) solución 
de transferencia: SSC 10x.

Northern blot a) solución de desnaturalización: NaCI (10 mM), NaOH (50 mM);
b) solución de neutralización: buffer fosfato 25 mM (dilución 1/10 v/v de una 
solución stock 250 mM), c) solución de transferencia: buffer fosfato 25 mM.

Solución stock de buffer fosfato (250 mM): se disuelven 23,4 g de NaH2PO4 
2H2O en 400 mi de agua destilada estéril, esta solución tiene pH 4,6. Aparte se 
disuelven 17,8 g de Na2HPO4 2H2O en 400 mi de agua destilada estéril. La 
segunda solución tiene un pH de 9,1. Posteriormente, a la solución de pH 4,6 
se le agrega solución de pH 9,1 hasta alcanzar pH 6,5.

II .A.5I) Para  en sa yos  de  protec ción  a  RNasas

Buffer de hibridación: PIPES pH 6,4 (40 mM), EDTA pH 8,0 (1 mM), 
NaCI (400 mM), formamida desionizada (80% v/v).

Buffer de digestión de RNasas: NaCI (300 mM), Tris-HCI pH 7,4 (10 mM), 
EDTA pH 7,5 (5 mM). Para la digestión se toma la muestra que está en un 
volumen de buffer de hibridación y se le agregan 10 volúmenes de buffer de 
digestión, 24 U de RNasa T1 y RNasa A a concentración final de 3,3 pg/ml.

Extracción de RNasas: SDS (0,5%), proteinasa K (0,3 mg/ml)

Fenol: cloroformo: isoamílico (25:24:1): se utiliza fenol pH 7,8 para evitar que el 
DNA pase a la fase orgánica.

Buffer de siembra: formamida desionizada (95% v/v), EDTA (20 mM), azul de 
bromofenol (0,05% p/v), azul de xilencianol (0,05% p/v).

II .A.5J) Buffer s  de  enzim as

De transcriptasa reversa AMV1 (5x): Tris-HCI pH 8,3 (250 mM), KCI (250 mM), 
MgCh (50 mM), espermidina (2,5 mM), DTT (50 mM).

De Taq polimerasa1 (10x): Tris-HCI pH 9,0 (100 mM), KCI (500 mM), 
Tritón X-100(1%).

De Klenow1 (10x): Tris-HCI pH 7,2 (500 mM), MgSO4 (100 mM), DTT (1mM).

De T7 RNA polimerasa1 (5x): Tris-HCI pH 7,9 (200 mM), MgCI2 (30 mM), 
espermidina (10 mM), NaCI (50 mM).
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De T4 DNA ligasa1 (10x): Tris-HCI pH 7,8 (300 mM), MgCI2 (100 mM), 
DTT (100 mM), ATP (10 mM).

Para digestión con Kpn I o Sau3k I2: buffer 10x, pH 7: Bis Tris propano-HCI 
(100 mM), MgCI2 (100 mM), DTT (10 mM).

Para digestión con BamH I, Hae III, Hint I, Hind III, Mnl I o Xho I2: buffer 10x, 
pH 7,9: Tris-HCI (100 mM), MgCI2 (100 mM), NaCI (500 mM), DTT (10 mM).

Para digestión con Dde I2: buffer 10x, pH 7,9: Tris-HCI (500 mM), MgCI2 
(100 mM), NaCI (1000 mM), DTT (10 mM).

Para digestión con Neo I2: buffer lOx, pH 7,9: Tris-acetato (200 mM), acetato de 
magnesio (100 mM), acetato de potasio (500 mM), DTT (10 mM).

Para digestión con Bgl II3: buffer 10x, pH 8: Tris-HCI (500 mM), MgCI2 (100 
mM), NaCI (100 mM).

1 buffers y enzimas de Promega
2buffers y enzimas de New England Biolabs
3buffery enzima de Gibco BRL

II.B) Métodos

En la presente sección se realiza una descripción general de las técnicas 
utilizadas para la realización del trabajo de tesis. La puesta a punto de las 
condiciones de empleo de las mismas se describe en la sección que precede a 
los resultados de cada capítulo. Los reactivos empleados, salvo que se indique 
lo contrario, se expresan como concentraciones finales.

II.B.1) Extr ac ción  de  ác idos  nuclei cos
II.B.1A) Extrac ción  de  RNA de  doble  caden a  (dsRNA) (Morris  and Dodds , 1979)

Durante la infección de las plantas con CTV se producen una serie de 
moléculas de RNA de cadena doble. Estos dsRNAs resultan tanto de la 
replicación del genoma (forma replicativa o dsRNA full length) como de los 
intermediarios para la expresión de las distintas proteínas codificadas por los 
genes virales (dsRNAs subgenómicos). Además se producen dsRNAs 
defectivos, que son formas incompletas del genoma viral. Cuando se desea 
trabajar con CTV existen dos fuentes para obtener el material de partida, se 
pueden purificar viriones y extraer de ellos el ssRNA genómico o se puede 
procesar la corteza de brotes jóvenes de cítricos infectados para obtener los 
dsRNAs intermediarios antes descriptos. Usualmente se elige la segunda 
opción ya que se obtiene un buen rendimiento y la manipulación del dsRNA es 
más simple que la del ssRNA. La extracción de las moléculas de dsRNA 
presentes en los tejidos de cítricos infectados permite disponer del material de 
partida para las reacciones de RT-PCR y para la generación de sondas 
marcadas radiactivamente.
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La corteza de brotes jóvenes de cítricos infectados se congela en N2 líquido y 
se muele en mortero hasta reducirla a polvo. Posteriormente se resuspende en 
una solución de STE 2x (tres veces el peso de la corteza en volumen), SDS 
1%, p-mercaptoetanol 0,5% y fenol (equilibrado con STE 2x)/cloroformo (dos 
volúmenes). La mezcla se agita durante 30 min y luego se centrifuga, 
extrayendo la fase acuosa. A esta última se le agrega etanol hasta alcanzar 
una concentración de 16,5% (v/v). Luego se le incorpora celulosa Whatman 
CF11, previamente lavada con una solución de STE 1x, con una concentración 
final de etanol de 16,5% y se incuba en hielo con agitación durante 30 min (en 
esas condiciones el dsRNA interacciona con la celulosa). Con la mezcla se 
prepara una columna en una jeringa de vidrio y se lava con una solución de 
STE 1x con etanol 16,5% (v/v). El dsRNA se eluye con buffer STE 1x sin etanol 
y se precipita a -20°C con NaAcO 0,3M y 2,5 volúmenes de etanol. Se 
centrifuga a 16270 x g, a 4°C, durante 40 min y el precipitado se disuelve en 
400 pl de STE 1x. Posteriormente se realiza una segunda precipitación con 
acetato de sodio, se centrifuga y el pellet se lava con etanol 70%. Se seca y se 
resuspende en agua bidestilada estéril o STE 1x.

II.B.1B) Extrac ción  de  ácidos  nucle icos  totale s  de  cítric os

La extracción de ácidos nucleicos totales de cítricos sanos se emplea como 
material para realizar los controles de especificidad de las reacciones de cDNA, 
PCR e hibridación.

Las hojas de cítricos se muelen en buffer de extracción estéril (Tris-HCI, 
50 mM; NaCI 700mM; EDTA pH8 10mM y CTAB 2%, p/v) y se incuban a 50°C 
durante 30 min. Las proteínas se extraen dos veces con un volumen de 
fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y la fase acuosa se precipita con un 
volumen de isopropanol. Luego se centrifuga a 34.400 x g 10 min, se elimina el 
sobrenadante y el pellet resultante se lava con etanol 70%. Se elimina el 
etanol, se seca el precipitado y se lo resuspende en agua bidestilada estéril.

II.B.1C) Minipr epar ació n  de  DNA pla sm ídi co

II.B.1C.1) Método  de  lis is  al ca lin a  (Birn boim  and Doly , 1979)

Este método se utiliza para separar el DNA plasmídico de los componentes 
macromoleculares bacterianos (incluyendo el DNA cromosomal). Las 
condiciones de alta alcalinidad (pH 12,0 a 12,6) causan la desnaturalización del 
DNA cromosómico de la bacteria sin afectar al DNA plasmídico debido a que 
este último es circular y covalentemente cerrado. Con el agregado de una 
solución rica en sales (solución III) se baja el pH y se dan las condiciones para 
que se produzca la precipitación de los ácidos nucleicos y de las proteínas 
bacterianas.

La purificación se realiza a partir de un cultivo bacteriano saturado en medio LB 
con ampicilina. Para ello se centrifuga, a 34.400 x g durante 1 min, una alícuota
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de 1 mi cultivo. Este procedimiento se repite tres veces. Posteriormente se 
resuspende el pellet obtenido en 200 yJ de solución I, se agregan 300 pl de 
solución II (fresca) y se incuba en agua-hielo durante 5 min. Luego se 
neutraliza el pH por el agregado de 300 yJ de solución III y se incuba durante el 
mismo tiempo en agua-hielo. El DNA cromosómico, los restos celulares y las 
proteínas complejadas con el SDS se eliminan por centrifugación durante 15 
min. Se toma el sobrenadante, que se extrae con un volumen de 
fenol/cloroformo/isoamílico (25:24:1) para eliminar proteínas, y se precipita el 
DNA plasmídico presente en la fase acuosa por el agregado un volumen de 
isopropanol. Se centrifuga 20 min a 34.400 x g y el pellet resultante se lava con 
etanol 70%, se seca en microcentrífuga de vacío y se resuspende en un 
volumen adecuado de agua bidestilada estéril.

II.B.1C.2) Método  de lisis  alc alin a / pre cipitación  con  PEG (Applied 
Biosystems)

Las preparaciones de DNA plasmídico para secuenciación automática 
(utilizando el secuenciador modelo 373A de Applied Biosystems) se realizaron 
de acuerdo al método de lisis alcalina y precipitación con PEG descripto en el 
manual de instrucciones del equipo. Este método es semejante al de Birnboim 
& Doly, pero tiene algunas modificaciones.

Para obtener un mayor número de bacterias se las cultiva en medio Terrific 
Broth, que es un medio más nutritivo que el LB. Al sobrenadante obtenido tras 
precipitar el DNA cromosomal se le agrega RNasa A para eliminar el RNA 
bacteriano que interfiere en las reacciones de secuenciación. Una vez cumplida 
la etapa de incubación a 37°C, la enzima se extrae con medio volumen de 
cloroformo/alcohol ¡soamílico (este procedimiento se repite dos veces). El DNA 
de la fase acuosa se precipita con un volumen de isopropanol 100 % y se 
centrifuga a 34.400 x g durante 10 min. El pellet se lava con etanol 70 %, se 
seca en microcentrífuga de vacío y se resuspende en agua bidestilada estéril. 
Se realiza una segunda precipitación del DNA plasmídico con NaCI (400 mM) y 
PEGsooo (6,5%). Tras incubar en hielo durante 20 min, se somete a 
centrifugación en frío a 34.400 x g durante 30 min y el precipitado resultante se 
lava con etanol 70%, se seca y se resuspende en agua bidestilada estéril.

II.B.2) ELECTROFORESIS (SAMBROOKef al., 1989)

La técnicas de electroforesis permiten separar los ácidos nucleicos según su 
peso molecular. La fricción que soportan las moléculas en su migración a 
través de la trama del gel es proporcional a su tamaño, por ende, las moléculas 
pequeñas migran a mayor velocidad que las grandes.

II.B.2A) Ele ctrof ores is  en  geles  de  aga rosa

La agarosa es un polímero lineal extraído de un alga que se disuelve en el 
buffer de electroforesis. Cuanto mayor es la concentración de la agarosa menor
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es el poro de la matriz. Los fragmentos de gran tamaño se resuelven en geles 
con poros de mayor tamaño mientras que para resolver fragmentos pequeños 
se emplean geles de poros pequeños. A la preparación de agarosa se le 
agrega bromuro de etidio (0,5 gg/ml), un colorante fluorescente que contiene un 
grupo plano que se intercala entre las bases del DNA. Cuando el mismo se 
irradia con luz ultravioleta de 300-310 nm, la molécula se excita y emite energía 
a 590 nm lo cual permite la visualización de los ácidos nucleicos. Este 
colorante puede utilizarse tanto para detectar RNA como DNA en cadena 
simple o doble.

En el caso de verificar integridad y tamaño de sondas marcadas con 
[a32P]dATP, los ácidos nucleicos se fijan, una vez resueltos, a la matriz del gel 
con ácido tricloroacético al 10%. Luego, el gel se seca y se expone sobre 
película radiográfica con pantalla amplificadora a -70°C, el tiempo necesario.

II.B.2B) Ele ctrof ores is  en  geles  de  poli acri lam ida

La acrilamida es un monómero que, en presencia de radicales libres (provistos 
por el persulfato de amonio) y de un agente estabilizante de los mismos 
(TEMED), se polimeriza formando largas cadenas lineales. Cuando se 
incorpora el agente bifuncional bisacrilamida se forman entrecruzamientos 
entre los polímeros lineales.

II.B.2B.1) GELES NO DESNATURALIZANTES (NATIVOS)

Los productos de las extracciones de dsRNA de CTV se resuelven en geles de 
acrilamida-bisacrilamida 6% (stock acr¡lam¡da:bisacr¡lam¡da 40:1), buffer TBE 
1x, TEMED y persulfato de amonio. La separación se lleva a cabo en minigeles 
de poliacrilamida en una cuba Mini-PROTEAN II de Bio-Rad, a 60 V, durante 
seis h, en buffer TBE 1x. Este tipo de geles permite resolver el dsRNA full- 
length y los distintos RNAs subgenómicos. La observación de los mismos se 
realiza por tinción con bromuro de etidio o con nitrato de plata.

Para el análisis por SSCP se preparan geles nativos de la concentración 
adecuada (según el tamaño del fragmento a resolver), a partir de una solución 
stock 31% (acr¡lam¡da:bisacr¡lamida 30:0,8), buffer TBE 1x, TEMED y 
persulfato de amonio. Para la resolución se emplea una cuba electroforética 
Mighty Small II (Hoefer SE250/SE260) y la temperatura se mantiene constante 
durante el proceso por medio de la circulación de agua proveniente de un baño 
de temperatura regulada (modelo 9905 PolyScience). La electroforesis se 
realiza a 200 V durante 3 h en buffer TBE 1x. Las bandas presentes en el gel 
se visualizan por coloración con nitrato de plata.

II.B.2B.2) GELES DESNATURALIZANTES

Estos geles se polimerizan en presencia de un agente desnaturalizante (urea o 
formamida) que suprime el apareamiento entre las bases de los ácidos
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nucleicos. En este caso la migración de las moléculas sólo depende del tamaño 
y no de la composición en bases, secuencia o estructura.

Para el análisis de los productos generados por transcripción run-off y los 
resultantes de los ensayos de protección a RNasas se utilizan geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida 4% (a partir de una solución stock 38:2), 
buffer TBE 1x, TEMED y persulfato de amonio con una concentración final de 
urea 7 M. La electroforesis se realiza a 120 V durante 30 min en buffer TBE 1x. 
Las bandas presentes en el gel se visualizan por tinción con bromuro de etidio, 
con nitrato de plata o autorradiografía.

II.B.3) Purif ica ción  de  ácidos  nucl eicos

II.B.3A) Purific ación  de  RNA

Cuando se generan transcriptos marcados por el método de transcripción 
run-off es necesario separarlos del nucleótido no incorporado. La purificación 
se puede realizar luego de resolver los productos en un gel de agarosa o 
directamente a partir de la solución de síntesis.

II.B.3A.1) Purificación  de  RNA a pa rtir  de  ge le s  de  aga rosa  (RNAid , BIO 101, 
Inc ., Vista , CA)

Los transcriptos se resuelven en un gel de agarosa 0,8%-TAE 1x. El gel se 
expone a placas autorradiográficas que, una vez reveladas, permiten 
determinar la región donde se encuentra la sonda. Se corta esta zona y se 
agregan 0,3 volúmenes de una solución salina (RNA binding salt). La mezcla 
se incuba a 50°C el tiempo necesario para disolver la agarosa y se incorpora 1 
pl de una matriz de unión de RNA (RNAid matrix) por cada pg de RNA. Se 
incuba 5 min y se centrifuga durante 1 min a 34.400 x g. El pellet se lava tres 
veces con solución de lavado (RNA wash solution), se agregan 20 pl de agua 
bidestilada estéril y se incuba durante 5 min a 50°C para despegar el RNA de la 
matriz. Se centrifuga 5 min a 34.400 x g y se toma el sobrenadante.

II.B.3A.2) Pur ific aci ón  de  RNA en  solu ción  (RNAid  kit , BIO 101 Inc ., Vista , CA)

Los transcriptos no se resuelven en gel de agarosa sino que a la mezcla de 
transcripción in vitro se le agregan directamente tres volúmenes de solución 
salina (RNA binding salt) y 2 pl de matriz de unión de RNA. El resto del 
procedimiento es similar al descripto en el párrafo anterior.

II.B.3A.3) Prec ipita ció n  de  RNA con  ace tato  de  amo nio

Tras la digestión del DNA molde de la transcripción con DNasa RQ 1, la enzima 
se extrae con fenol:cloroformo:isoamílico. El RNA, presente en la fase acuosa, 
se precipita con 0,2 volúmenes de acetato de amonio 5 M (concentración 
inicial) y 2,5 volúmenes de etanol frío. Se incuba 1 h a -80°C y se centrifuga a 
34.400 x g durante 1 h a 4°C. El pellet obtenido se lava con etanol 70%, se 
seca y se resuspende en agua bidestilada estéril.
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II.B.3A.4) Prec ipita ció n  de  RNA con  tRNA de  le va dura

Los productos de los ensayos de protección a RNasas se precipitan en 
presencia de un RNA portador (carrier). La inclusión de tRNA de levadura 
permite precipitar cantidades muy pequeñas de ácido nucleico. A cada tubo del 
experimento se le agregan 4 pg de este carrier y 2,5 volúmenes de etanol 
absoluto, se incuba durante 1 h a -20°C y se centrifuga a 34.400 x g, a 4°C, 
durante 1 h. El pellet obtenido se lava con etanol 70%, se seca y se 
resuspende en un volumen adecuado de buffer de siembra.

II.B.3B) Purificación  de  DNA

II.B.3B.1) Purif ica ción  de  DNA a par tir  de  ge le s  de  aga rosa  (GENECLEAN II 
kit , BIO 101, Inc ., Vista , CA)

La sección del gel que contiene el DNA se disuelve con Nal. A la agarosa 
disuelta se le agrega polvo de vidrio (glass milk), se mezcla y se incuba en 
hielo durante 15 min para favorecer la unión del DNA. La suspensión se 
centrifuga y se lava tres veces con New Wash (NaCI, etanol y agua). El pellet 
de polvo de vidrio se seca bien para eliminar los restos de alcohol y se agrega 
agua bidestilada estéril. Por medio de una incubación de 5 min a 50°C, seguida 
de centrifugación, se libera el DNA adherido al polvo de vidrio. El sobrenadante 
contiene el DNA de interés en solución.

II.B.3B.2) Prec ipitac ión  de  prod uctos  de  PCR con  PEG6ooo

La precipitación con PEGeooo en presencia de sales permite separar los 
productos de PCR de los primers y nucleótidos no incorporados en la reacción. 
Para purificar los mismos se agregan 0,6 volúmenes de PEGeooo 
20% (p/v)/NaCI 2,5 M y se realizan incubaciones de 10 y 30 min a 37°C y 4°C, 
respectivamente. A continuación se centrifuga durante 20 min a 34.400 x g y el 
pellet resultante se lava con etanol 70%, se seca y se resuspende en un 
volumen adecuado de agua bidestilada estéril.

II.B.4) Ampl ifica ción  de  ácidos  nucl eicos

II.B.4A) Obte nc ión  del  c DNA

Las DNA polimerasas termoestables empleadas en las reacciones de PCR son 
enzimas que utilizan DNA como molde de síntesis. Por ende, cuando el 
material de partida para la amplificación es RNA, es necesario realizar primero 
una reacción de transcripción reversa para generar moléculas de cDNA que se 
utilizan como molde en las reacciones siguientes.

En el caso de CTV el dsRNA se desnaturaliza por calor en presencia del o los 
primer/s de interés. Tras enfriar en hielo se incorpora hidróxido de 
metilmercurio (2,4 mM) para mantener a ambas hebras en estado 
monocatenario y se incuba 10 min a temperatura ambiente. Luego se agrega 
p-mercaptoetanol (34 mM), buffer de AMV (1x), dNTP’s (0,2 mM de cada uno),
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7,2 U de RNAsin y 5 U de transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis 
aviar (AMV). La mezcla se homogeneiza y se incuba a 42°C durante dos horas. 
El producto generado en la reacción de transcripción reversa se utiliza 
posteriormente como molde en las reacciones de PCR.

II.B.4B) Reacc ión  de  PCR (Saiki  et al., 1988)

Esta técnica permite amplificar un DNA molde hasta 106 veces a partir de 
cantidades ínfimas de dicho material. Como se utilizan polimerasas 
termoestables, cada ciclo, que incluye las etapas de desnaturalización, 
annealing y extensión puede repetirse varias veces produciéndose, en cada 
uno de ellos, un incremento exponencial de la molécula deseada. Además, 
como en la reacción se utilizan primers de secuencia específica, se acota la 
longitud del producto de acuerdo a lo deseado.

Las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador 1605 Air ThermoCycler 
(Idaho) o en un ciclador Gene Amp PCR System 2400 (PERKIN ELMER). En el 
primero de los casos la transferencia de calor se produce en una cámara de 
aire que rodea a las muestras cargadas en capilares de vidrio. En el ciclador de 
PERKIN ELMER la transferencia de calor se realiza a través de la base donde 
se colocan los tubos en los que se lleva a cabo la reacción. La tapa de este 
equipo también está termostatizada por lo que no es necesario agregar aceite 
mineral a la muestra para prevenir la evaporación.

En la reacción se incluye: buffer de DNA polimerasa (1x); dNTP’s (0,2 mM de 
cada uno); MgCh (2 mM); primers directo y reverso (0,5 mM cada uno) y Taq 
DNA polimerasa (0,15 U). En las reacciones efectuadas en un ciclador Idaho 
debe agregarse BSA no acetilada (500 jLig/ml) para evitar la desnaturalización 
de la polimerasa en la superficie del capilar.

II.B.4B.1) Amplifi ca ción  de  gen es  de  CTV

Las condiciones de amplificación (temperatura y tiempo de annealing y tiempo 
de extensión) deben ajustarse de acuerdo al equipo utilizado, a los primers 
empleados y al tamaño del fragmento a amplificar. Las reacciones se realizan 
en cualquiera de los dos cicladores térmicos mencionados ajustando las 
condiciones de ciclado. Como molde para las reacciones se utiliza una alícuota 
del producto generado en la reacción de cDNA.

II.B.4B.2) Aná lisis  de  bac teria s  trans form ada s

La verificación de la presencia y tamaño de los insertos se realiza por PCR, con 
los primers -20 directo y -24 reverso del fago M13 y con primers 
complementarios a las secuencias promotoras para las RNA polimerasas de T7 
y SP6, presentes en los vectores de clonado utilizados. Para el análisis se 
emplea material de colonia o de estría. Una pequeña cantidad de cultivo 
bacteriano se deposita en la pared de un tubo Eppendorf, se resuspende en
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agua bidestilada estéril, incuba a 100°C a baño María y se centrifuga a 
34.400 x g durante 10 min. Una alícuota del sobrenadante se utiliza como 
molde de las reacciones de PCR. El análisis de colonias empleando primers de 
secuencia específica se efectúa de la misma manera. Las concentraciones de 
los reactivos son idénticas a las descriptas en la sección anterior y las 
condiciones de ciclado se determinan para cada producto.

II.B.5) Prepa ración  de  bacte rias  compe tentes

II.B.5A ) Prep ara ción  de bacter ias  compe tentes  por  el  método  quím ico  
(Sambr ook  et al., 1989)

Para transformar bacterias de la especie E. coli es necesario procesarlas para 
obtener un estado de competencia que les permita adquirir DNA foráneo del 
medio circundante. La preparación de bacterias competentes se realizó de 
acuerdo a Sambrook et al. (1989) según una variación del método de Cohen 
(1972).

Se cultiva la cepa de interés, DH5aF', de E. coli durante toda la noche con 
agitación y a 37°C en medio LB. Posteriormente, se diluye el cultivo 1/100 en el 
mismo medio y las bacterias se crecen hasta lograr una DOeoo de alrededor de 
0,6. Las bacterias se incuban durante 30 min en hielo, se centrifugan (todas las 
centrifugaciones se realizan a 4°C, durante 10 min y a 2600 x g) y se 
resuspenden en 100 mi de una solución de CaCE 100mM (para el pellet 
resultante de 1 I de medio). Se incuban en agua-hielo durante 30 min, se 
centrifugan y se resuspenden en 2 mi de CaCE 100mM, se fraccionan y 
congelan, conservándose a -135°C hasta su utilización.

II.B.5B) Prep ara ción  de  bacter ias  pa ra  el ec tro por ac ión  (Sliv ins ki , 1990)

En bacterias a utilizar para electrotransformación no es necesario producir 
alteraciones en la pared por métodos químicos para inducir la competencia 
sino, simplemente, lavarlas con glicerol 10% para eliminar todas las sales que 
pudieran interferir en la conducción del impulso eléctrico.

A partir de un cultivo saturado se realiza una dilución 1/100 en medio LB sin 
NaCI y se cultiva a 37°C con agitación vigorosa hasta alcanzar una OD de 0,5 a 
600 nm. Las bacterias se centrifugan (a 4°C, durante 10 min y a 2600 x g) y se 
resuspenden en glicerol 10% (v/v). El proceso de resuspensión y centrifugación 
se repite tres veces, disminuyendo el volumen de glicerol utilizado en los 
lavados. Por último, las bacterias se resuspenden en un volumen adecuado de 
glicerol 10% (2 mi para un cultivo inicial de 1000 mi), se separan en alícuotas y 
se congelan rápidamente. Se conservan a -135°C hasta el momento de 
utilización.
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II.B.6) Métodos  de  tran sform ación  ba cte ria na

II.B.6A ) Tra ns form ac ión  por  sh ock  térmi co  (Sambr ook  et al., 1989)

Se mezclan las bacterias competentes obtenidas por el método químico con el 
producto de ligación y se incuban durante 30 min en agua-hielo. Luego se 
produce un shock térmico de no más de 2 min a 42°C y la mezcla se incuba 
nuevamente en agua-hielo durante 10 min. Tras este tratamiento las bacterias 
se crecen a 37°C, una hora, en medio LB sin antibiótico y se siembran en 
placas de LB con ampicilina (100 gg/ml). Para realizar la identificación 
fenotípica de las colonias transformadas con plásmidos recombinantes, en 
cada caja se plaquean, antes de la siembra de las bacterias, 30 gl de una 
solución de X-Gal de concentración 10 mg/ml y 2 |J de IPTG 1M.

II.B.6B) Transform ación  por  ele ctrop orac ión

En la electrotransformación las bacterias se someten a un campo eléctrico que 
crea poros transitorios en su pared, por los que se produce el ingreso de 
material externo al interior de la célula. Para realizar las electroporaciones se 
utilizó un electroporador Bio-Rad Gene Pulser™.

La mezcla de las bacterias descongeladas y de la alícuota de la reacción de 
ligación se realiza en hielo. Posteriormente dicha mezcla se coloca en una 
cubeta de electroporación fría, que se ubica en el electroporador. Una vez 
ajustadas las condiciones de la electroporación (2,2 V; 3 pF y 200 ohm) se 
somete a las bacterias al impulso eléctrico. Posteriormente se las resuspende 
en medio LB sin antibiótico, se las crece a 37°C durante 1 h y se las siembra en 
placas de LB conteniendo ampicilina, IPTG y X-Gal en las concentraciones 
antes descriptas.

Como se utilizaron vectores de clonado con capacidad de a-complementación, 
las bacterias transformadas, tanto por shock térmico como por electroporación, 
se seleccionaron por la ausencia de color en las placas con el inductor gratuito 
(IPTG) y el sustrato cromogénico (X-Gal).

II.B.7) Marca ción  de  áci dos  nu cle icos  por  método s radi activ os  (Sambr ook  
etal., 1989).

II.B.7A ) Obten ción  de  sonda s  de  DNA por  random -pr imin g

La técnica de random priming permite la obtención de fragmentos marcados de 
longitud parcial utilizando como molde un ácido nucleico y como iniciadores de 
la reacción una mezcla de primers de longitud determinada (6 u 8 bases) de y 
secuencia al azar.

El DNA molde se libera por digestión de minipreparaciones de DNA plásmidico 
o se obtiene por PCR. En ambos casos se purifica a partir de geles de agarosa 
por Geneclean. Para las reacciones de marcación se usan entre 100 y 200 ng 
de DNA molde, una mezcla de dNTPs sin dATP (0,5 mM), primers pdN6
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(0,2 mM), buffer de Klenow (1x), fragmento Klenowde la DNA polimerasa (5 U) 
y 40 pCi de 5'[a32P]dATP (3000 pCi/mmol). La mezcla se incuba a 37°C 
durante 2 horas y media y una vez concluida la reacción, la sonda se separa de 
primers y nucleótidos no incorporados por cromatografía de exclusión 
molecular en Sephadex G-50 (que retiene fragmentos de DNA menores de 20 
pb).

II.B.7B) Produ cci ón  de  sond as  de  c DNA por  random -prim ing

Cuando el molde es RNA, para sintetizar fragmentos de cDNA marcado se 
utiliza transcriptasa reversa. La mezcla de molde y primers pdN6 se somete a 
ebullición para desnaturalizar ambas cadenas del dsRNA viral, se enfría en 
agua-hielo y se le agregan 50 U de inhibidor de RNasas (RNAsin, Promega). 
Se incuba 7 min a temperatura ambiente y se incorporan: buffer de AMV (1x); 
espermidina (0,5 mM); DTT (10 mM); dNTPs sin dATP (1 mM); 5'[a32P]dATP 
(50 pCi) y la transcriptasa reversa AMV (11,5 U). Posteriormente, la mezcla se 
incuba a 42°C durante 2 h y los fragmentos resultantes se purifican por pasaje 
a través de una columna de cromatografía de exclusión molecular en Sephadex 
G-50.

II.B.7C ) Obten ción  de  son da s  por  PCR

Esta técnica permite la síntesis de sondas de una región definida de un clon o 
del genoma empleando los primers de interés.

Las condiciones de reacción y los reactivos que se usan son ¡guales a los de 
una reacción de PCR convencional, con la excepción de la concentración de 
los dNTPs. Se utiliza una mezcla donde la concentración de dATP (0,02 mM 
final) es diez veces menor que la de los demás nucleótidos y se agregan 
10 pCi de 5'[a32P]dATP (3000 pCi/mmol) por reacción. Las sondas obtenidas 
se purifican por pasaje por una columna de cromatografía de exclusión 
molecular en Sephadex G-50. La integridad y el tamaño de las mismas se 
verifican por separación en gel de agarosa 0,8%.

II.B.7D ) Síntesi s  de  RNAs  marc ados  por  run -off  tran scr iption

La presencia de promotores para las RNA polimerasas DNA dependientes de 
los fagos SP6 y T7 en los vectores de clonado permite realizar la síntesis de 
transcriptos in vitro. Estas RNA polimerasas tienen elevada afinidad y 
especificidad por sus promotores por lo que se las usa para generar 
transcriptos in vitro de la polaridad deseada. Debido a su alta procesividad es 
necesario linealizar el DNA plasmídico molde por digestión con una enzima de 
restricción adecuada para generar transcriptos que terminen uniformemente en 
la posición deseada (run-off).

Una vez completada la digestión, las enzimas se extraen con 
fenol:cloroformo:isoamílico. El DNA molde se precipita con NaAcO (0,3 M) y 2,5
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volúmenes de etanol absoluto y el sedimento obtenidos por centrifugación se 
seca y disuelve en agua bidestilada estéril. El molde para la reacción de 
transcripción equivale a 100 ng de plásmido recombinante. La síntesis se 
realiza en presencia de buffer de la RNA polimerasa (1x), DTT (10 mM), 
RNAsin (15 U), T7 RNA polimerasa (15 U), una mezcla de rNTPs fríos (a 
concentración final 500 pM de cada uno con excepción del rATP que es 50 pM) 
y 50 jLiCi de 5'[a32P]rATP (3000 pCi/mmol). La mezcla se incuba 1 h a 37°C. El 
mismo protocolo se emplea para la síntesis de transcriptos no marcados, con la 
excepción de que la concentración final de los cuatro rNTPs es la misma 
(500 pM de cada uno).

Para los ensayos de protección a RNasas el DNA molde se elimina por 
incubación de 10 min a 37°C con 0,8 U de DNasa RQ1 (Promega™). La 
enzima se extrae con fenol:cloroformo:isoamílico y los transcriptos marcados, 
libres de DNA, se purifican por precipitación con NH4ACO o por unión a una 
matriz (RNAid kit BIO101, Inc., Vista, CA).

II.B.7E ) Fill  in  con  el  fra gme nto  Klenow de  la  DNA pol imer asa

Esta técnica permite incorporar nucleótidos a fragmentos de restricción que 
poseen extremos 5’ extendidos. Por medio de esta metodología se pueden 
producir moléculas con extremos romos. El agregado de un nucleótido 
marcado permite disponer de marcadores de peso molecular en las 
electroforesis para verificación de integridad y de tamaño de sondas de DNA y 
en ensayos de Southern blot.

Para generar extremos romos en fragmentos de restricción 5’ extendidos se 
usa 1 pg del molde, dNTPs (0,1 mM de cada uno), 1 a 4 U del fragmento 
Klenow de la DNA polimerasa y el buffer de la enzima (1x). La mezcla se 
incuba a 37°C durante 15 min. Para eliminar la enzima se realiza una 
extracción fenólica seguida de precipitación alcohólica del DNA.

Para producir patrones de peso molecular marcados radiactivamente se 
utilizan entre 1 y 4 pg de DNA digeridos con una enzima que deje extremos 
apropiados, 20 pCi de [a32P]dATP (3000 pCi/ mmol), una mezcla de dNTPs sin 
dATP (0,25 mM de cada uno), 1 a 4 U del fragmento Klenow y el buffer de la 
enzima (1x). La mezcla se homogeiniza por agitación y se incuba a 30°C 
durante 15 min. La reacción se detiene por el agregado de EDTA pH 8 a 
concentración 20 mM final.

II.B.8) Hibr ida ción  de  ácidos  nucl eicos  (Sambrook  et al., 1989)

Las sondas marcadas radiactivamente se usan para detectar secuencias 
específicas en ácidos nucleicos transferidos a una membrana o para realizar 
ensayos de hibridación en solución.
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En los ensayos de hibridación en membrana se realiza una incubación previa 
de 1 h con solución de prehibridación, a la temperatura adecuada, para 
bloquear las regiones de la misma donde no se transfirió ácido nucleico y 
minimizar la posibilidad de hibridación inespecífica de la sonda. Luego se 
agrega la sonda, previamente desnaturalizada por calor, y se incuba a la 
misma temperatura durante 14 horas. Las membranas se lavan con soluciones 
que contienen 0,1% de SDS y concentraciones decrecientes de SSC para 
eliminar hibridaciones inespecíficas. Los filtros se exponen a placas 
radiográficas y los resultados se observan por revelado de las mismas.

II.B.8A ) Colo ny  blot

Esta técnica permite analizar simultáneamente un gran número de colonias e 
identificar aquéllas que tienen plásmidos recombinantes con los insertos de 
interés.

En una primera etapa, a partir de las colonias seleccionadas por ausencia de 
color, se realizan estrías las que una vez crecidas se transfieren a un filtro de 
papel Whatman 541. La lisis de las bacterias se realiza sobre este filtro, por 
incubación con solución de desnaturalización, luego se disminuye el pH con 
solución de neutralización. Por medio de una doble incubación con SSC 2x se 
alcanza la condición salina adecuada para la precipitación del DNA plasmídico 
que se realiza con etanol 96%. Todas las incubaciones se realizan por 
duplicado durante 5 min cada una. Posteriormente, el filtro se seca y se guarda 
hasta el momento de realizar la hibridación.

II.B.8B) Southern  blot

Esta técnica permite localizar, por hibridación, las secuencias de interés en una 
membrana a la que se transfirió el DNA en estudio.

El DNA de interés se digiere con enzimas de restricción y los fragmentos 
resultantes se resuelven en geles de agarosa. Previamente a la transferencia 
se desnaturalizan los ácidos nucleicos en el gel, por medio de dos 
incubaciones, de 30 min cada una, en solución de desnaturalización, a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se realiza una doble incubación, de 
30 min cada vez, en solución de neutralización. El gel se lava con agua 
destilada estéril, se equilibra con buffer de transferencia durante 2 min y las 
muestras se transfieren, durante 16 h, por capilaridad, en presencia de buffer 
SSC 10x a una membrana Zeta-Probe (Bio-Rad), equilibrada con SSC 2x. Los 
ácidos nucleicos se fijan a la membrana por exposición a luz UV de 320 nm 
durante 2 min.

II.B.8C ) NORTHERN BLOT

En esta técnica se transfiere RNA a una membrana y las secuencias de interés 
se detectan por hibridación con una sonda de RNA o DNA marcado.
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Las moléculas de dsRNA viral se separan en un gel nativo de agarosa. Luego 
se desnaturalizan, por incubación del gel a 4°C durante 30 min con solución de 
desnaturalización. A continuación se disminuye el pH, por incubación durante 
40 min en solución de neutralización. Este último paso se realiza a temperatura 
ambiente. Las muestras se transfieren durante 16 h, por capilaridad, a 
membrana Zeta-Probe, usando buffer fosfato 25 mM pH 6,5. Los ácidos 
nucleicos se fijan por exposición a UV (320 nm) durante 2 min.

II.B.8D ) DOT BLOT

Los ácidos nucleicos desnaturalizados se aplican a una membrana Zeta-Probe 
(Bio-Rad). Para ello se utiliza un equipo de filtración que permite obtener 
puntos (dots) homogéneos y acelera el pasaje de soluciones a la membrana 
por medio de la aplicación de vacío (BIO-DOT™ Apparatus, Bio-Rad).

Al dsRNA viral se le agrega un volumen de formamida desionizada, se incuba a 
100°C a baño María durante 2 min y se transfiere rápidamente a agua-hielo, 
donde se lo mantiene hasta el momento de la siembra. El dsRNA viral se fija a 
la membrana, previamente equilibrada con agua bidestilada estéril, por medio 
de la aplicación de vacío. Luego de la transferencia, los ácidos nucleicos se 
fijan por calor (80°C) durante 2 h.

II.B.9) Rea cc ione s  de  ligac ión  (Samb rook  et al., 1989)

Se llevan a cabo para unir un fragmento de DNA foráneo de interés a un vector 
adecuado. En los casos en que se ligan insertos con extremos extendidos o 
productos generados por PCR se usa una relación de tres moléculas de inserto 
por cada molécula de vector. En aquellos casos donde se ligan moléculas con 
extremos romos (blunt) la relación molar inserto a vector es de 5:1. En las 
reacciones se utilizan entre 0,5 y 1,5 unidades de T4 DNA ligasa y el buffer 
correspondiente a concentración final 1x. Cuando se llevan a cabo ligaciones 
en blunt se agrega PEGsooo (a concentración final 10%) para incrementar la 
eficiencia del proceso.

II.B.10) Diges tión  con  enzim as  de  res tricc ión

Las endonucleasas de restricción reconocen secuencias específicas en el DNA 
y, en las condiciones adecuadas, producen cortes en el mismo.

Para realizar las reacciones de digestión se ajustan las condiciones de acuerdo 
a lo especificado por los proveedores. La cantidad de enzima que se incluye 
depende de la cantidad de DNA a digerir, de acuerdo a la definición de unidad 
enzimática (cantidad de enzima necesaria para digerir totalmente 1 pg de DNA, 
en un volumen de reacción de 50 pl, durante una hora, en las condiciones 
adecuadas). Las reacciones se incuban en presencia del buffer 
correspondiente (1x), a la temperatura adecuada y durante el tiempo indicado. 
Cuando se digieren grandes cantidades de DNA se considera la sobrevida de
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las enzimas para reducir la cantidad de unidades enzimáticas, extendiendo el 
tiempo de incubación. Por análisis en gel, con los correspondientes marcadores 
de peso molecular y controles sin digerir se verifica si la digestión fue completa.

II.B.11) Tinció n de  geles  de  pol iacril aivii da  con  nitr ato  de  pl ata  (Caetan o - 
Anoll és  and Gre ss hoff , 1994)

El gel se agita en solución de fijación durante un tiempo mínimo de 30 min. 
Posteriormente se realizan tres lavados de 2 min cada uno con agua 
bidestilada. Luego se agrega la solución de tinción, preparada fresca, y se 
incuba durante 30 min con agitación. Tras un lavado con agua bidestilada de 
no más de 30 s se incuba durante 30 min con solución de revelado. La reacción 
se detiene por el agregado de solución de stop (pag. 38). Los geles se 
conservan en esta solución, en heladera, hasta su secado.

II.B.12) Métodos  pa ra  ana liza r  va riab ilidad  de  sec uen cias  nuc le otídic as

II.B.12A ) Aná lisis  de pol imorfis mos  por  singl e str and  conforma tional  
poly morp his m (SSCP) (Oríta  et al. 1989)

Esta técnica fue descripta inicialmente por Orita y colaboradores (Orita et al., 
1988) y permite detectar cambios en las secuencias nucleotídicas de 
fragmentos de DNA de igual longitud (generalmente obtenidos por PCR). Estos 
fragmentos, tras ser desnaturalizados, se pliegan según su secuencia 
nucleotídica y las condiciones del ambiente en que se encuentran, formando 
estructuras que son estables en esas condiciones (confórmeros). La técnica de 
SSCP utiliza esta propiedad para detectar, por medio de cambios en la 
velocidad de migración durante la electroforesis, sustituciones nucleotídicas 
que alteran la estructura secundaria de un fragmento de DNA de cadena 
simple. Los patrones de migración se visualizan por medio de la tinción del gel 
con nitrato de plata o bromuro de etidio. El grado de separación de las cadenas 
depende de distintos parámetros tales como temperatura durante la 
electroforesis, concentración del buffer, de los agentes desnaturalizantes, del 
DNA y de poliacrilamida en el gel (Hongyo et al., 1993; Oto et al., 1993). Todos 
estas variables deben ajustarse hasta lograr las condiciones óptimas para la 
resolución de cada fragmento en particular.

Inicialmente, la detección se llevaba a cabo por medio del uso de primers o 
nucleótidos marcados radiactivamente (Orita et al., 1988). Más tarde se 
diseñaron formas no radiactivas de visualización del polimorfismo, usando 
bromuro de etidio o tinción con nitrato de plata (Hongyo et al., 1993, Oto et al., 
1993).

Esta técnica es extremadamente sensible ya que, a diferencia del análisis por 
RFLP (restriction fragment length polymorphism), puede detectar mutaciones 
puntuales en cualquier posición del fragmento analizado. El empleo de este tipo 
de metodología permite disminuir considerablemente el número de muestras a
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secuenciar cuando se desea hacer un análisis poblacional. Todas aquellas 
muestras que difieren entre sí en cuanto al patrón de migración son también 
distintas a nivel de secuencia nucleotídica. Por otra parte, se puede asumir que 
las muestras que exhiben el mismo patrón tienen, en principio, secuencias 
idénticas. La aplicación de este criterio permite realizar una buena selección 
previa de las muestras a analizar por secuenciación. El análisis por SSCP se 
aplica en la detección de mutaciones puntuales conocidas para el diagnóstico 
de enfermedades géneticas en humanos y en el estudio de variabilidad de 
genes o regiones génicas de interés en distintos organismos (Fujioka et al., 
1995; Koenig et al., 1995; Shi et al., 1996; Rubio et al., 1996; Magome et al., 
1999, entre otros).

Los eventos críticos de reorganización de las dos hebras del DNA ocurren en la 
interfase del gel, ya que al abandonar el ambiente desnaturalizante las 
moléculas se pliegan rápidamente de acuerdo a la estabilidad térmica y a las 
regiones de complementaridad interna. Es crucial que durante la electroforesis 
haya un control estricto de la temperatura, que no debe variar durante el tiempo 
que dura la misma en más de medio grado centígrado. La variación de 
temperatura altera la estructura secundaria de las moléculas y, por ende, se 
produce toda una población de confórmeros para cada hebra, resultando en 
una gran cantidad de bandas.

Una alícuota del producto de PCR se mezcla en un tubo Eppendorf con buffer 
de desnaturalización, se incuba a 95°C durante 10 min e inmediatamente se 
coloca en agua-hielo. La electroforesis se realiza en un gel nativo de 
poliacrilamida de la concentración adecuada (según el tamaño del fragmento a 
resolver) y la temperatura se mantiene constante, durante la electroforesis, 
mediante un baño de circulación externa y temperatura regulada. La presencia 
de bandas en el gel se revela por tinción con nitrato de plata. Los geles se 
conservan en heladera hasta su secado.

II.B.12B) Secu enc iación  (Sanger  et al., 1977)

Para la secuenciación se utilizó el método de Sanger. En este método la DNA 
polimerasa sintetiza hebras complementarias al DNA molde a partir de un 
primer iniciador. En la mezcla de reacción se incluyen ddNTPs, que una vez 
incorporados a una hebra de DNA detienen su síntesis, ya que la polimerasa 
necesita un OH' en la posición 3' para poder incorporar un nuevo nucleótido. 
Debido a la interrupción de la síntesis se generan cadenas de distinta longitud. 
Los productos obtenidos se resuelven en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida que permiten la separación de hebras de ssDNA que difieran en 
un nucleótido.

En las reacciones para secuenciación automática se incorporan ddNTPs 
marcados con fluoróforos y se realiza una amplificación lineal del producto a 
secuenciar por medio de un programa de ciclado y el uso de una DNA
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polimerasa termoestable. Se utilizan los oligonucléotidos directo y reverso de 
MI3 (-20 directo y -24 reverso), los primers correspondientes a las secuencias 
promotoras de los fagos T7 y SP6 o primers de secuencia específica diseñados 
para tal fin. El molde de la reacción puede ser DNA plasmídico (350 ng de un 
plásmido recombinante de hasta 4 kpb) o productos de PCR (30 ng de un 
producto de un tamaño aproximado de 400 pb, previamente precipitado con 
PEGeooo)- En caso que los moldes sean de un tamaño mayor al citado es 
necesario ajustar la cantidad de moléculas incrementando la masa. Las 
reacciones se llevan a cabo en un volumen final de 20 pl e incluyen: molde, 
primer^ pM), 8 pl de la mezcla comercial de reacción y agua bidestilada estéril 
hasta alcanzar el volumen final deseado. Tras el ciclado la muestras se 
purifican por pasaje a través de una columna de exclusión molecular, se secan, 
se desnaturalizan por calor en presencia de formamida desionizada y se 
resuelven en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 6% (solución stock 
19:1), urea 7 M. Los productos purificados se resuelven y analizan en un 
secuenciador automático (Applied Biosystems Model 373A DNA Sequencing 
System).

II.B.13) Ensayo  de  protec ción  a RNasas  (RNase  protecti on  assa Y) (Goldric k  
etal., 1996)

La técnica de protección a RNasas es muy sensible y permite la detección y 
cuantificación de los RNAs de interés, incluso dentro de mezclas complejas. 
Para llevar a cabo el ensayo se sintetizan sondas de RNA de cadena simple 
que son complementarias al RNA de interés. La sonda se híbrida con la 
preparación de RNA (mensajeros o totales) y luego, la mezcla se trata con 
RNasas, para degradar la región de la sonda que no híbrido con el RNA usado 
como protector. La zona protegida de la sonda se recupera y se analiza en un 
gel desnaturalizante de poliacrilamida de alta resolución.

En una primera etapa se sintetizan in vitro los transcriptos deseados, utilizando 
la RNA polimerasa del fago T7. Luego se desnaturalizan el transcripto marcado 
y el RNA target en presencia de buffer de hibridación y se los incuba a la 
temperatura adecuada. Tras la hibridación las reacciones se tratan con una 
mezcla de las RNasas A y T1 para degradar las zonas del transcripto que no 
hibridan con el RNA complementario (zonas no protegidas). Las RNasas se 
inactivan, posteriormente, por digestión con proteasas y extracción orgánica. 
Las regiones protegidas de los transcriptos se recuperan por precipitación con 
alcohol en presencia de un RNA carrier. Posteriormente los fragmentos se 
desnaturalizan por calor en presencia de buffer de siembra y se analizan en gel 
desnaturalizante de poliacrilamida 4% (38:2), TBE 1x, urea 7 M.

II.B.14) Program as  utilizad os  en  el  aná lisis  de  secue ncias  nucleotídicas

El análisis y comparación de las secuencias generadas se realizó con una 
computadora Sun UltraSparc II utilizando lenguaje Unix (Solaris 2.7). Se
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utilizaron programas incluidos en el paquete Wisconsin Package Version 9.0, 
Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin, EE.UU. (Deveraux et 
al, 1984; Wisconsin Package Version 9.0, 1996).

