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RESUMEN

El genoma de un aislamiento severo del virus de la tristeza de los
citricos (VTC) de México (CBG-VTC1) se secuencié en su totalidad.
Los 19 300 nucledtidos (nt) del genoma se dividen en 12 marcos de
lectura abierta (ORF’s) que codifican para 15 proteinas y dos regio-
nes no traducibles (5’ y 3’-UTR). El primer marco de lectura abierta
inicié en el nucleétido 108 con un tamaiio de 9587 nt, y codificé para
tres proteinas traslapadas, una poliproteina de 357 kDa que contiene
dos proteasas contiguas (P-PRO), una metiltransferasa (MTR) y una
helicasa (HEL). El segundo ORF traslapé en los dltimos 55 nt de las
proteasas; éste codifica para una ARN polimerasa ARN-dependiente
(RdRp) con un peso molecular de 47 kDa cuya funcién es la replica-
cion. Los ORF’s del 2 al 10 codificaron 10 productos proteicos con un
rango que va de 6 a 65 kDa. El genoma CBG-VTC1 presento sintenia
con genomas ya reportados, y difiri6 solamente en 2 a 74 nt. La re-
gion 5°-UTR del CBG-VTC1 mostré 55 % de identidad con T30, 57.9
% con SY568, 100 % con T36 y solamente 58.9 % con VT, mientras
que la region 3’-UTR tuvo 96 % de identidad en todos los aislamien-
tos. La identidad aminoacidica promedio fue de 87.0 % con un aisla-
miento débil (T30) y de 85.9 %, 93.7 % y 85.13 % con las razas seve-
ras SY568, T36 y VT, respectivamente.

Palabras clave: Closterovirus, virus de la tristeza de los citricos, ge-
noma, secuenciacion.

SUMMARY

The genome of a citrus tristeza virus severe strain from México
was completely sequenced. The 19 300 nt genome has 12 open reading
frames (ORFs) encoding for 15 proteins and two UTRs (5’ and 3’ -
UTR). The first ORF starts at the nucleotide 108 position and com-
prises 9587 nt, and it encodes for three overlapping proteins, a large
polyprotein of 357 kDa that contains two papain-like proteases (P-
PRO), a methyltransferase (MT) and a helicase (HEL). The second
ORF overlaps on the last 55 nt of the papain-like proteases and en-
codes for a 47 kDa putative RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)
with a replication function. The following ORFs encodes for 10 pro-
teins from 6 to 65 kDa. Both genomes had 55 % identity at S’UTR,
57.9 % at T30, 100 % at SYS68, 58.9 % at T36 and VT, and 96 %
identity at 3° UTR for all isolates. Average of putative amino acid
sequences identities showed of 87.0 % with a mild isolate (T30) and
85.9 %, 93.7 % and 85.13 % with severe isolates T30, SY568, T36
and VT, respectively.
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INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos (VTC) es el agente
causal de una de las enfermedades econdémicamente mas
importantes que afectan a los citricos. Los aislamientos del
VTC difieren ampliamente en sus caracteristicas bioldgi-
cas, tales como transmisibilidad por afidos y tipo de sin-
tomas causados en varias especies de hospederos. Estos
sintomas son de tres tipos: declinamiento y muerte de plan-
tas injertadas en naranjo agrio (Citrus aurantium L.);
achaparramiento y amarillamiento de naranjo agrio, toron-
ja (Citrus paradisi Macf.) o limén [Citrus limon (L.)
Burm. F.] y picado de tallo de diferentes cultivos de citri-
cos sobre su propio patrén o injertados en algin otro pa-
trén. En las ultimas dos décadas, los estudios se han diri-
gido hacia el desarrollo de nuevas técnicas para una rapida
diferenciacion de aislamientos del VTC e identificacion
mediante marcadores moleculares. Se han descrito varia-
ciones en las reacciones de serologia, mapas de los pépti-
dos que conforman la capside, patrones de ARN de cade-
na doble, hibridacién con sondas de ADN, perfiles en los
fragmentos de restriccion (Mendoza et al., 2003) y poli-
morfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP)
con el fin de diferenciar aislamientos del VTC (Rubio et
al., 2001; Manjunath et al., 1993).