II.B14 A) Progr amas  pa ra  ed ición  de  se cue nci as

Assemble: para construir secuencias nuevas a partir de secuencias 
preexistentes. Construye una secuencia nueva uniendo las especificadas y 
genera un nuevo archivo con la construcción.
Pretty: para ver alineamientos múltiples generados previamente por otro 
programa. Calcula la secuencia consenso del alineamiento.

SeqEd: para ingresar y modificar secuencias; también permite ensamblar 
secuencias preexistentes e introducir secuencias desde el teclado.

II.B.1 4B) Programas  pa ra  compa ración  de  secue ncias

II.B.14B.1) Prog ra mas  pa ra  comp ara r  secu encia s  de  a  pares

BestFit: para crear un alineamiento óptimo del segmento de mayor similitud 
entre dos secuencias. Los alineamientos se generan insertando gaps para 
maximizar el número de coincidencias utilizando el algoritmo de Smith y 
Waterman (Smith and Waterman, 1981).
Gap: para encontrar el mejor alineamiento global entre dos secuencias, 
maximizando el número de coincidencias (matches) y minimizando el número 
de espacios (gaps). Este programa utiliza el algoritmo de Needleman y Wunsch 
(Needleman and Wunsch, 1970).

II.B.14B.2) Program as  pa ra  com para r  mú ltiple s  se cue ncia s

PileUp: para generar alineamientos múltiples a partir de un grupo de 
secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos de a pares.
Para producir alineamientos múltiples de secuencias nucleotídicas y 
aminoacídicas deducidas también se utilizó el programa CLUSTAL W 
(Thompson etal., 1994).

II.B.14C) Program as  para  bús qued as  en  base s  de  dato s

Fetch: para copiar secuencias de GCG o traerlas desde bases de datos hacia 
el directorio personal.

II.B.14D) Programas  para  imp orta r  y  ex por tar  se cue nci as

ChopUp: para convertir una secuencia de formato diferente al GCG de una 
longitud de hasta 32000 caracteres a un archivo nuevo que contiene líneas de 
no más de 50 caracteres. Posteriormente, es necesario aplicar el programa 
Reformat.
Reformat para convertir archivos de secuencias, de matrices de valores 
(scoring matrix) o de datos de enzimas a formato GCG.
FromFastA: para convertir secuencias de formato FastA a formato GCG.
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ToFastA: para convertir secuencias de formato GCG a formato FastA.

II.B.14E) Programas  pa ra  rea liza r  map eo  de  se cue nci as

Map: para realizar mapas teóricos de restricción de secuencias nucleotídicas. 
Permite ver ambas hebras del DNA con los puntos de corte de las enzimas de 
restricción seleccionadas y, además, ofrece la posibilidad de generar las 
secuencias aminoacídicas deducidas en los seis marcos posibles. También, se 
pueden producir mapas de secuencias aminoacídicas.

II.B.14F) Programa s  pa ra  dis eñ ar  prim ers
Prime: para diseñar primers tanto para amplificar por PCR como para 
secuenciar un determinado fragmento de DNA. Permite el diseño de primers 
individuales o de pares de los mismos.
En el diseño de primers también se utilizó el programa OLIGO (National 
Biosciences, Rychlik and Rhoads, 1989; Rychlik etal., 1990).

II.B.14G) Program as  para  obten er  secuenci as  aminoacídica s  de duc ida s

Reverse: para “invertir” una secuencia de DNA (de 3'^5' a 5'—>3') o para 
generar, además de la secuencia inversa, la complementaria.
Translate: para generar una secuencia aminoacídica deducida a partir de una 
secuencia nucleotídica.

II.B.14H) Program as  para  ge ne ra r  se cue ncia s  continu as  a pa rtir  de  cl one s  
TOTAL O PARCIALMENTE SOLAPADOS

Se utiliza el GCG Fragment Assembly System (FAS), que contiene una serie de 
programas que permiten ensamblar secuencias que se solapan de modo tal de 
poder obtener una secuencia continua. Los programas descriptos a 
continuación forman parte de dicho sistema.

1) GelStart: para crear un “proyecto” como un subdirectorio dentro del directorio 
corriente de trabajo.
2) GelEnter. para ingresar las secuencias que forman parte del proyecto de 
ensamble.
3) GelMerge: para crear un ensamble (contig) a partir de las secuencias 
iniciales no ensambladas. Cada contig es una alineamiento múltiple de las 
secuencias contiguas que se solapan. Genera para cada contig una secuencia 
consenso, esta secuencia se define como el nucleótido más frecuente para 
cada posición.
4) GelAssemble: para editar secuencias manualmente, mejorar el alineamiento 
o resolver inconsistencias en las regiones solapadas.
5) GelDisassemble: para desarmar contigs presentes en un proyecto de 
ensamble.
6) GelView. para ver la estructura de los contigs.
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II.B.15) Programas  utiliz ad os  en  el  aná lisis  filogené tico  de  las  sec uen cias  
NUCLEOTÍDICAS OBTENIDAS

Para realizar el análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas 
correspondientes a los distintos aislamientos de CTV analizados se utilizó la 
versión 4.0b6 beta del programa PAUP* [Phylogenetic Analysis using 
Parsimony Cand other methods)-, Swofford, 1998]. Para la visualización de los 
árboles se empleó en programa TreeView (Win32) 1.6.1 (Page, 1996).
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Capitulo III A: Introducción

Capítulo  III
Sección  A: Introdu cción  al  estud io  del  gen  p27

III.A. 1) Cara cter ísti cas  de  los  gene s de  prot eína  de  cub ierta  en  viru s de  
vegeta les  no  icos aé dric os

El análisis computacional de las secuencias aminoacídicas deducidas 
correspondientes a los genes de proteínas de cubierta de virus de vegetales 
con genoma RNA de polaridad positiva y simetría helicoidal, permitió 
separarlos en dos grupos definidos que coincidieron con la morfología de la 
partícula viral. De acuerdo a los valores de identidad de dicha proteína se 
agruparon, por un lado los virus con forma de varilla rígida y por otro, los virus 
filamentosos con partículas más flexuosas (Dolja et al., 1991). Estos datos 
permitieron postular que las proteínas de cubierta en ambos grupos de virus 
evolucionaron a partir de un antecesor común distinto para cada uno de los 
grupos (Dolja etal., 1991).

Un detalle de importancia es que, pese a que las proteínas de cubierta de 
ambos grupos no están relacionadas evolutivamente y no muestran valores de 
identidad significativos entre sí, hay dos residuos que aparecen conservados 
en todas las secuencias analizadas (con una única excepción). Los residuos 
conservados son: un aminoácido cargado positivamente (arginina, R) y un 
aminoácido cargado negativamente, cercanos a la porción C terminal de la 
misma (ácido glutámico, E, en los virus con forma de varilla y ácido aspártico, 
D, en los virus flexuosos) (fig. III.A.1, modificada de Dolja etal., 1991).

El elevado grado de conservación de ambos residuos dentro de cada grupo, y, 
su aparición en dos grupos distintos, indicaría su importancia en el plegamiento 
de las proteínas de cubierta de virus no icosaédricos. La función que se le 
atribuye es la participación en un puente salino (Dolja etal., 1991).

III.A. 2) Car ac ter ístic as de los  gene s de prote ína de cub ierta  en  
Clos ter ovir us

Un hecho que caracteriza a los closterovirus es la duplicación del gen de la 
proteína de cubierta. Es el único grupo de virus con partículas elongadas que 
presenta más de un gen que codifica para proteínas de cápside. Se demostró, 
que tanto en BYV como en CTV, el producto de la copia divergente del gen de 
la proteína de cubierta se expresa in vivo (Febres et al., 1994; Agranovsky et 
al., 1994). Además, por medio de inmunoelectromicroscopía, se comprobó que 
la proteína de cubierta minoritaria (CPm) forma parte de la partícula viral, 
confiriéndole la típica estructura de "víbora de cascabel" tanto en virus del 
género Closterovirus (Agranovsky et al., 1995; Febres et al., 1996) como del 
género Crínivirus (Tian et a/., 1999). También se demostró que, al menos en 
BYV, esta proteína encapsida el extremo 5' del RNA viral en las partículas
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enteras (Zinovkin et al., 1999). Utilizando anticuerpos contra la porción N 
terminal de la proteína P24 (CPm de BYV) se determinó que dicha región de la 
proteína se encuentra expuesta en la superficie del virión (Agranovsky et al., 
1995). Este dato concuerda con la orientación del extremo N terminal de la 
proteína de cubierta en otros géneros (potyvirus y potexvirus) (Koenig and 
Torrance, 1986; Shukla etal., 1988).

NVMV ----- TRFPDTMVRT LYTRT----- TIENKL
BNYVV SPMTRFPQTLMTY MWTRD----- KFEDRF

BSMV DVDRRFAGA-R— VYTRK----- TFEREL
RMV APNQRFP-D-TGF YMNRA----- EFEAI-
SHMV SPISRFPAE-PAY VFNRT----- S FES AS

CGMMV-W DINSRFP-D-AGF VYDRA----- SFEAAF
TMV QVTVRFP-D-SDF SYNRS----- SFESSS
TRV-PSG SPYEQFPER-KVY SYYRR----- NFEKNF

TRV-CAM SAFKRFPDK-SLY PTYRR----- KFEKDM
TRV-TCM DENTRFPSG-KVY AWQR----- TFEKEY

PEBV TRFKRFSDG-EEY ALDQE----- DFEEKF

PEMV KPTLRQIMAHFSD SLARY----- AFDFYE
SCMV KPTLRQCMMHFSD SLARY----- AFDFYE

TEV QPTLRQIMTHFSD SLSRY----- AFDFYE
TVMV NPSLRQIMKHFSN NLAPF----- AFDFFE
BaYMV NGGLRRIMRNYSD ANAKY----- AFDFFV

PVS A-GLRKVCRLYAP PEHKF—AAFDFFN
LSV A-GLRKVCRLYAP PSAKF—AGFDFFD
PVM AETLRRVCRLYAP EESKF—AGFDFFD

PVX CT-LRQFCMKYAP DDCKF—AQFDFFE
PMV GTSLRKFCRYFAP AEARF—AAFDFFD
WCIMV HCTIRQFCMYFAN WNARF—AA.FDTFD

LVX LP-LRQFCRYYAK YNTRF—AAFDTFD
BYV PNKLRCFCRTFQK AEDHY—LAADFIS
ACLSV —TFRQVCEAFAP —SKYPELMFDFNK

Figura III.A.1: Segmentos de las proteínas de cubierta de virus filamentosos y en forma de varilla.
Panel superior: virus con forma de varilla: tobacco rattle virus (TRV) y pea early browning virus (PEBV), 
género Tobravirus-, barley strip mosaic virus (BSMV), género Hordeivirus; tobacco mosaic virus (TMV), 
ribgrass mosaic virus (RMV), sunn-hemp mosaic virus (SHMV), cucumber green mottle mosaic virus 
(CGMMV) género Tobamovirus; beet necrotic yellow vein virus (BNYW), género Furovirus-, Nicotiana velutina 
mosaic virus (NVMV), analizado como posible integrante del género Furovirus (actualmente no se encuentra 
incluido en ningún género definido).
Panel inferior: virus flexuosos: pepper mottle virus (PEMV), sugar cane mosaic virus (SCMV), tobacco etch 
virus (TEV), tobacco vein mottling virus (TVMV), familia Potyviridae, género Potyvirus; barley yellow mosaic 
virus (BaYMV), género Bymovirus; potato virus M (PVM), potato virus S (PVS), lilia symptomless virus (LSV), 
género Cariavirus; potato virus X (PVX), papaya mosaic virus (PMV), white clover mosaic virus (WCIMV), lilia 
virus X (LVX), narcissus mosaic virus (NMV), género Potexvirus-, apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), 
género Trichovirus-, beet yellows virus (BYV), familia Closteroviridae, género Closterovirus.
En rojo y negrita se indican los aminoácidos involucrados en la formación de un puente salino, conservados 
en ambos grupos. Los datos de taxonomía viral están actualizados según el International Comittee on 
Taxonomy of Virus (Virus Taxonomy, 2000).
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Posiblemente, los genes codificantes para ambas proteínas de cubierta se 
originaron por una duplicación en un antecesor común de los closterovirus, ya 
que esta estructura característica está presente en todos los integrantes de la 
familia. Tanto las proteínas de cubierta de BYV y de CTV (P22 y P25, 
respectivamente) como sus copias divergentes (P24 y P27, respectivamente) 
presentan regiones conservadas (fig. III.A.2). Entre los aminoácidos 
conservados se encuentran varios de carácter hidrofóbico y los dos residuos 
con cargas opuestas involucrados en el puente salino presente en todos los 
virus filamentosos de plantas, que asegurarían el plegamiento correcto de las 
proteínas correspondientes.

Figura III.A.2: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas deducidas de los genes de proteína de 
cubierta mayoritaria (cp) y minoritaria (dcp) de BYV y CTV. La secuencia de BVY corresponde al aislamiento 
Ukranian BYV-U (byvuk) y la de CTV al aislamiento T36 (ctv). Se señalan con recuadros los cuatro bloques 
de aminoácidos conservados entre proteínas. Las flechas indican los residuos implicados en la formación del 
puente salino. Las referencias de las características de los aminoácidos se muestran debajo del alineamiento 
y el esquema de colores corresponde a Zappo. El alineamiento se produjo con el programa CLUSTAL W.
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En el caso de CTV, el gen p25 codifica la proteína de cubierta mayoritaria (CP) 
mientras que el gen p27, que es una copia divergente del primero, codifica la 
proteína de cubierta minoritaria (CPm). Entre ambas proteínas existe un 47% 
de similitud y hay cuatro regiones conservadas (fig. III.A.2). La región I contiene 
un residuo de fenilalanina (F) que es reconocido por el anticuerpo monoclonal 
MCA-13; las regiones II y III contienen los aminoácidos arginina (R) y ácido 
aspártico (D) respectivamente, que están conservados en virus filamentosos y 
forman un puente salino. La región IV se localiza en el extremo C terminal de la 
proteína (Febres etal., 1994).

III.A. 3) Posib le s  funcione s del  producto  prote ico  codific ado  por  el  gen  p27 
de  CTV

Considerando que esta proteína no solamente se expresa in vivo sino que 
también forma parte de la partícula viral y se acumula en la fracción 
correspondiente a la pared celular de células vegetales infectadas, se postula 
que podría cumplir un rol en el movimiento viral de célula a célula (Febres et 
al., 1994). También se supone que las CPm's de los distintos closterovirus 
podrían estar involucradas en la transmisión no circulativa y semipersistente del 
virus por los insectos vectores (áfidos en el caso de CTV y BYV y mosca 
blanca, Bemisia tabacci, en el de LIYV) (Agranovsky, 1996). En BYV y LIVY se 
demostró que CPm es importante para la transmisión por insectos ya que la 
neutralización de los viriones con anticuerpos anti-CPm inhibió la transmisión 
del virus por este mecanismo. En estos experimentos se emplearon 
metodologías diferentes. En el caso de BYV los áfidos se colocaron sobre 
plantas infectadas para que adquirieran el virus, luego se alimentaron con savia 
con los anticuerpos y recién después se colocaron sobre las plantas sanas 
indicadoras (He et al., 1998). Por otro lado, en el caso de LIYV, las moscas 
blancas se alimentaron con viriones previamente incubados con los anticuerpos 
neutralizantes (Tian et al., 1999). De este modo, en el primer experimento, los 
anticuerpos anti-CPm disminuyeron la eficiencia de transmisión por áfidos 
virulíferos mientras que en el segundo caso los anticuerpos posiblemente 
afectaron no sólo la transmisión sino la adquisición del virus por los vectores. 
Sin embargo, independientemente del esquema experimental utilizado, el 
resultado fue el mismo: sólo se inhibe la transmisibilidad de los virus por sus 
vectores cuando en el tratamiento se utilizan anticuerpos anti-CPm. El 
tratamiento de los viriones con anticuerpos para otras proteínas, incluida CP, 
no afecta la transmisibilidad por vectores.

III.A. 4) Fund amen to  de  la  ele cc ión  del  gen  p27 para  un  aná lisis  pob laci onal  
DETALLADO

Una de las características de CTV es la variabilidad en el grado de virulencia 
de los distintos aislamientos virales. En una serie de trabajos realizados sobre 
este virus se han establecido relaciones entre las variaciones de las secuencias
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de distintos genes y la sintomatología que inducen los diferentes aislamientos 
en las plantas infectadas. Los datos de secuenciación del gen p23, amplificado 
a partir de distintos aislamientos virales, establecieron la existencia de una 
relación directa entre secuencias aminoacídicas deducidas y propiedades 
biológicas de los mismos (Pappu et al., 1997). Por otro lado, el estudio de la 
variabilidad molecular de la región 5' no codificante en distintos aislamientos 
permitió distribuirlos en tres grupos (López et al., 1998). En este caso, los 
aislamientos más débiles solamente mostraron secuencias de tipo I, mientras 
que los aislamientos severos contenían secuencias de tipo I y/o II. Por medio 
del análisis del gen de la proteína de cubierta (p25), y empleando distintas 
metodologías (secuenciación, Pappu et al., 1993a, Mawassi etal., 1993; RFLP, 
Gillings etal., 1993; análisis con anticuerpos, Pappu etal., 1993b; SSCP, Rubio 
et al., 1996) se pudieron establecer correlaciones entre las variaciones del gen 
y las características biológicas de los aislamientos analizados.

Tal como se ha descripto anteriormente, el producto codificado por el gen p27 
cumple una importante función en los distintos integrantes de la familia 
Closterovirídae. Por ende es importante establecer si para este gen también 
existe algún tipo de correlación entre las variaciones de secuencia y la 
virulencia de los aislamientos. Otro aspecto a considerar es cómo afecta la 
variabilidad intrapoblacional a la sintomatología producida por los distintos 
aislamientos en las plantas hospedadoras. Teniendo en cuenta todas estas 
consideraciones se decidió realizar un análisis exhaustivo de la variabilidad 
intra e interpoblacional del gen p27 en una serie de aislamientos de CTV.

En la elección de este gen también se consideraron los resultados de 
experimentos previos realizados en nuestro laboratorio. Los clones de una 
biblioteca genómica de un aislamiento argentino de campo (C268-2, de 
Concordia, Entre Ríos) se utilizaron en ensayos de hibridación con sondas 
derivadas de un aislamiento severo (T387, Japón) y de un aislamiento débil 
(T312, España). A partir de estos experimentos se encontraron varios clones 
que mostraron regiones de hibridación diferencial entre ambas sondas 
(Semorile et al., 1993). Uno de los clones que mostró hibridación diferencial fue 
el clon pLT45, que contiene un fragmento que presenta señal sólo con la sonda 
severa. Los datos de secuenciación demostraron que esta región corresponde 
al extremo 5' del gen p27 (Acuña, tesina de graduación, 1996). Estos 
resultados sugerirían que la secuencia de este gen podría mostrar diferencias 
correlacionables con la virulencia del aislamiento de origen.

En las siguientes secciones se exponen los resultados obtenidos a partir del 
análisis detallado de la variabilidad inter e intrapoblacional del gen p27 en 
aislamientos virales de CTV originarios de distintas regiones geográficas y que 
producen sintomatología diferente en plantas indicadoras.

63



Capítulo III B: Métodos

Capítulo  III
Sección  B: Métodos  utiliz ados  para  el  estud io  del  gen  p27

III.B.1) Desc ripc ión  del  estu dio  de  varia bilida d  del  gen  p27

El estudio de variabilidad inter e intrapoblacional del gen p27 se realizó en dos 
etapas, utilizando además dos grupos distintos de aislamientos virales. En una 
primera etapa se analizaron diez aislamientos de CTV de distinta procedencia 
geográfica (España, Brasil y Argentina) y correspondientes, además, a cada 
uno de los cinco biogrupos determinados por indexing en plantas indicadoras 
(Tabla I, Cap. II). Posteriormente, para estudiar las características de dicho gen 
en aislamientos de nuestro país, se seleccionaron once aislamientos de campo, 
originarios de distintas regiones productoras del país y provenientes de 
diferentes especies de cítricos infectados (Tabla II, Cap. II).

III.B.2) Aisl amien tos  de  CTV selec cionados  pa ra  el  estu dio  de  var iabil idad  del  
gen  p27

III.B.2A ) Aisla mie ntos  de  distint o  orige n  geogr áfic o

Para el estudio del gen p27 en esta etapa se eligieron dos aislamientos de 
cada biogrupo: T32 y T385 (biogrupo I), T300 y T312 (biogrupo II), C268-2 y 
Pera GS (biogrupo III), C269-6 y Baraó B (biogrupo IV), T388 y Capaó Bonito 
(biogrupo V). El dsRNA de estos aislamientos se obtuvo a partir del hospedante 
original (naranjo dulce o pomelo) en el país de origen y fue gentilmente cedido 
por los Dres. Pedro Moreno (aislamientos de España, EE.UU. e Israel), Marcos 
Machado (aislamientos de Brasil) y Mercedes Peyrou (aislamiento de Uruguay). 
Los dos aislamientos argentinos utilizados se caracterizaron por indexing 
biológico en la estación experimental del INTA Concordia, Entre Ríos, 
Argentina (Costa, 1995). El dsRNA de estos últimos aislamientos se extrajo 
utilizando como material de partida corteza de brotes jóvenes de cítricos 
infectados.

III.B.2B) Aisla mie ntos  arg enti nos  de  cam po

Para el estudio de la variabilidad ínter e intrapoblacional del gen p27 de CTV en 
aislamientos argentinos se seleccionaron once aislamientos virales (Tabla II, 
Cap. II). La caracterización de dichos aislamientos se realizó por medio de 
indexing biológico en la Estación Experimental Concordia-INTA de Entre Ríos, 
Argentina (Costa, 1995). Los aislamientos se multiplicaron en plantas de la 
misma especie que el hospedador original para evitar las alteraciones que se 
producen en la composición de la población viral por cambio de hospedador 
(Dodds et al., 1987). El dsRNA viral se extrajo a partir de corteza de brotes 
jóvenes de cítricos infectados, provista por la Ing. Agrónoma Norma Costa 
(E.E.A. INTA, Concordia, Entre Ríos).

64



Capítulo III B: Métodos

III.B.3) Estra tegia  de  an ális is  de  vari abil idad  del  gen  p27

Para analizar la variabilidad de secuencia del gen p27 se utilizó la técnica de 
SSCP. Tal como se describió anteriormente su extrema sensibilidad permite 
detectar rápidamente mutaciones presentes en fragmentos de DNA del mismo 
tamaño. La presencia de mutaciones produce variaciones en los patrones de 
migración de los fragmentos desnaturalizados, resueltos en geles nativos de 
poliacrilamida. Para el estudio del gen en ambos grupos de aislamientos se 
utilizaron estrategias comunes con diferencias en la obtención de los 
fragmentos génicos a analizar por SSCP. En la figura III.B.1 se indica el 
esquema general de trabajo desarrollado para la detección de las variantes de 
secuencia del gen en el grupo constituido por los aislamientos de distinto origen 
geográfico, mientras que en la figura III.B.2 se representan los pasos seguidos 
en el análisis de los aislamientos argentinos de CTV de campo.

amplificación del fragmento A, 
de 461 pb, con los 

primers p27-5’ e intp27-3’

amplificación del fragmento B, 
de 282 pb, con los 

primers extp27 y p27-3’

análisis de ambos fragmentos por SSCP

secuenciación de un clon representativo del patrón mayoritario 
y de clones representativos de los patrones minoritarios

que incluyen al menos al 10% de los clones de un aislamiento

análisis de las secuencias nucleotídicas obtenidas

Figura III.B.1: Representación esquemática de la estrategia de trabajo utilizada para en análisis de 
variabilidad del gen p27 de CTV en aislamientos de distinto origen geográfico.
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digestión con Bgl II 
del producto 
inicial de PCR

análisis por SSCP

clonado

PCR y digestión con 
Bgl II de diez clones 
de cada aislamiento

análisis por SSCP

secuenciación de un clon representativo 
del patrón mayoritario

y de clones representativos 
de los patrones minoritarios de cada aislamiento

análisis de las secuencias nucleotídicas obtenidas

Figura III.B.2: Esquema representativo de la estrategia de estudio de variabilidad del gen p27 en 
aislamientos argentinos de CTV de campo.

III.B.4) Reaccione s  de  transcr ipción  rev ers a , amp lifica ción  y  clo na do

El dsRNA, utilizado como material de partida se produce como consecuencia 
de la replicación del genoma viral y de la expresión de los genes que lo 
componen. En el caso de los aislamientos argentinos se purificó dsRNA a partir 
de corteza de brotes jóvenes de plantas infectadas. La integridad y 
composición de las preparaciones obtenidas de los distintos aislamientos se 
analizó por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (fig. III.B.3).

Una alícuota del producto de la purificación se utilizó como molde en las 
reacciones de transcripción reversa que se realizaron en presencia de un único 
oligonucléotido (las secuencias de los oligonucleótidos utilizados se encuentran 
en la sección A1 del Apéndice). En el caso de los aislamientos de distinto 
origen geográfico se utilizó el primer p27-3’ (fig. III.B.6), que corresponde a uno 
de los cuatro dominios conservados entre las dos proteínas de cubierta virales 
(P25 y P27). Dada la conservación de estos dominios, la secuencia de p27-3’
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se consideró apta para la amplificación del gen a partir de material de diversos 
aislamientos. En el caso de los aislamientos argentinos se utilizó el primer 
p25-3’, correspondiente al extremo 3’ del gen p25 (fig. III.B.8). Se eligió este 
primer para estudiar la variabilidad conjunta de ambos genes codificantes de 
las proteínas de cubierta virales de CTV (p27 y p25). Previamente se comparó 
su secuencia con las presentes en bancos de datos y se corroboró la existencia 
de conservación en esta región génica entre aislamientos.

La amplificación del gen completo en la totalidad de los aislamientos 
estudiados se efectuó con el par de primers p27-5' y p27-3' y una alícuota del 
cDNA obtenido previamente. Las reacciones se realizaron según lo descripto 
(Cap. II, Materiales y Métodos), en dos tipos de cicladores térmicos: Air 
ThermoCycler 1605 (Idaho Technologies) o Gene Amp PCR System 2400 
(PERKIN ELMER). En el primer caso las condiciones de ciclado (para la 
amplificación en capilares de 10 pl de capacidad) fueron: a) desnaturalización 
inicial: 94°C, 1 min; b) 35 ciclos que constan de: desnaturalización (94°C, 1 s), 
annealing (50°C, 3 s) y extensión (72°C, 50 s) y c) extensión final: 72°C, 3 min. 
Las condiciones de amplificación en el segundo ciclador son semejantes, para 
reacciones de 10 pl, en cuanto a las temperaturas y número de ciclos utilizados 
pero difieren en los tiempos de reacción. La desnaturalización inicial es de 
2 min y la extensión final de 5 min. Durante el ciclado los tiempos de 
desnaturalización, annealing y extensión son de12y15sy1 min, 
respectivamente. En todos los casos se incluyeron reacciones control con una 
alícuota de cDNA realizado a partir de material de planta sana (especificidad) y 
reemplazando el molde por agua (ausencia de contaminación en los reactivos y 
pipetas utilizados).

Para la totalidad de aislamientos analizados se obtuvieron productos de 
amplificación del tamaño esperado, 724 pb (fig. III.B.4). No se obtuvo producto 
de amplificación cuando se utilizó como molde cDNA obtenido a partir de planta 
sana ni en los tubos de control de los reactivos.

Previo al clonado, los productos de amplificación se purificaron por 
precipitación con PEG, se resuspendieron en agua bidestilada estéril, se 
cuantificaron en geles de agarosa y finalmente se ligaron al vector de clonado 
pGEM-T Easy (Promega). Con el producto de ligación se electrotransformaron 
bacterias competentes. Las colonias recombinantes se seleccionaron por 
resistencia al antibiótico (ampicilina) y por la ausencia de color en placas 
suplementarias con IPTG y X-Gal. La presencia del inserto de interés se 
corroboró analizando las colonias por PCR, con los primers específicos 
utilizados para amplificar el gen completo, p27-5’ y p27-3’ (fig. III.B.5a) o por 
colony blot (fig. III.B.5b). Esta última metodología se empleó para la 
identificación rápida de las colonias transformadas con plásmidos 
recombinantes en los once aislamientos argentinos.
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Figura III.B.3: Análisis de extracciones de 
dsRNA de aislamientos argentinos de CTV. Gel 
de poliacrilamida nativa 6%-TBE 1x. Se indica la 
posición del dsRNA full-length, correspondiente 
al genoma del virus. Con flechas se señalan las 
posiciones de RNAs subgenómicos (sgRNA). El 
marcador de PM es DNA del fago X digerido con 
Hind III, se indican únicamente los tamaños de 
las bandas que se visualizan.

Figura III.B.4: Amplificación del gen p27 a partir de cDNA del 
aislamiento C268-2. Gel de agarosa 0,8%-TAE 1x. Calle 1: producto 
de amplificación; calle 3: control negativo de la reacción; calle 5: 
reacción de amplificación utilizando como molde una reacción de 
cDNA sobre planta sana. A la izquierda se indican los tamaños de las 
bandas del marcador de PM de la calle 2, plásmido pcDNA II/ 
Dde \IXho I; a la derecha los del marcador de PM de la calle 4, 
plásmido pcDNA WIHint \IHind III.

b

Figura III.B.5: Identificación de colonias transformadas con plásmidos recombinantes que portan el gen p27. 
a: gel de agarosa 0,8%-TAE 1x que muestra los productos de amplificación del gen p27, indicados con un 
flecha a partir de colonias del aislamiento C269-6. Calles 1 a 16, colonias analizadas (calles 1 a 6, 8 a 10 y 12 
a 16, colonias positivas; calles 7 y 11, colonias negativas). Calle 17: marcador de PM, plásmido pcDNA II/ 
Dde I, se indica el tamaño de los distintos fragmentos. Calle 18: control negativo de la reacción, b: estrías 
positivas identificadas por hibridación. Las flechas señalan las estrías correspondientes a los controles 
positivo y negativo, que se realizaron en dirección contraria al resto.
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En la hibridación se utilizó una sonda marcada radiactivamente. Como los 
aislamientos argentinos pertenecen a distintos biogrupos el molde empleado 
para la síntesis de la misma fue una mezcla de productos representativos de 
las distintas secuencias del gen p27. De esta manera se evitó la detección 
selectiva de algunas variantes de secuencia o la pérdida de otras. El DNA 
molde se liberó, por digestión con la enzima EcoR I, a partir de 
minipreparaciones de DNA plasmídico de clones identificados como 
representativos del patrón mayoritario de los aislamientos T312 (biogrupo II), 
C268-2 (biogrupo III), C269-6 (biogrupo IV) y T388 (biogrupo V). Se utilizó esta 
enzima de restricción porque no presenta sitios blanco dentro de la secuencia 
del inserto y reconoce sitios únicos presentes a ambos lados del polylinker. Los 
productos de digestión obtenidos se purificaron a partir del gel de agarosa y 
partes equimolares de los mismos se emplearon en la generación de la sonda 
por el método de random priming. Los filtros conteniendo las estrías a analizar 
se sometieron a hibridación durante 16 horas a 60°C. Luego se lavaron con 
concentraciones descendentes de sales a 60°C y se expusieron sobre placas 
autorradiográficas a -80°C, el tiempo necesario para detectar las señales 
positivas. Del total de estrías que mostraron señal positiva se seleccionaron 
diez de cada aislamiento para proseguir con el estudio.

III.B.5) Obtenc ión  de l  mate rial  pa ra  el  aná lisis  de  SSCP

La detección eficiente de todas las variantes de secuencia mediante la técnica 
de SSCP requiere que los fragmentos de PCR a ser analizados no excedan de 
las 500 pb. El producto de amplificación del gen p27 tiene 724 pb; debido a ello 
es necesario subdividirlo para su estudio. Para maximizar la identificación de 
las posibles variantes de secuencia del gen en los aislamientos estudiados se 
utilizaron dos estrategias experimentales: la amplificación de dos fragmentos 
de menor tamaño y la digestión del producto de amplificación del gen completo 
con una enzima de restricción.

III.B.5A ) En  ais lam ientos  de  distint o  origen  geo grá fico : ampli fica ció n  de  los  
FRAGMENTOS A Y B DEL GEN P27

En los aislamientos de diferente origen se amplificaron dos fragmentos del gen 
p27 a partir de las colonias positivas seleccionadas. Dichos fragmentos se 
denominaron A (461 pb) y B (282 pb) (fig. III.B.6). El fragmento A corresponde 
a la región donde se sitúa el dominio I mientras que el fragmento B incluye los 
restantes dominios conservados entre ambas proteínas de cubierta virales (II, 
III y IV). Los fragmentos se obtuvieron por PCR en los cicladores antes 
descriptos. Para amplificar el fragmento A se utilizaron los primers p27-5' e 
intp27-3' mientras que para el B se usó el par extp27 y p27-3'. Los primers 
intp27-3’ y extp27 se diseñaron específicamente para amplificar estos 
fragmentos. Las condiciones de reacción utilizadas en el ciclador PERKIN 
ELMER son las siguientes: a) desnaturalización inicial: 94°C, 2 min (para
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ambos fragmentos); b) 35 ciclos que constan de: desnaturalización (94°C, 1 s), 
annealing (50°C, 15 s) y extensión (72°C, 40 s para el fragmento A y 30 s para 
el B) y c) extensión final: 72°C, 3 min. En todos los casos se obtuvo un único 
producto de amplificación del tamaño esperado, 461 pb para el fragmento A 
(fig. III.B.7a) y 282 pb para el B (fig. III.B.7b). Se incluyeron controles en los que 
se reemplazó el molde por agua.

III.B.5B) En aisl ami ento s arg enti nos  de  cam po : dige stión  del  produ cto  de  
AMPLIFICACIÓN

En este caso, como se conocía la secuencia de los clones de los aislamientos 
de distinto origen geográfico, los fragmentos se obtuvieron por digestión del 
producto de PCR. Los mapas de digestión teóricos de las secuencias antes 
mencionadas (realizados con el programa Map), mostraron la presencia de un 
sitio para Bgl II, muy conservado. Este sitio aparece en todos los clones 
secuenciados y también en las secuencias de los aislamientos de CTV 
depositadas en el GeneBank. La digestión con esta enzima produce dos 
fragmentos de 265 y 459 pb, respectivamente (fig. III.B.8). El fragmento de 
265 pb (denominado menor) contiene el extremo 5' del gen, mientras que el 
fragmento de 459 pb (denominado mayor) incluye la mitad y el extremo 3’ del 
mismo. Ya que el tamaño de estos fragmentos es adecuado para una buena 
resolución, se decidió realizar una digestión del producto de PCR del gen p27 
con Bgl II previa al análisis de SSCP.

Para obtener los fragmentos de digestión deseados se amplificó el gen p27 con 
los primers p27-5' y p27-3' a partir de material de las estrías elegidas en el 
ensayo de colony blot. Con una alícuota de los productos obtenidos se verificó 
el tamaño en gel de agarosa. En todos los casos se obtuvo un único producto 
de la longitud deseada, 724 pb (fig. III.B.9a). Los productos de PCR obtenidos 
se sometieron a digestión con la endonucleasa Bgl II (GIBCO BRL) y el tamaño 
de los fragmentos resultantes se controló por electroforesis en geles nativos de 
poliacrilamida que se tiñeron con nitrato de plata (fig. III.B.9b). Este tipo de 
geles permite estimar si la masa sembrada es adecuada para el análisis por 
SSCP. En los ciento diez clones analizados se comprobó la existencia del sitio 
conservado para la enzima Bgl II.

III.B.6) Dete rmin ació n  de  la s  con dic ione s  de  anál isis  de  SSCP

La técnica de SSCP es muy sensible pero para lograr una buena discriminación 
de las variaciones de secuencia y una adecuada reproducibilidad de los 
experimentos es necesario considerar una serie de parámetros. Estos son:
a) mantener la temperatura constante durante la electroforesis de los 
productos; b) determinar la temperatura ideal para el análisis por SSCP para 
cada fragmento de interés; c) diluir los productos de PCR a ser analizados para 
evitar renaturalizaciones debidas al exceso de masa; d) elegir el tipo y 
concentración del buffer utilizado durante la resolución de los productos;
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Figura III.B.6: Esquema representativo de los productos de amplificación obtenidos para el estudio de SSCP 
del gen p27 en aislamientos de distinto origen geográfico. Las flechas indican la posición de los primers 
utilizados para la amplificación de los fragmentos A y B.

Figura III.B.7: Amplificación de los fragmentos Ay B del gen p27. a: Amplificación del fragmento A a partir de 
colonias recombinantes del aislamiento T312. Calles 1 a 30: productos de amplificación (señalados con una 
flecha); calle 31: marcador de PM, plásmido pcDNA W/Dde I (los tamaños de los distintos fragmentos se 
indican en la figura); calle 32: control negativo de la reacción, b: Amplificación del fragmento B a partir de 
colonias recombinantes del aislamiento C268-2. calles 1 a 30: productos de amplificación (indicados con una 
flecha); calle 31: marcador de PM, plásmido pcDNA ll/H/nd lll/H/nf I (en la figura se señalan los tamaños de 
las bandas que se visualizan en el gel); calle 32: control negativo de la reacción. El análisis de ambos 
fragmentos se realizó, por separado, en geles de agarosa 1%-TAE 1x.
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Figura III.B.8: Esquema representativo de los productos de restricción obtenidos por digestión con la 
endonucleasa Bgl II, utilizados para el análisis de SSCP del gen p27 en aislamientos argentinos de CTV. La 
flecha vertical señala la posición del sitio blanco de la enzima y se indican los tamaños de los fragmentos 
producidos.

Figura III.B.9: Preparación de material 
para el análisis de SSCP en aislamientos 
argentinos de CTV. a: amplificación, por 
PCR, del gen completo sobre colonias 
recombinantes identificadas por 
hibridación en colony blot. Gel de 
agarosa 0,8%-TAE 1x. Calles 1 a 23: 
producto de amplificación (se señala con 
una flecha). Las calles 1 a 3 
corresponden a colonias del aislamiento 
C257-2, las calles 4 a 8 al aislamiento 
C257-7, las calles 9 a 23, a colonias del 
aislamiento C257-9. Calle 25: control 
negativo de la reacción. Calles 24 y 26: 
marcadores de PM, plásmido pcDNA II 
digerido con Dde l/Xho I y con 
Hint \IHind III, respectivamente. A la 
izquierda se indican los tamaños de los 
fragmentos del marcador de PM de la 
calle 24 y a la derecha los tamaños de 
los fragmentos visibles del marcador de 
la calle 26. b: productos de digestión del 
gen p27 con la enzima Bgl II. Gel nativo 
de poliacrilamida 15%, TBE 1x, teñido 
con plata. Calles 2 a 12: digestiones 
correspondientes a distintos clones del 
aislamiento C257-2. Los productos de 
digestión se señalan con flechas. 
Calle 1: marcador de PM, plásmido 
pcDNA W/Dde I, los tamaños de los 
fragmentos se indican a la izquierda del 
gel.
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e) seleccionar la concentración del gel de polacrilamida nativa a utilizar en el 
análisis y f) incorporar agentes desnaturalizantes si se desea teñir los geles con 
bromuro de etidio, dado que el incremento de masa necesario para poder 
realizar la visualización con este colorante favorece la renaturalización entre las 
moléculas.

El primer punto es de crucial importancia, ya que la formación de puentes de 
hidrógeno intracatenarios, determinante de la conformación de cada hebra, 
depende estrictamente de la temperatura. Las variaciones de la misma durante 
la electroforesis tienen como consecuencia la aparición de distintas 
conformaciones observables como un múltiple patrón de bandas que interfiere 
en la correcta interpretación de los resultados. Este es el parámetro de mayor 
importancia para una aplicación exitosa de esta técnica. También es necesario 
determinar la masa adecuada de DNA, ya que un exceso produce cantidades 
significativas de dsDNA debido a la rápida cinética de las reacciones de 
renaturalización, tanto de carácter parcial como total. Para poder teñir los geles 
con bromuro de etidio es necesario sembrar mayor cantidad de DNA y para 
evitar las renaturalizaciones debidas a efectos de masa, se deben incorporar 
agentes desnaturalizantes tales como hidróxido de metilmercurio, hidróxido de 
sodio o urea. En cuanto al buffer, se utiliza TBE de concentraciones que cubren 
un rango entre 0,25 y 2x, aunque la más usada es 1x.

Los distintos eventos que afectan la movilidad de la hebras de ssDNA ejercen 
su acción sobre la separación de las mismas y ocurren en la interfase del gel. 
Cuando el DNA abandona el ambiente desnaturalizante, en la fosa del gel, 
adquiere rápidamente una conformación basada en la estabilidad térmica de 
las regiones de complementaridad intracatenaria. Ante condiciones constantes 
de temperatura y fuerza iónica, la conformación se mantiene y todas las 
moléculas con igual secuencia migran como una banda bien definida y 
acotada. En cambio, si las condiciones se alteran durante la electroforesis 
(principalmente si ocurren cambios en la temperatura) los confórmeros 
cambian, los patrones de migración se alteran y, dado que esos eventos no 
ocurren simultáneamente en todas las moléculas, se obtienen bandas difusas 
no reproducibles.

Para determinar las condiciones óptimas de resolución de ambos fragmentos 
del gen p27 se realizaron varios ensayos. Inicialmente se resolvió el fragmento 
de 282 pb a diferentes temperaturas y se determinó que la óptima era 21°C. Se 
observó que la mejor resolución se obtenía con geles de poliacrilamida 15% 
con buffer TBE 1x. Estandarizados estos parámetros se procedió a establecer 
la cantidad de DNA que permitía la mejor definición de confórmeros y para ello 
se resolvieron masas distintas del producto de PCR del fragmento B de un clon 
del aislamiento T312 en un gel nativo de poliacrilamida 15% (fig. III.B. 10). Se 
halló que si la masa es elevada (calles 1 y 2), se producen múltiples bandas
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debidas a la renaturalización parcial de las hebras de ssDNA. A medida que se 
diluyó el producto se observaron nítidamente las dos hebras perfectamente 
resueltas (calles 3 a 7 inclusive) hasta que a una dilución superior las mismas 
dejaron de visualizarse (calle 8). A partir de los datos obtenidos y, 
considerando que en reacciones estandarizadas de PCR en las que se 
amplifican productos clonados se obtienen alrededor de 250 nanogramos, se 
determinó que la cantidad óptima a ser sembrada oscila entre 2,5 y 25 ng.

En algunos aislamientos los fragmentos A y B del gen p27 se obtuvieron por 
PCR en un ciclador térmico que usa capilares de vidrio (Idaho Technologies). 
En este tipo de cicladores es necesario agregar BSA a la reacción para evitar la 
desnaturalización térmica de la Taq polimerasa en la interfase líquido-sólido. La 
presencia de BSA en las muestras interfirió la buena resolución de las dos 
hebras del producto, en el análisis por SSCP, aparentemente debido a la 
presencia de algún contaminante que se unía al DNA. Los productos debieron 
purificarse por extracción con fenol-cloroformo seguida de precipitación 
alcohólica. Para evitar este paso adicional las restantes reacciones se llevaron 
a cabo en un ciclador que utiliza tubos plásticos y no requiere la incorporación 
de BSA a la mezcla de reacción. Para comparar las muestras generadas con 
ambos equipos se realizaron ensayos que demostraron que la procedencia del 
producto de amplificación no incidía en su posterior comportamiento 
electroforético.

Las electroforesis se realizaron de acuerdo a los descripto en la sección de 
Materiales y Métodos. Para la resolución del fragmento A se utilizaron geles de 
poliacrilamida 12% y 20°C; mientras que para el fragmento B se usaron geles 
de 15% y 21°C de temperatura. Los fragmentos de digestión del gen p27 con 
Bgl II se resolvieron en geles 12% a 20°C. La temperatura se mantuvo 
constante durante toda la corrida por medio de un baño de circulación de agua.

III.B.7) Deter minación  de  la  orie ntac ión  de  inse rc ión  en  el  vector  de  clonad o

En los casos donde un clon presentó variación en una única porción del gen, se 
determinó la orientación de la inserción para secuenciar sólo la región de 
interés. Para ello se utilizaron distintas estrategias:
1) digestión con Dde I: se incubó 1 pg de DNA plasmídico con 1,5 U de la 
enzima y el buffer adecuado durante 1 h a 37°C. Los productos se resolvieron 
en gel de agarosa 0,8%-TAE 1x y la orientación se determinó de acuerdo al 
tamaño y número de los fragmentos obtenidos (fig. III.B.11). 
Independientemente de la orientación de clonado se espera la aparición de 
bandas de 540, 409 y 166 pb, propias del vector. La observación de bandas de 
1444, 809 y 358 pb indican que el inserto se ligó en la orientación "directa" (el 
extremo 5' del gen contiguo al promotor de T7), mientras que si lo hizo en 
orientación "inversa" (el extremo 3' del gen contiguo al promotor de T7) se 
esperan bandas de 1310 y 1299 pb.
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Figura III.B.10: Análisis de las masas de DNA 
adecuadas para el análisis de SSCP. Gel nativo 
de poliacrilamida 15%-TBE 1x, teñido con nitrato 
de plata. En cada calle se sembraron diferentes 
masas del producto de amplificación del 
fragmento B del gen p27 de un clon del 
aislamiento T312. Calles 1 y 2: 1 y 0,5 pl del 
producto sin dilución; calles 3 a 8: 0,5 pl de 
diluciones 1/5, 1/10, 1/15, 1/20, 1/30 y 1/50, 
respectivamente. Las flechas indican la posición 
de los confórmeros correspondientes a las dos 
hebras del fragmento.

Figura III.B.11: Determinación de la dirección de inserción del gen p27. Gel de agarosa 1%-TAE 1x. 
Calles 1 a 7: patrones electroforéticos de siete clones digeridos con la enzima Dde I (los tamaños de los 
fragmentos resultantes se indican a la izquierda del gel). Con excepción de la colonia de la calle 2 los 
tamaños coinciden con los esperados de una inserción “directa” (5’ del gen contiguo al promotor de T7) y la 
presencia de dos sitios para Dde I en la secuencia del gen. Calle 2: patrón esperado para un inserción 
“directa” y la presencia de un único sitio Dde I, con asteriscos se indica la banda de 1167 pb, producto de la 
suma de los fragmentos de 809 y 358 pb. Calle 8: marcador de PM, DNA del fago TJHind WMEcoR I (se 
indican los tamaños de los fragmentos que se visualizan en el gel). Los tamaños indicados corresponden a 
Pb.
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2) doble digestión: se incubó 1 pg de DNA plasmídico con 1 U de Neo I (sitio 
único de corte en el vector), 2,5 U de Bgl II (sin sitio de reconocimiento en el 
vector y con un único sitio en el inserto) y el buffer adecuado durante 1 h a 
37°C. Los productos se resolvieron en gel de agarosa 0,8%-TAE 1x y la 
orientación se determinó de acuerdo a la longitud y al número de los 
fragmentos obtenidos. La aparición de un producto de 280 pb indica que el 
inserto se ligó en la orientación "directa", mientras que, si el producto liberado 
tiene 474 pb, la ligación ocurrió en orientación "inversa".

III.B.8) Rea cc ione s  de  se cue ncia ción  y  aná lis is  de  los  datos  obtenid os

Las reacciones de secuenciación se ejecutaron de acuerdo a los descripto en 
la sección general de materiales y métodos. Como molde de las mismas se 
utilizaron minipreparaciones de DNA plasmídico de los clones seleccionados o 
amplificaciones por PCR (en el caso de la secuenciación directa). La 
secuenciación completa de cada clon se realizó con los primers universales T7 
y SP6 y con primers específicos del gen p27 (intp27-3’, intp27-5’ y extp27). Las 
secuencias obtenidas se transfirieron al directorio de trabajo en la computadora 
SUN y se transformaron a lenguaje GCG por medio de los programas ChopUp 
y Reformat (GCG). Para el análisis de las mismas se utilizaron los programas 
Gap, BestFit, Reverse, Map y SeqEd entre otros. En todos los casos se 
emplearon los parámetros por default de los programas para la penalización de 
apertura (50) y extensión (3) de gaps en secuencias nucleotídicas. La 
secuencia completa de cada clon se realizó con el programa Assemble. Como 
control y para uniformar el análisis de las secuencias individuales, se comparó 
la totalidad de ellas con la secuencia del gen p27 del aislamiento T36 de 
Florida (Karasev et al., 1995). La presencia de cambios con respecto a esta 
última se verificó por análisis individual de los cromatogramas 
correspondientes.

Para el alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas se utilizó el 
programa PileUp (GCG). En este caso también se utilizaron los parámetros por 
default para las penalización de creación (12) y extensión (4) de gaps. Los 
alineamientos generados se visualizaron con los programas Pretty (GCG) y 
ClustalW que producen, además, una secuencia consenso. Las secuencias 
aminoacídicas deducidas se obtuvieron con el programa Transíate y para la 
comparación de las mismas con el programa Gap se utilizaron los valores de 
penalización de apertura (12) y extensión (4) de gaps establecidos.

III.B.9) Anál isis  filogen ético  de  los  datos  obt en idos

Los postulados fundamentales de la sistemática filogenética son: a) la 
naturaleza tiene una estructura jerárquica; b) dicha estructura puede 
representarse por medio de diagramas ramificados (cladogramas); c) la 
estructura jerárquica que existe en la naturaleza puede rescatarse realizando 
un muestreo de caracteres; d) los grupos se forman en función de la posesión
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de novedades evolutivas (sinapomorfías) y e) una vez construidas las hipótesis 
(cladogramas) se elige una de ellas. La elección de la hipótesis se realiza 
seleccionando la que presente el menor número de pasos evolutivos 
(parsimonia) o aquélla con mayor probabilidad de obtener los datos 
observados, en base a un modelo propuesto y a la historia evolutiva 
hipotetizada (maximum likelihood).

La inferencia de una filogenia es un procedimiento para realizar la “mejor” 
estimación de una historia evolutiva de acuerdo a la información incompleta de 
los datos (Swofford et al., 1996). Los métodos utilizados para la determinación 
de la filogenia que mejor explica los datos deberán ser capaces de seleccionar 
uno o más árboles entre todos los posibles. Pueden utilizarse dos caminos: 1) 
determinar una secuencia específica de pasos (un algoritmo) que lleva a la 
determinación de un árbol o, 2) definir un criterio de optimización para 
comparar filogenias alternativas y decidir cuál (o cuáles) es la mejor. En el 
primer grupo se encuentran varios métodos, entre ellos el de neighbor-joining 
(NJ), basado en distancias. Los métodos incluidos en el segundo grupo, entre 
los que se encuentran el de parsimonia (P) y el de maximum likelihood (ML), 
constan de dos pasos lógicos. Primero se define un criterio de optimización 
(descripto como una función objetiva) para evaluar un determinado árbol y 
luego se usan algoritmos específicos para utilizar el valor de optimización y 
encontrar los árboles que presenten los valores óptimos de acuerdo al criterio 
definido. En este caso, los supuestos evolutivos hechos en el primer paso se 
encuentran separados del evento computacional de la segunda etapa. Cuando 
se utilizan métodos puramente algorítmicos el algoritmo define el criterio de 
selección del árbol y es de fundamental importancia, mientras que en los 
métodos basados en criterio, el algoritmo es sólo una herramienta para evaluar 
la función objetiva y buscar los árboles que la optimicen (Swofford et al., 1996).

El análisis filogenético tiende a inferir la historia más consistente con respecto a 
un determinado conjunto de datos. Bajo el criterio de parsimonia se elige la 
hipótesis más simple para explicar los datos y la inferencia de filogenias se 
realiza seleccionando el o los árboles que presentan el menor número de 
pasos evolutivos. Por otro lado, bajo el criterio de ML se concluye que la 
historia con mayor probabilidad de originar el estado actual de hechos es la 
hipótesis de elección frente a otra historia con menor probabilidad de producir 
ese mismo estado (Swofford et al., 1996). Para utilizar el criterio de ML es 
necesario contar con un modelo concreto que permita la conversión de una 
secuencia en otra. Este modelo puede definirse previamente o puede contener 
una serie de parámetros que se obtienen a partir de los datos. Una 
aproximación a la inferencia filogenética del tipo ML permite evaluar la 
posibilidad que las secuencias observadas se hayan originado tomando un 
modelo evolutivo determinado. Dicho en otros términos, la probabilidad de 
obtener esos datos aplicando determinado modelo. La filogenia se infiere a
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partir de los árboles que tengan los mejores valores de likelihood (probabilidad) 
(Swofford et al., 1996).

III.B.9A) Cons ide rac ione s  del  anál isis  según  el  cr iterio  de  maxim um  likel ihood

Para la búsqueda de árboles con el mejor valor de probabilidad se emplean 
modelos que tienen en cuenta parámetros de velocidad de cambio de las bases 
y de frecuencia (n) de las mismas. El parámetro velocidad está compuesto por: 
p, que es la media instantánea de la velocidad de sustitución y por a, b, c, .., I, 
que son velocidades relativas de sustitución de un nucleótido por otro 
(a= A —> C, b= A —> G, c= A —> T, d= C —> G, e= C T, f= G —> T, g= C A, 
h= G -> A, i= T -> A, j= G ^ C, k= T^ C, l=T^ G). Normalmente, se asume 
que la velocidad de cambio de la base i -> j es la misma que la velocidad de 
cambio de j —> i. Estos modelos toman el nombre de “tiempo reversibles” (time 
reversible) y los parámetros de velocidad se simplifican, ya que g= a, h= b, 
i= c, j= d, k= ee i= f. De este modo se reducen las sustituciones a: a= Ao C, 
b= A o G, c= A « T, d= C o G, e= C o T, f= G o T. De acuerdo a estas 
consideraciones a, c, d y f incluyen a las transversiones mientras que b y e a 
las transiciones.

El análisis se puede realizar bajo las premisas de distintos modelos (Swofford 
et al., 1996). El modelo de Jukes y Cantor (JC) propone que tanto las 
frecuencias de las bases como la velocidad de cambio de las mismas son 
¡guales (ti =0,25 para cada base y a=b=c=d=e=f). Otros modelos postulan que 
la frecuencia de las bases es la misma (it=0,25 para cada base) pero que varía 
la velocidad de cambio. Entre estos, Kimura two parameter model (K2P), donde 
se consideran dos tipos de sustituciones: transiciones (b=e) y transversiones 
(a=c=d=f) y Kimura three-substitution-type model (K3ST), en el que se 
consideran transiciones (b=e) y dos tipos de transversiones (c=d y a=f). El 
modelo de Zharkikh (SYM) considera que la velocidad de cambio es distinta 
para todos los cambios posibles (a*b*c*d*e*f). También existen modelos que 
postulan que la frecuencia de las bases no es la misma (tt *0,25 para cada 
base). Dentro de esta consideración global se plantean distintas velocidades de 
cambio para tipos diferentes de sustituciones. El modelo de Felsestein (F81), 
equivalente al modelo de Tajima and Nei de 1982, considera un solo tipo de 
sustituciones (a=b=c=d=e=f); el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) y un 
segundo modelo de Felsenstein (F84) toman en cuenta dos tipos de 
sustituciones distintas, transiciones (b=e) y transversiones (a=c=d=f) mientras 
que el de Tamura y Nei (TrN) considera tres tipos de sustituciones 
(transversiones, a=c=d=f, y dos tipos de transiciones, b*e). Por otra parte, el 
modelo general-time-reversible (GTR) plantea que las frecuencias son 
diferentes (71*0,25 para cada base) y considera diferentes a cada una de las 
sustituciones posibles (a*b*c*d*e*f).
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Los modelos descriptos anteriormente asumen que todos los sitios de una 
secuencia evolucionan a la misma velocidad y la violación de este supuesto 
puede alterar los resultados. Por ello, la heterogeneidad en la velocidad de 
variación de los distintos sitios de una secuencia, es otro parámetro a 
considerar para mejorar el valor de probabilidad obtenido. La distribución 
continua más utilizada para representar la variación en velocidad de cambio es 
la distribución gamma (r). Esta distribución se compone de dos parámetros, a, 
que es la forma y p, que es la magnitud. A medida que a se incrementa, la 
distribución converge hacia un modelo con igual velocidad de cambio de todos 
los sitios, de modo que cuando a=oo todos los sitios van a presentar la misma 
velocidad de cambio. Cuando a se aleja de oo se produce una distribución en la 
que la mayoría de los sitios cambian muy lentamente y unos pocos evolucionan 
de manera moderada a rápida. Los valores de a pueden ajustarse de modo tal 
de optimizar el análisis de los datos.

III.B.9B) Proce dimie nto  de  est imac ión  del  sig nifi ca do  es tad ístic o  de  los  datos : 
an ális is  de  Bootstr app ing

Este método se utiliza para estimar el significado estadístico de las ramas 
individuales dentro de un árbol. El bootstrapping es un método de “muestreo 
con reemplazo”, donde cada columna del alineamiento puede utilizarse como 
“muestra” para generar un determinado número de alineamientos artificiales 
(usualmente 100). Como la selección de las columnas es al azar y con 
reemplazo, cada una de ellas puede utilizarse un número variable de veces (o 
ninguna) en la construcción de los alineamientos. A partir de cada uno estos se 
produce un árbol y se registra en cuántos de ellos se encuentran los mismos 
patrones de ramas. Si un determinado patrón se obtiene en un 70% de los 
árboles se dice que tiene un respaldo del 70%. Las ramas que tienen un valor 
de bootstrapping mayor al 70% tienen una probabilidad del 95% de ser 
correctas (Lake and Moore, 1998).

III.B.9C) Evalu ació n  de  hip ótes is : likel ihoo d  ratio  tes t

Para la evaluación del árbol obtenido en la primera etapa se utilizaron los 
distintos modelos del método de maximum likelihood. Los valores de 
probabilidad (likelihood) obtenidos con los distintos modelos se evaluaron con 
el likelihood ratio test, que permite determinar si un modelo es 
significativamente mejor que otro para “explicar” los datos de secuencia 
encontrados. La fórmula utilizada es la siguiente:

A= 2 [-In Lo - (-In Li)], donde:
-In Lo es el valor de probabilidad de la hipótesis nula
-In Li es el de la hipótesis alternativa

El valor de A se localiza en una tabla de J^ de acuerdo a los grados de libertad 
que se establecen determinando la diferencia entre el número de parámetros 
libres de cada modelo. Si la hipótesis alternativa no es significativamente mejor
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que la hipótesis nula se conserva esta última, ya que siempre se trata se 
explicar los datos con el modelo más simple posible.

III.B.9 D) Proce dimie nto  para  la  obte nci ón  de  los  árb oles  filog en éti cos

Para realizar el análisis filogenético de los datos se utilizó la versión 4.0b6 para 
Windows del programa PAUP* (Swofford, 1998). Este programa utiliza, como 
archivo de entrada un alineamiento múltiple. Los alineamientos se realizaron 
con el programa PileUp (GCG), sin modificar los parámetros por default del 
mismo. Los árboles se obtuvieron con el método neighbor-joining y también 
bajo los criterios de parsimonia y maximum likelihood. De este modo en la 
búsqueda de árboles se empleó uno de los métodos algorítmicos y dos de los 
que plantean la determinación de un criterio de optimización. Cuando se utilizó 
el criterio de maximum likelihodd se evaluaron los árboles con los distintos 
modelos y los resultados obtenidos se analizaron con el likelihood ratio test de 
acuerdo a lo descripto. Con los datos empleados, el modelo GTR (general- 
time-reversible) mostró un valor significativamente mejor que el modelo HKY85 
(Hasegawa-Kishino-Yano). Por otro lado, la incorporación de la distribución r al 
modelo también mejoró significativamente el valor de likelihood. Como 
consecuencia de ello, la totalidad de los árboles obtenidos bajo el criterio de 
ML, se analizaron con el modelo GTR con distribución r (a=0,5).

Uno de los problemas básicos del análisis filogenético es la elección del grupo 
externo (outgroup). En este trabajo se utilizó como grupo externo el gen 
equivalente de BYV, p24. Los árboles se construyeron con y sin esta secuencia 
como outgroup. Dado que la secuencia de p24 es muy diferente a la de p27 su 
inclusión hace que las distancias entre las secuencias de este último gen se 
acorten aunque no modifica la topología del árbol (fig. III.B.12a y b). Cuando no 
se fija un grupo externo, el programa toma como referencia la primera 
secuencia del alineamiento múltiple de entrada. Todos los árboles que se 
construyeron en este trabajo son no enraizados. Este tipo de árboles permite 
visualizar las relaciones y distancias entre aislamientos sin definir el sentido de 
la evolución de los mismos (Lake and Moore, 1998).

En las búsquedas realizadas por el método de NJ se obtiene un único árbol 
como resultado del proceso. Por otro lado, cuando se utilizan los criterios de P 
o ML es posible que se logre más de un árbol con el mismo número de pasos o 
con el mismo valor (score), respectivamente. Cuando se obtuvieron resultados 
de este tipo se construyó un árbol consenso, de acuerdo a la regla del 
consenso de mayoría. En dicho árbol se visualiza la posición de los distintos 
grupos pero no es posible determinar las distancias existentes entre ellos. Con 
el fin de determinar el significado estadístico de las ramas de los árboles 
obtenidos, se determinaron los valores de bootstraping con cien réplicas. Para 
visualizar los árboles se utilizó la versión 1.6.1 del programa TreeView (Win32) 
(Page, 1996).
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Figura III.B.12: Efecto de la inclusión del grupo externo en árboles filogenéticos no enraizados, a: árbol sin la 
inclusión de la secuencia de p24 (dCP de BYV) como grupo externo, b: árbol generado con los mismos datos 
pero con la inclusión de p24 como grupo externo. Los árboles se construyeron utilizando el método de 
neighbor-joining. Se indican los valores de bootstraping de cada rama. En azul, verde, gris, lila y rojo se 
señalan los aislamientos correspondientes a los biogrupos I, II, III, IV y V, respectivamente.

III.B.10 ) Secu enc iación  dire cta  de  productos  de  PCR

Con la finalidad de establecer la secuencia del gen p27 en los aislamientos de 
distinto origen geográfico no seleccionados para el análisis de SSCP (Tabla I, 
Cap. II) se amplificó dicho gen y se secuenció directamente, sin clonar. Las 
reacciones de síntesis de cDNA se realizaron con el primer p27-3' y dsRNA de 
los aislamientos T55, K, T346, 50, T36, VT, C270-3, P6 y T305, 
respectivamente. Para la amplificación del gen se utilizó el par de primers 
p27-5' y p27-3'. Los productos obtenidos se purificaron por precipitación con 
PEGeooo y sales, se cuantificaron en gel de agarosa y se utilizaron como molde 
en reacciones de secuenciación realizadas con primers específicos del gen 
P27.

III.B.10 A) Anál isis  de  cro matogr amas  de  secu encia s  de  pr odu ctos  de  PCR

Cuando se secuencian directamente productos de PCR, sin pasar por la etapa 
de clonado, la existencia de más de un pico definido y de buena altura en el 
cromatograma puede deberse a la presencia de polimorfismos poblacionales. 
Pero, debido a características del kit de secuenciación empleado, la asignación 
de picos dudosos a polimorfismos es complicada. El uso de AmpliTaq FS y
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dideoxinucleótidos marcados produce picos muy bajos de G luego de A (Ag) y 
bajos luego de C (Cg) y T (Tg), Además, los picos de A y T son altos cuando 
preceden a G (gA y gT) (PE Applied Biosystem, 1996). Estas consideraciones 
deben tenerse en cuenta cuando analizan las secuencias y dificultan juzgar la 
veracidad de la asignación de los picos (base calling) cuando se trata de 
productos que no provienen de un clon sino de una población viral. En la figura 
III.B.13 se observa el cromatograma correspondiente a la porción inicial de la 
secuencia del aislamiento T305 y los picos donde la asignación de bases 
resulta dudosa se indican con flechas. De acuerdo a las consideraciones 
mencionadas y teniendo en cuenta que en la mayor parte de los casos están 
involucrados nucleótidos G, se podría asegurar la presencia de dicha base si el 
producto proviniera de un clon.

Para solucionar el problema de asignación de bases dudosas se realizaron 
reacciones en presencia de MnCh y citrato de sodio a una concentración final 
de 250 pM (Korch and Drabkin, 1999; fig. III.B.14). En estas condiciones la 
DNA polimerasa utilizada discrimina menos a los ddGTPs, especialmente a 
continuación de un dAMP no marcado, que si el buffer de reacción sólo 
contiene Mg2+.

Esta modificación experimental permitió homologar la altura de los distintos 
picos correspondientes a los cuatro ddNTPs. Mediante el uso de este protocolo 
alternativo se logró establecer que el problema de asignación de bases en los 
picos en cuestión se debía a una situación propia del sistema de secuenciación 
utilizado y se pudo determinar con exactitud las secuencias de los productos de 
PCR sin clonar.

III.B.11 ) Ensayo  de  prot ecc ión  a  RNas as

III.B.11 A) Prep ara ción  de  mol de s  de  transcrip ción  y  tran scr ipció n  in  vitro

Los pasos generales del ensayo de protección a RNasas se describen en la 
figura III.B.15. Los ensayos de transcripción in vitro se realizaron utilizando la 
RNA polimerasa del fago T7 y minipreparaciones de plásmidos recombinantes 
con insertos clonados en el vector pGEM-T Easy que posee el promotor 
reconocido por dicha enzima (fig. III.B.16). Para obtener transcriptos de 
longitud uniforme y acotada se realizó un corte con una endonucleasa de 
restricción en la región donde se deseaba que finalice la transcripción (run-off).
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Figura III.B.13: Sección inicial del cromatograma correspondiente a la secuencia del gen p27 del aislamiento 
T305. Reacción llevada a cabo sobre los productos de la reacción de amplificación inicial. Las flechas indican 
los picos dudosos que podrían deberse a la presencia de polimorfismos poblacionales.
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Figura III.B.14: Fragmento del cromatograma correspondiente a la secuencia del gen p27 en el aislamiento 
T305. La reacción se realizó en presencia de citrato de Na y MnCh Las flechas indican las posiciones donde 
se sospechaba la existencia de polimorfismos poblacionales.
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transcripción in vitro con T7 RNA polimerasa 
en presencia o ausencia 

de un ribonucléotido marcado

transcriptos marcados radiactivamente: transcripto no marcado:
clones 128 y 141 a (326 bases) clon 141 b (813 bases)

hibridación en solución:
a) transcriptos marcados + transcripto complementario no marcado 

b) transcriptos marcados + dsRNA viral

tratamiento con RNasas A y T1

resolución en gel de poliacrilamida 6% (38:2) 7M urea

autorradiog rafia

Figura III.B.15: Esquema representativo de las etapas seguidas en los ensayos de protección a RNasas.

Figura III.B.16: Secuencia del sitio múltiple de clonado (polylinkef) y de las regiones promotoras del vector 
pGEM-T Easy. La secuencia superior se corresponde con la de la hebra de RNA sintetizada por la RNA 
polimerasa de T7 y la inferior coincide con el transcripto generado por la RNA polimerasa de SP6. En azul se 
inican las Ts agregadas al sitio de corte de la enzima EcoR V para facilitar el clonado de productos de PCR 
producidos con Taq polimerasa. Los sitios EcoR I que flanquean al sitio de clonado se señalan en rojo.
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En este ensayo se utilizaron los clones 128 y 141 del aislamiento C269-6. A 
partir de los datos de secuencia se estableció que el clon 128 se ligó en la 
orientación "directa" (extremo 5' de la secuencia codificante del gen p27 
contiguo al promotor de T7) mientras que el clon 141 lo hizo en orientación 
“inversa” (extremo 5' de la hebra no codificante del gen p27 contiguo al 
promotor de T7). El molde de transcripción correspondiente al clon128 se 
preparó digiriendo 4 pg del plásmido recombinante con Bgl II. Una alícuota del 
producto de digestión se sometió a electroforesis para verificar el éxito de la 
reacción mientras que, a la fracción restante, se le realizó una extracción 
fenólica para eliminar la enzima. El DNA linealizado se precipitó con acetato de 
sodio (0,3 M) y etanol. Luego de la centrifugación (34.400 x g, a 4°C durante 20 
min) el pellet obtenido se lavó con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 
agua bidestilada estéril.

Como el clon 141 se ligó en orientación "inversa" y no se contaba con la RNA 
polimerasa del fago SP6 se realizó un experimento adicional para obtener un 
transcripto de igual polaridad y tamaño a partir del clon 141. El inserto de dicho 
clon se liberó por digestión con EcoR I (que tiene un sitio de corte a cada lado 
del polylinkery ninguno en la secuencia del clon) y se lo volvió a ligar al mismo 
vector de donde se lo liberó previamente. Con la mezcla de ligación se 
electrotransformaron bacterias competentes. La selección de los clones que 
presentaron el inserto en la orientación buscada se llevó a cabo por PCR, 
utilizando los primers correspondientes al promotor de T7 (primer sense, con 
sitio de annealing en el vector) e intp27-3' (antisense, específico de p27) que 
amplifican un producto de 538 pb. En cuatro de las diez colonias analizadas se 
obtuvo el producto deseado. Se seleccionó una de ellas para continuar con los 
experimentos. Se utilizó una alícuota de una minipreparación de DNA 
plasmídico de dicha colonia para la síntesis de transcriptos, de acuerdo a lo 
descripto para el clon 128.

Una vez obtenidos los moldes y ajustadas las condiciones de síntesis de 
transcriptos, se realizó el mismo procedimiento en presencia de un 
ribonucleótido marcado (5’a[32P]ATP). El tamaño e integridad de las ribosondas 
obtenidas se verificó por electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida 4% (38:2), TBE 1x, 7 M urea (fig. III.B.17). Los marcadores de 
PM utilizados también se sintetizaron, a partir de distintos moldes, por 
transcripción in vitro.

Como control interno del ensayo de protección se sintetizó un transcripto 
complementario a los marcados radiactivamente. Para ello se utilizó el clon 141 
en su orientación original (inversa). Se digirió una fracción de una 
minipreparación de DNA plasmídico de dicho clon con la enzima Pst I, que 
tiene un único sitio de reconocimiento en el polylinker del vector, del lado 
opuesto al del promotor de T7 (fig. III.B.16). Como Pst I genera extremos 3'
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extendidos, el molde digerido se incubó con el fragmento Klenow de la DNA 
polimerasa, en ausencia de nucleótidos, para producir la remoción de los 
mismos por medio de su actividad como exonucleasa 3’^5’. Posteriormente se 
agregaron nucleótidos para incentivar la actividad de síntesis de la enzima de 
modo de obtener fragmentos del mismo tamaño. A continuación se realizó la 
transcripción in vitro, en ausencia de nucleótidos marcados, y se obtuvo un 
transcripto del tamaño esperado (813 bases). Este último es complementario a 
los marcados y exactamente homólogo al transcripto minoritario (141). Por otro 
lado, difiere de la secuencia del clon mayoritario (128) en treinta nucleótidos. 
Por consiguiente se espera que la protección que brinde a los transcriptos 
marcados sea diferente: total al 141 y parcial al 128.

III.B.11B) Expe rim ento  de  prote cción

Para el ensayo de protección se utilizaron 50000 cpm de transcripto marcado 
por tubo (equivalentes a 5 a 10 fmoles de RNA, según el decaimiento del 
radiactivo) y transcripto frío complementario o dsRNA total del aislamiento 
C269-6. En ambos casos se emplearon dos relaciones molares con respecto al 
marcado (1:1 y 2:1). Los transcriptos se desnaturalizaron por calor (10 min a 
hervor en baño María) y se incubaron en buffer de hibridación durante 14 h a 
65°C. Posteriormente se realizó el tratamiento con RNasas (A y T1), en el 
buffer de digestión de las mismas, durante 1 h a 30°C. Las RNasas se 
inactivaron por incubación con SDS y se digirieron con proteinasa K, por medio 
de una incubación de 30 min a 37°C. Los productos de digestión se 
precipitaron con etanol, en presencia de tRNA "portador" (carrier) por 
incubación a -20°C durante 1 h y centrifugación a 34.400 x g durante 30 min a 
4°C. Los pellets resultantes se lavaron con etanol 70% frío, se secaron y se 
resuspendieron en buffer de siembra.

Se incluyeron distintos controles no tratados con RNasas: a) transcripto 
marcado solo, b) transcripto marcado con el agregado de transcripto no 
marcado complementario y c) transcripto marcado con la inclusión de dsRNA 
del aislamiento C269-6. Estos controles se procesaron de manera equivalente 
con la salvedad de la no inclusión de RNasas en el buffer de digestión.

Las cpm de cada tubo se determinaron por medición en un contador de 
centelleo líquido. Cantidades equivalentes de producto radiactivo se 
desnaturalizaron por calor en presencia de buffer de siembra y se sembraron 
en un gel desnaturalizante, semejante a los anteriormente descriptos. 
Completada la electroforesis, los geles resultantes se expusieron a placas 
autoradiográficas, que se conservaron el tiempo necesario a -80°C.
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Figura III.B.17: Análisis del tamaño e integridad 
de las sondas utilizadas en el ensayo de 
protección a RNasas. Gel desnaturalizante de 
poliacrilamida 4% (38:2)-TBE1x-7M urea. Calles 
1, 2, 3, 7 y 8, marcadores de PM, cuyos 
tamaños se indican en la figura. Calles 4, 5 y 6, 
transcriptos correspondientes a la región 5’ del 
gen p27 de los clones 141 (calles 4 y 5) y 128 
(calle 6) del aislamiento C269-6. Todos los 
transcriptos se sintetizaron in vitro con la RNA 
polimerasa de T7 en presencia de 5’a[32P]ATP.
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Capítulo  III
Sección  C: Resultad os  del  análisis  de  varia bilida d  inter  e 

INTRAPOBLACIONAL DEL GEN P27 EN AISLAMIENTOS DE CTV DE DISTINTO 
ORIGEN GEOGRÁFICO

III .C.1) Estudio  de  la  va ribil idad  del  gen  p27 por  aná lis is  de  SSCP

III .C.1A) Anális is  de  SSCP de  los  fragme ntos  a y  b de  los  distin tos  cl one s  
SELECCIONADOS

Obtenidos los productos de PCR correspondientes a la amplificación de los 
fragmentos A y B de la totalidad de los clones seleccionados para el presente 
estudio, se definieron las condiciones de resolución de SSCP para cada uno de 
ellos. Para que el análisis fuera representativo de la población viral se 
estudiaron los patrones de SSCP de ambos fragmentos en 27 clones del 
aislamiento T385 y 30 clones de cada uno de los restantes aislamientos 
seleccionados. En las condiciones experimentales descriptas se observaron, en 
la mayoría de los clones analizados, únicamente dos bandas discretas e 
intensas para ambos fragmentos (fig. III.C.la y b y III.C.2a y b). Estas bandas 
corresponden al confórmero mayoritario más estable para cada hebra de 
ssDNA. Este tipo de patrón de migración se encontró en la totalidad de los 
clones de los aislamientos T385, T312, T300 y C268-2 y en la mayor parte de 
los clones de los restantes aislamientos virales estudiados. Además se 
encontraron otros patrones de migración en algunos de los clones de los 
aislamientos T32, Pera GS, Baraó B, C269-6, Capaó Bonito y T388 (fig. III.C.3a 
y b). El análisis detallado de los patrones electroforéticos de ambos 
fragmentos, en cada uno de estos aislamientos se detalla a continuación:

T388: en uno de los clones analizados se observó una única banda de 
migración para el fragmento B. Este resultado indica que ambas hebras de 
ssDNA adoptan confórmeros que migran de manera indistinguible;

T32: en todos los clones se obtuvo, para el fragmento B, el patrón de dos 
bandas esperado, mientras que, para el fragmento A, la mayor parte de los 
clones mostró una tenue banda adicional. Este último tipo de patrón de 
migración (dos bandas intensas y una suave) se debe a que una de las hebras 
de ssDNA puede adoptar, además de la conformación más probable, una 
segunda conformación alternativa que tiene prácticamente la misma estabilidad 
térmica que la primera;

C269-6: para el fragmento B, en un solo clon se visualizó un patrón de tres 
bandas (la tercera muy tenue), mientras que para el fragmento A, alrededor del 
30% de los clones presentaron tres o más bandas de migración;
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Figura III.C.1: Patrones de SSCP correspondientes al fragmento A del gen p27. La electroforesis se realizó 
en geles nativos de poliacrilamida 12%-TBE 1x, en las condiciones previamente descriptas. Los geles se 
tiñeron con nitrato de plata, a: calles 1 a 14, patrones de SSCP de 14 clones del aislamiento T388. b: calles 1 
a 15, patrones de migración de 15 clones del aislamiento T312. Las puntas de flecha indican los distintos 
confórmeros adoptados por cada hebra de ssDNA. La banda que se observa en el frente de corrida del gel 
corresponde a dsDNA renaturalizado.

Figura III.C.2: Patrones de SSCP correspondientes al fragmento B del gen p27. La electroforesis se realizó 
en geles nativos de poliacrilamida 15%-TBE 1x, en las condiciones descriptas. Los geles se tiñeron con 
nitrato de plata, a: calles 1 a 15, patrones de SSCP correspondientes a 15 clones del aislamiento C269-6. 
b: calles 1 a 15, patrones de migración de 15 clones del aislamiento C268-2. Las puntas de flecha indican 
los distintos confórmeros adoptados por cada hebra de ssDNA. La banda que se observa en el frente de 
corrida del gel corresponde a dsDNA renaturalizado.
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Pera GS, Baraó B y Capaó Bonito: estos tres aislamientos, originarios de 
Brasil, se comportaron de manera particular en cuanto a los patrones de 
migración exhibidos. En el aislamiento Pera GS la mayor parte de los clones 
presentaron las dos bandas esperadas en ambos fragmentos. Por el contrario, 
en una elevada proporción de los clones de Baraó B y Capaó Bonito se 
observó un número de bandas mayor al esperado (tres, cuatro e incluso cinco, 
fig. III.C.3 a y b). Los resultados obtenidos en el caso de los aislamientos 
brasileños sugieren que, en las condiciones de análisis utilizadas (puestas a 
punto con clones de los aislamientos T312 y T388), existe más de una 
conformación probable para la secuencia del gen p27 presente en estos 
aislamientos. Es posible inferir, además, que las secuencias de estos dos 
aislamientos difieren significativamente de las de aquéllos utilizados en la 
puesta a punto de las condiciones de resolución de SSCP.

Los resultados del análisis de SSCP se resumen en las tablas III y IV. De la 
observación de las mismas se desprende que, para cada uno de los 
fragmentos del gen p27, existe un número variable de patrones y de clones 
incluidos en cada patrón (Tabla III).

Tabla III. Distribución de patrones de SSCP para los fragmentos A y B del gen 
p27 en diez aislamientos de CTV pertenecientes a biogrupos y orígenes distintos.

'valores expresados en cantidades 
yvalores expresados en porcentaje

fragmento A fragmento B

aislamiento
patrones 
obser-
vados2

distribución de clones en 
los patrones observados2

clon 
mayori- 
tario^

patrones 
obser-
vados2

distribución de clones en 
los patrones observados2

clon 
mayori- 
tario^

T32 (1) 6 (25,1,1,1,1,1) 83 8 (21,2,2,1,1,1,1,1) 70
T385 (1) 7 (17,3,2,2,1,1,1) 70 8 (18,3,1,1,1,1,1,1) 67
T300 (II) 7 (21,3,1,1,1,1,1,1) 70 10 (16,4,2,2,1,1,1,1,1,1) 47
T312(ll) 8 (21,2,2,1,1,1,1,1) 70 8 (18,4,2,2,1,1,1,1) 60

C268-2 (III) 6 (22,3,2,1,1,1) 73 3 (24,5,1) 80
PeraGS (III) 11 (12,8,2,1,1,1,1,1,1,1,1) 40 14 (12,5,2,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1) 40
C269-6 (IV) 8 (18,4,2,2,1,1,1,1) 60 8 (19,4,2,1,1,1,1,1) 63
Baraó B (IV) 8 (17,4,2,2,2,1,1,1) 57 12 (16,3,2,1,1,1,1,1,1,1,1,1) 53

Capaó 
Bonito (V)

4 (27,1,1,1) 90 6 (18,8,1,1,1,1) 60

T388 (V) 4 (23,4,2,1) 77 11 (15,3,2,2,2,1,1,1,1,1,1) 50

Para el fragmento A se encontró que el número de patrones varía entre cuatro 
(aislamientos Capaó Bonito y T388) y once (aislamiento Pera GS). Por otro 
lado, para el fragmento B se observó que el aislamiento C268-2 mostró el 
menor número de patrones (tres) mientras que el aislamiento Pera GS presentó 
la mayor cantidad de los mismos (catorce). Considerando el número de 
patrones, la mayor homogeneidad poblacional para el fragmento A se observó

91



Capítulo III C: Resultados

en los aislamientos pertenecientes al biogrupo V (Capaó Bonito y T388). Si se 
considera el gen completo, solamente el aislamiento brasileño mostró un 
número relativamente reducido de patrones en ambos fragmentos (Tabla III).

En general se observó un mayor número de patrones en el fragmento B; las 
excepciones a esta generalización son los aislamientos T312 y C269-6 que 
mostraron el mismo número de patrones para ambos fragmentos, y el 
aislamiento C268-2, que presentó más patrones en el fragmento A que en el B.

Para ambos fragmentos del gen p27 se encontró que, en todos los aislamientos 
estudiados, la mayoría de los clones que componen un aislamiento comparten 
el mismo patrón de migración (patrón mayoritario o haplotipo mayoritario). Este 
resultado es coincidente con uno de los patrones de distribución de clones 
observado cuando se analizaron los genes p18 y p20 de CTV (Ayllón et al., 
1999). Los restantes patrones están compuestos por un único clon o por un 
número reducido de ellos. Las excepciones son: el fragmento A del aislamiento 
Pera GS y el fragmento B del aislamiento Capaó Bonito ya que, en estos 
casos, el segundo patrón en importancia incluye al 27% de los clones.

A partir de los datos obtenidos se realizó, además, el análisis de la variabilidad 
conjunta del gen p27. Para ello se determinó tanto el número de clones que 
muestran variación en uno o ambos fragmentos como el número de clones que 
no muestran variación (exhiben el patrón mayoritario de migración en ambos 
fragmentos). Los datos obtenidos se muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Distribución de la variación de patrones de SSCP del gen p27 en los 
diez aislamientos de CTV analizados.

'valores expresados en cantidades

aislamiento
clones con 
variación 

únicamente en Az

clones clon 
variación 

únicamente en Bz

clones con 
variación en ambos 
fragmentos (A y B)z

clones sin 
variación (clon 
mayoritario)2

clon 
mayoritario 

(%)
T32 (I) 4 8 1 17 56,7

T385 (I) 6 5 4 12 44,4
T300 (II) 6 12 2 10 33,3
T312 (II) 4 7 5 14 46,7

C268-2 (III) 4 2 4 20 66,7
PeraGS (III) 6 6 12 6 20
C269-6 (IV) 6 6 5 13 43,3
Baraó B (IV) 7 8 6 9 30

Capaó Bonito (V) 1 10 2 17 56,7
T388(V) 4 12 3 11 36,7

El número de clones que muestran variación en ambos fragmentos oscila entre 
uno (T32) y doce (Pera GS), representando el 3,33% y el 40% del total, 
respectivamente. Por otro lado se observó que la cantidad de clones sin
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variación en ambos fragmentos se encuentra entre seis (Pera GS) y veinte 
(C268-2) representando el 20% y el 66,7% de la población analizada de ambos 
aislamientos, respectivamente. Si se considera únicamente el haplotipo 
mayoritario se encuentran aislamientos donde dicho haplotipo incluye a más 
del 50% de los clones (T32, C268-2 y Capaó Bonito), a una cantidad 
comprendida entre el 40 y 50% de los clones (T385, T312 y C269-6) y a menos 
del 40% de los clones (T300, Pera GS, Baraó B y T388). No es posible 
establecer una correlación entre el biogrupo y la abundancia relativa del 
haplotipo mayoritario, ya que en el primer grupo se encuentran aislamientos de 
los biogrupos I (T32), III (C268-2) y V (Capaó Bonito) mientras que en el último 
se agrupan aislamientos de los biogrupos II (T300), III (PeraGS), IV (Baraó B) y 
V (T388). Tampoco el origen geográfico se correlaciona con la abundancia del 
haplotipo mayoritario dentro de un aislamiento determinado. Los aislamientos 
que presentan un haplotipo que incluye a un alto porcentaje de clones son 
originarios de España, Argentina y Brasil, respectivamente, mientras que los 
que tienen un haplotipo mayoritario que involucra a menos del 40% de los 
clones provienen de España y Brasil.

III.C.1B) SSCP COMPARATIVO ENTRE CLONES REPRESENTATIVOS DE LOS PATRONES 

MAYORITARIOS DE CADA AISLAMIENTO

La finalidad de este análisis es comparar los patrones de SSCP de los 
haplotipos mayoritarios de los distintos aislamientos virales. Se analizaron los 
productos de amplificación de los fragmentos A y B correspondientes a los diez 
clones elegidos en las condiciones antes especificadas. Los resultados 
obtenidos se muestran en las figuras III.C.4a y b. Para ambos fragmentos los 
aislamientos de los biogrupos débiles (I y II) mostraron patrones idénticos, con 
excepción del clon representativo del aislamiento T300, que exhibió un patrón 
levemente diferente en el fragmento A (fig. III.C.4a y b). En los restantes 
aislamientos se observaron patrones de migración diferentes para cada uno de 
ellos en ambos fragmentos. Los aislamientos del biogrupo III, Pera GS y 
C268-2, presentaron patrones semejantes para el fragmento A pero 
notoriamente diferentes para el B. Del mismo modo, los patrones de los dos 
aislamientos del biogrupo IV, Baraó B y C269-6 son semejantes en el 
fragmento A y diferentes en el B (fig. III.C.4a y b). Del análisis de los geles se 
desprende que las secuencias de los clones representativos de los 
aislamientos débiles (biogrupos I y II) deben ser idénticas o al menos muy 
semejantes ya que los fragmentos exhiben los mismos patrones de migración. 
Por el contrario, es de esperar que las secuencias de los clones 
representativos de los haplotipos de los restantes aislamientos no sean 
idénticas ya que no se observaron patrones de migración semejantes.
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Figura III.C.3: Patrones de SSCP con confórmeros 
adicionales. Geles nativos de poliacrilamida 15%-TBE 1x 
teñidos con nitrato de plata, a: calles 1 a 7, patrones de 
SSCP del fragmento B del gen p27 en siete clones (12, 
13, 14, 16, 20, 22 y 23, respectivamente) del aislamiento 
Baraó B. En las calles 3, 4 y 7 se observa la presencia de 
una banda adicional tenue, b: calles 1 a 5, patrones de 
SSCP del fragmento B correspondientes a cinco clones 
(21, 22, 25, 26 y 27, respectivamente) del aislamiento 
Capad Bonito. En las calles 1, 4 y 5 se observa la 
presencia de dos confórmeros adicionales, más tenues. 
En la calle 2 se encuentra una banda adicional tenue 
mientras que en la muestra de la calle 3 una de las 
hebras de ssDNA adoptó cuatro confórmeros diferentes e 
igualmente intensos. Con puntas de flechas se señalan 
los confórmeros adicionales.

Figura III.C.4: Análisis comparativo de patrones mayoritarios de SSCP de aislamientos de distinto origen 
geográfico, a: fragmento A del gen p27 resuelto en gel nativo de poliacrilamida 12%-TBE 1x, teñido con 
nitrato de plata, b: fragmento B del gen p27 resuelto en gel de poliacrilamida nativa 15%-TBE 1x, teñido con 
nitrato de plata.
En a y b se sembró material correspondiente a los clones mayoritarios secuenciados: 7 (T32), 2 (T385), 
1 (T312), 4 (T300), 1 (Pera GS), 6 (C268-2), 5 (C269-6), 9 (Baraó B), 3 (T388) y 1 (Capaó Bonito). La banda 
que se observa en el frente de corrida corresponde a dsDNA, producto de la renaturalización de las hebras 
de ssDNA.

94



Capítulo III C: Resultados

III.C.2) Anális is  de  sec uen cias  nuc leo tídi cas  y  amino ac ídi ca s deduci das  del  
GEN P27 DE CLONES REPRESENTATIVOS DE LOS HAPLOTIPOS MAYORITARIOS

III .C.2A) Sec ue nc iac ión

Con el fin de profundizar el estudio de variabilidad del gen p27, se seleccionó y 
secuenció un clon representativo del haplotipo mayoritario de cada aislamiento 
(clones 7, 2, 4, 1, 1, 6, 9, 5, 4 y 1 de los aislamientos T32, T385, T300, T312, 
Pera GS, C268-2, Baraó B, C269-6, T388 y Capaó Bonito, respectivamente). 
La secuencia completa de cada clon se estableció por medio del uso de 
distintos programas del paquete GCG. Posteriormente se realizaron 
comparaciones de las secuencias entre sí y con la secuencia correspondiente 
del aislamiento T36 (Karasev et al., 1995).

III .C.2B) Alinea mient o  múl tipl e de  secu encia s  nucl eotídic as

Con las secuencias nucleotídicas obtenidas se realizó un alineamiento múltiple 
utilizando el programa CLUSTAL W (fig. III.C.5). En dicho alineamiento se 
observa que las secuencias de tres de los aislamientos sudamericanos, 
C269-6, Baraó B y Capaó Bonito (biogrupos IV y V), son semejantes, ya que 
comparten las mayor parte de los cambios con respecto a la secuencia 
consenso generada. Los dos aislamientos del biogrupo III, C268-2 y Pera GS, 
también de origen sudamericano, muestran un comportamiento intermedio 
entre los aislamientos severos americanos y los débiles españoles. Presentan 
algunos cambios en común con los severos y tienen además diez cambios 
propios y compartidos. También muestran cambios individuales con respecto al 
consenso. En el aislamiento T388, derivado del aislamiento severo japonés 
T387 y multiplicado en España, se conservan seis de los cambios de los 
aislamientos severos latinoamericanos, cuatro de los cambios de los 
aislamientos débiles y aparecen once cambios propios. Las secuencias de los 
cuatro aislamientos débiles de origen español son muy semejantes entre sí, lo 
cual concuerda con los patrones de SSCP de los clones representativos del 
patrón mayoritario (fig. III.C.4a y b). La secuencia mayoritaria del aislamiento 
T300 presenta dos cambios en los primeros 461 nt, uno de ellos compartido 
con T312, por lo cual es lógico inferir que el no compartido es responsable de 
la diferencia de movilidad (fig. III.C.4a). Por otro lado para el fragmento A, los 
aislamientos T385 y T32 difieren de la secuencia de T300 y T312 en 1 y 2 nt, 
respectivamente. En el fragmento B, la secuencia de los aislamientos T312 y 
T300 es exactamente igual, mientras que la de T32 y T385 difiere en 1 nt de las 
restantes (y entre sí). Es interesante destacar que el cambio compartido por 
T300 y T312 en el fragmento A, así como los dos cambios de T32 y el único de 
T385 no se detectan en el análisis de SSCP. Del mismo modo las mutaciones 
puntuales presentes en T385 y T32 en el fragmento B, tampoco se discriminan. 
Si bien la técnica es muy sensible, es necesario que las mutaciones afecten a 
la estructura de los confórmeros para ser detectadas.
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Figura III.C.5: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas del gen p27 correspondientes a clones 
representativos de los haplotipos mayoritarios de los distintos aislamientos analizados. Se realizó con el 
programa CLUSTAL W.
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III.C.2C) Anális is  filogén etico  de  se cue nci as  nucl eotídic as

Con el fin de establecer las relaciones existentes entre los aislamientos 
analizados se utilizó el alineamiento múltiple de la figura III.C.5 como archivo 
de entrada para la búsqueda de árboles filogenéticos con el programa PAUP*. 
La búsqueda de árboles filogenéticos se realizó tanto por el método de 
neighbor-joining (NJ) como bajo los criterios de parsimonia (P) y maximum 
likelihood (ML). En las búsquedas de acuerdo al criterio de ML se utilizaron los 
parámetros del modelo general-times-reversible (GTR), con inclusión de la 
distribución r con un a=0,5. El análisis se realizó con y sin inclusión de la 
secuencia del gen p24 de BYV (dCP) como grupo externo (outgroup). Tal como 
se mencionó anteriormente, la inclusión del grupo externo comprime las 
distancias entre los aislamientos analizados pero la topología global del árbol 
se mantiene.

Los datos de secuencia de los haplotipos mayoritarios de los aislamientos 
analizados se utilizaron para realizar las búsquedas, empleando los métodos 
antes descriptos. Con dichas secuencias se obtuvo, bajo ML, un único árbol 
con un score de 1509,57. Cuando se utilizó el criterio de parsimonia se 
obtuvieron tres árboles, en los cuales variaba la posición relativa de los 
aislamientos severos. Con dichos árboles se generó un consenso. El árbol que 
se observa en la figura III.C.6 corresponde a uno de los árboles obtenidos bajo 
parsimonia, topológicamente igual al de ML. Los valores que se muestras en la 
figura corresponden al bootstraping de las ramas individuales. El árbol obtenido 
por NJ es topológicamente semejante a los restantes y la distribución de las 
ramas es la misma. La inclusión de la secuencia de p24 como grupo externo 
generó árboles con la misma distribución de las ramas internas.

En la figura III.C.6 se observa claramente que tres de los cuatro aislamientos 
de los biogrupos severos, C269-6, Baraó B y Capaó Bonito, forman un grupo 
bien definido que se encuentra muy separado de los demás. Un segundo grupo 
está formado por los aislamientos del biogrupo III, Pera GS y C268-2. Luego se 
encuentra el aislamiento T388 (V), los dos aislamientos del biogrupo II (T300 y 
T312) y ambos aislamientos del biogrupo I (T385 y T32). Es decir que los 
aislamientos se ordenan de acuerdo al biogrupo al que pertenecen, sugiriendo 
la existencia de una correlación entre secuencia del gen p27 y características 
biológicas del aislamiento. El único aislamiento que no responde directamente 
a este tipo de patrón es T388, ya que a pesar de corresponder al biogrupo V se 
agrupa más próximo a los aislamientos débiles que a los severos. Por otro 
lado, los dos aislamientos del biogrupo III forman un grupo definido a pesar de 
tener un origen geográfico diferente (Argentina y Brasil). El agrupamiento 
existente entre estos ambos aislamientos no se alteró a pesar de la inclusión 
de otros aislamientos de Argentina y Brasil. De igual manera, los aislamientos 
de los biogrupos débiles que comparten el mismo origen geográfico (España)

99



Capítulo III C: Resultados

se ordenan de acuerdo al biogrupo al que pertenecen, T300 y T312, del 
biogrupo II, en una rama y T32 y T385, del biogrupo I en otra rama más interna. 
Estos datos apoyan la hipótesis de que el origen geográfico no estaría 
condicionando el agrupamiento.

Figura III.C.6: Análisis filogenético de secuencias nucleotídicas de clones representativos de los patrones 
mayoritarios de SSCP de los distintos aislamientos analizados. El árbol no enraizado se realizó con el 
programa PAUP*. Los valores corresponden a un bootstrapping de 100 réplicas. En azul, verde, gris, lila y 
rojo se indican los aislamientos de los biogrupos I, II, III, IV y V, respectivamente.

III.C.2D) Aline amiento  múl tipl e  de  se cu en cia s  aminoacídica s  dedu cida s

Con respecto a las secuencias aminoacídicas deducidas (fig. III.C.7) se 
observó también que los aislamientos débiles se agrupan entre sí y que los 
aislamientos moderados comparten dos de los cambios con respecto a la 
secuencia consenso generada. Por otro lado, los aislamientos que presentan 
más cambios respecto de dicha secuencia son Baraó B y T388.
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Figura III.C.7: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas deducidas de los clones representativos de 
haplotipos mayoritarios en los aislamientos analizados. Los asteriscos indican identidad y los cambios 
conservativos se representan por uno o dos puntos, de acuerdo al grado de conservación. Se realizó con el 
programa CLUSTAL W y se visualizó con el programa Jalview. El esquema de colores corresponde a Zappo.
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En los cuatro aislamientos débiles se observaron cuatro cambios conjuntos con 
respecto a la secuencia consenso, en las posiciones 9 (N->K), 67 (H—>Y), 
77 (A-^T) y 104 (T->l) de la proteína P27. De los cambios mencionados sólo el 
segundo es conservativo mientras que los restantes no lo son. El aislamiento 
T32 mostró además tres cambios adicionales en las posiciones 97 (V-^l), 
141 (E-»K) y 177 (G^R); los dos primeros son conservativos mientras que el 
restante no lo es. Para los aislamientos moderados se encontraron dos 
cambios comunes con respecto a la secuencia consenso en las posiciones 
10 (I—>T, no conservativo) y 30 (V->l, conservativo); además, el aislamiento 
C268-2 presenta un cambio conservativo adicional en la posición 86 (R->K). En 
el aislamiento Baraó B se observó la aparición de cambios comunes con los 
aislamientos C269-6 y Capaó Bonito y cambios adicionales en las posiciones 
26 (C^Y), 139 (V—>l), 161 (S^E) y 232 (S-»N). De estos últimos, sólo los de 
las posiciones 139 y 232 son conservativos. Para el aislamiento T388 se 
encontró un cambio común con los aislamientos débiles con respecto a la 
secuencia consenso (posición 9) y cuatro cambios propios en las posiciones 16 
(N->D, cambio conservativo), 35 (T^A), 196 (P-^S) y 228 (A^T); los tres 
últimos son no conservativos. En los aislamientos C269-6, Capaó Bonito y 
Baraó B se observó aparición de dos cambios comunes adicionales al de la 
posición 9, uno de ellos es no conservativo (posición 125, L^S) mientras que 
el restante es conservativo (posición 130, L^M).