El andlisis de la secuencia nucleotidica es el procedi-
miento mas seguro para la diferenciaciéon del VTC y para
estimar la variacién molecular o genética. Actualmente se
han reportado las secuencias completas del genoma de cin-
co aislamientos del VTC, como son T36 y T30 de Florida,
EE. UU., VT de Israel, SY568 de California, EE. UU. y
T385 de Espafia (Rubio er al., 2001), y ninguna en
México.

Los viriones del VTC son filamentosos y flexibles con
un tamafio de 2000 x 11 nm de largo (Bar-Joseph er al.,
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1989), de una sola cadena de ARN en sentido positivo (5’
a 3’), con una longitud aproximada de 19.3 kb y dos pro-
teinas de la capside de 25 y 27 kDa, que abarcan 95y 5 %
de la longitud del virién, respectivamente (Sambade et al.,
2003). El genoma del VTC estd organizado en 12 marcos
de lectura abierta (ORFs), que codifican por lo menos 17
productos proteicos y dos regiones no traducibles (UTRs)
de aproximadamente 107 y 273 nucleétidos de la region 5’
y 3’ terminal, respectivamente (Karesev y Hilf, 1997). La
secuenciacion del ARN genémico (ARNg) de los aisla-
mientos T36 y T30 de Florida, VT de Israel, T385 de Es-
pafia, SY568 de California y NuagA de Jap6n, muestran
que estan organizadas en 12 ORFs y regiones no traduci-
das, tanto en 5’ y 3’-terminal (Sambade ef al., 2003).

Los ORFs del extremo 5’-proximal codifican una im-
portante poliproteina que contiene dominios caracteristicos
de dos proteasas contiguas (P-PRO), una metiltransferasa
(MT), una helicasa (HEL) y una ARN polimerasa ARN
dependiente de (RdRp). Los ORF’s 2 al 11 del extremo 3’
codifican para potenciales productos proteicos de 33 kDa
(p33), 6 kDa (p6), y una proteina celular homéloga a las
de choque térmico (HSP70), 61 kDa (p61), una copia di-
vergente de la proteina de la capside (dCP), proteina de la
capside (CP), 18 kDa (p18), 13 kDa (p13), 20 kDa (p20) y
23 kDa (p23). El extremo 3’ -terminal de 9288 nucledtidos
del genoma del VTC demuestra que abarca por lo menos
11 ORFs (Karesev et al., 1995; Pappu et al., 1994). Segin
el analisis de la secuencia del gen de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp), el VTC demostr6 pertenecer
a un linaje diferente de Closterovirus dentro de la super-
familia alfa de virus de ARN de cadena positiva (Karesev
et al., 1995; Dolja et al., 1994).

En este trabajo se reporta la secuencia completa del ge-
noma viral de un aislamiento severo del Estado de Tamau-
lipas, México (CBG-VTC1) y ademas la comparacién de
las secuencias de los aislamientos T36, VT, T30 y SY568.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion de ARN

Se tomaron muestras de tejido a partir de corteza de
varetas y hojas de arboles de limén mexicano infectado
con una cepa severa del VTC, originaria de Cd. Giiemez,
Tamps.; la cepa habia sido mantenida en condiciones de
invernadero en el Instituto Nacional de Investigaciones Fo-
restales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Gral. Te-
ran, N. L. El método utilizado fue el de extraccion cruda
de 4cido ribonucleico total basado en el TRIzol (Gibco,
BRL). Este se aplicé en 100 mg de tejido vegetal con
1 mL de reactivo TRIzol. Una vez que se extrajo el ARN,
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se observo en un gel de agarosa a 1 %, conforme a la téc-
nica descrita por Goda y Minton (1995).

Amplificacion del genoma por RT-PCR

Los reactivos que se utilizaron para llevar a cabo las
reacciones de transcripcion reversa (RT) y reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR), fueron obtenidas de las si-
guientes casas comerciales: las enzimas M-MLV, desoxi-
nucledsidos trifosfatados (AINTPS) procedieron de Promega
Corporation (Madison, WI, USA). La tag DNA polimera-
sa de Altaenzymes (Alberta, Canadd). Los oligonucledti-
dos (primers) fueron sintetizados en SIGMA GENOSYS
(Woodlands, TX, USA). Para la clonacién de los produc-
tos de PCR, se utiliz el estuche comercial “TA Cloning
Kit” de la compaiiia Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Para todas las reacciones de transcripcién reversa se
utilizaron 2 pg del extracto de ARN, 0.5 uM de los inicia-
dores antisentido (Cuadro 1), cada uno en reacciones sepa-
radas para un volumen final de 15 pL con agua ultrapura
grado MilliQ estéril. Esta mezcla se incub6 a 70 °C por 5
min y después se colocé en hielo. Posteriormente, se adi-
cion6 amortiguador de la transcriptasa reversa MMLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) (1X), dNTPs (0.5
mM), RNAsin (15.6 U) y 200 U de la enzima transcriptasa
reversa MMLYV, y se afor6 a un volumen final de 25 pL.
Finalmente se incubd a 42°C durante 50 min. Una vez ob-
tenido el cADN de cada una de las regiones que integraban
el genoma completo, se procedi6 a amplificar en forma
independiente cada clona, por medio de la PCR. Las reac-
ciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25
pL, utilizando 2.5 pL de cADN procedente de la RT,
amortiguador (1X), cloruro de magnesio (1.5 mM),
dNTP’s (0.2 mM), iniciadores (0.5 uM) y de la enzima
Taq ADN polimerasa (1.25 U), y el volumen final se
completo con agua MQ estéril. El programa de amplifica-
cion que se utilizé consistié de 1 ciclo de 5 min. a 94 °C y
30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 50 °C y 1 min a 72 °C.
Finalmente, se dio un ciclo de extension final de 7 min a
72 °C. Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo en un
termociclador GeneAmp modelo 9700 de la compaiia Per-
kin Elmer (Norwalk, Connecticut, USA). Los productos
amplificados se resolvieron por electroforesis en geles de
agarosa a 1 % tefiidos con bromuro de etidio (0.002 mg
mL™") e irradiados con luz UV.

Clonacién, transformacion y secuenciacion

La proporcion 6ptima inserto-vector (pCR 2.1) para la
ligacion fue de 3:1, con adicién de 1 pL de amortiguador
de ligacién (10X), 2 uL del vector pCR 2.1 (25 ng pL™?),
1 uL de T4 DNA ligasa (4 unidades) en un volumen final
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de 10 pL. La reaccion se incubd a una temperatura de 14
°C durante toda la noche.

La transformacién de células E coli se efectud agregan-
do 5 uL de cada producto de ligacién, a 50 puL de células

TOP10F’ ultracompetentes e incubando en hielo durante
30 min. Después se dio un choque térmico a 42 °C por 30
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s, € inmediatamente la muestra se coloc6 en hielo por 2

min.

Cuadro 1. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion por PCR de la totalidad del genoma CBG-CTV1 (Yang et al., 1999).