También se analizó la secuencia de las cuatro regiones conservadas entre 
ambas proteínas de cubierta virales. La región I consta de tres residuos (WF) 
correspondientes a las posiciones 133 a 135. Las siguientes regiones 
conservadas (II y III) se extienden entre los aminoácidos 149 a 152 (NALR) y 
192 a 198 (ADFLSGS) respectivamente. En estas secuencias se indican en 
negrita los residuos conservados en las proteínas de cubierta de todos los virus 
flexuosos. Como se describió anteriormente, el grado de conservación de estos 
residuos indicaría su importancia para el plegamiento de las proteínas de 
cubierta de virus no icosaédricos. En el extremo C-terminal se encuentra la 
región IV, que se extiende desde el residuo 232 hasta el anteúltimo aminoácido 
de la proteína (NLRDLGKY). En los diez aislamientos analizados se conserva 
la totalidad de estos residuos, con la única excepción de un cambio 
conservativo P por S, en la posición 196 del aislamiento T388. Estos datos 
indicarían que existe una fuerte presión sobre esta proteína, que impide la 
presencia de mutaciones que pudieran afectar la estructura o función de la 
misma.

III.C.2E) Anális is comp ar ativ o de la s sec uenc ias nucl eotídica s y  
AMINOACÍDICAS DEDUCIDAS DE LOS CLONES MAYORITARIOS DE CADA AISLAMIENTO

Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de los clones 
representativos de los haplotipos mayoritarios de cada aislamiento se
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compararon entre sí, para establecer los valores de identidad nucleotídica y de 
identidad y similitud aminoacídica, respectivamente (Tabla V).

Los valores de identidad nucleotídica oscilan entre 91% (entre Baraó B y 
C268-2) y 99,9% (entre los aislamientos T312 y T300). En tanto que los valores 
de similitud e identidad de secuencias aminoacídicas deducidas son superiores 
a 96,3 y 94,6%, respectivamente. Los cuatro aislamientos débiles (biogrupos I y 
II), muestran valores de identidad y similitud muy elevados. Los pocos cambios 
nucleotídicos encontrados entre las secuencias de clones representativos de 
los haplotipos mayoritarios de los aislamientos T385, T300 y T312 son, 
además, conservativos y los valores de identidad son del 100%. El carácter 
conservativo de los cambios nucleotídicos es aún más notorio en el caso de los 
aislamientos moderados y severos. Por ejemplo, al comparar las secuencias 
nucleotídicas de los clones mayoritarios de los aislamientos C269-6 (IV) y 
C268-2 (III) se obtienen valores de identidad nucleotídica del 91,7% mientras 
que, a nivel aminoacídico los valores de similitud e identidad son de 99,2 y 
97,9%, respectivamente.

Tabla V. Valores de identidad de secuencias nucleotídicas y de similitud e 
identidad de secuencias aminoacídicas deducidas, de los clones representativos 
de los haplotipos mayoritarios en aislamientos de CTV.

zpanel superior: valores de homología de secuencia nucleotídica expresados en porcentaje.
ypanel inferior: valores de similitud (porción superior) y de identidad (porción inferior) de secuencias aminoacídicas 
deducidas. Los valores se expresan en porcentaje.
En intensidades crecientes de grises se representan valores crecientes de homología, similitud e identidad. En azul, verde, 
gris, lila y rojo se indican los aislamientos de los biogrupos I, II, III, IV y V, respectivamente.

T32 T385 | T300 T312 PeraGS C268-2 C269-6 BaraóB T388 CapadB
T32 99,2Z 99,2 99,3 95,6 95,6 92 91,3 96,7 92,1
T385 99,2/ 99,4 99,6 96,1 95,9 92,1 91,6 97 92,4

98,8
T300 99,2 100 99,9 96,4 96,1 92,3 91,6 97,2 92,4

98,8 100
T312 99,2 100 100 96,5 96,3 92,4 91,7 97,4 92,5

98,8 100 100
PeraGS 97,5 98,3 98,3 98,3 99,2 92,1 91,4 96,4 92,3

96,3 97,5 97,5 97,5
C268-2 97,5 98,3 98,3 98,3 100 91,7 91 96,4 91,9

96,3 97,1 97,1 97,1 wl __
C269-6 97,5 98,3 98,3 98,3 99,2 99,2 98,7 92 99,5

96,3 97,5 97,5 97,5 98,3 97,9
BaradB 96,3 97,1 97,1 97,1 97,9 97,9 98,8 91,8 99

94,6 95,6 95,6 95,6 96,7 96,3 98,3
T388 96,7 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 96,3 92,4

95,8 97,1 97,1 97,1 97,1 97,1 97,1 95,4
CapadB 97,5 98,3 98,3 98,3 99,2 99,2 100 98,8 97,5

96,3 97,5 97,5 97,5 98,3 97,9 100 98,3 97,1
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En la figura III.C.8 se representan gráficamente las comparaciones entre las 
secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de los clones representativos de los 
aislamientos de CTV analizados y la secuencia consenso generada al realizar 
los alineamientos múltiples de las figuras III.C.5 y 7. Dicha secuencia se tomó 
como valor del 100% para realizar el gráfico. Para las secuencias nucleotídicas 
se usó el código de ambigüedad de nucleótidos en aquellas posiciones donde 
existe el mismo número de secuencias con bases distintas (28, k; 67, r; 121, y; 
382, y; 490, r). En el caso de las secuencias aminoacídicas deducidas se 
introdujo una indefinición (X) en la posición 9, ya que cinco secuencias 
presentan N en esa posición y otras cinco presentan K.

Figura III.C.8: Representación esquemática de la variabilidad poblacional del gen p27 entre aislamientos de 
CTV pertenecientes a distintos biogrupos y de diversos orígenes. Los aislamientos están ordenados por 
severidad creciente. Eje Y: valores de porcentaje comprendidos entre 90 y 100. Se indican valores de 
identidad de secuencias nucleotídicas (celeste) y de similitud (amarillo) e identidad (bordó) de secuencias 
aminoacídicas deducidas entre los clones mayoritarios y la secuencia consenso generada por el programa 
CLUSTAL W.

III.C.3) Estu dio  de  la  varia bilida d  intra pobl acion al  de l  gen  p27

III.C.3A) Secuen ciación  de cl one s rep res enta tivos  de los  hap lotipos  
minorita rios  de  ca da  ais la mie nto

Para estudiar la variabilidad intrapoblacional del gen p27 se secuenciaron 
clones representativos de los patrones minoritarios de SSCP de cada 
aislamiento. Se seleccionaron aquellos patrones minoritarios que 
comprendieran al menos el 10% de los clones del aislamiento. Este criterio se 
utilizó para el análisis de ambos fragmentos del gen por separado. Los clones 
elegidos se detallan en la tabla VI.

En algunos aislamientos ningún patrón minoritario incluyó, al menos, a tres 
clones (10%). Esta situación se encontró para el fragmento A en T312 y Capaó 
Bonito y para ambos fragmentos en T32. En todos los aislamientos restantes 
se encontró un solo patrón que incluyó por lo menos un 10% de los clones. En
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los aislamientos C268-2 y Baraó B se seleccionó el mismo clon como 
representativo del patrón minoritario más importante para ambos fragmentos, 
mientras que en los aislamientos restantes los patrones minoritarios no 
involucraron a ambos fragmentos del gen.

Tabla VI. Clones representativos de los patrones minoritarios de los distintos 
aislamientos seleccionados para secuenciación.

zentre paréntesis se indica el biogrupo al que pertenece el aislamiento 
yse indica la cantidad de clones seleccionados y entre paréntesis el nombre del clon y la frecuencia del patrón que 
representa (expresada en porcentaje)

Aislamiento fragmento A fragmento B
T32 (l)z ninguno ninguno
T385 (1) 1y (clon 24; 11,1%) 1 (clon 4; 11,1%)
T312(ll) ninguno 1 (clon 20; 13,3%)
T300 (II) 1 (clon 1; 10%) 1 (clon 13; 13,3%)

C268-2 (III) 1 (clon 3; 10%) 1 (clon 3; 16,6%)
Pera GS (III) 1 (clon 36; 26,6%) 1 (clon 38; 16,6%)
C269-6 (IV) 1 (clon 43; 13,3%) 1 (clon 47; 13,3%)
Baraó B (IV) 1 (clon 44; 13,3%) 1 (clon 44; 10%)

Capaó Bonito (V) ninguno 1 (clon 4; 26,6%)
T388 (V) 1 (clon 17, 13,3%) 1 (clon 10; 13,3%)

En la mayor parte de los aislamientos, el segundo patrón en importancia no 
incluye a un número superior al 17% de los clones. Las excepciones son: el 
fragmento A en el aislamiento Pera GS y el fragmento B en el aislamiento 
Capaó Bonito, ya que en ambos casos el segundo patrón incluye al 26,6% de 
los clones.

III.C.3B) Com pa ra ció n  de  se cu en cia s  nucle otídica s  y  amin oacídic as  dedu cida s  
DE CLONES REPRESENTATIVOS DE LOS PATRONES MINORITARIOS DE SSCP

La variabilidad intrapoblacional de cada aislamiento se determinó por medio de 
la comparación entre las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas 
de los clones representativos de los patrones mayoritario y minoritario de SSCP 
de cada aislamiento. Para el estudio se analizaron ambos fragmentos del gen 
p27 por separado. De acuerdo a los resultados obtenidos en el análisis de 
SSCP y a las condiciones que se impusieron para la secuenciación de clones 
minoritarios se encontraron tres tipos de situaciones: a) aislamientos sin 
variabilidad intrapoblacional, donde ningún patrón minoritario incluye al menos 
al 10% de los clones; b) aislamientos con variabilidad en un solo fragmento y 
c) aislamientos con variabilidad en ambos fragmentos. La primera situación 
descripta corresponde al aislamiento T32 (biogrupo I), mientras que en el 
segundo grupo se encuentran los aislamientos T312 (II) y Capaó Bonito (V), 
que mostraron variación intrapoblacional únicamente en el fragmento B (Tabla 
VI). El resto de los aislamientos muestra variación en ambos fragmentos.
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En las figuras III.C.9 y III.C.10 se representa gráficamente la variabilidad 
intrapoblacional existente para los fragmentos A y B del gen p27 en los 
aislamientos analizados en esta sección. Los valores corresponden a la 
comparación entre las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de 
los clones minoritario y mayoritario de cada aislamiento. El número situado 
debajo de cada columna indica la cantidad de cambios nucleotídicos que 
mostró la secuencia del clon minoritario con respecto a la del mayoritario.

En el aislamiento T385 (biogrupo I) se encontraron variantes poblacionales en 
ambos fragmentos. En los dos casos las variaciones son mínimas (2 bases) 
pero las mutaciones no son silenciosas ya que afectan a la secuencia proteica 
deducida (fig. III.C.9 y 10).

Figura III.C.9: Variabilidad intrapoblacional del fragmento A del gen p27 en los aislamientos analizados. Las 
columnas en celeste indican valores de identidad de secuencias nucleotídicas. Las columnas en amarillo y 
bordó muestran valores de similitud e identidad de secuencias aminoacídicas, respectivamente. Los valores 
surgen de la comparación entre los clones minoritario y mayoritario de cada aislamiento. En el eje Y se 
representan valores de porcentaje comprendidos entre 85 y 100. Entre paréntesis se indica el número de 
cambios de secuencia nucleotídica con respecto al clon mayoritario.

En el aislamiento T300 (biogrupo II) se observaron una serie de clones con 
patrón distinto al mayoritario. Tres clones se incluyeron dentro del patrón 
minoritario más importante (1, 9 y 18) en el fragmento A mientras que para el 
fragmento B el grupo minoritario principal se compuso de cuatro clones (13, 14, 
20 y 24). Para el estudio de secuencia se eligieron los clones 1 y 13, que 
muestran cambios en un único fragmento. En ambos casos se encontró un 
único cambio (fig. III.C.9 y 10). La mutación presente en el clon 1 es silenciosa, 
ya que no altera a la secuencia proteica, en tanto que en el clon 13 se produce 
un cambio aminoacídico conservativo.
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En los aislamientos del biogrupo III, Pera GS y C268-2, se encontraron 
variantes en ambos fragmentos del gen p27. El aislamiento Pera GS presentó 
la variabilidad intrapoblacional más elevada, ya que para los fragmentos A y B 
se encontraron patrones minoritarios que incluían a ocho (11, 12, 15, 22, 28, 
36, 39 y 40) y cinco (3, 8, 16, 22 y 38) clones, respectivamente. Se 
secuenciaron los clones 36 y 38. Como se observa en las figuras III.C.9 y 10, 
en este aislamiento existen dos tipos de situaciones: para el fragmento A, el 
clon representativo del haplotipo minoritario principal sólo presentó un cambio, 
que afecta a la secuencia aminoacídica deducida. Para el fragmento B, el clon 
38 presentó diecinueve cambios, pero todos son silenciosos. Por los resultados 
antes expuestos y considerando que ambos clones presentan variación en 
ambos fragmentos, se obtuvo la secuencia completa de los mismos. El clon 36 
presentó solamente dos cambios en su secuencia, con 99,6% de identidad de 
secuencia nucleotídica y 98,8% de similitud e identidad aminoacídica con el 
clon 1, representativo del patrón mayoritario del aislamiento. Como una 
particularidad de la secuencia de este clon, uno de los dos cambios puntuales 
produce la aparición de un codón de terminación dos residuos antes de lo 
previsto. En la secuencia del clon 38 se detectaron cincuenta y siete cambios 
puntuales. La mayor parte de estas mutaciones son silenciosas y los valores de 
similitud e identidad de secuencias aminoacídicas deducidas siguen siendo 
elevadas, 98,8 y 97,9%, respectivamente.

Figura III.C.10: Variabilidad intrapoblacional del fragmento B del gen p17 en los aislamientos analizados. Se 
expresan valores de identidad de secuencias nucleotídicas (barras en celeste) y de similitud e identidad de 
secuencias aminoacídicas deducidas (barras en amarillo y bordó, respectivamente). Los valores representados 
se originan en la comparación entre los clones mayoritario y minoritario de cada aislamiento. Eje Y: valores de 
porcentaje comprendidos entre 85 y 100. Entre paréntesis se indica el número de cambios de secuencia 
nucleotídica con respecto al clon mayoritario.
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Los patrones minoritarios principales del aislamiento C268-2 están compuestos 
de tres (3, 4 y 7) y cinco (3, 4, 8, 11 y 29) clones respectivamente. Las figuras 
III.C.9 y 10 muestran los resultados obtenidos al comparar las secuencias de 
los clones mayoritario (6) y minoritario (3). Se encontró que el clon 3 presenta 
un gran número de cambios (36 en el fragmento A y 21 en el fragmento B) con 
respecto al mayoritario, aunque, la mayoría de ellos no incide en la secuencia 
aminoacídica.

En el aislamiento C269-6 el patrón minoritario más importante comprende 
cuatro clones en cada uno de los fragmentos (1, 18, 24 y 43, frag. A y 4, 16, 19 
y 47, frag. B). Para analizar la variabilidad intrapoblacional de dicho aislamiento 
se secuenciaron los clones 43 y 47. Nuevamente se encontraron datos 
aparentemente contradictorios ya que para el fragmento A se halló un gran 
número de cambios, mientras que en el B sólo hubo uno. Como el clon 43 
también presentó variación en la migración del fragmento B, se completó su 
secuencia y se observó una elevada frecuencia de cambios también en esa 
porción del gen. Globalmente, el clon 43 presentó setenta y ocho cambios, con 
valores de identidad nucleotídica del 89,2% y de similitud e identidad del 97,5 y 
97,1% respectivamente. En este caso también se mantuvo la tendencia de que 
la mayoría de las mutaciones ’'permitidas" en la población viral son silenciosas. 
El otro aislamiento del biogrupo IV, Baraó B, mostró que los patrones 
minoritarios más importantes de ambos fragmentos están compuestos por 
cuatro (5, 12, 32 y 44) y tres (5, 12 y 44) clones, respectivamente. Con la 
finalidad de analizar la variabilidad intrapoblacional del mismo se secuenció 
completamente el clon 44, que presentó variación en su patrón de migración en 
ambos fragmentos. En este caso se encontró una gran cantidad de cambios, la 
mayoría silenciosos (fig. III.C.8 y 9).

En el aislamiento T388 (V) los patrones minoritarios con mayor representación 
poblacional para ambos fragmentos incluyen cuatro clones (12, 17, 38 y 55, 
para Ay 9, 10, 17y19 para B). Se secuenciaron los clones 17 (frag. A) y 10 
(frag. B) (fig. III.C.9 y 10) y se encontró que ambos presentaron cambios 
mínimos con respecto al clon mayoritario, que afectaron a la secuencia 
aminoacídica deducida, produciéndose un cambio conservativo y uno no 
conservativo en el clon 17 y dos cambios no conservativos en el clon 10.

Tal como se describió anteriormente, los aislamientos T312 (biogrupo II) y 
Capaó Bonito (biogrupo V) sólo presentaron variabilidad intrapoblacional en el 
fragmento B. Para el aislamiento T312, en el patrón minoritario principal de 
dicho fragmento se encontraron cuatro clones (13, 14, 20 y 24), uno de los 
cuales se secuenció (clon 20, fig. III.C.10). El clon presentó dos mutaciones 
silenciosas en el fragmento B y mostró variación en la migración del fragmento 
A. En el aislamiento Capaó Bonito se observó una gran homogeneidad en el 
fragmento A (sólo tres clones con migración diferente al mayoritario y distintos
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entre sí) mientras que el patrón minoritario principal del fragmento B incluyó 
ocho clones (4, 10, 17, 25, 30, 33, 39 y 40), que además no presentaron 
variación en el fragmento restante. Para analizar la variabilidad intrapoblacional 
en este aislamiento, se secuenció el fragmento B del clon 4. Tal como se 
observa en la figura III.C.10 este clon sólo presentó dos cambios nucleotídicos 
con respecto al clon mayoritario del aislamiento. En resultados obtenidos en 
paralelo con aislamientos virales de campo (sección D de resultados) se 
encontró que estos últimos suelen contener variantes muy diferentes respecto 
de la secuencia predominante del aislamiento. Por ello se secuenciaron los dos 
clones minoritarios del aislamiento Capaó Bonito que mostraron variación en 
ambos fragmentos (clones 21 y 22). Estas secuencias se compararon con la 
secuencia mayoritaria (clon 1). El clon 21 mostró una elevada identidad de 
secuencia nucleotídica con respecto a la secuencia del clon 1 (99,6%), con sólo 
tres cambios en 724 pb. Por otro lado, el clon 22 presentó cincuenta y cinco 
cambios con respecto al mayoritario (92,4% de identidad nucleotídica) pero la 
mayoría fueron mutaciones silenciosas ya que a nivel peptídico los valores de 
similitud e identidad alcanzaron el 98,8%.

III.C.4) Anális is  de  la  va riab ilid ad  conjunt a del  gen  p27: clo nes  may orita rios  
y  minorita rios .

III.C.4A) Aline amie ntos  múltip les  de  secue ncias  nucleotídic as

Con el propósito de comparar la variabilidad del gen p27, en la totalidad de los 
clones analizados, se realizó un alineamiento múltiple con todas las secuencias 
generadas en el presente estudio. La comparación se llevó a cabo para ambos 
fragmentos del gen p27 por separado y los alineamientos resultantes se 
muestran en las figuras C.1A y B del Apéndice. De la observación de los 
mismos se desprende que los aislamientos débiles (biogrupos I y II) son muy 
similares entre sí, tanto si se consideran los clones mayoritarios como los 
minoritarios. Por otro lado se encuentran los clones del aislamiento T388, que 
comparten algunos cambios con respecto a la secuencia consenso con los 
aislamientos del biogrupo III y otros con los aislamientos de los biogrupos 
débiles.

Un tercer grupo es el formado por los clones representativos del patrón 
mayoritario de los aislamientos C268-2 y Pera GS, que forman un bloque 
distinto a los demás. Para el fragmento A el clon minoritario del aislamiento 
PeraGS comparte el grupo. El clon minoritario del aislamiento C268-2 (clon 3) 
se agrupa con los aislamientos de los biogrupos IV y V, siendo más parecido a 
ellos que al clon mayoritario del aislamiento de origen. También se encuentra 
en este grupo el clon minoritario del aislamiento PeraGS del fragmento B.

Los aislamientos severos (biogrupos IV y V) argentinos y brasileños forman 
otro bloque que incluye, tal como se citó anteriormente, a clones minoritarios de 
los aislamientos del biogrupo III (C268-2 y PeraGS). Todas estas secuencias
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son muy similares entre sí y forman un grupo bien definido y conservado. En 
dos de los aislamientos severos se encontró, además, un tipo de secuencia 
que difiere de todas las restantes en un 11%. Se trata de los clones 44 del 
aislamiento BaraóB y 43 del aislamiento C269-6, que son muy semejantes 
entre sí en el fragmento A (97,4% de identidad de secuencia nucleotídica). En 
el fragmento B, el clon 43 (C269-6), que fue secuenciado aunque no involucra 
al 10% de los clones, mostró el mismo resultado cuando se comparó con el 
clon 44 (97,5% de identidad nucleotídica). Es interesante resaltar que este tipo 
de secuencia se encuentra únicamente en estos dos aislamientos (al menos en 
los clones analizados en el presente estudio) que provienen de regiones 
geográficas distintas y de hospedadores diferentes (naranjo de Brasil, BaraóB; 
pomelo del NOA, Argentina, C269-6).

III.C.4B) Aná lisis  filog ené tico  de  los  da tos

Los alineamientos múltiples se utilizaron como archivos de entrada para la 
búsqueda de árboles filogenéticos con el programa PAUP*. Las búsquedas se 
realizaron con el método de NJ y bajo los criterios de P y ML.

Para el fragmento A se obtuvo un único árbol bajo el criterio de P (fig. III.C.11) 
y dicho árbol es topológicamente igual al de NJ. Bajo el criterio de ML se 
obtuvo un árbol semejante, con un cambio en la posición relativa de una de las 
ramas. Este último árbol tiene un score de 1241,85. En el árbol de la figura 
III.C.11 se observa la formación de cinco grupos definidos. En uno de ellos se 
agrupan los aislamientos débiles, con dos subgrupos, uno que comprende a los 
del biogrupo I y otro que incluye a los del II. En dichos subgrupos están 
incluidas tanto las secuencias de los haplotipos mayoritarios como minoritarios. 
En un segundo grupo se encuentran los haplotipos mayoritario y minoritario del 
aislamiento T388. Un tercer grupo está constituido por las secuencias de los 
clones mayoritarios de los aislamientos del biogrupo III, C268-2 y Pera GS, y 
uno de los clones minoritarios de este último aislamiento. El cuarto grupo 
contiene los haplotipos mayoritarios de los aislamientos C269-6 (IV), Baraó B 
(IV) y Capaó Bonito (V) y el clon correspondiente al haplotipo minoritario 
presente en el aislamiento C268-2 (III). Por último, el quinto grupo reúne a los 
haplotipos minoritarios presentes en los aislamientos del biogrupo IV, C269-6 y 
Baraó B (clones 44 y 43, respectivamente). La figura muestra, también, que la 
mayor parte de las ramas tienen valores de bootstrapping elevados (superiores 
al 70%), indicando que la posibilidad de ser correctas es superior al 95% (Lake 
and Moore, 1998).

Para el fragmento B, cuando se realizó la búsqueda correspondiente con las 
secuencias de clones representativos de los haplotipos mayoritarios y 
minoritarios, se obtuvo un árbol con un score de 737,24 bajo el criterio de ML. 
Bajo el criterio de P se obtuvieron 10 árboles, uno de los cuales es 
topológicamente igual al de ML. El árbol obtenido por el método de NJ difiere

no



Capítulo III C: Resultados

de los restantes en la posición relativa de una de las ramas.

Figura III.C.11: Árbol no enraizado correspondiente a las secuencias nucleotídicas del fragmento A del gen 
p27. Se indican los valores de bootstrapping. En color azul, verde, gris, lila y rojo se señalan los aislamientos 
de los biogrupos I, II, III, IV y V, respectivamente. Se indican clones representativos de los haplotipos 
mayoritarios (M) y de los minoritarios (m).

En la figura III.C.12 se observa que también para el fragmento B de p27 existen 
grupos definidos. Los aislamientos débiles (biogrupos I y II) forman un grupo, 
que incluye tanto a las secuencias de los haplotipos mayoritarios como a las de 
los minoritarios. En un segundo grupo se encuentran las secuencias 
representativas de los haplotipos mayoritarios de los aislamientos del biogrupo 
III, C268-2 y Pera GS. El tercer grupo está constituido por las secuencias de los 
haplotipos mayoritario y minoritario del aislamiento T388. Formando un grupo 
separado y distante con respecto a los restantes aislamientos, se ubica la
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secuencia del haplotipo minoritario del aislamiento Baraó B. El grupo restante 
comprende a los haplotipos mayoritarios y minoritarios de los aislamientos 
severos sudamericanos y a clones representativos de los haplotipos 
minoritarios presentes en los aislamientos del biogrupo III.

Figura III.C.12: Árbol no enraizado correspondiente a las secuencias del fragmento B del gen p27. Se indican 
los valores de bootstrapping de las ramas. En azul, verde, gris , lila y rojo se señalan los aislamientos de los 
biogrupos I, II, III, IV y V, respectivamente. Los clones representativos de los haplotipos mayoritarios se 
indican con M y los de los minoritarios con m.
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III.C.5) Anális is  de  otros  ais la mie ntos  viral es

III.C.5A) Secu enc iaci ón  dire cta  de  prod uctos  de  PCR

El análisis de SSCP permitió establecer que, en la mayor parte de los 
aislamientos, existe un patrón mayoritario que incluye a una gran cantidad de 
clones. De acuerdo con estos resultados se decidió amplificar y secuenciar el 
gen p27 en los restantes aislamientos listados en la Tabla I, evitando la etapa 
de clonado. Las reacciones de cDNA se llevaron a cabo con el primer p27-3'. 
Una alícuota del producto se utilizó como molde de las reacciones de PCR, en 
presencia del par de primers p27-5' y p27-3'. Con la excepción de los 
aislamientos lima 50 y VT, se obtuvo un único producto de amplificación del 
tamaño esperado, que se utilizó como molde en reacciones de secuenciación 
con primers específicos del gen p27.

Con el fin de confirmar la presencia o ausencia de polimorfismos poblacionales 
las reacciones se realizaron con la inclusión de MnCh y citrato de sodio a 
concentración final de 250 pM (Korch and Drabkin, 1999). Como los primers 
utilizados no estaban marcados, el tamaño de las secuencias osciló entre 680 y 
684 pares de bases (desde el nucleótido 19 hasta el nucleótido 702 del gen 
p27). Con las secuencias obtenidas se realizó un alineamiento múltiple con el 
programa CLUSTAL W (fig. III.C.13). En dicho alineamiento se observó la 
organización de las mismas en tres grupos netamente diferenciados. Uno de 
ellos incluye a T305, T55, T346 y K, el segundo a T36 y el tercero a C270-3 y 
P6. Estas dos últimas secuencias son muy semejantes entre sí ya que 
presentan únicamente dos diferencias en 680 pb.

III.C.5B) Anális is  filo gen étic o  de  los  dat os  obten idos

El alineamiento de secuencias nucleotídicas se utilizó para realizar una 
búsqueda de árboles filogenéticos. Bajo el criterio de ML se obtuvo un árbol 
con un score de 1422,05 mientras que bajo P se obtuvieron dos árboles. Uno 
de éstos tiene la misma topología que el de ML y que el obtenido por el método 
de NJ (fig. III.C. 14). Los aislamientos de los biogrupos I y II forman uno de los 
grupos de dicho árbol, junto con el aislamiento T305 del biogrupo V, que deriva 
de T385 (I). Los restantes grupos están formados por el aislamiento T36 (III) y 
por los aislamientos C270-3 y P6 (IV), respectivamente.
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Figura III.C.13: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas del gen p27 realizadas sobre productos de 
RT-PCR sin clonar. El alineamiento se realizó con el programa CLUSTAL W y se visualizó con el programa 
Jalview.

Figura III.C.14: Árbol no enraizado 
correspondiente a las secuencias del gen 
p27 obtenidas por secuenciación directa del 
producto de amplificación. Se indican los 
valores de bootstrapping. En azul, verde, 
gris, lila y rojo se señalan los aislamientos 
de los biogrupos I, II, III, IV y V, 
respectivamente.
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III.C.5C) Aline amie nto  múl tipl e  de  se cue nci as  amin oac ídica s  deduci das

Las secuencias aminoacídicas deducidas se generaron por medio del 
programa Translate. Con las mismas se realizó un alineamiento múltiple 
utilizando el programa CLUSTAL W (fig. III.C.15).

Figura III.C.15: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas deduddas del gen p27 obtenidas por 
secuenciación directa de productos de PCR. Se realizó con el programa CLUSTAL W y se visualizó con el 
programa Jalview. Los aminoácidos se indican de acuerdo al esquema de colores de Zappo.
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De acuerdo a lo observado anteriormente se distinguen tres grupos, uno 
constituido por T36, otro formado por los aislamientos C270-3 y P6 y un tercer 
grupo que incluye a los restantes aislamientos. Cuando se comparan estos 
resultados con los mostrados en la figura III.C.6 se encuentra que los 
aislamientos C270-3 y P6 comparten la mayor parte de los cambios que 
mostraron los aislamientos severos argentinos y brasileños con respecto a los 
restantes aislamientos estudiados, lo cual se corresponde con el 
comportamiento biológico de los mismos. Del mismo modo, los aislamientos 
T55, T346 y T305 presentan la mayoría parte de los residuos conservados en 
los aislamientos de los biogrupos I y II estudiados previamente. El mismo 
patrón, aunque en un menor número de posiciones, es el que exhibe el 
aislamiento K. T36 presenta algunos cambios compartidos con los demás 
aislamientos, en particular con los de biogrupos severos, y un cambio propio.
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Capítulo  III
Sección  D: Result ados  del  análisis  de  varia bilida d  inter  e 

INTRAPOBLACIONAL DEL GEN P27 EN AISLAMIENTOS ARGENTINOS DE CTV

III .D.1) Anális is  de  SSCP de  los  fra gme ntos  de  diges tión  del  gen  p27

III .D.1A) SSCP DE LOS CLONES DE CADA AISLAMIENTO

Una vez obtenidos los productos de digestión con Bgl II del gen p27, 
amplificado a partir de los ciento diez clones seleccionados, se determinaron 
las condiciones experimentales óptimas para la resolución de los mismos. Los 
patrones de SSCP mostraron, en la mayoría de los casos, cuatro bandas, 
correspondientes a ambas hebras de los fragmentos de digestión. Como 
controles de migración se incluyeron alícuotas de los fragmentos menor y 
mayor de dos clones del aislamiento C257-9 (clones 51 y 53), purificados 
individualmente a partir de geles de agarosa.

El patrón de cuatro bandas discretas e intensas se observó en todos los clones 
de los aislamientos C278-1 y C269-1 (fig. III.D.1 a y b) y en la mayor parte de 
los clones de los demás aislamientos.

Por otro lado, para el fragmento menor se observó una tercera banda adicional 
tenue, indicadora de un confórmero alternativo, en todos los clones del 
aislamiento C257-2, en la mayoría de los del aislamiento C257-10 y en algunos 
de los correspondientes a los aislamientos C257-7 y C257-9 (fig. III.D.1 d). Por 
otra parte, en dos clones de los aislamientos C268-2 y C269-6 (calles 5 y 2 de 
las fig. III.D.Ie y f, respectivamente) se visualizó una única banda de migración 
para el fragmento menor, señalando que ambas hebras de ssDNA adoptan 
confórmeros que migran de manera indistinguible.

Para el fragmento mayor se encontró que la totalidad de los clones de los 
aislamientos C257-2, C268-2, C278-1 y la mayor parte de los pertenecientes a 
los aislamientos C257-7 y C269-1 mostraron el patrón esperado de dos bandas 
nítidas y únicas (fig. III.D.1 a, b, y e). Por el contrario, todos los clones de los 
aislamientos C269-6, C270-3 y C271-8 mostraron cuatro bandas, dos de buena 
intensidad y dos tenues, indicando la existencia de un confórmero adicional 
estable para cada hebra de ssDNA (fig. III.D.If). En el caso de los clones de los 
aislamientos C257-9, C257-10 y C271-2 también se observó la presencia de 
una o dos bandas adicionales, muy tenues (fig. III.D.Ie y d). Únicamente en 
dos de los ciento diez clones analizados, pertenecientes a los aislamientos 
C257-7 y C271-2, respectivamente, se halló una única banda de migración (fig. 
III.D.Ie), por lo que se asume que ambas hebras adoptan confórmeros 
indistinguibles en las condiciones de resolución utilizadas.
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Figura III.D.1: Patrones de SSCP de fragmentos de restricción del gen p27 con Bgl II en aislamientos 
argentinos de CTV. Geles nativos de poliacrilamida 12%-TBE 1x, teñidos con nitrato de plata. Las 
electroforesis se realizaron en las condiciones descriptas, a: calles 1 a 10, clones del aislamiento C278-1. 
b: calles 1 a 10, clones correspondientes al aislamiento C269-1. c: calles 1 a 10, clones del aislamiento 
C271-2. Con una flecha se señala la presencia de una única banda para el fragmento mayor en el clon de la 
calle 7. d: calles 1 a 10, clones del aislamiento C257-9. e: calles 1 a 10, clones del aislamiento C268-2. Se 
indica con una flecha la banda única para ambas hebras de ssDNA del fragmento menor en el clon de la 
calle 5. f: calles 1 a 10, clones del aislamiento C269-6. Con flechas se señalan la banda única del fragmento 
menor del clon de calle 2 y la presencia de confórmeros adicionales tenues para el fragmento mayor. 
Controles de migración: clon 51, fragmento menor calles 11 (figuras a y e) y 12 (figura d), fragmento mayor: 
calles 13 (figuras a y e) y 14 (figura d); clon 53, fragmento menor: calles 12 (figuras a y e) y 13 (figura d), 
fragmento mayor: calles 14 (figuras a y e) y 15 (figura d). Las flechas de color naranja indican la posición de 
los confórmeros de los controles.
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Los resultados del análisis por SSCP de la totalidad de los clones estudiados 
se resumen en las tablas Vil y VIII. Para ambos fragmentos del gen p27 existe 
un número variable de patrones o haplotipos y de clones incluidos en cada uno 
de ellos (Tabla VI). El número de haplotipos para el fragmento menor oscila 
entre uno (C270-3 y C271-2) y cuatro (C257-2 y C269-1), mientras que para el 
fragmento mayor varía entre uno (C268-2, C270-3 y C271-8) y cinco (C269-1 y 
C278-1).

Tabla Vil. Distribución de patrones de SSCP para los fragmentos mayor y menor 
del gen p27 en once aislamientos argentinos de CTV.

zvalores expresados en cantidades 
Calores expresados en porcentaje

ragmento menor Fragmento mayor

aislamiento
patrones 

observados2
distribución 
de clones2

clon 
mayoritario*

patrones 
observados2

distribución 
de clones2

clon 
mayoritario*

C257-2 4 (6,2,1,1) 60 3 (8,1,1) 80
C257-7 2 (5,5) 50 4 (7,1,1,1) 70
C257-9 3 (7,2,1) 70 4 (5,2,2,1) 50

C257-10 2 (9,1) 90 3 (8,1,1) 80
C268-2 2 (9,1) 90 1 (10) 100
C269-1 4 (7,1,1,1) 70 5 (5,1,1,1,1,1) 50
C269-6 3 (7,2,1) 70 2 (8,2) 80
C270-3 1 (10) 100 1 (10) 100
C271-2 1 (10) 100 3 (8,1,1) 80
C271-8 3 (8,1,1) 80 1 (10) 100
C278-1 2 (8,2) 80 5 (6,1,1,1,1) 60

Considerando el número de patrones se observó, en el aislamiento C270-3 
(biogrupo IV), la mayor homogeneidad intrapoblacional para ambos fragmentos 
del gen p27. Todos los clones de este aislamiento presentaron el mismo patrón 
de migración en las condiciones utilizadas. Los demás aislamientos mostraron 
distinto grado de variación en cuanto al número de patrones.

Para el fragmento menor se encontró que el aislamiento más homogéneo es 
C271-2 (biogrupo II). Por otro lado, para el fragmento mayor, la totalidad de los 
clones de dos aislamientos pertenecientes a los biogrupos II y III (C271-8 y 
C268-2, respectivamente) mostraron el mismo patrón de migración de SSCP.

La mayor variabilidad en el número de patrones se encontró en el aislamiento 
C269-1 (biogrupo IV), que mostró cuatro patrones diferentes para el fragmento 
menor y cinco para el mayor. También los aislamientos C257-2 (biogrupo II) y 
C257-9 (biogrupo III) mostraron variabilidad en sus patrones de migración. El 
análisis del número de haplotipos en los distintos aislamientos estudiados no 
permitió correlacionar, para el gen p27, dicho número con el biogrupo de 
pertenencia de los aislamientos. Prueba de esto es que tanto el aislamiento
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más homogéneo (C270-3) como el más heterogéneo (C269-1) pertenecen al 
mismo biogrupo (IV). En cuatro aislamientos se encontró mayor variación en el 
fragmento menor (C257-2, C268-2, C269-6 y C271-8) mientras que en otros 
seis (C257-7, C257-9, C257-10, C269-1, C271-2 y C278-1) el mayor número de 
patrones correspondió al fragmento mayor. Estos resultados indicarían que 
ambas regiones del gen pueden experimentar cambios con frecuencias 
semejantes.

Para ambos fragmentos del gen y en todos los aislamientos estudiados, se 
encontró un haplotipo mayoritario. Los restantes haplotipos están 
representados por un único clon o por un número reducido de ellos, que no 
superan al 20% de los clones analizados. La única excepción es el fragmento 
menor del aislamiento C257-7; en este caso se encontraron dos patrones de 
migración, compuestos por cinco clones respectivamente.

A partir de los resultados para ambos fragmentos, se analizó la variabilidad del 
gen p27 completo. Para cada aislamiento se determinó el número de clones 
que mostraron variación (en uno o ambos fragmentos) y el número de clones 
sin variación (Tabla VIII).

Tabla VIII. Distribución de la variación de patrones de SSCP del gen p27 en los 
once aislamientos argentinos de CTV analizados.

Calores expresados en cantidades
Calores expresados en porcentaje

aislamiento
clones con 

variación en el 
frag. menor

clones con 
variación en el 
frag. mayor

clones con variación 
en ambos 

fragmentos

clones sin 
variación

clon 
mayoritario

C257-2 3 1 1 5 50
C257-7 3 1 2 4 40
C257-9 1 3 2 4 40
C257-10 1 2 ninguno 7 70
C268-2 1 ninguno ninguno 9 90
C269-1 ninguno 2 3 5 50
C269-6 1 ninguno 2 7 70
C270-3 ninguno ninguno ninguno 10 100
C271-2 ninguno 2 ninguno 8 80
C271-8 2 ninguno ninguno 8 80
C278-1 ninguno 2 2 6 60

Se definió como clones "mayoritarios" a aquéllos que no exhibieron cambios en 
su patrón de migración para ninguno de los fragmentos. Cinco aislamientos 
virales, C257-10, C268-2, C270-3, C271-2 y C278-1, no presentaron clones 
con variación en ambos fragmentos. El número de clones con cambios en los 
dos fragmentos osciló entre uno (aislamiento C257-2) y tres (aislamiento 
C269-1), representando el 10% y 30% del total, respectivamente. En el 
aislamiento C270-3 se encontró un solo haplotipo mientras que las poblaciones
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más heterogéneas correspondieron a los aislamientos C257-7 y C257-9, donde 
el clon mayoritario representa el 40% de la población.

III.D.1B) SSCP COMPARATIVO ENTRE CLONES REPRESENTATIVOS DE LOS HAPLOTIPOS 

MAYORITARIOS DE CADA AISLAMIENTO

Una de las finalidades de este estudio es comparar la variabilidad poblacional 
para el gen p27 entre los aislamientos argentinos elegidos. Para esto, se 
seleccionó un clon representativo del haplotipo mayoritario de cada aislamiento 
y se compararon los patrones de SSCP. El ensayo se realizó en las 
condiciones antes especificadas y los clones se agruparon de acuerdo a las 
semejanzas mostradas en sus patrones de migración.

La figura III.D.2 muestra los patrones de SSCP obtenidos. Los aislamientos 
C269-6, C270-3 y C271-8 exhiben igual patrón de migración, sugiriendo que la 
secuencia del haplotipo predominante en dichos aislamientos es idéntica o muy 
semejante. Los aislamientos C269-6 y C270-3 provienen de pomelo, 
pertenecen al biogrupo IV, son de orígenes diferentes (el primero es de Entre 
Ríos y el segundo de Salta), y son agresivos para el hospedador de origen. El 
aislamiento C271-8 es originario de una planta de mandarina injertada sobre 
naranjo agrio, queproviene de Catamarca y pertenece al biogrupo II.

También se observó un patrón idéntico de SSCP, para ambos fragmentos, 
entre los clones de los aislamientos C269-1 y C278-1 (ambos de pomelo, de 
Tucumán y pertenecientes al biogrupo IV) por un lado y entre los de los 
aislamientos C257-9, C257-10 y C271-2 por otro. Estos últimos provienen de 
plantas de naranjo dulce, pero pertenecen a biogrupos distintos, los dos 
primeros al biogrupo III y el restante al biogrupo II. Además son originarios de 
regiones geográficas diferentes, el aislamiento C271-2 es de Catamarca y los 
aislamientos C257-9 y C257-10 de Entre Ríos.

Ocho aislamientos, C257-9, C257-10, C269-1, C269-6, C270-3, C271-2, 
C271-8 y C278-1, comparten un mismo patrón de SSCP para el fragmento 
menor aunque no todos presentan en mismo patrón para el fragmento mayor. 
Los aislamientos con patrones diferentes a los demás fueron C257-2 (naranjo 
dulce, biogrupo II, Entre Ríos), C257-7 (pomelo, biogrupo V, Salta) y C268-2 
(naranjo, biogrupo III, Entre Ríos). El aislamiento C257-7 muestra diferencias 
en el fragmento menor mientras que el patrón de migración del mayor se 
asemeja al de los aislamientos C269-1 y C278-1. Los aislamientos C257-2 y 
C268-2 exhiben diferencias en ambos fragmentos.

III.D.1C) SSCP COMPARATIVO ENTRE PRODUCTOS INICIALES DE AMPLIFICACIÓN Y 

CLONES MAYORITARIOS

El análisis de SSCP del producto de amplificación inicial del gen p27 permite 
verificar que durante el proceso de clonado no se seleccionaron algunas de las 
variantes presentes en la población viral. Por esta razón se realizó un ensayo
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donde se incluyeron los productos iniciales de PCR de cada aislamiento, 
digeridos con la enzima Bgl II, y clones representativos de los haplotipos 
mayoritarios. Los productos se resolvieron en las condiciones experimentales 
antes descriptas. De acuerdo a lo esperado, en todos los casos se encontró 
una estrecha concordancia entre el patrón de SSCP exhibido por el producto 
inicial digerido y el haplotipo mayoritario identificado a partir del análisis de los 
clones. Esto indica que en el proceso de clonado no ocurrió selección y que los 
clones que componen el haplotipo mayoritario constituyen la forma poblacional 
predominante en cada uno de los aislamientos virales estudiados. En el caso 
del aislamiento C257-7, que exhibe dos patrones igualmente frecuentes para el 
fragmento menor (cinco clones cada uno), ambas formas están presentes en el 
producto inicial de amplificación (fig. III.D.3).

III.D.2) Anál isis  de  secu encia s  del  gen  p27

III.D.2A) Secu enc iaci ón  de clone s rep res ent ativ os  de los  ha pl otipo s  
MAYORITARIOS

Una vez analizada la variabilidad del gen p27 mediante SSCP se iniciaron los 
estudios de secuencias nucleotídicas. Para ello se seleccionaron uno o dos 
clones representativos del haplotipo mayoritario de cada aislamiento. La 
secuenciación completa de cada clon se realizó con los primers universales T7 
y SP6 y con primers específicos del gen p27 (intp27-3, intp27-5 y extp27). Para 
establecer la secuencia completa y realizar las comparaciones de las mismas, 
se utilizaron diversos programas del paquete GCG.

La secuenciación completa de dos clones del patrón de migración mayoritario 
se realizó en los aislamientos C257-2 (clones 1 y 2), C257-7 (clones 37 y 38), 
C257-9 (clones 59 y 60), C268-2 (clones 101 y 102), C269-9 (clones 126 y 
128), C270-3 (clones 153 y 154), C271-2 (clones 177 y 179) y C271-8 (clones 
201 y 204). En la mayor parte de los casos se observó que los dos clones con 
igual patrón de migración tenían secuencias 100% idénticas. Las excepciones 
fueron los clones de los aislamientos C257-7 (37 y 38) y C271-2 (201 y 204), 
que a pesar de presentar el mismo patrón de migración difieren en una base y 
tienen una identidad nucleotídica del 99,99%. En el análisis de SSCP se 
supone que los productos que presentan diferencias en la migración, difieren 
en secuencia nucleotídica. Además se asume que, en principio, a patrones 
iguales corresponden secuencias idénticas o con diferencias no detectables 
porque las mutaciones puntuales que presentan no afectan la estabilidad del 
confórmero. Considerando que en la mayoría de los pares de clones elegidos 
las secuencias resultaron idénticas o exhibieron un único cambio no detectado, 
en los restantes aislamientos (C257-10, C269-1 y C278-1) se secuenció un 
único clon representativo del patrón mayoritario (clones 76, 250 y 236, 
respectivamente).
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Figura III.D.2: Análisis de SSCP de clones representativos de 
los haplotipos mayoritarios de aislamientos argentinos de 
CTV. Gel nativo de poliacrilamida 12%-TBE 1x, teñido con 
nitrato de plata. Calles 1 a 11: clones 201 (C271-8), 126 
(C269-6), 153 (C270-3), 250 (C269-1), 236 (C278-1), 177 
(C271-2), 76 (C257-10), 56 (C257-9), 1 (C257-2), 37 (C257-7) 
y 101 (C268-2). Los confórmeros correspondientes a los 
fragmentos mayor y menor se indican con puntas de flecha a 
derecha e izquierda, respectivamente.

Figura III.D.3: Análisis de SSCP de los productos iniciales 
de amplificación en los aislamientos argentinos de CTV. 
Geles nativos de poliacrilamida 12%-TBE 1x teñidos con 
nitrato de plata, a: patrones de migración de los productos 
iniciales de amplificación, b: análisis comparativo entre los 
productos iniciales de amplificación (calles 1 a 11) y los 
clones representativos de los haplotipos mayoritarios de 
cada aislamiento (calles T a 1T). c: aislamiento C257-7, 
restricción del producto inicial de PCR (calle 1) y patrones de 
los dos haplotipos igualmente frecuentes para el fragmento 
menor (calles 2 y 3). Los distintos confórmeros son 
señalados con puntas de flecha, d: aislamiento C268-2, 
digestión del producto inicial de PCR (calle 1) y de dos 
clones representativos de los haplotipos mayoritarios (calles 
2 y 3). Con puntas de flechas se indican los distintos 
confórmeros. Con triángulos se señalan los confórmeros 
presentes en el producto inicial que no se detectaron en los 
clones analizados.
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III.D.2B) Aline amiento  múlti ple  de  se cue nci as  nucl eotídic as  del  gen  p27

Con las secuencias completas de los clones representativos de los haplotipos 
mayoritarios se realizó un alineamiento múltiple con el programa CLUSTAL W 
(fig. III.D.4). En este análisis se incluyó la secuencia de los primers utilizados 
en la amplificación del gen. El alineamiento obtenido mostró una elevada 
conservación de secuencias nucleotídicas entre los clones mayoritarios de los 
distintos aislamientos. Los únicos aislamientos que presentan diferencias 
notorias con respecto a los demás son C257-2 y C268-2. Al analizar el 
alineamiento se encontraron ochenta transiciones y una sola transversión con 
respecto a la secuencia consenso generada.

III.D.2C) Anál isis  filogen ético  de  se cue nci as  nucl eotídic as  del  gen  p27

Para establecer las relaciones entre los aislamientos argentinos de CTV 
estudiados, se realizó un análisis filogenético de las secuencias de los 
haplotipos mayoritarios de cada uno de ellos. Se utilizó el programa PAUP* y la 
búsqueda de árboles se realizó por el método de neighbor-joining (NJ) y 
también bajo los criterios de parsimonia (P) y maximum likelihood (ML). En las 
búsquedas de acuerdo al criterio de ML se utilizaron los parámetros del modelo 
general-times-reversible (GTR) con inclusión de la distribución r con un a=0,5. 
El análisis se realizó con y sin inclusión de la secuencia del gen p24 de BYV 
(dCP) como grupo externo (outgroup).