Iniciador Secuencias 5°-3’ Fuente de la Tm (°C) Clonas obtenidas Pb
secuencla

F214 ATCGATAAACTTAAAGCATCATT Sekiya et al.,1991 57.4 1 1685

R215 CCGAGTCTATGTTAGCTAGACGTC pTJI555 62

CTVF4 CGTCGCTTTGTTTAGCGCG SY568(pTEM24) 68.8 2 2028

CTV3 CTATGGGGGGCCAACATAGGTCCATO5 T36 73.3

F1700 GCGAGTACTCAAAGAAGTACCCGAGC T36 69.5 3 2334

P61/27R1 CCCAAATCGCGTAGGTTA SY568(Ptem24) 61

p3444 GTCGGTAGATGCGTTAAT SY568 (pZY23A) 55 4 2067

PCla AGTCGAATTTAGCCAACTCGTAAC SY568(pZY19A) 63.2

P65,5° GAAGTGCTTCCCCTTACGGCACTC T36 71.4 5 1732

R1920 GCGCATTCAAAGACTCTGCCTAC SY568(pZY23A) 67.9

p3’pol CGCTATTCATTGTGTGCGATCGAA T36 71.5 6 1601

pl4.3’ CCAGAAGCCGCTAAATATTCCGCA SY568(pZY18A) 71.9

pol5’ TGAGGTCGTCGTTTGGTTCTTCTGT T36 70.6 7 1615

p16.3’ ACGTTGGCTCTCAGCGAGAATTGA SY568(pZY15A) 71.8

F7920 ACTTCACGGGAMKTTGRG T36,BYV &LIYV 58.4 8 1541

R9430 GGACGCTTTTCTTGGCGGAATTGC SY568(pZY16A) 75.1

F20 CAAATTCACCCGTACCCTCCGGA T36 & VT 73.1 9 1543

R1550 TGATGGTTAGGAAYAGATC T36 & VT 51.1

R3040 TCTTCACCACCCATCTTATG T36 & VT 51.1 10 1542

F1490 CACTTTTGGCAGTGTATTTCA SY568 (pZY5A) 60.2

F3040 CATAAGATGGGTGGTGAAGA SY568(pZY30A) 59.9 11 1028

R4050 GGTAAACAACTACGAGTCTTA T36 & VT 52.7

F4050 TAAGACTCGTAGTTGTTTACC SY568(pZY40A) 52.7 12 3956

R7990 TCATCGTCYAAATCCAT SY568(pZY80A) 50.3

FCTV1 TTCCGTTYTCWGTTCGCGC T36, VT & T30 60 13 1000

RCTV1 GTGAAGACCYCCRACGGAA T36, VT & T30 58

FCTV2 CTVGCTCGTTTGTCGRGTT T36, VT & T30 58 14 1000

RCTV2 TAACACCCYGGTAAACAAC T36, VT & T30 54

FCTV3 KGGCGTGAARGGTAGGCAA T36, VT & T30 60 15 1000

RCTV3 CACTAARCARCGACTCGTC T36, VT & T30 60

FCTV4 CCTYCCMGTTTGTTTRKTT T36, VT & T30 54 16 1000

RCTV4 GAATGMGTCTTHCCACCAC T36, VT & T30 56

FCTV5 CGAYGWGTGYTTTATGGTT T36, VT & T30 56 17 1000

RCTV5 CGCTMGGAGACATAAACTT T36, VT & T30 56

FCTV6 AATTTGATCTGTGAACGYG T36, VT & T30 52 18 1000

RCTV6 GTACCGAACATATAACTCC T36, VT & T30 54

N=GoAoToC,M=A0C,K=ToG,R=A0G, Y=CoT,V=A0CoG,H=A0CoT,W=A0T.
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Al cultivo de células se adicionaron 250 puL de medio
SOC (2.0 % Tryptona, 0.5 % extracto de levadura, 10
mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10.0 mM MgCL-6H20, 20 mM
Glucosa), y se incubd a 37 °C a 6 g por 1 h. Para la selec-
cion de colonias recombinantes se plaquearon 150 pL en
medio de seleccion sélido Luria Bertani (LB) mas ampici-
lina (100 pg mL™), adicionado con 50 pL de X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside 20 mg mL™") y
20 puL de IPTG (Isopropylthio-pB-D-galactosidase 100
mM). Las cajas petri se incubaron a 37 °C durante 18 h.

Las colonias que contenian el inserto de interés se mul-
tiplicaron en 4 mL de medio LB liquido conteniendo ampi-
cilina (100 pg mL") a 37 °C en agitacion constante (6 g)
durante toda la noche, para asi aumentar la masa bacteria-
na. La extracciéon del ADN plasmidico se hizo con el mé-
todo de lisis alcalina segin Sambrook et al. (1989). Las
clonas positivas se secuenciaron en el Centro de Biotecno-
logia Genomica del Instituto Politécnico Nacional por el
método Sequi Therm Excel Il DNA Sequencing en el se-
cuenciador DNA Analyzer (LI-COR Inc.) y en el Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México por el método Taq FS Dye Terminator Cycle Seq.
F Base en un ABI-Prism (Foster City, CA, USA).

Analisis de la secuencia de las clonas

Una vez que se obtuvieron las secuencias de la clonas,
se procedi6 a hacer una comparacién de éstas con las del
banco de genes GenBank del NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information) mediante el programa compu-
tacional Blast (Basic Local Alignment Search Tool
www.ncbi.nih.gov/BLAST/, 2005), para verificar la simi-
litud de las secuencias obtenidas con las previamente re-
portadas para el VTC.

Los fragmentos de la secuenciacién obtenidos se en-
samblaron empleando el programa CAP Assembler IFOM
(www.bio.ifom-firc.it/ ASSEMBLY/assemble.html, 2005)
el cual reconocid traslapes significativos entre los fragmen-
tos y los ensamblo en una secuencia Unica denominada
“ensamble”. Cuando se obtuvo la secuencia final ensam-
blada se someti6 al programa ORF Finder
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html, 2005) para locali-
zar los marcos de lectura abierta.

Analisis bioinformatico

Una vez que se obtuvo la estructura del genoma, se
hizo un anilisis tipo “dotpath” por medio del programa
EMBOSS (The European Molecular Biology Open Softwa-
re Suite) (Rice er al., 2000). El anilisis filogenético se lle-
v6 a cabo con el paquete Phylip version 3.6, (Felsenstein,
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2005), primeramente transportando las secuencias alinea-
das al programa DNADIST para estimar las distancias en-
tre secuencias por medio del coeficiente “Jukes and Can-
tor”, mientras que la construccion del arbol se llevo a cabo
con el método basado en distancia “Neighbor Joining”
(Saitou y Nei, 1987). La robustez del arbol generado se
obtuvo mediante la técnica de remuestreo Bootstrap; para
esto dltimo se recurrid nuevamente al paquete Phylip y a
los programas SEQBOOT y CONSENSE, lo que permitié
realizar el remuestreo y obtener el consenso del arbol (Fel-
senstein, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensamblaje de los productos secuenciados

La totalidad de genoma aqui reportado representa una
estrategia de 6X; es decir, el genoma fue secuenciado seis
veces para asegurar una correcta lectura. La secuencia de
nucleétidos completa ensamblada se depositd en la base de
datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnol6-
gica NCBI (nimero de acceso DQ272579). Conforme se
obtuvo la secuencia de las clonas que abarcan el genoma
del VTC, se compararon con secuencias reportadas en el
banco de genes para asegurar que correspondieran a las
regiones esperadas y la homologia que se observé estuvo
cercana a 90% en cada una de ellas. Posteriormente, a
medida que se ubicd cada fragmento en el genoma y se ob-
servo que potencialmente podian formar fragmentos mas
grandes, se procedid a ensamblar las secuencias de dichos
fragmentos (Claverie y Notredame, 2003).

El orden en el que se formaron los ensambles, la Figu-
ra 1 muestra la estrategia seguida durante la clonacién y
secuenciacion del aislamiento CBG-VTC1, que dio como
resultado una secuencia final ensamblada con una longitud
de 19 300 nucledtidos méas corta que el genoma de la cepa
NuagA de Jap6n y 40 y 74 nucleétidos, 2 nucledtidos mas
larga que los genomas T385 y VT, respectivamente, y si-
milar a las cepas severa T36 y débil T30.

La organizacién gendmica del CBG-VTC1 fue idéntica
a la encontrada en otros aislamientos del VTC (Karasev et
al., 1995), y la traduccién de la secuencia nucleotidica en
amino4cidos indic6 productos proteinicos de tamafio simi-
lar a los reportados, lo que sugiere conservacién de la or-
ganizacion de los genes en el VTC.