Como archivo de entrada de la búsqueda sin inclusión de outgroup se utilizó el 
alineamiento múltiple de la figura III.D.4. Con dichas secuencias se obtuvo, 
bajo ML, un único árbol con un score de 1353,87 y bajo parsimonia tres 
árboles. De la observación del árbol se desprende que los aislamientos se 
disponen formando cuatro grupos. Uno de los grupos está formado por los 
aislamientos C257-2 y C268-2, que son los más distantes con respecto a los 
demás. El segundo grupo está constituido por los aislamientos C269-1, C257-7 
y C278-1. Los grupos restantes constan de los aislamientos C257-9, C257-10 y 
C271-2 por un lado y C271-8, C270-3 y C269-6 por el otro. Los valores que se 
muestras en la figura corresponden al bootstraping de las ramas individuales. 
En este caso y, probablemente a causa del elevado nivel de identidad de 
secuencia nucleotídica existente entre los aislamientos, los valores son 
relativamente bajos.

En el árbol de la figura III.D.5 se observa que los aislamientos argentinos no se 
agrupan de acuerdo al biogrupo al que pertenecen, sino que los grupos están 
formados por aislamientos de características biológicas diferentes.
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Figura III.D.4: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas 
correspondientes a los clones representativos del haplotipo mayoritario del 
gen p27 en aislamientos argentinos de CTV. El alineamiento se realizó con 
el programa CLUSTAL W.

Figura III.D.5: Árbol no enraizado 
correspondiente a las secuencias 
nucleotídicas de los haplotipos 
mayoritarios del gen p27 en 
aislamientos argentinos de CTV. 
Se señalan los valores de 
bootstrapping. En verde, gris, lila 
y rojo se indican los aislamientos 
pertenecientes a los biogrupos II, 
III, IV y V, respectivamente.
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III.D.2D) Aline amiento  múl tipl e de  se cue nci as  amin oacídic as  deduci das

Las secuencias nucleotídicas se tradujeron por medio del programa Translate y 
con las secuencias aminoacídicas obtenidas se realizó un alineamiento múltiple 
con el programa CLUSTAL W (fig. III.D.6). Este alineamiento mostró que las 
secuencias aminoacídicas están muy conservadas y que los pocos cambios 
presentes se sitúan en la región correspondiente a la mitad N terminal de la 
proteína P27. Se observó, además, identidad de la secuencia aminoacídica 
desde el residuo 131 hasta el final de la proteína (aa 240) en todos los 
aislamientos estudiados. De estos datos se desprende que las cuatro regiones 
conservadas entre ambas proteínas de cubierta de CTV son idénticas en todos 
los clones representativos de los haplotipos mayoritarios. En cuanto a los 
cambios observados, la mayoría corresponden al aislamiento C268-2, con 
cinco residuos diferentes al consenso. De dichos cambios los que se 
encuentran en las posiciones 30 (l->V), 86 (K->R) y 130 (L^M) son 
conservativos, mientras que los que ocurren en las posiciones 10 (T^l) y 
125 (L^S) no lo son. En el aislamiento C257-2 se encontraron tres cambios 
con respecto al consenso, en las posiciones 16 (D^N), 53 (N^D) y 67 (Y—>H); 
estos tres cambios son conservativos. Los restantes cambios se hallaron en los 
aislamientos C269-1 (posición 116, G—>N) y C257-9 (posición 119, S-»N) y son 
conservativos.

III.D.2E) Com pa ra ció n de  sec uen cias  nucl eotídi cas  y amino ac ídi ca s de  los  
HAPLOTIPOS MAYORITARIOS

En la tabla IX se muestran los valores obtenidos al realizar la comparación de 
secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas correspondientes a los 
clones representativos de los haplotipos mayoritarios de los aislamientos 
estudiados. En el panel superior de la misma se indican los valores de 
identidad de secuencia nucleotídica y en el inferior los de similitud e identidad 
de secuencias aminoacídicas deducidas. Los aislamientos se ordenaron en la 
tabla de acuerdo al biogrupo al que pertenecen. Del análisis de la tabla se 
desprende que, en general, existe una elevada identidad entre las secuencias 
nucleotídicas de los distintos aislamientos estudiados. Los dos aislamientos 
con mayores diferencias son C268-2 (biogrupo III) y C257-2 (biogrupo II), 
ambos originarios de plantas de naranjo de Entre Ríos.

No se observó correlación entre biogrupo y secuencia nucleotídica ya que, con 
la excepción de los aislamientos antes citados, el resto muestra valores de 
homología que oscilan entre 99 y 100%.
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Fig. III.D.6: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas deducidas de los clones representativos de 
haplotipos mayoritarios de p27 en aislamientos argentinos de CTV. El alineamiento se realizó con el 
programa CLUSTAL W. En la sección inferior se representa el esquema de colores utilizados (esquema de 
Zappo).

El análisis de secuencias aminoacídicas deducidas mostró que la mayoría de 
los cambios nucleotídicos se producen en la tercera base del codón y por ende 
son mutaciones silenciosas. Cuando se consideraron similitud e identidad de 
secuencias aminoacídicas deducidas, los aislamientos C268-2 y C257-2 
mostraron los valores más distantes con respecto a los demás. En cuanto a 
similitud los valores son de 98,3 y 99,2%, respectivamente y los de identidad de 
96,7 y 98,8%, respectivamente. Estos valores demuestran que, incluso en 
estos aislamientos, la mayoría de los cambios no afectan a la composición de 
aminoácidos de la proteína, indicando que debe existir una fuerte presión de 
selección sobre la misma y, por ende, sobre la secuencia que la codifica. Para 
los restantes aislamientos se encontraron valores de similitud e identidad 
superiores al 99,2%.

Siete aislamientos virales resultan iguales si se considera la secuencia 
aminoacídica de P27. Estos aislamientos son: C271-2 (naranjo, biogrupo II, 
Catamarca), C271-8 (mandarino, II, Catamarca), C257-10 (naranjo, III, 
Corrientes), C269-6 (pomelo, IV, Salta), C270-3, (pomelo, IV, Entre Ríos), 
C278-1 (pomelo, IV, Tucumán) y C257-7 (pomelo, V, Salta). Las secuencias 
nucleotídicas de los dos primeros son idénticas.
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Tabla IX. Comparación de secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas 
de clones representativos de los haplotipos mayoritarios de p27 de aislamientos 
argentinos de CTV.

zpanel superior: valores de homología de secuencia nucleotídica expresados en porcentaje.
ypanel inferior: valores de similitud (porción superior) y de identidad (porción inferior) de secuencias aminoacídicas 
deducidas. Los valores se expresan en porcentaje.
En verde, gris, violeta y rojo aislamientos de los biogrupos II, III, IV y V respectivamente.
En tonalidades crecientes de gris se representan valores crecientes de homología o similitud e identidad.

La figura III.D.6 muestra la elevada conservación de secuencias aminoacídicas 
existente entre aislamientos, donde los únicos que difieren notoriamente de los 
demás son C268-2 y C257-2. En las figuras III.D.7 y 8 se representan 
gráficamente los valores obtenidos en la comparación de secuencias 
nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de clones representativos de los 
haplotipos mayoritarios de los distintos aislamientos analizados. Debido a la 
conservación de secuencias aminoacídicas, la escala utilizada para representar 
estos valores es diferente de la usada en el gráfico de secuencias nucleotídicas 
(96 a 100% comparada con 90 a 100%).
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Figura III.D.7: Variabilidad interpoblacional del gen p27 en aislamientos argentinos de CTV. Se representan 
valores de identidad de secuencias nucleotídicas de los haplotipos mayoritarios, en una escala comprendida 
entre 90 v 100%.

a b

Figura III.D.8: Representación gráfica de variabilidad de secuencias aminoacídicas deducidas de los 
haplotipos mayoritarios de aislamientos argentinos de CTV. a: similitud, b: identidad. En azul, C257-2; en 
rojo, C268-2; en amarillo, C271-8; en verde, C269-1; en violeta, C271-2; en verde claro, C257-9; en naranja, 
C269-6, C270-3, C278-1, C257-7 y C257-10. Los valores oscilan entre 96 y 100%.
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III.D.3) Estudio  de  va ribil idad  intra pobl acion al  en  ais la mie ntos  argentinos  de  
CTV

III.D.3A) Secuen ciación  de  los  hap lotip os  min orit ar ios

En esta etapa del estudio se secuenciaron todos los clones que mostraron un 
patrón de SSCP distinto al del haplotipo mayoritario de cada aislamiento. Los 
clones que presentaron variaciones en ambos fragmentos se secuenciaron por 
completo y en los demás, se estableció la orientación de inserción para 
secuenciar sólo la región deseada. Cuando más de un clon presentó igual 
patrón de migración, se seleccionó uno de ellos para la secuenciación. Para 
determinar las distintas secuencias se utilizaron los primers universales y los 
específicos de p27, antes citados; todos los cambios se verificaron por el 
análisis de los cromatogramas obtenidos.

III.D.3B) Anál isis  de la  vari abil idad  intra pob lac iona l : comp ara ción  de  
SECUENCIAS DE HAPLOTIPOS MAYORITARIOS Y MINORITARIOS

La variabilidad intrapoblacional de cada aislamiento se determinó por 
comparación entre las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de 
clones representativos de los haplotipos mayoritario y minoritarios. Se analizó 
la variación presente en ambos fragmentos, menor y mayor, por separado; el 
primero corresponde a la región comprendida entre las bases 1 a 265 del gen 
p27 y el segundo se extiende entre las bases 266 y 724.

Los resultados del análisis de SSCP mostraron distintas situaciones: 
aislamientos sin variabilidad intrapoblacional, donde todos los clones exhiben el 
mismo patrón de migración; aislamientos con variabilidad en un solo fragmento 
del gen y aislamientos con variabilidad en ambos fragmentos del mismo. Desde 
el punto de vista poblacional, el aislamiento C270-3 es el más homogéneo, ya 
que en los diez clones analizados se observó el mismo patrón de migración. 
Como parte del estudio se determinó la secuencia completa de dos de dichos 
clones, 153 y 154, y se encontró que la identidad nucleotídica entre ambos es 
del 100%. Este resultado concuerda con el del análisis de SSCP. Los 
aislamientos C268-2, C271-8 y C271-2 mostraron variación en un único 
fragmento del gen. En los dos primeros, el fragmento menor mostró variantes 
diferentes al patrón mayoritario, mientras que en el restante esta situación se 
detectó en el fragmento mayor. En los restantes aislamientos se encontraron 
clones que mostraron variación en uno o ambos fragmentos.

Los valores de comparación se representan gráficamente en las figuras III.D.9 
y III.D. 10. En la primera figura se muestran los valores correspondientes al 
fragmento menor del gen p27. Los clones se encuentran ordenados de acuerdo 
al biogrupo de pertenencia del aislamiento correspondiente, en orden creciente 
de severidad. Dos de los aislamientos del biogrupo II mostraron variación en el 
fragmento menor, C257-2 y C271-8. Además, en el aislamiento C257-2 cuatro
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clones mostraron un patrón distinto al mayoritario para el fragmento menor 
(clones 7, 17, 19 y 21). Los clones 19 y 21 comparten el mismo patrón entre sí, 
por lo cual se secuenció sólo uno de ellos y el clon 17 presentó variación en 
ambos fragmentos del gen. De la observación del gráfico se deduce que, si 
bien existe variabilidad intrapoblacional se encontraron muy pocos cambios con 
respecto al clon mayoritario (3 y 5). Por su parte, dos clones del aislamiento 
C271-8 (202 y 211), mostraron variación en el fragmento menor. Para ambos 
clones los cambios son pocos, 1 y 4 respectivamente, pero no son silenciosos 
(fig. III.D.9).

En cuanto a los aislamientos del biogrupo III, C268-2 presentó un único clon 
diferente (107). Los datos de secuenciación de dicho clon demostraron la 
presencia de un único cambio nucleotídico en las 265 pb del mismo. La 
mutación detectada es silenciosa ya que la secuencia aminoacídica deducida 
tiene un 100% de identidad con la del clon mayoritario (fig. III.D.9). En el 
aislamiento C257-9 se encontraron tres clones (53, 54 y 57) con migración 
diferente para el fragmento menor. Los clones 53 y 57 varían en ambos 
fragmentos y comparten el mismo patrón de SSCP, por ello se estableció la 
secuencia completa de sólo uno de ellos. A pesar del número relativamente 
elevado de cambios presentes en el clon 53 (20 en el fragmento menor), la 
mayor parte de los mismos son silenciosos (fig. III.D.9). En el aislamiento 
C257-10 se encontró un único clon (85), diferente al mayoritario para el 
fragmento menor. Este clon presentó sólo dos cambios no silenciosos con 
respecto a la secuencia del clon mayoritario (fig. III.D.9).

En los aislamientos del biogrupo IV se encontraron varios clones que mostraron 
variación en el fragmento menor. El aislamiento C269-6 presentó tres clones 
diferentes al mayoritario en el fragmento menor, 127, 141 y 143. Los dos 
últimos son iguales entre sí y difieren también en el fragmento mayor respecto 
del mayoritario. Como los clones 141 y 143 presentaron el mismo patrón para 
ambos fragmentos, se estableció la secuencia completa de uno de ellos (141). 
Las diferencias de secuencia nucleotídica con el clon mayoritario son de un 
11,4% en el fragmento menor, pero la mayoría de estas mutaciones son 
silenciosas
(fig. III.D.9). Por otro lado, el clon 127 presentó cinco mutaciones silenciosas 
para el mismo fragmento. Dos de los clones del aislamiento C278-1 mostraron 
diferencias con respecto al patrón mayoritario en el fragmento menor. A su vez, 
ambos (238 y 242) presentan igual patrón para el fragmento menor pero 
difieren en el mayor. La secuencia del clon 238 mostró 21 cambios con 
respecto a la del clon mayoritario en el fragmento menor. Como se desprende 
de la observación de la figura III.D.9, la mayoría de estos cambios son 
silenciosos y, como consecuencia de ello, los valores de similitud e identidad 
son superiores a los de homología nucleotídica. El aislamiento C269-1 presentó 
la mayor variabilidad intrapoblacional con respecto al número de patrones de
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SSCP diferentes al mayoritario. Tres clones, 251, 256 y 263, presentaron 
variación en ambos fragmentos mientras que otros dos, 258 y 259, mostraron 
variación únicamente en el fragmento mayor del gen. Para el fragmento menor 
el número de cambios oscila entre dos (clon 251) y tres (clones 256 y 263) y, 
con la excepción de las del clon 256, no son silenciosos (fig. III.D.9).

En el caso del aislamiento C257-7, representante del biogrupo V, para el 
fragmento menor del gen p27 se observaron dos patrones diferentes, cada uno 
de los cuales incluyó a cinco clones. De acuerdo al patrón de ambos 
fragmentos se estableció que los clones 27, 32, 36, 42 y 45 constituyen el 
haplotipo minoritario de este aislamiento. Para realizar la secuenciación se 
seleccionó al clon 36, como representativo de dicho patrón. Este clon presentó 
dos cambios con respecto a la secuencia del clon mayoritario, ambos 
silenciosos.

Figura III.D.9: Variabilidad intrapoblacional del fragmento menor del gen p27 en aislamientos argentinos de 
CTV. En el eje Y se grafican valores de porcentaje de 85 a 100. Las columnas en celeste indican identidad de 
secuencia nucleotídica mientras que las de color amarillo y bordó representan valores de similitud e identidad 
de secuencias aminoacídicas deducidas, respectivamente. Clones representativos de los haplotipos 
minoritarios de los distintos biogrupos: biogrupo II: 7, 17 y 19 (C257-2), 202 y 211 (C271-8); biogrupo III: 107 
(C268-2), 53 y 54 (C257-9), 85 (C257-10); biogrupo IV: 127 y 141 (C269-6), 238 (C278-1), 251, 256 y 263, 
(C269-1) y biogrupo V: 36 (C257-7). Entre paréntesis se indica el número de cambios de secuencia 
nucleotídica con respecto al haplotipo mayoritario.

El mismo análisis se realizó con las variantes minoritarias del fragmento mayor 
presentes en los distintos aislamientos estudiados (fig. III.D.10). En cuanto a 
los aislamientos del biogrupo II, tanto C257-2 como C271-2 presentaron dos
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clones con migración diferente para el fragmento mayor. Los clones 8 y 17 
(C257-2) mostraron uno y cinco cambios, respectivamente, cuando se los 
compara con la secuencia del clon mayoritario. En el primer caso el cambio es 
silencioso pero en el segundo se producen cambios a nivel aminoacídico. Con 
los clones del aislamiento C271-2 ocurre algo similar, si bien los dos presentan 
un único cambio de secuencia nucleotídica; en el caso del clon 184 la mutación 
es silenciosa mientras que en el clon 185 el cambio se refleja en la secuencia 
aminoacídica (fig. III.D.10).

Si se consideran los aislamientos del biogrupo III se observa, en primer lugar, 
que ningún clon del aislamiento C268-2 presentó variación en el fragmento 
mayor, mientras que se encontraron patrones diferentes al mayoritario en los 
dos aislamientos restantes, C257-9 y C257-10. En cinco clones del aislamiento 
C257-9 (51, 52, 53, 55 y 57) el fragmento mayor mostró un patrón de migración 
diferente. Los clones 53 y 57 presentaron igual patrón de migración, con 
variación en ambos fragmentos. Se estableció la secuencia completa del 
primero de ellos y se encontró que presentaba un número elevado de cambios 
en ambos fragmentos. De las 58 sustituciones observadas, 38 corresponden al 
fragmento mayor. El clon 55 exhibió 20 mutaciones, todas en el fragmento 
mayor. Nuevamente se observó que la mayoría de ellas son silenciosas, ya que 
los valores de similitud e identidad de las secuencias aminoacídicas deducidas 
son superiores a los de identidad nucleotídica (fig. III.D.10). Los clones 51 y 52 
muestran el mismo patrón de SSCP y difieren sólo en el fragmento mayor. Se 
estableció la secuencia de dicho fragmento en el primero de ellos y se 
encontraron solamente 3 cambios con respecto al mayoritario, que se reflejan 
en cambios a nivel aminoacídico. Dos clones del aislamiento C257-10, 86 y 87, 
mostraron un patrón de migración diferente al del haplotipo mayoritario. Estos 
clones presentaron 4 y 2 cambios de secuencia nucleotídica, respectivamente. 
En el primer caso las mutaciones son silenciosas mientras que en el segundo 
no lo son (fig. III.D.10).

Con excepción de C270-3, todos los aislamientos del biogrupo IV presentaron 
variación intrapoblacional en el fragmento mayor del gen p27. El clon 141 del 
aislamiento C269-6 mostró un elevado número de cambios, alcanzando un 
9,8% de diferencia cuando se comparó su secuencia con la del clon 
representativo del haplotipo mayoritario. La mayor parte de estas mutaciones 
son silenciosas (fig. III.D.10). El aislamiento C278-1 presentó cuatro clones con 
patrón diferente en el fragmento mayor. Dos de ellos, 238 y 242, comparten 
además el patrón de migración del fragmento menor. Los clones 228 y 237 
presentaron solamente dos cambios con respecto a la secuencia del clon 
mayoritario; en 237 las mutaciones son silenciosas pero en 238 no 
(fig. III.C. 10). Por otro lado, los clones 238 y 242 mostraron 27 y 28 cambios 
respectivamente con respecto del clon mayoritario. La mayoría de los mismos 
son silenciosos y los valores de similitud e identidad superan a los de identidad
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nucleotídica. (fig. III.D. 10). El aislamiento C269-1 presentó cinco clones con 
variación en el fragmento menor (251, 256, 258, 259 y 263); tres de ellos (251, 
256 y 263) también difieren del mayoritario en la migración del fragmento 
menor. Los cambios en los clones oscilan entre 2 y 4 nt, aunque con la 
excepción del clon 263, se trata de mutaciones no silenciosas (fig. III.D.10).

Figura III.D.10: Variabilidad intrapoblacional del fragmento mayor del gen p27. En el eje Y se grafican valores 
de porcentaje de 85 a 100. Las columnas en celeste indican identidad de secuencia nucleotídica mientras 
que las de color amarillo y bordó representan valores de similitud e identidad de secuencias aminoacídicas 
deducidas, respectivamente. Clones representativos de los haplotipos minoritarios de los distintos biogrupos: 
biogrupo II: 8 y 17 (C257-2), 184 y 185, (C271-2); biogrupo III: 51, 53 y 55 (C257-9); 86 y 87 (C257-10); 
biogrupo IV: 141 (C269-6); 228, 237, 238 y 242 (C278-1), 251, 256, 258 y 263 (C269-1) y biogrupo V: 27, 35 
y 36 (C257-7). Entre paréntesis se indica el número de cambios de secuencia nucleotídica con respecto al 
haplotipo mayoritario.

En el aislamiento C257-7 (V) se encontraron diferencias en los patrones de 
migración del fragmento mayor en los clones 27, 35 y 36. El clon 35 mostró un 
elevado número de cambios en dicho fragmento; por otro lado, no exhibió 
diferencias con respecto al haplotipo mayoritario para el fragmento menor. Por 
esta razón se decidió secuenciarlo por completo. La comparación de su 
secuencia con la del clon mayoritario evidenció que el primer cambio ocurre en 
la posición 421 del gen p27. Posiblemente este clon se haya generado por
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recombinación entre un RNA representativo de la secuencia mayoritaria y otro 
muy diferente a ella. También es sorprendente que la mayoría de las 
mutaciones sean silenciosas (valores de similitud e identidad de 99,3%). Los 
clones 27 y 36 mostraron variación en ambos fragmentos del gen y 
presentaron, en el fragmento mayor, una única mutación silenciosa 
(fig. III.C.10).

III.D.4A) Alin eam ien tos  mú ltip le s  de  se cue nci as  nuc le otídic as

Para comparar la variabilidad conjunta del gen p27 en los aislamientos 
estudiados se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas en 
la presente sección. La comparación se llevó a cabo para ambos fragmentos 
por separado, utilizando los programas PileUp y Pretty (GCG). Los 
alineamientos resultantes se muestran en las figuras C.2A y B del Apéndice.

Del análisis de los alineamientos se desprende que la mayoría de los clones, 
representativos de los haplotipos mayoritarios y minoritarios, comparten una 
misma secuencia tipo con ligeras variaciones. En un bloque distinto se 
agruparon las secuencias del aislamiento C268-2 (clones 101 y 107) y algunos 
clones minoritarios de los aislamientos C257-9 (clon 53) y C278-1 (clones 238 y 
242). El aislamiento C268-2 es muy homogéneo pero su secuencia difiere 
marcadamente de las de los demás aislamientos. La secuencia del haplotipo 
mayoritario se encuentra también, aunque como haplotipo minoritario, en los 
aislamientos
C257-9 (naranjo de Corrientes, biogrupo III) y C278-1 (pomelo de Tucumán, 
biogrupo IV). La presencia de esta variante de secuencia en los aislamientos 
descriptos parece ser más "lógica” en C257-9, ya que no sólo pertenece al 
mismo biogrupo que C268-2 (III) sino que también se obtuvo a partir de un 
hospedante de la misma especie que se encontró en una región geográfica 
cercana (Corrientes). En cambio resulta más difícil explicar la aparición de esta 
secuencia poco frecuente en un aislamiento de pomelo, originario de Tucumán.

III.D.4B) Análi sis  filo gen étic o  de  las  secue ncias  obtenid as

Para establecer las relaciones entre los haplotipos mayoritarios y minoritarios 
de los aislamientos argentinos analizados, se realizaron árboles filogenéticos 
utilizando el programa PAUP*. Se empleó el método de neighbor-joining (NJ) y 
también los criterios de parsimonia (P) y maximum likelihood (ML), de acuerdo 
a lo descripto anteriormente.

Se establecieron las relaciones entre aislamientos analizados para ambos 
fragmentos por separado, utilizando como archivos de entrada los 
alineamientos múltiples de las figuras C.2A y B. Para el fragmento menor se 
obtuvo, bajo ML, un único árbol con un score de 746,48, idéntico a uno de los 
ocho árboles generados bajo el criterio de parsimonia. En la figura III.D.11 se 
muestra dicho árbol, donde se indican los valores de bootstrapping y los
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aislamientos analizados. Se distinguen cuatro grupos bien definidos. En uno de 
ellos se incluyen los haplotipos mayoritario y minoritario de C268-2 y los 
minoritarios de los aislamientos C257-9 y C278-1. El segundo grupo está 
constituido por uno de los haplotipos minoritarios de C269-6 mientras que el 
tercero está formado por el haplotipo mayoritario y la totalidad de los 
minoritarios del aislamiento C257-2. En el cuarto grupo se ubican los haplotipos 
mayoritarios y minoritarios de los restantes aislamientos.

Figura III.D.11: Árbol no enraizado obtenido con las secuencias correspondiente al fragmento menor del gen 
p27 en aislamientos argentinos de CTV. Se señalan los valores de bootstrapping. En verde, gris, lila y rojo se 
indican los biogrupos II, III, IV y V, respectivamente. Los haplotipos mayoritarios y minoritarios se indican con 
M y m, respectivamente.
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El análisis de las secuencias nucleotídicas del fragmento mayor del gen p27 
permitió obtener un único árbol bajo el criterio de ML, con un score de 1296,60 
y sesenta y cuatro árboles bajo el criterio de P. La totalidad de los árboles 
obtenidos bajo P se utilizaron para generar un árbol consenso, que se muestra 
en la figura III.D.12. Como se indicó anteriormente, en estos árboles se puede 
visualizar la posición de las distintas ramas pero no la distancia existente entre 
ellas.

Figura III.D.12: Árbol no enraizado correspondiente a las secuencias del fragmento mayor del gen p27 en 
aislamientos argentinos de CTV. La figura corresponde a un árbol consenso. Se indican los valores de 
bootstrapping de las distintas ramas. En verde, gris, lila y rojo se señalan los aislamientos de los biogrupos II, 
III, IV y V, respectivamente.
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El orden en el que se agruparon los distintos clones es semejante al obtenido 
con el fragmento menor. La mayoría de ellos forma un grupo que incluye a los 
aislamientos C278-1, C269-1, C257-7, C271-2, C257-9 y C257-10. Por otro 
lado se encuentran agrupadas las secuencias de los haplotipos mayoritarios de 
los aislamientos C269-6, C270-3 y C271-8. Otro grupo está formado 
exclusivamente por los haplotipos mayoritario y minoritario del aislamiento 
C257-2. Un tercer grupo incluye los haplotipos minoritarios de los aislamientos 
C269-6 y C257-7. El clon 55 del aislamiento C257-9 se encuentra en un cuarto 
grupo. Los grupos restantes contienen haplotipos minoritarios del aislamiento 
C278-1 por un lado y el haplotipo mayoritario de C268-2 y el minoritario de 
C257-9 por otro.

Es destacable que en varios aislamientos argentinos los haplotipos minoritarios 
difieren notoriamente de los mayoritarios. Así en C257-7, C257-9, C269-6 y 
C278-1 algunos o todos los haplotipos minoritarios se encuentran en un grupo 
diferente al del haplotipo mayoritario. Por el contrario, en los aislamientos 
C257-2, C269-1, C271-2, C268-2 tanto el haplotipo mayoritario como el o los 
minoritarios forman parte de un mismo grupo. El aislamiento C257-2 forma un 
grupo separado que incluye a todos sus haplotipos y no incluye a ningún clon 
de otro aislamiento.

III.D.6) Vali da ción  de  los  datos  obten idos : ens ayo  de  protec ción  a RNasas  
(RNase  pro tec tion  Assay ).

Una crítica al análisis de variabilidad poblacional por SSCP, es que los primers 
elegidos para la PCR permitan la amplificación selectiva de variantes 
poblacionales. Como consecuencia de esta selección, las secuencias 
observadas pueden no ser, necesariamente, representativas del aislamiento. 
Para evitar este problema, en el diseño de los primers se consideraron todas 
las secuencias disponibles en ese momento (T36, VT y las secuencias de los 
clones del aislamiento C268-2). Además, a medida que se publicaron 
secuencias de otros aislamientos virales se compararon con ellas. En todos los 
casos los primers utilizados son potencialmente capaces de amplificar un único 
producto del tamaño esperado. Experimentalmente se verificó lo previsto y se 
amplificó el gen p27 en todos los aislamientos estudiados, indicando la 
funcionalidad y especificidad de los primers sobre los distintos moldes 
empleados.

A pesar de ello y para verificar la ausencia de selección en el proceso de 
amplificación, se realizó un ensayo de protección a RNasas. Este tipo de 
experimento permite confirmar que las proporciones de distintas secuencias 
obtenidas para un aislamiento se encuentran en la misma relación en la 
población viral.

Para el ensayo se utilizó el aislamiento C269-6, ya que en el mismo se 
identificaron las secuencias más disímiles entre sí. Los clones 128 y 141
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representan a los patrones mayoritario (siete clones) y minoritario (dos clones), 
respectivamente, y presentan un 89,6% de homología nucleotídica entre sí. El 
clon restante presentó una única diferencia con respecto a la secuencia del 
clon 128, por lo que se puede considerar que los clones utilizados en el ensayo 
representan al 80 y 20% de la población viral respectivamente. Los transcriptos 
generados in vitro, correspondientes a la secuencia de los clones citados, 
serán ’’protegidos" de manera diferente por el dsRNA viral frente a la digestión 
con RNasas, siempre que no se esté seleccionando un componente 
determinado de la población viral. En principio se espera que el transcripto 
correspondiente al clon 128 (secuencia mayoritaria) sea protegido en mayor 
proporción que el transcripto correspondiente al clon 141 (secuencia 
minoritaria).

Los resultados del ensayo se muestran en la figura III.D.14, donde se observan 
las autorradiografías obtenidas luego de distintos tiempos de exposición del 
gel. Con tiempos cortos de exposición (fig. III.D. 14a) se observa que el 
transcripto mayoritario es protegido por el dsRNA viral (calles 8 y 9) mientras 
que el transcripto correspondiente a la secuencia del haplotipo minoritario no lo 
es (calles 15 y 16). Con períodos de exposición mayores, (fig. III.D. 14b), se 
observó protección de productos de tamaño parcial en las calles 
correspondientes al transcripto minoritario (calles 15 y 16) y se encontró que 
parte del transcripto mayoritario es protegido parcialmente (calles 15 y 16). 
Estos resultados indican que la secuencia mayoritaria es predominante en el 
aislamiento estudiado aunque existen otras variantes poblacionales. Esto se 
deduce de la protección menos efectiva del transcripto minoritario y también de 
la digestión de parte del transcripto mayoritario. Por otro lado, los controles sin 
RNasas indican que ni en los transcriptos marcados (calles 2 y 10 para 128 y 
141, respectivamente), ni en el complementario frío (calles 4 y 12 para 128 y 
141, respectivamente), ni en el dsRNA (calles 7 y 14 para 128 y 141, 
respectivamente) existe actividad de RNasa inespecífica que pueda afectar los 
resultados del experimento. El transcripto complementario frío protegió 
adecuadamente a la secuencia homologa 141 (calle 13) mientras que en la 
secuencia no homologa, 128, se obtuvo el patrón de digestión esperado (calles 
5 y 6). Estos resultados, conjuntamente con los de las reacciones de los 
transcriptos sin protección (calles 3 y 11), indican que las RNasas funcionan 
efectivamente. La diferencia de tamaño entre los transcriptos sin tratamiento y 
los protegidos corresponde a la secuencia de 61 b del vector, que se extiende 
desde el sitio de inicio de transcripción hasta el sitio de clonado (calles 8, 9 y 
13).
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Figura III.D.14: Ensayo de protección a RNasas. La electroforesis de los productos se realizó en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida 4%-TBE 1x-urea 7M, en las condiciones descriptas, a: figura 
correspondiente a una autorradiografía con 5 días de exposición, b: reexposición de 26 días. Las puntas 
de flechas señalan la posición del transcripto sin secuencias del vector. Calle 1: marcador de PM, 
transcripto de 520 bases.
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Este resultado experimental, confirmado en tres ensayos más, apoya la 
hipótesis de no selección con los primers utilizados en el estudio de SSCP. 
Indica que las proporciones relativas de los componentes de la población viral, 
evidenciados por el análisis de SSCP, se corresponden con la situación real en 
el aislamiento viral.

El transcripto correspondiente al clon 128 se utilizó en ensayos de protección 
con dsRNA de distintos aislamientos virales argentinos. La finalidad de este 
ensayo fue evaluar la dispersión de esta secuencia, mayoritaria en el 
aislamiento C269-6, en los restantes aislamientos. El ensayo se realizó con 
dsRNA de los aislamientos C257-2, C268-2, C269-6, C270-3 y C271-2. De 
acuerdo a los datos del análisis de SSCP y a los clones secuenciados en 
dichos aislamientos, se espera protección del transcripto 128 con los tres 
últimos y protección parcial, en cuanto al número de moléculas protegidas, en 
los dos primeros, debido a que las secuencias de los clones mayoritarios de 
estos aislamientos difieren de la del clon 128. Los resultados del ensayo se 
observan en la figura III.D. 15a y b, donde se muestran las autorradiografías 
correspondientes a distintos tiempos de exposición del gel.

En las calles 6, 8 y 10, correspondientes a los aislamientos C269-6, C270-3 y 
C271-2, respectivamente, se observa la presencia de una única banda 
protegida, que tiene el tamaño esperado del transcripto sin la secuencia del 
vector. Incluso con tiempos de exposición prolongados (figura III.D.15b) se 
observa esa única banda protegida. Este resultado indica que la secuencia 
correspondiente al clon 128 es predominante en dichos aislamientos, lo cual 
coincide con los resultados del análisis de SSCP. Cuando se utilizaron los 
aislamientos C257-2 y C268-2 en la protección, incluso con tiempos de 
exposición cortos, se observan bandas adicionales de menor tamaño (calles 2 
y 4, respectivamente), que indican que el transcripto no fue protegido 
íntegramente. Estos productos de digestión se observan con mayor intensidad 
con tiempos de exposición mayores (fig. III.D.15b). Los resultados indican que 
la secuencia del clon128 está presente en ambos aislamientos virales, aunque 
no es mayoritaria en los mismos y debido a ello una parte del transcripto es 
digerida. Confirman, además, que las proporciones relativas de los 
componentes de la población viral, evidenciados por el análisis de SSCP, se 
corresponden con la situación real en los aislamientos virales analizados.
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Figura III.D.15: Ensayo de protección a RNasas con aislamientos argentinos de CTV. La electroforesis se 
realizó en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 4%-TBE 1x-7M urea, en las condiciones antes descriptas. 
En todos los casos se utilizó el transcripto 128 (mayoritario del aislamiento C269-6) y dsRNA correspondiente a 
los distintos aislamientos virales indicados. Se señalan los tamaños, en bases, de los transcriptos utilizados 
como marcadores de PM. Las puntas de flechas señalan la posición del transcripto protegido y de los distintos 
fragmentos de digestión generados, a: autorradiografía correspondiente a 36 hs de exposición, 
b: autorradiografía correspondiente a 4 días de exposición.
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Capítulo  III
Sección  E: Discu sión  de  los  resu ltad os  obtenido s  al  realizar  el  

ANÁLISIS DE VARIABILIDAD DEL GEN P27 EN AISLAMIENTOS DE CTV
Como se describió en secciones precedentes, el gen p27 de CTV codifica para 
la proteína de cubierta minoritaria del virión, que se encuentra en uno de los 
extremos de la partícula viral. Teniendo en cuenta, por un lado, el rol que 
cumple la proteína en la transmisión del virus por insectos vectores y por otro, 
los diferentes grados de patogenicidad de los aislamientos de CTV, resultó de 
interés analizar las distintas variantes de secuencia de p27 presentes en 
diferentes aislamientos virales.

III.E.1) VARIABILIDAD POBLACIONAL DE AISLAMIENTOS DE CTV

Una de las técnicas más sensibles para la detección de polimorfismos de 
secuencias nucleotídicas es el análisis de SSCP y por ello se lo utilizó en la 
primera etapa del estudio de variabilidad del gen p27. En la mayoría de los 
aislamientos estudiados, el análisis de SSCP mostró un patrón de migración 
que era compartido por la mayor parte de los clones, indicando la existencia de 
un haplotipo mayoritario. De acuerdo a una publicación reciente, el haplotipo 
predominante en un aislamiento sería el determinante primario de los 
sintomatología causada por el mismo en plantas infectadas, mientras que la 
contribución de los genotipos minoritarios sería prácticamente nula 
(Satyanarayana etal., 2001).

El análisis de SSCP de los distintos clones estudiados permitió la identificación 
rápida y confiable de los distintos haplotipos virales presentes en cada 
aislamiento. La comparación de los patrones de migración de los haplotipos 
mayoritarios, identificados en este análisis, con los productos de digestión de 
las amplificaciones iniciales demostró que los primeros son representativos del 
componente mayoritario presente en la población viral analizada. Este 
resultado indica que, en las condiciones del presente estudio no se realizó un 
clonado selectivo de determinadas variantes poblacionales. La secuenciación 
de clones o productos iniciales de PCR, correspondientes a aislamientos de 
secuencia conocida mostró resultados semejantes o idénticos a los 
depositados en el GeneBank. De esto último se infiere que los primers 
utilizados en este trabajo, diseñados sobre regiones conservadas del gen, son 
aptos para amplificar el mismo a partir de distintos aislamientos. La 
identificación de haplotipos diferentes dentro de cada aislamiento indica que se 
amplificaron las distintas variantes de secuencia presentes en los mismos. De 
igual manera, los resultados de los ensayos de protección a RNasas 
permitieron afirmar que no ocurrió amplificación selectiva de determinados 
haplotipos en las etapas de transcripción reversa y PCR. El haplotipo 
mayoritario del aislamiento elegido para el ensayo fue protegido eficazmente
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por el dsRNA viral, mientras que el haplotipo minoritario sólo lo fue 
parcialmente. De este hecho se desprende que los resultados del análisis de 
SSCP reflejan la distribución real de haplotipos en la población viral.

La secuenciación de clones representativos de los haplotipos mayoritarios y 
minoritarios de los distintos aislamientos virales, permitió concluir que los 
mismos están constituidos por más de una secuencia y que, en todos ellos, 
existe una secuencia predominante (master). Estos resultados son consistentes 
con la idea de que los virus existen en la naturaleza como poblaciones 
formadas por quasiespecies. El concepto de quasiespecie se utiliza para 
describir una población de virus que tiene un origen común pero que presenta 
diferencias en sus secuencias como consecuencia de mutaciones, de 
fenómenos de deriva génica y de la presión de selección (Smith et al., 1997). 
De manera análoga se las puede definir como distribuciones dinámicas de 
replicones relacionados pero no idénticos, generados principalmente por los 
errores cometidos por las RNA polimerasas RNA dependientes durante la 
replicación del genoma viral (Domingo and Holland, 1997).

El análisis de variabilidad intrapoblacional de los aislamientos descriptos en la 
sección C demostró que en los aislamientos multiplicados en condiciones 
óptimas o estables y sin vectores en el ambiente, los haplotipos minoritarios 
presentan muy pocos cambios con respecto a la secuencia master. Este 
resultado coincide con el modelo que sugiere que, en un ambiente sin cambios, 
la secuencia con mayor valor adaptativo (fitness) ocupa el pico adaptativo y las 
demás secuencias se disponen en las laderas de ese pico. En organismos 
complejos el fitness se utiliza como una medida para describir la adaptabilidad 
al ambiente en que se encuentra. Para las poblaciones virales se define como 
la capacidad de producir una progenie estable e infectiva en un ambiente dado 
(Domingo and Holland, 1997). En la mayor parte de los aislamientos de campo 
(C269-2, C268-2, Capaó Bonito, Baraó B y Pera GS, de la sección C y 
aislamientos argentinos de la sección D) la situación es distinta. Estos 
aislamientos no solamente están expuestos a las variaciones ambientales sino 
que las plantas hospedadoras están a merced de sucesivas reinfecciones con 
distintos aislamientos virales debido a la acción de los áfidos vectores. Estas 
condiciones se reflejan en la composición de los aislamientos donde además 
de la secuencia que ocupa el pico adaptativo más alto, rodeada de su cohorte 
de variantes minoritarias, suelen encontrarse una o más secuencias 
adicionales que pueden ocupar otros picos adaptativos menores, alrededor de 
las cuales también puede existir una nube de variantes. Es interesante señalar 
que dentro de estos últimos aislamientos existen variantes minoritarias que 
difieren de la secuencia master en más del 10%.
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III .E.2) Correl ación  entr e secu enci a nuc leotí dic a y ca ra cte ríst icas  
BIOLÓGICAS DE LOS AISLAMIENTOS

En trabajos previos varios autores describieron la existencia de correlación 
entre secuencias nucleotídicas de genes de CTV y las características 
biológicas de los aislamientos analizados. El primer gen estudiado en detalle 
para determinar la existencia de tal relación fue p25, el gen que codifica para la 
proteína de cubierta mayoritaria del virus (Pappu et al., 1993). Cuando se 
analizaron, en varios aislamientos las secuencias peptídicas deducidas de este 
gen, se encontró que presentaban una elevada similitud y que las secuencias 
podían agruparse de acuerdo a la patogenicidad del aislamiento. Estudios 
similares con secuencias del gen p23, que codifica para una proteína que tiene 
dominios de unión a RNA, mostró resultados semejantes (Pappu et al., 1997). 
El análisis de la región 5’ UTR viral demostró la existencia de tres tipos de 
secuencias que permitieron un agrupamiento de los aislamientos virales (López 
et al., 1998). Recientemente se ha utilizado esta región genómica para 
caracterizar aislamientos de CTV de distintos orígenes geográficos y 
características biológicas (Ayllón et al., 2001). Todos los aislamientos 
presentan secuencias de tipo III, pero algunos de ellos tienen además 
secuencias de tipo I o II o ambas. Los aislamientos débiles presentan 
solamente el primer tipo de secuencias mientras que los demás tienen mezclas 
de los distintos tipos identificados (López etal., 1998; Ayllón etal., 2001).

III .E.2A) Anál isis  filo gen étic o de  sec uen cia s de  ais lam ientos  de  distinto  
ORIGEN GEOGRÁFICO

El análisis filogenético de las secuencias de los haplotipos mayoritarios de los 
aislamientos estudiados en la sección C mostró resultados coincidentes con los 
de los trabajos anteriormente citados. Los aislamientos de biogrupos débiles 
formaron un grupo estrechamente relacionado. Del mismo modo, los 
aislamientos del biogrupo III constituyeron un grupo definido a pesar de que 
uno de ellos era originario de Brasil y otro de Argentina. Los aislamientos de 
biogrupos severos formaron un grupo muy distante de los demás. T388, en 
cambio, no se comportó como el resto de los aislamientos virales que se 
agruparon de acuerdo a sus características biológicas. Constituyó un grupo 
aparte, diferente del que incluye a los aislamientos severos sudamericanos. 
Cuando se incluyeron las secuencias de los productos iniciales de PCR se 
obtuvo un resultado semejante, los aislamientos débiles se agrupan entre sí, el 
aislamiento T36 (biogrupo III) tiene una posición intermedia y los aislamientos 
severos sudamericanos se disponen en un grupo alejado de los demás. En 
este caso, otro aislamiento severo analizado, T305, se encontró incluido en el 
grupo de los aislamientos débiles. Este resultado aparentemente contradictorio 
podría explicarse por el hecho de que T305 deriva de un aislamiento débil 
(T385) y en la patogenicidad podrían estar involucrados más de un gen o
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región génica. El análisis de variabilidad intrapoblacional en los aislamientos de 
la sección C demostró la existencia de secuencias muy diferentes de las del 
haplotipo mayoritario únicamente en los aislamientos de campo. Este hecho 
puede adjudicarse tanto a los factores climáticos no controlados como a la 
posibilidad de reinoculaciones con otros aislamientos virales a que están 
sometidas las plantas que se encuentran a campo.

III .E.2B) Aná lisi s  filog ené tico  de  secue ncias  de  ais la mie ntos  ar ge ntin os

Los aislamientos argentinos de CTV exhibieron un comportamiento particular, 
ya que la mayor parte de ellos mostró haplotipos mayoritarios con secuencias 
muy semejantes. La presencia de una secuencia mayoritaria compartida puede 
deberse a estabilidad genética, que surge como consecuencia de una presión 
de selección fuerte y competición entre los mutantes que se producen durante 
la replicación. Debido a ello se crea un equilibrio en la distribución de 
quasiespecies (Albiach-Martí etal., 2000a).

Cuando se analizan los árboles filogenéticos se encuentra que en Argentina las 
secuencias del gen p27 caen dentro de cuatro grupos definidos. La mayor parte 
de los aislamientos exhibe un mismo tipo de secuencia, semejante a la del 
haplotipo mayoritario de los aislamientos severos brasileños. Los aislamientos 
C269-1, C271-2 y C271-8, muestran únicamente este tipo de secuencias con 
una dispersión de tipo quasiespecie alrededor del haplotipo mayoritario. El 
aislamiento C270-3 también presenta este tipo de secuencia y es un caso 
extremo de homogeneidad intrapoblacional, ya que los 10 clones analizados 
compartieron el mismo patrón de SSCP. La secuencia de amplificación inicial 
de este aislamiento mostró una identidad del 100% con la de los clones 
analizados. El aislamiento C270-3 proviene de una planta libre de virus traída al 
país desde Florida en el año 1990 (Costa, comunicación personal). La 
adquisición de la variante poblacional más extendida en el país parece 
confirmar que esta secuencia es actualmente la más “activa”, al menos en 
cuanto a su dispersión en esta región geográfica. Una situación similar a la 
anterior es la del aislamiento P6 de Uruguay, que fue purificado de una planta 
de pomelo, ingresada a ese país entre los años 1981 y 1983 como libre de 
virus, proveniente de California (Peyrou, comunicación personal). La 
secuenciación del producto de amplificación inicial del gen p27 en dicho 
aislamiento demostró la presencia de la misma secuencia que se encontró en 
la mayor parte de los aislamientos argentinos de CTV. Un segundo tipo de 
secuencias es el que se encuentra en el aislamiento C257-2. Los haplotipos 
minoritarios presentes muestran pequeñas variantes con respecto al 
mayoritario y ninguna de las secuencias es semejante a la de los demás 
aislamientos virales estudiados. El tercer tipo de secuencias está representado 
por el haplotipo mayoritario de C268-2 y el cuarto por los haplotipos 
minoritarios de los aislamientos C269-6 y C257-7. Como se mencionó
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anteriormente todos los demás aislamientos, incluyendo estos dos últimos, son 
heterogéneos y presentan más de un tipo de secuencia viral.

De acuerdo a resultados recientes, la secuencia master de cada aislamiento 
sería responsable de la sintomatología producida (Satyanarayana et al., 2001). 
En líneas generales, en dicho trabajo se infectaron protoplastos con 
transcriptos correspondientes a un clon de longitud total del aislamiento T36 de 
Florida. Se obtuvieron viriones que se utilizaron para infectar plantas de 
cítricos. Las infecciones fueron exitosas y los viriones recombinantes obtenidos 
causaron síntomas idénticos al aislamiento de origen. Es importante destacar 
que este aislamiento es más uniforme en composición que la mayor parte de 
los aislamientos de CTV, ya que solo presenta la secuencia mayoritaria y 
cantidades mínimas de una secuencia similar a T30 (débil) (Satyanarayana et 
al., 2001).

Teniendo en cuenta el criterio de que la secuencia mayoritaria es la 
responsable del fenotipo, la totalidad de los aislamientos argentinos, con 
excepción de C257-2 y C268-2 serían virulentos. Aunque la mayor parte de 
ellos producen sintomatología moderada a severa en sus hospedantes 
originales, existen aislamientos muy virulentos que también presentan el mismo 
haplotipo mayoritario. Estos últimos aislamientos comparten una secuencia 
minoritaria semejante. En Baraó B (naranja, Brasil) y en C269-6 (pomelo, 
Argentina), del biogrupo IV, esta secuencia, que difiere de la del haplotipo 
mayoritario en más del 12% a nivel nucleotídico, comprende al 10% de los 
clones. El aislamiento brasileño Capao Bonito, que es extremadamente severo, 
también presenta un clon que exhibe una elevada identidad nucleotídica (96%) 
con la secuencia minoritaria de los aislamientos antes citados. C257-7, el único 
aislamiento argentino del biogrupo V, no comparte esta variante pero también 
presenta una secuencia minoritaria que difiere notoriamente de la del haplotipo 
mayoritario. Si se considera que quizás las secuencias minoritarias también 
pueden cumplir un rol en la patogenicidad viral, sobre todo a campo, su 
presencia podría ser indicativa de extremada virulencia.

El análisis filogenético de los haplotipos mayoritarios analizados en conjunto 
con las secuencias presentes en banco de datos demostró que los aislamientos 
severos argentinos, brasileños y uruguayos forman un grupo bien definido y 
que la secuencia del gen p27 de dichos aislamientos es diferente a la hallada 
en otros aislamientos secuenciados. Dos de los aislamientos sudamericanos 
del biogrupo III se agrupan distantes de los restantes indicando que, al menos 
en este caso el origen geográfico no incide en el agrupamiento de los 
aislamientos. De esta manera, en la mayor parte de los casos se encontró una 
correlación entre la secuencia del gen p27 y las características biológicas de 
los aislamientos estudiados, indicando la posible relación de este gen con el 
grado de patogenicidad viral.
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Capítulo  IV
Sección  A: Intr odu cción  al  análisis  de  los  clones  de  la  bibliot eca  

DE CDNA DEL AISLAMIENTO C268-2
IV .A.1) Cara cter ístic as  de  los  genom as  de  CTV secue nciad os

Uno de los objetivos principales en el estudio de CTV es la búsqueda e 
identificación de las regiones génicas que pudieran ser responsables de los 
distintos grados de patogenicidad que muestran los aislamientos virales. Entre 
las estrategias aplicadas para este análisis está la secuenciación de la totalidad 
del genoma de aislamientos provenientes de distintas regiones geográficas, 
que inducen sintomatologías diferentes en los indicadores utilizados.

El primer genoma de CTV completamente secuenciado corresponde al 
aislamiento T36, originario de un naranjo de Florida, que produce declinamiento 
rápido en las plantas infectadas (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995). 
Estos trabajos dilucidaron la organización genómica del virus. Se determinó la 
presencia de distintos motivos conservados entre los closterovirus por 
comparación con el genoma de BYV, que había sido secuenciado previamente 
(Agranovsky et al., 1991; .Agranovsky et al., 1994). Posteriormente se 
secuenció el aislamiento VT de Israel (Mawassi et al., 1996), que también 
proviene de naranjo y produce declinamiento. La comparación de las 
secuencias de ambos aislamientos demostró que la organización genómica se 
correspondía con la descripta para T36. Las secuencias nucleotídicas de 
ambos genomas tiene una identidad global de alrededor del 72%. La mitad 3' 
está muy conservada (84,7% de identidad), mientras que en la región 5' los 
valores son menores (70,7%) (Mawassi et al., 1996). La asimetría en la 
conservación es aún más notoria cuando se comparan las regiones 5' y 3' no 
codificantes, que muestran un 60% y un 97% de identidad nucleotídica 
respectivamente. A pesar de que estos aislamientos tienen orígenes 
geográficos diferentes, ambos pertenecen al mismo biogrupo (III) de acuerdo a 
la sintomatología que inducen en plantas indicadoras.

Para ampliar el análisis se secuenció otro aislamiento severo, proveniente de 
un naranjo dulce de California (SY568) (Yang et al., 1999). El genoma de 
SY568 muestra valores de identidad nucleotídica global de 81 y 87% cuando se 
lo compara con T36 y VT respectivamente. Nuevamente se observó que la 
región 3' está más conservada (90% con respecto a T36) que la 5' (56% con el 
mismo aislamiento). Datos semejantes se obtuvieron cuando se comparó la 
secuencia completa de un aislamiento débil español (T385, biogrupo I) (Vives 
et al., 1999) con las de los restantes aislamientos. T385 mostró valores 
globales de identidad nucleotídica de 81,3; 89,3 y 94% con T36, VT y SY568, 
respectivamente. Cuando se comparó la región 5' UTR se obtuvieron valores 
de 67% con VT, de 66,3% con SY568 y de 42,5% con T36.
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La comparación entre T385 y otro aislamiento débil, T30, originario de Florida, 
demostró que existe una identidad nucleotídica casi absoluta entre ambos 
aislamientos (99,3%) (Albiach-Martí et al., 2000a). Las secuencias 5' y 3' no 
codificantes tienen una identidad de 96,3 y 99,6% respectivamente.

Asimismo se secuenciaron cuatro regiones "hipervariables" en otros tres 
aislamientos débiles, B252 de Taiwan, B272 de Colombia y B354 de California. 
Estas cuatro regiones genómicas corresponden a: 1) la región 5' no codificante; 
2) los primeros 234 nucleótidos del ORF 1a; 3) una porción del dominio de 
metiltransferasa y 4) una porción del dominio de helicasa. En todos los casos 
se encontraron valores de identidad nucleotídica elevados (mayores al 97,2%) 
entre los aislamientos débiles, incluidos T30 y T385 (Albiach-Martí et al., 
2000a). Una de las explicaciones de este hallazgo es el posible origen común 
de estos aislamientos a partir de un antecesor, probablemente asiático.

IV .A.2) Obten ción  de  una  bib liote ca  de  c DNA a partir  de  un  ais la mie nto  
ARGENTINO DE CAMPO DE CTV

Hasta el presente no se cuenta con secuencias completas de genomas de 
aislamientos de CTV de origen Sudamericano. Ya que en la Argentina la 
tristeza es endémica y la aparición de aislamientos extremadamente virulentos 
constituye un problema grave para la industria citrícola, resultó de interés 
producir una biblioteca de cDNA de un aislamiento local, C268-2 de Concordia, 
Entre Ríos. Este aislamiento de campo es originario de una planta de naranjo 
Valencia frost y, de acuerdo a la sintomatología que produce en plantas 
indicadoras, se lo clasificó como perteneciente al biogrupo III (Costa, 1995). 
Además, en ensayos de ELISA reacciona positivamente con el anticuerpo 
monoclonal MCA13, que reconoce un epitope presente en la proteína de 
cubierta mayoritaria de aislamientos severos. Para obtener la biblioteca se 
utilizó dsRNA del aislamiento y un kit de clonado (Librarían II cloning kit, 
Invitrogen Corp., USA) que incluye la transcriptasa reversa AMV. Para la 
síntesis de cDNA se utilizaron oligonucleótidos de seis bases de secuencia al 
azar con el fin de evitar la selección de componentes de la población viral. El 
molde de la reacción fue dsRNA de longitud total (dsRNA full-length), 
correspondiente al intermediario de replicación del genoma. Se utilizó el 
plásmido pcDNAII como vector de clonado y para la transformación se 
emplearon bacterias E. coli de la cepa DH5aF’ cuyo estado de competencia se 
estableció por métodos químicos (Semorile et al., 1993).

A partir de la secuenciación de los clones obtenidos se pudo establecer la 
secuencia parcial del aislamiento C268-2, realizar comparaciones con 
aislamientos de otras regiones geográficas y tener una visión general del tipo 
de secuencias presentes en el país, corroborando la existencia de variabilidad 
intrapoblacional en los aislamientos de campo no purificados. Los clones de la 
biblioteca también se utilizaron en la búsqueda de regiones genómicas que
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permitieran caracterizar aislamientos de CTV (Semorile efa/,1993), por lo cual 
la secuenciación de los mismos posibilitó situarlas en el contexto del genoma 
viral e identificar las zonas que están potencialmente involucradas en la 
patogenicidad viral. Las variantes de secuencia de dichas regiones pueden 
relacionarse con los diferentes grados de patogenicidad que exhiben los 
distintos aislamientos virales.

En las siguientes secciones se exponen los resultados obtenidos a partir de la 
secuenciación y análisis de la totalidad de los clones de la biblioteca del 
aislamiento C268-2.
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Capítulo  IV
Sección  B: Método s  utiliz ados  para  la  secuenciación  y  anál isis  de  

LOS CLONES DE LA BIBLIOTECA DE CDNA DEL AISLAMIENTO C268-2
IV .B.1) Preparac ión  de  clo nes  para  se cu en cia ción

Se realizaron minipreparaciones de DNA plasmídico de todos los clones de la 
biblioteca. Una alícuota del DNA plasmídico se digirió con enzimas de corte 
único en el polylinker (Xho I y BamH I) y los fragmentos obtenidos se 
resolvieron en geles de agarosa 0,8%-TAE 1x para determinar su tamaño. En 
algunos casos no se contaba con cultivos congelados, por lo cual fue necesario 
transformar previamente a bacterias competentes con una fracción de DNA 
plasmídico. A partir de las bacterias transformadas se realizaron cultivos 
líquidos con la finalidad de congelar una fracción y obtener DNA plasmídico 
para las reacciones de secuenciación.

IV .B.2) Secu enc iaci ón  de  clone s  de  la  bib liote ca

Las reacciones de secuencia se realizaron con los primers M13 directo, M13 
reverso, T7 y SP6. La lectura de las mismas se realizó en un secuenciador 
automático PERKIN ELMER 373. Para la comparación de las secuencias se 
utilizaron, entre otros, los programas Gap y BestFit del GCG.

Para completar la secuencia de ambas hebras de clones de tamaño mayor a la 
capacidad de resolución del equipo empleado, se utilizaron dos estrategias: 
corte con enzimas de restricción para producir subclones y diseño de primers 
específicos.

IV .B.2A) Subcl onado  por  diges tión  con  en zima s  de  corte  únic o

Las secuencias parciales de los clones se analizaron con el programa Map 
para identificar enzimas de corte único en el vector y con, al menos, un sitio 
blanco en el inserto. Los plásmidos recombinantes se digirieron con las 
enzimas Xho I, BamH I, Sac I, Kpn I o Hind III. Los insertos liberados, que 
comprenden una porción del polylinker del vector (desde el sitio de corte en el 
vector hasta el sitio de clonado) y una región del clon, se purificaron a partir de 
un gel de agarosa y se ligaron a preparaciones del vector pcDNA II digerido 
con la misma enzima. Por otro lado se religó el plásmido que conserva unido el 
fragmento restante del clon. Con ambas construcciones se transformaron 
bacterias competentes y los subclones resultantes se secuenciaron con los 
primers universales tras verificar, por PCR, que su tamaño coincidía con el 
esperado.

IV .B.2B) Subcl onado  por  dige stión  con  enzim as  de  corte  múlti ple

En una serie de clones las enzimas de sitio de corte único en el vector no 
presentaron sitios de reconocimiento dentro de la secuencia del inserto. En
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estos casos se realizaron dos etapas de digestión para poder subclonar. 
Primero se digirieron los plásmidos recombinantes con las enzimas BamH I y 
Xho I (con sitios únicos de corte en el polylinker) y los insertos liberados se 
purificaron a partir de geles de agarosa 0,8%-TAE 1x. Este DNA purificado se 
sometió a una segunda digestión con enzimas que producen extremos romos, 
elegidas por presentar sitios de corte en los insertos (Hae III, Mnl I, Mbo I, etc.). 
Los fragmentos resultantes se separaron en geles de agarosa-TAE 1x de 
mayor concentración (entre 1 y 2%) para obtener una buena resolución y 
realizar la selección correcta de las de las bandas de interés, que se purificaron 
posteriormente. Los fragmentos resultantes de estos eventos de doble 
digestión pueden ser de dos tipos: tener ambos extremos romos o presentar un 
extremo romo y otro cohesivo. Este último tipo de extremo es producido por la 
enzima utilizada en el primer evento de digestión. Los fragmentos que 
presentaron extremos romos se ligaron al vector pcDNA II digerido con la 
enzima EcoR V. Los fragmentos restantes, con un extremo cohesivo producido 
por Xho I o BamH I, se ligaron a preparaciones del vector pcDNAII digerido con 
las siguientes combinaciones enzimáticas: EcoR \JÍXho I o EcoR V/BamH I. En 
este segundo caso la eficiencia de ligación es mayor ya que se cuenta con un 
extremo cohesivo.

Los clones que no presentaron sitios blanco de enzimas que producen 
extremos romos se digirieron con una de las dos combinaciones de enzimas de 
digestión utilizadas en los ensayos de Southern blot (BamH MDde \IXho I o 
BamH VHinf \IXho I). Los fragmentos resultantes se resolvieron en geles de 
agarosa 2%-TAE 1x y se seleccionaron las bandas de interés (figura IV.B.1). El 
DNA se purificó a partir del gel y, dado que estas enzimas producen extremos 
5' extendidos de cadena simple, se sintetizó la cadena complementaria con el 
fragmento Klenow de la DNA polimerasa. Los fragmentos obtenidos se ligaron 
al vector pcDNAII digerido con la enzima EcoR V (que genera extremos 
romos).

En todos los casos, con los productos de ligación se electrotransformaron 
bacterias E. coli DH5aF'. Las colonias se seleccionaron por resistencia al 
antibiótico y ausencia de color en placas con IPTG y X-gal. La presencia y 
tamaño de los insertos subclonados se confirmó por PCR (figura IV.B.2). A 
partir de las colonias recombinantes se obtuvo DNA plasmídico que se utilizó 
en las reacciones de secuenciación.

IV .B.2C) Sec ue nc iac ión  con  prim ers  esp ecíficos

En algunos casos la estrategia anterior no permitió completar la secuencia de 
un clon y se necesitó utilizar primers específicos para lograr dicho propósito. 
Como moldes de las reacciones de secuenciación se utilizaron 
minipreparaciones de DNA plasmídico de los clones de interés o 
amplificaciones de los insertos realizadas con los primers universales de M13.
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En este último caso se agregó una etapa experimental (precipitación con 
PEGeooo) para eliminar los primers no incorporados en la amplificación. Como 
primers específicos se utilizaron oligonucleótidos provistos por el Dr. W.O. 
Dawson (Lake Alfred, Florida, EEUU) o diseñados en base a las secuencias 
parciales de los clones utilizando los programas Prime (GCG) y OLIGO 
(National Biosciences). Previo a su empleo en secuenciación, se realizaron 
amplificaciones con cada primer y el complementario de M13, utilizando como 
molde material plasmídico de los clones a secuenciar, con el fin de corroborar 
el buen funcionamiento de los mismos.

Los primers C131 y C78 (sección A3 del Apéndice, cedidos por el Dr. Dawson) 
se utilizaron para completar la secuencia de los clones pLT48 y pLT10, 
respectivamente. Los primers diseñados con el programa Prime (sección A3 
del Apéndice) se usaron para completar las secuencias de los clones pLT49, 
pLT56, pLT66, pMT59, pDGT27 y pDGT87. Con el empleo de estos 
oligonucléotidos específicos se completó la secuenciación de todos los clones 
de la biblioteca de cDNA del aislamiento C268-2 de CTV.

IV .B.3) Ampl ifica ción  de l  gen  p6 de l  aisl amiento  C268-2

Para obtener la secuencia del aislamiento C268-2 a partir de la región 
correspondiente al triple bloque génico, se amplificó el gen p6, ya que en los 
clones de la biblioteca sólo se obtuvo la porción 3’ del mismo. Para ello se 
diseñaron primers correspondientes a los extremos del gen (sección A4 del 
Apéndice) con el programa Prime. En el diseño de los primers se utilizaron las 
secuencias de los clones pLT48 y pLT57, y del aislamiento T36, única 
disponible en el GenBank en ese momento. Como molde de la reacción de 
transcripción reversa, realizada con AMV-RT, se utilizó dsRNA del aislamiento 
C268-2 y el primer p6D. A partir de este cDNA se realizó la amplificación en la 
que se incluyeron ambos primers, directo y reverso (p6R). Una fracción del 
producto obtenido se resolvió en gel de agarosa, para confirmar su tamaño 
(figura IV.B.3) mientras que la porción restante se precipitó con PEGeooo, se 
resuspendió en agua bidestilada estéril y se ligó al vector pGEM-T. Con la 
mezcla de ligación se electrotransformaron bacterias competentes. Las 
colonias recombinantes se seleccionaron por resistencia al antibiótico 
ampicilina y por ausencia de color en presencia de IPTG y X-Gal. La presencia 
de los insertos de interés se confirmó por PCR con los primers específicos 
sobre las colonias elegidas. Se seleccionaron dos colonias, a partir de las 
cuales se realizaron cultivos líquidos y minipreparaciones de DNA plasmídico 
que se usaron como molde en reacciones de secuenciación con primers 
universales. Una vez establecida la secuencia completa de ambos clones se 
las comparó entre sí con el programa Gap y se encontró que eran idénticas. 
Además, presentaron valores de identidad nucleotídica de 88,4 y 87%, con los 
clones pLT48 y pLT57, respectivamente.
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Figura IV.B.1: Selección de fragmentos de digestión para el 
subclonado. Gel de agarosa 2%-TAE 1x. Calles 1 y 8: 
marcadores de PM, plásmido pcDNA II digerido con las 
enzimas Hini MHind III o Hae III, respectivamente. En la figura 
se indican, en pb, los tamaños de las bandas que se 
visualizan. Calle 2: clon pLT48 digerido con las enzimas 
BamH UDde \IXho I. Calles 3 a 7: clones pLT49, pLT53, 
pLT56, pLT66 y pMT26 respectivamente, todos ellos digeridos 
con la siguiente combinación de enzimas: BamH MHini l/Xho I. 
Con puntas de flechas se indican las bandas de interés, que 
se recuperaron del gel.

Figura IV.B.2: Identificación de subclones por PCR. Gel de agarosa 1,5%-TAE 1x. Se utilizaron los primers 
universales de M13, que amplifican un fragmento de 220 pb del vector. Calles 1 a 4: subclonado de un 
fragmento de 170 pb del clon pDGT27. Calles 6 a 15: colonias correspondientes al subclonado de un 
fragmento de 180 pb del mismo clon. Calles 17 a 24: colonias correspondientes al subclonado de un 
fragmento de 276 pb del clon pLT49. Calle 25: control negativo de la reacción. Calle 26: control positivo de la 
reacción, sobre una colonia azul. Calles 5 y 16: marcadores de PM, plásmido pcDNA II digerido con las 
enzimas Hiní I y Dde I, respectivamente. Los tamaños de los fragmentos visualizados en el gel se indican en 
la figura y se expresan en pb. Calles 1 a 4; 6 a 12, 14, 15 y 22: clones positivos. Calles 13, 17 a 21 y 24: 
clones negativos, se observa el producto de amplificación correspondiente a la sección del plásmido 
comprendida entre los sitios de annealing de los primers. Calle 23: fragmento de tamaño mayor al esperado.

Figura IV.B.3: Amplificación del gen p6. Análisis en gel de agarosa 
1%-TAE 1x. Calle 1: producto de amplificación del tamaño 
esperado (175 pb, de las cuales 155 corresponden al gen p6 y las 
restantes a secuencias de los primers empleados). Calle 2: 
marcador de PM, plásmido pcDNA WtHinf UHind III; los tamaños de 
los fragmentos visualizados en el gel se indican en la figura. 
Calle 3: control negativo de la reacción.
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IV .B.4) Obte nc ión  de  un a  secue ncia  contin ua  con  los  clone s  de  la  regi ón  3’ de  
LA BIBLIOTECA DE CDNA

Se realizó un alineamiento múltiple con los clones que se extienden desde la 
mitad del gen p6 hasta el extremo 3’ del genoma viral. Para ello se utilizaron los 
programas del Fragment Assembly System (FAS) del GCG. Para obtener los 
contigs el programa GelMerge busca las secuencias con mayor solapamiento y 
forma un contig inicial al cual va agregando, en el caso que cumplan los 
requisitos, las secuencias restantes. El programa utiliza los parámetros word 
size=7, fraction of the words in an overlap must match=0.8 y minimun overlap 
length^!. Esto significa que para armar los contigs entre secuencias, el 
programa busca bloques con una de identidad de secuencia de 7 nt dentro de 
los cuales no inserta gaps (aunque sí los puede colocar entre bloques). Por 
otro lado, las secuencias deben presentar al menos una región de identidad de 
14 nt en el solapamiento, requisito que excluye la probabilidad de 
solapamientos triviales. Luego de encontrar todos los alineamientos posibles 
entre contigs, el programa “cuenta” el número exacto de bases coincidentes 
(matches) en el mejor alineamiento (considerando mejor alineamiento al que 
tiene la mayor cantidad de matches). Si el número de identidades es mayor o 
igual al 80% de la longitud del solapamiento, lo guarda. De esta manera se 
generan uno o más contigs con las secuencias analizadas.

Con el programa GelStart se creó el proyecto de trabajo en el directorio 
personal de computadora Sun UltraSparc II. Las secuencias se incorporaron 
con el programa GelEnter y se crearon contigs con el programa GelMerge. La 
visualización de los contigs obtenidos con el programa GelAssemble mostró 
que, utilizando los parámetros por default del programa GelMerge, se 
producían 10 contigs con los distintos clones de la región 3’ del aislamiento. De 
acuerdo a los datos de comparación de las secuencias de los distintos clones 
con el aislamiento T36, se sabía que se podía construir un alineamiento 
continuo desde el clon pLT48 (3’ del gen p6) hasta el clon pLT53 (mitad de la 
región 3’ UTR), pero ello no resultaba posible utilizando los parámetros por 
default del programa. El alineamiento de todos los clones se logró cambiando 
el parámetro de longitud de palabra a 6, con lo cual automáticamente cambia a 
12 la longitud de la identidad de solapamiento. El parámetro de coincidencias 
dentro del solapamiento se conservó en 80%. Con estas modificaciones se 
generó un único contig que incluye a las secuencias de todos los clones de la 
región 3’ del genoma de C268-2.
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Capítulo  IV
Sección  C: Result ados  de  la  secuenc iación  y  análisis  de  los

CLONES DE LA BIBLIOTECA DE CDNA DEL AISLAMIENTO C268-2
IV .C.1) Dete rm ina ción  de se cue ncia s de los  cl one s de la  bibl iotec a y  

LOCALIZACIÓN CON RESPECTO AL GENOMA DE CTV

La secuencia de los extremos de los insertos, clonados en el vector pcDNA II, 
se obtuvo empleando los primers universales M13 directo, M13 reverso, T7 o 
SP6. Como resultado de la comparación de dichas secuencias con las del 
aislamiento T36 se ubicó a los clones en el contexto del genoma viral (fig. 
IV.C.1). A partir de estos datos se confirmó que treinta de los clones de la 
biblioteca eran de origen viral y que cuatro de los mismos existían por 
duplicado (en estos casos se seleccionó uno de los miembros de cada par). Si 
bien para la construcción de la biblioteca se utilizó sólo el dsRNA full length, la 
misma se encuentra enriquecida en clones de la mitad 3’. En la región 5' del 
genoma (las primeras 10 kb) sólo hay siete clones. Estos clones no cubren la 
totalidad de dicha región, ya que no se encontró ninguno de ellos en la zona de 
la RNA polimerasa viral y del gen p33.

Figura IV.C.1: Representación esquemática de los clones de la biblioteca del aislamiento C268-2. En la 
porción superior se gráfica la organización genómica de CTV. El genoma y los clones se encuentran 
representados a escala. Los colores de los distintos ORF’s del genoma corresponden a lo descripto en la 
Introducción general.
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En la mitad 3' (a partir del gen p6), se encontraron veintiún clones, de los 
cuales nueve pertenecen a la región de los genes p6, p65 y p61; seis a la zona 
que incluye los dos genes de proteína de cubierta virales y otros seis a la 
región que involucra a los genes p18, p13, p30 y p23. También existen clones 
que comparten algunas de las regiones mencionadas. Tal es el caso de pLT45 
(3’ de p61 y 5’ de p27) y de pDGT76 (genes p25, p18, p13, p20 y p23).

En el caso de clones de tamaño pequeño, como pDGT30, pDGT48, pLT7, 
pLT47, pLT54 y pLT61, se obtuvo la secuencia completa a partir de reacciones 
realizadas con los primers universales. Para completar la secuencia de clones 
de mayor longitud se emplearon otras estrategias, ya que el secuenciador 
utilizado permite leer 350 a 400 nt, de los cuales entre 70 y 100 corresponden 
al vector de clonado. Para secuenciar ambas hebras de cada clon, se 
subclonaron los fragmentos de interés o se realizaron reacciones de secuencia 
con primers específicos diseñados con tal fin. El subclonado permitió completar 
la secuencia de los clones pLT46, pLT53, pMT26, pMT54 y pMT78 y el uso de 
oligonucleótidos específicos posibilitó la obtención de la secuencia de los 
clones pDGT27, pDGT87, pLT10, pLT48, pLT49, pLT56, pLT66 y pMT59. Con 
el empleo de ambas alternativas se logró establecer la secuencia del resto de 
los clones de la biblioteca de cDNA del aislamiento C268-2 de CTV. Los datos 
de secuenciación se procesaron con los programas Gap, BestFit, Reverse, 
PileUp, Assemble y SeqEd, entre otros. Con las secuencias de obtenidas para 
cada clon, se realizó un alineamiento múltiple y se obtuvo la secuencia 
consenso con el programa Pretty.

Los datos de tamaño de los clones y su ubicación exacta con respecto al 
genoma del aislamiento T36, se obtuvieron con el programa Gap (Tabla XI de 
la sección B del Apéndice).

IV .C.2) Com pa ra ció n de las  secue ncias  nucl eotídic as y amino ac ídi ca s  
DEDUCIDAS DE CLONES DEL AISLAMIENTO C268-2 Y DE OTROS AISLAMIENTOS 

VIRALES

Para determinar la identidad de secuencia nucleotídica de los clones del 
aislamiento C268-2 con otros aislamientos de CTV secuenciados, se los 
comparó con las secuencias presentes en el GenBank (T385, Vives et al., 
1999; T30, Albiach-Martí et al., 2000a; T36, Karasev et al., 1995; VT, Mawassi 
et al., 1996; SY568, Yang et al., 1999 y NUagA, Suastika et al., 2000). Los 
resultados de estas comparaciones se muestran en la tabla XII (sección B del 
Apéndice) y se representan, de manera gráfica, en las figuras IV.C.2b (clones 
situados en la mitad 5’ del genoma viral) y IV.C.3b (clones de la región 3’).

La obtención de las secuencias aminoacídicas deducidas se realizó con los 
programas Map y Transíate. Dichas secuencias se compararon con los marcos 
de lectura abiertos de los correspondientes genes en los cinco genomas virales 
secuenciados (tabla XIII de la sección B del Apéndice). En todos los casos, los
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clones presentaron marcos correctos para la región génica a la que 
correspondían y no se hallaron codones de terminación de traducción 
prematuros, que pudieran afectar la longitud propuesta de las proteínas 
deducidas. Como la mayoría de los cambios nucleotídicos son conservativos, 
los valores de similitud e identidad aminoacídicos resultaron mayores que los 
de identidad nucleotídica (tablas XI y XII de la sección B del Apéndice). Los 
resultados mostrados en la tabla XIII del Apéndice se representaron 
gráficamente para facilitar su observación y se muestran en las figuras IV.C.2c 
y IV.C.3c, d y e para los clones situados en las regiones 5’ y 3’ del genoma, 
respectivamente.

Figura IV.C.2: Comparador) de secuencias nudeotídicas y aminoacídicas deducidas de los dones de la 
biblioteca de cDNA de C268-2 situados en la mitad 5’ del genoma viral, a: ubicación de los dones, b: valores 
de identidad nucleotídica. c: valores de similitud aminoacídica. En el eje Y de los gráficos b y c se representan 
porcentajes de identidad nucleotídica y similitud aminoacídica, respectivamente (50 a 100%). En el eje X de 
ambos gráficos se indica los dones analizados. El código de colores de los distintos aislamientos se indica en 
la figura. Como T30 y T385 son prácticamente idénticos los colores que los representan se encuentran 
solapados.

Del análisis de la Tabla XII y de la figura IV.C.2b se desprende que, para los 
clones situados en la región de la poliproteína viral, se pueden señalar dos 
situaciones distintas. Una de ellas la ejemplifica pMT54, que muestra valores
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similares con todos los aislamientos. Por el contrario, los clones 
correspondientes a la región interdominios (pLT65 y pLT39), presentan valores 
elevados de identidad nucleotídica sólo con los aislamientos débiles T30 y 
T385, mientras que los clones situados en la región que corresponde al 
dominio de metiltransferasa (pLT64 y pMT59) son muy similares a T36 y 
diferentes a los aislamientos débiles. Cuando se analizan las secuencias 
aminoacídicas deducidas se encuentra una situación semejante. También se 
observa que la mayor parte de los cambios son conservativos, ya que los 
valores de similitud aminoacídica son mayores que los de identidad 
nucleotídica (fig. IV.C.2c). La excepción a este hecho se encuentra cuando se 
comparan las secuencias aminoacídicas deducidas de los clones pMT54 y 
pLT39 con la región correspondiente de T36 (fig. IV.C.2c). La disminución en 
los valores de similitud se deben a la existencia de deleciones puntuales que 
producen cambios en el marco de lectura. La comparación con las secuencias 
de los restantes aislamientos permitió establecer que las mismas están 
presentes en la secuencia de T36 y no en la de los clones del aislamiento 
C268-2.

En la región del gen p65 todos los clones (pLT48, pLT57, pLT40, pDGT27, 
pLT46 y pLT66) presentaron una identidad elevada (mayor o igual al 90%) con 
los aislamientos VT y NUagA (fig. IV.C.3a y b). La situación es distinta con los 
clones correspondientes al gen p61. En este caso se observó que el clon 
pDGT87 es semejante a T30 mientras que el clon pLT7 presentó mayor 
identidad nucleotídica con T36 (fig. IV.C.3a y b). La mayoría de los clones 
situados en la región del triple bloque génico muestran valores de similitud de 
secuencias aminoacídicas deducidas superiores al 90%. En la figura IV.C.3c se 
observa claramente que todos los aislamientos son muy similares en esta 
región genómica, evidenciando una elevada conservación de secuencia 
aminoacídica.

En los clones correspondientes al gen p27 se encontraron dos situaciones, 
pLT45 tiene una elevada identidad con NUagA mientras que la secuencia de 
pLT47 es semejante a la de SY568. El clon pLT41, que cubre la región 
intergénica p27-p25, es semejante a T30 (fig. IV.C.3a y b). El gen que codifica 
para la proteína de cubierta mayoritaria (p25), tiene una secuencia muy 
conservada en los distintos aislamientos comparados y los clones del 
aislamiento C268-2, presentes en esa región, muestran una elevada identidad 
nucleotídica con NUagA (fig. IV.C.3a y b). La región de las proteínas de 
cubierta virales es la más conservada entre aislamientos. En la figura IV.C.3d 
se observa el elevado grado de similitud existente, tanto entre los aislamientos 
comparados como entre los clones de C268-2. Los menores valores de 
similitud corresponden a P27, la proteína de cubierta minoritaria, donde se 
observa variación aún entre los clones del aislamiento C268-2.
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Figura IV.C.3: Comparación de secuencias 
nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de 
los clones de la biblioteca de cDNA de 
C268-2 situados en la mitad 3’ del genoma 
viral, a: ubicación de los clones, b: valores 
de identidad nucleotídica. c, d y e: valores 
de similitud aminoacídica para las regiones 
correspondientes al triple bloque génico, a 
las proteínas de cubierta y a los genes de la 
región 3’, respectivamente. Eje Y: 
porcentajes de identidad nucleotídica y 
similitud aminoacídica, respectivamente (50 
a 100%). Eje X: clones analizados. El 
código de colores de los distintos 
aislamientos se indica en la figura.

166



Capítulo IV C: Resultados

En la región situada río arriba de los genes que codifican para las proteínas de 
cubierta, se encontró que los clones correspondientes a los genes p13 y p20 
(pLT61 y pMT78) son semejantes a SY568 (fig. IV.C.3a y b). De los clones 
correspondientes a los genes p20 y p23, tres son muy similares a T385 (pLT54, 
pDGT30 y pLT53) mientras que el restante, pLT10, muestra mayores valores 
de identidad con T36 (fig. IV.C.3a y b). En la figura IV.C.3d se muestran los 
valores de similitud aminoacídica obtenidos al comparar los productos 
peptídicos potenciales de clones situados en la región 3’ viral y los distintos 
aislamientos de CTV analizados. Se observa que las regiones más 
conservadas entre aislamientos correspondieron a los péptidos P18 y P20, 
mientras que la variación es mayor en P13 y P23. En la región correspondiente 
a P18, los mayores valores de similitud se obtuvieron con el aislamiento 
NUagA, mientras que los menores se encontraron al realizar la comparación 
con VT. Todos los clones analizados mostraron el mismo patrón general de 
similitud con los aislamientos utilizados en la comparación. En el caso de P13, 
los productos de dos clones, pLT61 y pMT78, muestran elevada similitud con 
NUagA y valores mucho menores (un 10% menos) con T385 y T30, mientras 
que el producto codificado por el clon pDGT76 exhibe elevada similitud con T30 
y T385 y menor similitud con NUagA. De este modo, al menos potencialmente, 
en el aislamiento C268-2 podrían coexpresarse productos peptídicos diferentes 
para P13. La región genómica con mayor heterogeneidad es la correspondiente 
al gen p23. Al comparar los productos peptídicos deducidos de los clones con 
las de los distintos aislamientos virales, se observan situaciones distintas. Uno 
de los clones, pDGT76, codifica un producto semejante al de NUagA, mientras 
que los restantes codifican una proteína semejante a la presente en los 
aislamientos débiles T30 y T385 (clones pLT54, pDGT30 y pLT53) o a la del 
aislamiento severo T36 (pLT10). La región N terminal, que antecede al zinc 
finger de esta proteína de unión a RNA, es la que más difiere entre clones del 
aislamiento C268-2. De los datos obtenidos se deduce que, en C268-2, podrían 
expresarse dos variantes de la proteína P23, con diferencias en la región N 
terminal de las mismas.

Los resultados del análisis de los clones de la biblioteca evidencian que el 
aislamiento C268-2 contiene secuencias semejantes a las de los aislamientos 
débiles (T30 y T385) y a las de los causantes de seedling yellows (NUagA), 
declinamiento rápido (T36) y stem pitting (SY568). La coexistencia de 
secuencias semejantes a aislamientos virales de diferentes características 
biológicas puede ser el resultado de la reinoculación con distintas variantes del 
virus, por acción de los áfidos vectores endémicos, ya que se trata de un 
aislamiento de campo.
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IV .C.3) Aná lisis  de  la  vari abil idad  pob la ciona l  interna  entre  cl one s de  la  
BIBLIOTECA DEL AISLAMIENTO C268-2

Los resultados descriptos en la sección anterior demuestran que el aislamiento 
C268-2 está compuesto por más de una variante de secuencia y que algunas 
regiones genómicas están más conservadas que otras. Con el fin de analizar la 
variabilidad interna de las secuencias nucleotídicas presentes en este 
aislamiento viral, se realizó la comparación de secuencias entre clones 
situados en una misma región genómica.

Los clones de la región 5’ se compararon utilizando los programas Gap y 
BestFit. pLT65 y pLT39, situados en la región interdominios de metiltransferasa 
y helicasa, mostraron una identidad de secuencia nucleotídica de 73,6% en 87 
nt de solapamiento. Por otro lado, pLT60 y pLT56, que se sitúan en el dominio 
de helicasa, exhibieron una identidad de 76,9% en los 786 nt de solapamiento. 
Los valores hallados demuestran que, en esta región genómica, la identidad 
nucleotídica es baja, aún entre clones del mismo aislamiento.

Para analizar los clones correspondientes a la región 3’ del genoma se 
utilizaron los programas del bloque FAS (Fragment Assembly System) del 
GCG. Por medio de estos programas se obtuvo un alineamiento de los clones 
de la región, que se extiende desde la mitad del gen p6 (clones pLT48 y pLT57) 
hasta la porción terminal de la 3’ UTR (clon pLT53) del aislamiento C268-2. En 
la figura IV.C.3 se muestra una representación esquemática de los clones 
incluidos en la construcción del alineamiento múltiple (fig. C3 del Apéndice). La 
finalidad de este análisis es comparar fácilmente la secuencia de todos los 
clones de la porción 3’ del genoma de C268-2. La generación de una secuencia 
consenso permite establecer en qué posiciones las bases se encuentran 
conservadas y en cuáles no lo están. En este caso, el consenso no se utiliza 
como sinónimo de la secuencia tipo del aislamiento sino que demuestra la 
variabilidad interna del mismo y evidencia a las distintas secuencias presentes. 
Es importante señalar que existen regiones representadas por un único clon y 
que en estos casos no es posible analizar la variabilidad interna.

Al analizar el alineamiento múltiple se observa, como se indicó anteriormente, 
que existen clones con secuencias casi idénticas. Tal es el caso de los clones 
pLT40 y pLT57 (bases 348 a 832 de la secuencia consenso, mitad 5’ del gen 
p65). En la misma región, el clon pLT48 difiere de las anteriores. En la mitad 3’ 
del mismo gen, se encontró una elevada similitud entre los clones pLT46 y 
pDGT27 (bases 1137 a 1636 del consenso), mientras que el clon pLT40 es 
diferente a ambos. La misma situación se encontró en la región genómica 
correspondiente a las bases 1687 a 2215 del consenso (región 3’ del gen p65 e 
inicio del gen p61), donde los clones pLT66 y pDGT48 tienen una elevada 
identidad nucleotídica mientras que la de los clones pDGT27 y pDGT87 es 
menor.
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En la región del gen p61 los clones difieren notoriamente en secuencia 
nucleotídica. Tal es el caso entre los clones pDGT87 y pLT7 y entre este último 
y pLT45.

Figura IV.C.3: Esquema representativo del alineamiento de los clones de la región 3’ de la biblioteca del 
aislamiento C268-2. En la porción inferior se indica la escala, con intervalos de 800 pb. Los clones se 
encuentran representados a escala.

En el sector correspondiente al gen p27 se encontraron dos situaciones 
distintas. La secuencia de los clones que corresponden a la porción 5’, pLT45 y 
pLT47, es diferente; mientras que la de los clones pLT47 y pLT41, situados en 
la mitad 3’ del gen, es muy semejante (bases 4058 a 4210 de la secuencia 
consenso). En la región intergénica entre p27 y p25, bases 4152 a 4240 del 
consenso, se hallaron diferencias en el número de bases de los clones que se 
solapan. Como esta región es no codificante, las delaciones presentes no 
afectaron a ningún producto proteico.

La región del gen p25 es la más conservada dentro del genoma viral y los 
clones pLT49 y pLT43 son muy semejantes entre sí (bases 4184 a 4852 del 
consenso). Sin embargo, en la región 3’ de dicho gen se encontró un clon, 
pMT26, que es diferente a los anteriores. Dicha condición se mantiene en la 
región 5’ del gen p18 (bases 4853 a 5265 del consenso), donde los clones se 
agruparon de a pares en cuanto a identidad de secuencia nucleotídica, pLT49 y 
pDGT2 por un lado y pDGT76 y pMT26 por el otro.

169



Capítulo IV C: Resultados

En la sección correspondiente a los genes p13 y p20 se hallaron dos clones, 
pLT61 y pMT78, prácticamente idénticos, mientras que el tercero, pDGT76, 
difiere con respecto a ambos (bases 5633 a 6251 del consenso).

En la región 3’ de p20 y en el gen p23 se observó también un agrupamiento de 
a pares. En la primera región son semejantes los clones pLT10 y pDGT76, por 
un lado y pDGT30 y pLT54, por otro. En la segunda zona, el parecido se 
encuentra entre los clones pDGT30 y pDGT76, en un grupo y pLT10 y pLT53, 
en otro. Los últimos clones son muy semejantes entre sí, compartiendo 
prácticamente todos los cambios con respecto al consenso. En la región 
intergénica entre p20 y p23 (bases 6395 y 6479 del consenso) se observó que 
los clones que se solapan presentan diferente número de bases.

Del análisis de estos resultados, y en base a lo expuesto anteriormente, puede 
inferirse que en el aislamiento C268-2 coexisten, al menos, dos tipos de 
secuencias. Este aislamiento proviene de plantas de campo, expuestas a 
sucesivas inoculaciones por áfidos vectores y sometidas a las variaciones 
derivadas de un ambiente no controlado. Si bien los clones analizados 
provienen de tres eventos de clonado diferentes (clones con denominación 
pDGT, pMT y pLT respectivamente) existen semejanzas entre clones 
originados en tiempos distintos. En diversas regiones del genoma se encontró 
que dos clones de denominación distinta presentaron mayor identidad entre sí 
que dos clones con la misma denominación (por ej. pLT46 y pDGT27 en la 
región 3’ de p65 son muy semejantes, mientras que pLT40 es diferente; o los 
grupos que se forman en la región de p23). Estos datos indicarían no sólo la 
coexistencia de diferentes secuencias virales dentro del aislamiento sino 
también su permanencia a lo largo del tiempo.

Para el estudio de variabilidad de secuencias aminoacídicas deducidas entre 
clones de esta biblioteca, se realizaron alineamientos múltiples de las mismas 
con el programa CLUSTAL W. Los alineamientos realizados corresponden a 
los péptidos P6, P65, P61, P27, P25, P18, P13, P20 y P23 y se muestran en la 
sección C del Apéndice (fig. C4 a 12).

Ninguno de los clones de la biblioteca de cDNA incluyó la secuencia de la 
región 5’ del gen p6. Para poder realizar el análisis completo de la zona del 
triple bloque génico, se diseñaron primers específicos que permitieron su 
amplificación y clonado. Este gen codifica para una proteína hidrofóbica 
pequeña que presenta similitud con las del triple bloque génico de potex y 
carlavirus (Agranovsky et al., 1991). En el aislamiento C268-2 existe una 
elevada conservación de dicha proteína ya que, tanto los clones obtenidos con 
primers de secuencia al azar (pLT48 y pLT57) como aquéllos amplificados con 
primers específicos, tienen un gran identidad aminoacídica. Existe un único 
cambio no conservativo en la secuencia correspondiente al clon pLT57 (fig. C4, 
sección C, Apéndice).
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El gen p65 codifica para una proteína de 65kDa, homologa a las chaperonas 
celulares de la familia HSP70, que contiene los ocho motivos conservados de 
la familia (fig. C5, Apéndice). Entre los clones del aislamiento C268-2 se 
observa un elevado grado de identidad de secuencias aminoacídicas 
deducidas para este gen. Se encontraron sólo dos cambios en los 593 aa de la 
proteína, en las posiciones 68 (N en pLT48 y C en pLT57) y 349 (G en los 
clones pLT40 y pDGT27 y R en el clon pLT46). Si bien se encontraron 
variaciones a nivel de secuencia nucleotídica entre los clones correspondientes 
a este gen (fig. C3, Apéndice), son mutaciones silenciosas, indicando una 
fuerte presión de selección sobre esta región del genoma. Para la restante 
chaperona codificada por el genoma viral (P61), la situación parece ser 
ligeramente diferente. Si bien existe una elevada identidad entre las secuencias 
aminoacídicas deducidas de los distintos clones presentes en dicha región, se 
encontró un número mayor de cambios. La mayoría de ellos son no 
conservativos (posiciones 80, 91, 156, 169, 171, 316, 357, 389, 391, 395, 458 y 
461) aunque también existen algunos cambios conservativos (92, 97, 123, 154, 
283, 361, 409 y 455). La región C-terminal del péptido es la que presenta el 
mayor número de cambios (fig. C6, Apéndice).

Se supone que los genes que codifican las dos proteínas de cubierta virales en 
CTV se originaron a partir de la duplicación de un gen único, ocurrida en un 
antecesor ancestral de la familia Closteroviridae. El gen p27 codifica la proteína 
de cubierta minoritaria (mCP) y p25 la mayoritaria (CP). Las secuencias de 
ambas proteínas tienen sólo un 42% de similitud (Febres et al., 1994) aunque 
presentan cuatro regiones muy conservadas que incluyen los dos residuos 
hallados en todas las proteínas de cubierta de virus de vegetales con 
morfología flexuosa (R y D). Del alineamiento de las secuencias aminoacídicas 
deducidas de los clones de esta región genómica se desprende que la 
conservación es prácticamente absoluta para P27, ya que existe un único 
cambio en la posición 130 (fig. C7, Apéndice). En el caso de P25 también se 
observó un solo cambio aminoacídico (posición 204 de la proteína en el clon 
pDGT76). Los cuatro motivos presentes en proteínas de cubierta de CTV están 
perfectamente conservados. El aislamiento C268-2 da señal positiva en 
ensayos de ELISA con el anticuerpo monoclonal MCA13, que detecta con 
eficiencia aislamientos que no pertenecen a biogrupos débiles. El análisis de 
las secuencias aminoacídicas de todos los clones permitió corroborar la 
presencia del motivo I que contiene el epitope (WF) reconocido por dicho 
anticuerpo.

Los genes p18 y p13 codifican productos peptídicos que no presentan 
homología con proteínas de otros Closterovirus, ni con otras proteínas 
presentes en bancos de datos. Se desconoce la función que cumplen dichas 
proteínas en la infección y proliferación viral. En ambos casos se observaron 
cambios a nivel aminoacídico (fig. C9 y 10, Apéndice).
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El gen p20 de CTV es homólogo al gen p21 de BYV y codifica una proteína de 
20 kDa. Recientemente se demostró que las moléculas de esta proteína tienen 
alta afinidad entre sí y tienden a agruparse. Son responsables de la formación 
de los cuerpos de inclusión amorfos o “vesículas de tipo BYV” (Gowda et al., 
2000), característicos de las infecciones con Closterovirus. El alineamiento de 
secuencias aminoacídicas deducidas de estos clones demostró que existe una 
elevada conservación y que los clones pDGT76 y pLT54 son los que presentan 
mayor variación respecto de los demás (fig. C11, Apéndice).

El gen p23 codifica un producto peptídico de 23 kDa que no presenta 
homología con ninguna proteína de otros Closterovirus. El análisis de la 
secuencia aminoacídica deducida, evidenció la presencia de motivos ricos en 
cisteínas y residuos básicos, característicos de proteínas con capacidad de 
unión a ácidos nucleicos. Estos aminoácidos están conservados en distintos 
aislamientos analizados (Pappu et al., 1997; López et al., 1998). La proteína 
expresada en E. coli es capaz de unirse, de manera cooperativa y no 
específica de secuencia, a ssRNA y dsRNA in vitro (López et al., 2000). Los 
residuos involucrados en la unión a RNA están conservados en todos los 
clones del aislamiento C268-2 (fig. C12, Apéndice), aunque se encontraron 
varios cambios en la región que los precede. En dicha región genómica las 
secuencias aminoacídicas deducidas forman dos grupos, por un lado los clones 
pLT54 y pDGT30 (similares a los aislamientos débiles) y por otro pDGT76 y 
pLT10 (similares a los aislamientos severos).

A pesar de la existencia de una amplia variación de secuencias nucleotídicas, 
es notorio que la mayoría de los cambios hallados corresponden a mutaciones 
silenciosas que no afectan a los potenciales productos peptídicos. Las regiones 
más conservadas del genoma son las correspondientes a los genes de 
proteína de cubierta viral y al gen que codifica para P65, indicando que sobre 
ellos existe una fuerte presión de selección.
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Capítulo  IV
Sección  D: Discusi ón  de  los  resul tados  de  la  secu enc iaci ón  y  

ANÁLISIS DE LOS CLONES DE LA BIBLIOTECA DE CDNA DEL AISLAMIENTO
C268-2

La secuenciación de la totalidad de los clones de la biblioteca de CTV tuvo por 
objetivos, determinar cuáles eran las regiones del genoma involucradas en los 
patrones de hibridación diferencial observados y establecer la secuencia de un 
aislamiento de CTV de campo de Argentina. Es interesante destacar que hasta 
el momento no se ha publicado la secuencia completa de ningún aislamiento 
sudamericano de dicho virus.

IV .D.1) Aná lisis  de  se cu en cia s  nucle otídica s de  los  clone s de  la  bib liote ca  
de l  aisl ami ento  C268-2

En la mayor parte de los trabajos de secuenciación de genomas de CTV 
publicados hasta la actualidad los autores no detectaron variación en las 
secuencias nucleotídicas de clones generados de manera independiente 
(Karasev et al., 1995; Mawassi et al. 1996; Vives et al., 1999; Albiach-Martí et 
al., 2000a). En el caso del aislamiento T385, las secuencia de regiones 
solapantes eran prácticamente idénticas, con diferencias menores al 0,5% 
(Vives et al., 1999). La primera publicación que cita la ocurrencia de 
variabilidad entre secuencias de los clones analizados pertenece a Yang et al., 
(1999). Dicho trabajo reporta la identificación de 198 variaciones distribuidas a 
lo largo de los 19249 nt del genoma del genoma del aislamiento severo de 
California, SY568. Las mismas se encuentran en la región de la poliproteína 
viral, en el gen que codifica para la RNA polimerasa viral dependiente de RNA 
y en el gen p27 (Yang et al., 1999). Estas variantes permiten suponer que la 
población del aislamiento SY568 está constituido por una mezcla de genomas 
diferentes.

En el caso del aislamiento C268-2 la variabilidad de secuencia nucleotídica 
entre los distintos clones es muy elevada. Las mayores diferencias se 
encuentran en la región 5’ donde existe alrededor del 55% de identidad 
nucleotídica entre clones que se solapan parcialmente. De este dato se 
desprende que la variabilidad interna del aislamiento, en esta región, es 
equiparable a la que existe entre distintos aislamientos virales, ya que al 
comparar las secuencias de la región 5’ UTR de los aislamientos T36 y SY568, 
por ejemplo, se obtienen valores de identidad nucleotídica del 56%.

De acuerdo a los resultados del análisis de variabilidad poblacional del gen p27 
(Cap. Ill), en el aislamiento C268-2 coexisten secuencias que difieren en más 
de un 10%, incluso en una región conservada del genoma como la de este gen. 
Datos semejantes se encontraron al comparar las secuencias de los clones de 
la biblioteca de cDNA. Analizados estos resultados en conjunto, se puede
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considerar que el aislamiento C268-2 estaría formado, al menos, por dos tipos 
de secuencias virales. Además, según la región genómica y los clones 
considerados, la identidad nucleotídica es superior cuando la comparación se 
hace con aislamientos virales presentes en banco de datos que entre clones de 
C268-2.