Bisqueda de marcos de lectura abierta (ORFs)

El primer codén de inicio (ATG) se localiz6 en el nu-
cledtido 108 “corriente abajo” de la region 5'terminal (Fi-
gura 2). El ORF termind en el nucledtido 9587, y poten-
cialmente codifica para una proteina de 3159 aminoacidos
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con un peso molecular calculado de 357.452 KDa, contie-
ne dos proteasas contiguas, una metiltransferasa y una
helicasa. El siguiente ORF “corriente abajo” inicié en el
nucleétido 9532 y finaliz6 en el nucleétido 10782, y se
traslap6 con el primer ORF en los dltimos 55 nucleétidos y
codificé para una proteina putativa (p23) aminoécidos con
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un peso molecular calculado de 47.728 kDa, cuya posible
funcion es la de replicacién (Vives et al., 1999) Los ORF
“corriente abajo” del 2 al 10 (Figura 2) codifican para 10
productos proteinicos con un rango que va de los 6 a 65
kDa (Karesev ef al., 1994; Pappu et al., 1994).

1090% 11890 12051 13750 15338 16153 1679017327 17762 18305 19028
1.108 108 9337 953z 1078, . . . - . . . S
A 11816 12045 13833 15363 16060 16824 17293 17686 18313 19027 19300
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C Contig 2 Contig 3 Contig7 Contig 4 Contigs
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma del VTC y estrategia de clonacién, secuenciacion y ensamble del aislamiento CBG-VTC1. A) Las
lineas en la parte superior representan los ORF’s y su correspondiente producto proteinico putativo. B) Inmediatamente debajo de los ORF’s se
muestra el ensamble de los 29 fragmentos. C) La formacion de siete ensambles, que en conjunto dan una secuencia final de 19.3 kb, representada

por la linea ubicada en la parte inferior del diagrama.

RdRp

CP P13 P23

Figura 2. Representacién esquematica del genoma del CBG-VTC1. Los rectangulos representan los ORF's, con su respectivo nombre en la parte

superior y en la inferior el tamaiio en pb.
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Identidad y similitud nucleotidica y aminoacidica entre
los ORFs y UTRs

El alineamiento de la secuencia aminoacidica de la po-
liproteina de 357 kDa del CBG-VTC1 contra la del T30,
SY568, T36 y VT, mostré 50.3 %, 51.1 %, 73.1 % y
49.6 % de identidad, y un 62.2 %, 62.5 %, 77.9 % y 60.6
% de similitud, respectivamente. La RdRp del CBG-VTCl1
mostrd una identidad aminoacidica de 82.9 % con la T30,
72.1 % con SY568, 77.2 % con T36 y 81.1 % con VT, y
una similitud de 87.1 %, 75.3 %, 78.2 %y 86.4 %, res-
pectivamente (Cuadro 2). Las secuencias de aminoacidos
codificadas por los 10 ORF’s restantes del CBG-VTC1 con
respecto a T30, SY568, T36 y VT, mostraron 83.2 % de
identidad y 89.4 % de similitud, en promedio. La region
3’-UTR estd muy conservada, con una identidad nucleoti-
dica del 96 % en todos los casos. La region 5’-UTR fue
més variable y la identidad nucleotidica entre CBG-VTC1
y T30, SY568, T36 y VT fue 55 %, 57.9 %, 100 % y
58.9 %, respectivamente (Cuadro 2). El porcentaje de si-
militud mas alto se obtuvo con la cepa T36 catalogada co-
mo una raza severa, lo cual concuerda con las caracteristi-
cas bioldgicas de nuestro aislamiento CBG-VTCI1, que
también se sabe es un aislamiento severo por ser capaz de
ocasionar severos sintomas en arboles de citricos, tales
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como picado del tallo y declinamiento del 4rbol. Ademas,
existen estudios en que se utiliza esta region para diferen-
ciar las razas severas de las débiles (Karesev et al., 1994).