IV .D.2) Anál isis  de  se cu en cia s  amin oacídi cas  deducida s de  los  cl one s de  la  
BIBLIOTECA DEL AISLAMIENTO C268-2

La comparación de secuencias aminoacídicas deducidas demostró que existen 
distintos grados de conservación de las mismas de acuerdo a la región 
genómica estudiada. La región 5’ del genoma viral es la que muestra mayor 
variación, mientras que la más conservada es la correspondiente a las 
proteínas de cubierta virales, donde los polimorfismos nucleotídicos 
observados se deben a mutaciones silenciosas, indicando que la presión de 
selección sobre dichos genes es muy fuerte. De acuerdo a uno de los 
postulados del concepto de quasiespecies virales, toda la “nube” de secuencias 
presentes en un aislamiento es la unidad de selección (Domingo and Holland, 
1997). De manera coincidente con lo observado en el caso del aislamiento 
SY568, la mayor parte de las mutaciones detectadas son silenciosas. Por ende, 
las variantes poblacionales son toleradas siempre y cuando no produzcan 
cambios que se manifiesten alterando la estructura o funcionalidad de los 
productos peptídicos.

Las secuencias aminoacídicas más conservadas corresponden a P65 y a las 
proteínas de cubierta virales. P65 es una proteína con alta homología con las 
chaperonas celulares de la familia HSP70, que contiene los ocho motivos 
conservados de la familia, necesaria y suficiente para el transporte del virus 
célula a célula.

Por otro lado, se encontró mayor variabilidad en el caso de los productos 
peptídicos deducidos a partir de las secuencias de los clones correspondientes 
a la región downstream del gen p25. Esta situación es particularmente notoria 
cuando se analiza los productos deducidos correspondientes a P23. Esta 
proteína tiene motivos ricos en cisteínas conservados en los distintos 
aislamientos analizados y es capaz de unirse, de manera cooperativa y no 
específica de secuencia, a ssRNA y dsRNA in vitro (López et al., 2000). Del 
análisis de las secuencias deducidas de los clones de la biblioteca se 
desprende que, en este aislamiento se expresan, al menos potencialmente, dos 
péptidos que difieren en el extremo N terminal. De todos modos, en ambos se 
encuentran conservados los residuos cargados positivamente que están 
involucrados en la interacción con RNA y los residuos cisteína e histidina que 
forman el potencial zinc-finger.
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Capítulo  V
Sección  A: Introdu cción  a  la  ident ific ación  de  region es  de  
HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL DE CLONES DEL AISLAMIENTO C268-2 Y 
APLICACIÓN EN LA CARACTERIZACIÓN DE AISLAMIENTOS DE CTV

V .A.1) Méto dos  pa ra  la  cara cteriza ción  de  ais lam iento s  de  CTV

Una de las finalidades básicas del estudio de CTV consiste en la identificación 
de las regiones génicas responsables de las diferencias de comportamiento de 
los distintos aislamientos virales en plantas infectadas. Este conocimiento 
redundará en la disponibilidad de métodos que permitan diferenciar 
aislamientos que exhiban distinto grado de virulencia. En países donde la 
tristeza es endémica y está presente el vector más eficiente del virus, 
T. citrícida, es necesario disponer de métodos adecuados de identificación de 
los aislamientos virales severos para erradicar los árboles a los que infectan y 
así evitar su dispersión. Tal es el caso de Argentina, donde a pesar del uso de 
portainjertos tolerantes han aparecido aislamientos extremadamente virulentos 
en distintas regiones del país. También es de fundamental importancia el 
conocimiento de la estructura, relaciones y dinámica poblacional de los 
aislamientos de CTV de campo, para entender la complejidad del problema y 
poder diseñar estrategias para el control de la enfermedad. En particular, la 
utilización de aislamientos virales en protección cruzada requiere del 
conocimiento exhaustivo de la estructura poblacional del material a emplear en 
la misma, especialmente en lo referente a la ausencia de vanantes severas del 
virus.

Tal como se describió en la sección inicial, en la caracterización de 
aislamientos de CTV se han aplicado distintos métodos. Uno de los más 
utilizados es el indexing biológico en plantas indicadoras, pero es un método 
costoso y los resultados se obtienen en un plazo relativamente prolongado. 
Además, no resulta adecuado para el análisis de rutina de un número elevado 
de plantas o en el caso de aislamientos que causan declinamiento rápido. Los 
análisis por PCR son extremadamente sensibles pero en el caso de virus con 
genoma de RNA es necesario realizar la síntesis del cDNA previo a la 
amplificación. Esta dificulta puede resolverse mediante técnicas que permiten 
unificar ambas reacciones, pero un problema adicional puede ser la 
sensibilidad de la técnica cuando se requiere hacer análisis de rutina en 
laboratorios de campo. En estos casos donde se procesa una gran cantidad de 
muestras, las contaminaciones son frecuentes. Otra alternativa es la técnica de 
inmunoensayo sobre improntas de tejido (DTBIA, Garnsey, et al., 1993). El 
antígeno viral, unido a membranas nitrocelulosa se detecta, directa o 
indirectamente, con anticuerpos. Utilizando membranas con elevada afinidad 
por ácidos nucleicos, la detección se realiza por medio de sondas marcadas
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por métodos radiactivos o no radiactivos. Ambos variantes son de elección 
debido a que no requieren tratamiento previo de la muestra para realizar la 
“impronta” y permiten la manipulación de gran cantidad de muestras a campo. 
La recolección de muestras y el análisis, por métodos inmunológicos o por 
hibridación, pueden practicarse a distintos tiempos e incluso permite conservar 
las muestras en la membrana por tiempos prolongados. La separación 
temporal entre los procesos de toma de las muestras y análisis de las mismas 
es una de las mayores ventajas de estos métodos, poder

V.A.2) Identifica ción  de  regio nes  de  clo nes  de  la  bib liotec a de  C268-2 que  
PERMITAN CARACTERIZAR AISLAMIENTOS DE CTV

La aparición de aislamientos muy severos en plantaciones de pomelos rojos y 
rosados, tanto en el NOA como recientemente en Entre Ríos, constituye un 
problema grave para la industria citrícola de Argentina. Debido a ello es de 
sumo interés disponer de metodologías que permitan la detección rápida de 
aislamientos virulentos y la erradicación de los árboles infectados con ellos. Por 
otra parte, la identificación de regiones genómicas marcadoras que permitan la 
diferenciación de aislamientos de CTV de acuerdo a sus características 
biológicas es uno de los fines de la investigación en este tema. Una alternativa 
es la síntesis de sondas de cDNA, a partir de dsRNA de distintos aislamientos 
virales. Estas sondas se emplean en ensayos de hibridación y se determina el 
grado de homología existente entre distintos aislamientos virales. Distintos 
investigadores emplearon esta técnica para mejorar la discriminación entre 
aislamientos (Rosner et al., 1986; Semorile et al., 1993), identificar cambios en 
la estructura poblacional de aislamientos luego de la transmisión por áfidos 
(Albiach-Martí, 1995) o controlar la evolución de ensayos de protección cruzada 
(Albiach et al., 1996). La importancia de este tipo de análisis es la inclusión del 
genoma completo, al menos en teoría, en lugar de restringir el estudio a uno o 
más genes virales.

Con la finalidad de detectar regiones que muestren variación entre 
aislamientos, se utilizaron los clones de la biblioteca de cDNA del aislamiento 
C268-2. Los mismos se digirieron con dos combinaciones alternativas de 
enzimas de restricción, BamH I/ Hiní I/ Xho I o BamH \l Dde I/ Xho I, para 
liberarlos del vector y generar fragmentos de menor tamaño. Los fragmentos se 
analizaron por Southern blot con sondas de cDNA obtenidas a partir de dsRNA 
de dos aislamientos de CTV de características biológicas diferentes, T387, 
severo y T312 débil. El primero de ellos es originario de Japón mientras que el 
segundo fue identificado en España. Como resultado de estos experimentos se 
encontraron varios clones que presentaron regiones de hibridación diferencial 
entre ambas sondas (Semorile et al., 1993). Este trabajo se realizó en el 
laboratorio en una etapa previa al presente trabajo de tesis.
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Los patrones de hibridación obtenidos podían deberse a variaciones de 
secuencia entre el clon y los aislamientos utilizados como sonda indicando que 
los aislamientos virales que dieron origen a las sondas difieren entre sí en 
dichas regiones genómicas. Con el fin de confirmar y ampliar los resultados 
previos se realizaron ensayos de Southern blot con estos y otros aislamientos 
virales. El análisis de los patrones de hibridación obtenidos permitió identificar 
regiones genómicas en las que la señal de hibridación variaba de acuerdo a la 
sonda empleada. Las regiones identificadas se utilizaron como sondas para 
caracterizar aislamientos de CTV en ensayos de dot blot. Los procedimientos y 
resultados obtenidos en el desarrollo de esta etapa del trabajo se describen a 
continuación.
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Capítulo  V
Secci ón  B: Método s  utilizad os  para  la  identif icación  de  regiones  

DE HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL Y APLICACIÓN A LA CARACTERIZACIÓN DE 
AISLAMIENTOS DE CTV

V .B.1) Preparac ión  de  clone s  pa ra  los  en sa yo s  de  South er n  blot

A partir de los clones de la biblioteca de cDNA del aislamiento C268-2, 
previamente obtenida en el laboratorio (Semorile et al., 1993) se realizaron 
minipreparaciones de DNA plasmídico. Una alícuota de las mismas se digirió 
con enzimas de corte único en el polylinker (Xho I y BamH I) y los fragmentos 
se resolvieron en geles de agarosa 0,8%-TAE 1x para determinar el tamaño de 
los insertos. Asimismo, se digirieron alícuotas de las minipreparaciones con 
distintas combinaciones de enzimas de restricción. En todos los casos se 
utilizaron dos enzimas de sitio de corte único en el polylinker de\ vector, BamH I 
y Xho I, y una enzima de corte frecuente, Hiní I o Dde I. Las digestiones se 
realizaron de acuerdo a las indicaciones del proveedor (NEB), considerando la 
definición de unidad enzimática y los valores de sobrevida de la enzima. Una 
alícuota de los productos de restricción se resolvió en gel de agarosa 2%- 
TAE 1x para verificar la calidad de la digestión y determinar el tamaño de los 
fragmentos de cada clon (fig. V.B.1).

V .B.2) Ensay os  de  Southern  blo t

V .B.2A) Pre pa ra ción  de  membran as

Se realizaron electroforesis en las condiciones descriptas y se resolvieron los 
fragmentos correspondientes a los diversos clones. Las muestras se trataron y 
transfirieron a membrana de nylon (ZetaProbe, Bio-Rad), de acuerdo a lo 
descripto en la sección VIII.2 de Materiales y Métodos. Las transferencias se 
llevaron a cabo durante un tiempo mínimo de 16 h. Las muestras se fijaron a la 
membrana por iluminación con luz ultravioleta (302 nm) durante 3 min.

V .B.2B) Prepar ación  de  las  sondas  de  c DNA

Las sondas utilizadas se obtuvieron por la técnica de short copy cDNA, usando 
oligonucleótidos de secuencia al azar (random primers) de 6 bases de longitud. 
Como molde de las reacciones de síntesis se utilizaron alícuotas equivalentes a 
unos 100 ng de dsRNA de los distintos aislamientos. La cuantificación se 
realizó en geles de agarosa 0,6%-TAE 1x utilizando un marcador de masa 
conocida. La síntesis de los fragmentos marcados se realizó de acuerdo a lo 
descripto en la sección de Materiales y Métodos, utilizando la enzima AMV-RT. 
Los fragmentos marcados se purificaron por cromatografía de exclusión 
molecular en Sephadex G-50 y se determinaron las cpm en una alícuota 
equivalente al 1% del volumen de cada fracción eluída de la columna. Las
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fracciones correspondientes a la sonda se congelaron a -80°C hasta su 
utilización.

V .B.2C) Hibrid ación

Las membranas se prehibridaron durante 90 min con solución de prehibridación 
a 68°C, para bloquear las regiones carentes de ácidos nucleicos y minimizar 
hibridaciones inespecíficas. Posteriormente, se agregó la sonda, 
desnaturalizada por incubación a 100°C a Baño María durante 3 min. Se 
emplearon alrededor de 2x106 cpm por ensayo. Las hibridaciones se realizaron 
en condiciones estrictas (68°C), durante 14 h como mínimo. A continuación, se 
recuperaron las sondas y los filtros se lavaron, durante 15 min cada vez, con 
SSC 6x-SDS 0,1% y SSC 2x-SDS 0,1% a temperatura ambiente. Los 
resultados de la hibridación se obtuvieron por autorradiografía.

V .B.3) Ensay os  de  dot  blo t

Los ensayos de Southern blot permitieron identificar fragmentos de restricción 
de los clones de la biblioteca, que mostraron diferencias de hibridación entre 
sondas sintetizadas a partir de aislamientos pertenecientes a distintos 
biogrupos. Estos fragmentos se utilizaron como sondas en ensayos de 
hibridación en dot blot con dsRNA de los aislamientos a ser caracterizados.

IV .B.3A) Puesta  a  pun to  del  método  a  utilizar

Se utilizó un equipo Bio-Dot™ (Bio-Rad) que permite aplicar las muestras a la 
membrana ejerciendo vacío. Dichas muestras pueden aplicarse 
desnaturalizadas o, alternativamente, la desnaturalización puede llevarse a 
cabo sobre la membrana.

Para evaluar el rendimiento de ambos métodos se los comparó utilizando 
distintas concentraciones de la misma muestra (fig. V.B.2a, b y c). Se 
sembraron 5, 10, 50 y 100 ng de dsRNA del aislamiento C269-6. La sonda 
corresponde al gen p25 de CTV y se sintetizó por el método de random 
priming. Los filtros se prehibridaron durante 90 min a 68°C; posteriormente, se 
agregó la sonda desnaturalizada y se incubó durante toda la noche a igual 
temperatura. Se efectuaron lavados con SSC 6x-0,1% SDS y con SSC 2x-0,1% 
SDS, a temperatura ambiente durante 15 min cada vez. La figura V.B.2 
muestra los resultados obtenidos con cada protocolo. En V.B.2a las muestras 
se diluyeron en agua bidestilada estéril y se sembraron sin desnaturalizar. Se 
lavaron con 500 pl de buffer TE 1x y se desnaturalizaron apoyando la 
membrana, durante 5 minutos, sobre un papel de filtro humedecido en solución 
de NaOH (50 mM) y NaCI (150 mM). La neutralización se realizó durante el 
mismo tiempo sobre un papel embebido en una solución de Tris-HCI pH 7,2 (50 
mM) y NaCI (150 mM). La membrana se incubó durante 5 min sobre un papel 
con SSC 2x antes de fijar el RNA por incubación con calor (80°C durante 1 h). 
En las figuras V.B.2b y c las muestras se desnaturalizaron por calor (100°C a

179



Capítulo V B: Métodos

Figura V.B.1: Separación en gel de agarosa 2%-TAE 1 X de los productos de digestión de los clones de la 
biblioteca de cDNA del aislamiento C268-2. Calles 1, 2 y 3: marcadores de PM, plásmido pcDNA II digerido con las 
enzimas Hae III (calle 1), Hint I y Hind III (calle 2) o Dde I (calle 3). Los tamaños de los fragmentos 
correspondientes a las calles 1 y 2 se indican a la izquierda de la figura y los de la calle 3 se señalan a la derecha 
de la misma. En ambos casos se expresan en pb. En la porción superior de la figura se indica la combinación 
enzimática utilizada en la digestión de los clones. Calles 4 a 26: clones pLT7, pLT39, pLT40, pLT41, pLT43, pLT45, 
pLT46, pLT47, pLT48, pLT49, pLT53, pLT54, pLT56, pLT57, pLT60, pLT61, pLT64, pLT65, pLT66, pMT26, pMT78 
y pDGT2, respectivamente. Calles 27 y 28: doble siembra del clon pDGT27. Calles 28 a 38: clones pLT10, pLT45, 
pLT48, pLT57, pDGT30, pMT54, pMT59, pMT78, pDGT48 y pDGT76, respectivamente.

Figura V.B.2: Puesta a punto del ensayo de 
dot blot, a: muestras desnaturalizadas in situ 
con NaOH. byc: muestras previamente 
desnaturalizadas por calor en presencia de 
formamida desionizada. En c se realizó un 
lavado posterior de las muestras con buffer TE 
1x. La sonda utilizada corresponde al gen p25 
de CTV. El dsRNA aplicado pertenece al 
aislamiento C269-6. En la figura se indican las 
masas sembradas en cada punto (dot). 
Exposición de 20 h.
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Baño María, durante 2 min) en presencia de un volumen de formamida 
desionizada y se mantuvieron en agua-hielo hasta la siembra. Se aplicaron a la 
membrana por medio de vacío, y en el caso de la figura V.B.2c se realizó un 
lavado adicional con buffer TE 1x. El RNA se fijó a las membranas por 
horneado a 80°C durante 1 h.

En la figura se observa que la desnaturalización del dsRNA, previo a la 
siembra, aumenta la sensibilidad de detección. Utilizando métodos que usan 
desnaturalización previa se detectan 5 ng de muestra mientras que por el 
método alternativo se obtiene un resultado semejante con una masa de 50 ng. 
De acuerdo a estos resultados, para la realización del presente trabajo las 
muestras se desnaturalizaron antes de aplicar a la membrana. Dado que el 
lavado con TE 1x no mejora la calidad de la hibridación (fig. V.B.2c), se decidió 
eliminar este paso.

V .B.3B) Dete rm ina ción  de  la  masa  óptima  de  la  mue str a

Una vez elegido el protocolo de trabajo se realizaron ensayos para determinar 
la masa óptima de dsRNA a aplicar para obtener una buena señal. Se utilizó 
dsRNA del aislamiento C269-6 y la sonda descripta en la sección anterior. Para 
demostrar, además, la especificidad de la hibridación se incluyó como control, 
una masa equivalente de RNA total de planta sana. La prehibridación e 
hibridación se realizaron en las condiciones indicadas y los lavados fueron: dos 
con SSC 6x-SDS 0,1%, dos con SSC 2x-SDS 0,1% y dos con SSC 1x- 
SDS 0,1% (cada uno durante 15 min y a temperatura ambiente).

Los resultados se observan en la figura V.B.3. Si bien es notorio que aún se 
detecta señal con 5 ng, las mejores señales se lograron con masas entre 10 y 
100 ng. Una masa equivalentes de RNA de planta sana no mostró señal de 
hibridación en ningún caso, indicando la especificidad de la reacción. De 
acuerdo con estos resultados, en los ensayos de dot blot se sembraron, 
aproximadamente 25 ng de dsRNA de cada aislamiento. Las excepciones son 
los aislamientos K (biogrupo I) y Capaó Bonito multiplicado en naranjo dulce 
Valencia (biogrupo V), de los cuales no se disponía de suficiente dsRNA, por lo 
cual se sembraron masas menores.

IV .B.3C) Condic iones  de  hibrida ción  y  lava do

En el caso de sondas sintetizadas por el método de random priming se 
utilizaron alrededor de 1,2x106 cpm de la sonda elegida por ensayo. Las 
prehibridaciones e hibridaciones se realizaron a 68°C, durante 90 min y 16 h, 
respectivamente. Los filtros se sometieron luego al siguiente procesamiento:
a) tres lavados de 15 min cada uno con SSC 2x-SDS 0,1%, a temperatura 
ambiente; b) tres lavados de 15 min cada uno con SSC 0,1x-SDS 0,5%, a 
68°C, c) dos lavados de 10 min cada uno con SSC 2x a temperatura ambiente 
y exposición a placas radiográficas (-80°C) el tiempo necesario.
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En el caso de sondas sintetizadas por PCR, se utilizaron entre 0,7 y 1x106 cpm 
en cada reacción de hibridación. Inicialmente, los ensayos se efectuaron en las 
condiciones de hibridación y lavados descriptas. En condiciones tan estrictas 
sólo ocurre hibridación cuando la identidad nucleotídica es superior al 95%. 
Con sondas de longitud completa, como ocurre en la síntesis por PCR, pueden 
ocurrir mistmaches que desestabilizan la hibridación y facilitan el despegado de 
las mismas durante los lavados. La ausencia de hibridación positiva en estas 
condiciones obligó a disminuir la temperatura de hibridación y de lavado 
inicialmente a 60°C y posteriormente a 55°C. Como problema adicional, en 
otros ensayos, se detectó menor cantidad de radiactividad unida a los filtros. En 
este tipo de sondas resulta frecuente que las hebras se renaturalicen en 
solución y disminuya la masa de sonda disponible. Para salvar este 
inconveniente las mismas se sintetizaron por PCR asimétrica, con el objeto de 
enriquecer la población en una de las hebras marcadas y evitar la 
renaturalización.

V .B.4) CUANTIFICACIÓN DE MUESTRAS POR TINCIÓN CON BROMURO DE ETIDIO

Para estimar la concentración de las muestras utilizadas en los ensayos de dot 
blot, se cuantificó la masa de las mismas por tinción con bromuro de etidio. 
Para ello las muestras se colocaron, sobre un portaobjetos siliconado para 
evitar dispersión del líquido. Cada muestra corresponde a alícuotas de 50 pl de 
agua bidestilada estéril a las que se le agregó 1 pl de bromuro de etidio de 
concentración inicial 10 mg/ml y 0,25 pl de cada una de las muestras de dsRNA 
de los distintos aislamientos a ser cuantificados (fig. V.B.4). Como control de 
masa se incluyeron distintas cantidades del plásmido pcDNA II cuantificado por 
espectofotometría. Con las diferentes masas del plásmido control se realizó 
una curva de calibración sobre la cual se extrapolaron las concentraciones de 
las muestras utilizando el programa Gel Compare (Applied Math).

V .B.5) Sínte sis  de  son das  marca da s  radiac tivam ente

V .B.5A) POR RANDOM PRIMING

Para la síntesis de sondas por random priming los insertos se liberaron por 
digestión y los fragmentos de interés se purificaron a partir de un gel de 
agarosa. Como moldes se utilizaron cantidades equimolares de los distintos 
fragmentos. Las sondas se purificaron y se cuantificó la radiactividad en un 
contador de centelleo líquido. En cada ensayo se utilizaron alrededor de 
1,2x106 cpm de la sonda elegida.

V .B.5B) Por  PCR

Para utilizar como sondas los fragmentos génicos inferiores a 150 pb que 
exhibieron hibridación diferencial, la incorporación de un nucleótido radiactivo 
se realizó por PCR. Para ello, se diseñaron varios pares de primers que 
permitieran su amplificación a partir de los clones de origen. El diseño de los
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primers se realizó con los programas Prime (GCG) y Oligos. La elección de los 
mismos resultó compleja ya que no se deseaba incluir regiones que no 
mostraron hibridación diferencial y, por ende, se trabajó con secuencias muy 
acotadas en tamaño. Obtenidos los distintos pares de primers (sección A2 del 
Apéndice) se los probó individualmente en reacciones de amplificación con 
DNA plasmídico de los distintos clones y el primer complementario de M13. De 
este modo, se comprobó la especificidad individual de cada primer y se 
estableció su temperatura óptima de annealing. Posteriormente, se realizaron 
las reacciones con los distintos pares de primers diseñados para la 
amplificación de las regiones diferenciales y en todos los casos se obtuvieron 
productos de amplificación del tamaño adecuado. Realizada esta 
comprobación se efectuaron reacciones en presencia de un nucleótido 
radiactivo para obtener sondas marcadas, de acuerdo a lo descripto en la 
sección de Materiales y Métodos. Se incorporaron 10 pCi de 5'[a32P] dATP por 
reacción y la concentración final de nucleótidos no marcados fue 500 pM para 
dCTP, dGTP y dTTP y 50 pM para dATP. El dATP no marcado se agrega para 
evitar que la concentración de dicho nucleótido sea el factor limitante de la 
reacción. Las amplificaciones se efectuaron en un ciclador Air ThermoCycler 
1605 (Idaho), en capilares de 50 pl de capacidad, con las siguientes 
condiciones de ciclado: a) desnaturalización inicial: 94°C, 90 min; b) 45 ciclos 
que constan de: desnaturalización (94°C, 5 s), annealing (40°C, 10 s) y 
extensión (72°C, 40 s) y c) extensión final: 72°C, 4 min. Se incluyeron controles 
reemplazando el molde por agua bidestilada estéril para verificar la ausencia de 
contaminación en los reactivos y pipetas utilizados.

Los productos marcados se purificaron por cromatografía de exclusión 
molecular en Sephadex G50 y una alícuota se sometió a electroforesis en gel 
de agarosa 0,8%-TAE 1x, para verificar la integridad y el tamaño de las sondas. 
Luego de la electroforesis, los ácidos nucleicos se fijaron en la matriz del gel 
por incubación de 15 min con TCA al 10% y de 15 min en etanol 70%. El gel se 
secó con papel y se reveló por autorradiografía. El control de las sondas 
obtenidas, correspondientes a la amplificación de los fragmentos diferenciales 
de los clones pLT40, pLT41, pLT47 y pLT54, se observan en la figura V.B.5.

V .B.5C) POR PCR ASIMÉTRICA

La obtención por PCR asimétrica permite enriquecer la población en una de las 
hebras, disminuyendo así las posibilidades de renaturalización. De esta manera 
se evita la competencia que se establece entre los ácidos nucleicos fijados en 
la membrana y los que están en solución. En las reacciones de PCR asimétrica 
se utilizan relaciones 100:1 o 50:1 en las concentraciones de ambos primers. 
En los primeros ciclos de la reacción ambos primers sirven de iniciadores de la 
síntesis de DNA y en ciclos sucesivos se consume el que está en menor
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Figura V.B.3: Ensayo de sensibilidad de detección de RNA en dot blot. Las 
masas sembradas en cada dot se indican en la figura. Columna 1: masas 
crecientes de RNA total extraído de planta sana. Columna 2: masas 
crecientes de dsRNA del aislamiento C269-6. La hibridación se realizó con 
una sonda correspondiente al gen p25 obtenida por random priming.

Figura V.B.4: Cuantificación de aislamientos argentinos de CTV. Imagen invertida de fluorescencia de 
bromuro de etidio/ UV. Como patrón de masa se utilizaron distintas concentraciones del plásmido pcDNA II. 
Los nombres de los distintos aislamientos comparados se indican en la figura. En cada punto se sembró un 
volumen igual de una preparación de dsRNA viral.

Figura V.B.5: Sondas radiactivas sintetizadas por PCR. Se 
observan los productos de amplificación correspondientes 
a los fragmentos diferenciales de los clones pLT40, pLT41, 
pLT47 y pLT54. En la figura se indican, en pb, los tamaños 
esperados. Como marcador de PM (carril MPM) se utilizó 
el plásmido pcDNA II/ Hint I/ Hind III marcado por la técnica 
de fíll-in. Los tamaños de las bandas del marcador de PM 
se indican a la izquierda.
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concentración. De esta manera, una vez titulado el primer que está en defecto 
se produce un incremento lineal de una sola de las hebras del DNA.

Como el material fijado a la membrana es dsRNA se puede realizar PCR 
asimétrica incrementando cualquiera de las dos hebras de la sonda. En una 
primera etapa se realizaron PCRs asimétricas individuales con un primer de 
cada par en exceso y se analizó la incidencia en el rendimiento al utilizar un 
primer u otro en defecto. Las amplificaciones se efectuaron de acuerdo a lo 
descripto en Materiales y Métodos, utilizando el ciclado citado en la sección 
anterior (V.B.5B). La relación entre ambos primers fue de 50:1, de modo que 
las concentraciones finales son de 1 pM y 0,02 pM, respectivamente. En el 
caso de los fragmentos diferenciales de los clones pLT45, pDGT2, pLT40 y 
pLT41, se obtuvo mayor rendimiento cuando se utilizó en exceso el primer 
directo, mientras que la situación inversa se encontró con el clon pLT54, por lo 
cual se los usó de esa manera en la reacciones de producción de sondas.

Posteriormente las reacciones se realizaron con la inclusión de 10 pCi de 
5'[a32P] dATP. Los productos marcados se purificaron por pasaje por columna 
de cromatografía de exclusión molecular en Sephadex G50 y una alícuota de 
las mismas se sometió a electroforesis en gel de agarosa para verificar tamaño 
e integridad.

V .B.6) Pues ta  a  punto  de  las  con dic ione s  del  ens ay o  de  northe rn  blot

Para lograr buenos resultados con la técnica de Northern blot se debió adecuar 
el protocolo al material utilizado (dsRNA). Para mejorar la sensibilidad de la 
técnica se modificó la etapa de desnaturalización del RNA. Cuando se trabaja 
con ssRNA la desnaturalización se efectúa en frío (4°C) durante no más de 
15 min, para evitar la degradación del RNA. Estas condiciones no son 
suficientes para lograr la desnaturalización total del dsRNA. Para la puesta a 
punto de este paso cantidades equivalentes de dos preparaciones diferentes 
de dsRNA del aislamiento C268-2 se resolvieron, por quintuplicado, en gel de 
agarosa 0,6%-TAE 1x. El gel se cortó en cinco fracciones, cada una de las 
cuales incluía a ambas muestras. Cada fracción se procesó de manera 
diferente (fig. V.B.6): dos de ellas se incubaron en solución de 
desnaturalización a temperatura ambiente durante 20 y 30 min, 
respectivamente (a y b) mientras que las tres restantes se incubaron a 4°C, 
durante 20, 30 y 45 min, respectivamente (c, d y e). Finalizadas las 
incubaciones, las fracciones de gel se neutralizaron con buffer fosfato 25 mM y 
se transfirieron, por capilaridad a membrana, durante 20 h.

Los ácidos nucleicos se fijaron a la membrana por exposición a luz UV, durante 
3 min. La membrana se incubó con solución de prehibridación, durante 90 min, 
a 60°C y se híbrido, a la misma temperatura, durante 15 h, con la sonda mixta 
de p27 utilizada para la detección de clones recombinantes de los aislamientos 
argentinos de CTV (sección III.B.4 y fig. III.B.5b). Se realizaron dos lavados, de
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15 min cada uno a temperatura ambiente, el primero con SSC 6x-SDS 0,1% y 
el segundo con la misma concentración de SDS pero con SSC 2x. El resultado 
de la hibridación se analizó por autorradiografía (20 h de exposición a -80°C). 
En la figura V.B.6 se observa que, con 20 min de incubación a temperatura 
ambiente la señal es muy baja (a), mientras que en frío no se obtiene señal (c). 
Con tiempos más prolongados de incubación se obtuvieron mejores resultados 
tanto cuando la desnaturalización se realizó en frío como a temperatura 
ambiente (b, d y e). A partir de los datos obtenidos en este ensayo se decidió 
extender los tiempos de desnaturalización a 30 min y se optó por realizar esta 
etapa en frío.

condiciones de desnaturalización

Figura V.B.6: Puesta a punto de las condiciones para los ensayos de Northern blot. Las autorradiografías 
corresponden a diferentes condiciones de desnaturalización (tiempos y temperatura). En la hibridación se 
utilizó una sonda mixta del gen p27. Las bandas correspondientes al dsRNA full-length y a los RNAs 
subgenómicos de los genes p6/ p65, p61 y p27 se señalan con puntas de flecha.
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Capítulo  V
Sección  C: Result ados  obtenido s  en  la  identif icación  de  regione s

DE HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL Y APLICACIÓN A
LA CARACTERIZACIÓN DE AISLAMIENTOS DE CTV

V.C.1) UBICACIÓN DE LAS REGIONES DE HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL DE LOS CLONES DE 

LA BIBLIOTECA DEL AISLAMIENTO C268-2

El análisis de los ensayos previos de Southern blot permitió observar que 
algunos fragmentos de restricción de los clones de la biblioteca de cDNA de 
C268-2 mostraban diferencias en su patrón de hibridación, de acuerdo al 
biogrupo del aislamiento que dio origen a la sondas (Semorile et al., 1993). En 
ese momento se emplearon dos sondas, obtenidas de aislamientos de CTV de 
características biológicas diferentes. Uno de ellos, T387, de origen japonés, 
producía los síntomas típicos de los aislamientos severos mientras que el otro, 
T312, de España, se comportaba como débil. Los resultados de la hibridación 
indicaron la presencia de diferencias de secuencias nucleotídicas en algunas 
regiones genómicas, entre la población viral del aislamiento origen de la sonda 
y la población viral de C268-2. Una vez establecidas las secuencias completas 
de los clones, se realizaron mapas de restricción teóricos (programa Map) para 
establecer la posición de fragmentos que mostraron hibridación diferencial. Así 
se ubicó a cada una de las bandas en el genoma viral. El análisis de las 
secuencias nucleotídicas de clones situados en la misma región permitió 
establecer la relación existente entre ellos y justificar los patrones de 
hibridación observados.

En la figura V.C.1 se esquematiza la posición de los fragmentos de hibridación 
diferencial identificados previamente (Semorile et al., 1993). Se observa que 
diez clones presentaron bandas diferenciales con T387 y siete con T312. Un 
solo clon, pMT26, mostró un fragmento de hibridación diferencial con T387 y 
otro con T312. Por otro lado, doce clones mostraron igual patrón de hibridación 
con ambas sondas. Los fragmentos que exhibieron hibridación diferencial no 
están restringidos a una región del genoma viral sino que se distribuyen en 
distintas zonas del mismo. Dichas regiones génicas son: 1) poliproteína; 
2) triple bloque génico (p6, p65 y p61); 3) genes de proteína de cubierta virales 
y 4) genes p13, p20 y p23.

Los clones que dieron señal positiva con la sonda derivada del aislamiento 
T387 corresponden al primer dominio de proteasa (pMT54), al dominio de 
helicasa (pLT60 y pLT56), al gen p65 (pLT40, pDGT27 y pLT46), al gen p27 
(pLT45 y pLT47), a la región intergénica entre p27 y p25 (pLT43 y pLT41) y a la 
porción 3' de este último gen (pMT26) (fig.V.C.1). Por otro lado, los clones que 
mostraron señal positiva con T312 se encuentran en las siguientes regiones: 
interdominio metiltransferasa-helicasa (pLT65 y pLT39), gen p25 (pMT26),
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región intergénica p18 y p13 (pDGT76), p13 (pDGT76), p20 (pDGT76) y p23 
(pLT54 y pDGT30) (fig.V.C.1). Los clones que mostraron igual patrón con 
ambas sondas corresponden a las regiones: dominio de metiltransferasa 
(pLT64 y pMT59), triple bloque génico (pLT57, pLT48, pDGT48, pLT66 y 
pDGT87), gen p25 (pLT49), genes p13 y p20 (pLT65 y pMT78) y p23 (pLT53 y 
pLTIO) (fig.V.C.1).

Figura V.C.1: Representación gráfica de los fragmentos de hibridación diferencial de los clones de la 
biblioteca C268-2. Se indican los resultados de hibridación con las sondas derivadas de T387 (severo) y T312 
(débil). En gris se indican las regiones y clones que no presentaron diferencias en su patrón de hibridación 
con ambas sondas. Las regiones que mostraron hibridación diferencial se señalan con distintos colores (se 
indica la referencia en el gráfico). Los dibujos se realizaron a escala.

De acuerdo a los datos mostrados en la figura V.C.1, en una misma región 
génica se ubican clones que se solapan total o parcialmente. En estos casos 
existen dos situaciones: a) clones que pueden presentar el mismo patrón de 
hibridación o b) clones que difieren en su respuesta frente a las sondas. El 
análisis de las secuencias nucleotídicas de los mismos permitió entender este 
comportamiento. Los clones que comparten una elevada identidad de 
secuencia nucleotídica (mayor al 90%) y fragmentos solapados de tamaños 
semejantes presentan el mismo patrón de hibridación. De este modo, los 
fragmentos de 111 pb del clon pLT40, de 228 pb del clon pDGT27 y de 190 pb 
del clon pLT46, que corresponden al gen p65, tienen elevada identidad de 
secuencia (superior al 90%) y presentan hibridación diferencial con la sonda 
derivada de T387. En la región 5’ del gen p23 ocurre algo semejante, pero con 
respecto a la sonda realizada con T312. Las bandas de 391 pb del clon pLT54 
y de 194 pb del clon pDGT30 se solapan, tienen identidad de secuencia 
nucleotídica de 99,5% y presentan señal diferencial con la sonda derivada de 
T312.

Cuando clones situados en la misma región tienen patrones de hibridación 
distintos, este hecho puede deberse a dos causas: a) una baja identidad de 
secuencia nucleotídica o b) que los fragmentos solapados tengan tamaños 
diferentes debido a polimorfismos de los sitios de corte de las enzimas de
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restricción utilizadas en el ensayo. La primera situación explicaría las 
diferencias de hibridación encontradas entre los clones pLT54, pDGT30 y 
pDGT76 en la región 5’ de p23 (fig.V.C.1). Como ya se mencionó, los dos 
primeros comparten el mismo patrón y tienen elevada identidad nucleotídica. 
Por el contrario, el clon pDGT76, pese a presentar un fragmento de tamaño 
semejante (199 pb) en dicha región, no mostró hibridación diferencial con la 
sonda derivada de T312. La comparación de secuencias nucleotídicas de los 
tres clones indicó que pDGT76 difiere en los restantes en más de un 10% 
(tiene una identidad de 87%). La segunda explicación propuesta sería válida 
para los clones pLT57 y pLT40, situados en la región 5’ de p65. El primero de 
ellos no mostró diferencias de hibridación con las sondas utilizadas. Este 
comportamiento puede deberse a la ausencia de sitios de corte para las 
enzimas de restricción usadas y, aunque la región de solapamiento con pLT40 
es extensa (605 pb) y muy semejante (99% de identidad nucleotídica), el resto 
del clon podría hibridar del mismo modo con ambas sondas y enmascarar la 
señal diferencial.

Es importante mencionar que las modificaciones en la temperatura de 
hibridación y lavado afectan al comportamiento de los clones. De este modo, el 
único clon diferencial presente en la región del gen p61 se detectó cuando se 
disminuyó la temperatura de hibridación a 65°C. Aparentemente, las 
condiciones más laxas favorecen la hibridación con la sonda derivada de T312.

V.C.2) Ensay os  de South er n blo t  con  son das  de riv ad as de otros  
AISLAMIENTOS VIRALES

Con el propósito de confirmar y ampliar esta información y de comprobar si 
existía correlación entre los patrones de hibridación observados en los distintos 
aislamientos y las características biológicas de los mismos, se realizaron 
nuevos ensayos de Southern blot. Inicialmente se repitieron los ensayos con 
las sondas antes estudiadas, aunque como molde para la síntesis de la sonda 
severa se utilizó el aislamiento T388, obtenido en España a partir de T387. Si 
bien la sintomatología que induce T388 en plantas indicadoras es semejante a 
la producida por T387, los patrones de hibridación no fueron idénticos. Los 
nuevos aislamientos incorporados a este análisis fueron: T385 y T32 
(biogrupo I, España), T300 (II, España), PeraGS y VT (III, Brasil e Israel, 
respectivamente), C269-6 y BaraóB (IV, Argentina y Brasil, respectivamente) y 
T305 (V, España).

La síntesis de las sondas y las hibridaciones se realizaron de acuerdo al 
protocolo descripto y en condiciones similares para cada aislamiento. En todos 
los casos, con excepción de la hibridación con la sonda derivada del 
aislamiento C269-6, se obtuvieron los correspondientes patrones de 
hibridación. En las figuras V.C.2a y b se observan dos de las autorradiografías 
resultantes de estos ensayos.
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Figura V.C.2: Autorradiografías correspondientes a los ensayos de Southern bíot con sondas de aislamientos 
de CTV pertenecientes al biogrupo III. a: patrones de hibridación de los clones de la biblioteca del aislamiento 
C268-2 con la sonda del aislamiento VT. b: patrones de hibridación de los mismos clones con la sonda del 
aislamiento PeraGS. En la figura se indican las combinaciones de enzimas de restricción utilizadas en la 
digestión de los clones. Los nombres abreviados (L en lugar de pLT, D en lugar de pDGT y M en lugar de 
pMT) de los clones se señalan en la figura.
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Si bien los aislamientos PeraGS y VT pertenecen al mismo biogrupo (III), sus 
patrones de hibridación no son exactamente ¡guales. Del análisis de las figuras 
V.C.2a y b se desprende que, aunque comparten el patrón de hibridación en la 
mayoría de los clones, existen algunas diferencias entre ellos. Las variaciones 
pueden reflejarse en las intensidades de hibridación o en la presencia de una 
banda en un aislamiento y no en el otro. Diferencias en intensidad se aprecian, 
por ejemplo, en los clones pLT40 (la última banda es mucho más débil con 
PeraGS), pLT46 (cuya señal de hibridación con PeraGS es muy débil) y pLT60 
(los fragmentos más pequeños se ven más intensos con PeraGS que con VT). 
En cuanto a los fragmentos que sólo hibridan con uno u otro aislamiento, el 
clon pLT39 lo hace con VT mientras que los clones pLT56, pMT54 y pMT59 
únicamente muestran señal con la sonda del aislamiento PeraGS.

El análisis conjunto de las autorradiografías obtenidas en los distintos eventos 
de hibridación permitió discriminar tipos de comportamiento para diferentes 
fragmentos de clones o regiones genómicas virales. Algunos fragmentos 
presentan el mismo patrón de hibridación con todos los aislamientos utilizados 
como sonda (clon pLT49, figuras V.C.3, 4 y 5); otros muestran señal positiva 
con algunos aislamientos y con otros no y un tercer grupo exhibe diferencias en 
la intensidad de la señal de hibridación según la sonda analizada.

Entre los fragmentos que muestran variación en la señal de hibridación se 
hallaron tres tipos de patrones: a) fragmentos que muestran una disminución 
en la intensidad de la señal de hibridación a medida que se incrementa la 
severidad de los aislamientos usados como sonda (clon pLT39, fig.V.C.3); b) 
clones que presentan un comportamiento opuesto al anterior, es decir, la 
intensidad de la señal de hibridación aumenta a medida que aumenta la 
severidad de las sondas (fig.V.C.4) y c) fragmentos que varían en su señal de 
hibridación de una manera no correlacionada con la virulencia de los 
aislamientos utilizados como sondas (fig.V.C.5).

Para los aislamientos del mismo biogrupo existe, en general, similitud en los 
patrones de hibridación. La excepción son, justamente, los dos aislamientos del 
biogrupo III, VT y Pera GS (fig.V.C.2a y b). El patrón de hibridación de VT se 
asemeja al de los aislamientos de biogrupos débiles (I y II), mientras que el de 
PeraGS es similar al de los aislamientos severos (IV y V).
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Figura V.C.3: Patrones de hibridación comparativos de los clones pLT39 y pLT49. En la figura se indican los 
tamaños de los fragmentos de restricción de ambos clones y las bandas del marcador de PM (plásmido 
pcDNA WHinf VHind III). Las imágenes de la izquierda corresponden a la fotografía del gel transferido (figura 
V.B.1) y las de la derecha a las autorradiografías de las hibridaciones con las sondas de los aislamientos 
indicados en la porción superior de la figura. Las puntas de flecha rellenas indican la posición de las bandas 
de hibridación de los clones pLT39 (izquierda) y pLT49 (derecha). Con puntas de flechas vacías se señala la 
posición de dichos fragmentos en la imagen correspondiente al gel de agarosa. Los fragmentos de 166 y 
178 pb del clon pLT39 aparecen como una banda única en la hibridación.

Figura V.C.4: Patrones de hibridación comparativos de los clones pLT56 y pLT49. En la figura se indican los 
tamaños de los fragmentos de restricción de ambos clones y del marcador de PM (plásmido pcDNA ll/H/nf I/ 
Hind III). Las imágenes de la izquierda corresponden a la fotografía del gel transferido (figura V.B.1) y las de 
la derecha a las autorradiografías de las hibridaciones con las sondas de los aislamientos indicados en la 
porción superior de la figura. Las puntas de flecha rellenas indican la posición de las bandas de hibridación 
de los clones pLT49 (izquierda) y pLT56 (derecha). Con puntas de flechas vacías se señala la posición de 
dichos fragmentos en la imagen correspondiente al gel de agarosa.
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Figura V.C.5: Patrones de hibridación de los clones pDGT76 y pLT49. En la figura se indican los tamaños 
de los fragmentos de restricción de ambos clones y del marcador de PM (plásmido pcDNA II/ Hint \l Hind 
III). En la figura se muestran, a la izquierda, las calles correspondientes del gel transferido (figura V.B.1) y a 
la derecha, las autorradiografías de la hibridación con sondas sintetizadas a partir de los aislamientos 
indicados en la porción superior. Las puntas de flecha rellenas indican la posición de las bandas de 
hibridación de los clones pDGT76 (izquierda) y pLT49 (derecha). Con puntas de flechas vacías se señala la 
posición de dichos fragmentos en la imagen correspondiente al gel de agarosa.

El aislamiento severo T305 (biogrupo V) se originó a partir del aislamiento débil 
T385 (biogrupo I) y por ello resultó de interés comparar los patrones de 
hibridación, con las sondas correspondientes a dichos aislamientos, para 
determinar si existían regiones que exhibieran diferencias (fig.V.C.6). En la 
figura V.C.6 se observan claras diferencias de hibridación en el caso de los 
clones pLT41, pLT46, pLT47, pLT54, pMT78 (cuando se utiliza Hiní I como 
enzima de corte interno), pDGT30 y pDGT76. Los clones pLT41, pLT47, 
pLT54, pl\/IT78 y pDGT30 presentaron fragmentos que mostraron una 
disminución (o ausencia) de la señal de hibridación cuando se utilizó la sonda 
derivada de T305 (fig.V.C.6). Por el contrario, los dos fragmentos de mayor 
tamaño del clon pLT46, de 190 y 180 pb respectivamente, exhiben una señal 
mucho más intensa con la sonda derivada de dicho aislamiento. El clon 
pDGT76, característico por su comportamiento variable (fig.V.C.5), también 
mostró diferencias entre ambas sondas. La banda mayor, compuesta por los 
fragmentos de 389, 366 y 354 pb, respectivamente, mostró igual intensidad con 
ambas sondas mientras que el fragmento menor, de 92 pb, se ve más débil con 
T305. Los fragmentos de 277 y 199 pb presentaron mayor intensidad de 
hibridación con T385 mientras que el de 162 mostró una señal mucho más 
intensa con T305. Los clones que presentaron hibridación diferencial entre

193



Capítulo V C: Resultados

ambos aislamientos corresponden a las siguientes regiones génicas: p65 (pLT46), 
p27 (pLT47), intergénica p27-p25 (pLT41), p20 (pMT78 y pDGT76) y p23 
(pDGT76, pDGT30 y pLT54). Los resultados sugieren que estas regiones del 
genoma viral resultan de interés como posibles marcadores moleculares, ya que 
podrían estar relacionadas con el comportamiento biológico de los aislamientos y 
su distinto grado de patogenicidad.

Figura V.C.6: Clones que mostraron diferencias en sus patrones de hibridación con las sondas de los 
aislamientos T385 y T305. Se indican los tamaños de los fragmentos de restricción de los distintos clones. La 
figura corresponde a las autorradiografías obtenidas con ambos aislamientos. En la porción inferior se indica 
la referencia de color de los mismos.

V.C.3) Aná lisis  de  aisl ami ento s  de  CTV en  ens ayos  de  dot  blot

V.C.3A) Sele cción  de  fragm entos  de  hibrida ción  difere ncial

El objetivo de buscar regiones de hibridación diferencial entre aislamientos de 
CTV es disponer de marcadores moleculares útiles para la caracterización de 
dichos aislamientos virales. La aplicación de la técnica de hibridación sobre 
improntas de material de cítricos infectados a campo, requiere contar con un 
panel de sondas que permita discriminarlos. El análisis de los ensayos de 
Southern blot permitió encontrar ciertas regularidades en los patrones de 
hibridación de los fragmentos de restricción de clones de la biblioteca del 
aislamiento C268-2. Estos resultados plantearon la posibilidad de aplicar dichas 
regiones genómicas a la caracterización de aislamientos virales.
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En la figura V.C.7 se representan, de manera gráfica, los resultados obtenidos 
luego de los ensayos de Southern blot con los distintos aislamientos virales 
empleados como sondas. Los clones que presentan la misma señal con todos 
los aislamientos resultan útiles para la detección de CTV. Por otro lado, los 
fragmentos que muestran incremento en la señal a medida que aumenta la 
severidad de las sondas, podrían utilizarse en la detección de aislamientos 
severos mientras que aquéllos que presentan una disminución de la señal en 
las mismas condiciones, podrían identificar aislamientos débiles. Finalmente, 
aquellos fragmentos que presentan hibridación con un solo aislamiento podrían 
permitir identificar aislamientos biológicamente similares a él.

De la observación de la figura V.C.7 se desprende que varios de los 
fragmentos inicialmente identificados como diferenciales en los ensayos 
previos, mantuvieron esa condición. Por otro lado, algunos clones mostraron 
patrones diferentes a los obtenidos anteriormente. El incremento en el número 
de aislamientos utilizados en los ensayos de Southern blot permitió caracterizar 
con mayor certeza a los fragmentos y seleccionar aquéllos que mostraron un 
comportamiento definido frente a las sondas usadas.