El ORF 1a codificé para una poliproteina de 357 kDa,
que fue la proteina mas variable entre los aislamientos,
constituida por dos proteasas, una metiltransferasa y la
helicasa (Vives et al., 1999). Para conocer con cual geno-
ma se encontraba mas estrechamente relacionado, la se-
cuencia nucleotidica del aislamiento CBG-VTC1 se com-
par6 contra T36 (severa) en un anilisis Dotpath (Figura
3A). Se observd a lo largo del genoma una sucesién de
puntos que se alinean para formar una diagonal continua,
que permite asumir una relacién fuerte entre las dos cepas.
Lo contrario ocurrié cuando la secuencia del CBG-VTCl1
se compard con la del T30 (débil) (Figura 3B). Esto re-
fuerza los resultados del analisis del porcentaje de identi-
dad y similitud aminoacidica donde se observd que existen
mayores regiones de similitud entre CBG-VTC1 y T36 que
entre CBG-VTC1 y T30. Estos resultados podrian sugerir,
sin afirmar, que este aislamiento de Tamaulipas potencial-
mente podria comportarse como una raza Severa. Sin em-
bargo, serian necesarios ensayos biol6gicos adicionales pa-
ra poder llegar a una conclusién de este tipo (Mendoza et
al., 2003; Rubio et al., 2001).

Cuadro 2. Identidad nucleotidica (nt) y aminoacidica (aa) y similitud (%) entre los diferentes ORFs y regiones UTRs del aislamiento CBG-VTC,
comparado con los ORFs de los aislamientos T30, SY568, T36 Y VT CTV.

Cepa CBG-VTC1 T 30 SY 568 T36 VT
Tipo DEBIL INTERMEDIO SEVERO DEBIL
Region Tamaiio kDa I S 1 S I S 1 S
(nt) nt [ aa aa nt I aa aa nt [ aa aa nt [ aa aa

UTRS’ 107 55.0 57.9 100.0 58.9
P357 9374 357.1 50.3 62.2 51.1 62.5 73.1 77.9 49.6 60.6
RdARP 1211 46.3 82.9 87.1 72.1 75.3 77.2 78.2 81.1 86.4
P33 908 33.7 84.2 92.7 84.5 92.7 98.3 99.0 83.2 89.4
P6 155 5.5 92.2 9.1 92.2 94.1 100.0 100.0 92.2 96.1
P65 1784 64.7 95.1 97.0 95.3 97.3 99.7 99.8 90.2 93.6
P61 1604 61.2 92.5 95.0 92.9 95.3 97.0 97.2 87.1 91.4
P27(CPm) 722 27.3 96.2 97.5 94.6 96.2 100.0 100.0 93.3 95.8
P25(CP) 671 24.9 93.7 96.0 95.5 97.3 100.0 100.0 94.2 96
P18 503 18.3 91.0 93.4 90.4 92.8 95.8 97.0 88.6 93.4
P13 359 13.6 90.8 94.1 87.4 91.6 96.6 96.6 90.8 94.1
P20 551 20.5 83.6 91.3 85.8 92.3 86.9 91.8 84.2 90.7
P23 632 23.7 91.0 95.2 89.5 97.1 99.5 99.5 87.1 94.8
UTR3’ 272 96.7 97.8 99.3 97.1

% de i total 85.0 89.1 85.0 89.0 94.5 95.5 84.1 88.4

I = Identidad; S = Similaridad; aa = Aminoacidos; nt = Nucledtidos.

100



QUIROZ, PENA, CRUZ, FERNANDEZ, GONZALEZ Y MENDOZA

T 36
Severo

18000 |

16000 f b
14000 1
12000 1
10000 T 1
8000 1
6000 T b
4000 T b
2000 r 1

6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 nt

20'00 4060
CBGVTC1
T 30
Débil
18000
16000

=

14000
12000

10000 | 1
RdRp
8000 HEL
6000

4000
2000

T
y
1

£—>MTR

4 PPRO

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 nt

CBGVTC1

Figura 3. Comparacion de la secuencia nucleotidica del aislamiento
CBG-VTC1 contra el T36 (A) y de la secuencia nucleotidica del ais-
lamiento CBG-VTC1 contra el T30 (B).

Proteinas asociadas a la replicacion

El anilisis de la secuencia de la region N-terminal del
ORF 1a del VTC que comprende el dominio de las 2 pro-
teasas, las cuales se ha demostrado anteriormente se en-
cuentran asociadas a la replicacién, indicé alta similitud
con las proteasas de los aislamientos T36, T30 y T385. Se
observaron los residuos cataliticos predichos por las se-
cuencias ya reportadas, cisteina e histidina, asi como los
sitios de separacion para ambas proteasas (Figura 4). Los
residuos cataliticos predichos son Cys-403 e His-464 para
la primera proteasa N-proximal, y Cys-896 e His-956 para
la segunda proteasa distal (Gorbalenya et al., 1993; Roza-
nov et al., 1992; Vives et al., 1999). La separacién ocu-
rri6 entre Gly-484 y Gly 485 en el dominio “corriente
arriba” y entre Gly-976 y Gly-977 en el dominio “corrien-
te abajo” (Figura 4). Normalmente ambos sitios de separa-
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cién son precedidos por aminoicidos hidrofébicos Val y
Met, respectivamente. El alineamiento de la regién de la
poliproteina inmediatamente “corriente abajo” de las pro-
teasas, identificada como dominio de la metiltransferasa
(Figura 5), mostr6 alta similitud con respecto a los domi-
nios de T36, T30 y T385 y se observaron todos los moti-
vos de la metiltransferasa caracteristicos del virus de ARN
de cadena positiva (Rozanov et al., 1992; Koonin y Dolja,
1993). La porcién carboxilo-terminal del ORF mostr6 alta
similitud con los dominios de la helicasa de los tres aisla-
mientos (Figura 6) y contiene los siete motivos conserva-
dos que son tipicos de la superfamilia I de las helicasas
(Gorbalenya y Koonin, 1993).

Relacion con otros genomas del VTC

Se observé un alineamiento multiple con las secuencias
completas de los genomas ya reportadas del VTC, SY568-
California, T36-Florida, T36 Qaha-Egipto, Nuaga-Japdn,
T385-Espana, VT-Israel y BYV (Beet Yellows). Poste-
riormente se obtuvo un dendrograma de distancia con el
programa Protdist del paquete Phylip, el cual incluy6 un
andlisis de remuestreo “Bootstrap” (Rice et al., 2000). El
dendrograma mostré que los aislamientos T385, T30,
SY56B, VT y NuagA, que se consideraban como débiles o
intermedios, formaron el Grupo A, mientras que aquellos
que se consideran severos, T36I, T36F, Qaha y el nuestro
CBG-VTC1, formaron un segundo grupo, el Grupo B (Fi-
gura 7). En el dendrograma también se muestra claramente
que el virus Bty, miembro de la familia closteroviride, sir-
vié muy bien como raiz de este dendrograma. Ademas, el
andlisis de remuestreo para el grupo A, indicé solidez en
la formacion de este grupo de cepas del VTC, producto de
altos porcentajes de identidad entre ellas. Los datos del
remuestreo para el grupo B indicaron que al menos en 50
% de casos (578 veces), la cepa CBG-VTC1 siempre se
agrupd con las cepas T36 y Qaha, es decir, con las cepas
severas.

CONCLUSIONES

El genoma del CBG-VTC1 tiene una longitud de 19
300 pb, codifica para 12 marcos de lectura y su organiza-
cién mostr6 sintenia a genomas del VTC reportados. Se
observo alta similitud con la secuencia del genoma de una
raza catalogada como severa (T36). La regién 5’-terminal
mostré mayor variabilidad que la regiéon 3’-terminal. El
dendrograma de distancia separd en grupos diferentes a las
razas severas de las débiles o moderadas.
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteasas contiguas del CBG-VTC1 con los dominios de las proteasas de los aisla-
mientos T30, T385 y T36.
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Figura 5. Alineamiento de la secuencias de aminoacidos de la metiltransferasa. Se indican todos los motivos de la metiltransferasa caracteristicos de
virus de ARN de cadena positiva.
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Figura 6. Dominio de las helicasas. Se muestran los siete motivos conservados que son tipicos de la superfamilia I de las helicasas.
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Figura 7. Dendrograma de distancia. Este analisis generé dos grupos; el grupo A conformado por las razas débiles o intermedias (T385, T30,
SY568, VT y NuagA) y el grupo B por las razas severas (T36, Qaha y CBG-VTC1).
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