Figura V.C.7: Representación gráfica de los fragmentos de hibridación diferencial de los clones de la 
biblioteca C268-2. Se indican los resultados de hibridación con las sondas derivadas de los diez aislamientos 
utilizados. Las regiones que mostraron hibridación diferencial se señalan con distintos colores (se indica la 
referencia en el gráfico). Los dibujos se realizaron a escala.

La utilidad de los fragmentos de hibridación diferencial para la caracterización 
tanto de aislamientos de CTV argentinos como de otro origen geográfico, se 
determinó en ensayos de dot blot. Para ello se sintetizaron sondas marcadas 
radiactivamente por random priming o por PCR con primers específicos, en el 
caso de los fragmentos de menor tamaño.
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V.C.3B) Resulta dos  de  los  ens ayos  de  dot  blo t

En esta sección se describen los resultados obtenidos en los ensayos de dot 
blot. En la figura V.C.8a y b se indica esquemáticamente la disposición en las 
membranas de los distintos aislamientos de CTV estudiados. En el panel a se 
encuentran los aislamientos de diferentes orígenes geográficos, y en el panel b, 
los aislamientos argentinos. Se indica, con un código de colores, a qué 
biogrupo pertenece cada aislamiento.

Para iniciar el análisis se seleccionó un clon, pLT49, que mostró el mismo 
patrón de hibridación con todos los aislamientos estudiados (fig. V.C.3, 4 
y 5). En la figura V.C.9a y b se muestran los resultados de hibridación de los 
distintos aislamientos cuando se utilizó la sonda derivada de dicho clon. Todos 
los aislamientos analizados, tanto de diverso origen geográfico (a) como de 
Argentina (b) presentaron hibridación con esta sonda. Masas equivalentes de 
RNA total de planta sana, incluidas en ambas membranas, no mostraron señal, 
indicando la especificidad de la hibridación. Tampoco incidió en la hibridación el 
biogrupo al que pertenecen los aislamientos. Este resultado indica, por un lado, 
que la región del genoma a la que corresponde el clon pLT49 está muy 
conservada en los distintos aislamientos virales y por otro, que esta sonda 
puede ser utilizada para la detección de tristeza, ya que híbrida con 
aislamientos de todos los biogrupos. Los resultados obtenidos concuerdan con 
lo esperado según los ensayos de Southern blot previos, donde los fragmentos 
de digestión de este clon mostraron el mismo patrón de hibridación con los 
distintos aislamientos analizados.

En una segunda etapa se seleccionaron clones que mostraron diferencias en 
la señal de hibridación con los distintos aislamientos estudiados. En 
primer lugar se utilizó la sonda derivada del clon pLT39, que solamente había 
hibridado con sondas derivadas de aislamientos débiles (fig. V.C.3). Los 
resultados que se muestran en la figura V.C.lOa confirman los hallazgos 
anteriores, ya que sólo los aislamientos de biogrupos débiles hibridaron en 
forma notoria con esta sonda. De los cuatro aislamientos del biogrupo I 
solamente K no mostró señal, quizás debido a la baja masa utilizada en el 
ensayo. Del biogrupo II mostraron hibridación sólo dos aislamientos, T300 y 
T312, mientras que los restantes, T346 y lima 50, no lo hicieron. El resto de los 
aislamientos, con la excepción de T305, no mostraron señal de hibridación con 
esta sonda. El aislamiento T305 (V), obtenido a partir de T385 (I), fue el único 
aislamiento severo que mostró señal positiva en los ensayos de Southern blot 
con el clon pLT39, repitiéndose el mismo resultado cuando se utilizó el clon 
como sonda en los ensayos de dot blot (fig.V.C.10). Se esperaba que el 
aislamiento VT mostrara hibridación con esta sonda, pero no se obtuvo ese 
resultado. Posiblemente, la secuencia símil pLT39 esté representada en menor 
concentración en ese aislamiento, ya que la señal obtenida en el ensayo de
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Figura V.C.8: Esquema de la disposición de los aislamientos 
en las membranas utilizadas en los ensayos de dot blot, a: 
aislamientos de distinto origen geográfico; el biogrupo al que 
pertenecen se indica a la izquierda de la figura y con los 
mismos colores se identifican los aislamientos, b: aislamientos 
argentinos de CTV. Se conserva el mismo código de colores. 
En ambos esquemas se indica la posición de los controles de 
planta sana.

Figura V.C.9: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pLT49. a: aislamientos de CTV de distinto origen 
geográfico, b: aislamientos argentinos de CTV. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de 
planta sana utilizado como control están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura 
V.C.8.

Figura V.C.10: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pLT39. a: aislamientos de CTV de distinto origen 
geográfico, b: aislamientos argentinos de CTV. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de 
planta sana utilizado como control están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura 
V.C.8.
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Southern blot es menor en VT que en T385 y T312 (fig.V.C.3). Otra posibilidad 
es que las condiciones de lavado más estrictas, utilizadas en los ensayos de 
dot blot, desestabilizaran la interacción entre el RNA y la sonda.

Ninguno de los aislamientos argentinos mostró hibridación con la sonda pLT39. 
Potencialmente se esperaba señal positiva de hibridación con los tres 
aislamientos del biogrupo II, C257-2, C257-9 y C257-10. Tampoco se encontró 
señal de hibridación con el aislamiento C268-2, que dio origen al clon pLT39, lo 
cual indicaría que esa secuencia está poco representada en la población de 
secuencias del aislamiento de origen, que pertenece al biogrupo III y reacciona 
positivamente con el anticuerpo MCA-13.

También se analizaron varios clones que mostraron señal únicamente con los 
aislamientos de biogrupos moderados y severos. El clon pLT56 mostró un 
aumento en la señal de hibridación a medida que se incrementó la severidad 
de los aislamientos utilizados como sonda (fig.V.C.4). Cuando se lo utilizó 
como sonda en los experimentos de dot blot se obtuvieron los resultados 
mostrados en la figura V.C.11a y b. De acuerdo a lo esperado, dicho clon no 
mostró hibridación positiva con ninguno de los aislamientos del biogrupo I. Los 
dos clones del biogrupo II que dieron señal son los que no reaccionaron con la 
sonda del clon pLT39 (T346 y lima 50). Los resultados del ensayo también 
concuerdan con lo esperado cuando se analizan los aislamientos del biogrupo 
III, ya que se obtuvo hibridación positiva con PeraGS y no hubo señal con VT. 
Los restantes aislamientos del biogrupo III, T36 y C268-2, también dieron señal 
positiva. Con los aislamientos de biogrupo IV la señal es muy débil para 
BaraóB, C269-6 y P6, mientras que no se observó señal con el aislamiento 
C270-3. Del biogrupo V sólo mostró señal T388. Este resultado coincide con lo 
previsto, ya que el clon pLT56 no dio señal positiva con el aislamiento T305. 
Todos los aislamientos argentinos mostraron hibridación con la sonda del clon 
pLT56 (panel b), aunque la señal es muy débil con los aislamientos C269-1, 
C269-9 y C270-3.

Los clones pMT59 y pLT46 también exhibieron incremento de intensidad en su 
señal de hibridación a medida que aumentaba la severidad de los aislamientos 
utilizados como sonda. Ambos clones se probaron como sondas en ensayos de 
dot blot, y los resultados se muestran en las figuras V.C.12 y V.C.13 
respectivamente. Los datos del panel a de ambas figuras responden a lo 
esperado, ya que no hubo señal positiva con ninguno de los aislamientos del 
biogrupo I. En cambio, las sondas dieron señal positiva con uno (T346) y dos 
(lima 50 y T346) aislamientos del biogrupo II, respectivamente. La sonda 
pMT59 no mostró hibridación con el aislamiento VT (III) mientras que, tanto 
PeraGS como los restantes aislamientos del biogrupo III fueron positivos. 
También se observó señal positiva con los aislamientos del biogrupo IV y V, 
con excepción del aislamiento T305 (V). Por otra parte, la sonda pLT46 dio
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Figura V.C.11: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pLT56. a: aislamientos de CTV de distinto origen 
geográfico, b: aislamientos argentinos de CTV. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de 
planta sana utilizado como control están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura 
V.C.8.

Figura V.C.12: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pMT59. a: aislamientos de CTV de distinto origen 
geográfico, b: aislamientos argentinos de CTV. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de 
planta sana utilizado como control están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura 
V.C.8.

Figura V.C.13: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pLT46. a: aislamientos de CTV de distinto origen 
geográfico, b: aislamientos argentinos de CTV. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de 
planta sana utilizado como control están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura 
V.C.8.
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señal positiva con todos los aislamientos de los biogrupos III, IV y V y con los 
aislamientos argentinos; salvo que la misma es muy débil con C269-1 y C269-6 
(panel b de la fig. V.C.13).

Debido a la escasa disponibilidad de dsRNA de los aislamientos de distinto 
origen geográfico, los restantes ensayos de dot blot sólo se realizaron con 
aislamientos argentinos. En el esquema de la figura V.C.14a se muestra la 
disposición en la membrana de los aislamientos de CTV estudiados (la misma 
de la fig. V.C.8b). Se incluyeron, como controles, tres aislamientos de 
características biológicas y patrones de hibridación diferentes, T385 (I), 
PeraGS (III) y T388 (V) (fig. V.C.14b).

Los clones pLT64 y pMT54 habían mostrado en los ensayos de Southern blot 
un incremento notorio en la señal de hibridación a medida que aumentaba la 
severidad de los aislamientos utilizados como sondas. En las figuras V.C.15 
y V.C.16 se observan los resultados de hibridación de los aislamientos 
argentinos usando sondas derivadas de estos dos clones. Todos exhibieron 
señal con la sonda correspondiente al fragmento mayor del clon pLT64, aunque 
ésta fue más débil en C269-1, C269-6 y C270-3 que en los restantes 
aislamientos (fig.V.C.15a). Los controles mostraron igual comportamiento que 
en los ensayos previos, ya que el aislamiento débil (T385) no dio señal, 
mientras que los moderados y severos (PeraGS y T88, respectivamente) sí lo 
hicieron (fig.V.C.15b). El clon pMT54 permitió la mayor discriminación entre 
aislamientos argentinos, ya que sólo algunos de ellos presentaron señal 
positiva (fig.V.C.16a). El aislamiento C268-2 (III) exhibió la señal más intensa y 
también presentaron hibridación positiva los aislamientos C257-2 y C271-2 (del 
biogrupo II), C257-10 (III) y C278-1 (IV). De acuerdo con estos resultados, la 
sonda pMT54 hibridó con varios de los aislamientos que causan sintomatología 
moderada en plantas indicadoras. La excepción es C278-1, un aislamiento que 
parece ejercer una acción protectora en su hospedante original (protección 
cruzada). Los controles se comportaron de acuerdo a lo esperado, ya que 
únicamente se obtuvo una señal, muy tenue, con el aislamiento T388 
(fig.V.C.16b). De acuerdo a los datos parece posible que esta sonda detecte 
los componentes menos agresivos presentes en la población de los 
aislamientos argentinos. En concordancia con esta presunción los aislamientos 
más virulentos, C257-7, C269-6 y C270-3 no hibridaron con dicha sonda.

Los fragmentos diferenciales de los clones pLT40, pLT41, pLT47 y pLT54 se 
marcaron radiactivamente por PCR. Las sondas se utilizaron en ensayos de dot 
blot en las condiciones antes descriptas pero sin éxito. El tamaño e integridad 
de estas sondas se controló previamente en gel de agarosa por lo cual la falta 
de resultados podría deberse a las condiciones de hibridación y lavado. Para 
resolver este problema se disminuyó la temperatura de hibridación y lavados y 
se sintetizaron las sondas por PCR asimétrica.
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Figura V.C.14: Representación esquemática de la disposición de los aislamientos en los filtros utilizados en 
los ensayos de dot blot, a: aislamientos argentinos de CTV. b: controles utilizados en la hibridación. Se 
conserva el mismo código de colores de la figura V.C.8.

Figura V.C.15: Ensayos de dot blot con la sonda derivada del clon pLT64. a: aislamientos argentinos de 
CTV. b: controles de hibridación. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de planta sana, 
utilizado como control, están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura V.C.14.

Figura V.C.16: Ensayos de dot blot con la sonda del clon pMT54. a: aislamientos argentinos de CTV. 
b: controles de hibridación. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de planta sana, utilizado 
como control, están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura V.C.14.

Figura V.C.17: Ensayos de dot blot con la sonda correspondiente al fragmento diferencial del clon pLT45. 
a: aislamientos argentinos de CTV. b: control de hibridación, dsRNA de los aislamientos T385, PeraGS y 
T388, respectivamente. El dsRNA de los distintos aislamientos y el RNA total de planta sana, utilizado como 
control, están dispuestos de acuerdo a lo indicado en los esquemas de la figura V.C.14.
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Cuando se utilizaron estas nuevas sondas, a una temperatura de 55°C, se 
obtuvieron diferentes resultados.

De acuerdo a su comportamiento en los ensayos de Southern blot, dónde 
mostraron una disminución en la intensidad de la señal a medida que 
aumentaba la severidad de las sondas, se esperaba que los clones pLT54 y 
pDGT2 detectaran a los aislamientos más débiles. La sonda sintetizada 
utilizando como molde a pDGT2 prácticamente no presentó señal con los 
aislamientos argentinos mientras que la derivada de pLT54 hibridó muy 
débilmente con algunos de ellos. En ambos casos no se observó hibridación 
con el control de planta sana y se obtuvo señal con el aislamiento débil incluido 
como control positivo (T385). También se utilizaron sondas correspondientes a 
los fragmentos diferenciales de los clones, pLT40, pLT41 y pLT45, que se 
caracterizaron por mostrar mayor intensidad de hibridación con 
aislamientos severos. Con las sondas derivadas de los dos primeros clones 
se obtuvo una señal débil con la mayor parte de los aislamientos argentinos. En 
base a resultados de ensayos previos (Semorile et al., 1993), dónde un 
fragmento del clon pLT45 presentó hibridación positiva con el aislamiento 
severo T387 y no con la sonda del aislamiento débil T312, se esperaba que 
dicho fragmento identificara aislamientos severos del virus. En la figura V.C.17a 
se observa que la sonda sintetizada por PCR asimétrica a partir de dicho clon 
mostró señal positiva con todos los aislamientos argentinos y con aquellos 
utilizados como control, pero no con el RNA de planta sana. De acuerdo a este 
resultado la sonda no podría ser utilizada para caracterizar aislamientos 
severos, ya que también mostró señal con el aislamiento débil T385 (I).

La totalidad de los resultados obtenidos en los ensayos de dot blot con las 
sondas de fragmentos diferenciales de clones de la biblioteca del aislamiento 
C268-2 se resumen en la Tabla X.

V.C.4) Bús que da  de  RNAs  defec tivos  por  North er n  blo t

Varios aislamientos de CTV, de diferentes regiones geográficas, contienen 
moléculas de RNAs defectivos. Para determinar si también están presentes en 
los aislamientos argentinos de campo estudiados en este trabajo y si su 
presencia incide en el comportamiento de hibridación de los mismos, se intentó 
identificarlos en ensayos de Northern blot. Los dsRNAs de los aislamientos 
estudiados se transfirieron a membrana y se hibridaron con una sonda de la 
región 5’ del genoma viral. La sonda corresponde al clon pMT54, empleada 
previamente en los ensayos de dot blot de la figura V.C.16. Teniendo en cuenta 
los resultados de esos ensayos, la temperatura de hibridación se disminuyó a 
60°C para permitir la hibridación con los dsRNAs de longitud total de todos los 
aislamientos. Si no existen moléculas defectivas se espera obtener hibridación 
únicamente con el dsRNA full-lenght, que es el intermediario de replicación del
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Tabla X. Patrones de hibridación de distintos aislamientos de CTV con el panel de 
sondas de fragmentos de clones del aislamiento C268-2.

intensidad de hibridación: - no detectable, 0 trazas,D baja, Dmedia,® elevada, NA: no analizada.

sondas utilizadas
aisl. pLT49 pLT39 pLT56 pMT59 pLT46 pLT47 pLT64 pMT54 pLT54 pDGT2 pLT45 pLT40 pLT41
T55
T385

K
T32

lima50
T300
T346
T312

PeraGS
T36
VT

C268-2
0270-3
BaradB
C269-6

P6
T388

T305
CapaóB
CapaóB

C257-2
C257-7
C257-9

C257-10
C268-2
C269-1
C269-6
C270-3
C271-2
C271-8
C278-1
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virus. La presencia de bandas adicionales indica la existencia de RNAs de 
menor tamaño, que poseen la región 5’ del genoma viral.

Tal como se observa en la figura V.C.18, C257-10 y C278-1 son los únicos 
aislamientos que presentan señal de hibridación adicional al RNA genómico. La 
posición de estas bandas se indica con puntas de flecha y el tamaño 
aproximado de las mismas en C257-10 es de 2500 y 2100 pb, 
respectivamente. La banda de hibridación presente en C278-1 tiene tamaño 
similar a la banda mayor de C257-10, 2500 pb. El aislamiento C257-9, 
analizado en otro ensayo de Northern blot no mostró moléculas de dsRNA de 
menor tamaño, que hibridaran con la sonda utilizada.

De los resultados obtenidos se desprende que, en la mayor parte de los 
aislamientos argentinos utilizados en este estudio no se encuentran presentes 
moléculas de RNAs defectivos que pueden ejercer su efecto en los resultados 
de los ensayos de hibridación antes descriptos.

Figura V.C.18: Análisis de los aislamientos argentinos en Northern blot, a: exposición de 18 horas, 
b: exposición de 36 horas. Se utilizó la sonda correspondiente al clon pMT54. Con puntas de flechas llenas 
se indica la posición de posibles moléculas de RNAs defectivos. Con puntas de flechas vacías se señalan las 
moléculas de dsRNA de longitud total (full-length).
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Capítulo  V
Sección  D: Discusión  de  los  res ultad os  obten idos  en  la  

IDENTIFICACIÓN DE REGIONES DE HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL 
Y APLICACIÓN A LA CARACTERIZACIÓN DE AISLAMIENTOS DE CTV

Uno de los objetivos del estudio de variantes de secuencia en regiones 
genómicas de CTV es la obtención de información que permita clasificar a los 
aislamientos de una manera más rápida, segura y económica que el indexing 
biológico. Tal como se describió en secciones precedentes existe una gran 
variedad de estudios realizados tanto con el uso de anticuerpos como con 
sondas utilizadas con el fin de identificar aislamientos de CTV. Una de las 
estrategias empleadas es la hibridación con clones de dos aislamientos de 
características biológicas diferentes que no presentan hibridación cruzada 
(Albiach etal., 1995b).

V .D.1) IDENTIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE LA BIBLIOTECA DEL AISLAMIENTO C268-2 
CON CAPACIDAD DE HIBRIDACIÓN DIFERENCIAL

En este trabajo se obtuvo un panel de sondas que permite identificar 
aislamientos de CTV según sus características biológicas. Para disponer de 
estas sondas discriminativas de aislamientos diferentes se probó primero la 
hibridación de fragmentos de clones de la biblioteca de cDNA del aislamiento 
argentino de CTV C268-2, con diferentes sondas. Con este fin se realizaron 
ensayos de Southern blot con sondas de cDNA obtenidas a partir de dsRNA de 
diez aislamientos de CTV de características biológicas diferentes. En esta 
etapa se seleccionaron clones, o fragmentos de los mismos, que exhibieron 
hibridación diferencial con las sondas utilizadas.

V .D.2) Caracte rización  de  aisl ami ento s  en  ens ayos  de  dot  blo t

Los segmentos genómicos seleccionados se utilizaron como sondas para la 
diferenciación de aislamientos de CTV argentinos y de distinto origen 
geográfico. En la mayor parte de los casos se obtuvieron resultados 
concordantes con el comportamiento previo de los clones. El panel de sondas 
utilizadas cubre diversas regiones del genoma viral, ya que se encontraron 
variaciones en los patrones de hibridación en clones situados en la mitad 5’ del 
genoma y en regiones correspondientes a los genes p65, p27, p18, p20 y p23. 
Las sondas con mayor poder de discriminación entre aislamientos virales son 
áquellas que se sitúan en la porción 5’ del extremo viral. Esta región está muy 
poco conservada entre genomas de CTV (Mawassi et al. 1996; Vives et al., 
1999; Yang et al., 1999; Albiach-Martí et al., 2000a) y en algunos casos los 
aislamientos muestran valores de identidad nucleotídica menores al 40%. Es 
de fundamental importancia que los fragmentos utilizados en la caracterización 
de aislamientos cubran la mayor parte del genoma viral, ya que, tal como se 
indicó en las secciones precedentes, en la sintomatología causada por los
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distintos aislamientos podría estar involucrada más de una región genómica. 
Por ende, cuanto mayor sea el número de regiones genómicas analizadas, más 
representativo de la realidad es el resultado obtenido.

En las condiciones estrictas de hibridación utilizadas en los ensayos, una de las 
sondas permite identificar todos los aislamientos de tristeza analizados, por 
ende puede ser usada para confirmar la presencia del virus en muestras no 
caracterizadas. Las restantes sondas identifican aislamientos débiles, 
moderados o severos, de manera rápida y eficiente. El uso de estas sondas 
también permitió determinar que, en el mismo biogrupo podían estar incluidos 
aislamientos con secuencias diferentes. Tal es el caso de los aislamientos 
T346 y limaGS, que están incluidos dentro del biogrupo II, pero que de acuerdo 
a su patrón de hibridación parecen ser más cercanos a los aislamientos del 
biogrupo III.

El análisis de los patrones de hibridación de los aislamientos argentinos con las 
sondas utilizadas permitió establecer que, en concordancia con el resultado del 
análisis de variabilidad poblacional del gen p27 (Cap. Ill), la mayoría de ellos 
comparte la misma secuencia mayoritaria. La excepción está dada por el 
aislamiento C268-2, que es el único que presenta una señal intensa con una de 
las sondas utilizadas (pMT54). Con esta misma sonda reaccionan, aunque muy 
débilmente, los aislamientos C257-2, C257-10 y C278-1. También es 
coincidente el comportamiento exhibido por los aislamientos C269-6 y C270-3, 
que mostraron baja señal de hibridación con las sondas utilizadas, indicando 
que presentan secuencias diferentes a ellas.

Las secuencias de las sondas descriptas en este estudio serán transferidas a la 
EEA INTA Concordia para su utilización en la caracterización de aislamientos 
de CTV por medio de ensayos de hibridación sobre improntas con sondas 
sintetizadas por métodos no radiactivos.
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Capítulo  VI
Conclu siones  gener ales

V I.1) Anál isis  de  varia bilida d  intra  e inte rpob lac iona l  del  gen  p27 de  CTV

> Se determinó la variabilidad inter e intrapoblacional del gen p27 de CTV en 
aislamientos de distinto origen geográfico por medio del análisis de SSCP, que 
permite la detección rápida y confiable de la presencia de polimorfismos 
poblacionales.

> El estudio de SSCP, seguido de secuenciación, permitió determinar que los 
aislamientos de CTV analizados tienen un haplotipo mayoritario predominante 
y variantes poblacionales minoritarias.

> La comparación de las secuencias nucleotídicas obtenidas demostró que los 
aislamientos de CTV se comportan como quasiespecies y que en los 
aislamientos de campo más virulentos (C269-6, Baraó B, Capaó Bonito y 
C257-7), existen componentes minoritarios de la población que difieren 
notoriamente de la secuencia del haplotipo mayoritario de los mismos. Estas 
secuencias podrían cumplir un rol en la marcada virulencia que presentan 
dichos aislamientos.

> El análisis filogenético de los datos de secuencia del gen p27 permitió 
establecer que existe una correlación entre la secuencia de dicho gen y la 
sintomatología inducida por los aislamientos en plantas indicadoras. Los 
aislamientos de distinto origen geográfico se disponen en tres grupos 
definidos, formados por aislamientos débiles, moderados y severos.

> De acuerdo a los datos de filogenia, los aislamientos severos sudamericanos 
de CTV forman un grupo netamente diferenciado de los del resto del mundo y 
la mayor parte de ellos comparte la misma secuencia mayoritaria. La 
presencia de esta secuencia en plantas recientemente infectadas indicó que 
es la que está presente actualmente en la región y sigue dispersándose.

> Los ensayos de protección a RNasas permitieron validar los resultados 
obtenidos, demostrando que la estructura poblacional inferida a partir de los 
datos del análisis de SSCP son robustos y representativos de las poblaciones 
virales estudiadas.

> En las secuencias aminoacídicas deducidas de los haplotipos mayoritarios de 
los aislamientos de distinto origen geográfico se encontraron algunos cambios 
que se correlacionan con la virulencia del aislamiento. Considerando que el 
producto peptídico codificado por p27 posiblemente sea responsable de la 
interacción con el áfido vector, estos residuos podrían estar relacionados con 
el transporte o diseminación más o menos eficiente de los aislamientos por los 
distintos vectores.
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V I.2) Sec ue nc iac ión  y  anál isis  de  los  clo nes  de  la  bibl ioteca  de  c DNA del  
AISLAMIENTO C268-2

> La secuenciación de los clones de una biblioteca de cDNA del aislamiento 
C268-2 determinó que en el mismo coexisten variantes de secuencia muy 
diferentes y que no se asemeja globalmente a ninguno de los aislamientos 
actualmente secuenciados.

> Se demostró, de acuerdo a los datos de secuenciación de los clones, que en 
el aislamiento C268-2 la situación observada es contraria a lo postulado hasta 
el momento en la bibliografía, dónde se sostiene que existe una secuencia 
master con variantes minoritarias mínimas. En base a los resultados obtenidos 
es posible afirmar que dentro del mismo aislamiento existen variaciones 
considerables de secuencia y coexisten al menos dos variantes genómicas 
diferentes.

> De acuerdo al análisis de variabilidad del gen p27, C268-2 es uno de los 
aislamientos más homogéneos, por lo que se supone que la variabilidad 
intrapoblacional sea aún mayor en los restantes aislamientos argentinos.

V I.3) Iden tifica ción  de  regio nes  de  hibr idac ión  difere ncial  y  ap lica ción  a la  
CARACTERIZACIÓN DE AISLAMIENTOS VIRALES

> Los clones de la biblioteca de cDNA de C268-2 se analizaron en ensayos de 
Southern blot con el fin de identificar regiones que pudieran utilizarse en la 
caracterización rápida y confiable de aislamientos de CTV.

> Se seleccionaron regiones genómicas que mostraron diferencias en su 
comportamiento frente a sondas de cDNA sintetizadas a partir de dsRNA de 
aislamientos virales caracterizados por indexing biológico.

> Los fragmentos seleccionados se utilizaron en ensayos de dot blot y 
permitieron, por un lado, identificar tristeza y por otro, discriminar entre 
aislamientos débiles, moderados y severos.

> Se encontró que, en concordancia con los resultados del análisis de 
variabilidad del gen p27, la mayor parte de los aislamientos argentinos 
presentaron un patrón de hibridación semejante, indicando que poseen 
haplotipos mayoritarios similares.
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Secci ón  A: Secue ncias  de  pr ime rs

Al) Prime rs  utiliza dos  en la  amp ufica ción  del  gen  p27 comp let o y de  los  
FRAGMENTOS A Y B DEL MISMO

p27-5': 5' CAT GGC AGG TTA TAC 3' (directo)
p27-3’: 5' CTA TAA GTA CTT ACC CAA ATC 3' (reverso)
p25-3’: 5' TCA ACG TGT GTT GAA TTT CCC 3' (reverso)
intp27-3’: 5' ACT TAC GTA GAG CGT TTG G 3' (reverso)
extp27:5' CCA AAC GCT CTA CGT AAG T 3' (directo)

A2) Prime rs  util izad os  en  la  ampli ficaci ón  de  los  fragm entos  de  hibr idac ión  
DIFERENCIAL

S40D: 5' CGG ATC CGG TCA 3' (directo)
S40R: 5' TCG GGC ATG CT 3' (reverso)
S41D: 5' CGA CTC TTG ATA TAT T 3' (directo)
S41R: 5' CTC AGC TGC AAC AAC 3' (reverso)
S45D: 5' GAT TCC ACT GAA AAA 3' (directo)
S45R: 5' AGC CAA GTG AAC CA 3' (reverso)
S47D: 5' CCG AAT GCT CTA CG 3' (directo)
S47R: 5' TCG GAC GCT CGA A 3' (reverso)
S54D: 5' GCG AAA CTG CGA 3' (directo)
S54R: 5' GGA CTC AAA ACT GG 3' (reverso)
S2D: 5' GGG CTG ATG AGG 3' (directo)
S2R: 5' CGA GAA TCA GAA CG 3' (reverso)

A3) Prime rs  util izados  en  la  se cue ncia ción  de  los  clone s  de  la  bil ioteca  de  c DNA 
AISLAMIENTO C268-2

C131:5’ ATT CCC GGG GGT GCT TTT GGG TTT AGA C 3’(directo)
C78:5’ CAA GAT CTT TAC AAT GGA TAA TAC TAG C 3’ (directo)
L49:5' ATT GAA AAA GCG AGG GGC 3' (directo)
L56:5' TGA TGA GTA GGA AGC GAG 3', (directo)
L86:5' CCT TCT TGA ATC AAC TCG 3’ (directo)
M59:5' CGG GAA GAT TAT CAC CCG AG 3' (directo)
D27:5' CGG TTA CGA CTT TCA GTG 3' (directo)
D87:5' ATT GGA CTG CGT AAT TCA AG 3' (reverso)

A4) Prime rs  util izados  en  la  amp lifica ción  del  gen  p6
p6D: 5’ AAT GGA CTG CGT AAT TCA AG 3’ (directo, en negrita, codón de iniciación 

de traducción del gen)
p6R: 5’ ACC CAA AAG CAC CAT ACC 3’ (reverso)
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Secc ión  B: Tabl as

Tabla XI. Ubicación y tamaño de los clones de la biblioteca de cDNA del aislamiento 
C268-2.

1clones secuenciados por el Lie. Jorge Trelles. El clon PDGT2 se volvió a secuenciar en este trabajo para corroborar las 
zonas dudosas.
2clon secuenciado por el Lie. Eneas Acuña (tesina de graduación, 1996). Se volvió a secuenciar en este trabajo para 
corroborar la secuencia obtenida.

clon localización (con respecto a T36) tamaño (en pb)
pMT54 p349 (561-2288) 1731
pLT64 p349 (3264-3817) 551
pMT59 p349 (3864-4778) 916
pLT65 p349 (6526-7214) 686
pLT39 p349 (7128-7694) 567
pLT601 p349 (8023-8903) 881
pLT56 p349 (8097-8968) 872
pLT48 p6 y p65 (11918-12715) 798
pLT57 p6yp65 (11987-12749) 763
pLT401 p65 (12266-13317) 1052
pLT46 p65 (13054-13553) 500

pDGT48 p65 (13434-14132) 699
pDGT27 p65 y p61 (13000-13805) 806
pLT66 p65 y p61 (13605-14374) 770

pDGT87 p61 (13791-14974) 1184
pLT7 p61 (14546-15179) 634

pLT452 p61 yp27 (14914-15771) 861
pLT47 p27 (15599-16125) 526
pLT41 p27yp25 (15973-16491) 518
pLT43 p25 (16102-16767) 664
pLT49 p25 y p18 (16160-17183) 1024
pMT26 p25 y p18 (16482-17179) 698
pDGT21 p25 y p18 (16768-17344) 577

pDGT761 p25ap23 (16761-18689) 1929
pLT61 p13yp20 (17534-18169) 636
pMT78 p13yp20 (17548-18292) 745
pLT54 p20yp23 (17987-18562) 577
pLTIO p20 y p23 (18182-18991) 809

pDGT30 p23 (18324-18815) 493
pLT53 p23 y 3' UTR (18516-19414) 626
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Tabla XII. Comparación entre las secuencias nucleotídicas de los clones de la biblioteca 
del aislamiento C268-2 y las secuencias presentes en bancos de datos.

zse muestran valores de identidad de secuencia nucleotídica (expresados como porcentaje) con la región correspondiente 
de los distintos aislamientos de CTV. En gris se indica el mayor valor obtenido.

clon localización T30 T385 T36 VT SY568 NUagA
pMT54 p349 76,3Z 76,2 76,0 74,5 75,8 74,3
pLT64 p349 79,9 79,7 95,8 80,2 81,9 81,3
pMT59 p349 78,9 78,7 91,5 75,9 78,1 78,9
pLT65 p349 72,3 71,9 62,8 71,6 74,6 72,3
pLT39 p349 96,6 96,1 62,4 84,3 87,6 84,1
pLT60 p349 82,5 82,2 75,7 80,6 82,2 82,4
pLT56 p349 77,0 76,7 90,7 76,0 77,3 76,8
pLT48 p6 y p65 87,0 87,0 86,5 94,9 87,0 97,2
pLT57 p6 y p65 87,0 86,8 86,1 90,0 87,0 90,8
pLT40 p65 85,6 85,3 86,0 89,3 85,6 90,8
pLT46 p65 88,2 88,0 89,0 91,0 88,6 93,0

pDGT48 p65 90,3 90,8 91,0 96,1 90,7 97,4
pDGT27 p65 y p61 89,6 89,8 90,6 93,3 90,1 94,0
pLT66 p65 y p61 88,4 88,8 89,0 94,7 88,6 97,3

pDGT87 p61 92,4 92,3 91,9 87,5 92,2 88,6
pLT7 p61 93,5 93,7 96,5 86,0 93,7 85,8

pLT45 p61 y p27 87,9 87,9 87,6 95,2 91,0 98,5
pLT47 P27 91,6 91,4 90,9 85,7 92,0 87,6
pLT41 p27 y p25 92,1 92,1 91,7 89,9 90,3 89,9
pLT43 p25 90,8 90,7 90,7 91,6 91,3 91,9
pLT49 p25 y p18 90,2 90,5 91,2 91,2 91,1 91,7
pMT26 p25 y p18 92,3 92,4 93,0 94,0 93,6 94,3
pDGT2 p25 y p18 89,6 89,9 89,8 89,1 89,4 90,3
pDGT76 p25 a p23 91,1 91,2 90,9 93,4 93,9 94,2
pLT61 p13 y p20 93,2 93,7 91,5 96,4 98,6 98,4
pMT78 p13 y p20 93,0 93,4 92,3 96,5 98,8 98,6
pLT54 p20 y p23 93,9 94,3 88,4 89,6 90,3 90,3
pLT10 p20 y p23 89,9 90,2 91,0 89,4 89,9 90,0

pDGT30 p23 94,7 95,5 89,4 88,6 89,9 89,9
pLT53 p23 y 3' UTR 92,3 92,8 91,9 92,0 91,7 91,7
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Tabla XIII. Comparación entre las secuencias aminoacídicas deducidas de los clones del 
aislamiento C268-2 y los aislamientos presentes en bancos de datos.

clon ORF T30 T385 T36 VT SY568 NUagA
pMT54 P349 80,7* 75,2 80,7 74,8 65,4 61,2 78,3 72,5 80,2 73,8 77,2 71,6
pLT64 P349 91,8 88,6 91,8 88,6 97,3 96,2 89,1 84,2 91,3 87 91,8 87,5
pMT59 P349 91,1 87,9 90,8 87,9 93,7 92,4 84,9 82,3 89,8 86,6 90,5 87,5
pLT65 P349 79,5 72,5 79,5 72,0 62,4 56,8 74,7 68,6 76,8 72,5 75,5 69,9
pLT39 P349 93,6 93,1 93,1 92,6 56,1 51,3 83,6 80,9 86,2 83,1 83,6 80,4
pLT60 P349 92,8 89,1 91,8 87,4 86 80,2 90,4 86 93,5 89,4 93,5 89,7
pLT56 P349 90,7 86,9 90,3 86,9 96,2 95,9 87,6 84,1 90,3 87,2 90,3 86,5
pLT48 P6 97,6 97,6 97,6 97,6 88,1 88,1 90,5 88,1 97,6 97,6 97,6 97,6

P65 93,7 92,8 93,2 92,3 94,1 92,8 96,4 96,4 94,1 93,2 99,1 98,7
pLT57 P6 94,7 94,7 94,7 94,7 78,9 78,9 89,5 84,2 94,7 94,7 84,2 84,2

P65 94,4 93,1 94 92,7 94,4 92,7 96,1 95,7 94,8 93,6 98,3 97,4
pLT40 P65 94,9 92 94,6 91,7 94,6 92,6 94,9 93,7 95,4 92,6 98,3 97,4
pLT46 P65 97 95,8 96,4 95,8 95,8 94,6 97,6 97 97,6 97 99,4 98,8

pDGT48 P65 92,6 93,2 96,2 94 97 96,2 92,5 90,2 96,2 94 97,7 97,7
P61 98,4 96,8 99,2 97,6 99,2 97,6 99,2 97,6 99,2 97,6 96,8 96,8

pDGT27 P65 97,4 95,9 97,4 96,3 97 96,3 96 95,1 98,1 97 98,5 98,1
P61 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 87,5 87,5

pLT66 P65 98,7 96,1 98,7 96 97,4 96 90,8 86,8 98,7 96 96 96
P61 96,1 94,7 96,1 94,7 95,6 94,2 96,6 94,7 96,1 94,7 97,6 97,6

pDGT87 P61 95,7 94,2 95,6 94,2 94,9 93,4 93,7 90,9 95,4 93,9 94,2 92,4
pLT7 P61 97,6 95,7 97,6 95,7 97,2 96,7 94,3 91,5 97,6 95,7 93,8 91,0
pLT45 P61 90,7 86 91,3 86,7 90 86 96 95,7 90,7 86 97,4 97,4

P27 94,4 94,4 94,4 94,4 96,5 95,8 98,6 98,6 94,4 94,4 99,3 99,3
pLT47 P27 97,4 96,7 97,4 96,8 98,0 96,7 95,5 94,8 97,4 96,7 98,7 98,0
pLT41 P27 96,6 96,6 96,6 96,6 96,6 96,6 93,1 93,1 96,6 96,6 96,6 96,6

P25 96,4 94,6 95,5 94,6 94,6 92,9 96,4 94,6 99,1 98,2 99,1 97,3
pLT43 P25 97,5 95,6 97,1 95,6 96,6 95,6 96,6 95,6 98,5 98,0 98,5 97,5
pLT49 P25 97,7 95,9 97,3 95,9 96,8 95,5 96,8 95,9 98,6 98,2 98,6 97,7

P18 96,9 92,0 97,7 93,8 97,7 94,6 93,8 90,8 96,9 93,1 98,5 94,6
pMT26 P25 100 98,3 100 98,3 100 99,1 98,3 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1

P18 96,1 95,3 96,9 96,9 96,9 96,1 94,6 94,6 96,9 96,9 97,7 97,7
pDGT2 P25 100 100 100 100 100 94,7 100 100 100 100 100 100

P18 93,4 90,5 94,1 91,7 93,4 91,7 91,1 89,3 92,9 90,5 94,6 92,3
pDGT76 P25 95,4 95,4 95,4 95,4 95,4 90,9 95,4 95,4 95,4 95,4 95,4 95,4

P18 95,2 94,6 95,8 95,8 95,2 94,6 94 94 96,4 96,4 97,6 97,6
P13 96,7 94,2 95,8 93,3 94,2 91,7 95 94,2 91,7 90 93,3 91,7
P20 95,1 93,4 95,1 93,4 96,7 95,6 96,7 96,7 98,4 98,4 98,4 98,4
P23 90,8 84,7 91,8 85,7 90,8 84,7 94,9 92,8 95,9 92,8 96,9 93,9

pLT61 P13 86,3 86,3 86,3 86,3 90,2 90,2 94,1 94,1 94,1 94,1 96,1 96,1
P20 97 95,6 97 95,6 98,5 97 97,8 97,8 100 100 100 100

pMT78 P13 87,2 87,2 87,2 87,2 91,5 91,5 95,7 95,7 95,7 95,7 97,9 97,9
P20 96,6 94,9 96,6 94,9 98,3 97,2 98,3 98,3 100 100 100 100

pLT54 P20 94,4 93,5 94,4 93,5 94,4 92,6 94,4 92,6 95,4 93,5 95,4 93,5
P23 94,6 91,1 96,4 92,9 83,9 78,6 82,1 78,6 87,5 82,1 85,7 80,4

pLT10 P20 93 93 93 93 100 100 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7
P23 94 91 93,5 90,5 92,5 89,9 92,5 88,4 94,5 90 94 90

pDGT30 P23 96,4 93,6 97,9 95 91,4 86,4 90,7 85 93,6 87,1 92,9 86,4
pLT53 P23 95,9 92,3 95,3 91,7 94,7 91,1 93,5 89,9 94,7 91,1 94,1 91,1

zse muestran valores de similitud e identidad (expresados como porcentaje) con la región correspondiente de los distintos 
aislamientos de CTV. En gris se indica el mayor valor de similitud obtenido.
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Secc ión  C: Aline amientos  de  sec uen cias

C1) Alinea mien tos  mú ltip le s  de  se cuen cias  de  los  fragm en tos  a  y  b del  gen  p27 en  
los  ais lam ien tos  de  dis tinto  origen  geogr áfi co
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Figura C.1A: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas correspondientes al fragmento A de los clones 
analizados. Símbolos: (♦) aislamientos del biogrupo I (T32 en rojo; T385 en azul); (+) aislamientos del biogrupo II 
(T300 en rojo; T312 en azul); (*) aislamientos del biogrupo III (C268-2 en rojo; PeraGS en azul); (♦) aislamientos 
del biogrupo IV (C269-6 en rojo; BaraóB en azul); (♦) aislamientos del biogrupo V (Capaó Bonito en rojo; T388 
en azul). Clones mayoritarios de cada aislamiento (M), clones minoritarios (m). La secuencia consenso (■) es la 
generada por el programa Pretty sobre un alineamiento múltiple realizado con el programa Pilellp, las bases 
idénticas al consenso se reemplazan por guiones. Con fondo gris se indica la secuencia de los prímers utilizados 
en la amplificación del fragmento.
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Figura C.1B: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas correspondientes al fragmento B de los 
clones analizados. Símbolos: (*) aislamientos del biogrupo I (T32 en rojo; T385 en azul); (*) aislamientos del 
biogrupo II (T300 en rojo; T312 en azul); (4) aislamientos del biogrupo III (C268-2 en rojo; PeraGS en azul); 
(♦) aislamientos del biogrupo IV (C269-6 en rojo; BaraóB en azul); (4) aislamientos del biogrupo V (Capaó 
Bonito en rojo; T388 en azul). Secuencias de clones representativos de los patrones mayoritarios de cada 
aislamiento (M), clones minoritarios (m). La secuencia consenso (■) es la generada por el programa Pretty 
sobre un alineamiento múltiple generado con el programa Pilellp, las bases idénticas al consenso se 
reemplazan por guiones. Con fondo gris se indica la secuencia de los primers utilizados en la amplificación 
del fragmento.
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C2) Aline amien tos  múlt iple s  de  se cuen cias  de  los  frag men tos  men or  y  may or  del  
GEN P27 EN AISLAMIENTOS ARGENTINOS DE CTV
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Figura C.2A: Alineamiento múltiple de 
secuencias nucleotídicas correspondientes al 
fragmento menor de la totalidad de los clones 
analizados. Símbolos: (4*) aislamientos del 
biogrupo II (C257-2 en negro; C271-2 en azul y 
C271-8 en rojo). (*) aislamientos del biogrupo 
III (C268-1 en negro; C257-9 en azul, C257-10 
en rojo). (♦) aislamientos del biogrupo IV (C269- 
6 en negro; C270-3 en azul; C269-1 en rojo; 
C278-1 en verde). (♦) aislamiento del biogrupo 
V (C257-7 en negro). Secuencias de clones 
representativos de los patrones mayoritarios de 
cada aislamiento (M), clones minoritarios (m). 
La secuencia consenso (■) se obtuvo con el 
programa PRETTY sobre el alineamiento 
múltiple producido con el programa PILEUP, las 
bases idénticas al consenso se reemplazan por 
guiones. Con fondo gris se indica la secuencia 
del primer directo utilizado en la amplificación 
del gen p27.
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Figura C.2B: Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas correspondientes al fragmento mayor de la 
totalidad de los clones analizados. Símbolos: (4«) aislamientos del biogrupo II (C257-2 en negro; C271-2 en 
azul y C271-8 en rojo). (*) aislamientos del biogrupo III (C268-1 en negro; C257-9 en azul, C257-10 en rojo). 
(♦) aislamientos del biogrupo IV (C269-6 en negro; C270-3 en azul; C269-1 en rojo; C278-1 en verde). (♦) 
aislamiento del biogrupo V (C257-7 en negro). M: secuencias de clones mayoritarios de cada aislamiento; m: 
clones minoritarios. La secuencia consenso se obtuvo con el programa Pretty sobre un alineamiento múltiple 
realizado con el programa Pilellp. Las bases idénticas al consenso (■) se reemplazan por guiones. Con 
fondo gris se indica la secuencia del primer reverso utilizado en la amplificación del gen p27.

C3) Aline amie nto  mú ltipl e de  las  se cuen cias  de  los  clo ne s  de  la  mita d  3’ de  la  
BIBLIOTECA DE CDNA DEL AISLAMIENTO C268-2
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Figura C3: Alineamiento múltiple de las secuencias de los clones correspondientes a la mitad 3’ del 
aislamiento C268-2. En la secuencia consenso se indican minúsculas cuando la base no se encuentra 
conservada en la totalidad de las secuencias comparadas. Se utiliza el código IUPAC-IUB para 
posiciones ambiguas: en rojo, transiciones (y= C o T, r= G o A), en verde, transversiones (m= A o C; 
w= A o T; s= C o G; k= G o T) y en azul, letras que representan tres nucleótidos distintos (v= A, C o G; 
h= A, C o T; d= A, G o T; b= C, G o T). Los guiones (-) representan bases ¡guales a las de la secuencia 
consenso en esa posición. Se indica el comienzo (*) y final (+) de cada ORF.
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C4 a C12) Alinea mien tos  múlt iple s  de  se cue ncia s  ami noací dica s  ded ucid as  de  los  
CLONES DE CDNA DE LA BIBLIOTECA DEL AISLAMIENTO C268-2

Figura C4: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas deducidas de clones ubicados en la 
región correspondiente al gen p6. Se incluye la secuencia correspondiente al gen amplificado por RT-PCR a 
partir de dsRNA del aislamiento C268-2. La comparación se realizó con el programa PileUp (GCG) y se 
visualizó con el editor Jalview. El esquema de colores utilizados corresponde a Zappo.
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Figura C5: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas deducidas de clones situados en la 
zona correspondiente al gen p65. El alineamiento se realizó con el programa Pilellp (GCG) y se visualizó 
con el editor Jalview. El código de colores corresponde a Zappo y está indicado en la porción inferior del 
esquema. Con barras sobre la secuencia se indican los motivos conservados en proteínas de la familia 
HSP70 (A a H).
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Figura C6: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas deducidas de clones situados en la 
zona correspondiente al gen p61. Se realizó con el programa Pilellp (GCG) y se visualizó con el editor 
Jalview. El código de colores corresponde a Zappo y está indicado en la porción inferior del esquema. Se 
indican los motivos conservados en la familia HSP90.
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Figura C7: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas deducidas de los clones situados en la 
región correspondiente al gen p27. Se realizó con el programa CLUSTAL W y se visualizó con el editor 
Jalview. Los colores corresponden al esquema de Zappo y se indican en la porción inferior de la figura. Con 
recuadros se señalan los cuatro motivos conservados entre ambas proteínas de cubierta virales. Las puntas 
de flecha indican la posición de los residuos conservados en todas las proteínas de cubierta de virus 
flexuosos de vegetales.
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Figura C8: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas deduddas correspondientes a P25. Se realizó 
con el programa PileUp (GCG) y se visualizó con el editor Jalview. Los colores utilizados corresponden al 
esquema de Zappo y se indican en la porción inferior de la figura. Con recuadros se señalan los cuatro 
motivos conservados entre ambas proteínas de cubierta virales. Las puntas de flecha indican la posición de 
los residuos conservados en todas las proteínas de cubierta de virus flexuosos de vegetales.
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Figura C9: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas correspondientes a P18. Se realizó con el 
programa CLUSTAL W y se editó con el programa Jalview. El esquema de colores corresponde a Zappo.

Figura C10: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas correspondientes a P13. Se realizó con el 
programa Pilellp y se visualizó con el programa Jalview. El esquema de colores corresponde a Zappo.
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Figura C11: Alineamiento múltiple de secuencias deducidas de clones situados en la región correspondiente 
al gen p20. Se generó con el programa Pilellp y se visualizó con el Jalview. Los colores corresponden la 
esquema de Zappo (porción inferior del gráfico).
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Figura C12: Alineamiento múltiple correspondiente a P23. Se realizó con el programa Clustal W y se analizó 
con el editor Jalview. El esquema de colores corresponde a Zappo. Se indica el motivo de unión a RNA. (+): 
aminoácidos con carga positiva involucrados en la interacción. (#): cisteínas e histidina involucradas en el 
potencial zinc- fínger (tomado de López et ai., 2000).
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