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| virus de la tristeza de los citricos

(VTC) es un patégeno de distribu-

cién mundial, y se considera uno de

los cinco principales problemas sa-
nitarios de los citricos en el mundo. El VTC ocurre
en la naturaleza en diversidad de aislamientos o
razas, las cuales pueden variar en gran medida en
la reacciéon y sintomatologia en diversos hospede-
ros, asi como en su transmisién por &fidos.! Existen
aislamientos del VTC que causan declinamiento y
muerte en plantas de naranja, pomelo y mandari-
na, injerfadas en el portainjerto naranjo agrio. El
potencial destructivo de los aislamientos que cau-
san acanalado o picado del fallo se considera de
gran importancia econémica, debido a que afec-
tan los citricos independientemente del portainjerto
utilizado. Existen aislamientos poco patogénicos que
no causan efectos visibles en los hospederos que
infectan, aun en aquéllos injertados en naranjo
agrio.?

EI'VTC es un virién filamentoso, envuelto por dos
proteinas como cépside de 25y 27 kDa.? Este virus
es diseminado en la naturaleza de manera
semipersistente por varias especies de dfidos, sien-
do el vector mas eficiente Toxoptera citricida
(Kirkaldy). El virus se transmite por los vectores sin
un periodo de latencia y tiene una pérdida de efec-
tividad que después de 48 horas de haberlo adqui-
rido pierde su virulencia.*®

La mayorfa de los aislamientos del VTC son po-
blaciones complejas integradas por mezclas de di-
ferentes genotipos virales.® Estas mezclas incluyen
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variantes genémicas, RNA defectivos (d-RNA) y ge-
nomas quiméricos que se generan COmo consecuen-
cia de posibles eventos de recombinacién. La
recombinacién se considera uno de los principales
factores que determinan la evolucién de los virus
de RNA de cadena positiva, con sentido de la trans-
cripcién (57 a 37), debido a que los Unicos huéspe-
des naturales, o al menos reportados para el VTC,
son precisamente los citricos. Se ha postulado que
al menos cuatro especies de progenitores de citri-
cos originaron las variedades actuales que se apro-
vechan en la agricultura y que los diferentes aisla-
mientos del virus evolucionaron en un principio en
los portainjertos de citricos nativos de Asia, disper-
sdndose por el mundo a través de yemas infecta-
das.” Estos resultados muestran que razas conside-
radas como débiles, por ejemplo la T-30, se en-
cuentran ampliamente relacionadas genéticamen-
te con aislamientos de origen asidtico, asi como
otros mds de Taiwdn (B252), Colombia (B272) y
California (B354), divergiendo del aislamiento T385
proveniente de Espafia, también considerado dé-
bil. El andlisis filogenético demostré que dicho ais-
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lamiento (T30) se introdujo a Florida hace més de
200 afos, y que sus cambios, con respecto a los
aislamientos mds relacionados, se deben al movi-
miento de los citricos a través del mundo.!

En la actualidad, el método de deteccién del VIC
mds empleado es el ensayo de inmunoadsorcién
ligado a enzima, el cual se basa en la unién especi-
fica de un anticuerpo con un antigeno. Los anti-
cuerpos poliespecificos 3DF1 y el 3CA5 son capa-
ces de defectar a la mayoria de los aislamientos
conocidos de este virus.® Sin embargo, otros anti-
cuerpos como el MCA13 son especificos para ra-
zas severas.’ Los métodos previamente utilizados
para diferenciar razas de VTC incluyen la reaccién
con distinfos anticuerpos monoclonales, el andlisis
de mapas peptidicos de la proteina de la cdpside,
el andlisis de RNAs bicatenarios (dsRNAs) en plan-
tas infectadas, la hibridaciéon molecular con sondas
de DNA complementario o DNAc,'® ademds de
polimorfismos conformacionales de cadena senci-
lla (SSCP) y polimorfismos en la longitud de los frag-
mentos de restriccion (RFLPs). Los SSCP se deben a
cambios nucleotidicos en alguna(s) de las bases,
debido a que el DNA (cadena sencilla) adquiere
una conformacién diferente de acuerdo al nucleétido
presente, y los cambios en esa base permiten que el
DNA migre de manera diferente; estos polimorfismos
se analizan en geles de polyacrylamida en condi-
ciones no desnaturalizantes. Lee et al.,* encontra-
ron que la técnica de los SSCP pudo ser empleada
para diferenciar ocho aislamientos de razas débiles
y agresivas, incluyendo las que causan declinamiento
y picado del tallo, generando diferentes perfiles de
migracién de las bandas y separacion de los dife-
rentes grupos de razas, esto con base en el andlisis
del gen p27 que codifica para la parte complemen-
taria de la cépside.

Lozano et al."" aplicaron la técnica de los RFLPs,
digiriendo los productos amplificados por la RT-PCR
con la enzima de restriccién Hinf | para caracterizar
la familia de los adenovirus. Estos andlisis de res-
triccién (RFLPs) fueron eficientes para caracterizar
rapidamente DNA de adenovirus de fragmentos
amplificados que podrian ser Utiles para estudios
epidemiolégicos. Estudios realizados por Gillings et
al.,'? mediante el andlisis del gen p25 que codifica
para la capside, previamente digerido con la enzi-
ma de restriccién Hinf 1, generaron un dendograma
de similitud de diferentes aislamientos, de los cua-
les se conocia su caracterizacién biolégica, para
predecir si éstos pertenecian a razas débiles o seve-

CIENCIA UANL / VOL. VIII, No. 2, ABRIL-JUNIO 2005

ras. Esto permitié el acercamiento a una posible
diferenciacién de aislamientos de VTC sin tener que
clonar y secuenciar el gen de la cdpside.'® En este
estudio, el objetivo principal fue desarrollar un mé-
todo molecular con base en la RT-PCR (Retro Trans-
cripcién del RNA unida a la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa) para diferenciar razas del VTC,
basado en la caracterizacién molecular del gen de
la cépside o cubierta proteica del virus.

Materiales y métodos
Material biolégico

La corteza de varetas de naranjo dulce que se ana-
lizaron proceden de Nuevo Leén, Tamaulipas y Ve-
racruz. El DNAc del VTC que se utilizé como con-
trol positivo fue proporcionado por el Citrus Center

de Texas A & M University.
Extraccién del RNA viral

El RNA viral se obtuvo a partir de tejidos de citricos
infectados con el método basado en el TRIzol Reagent
(Gibco, BRL). Este método se aplicé en 0.1 gramo de
tejido vegetal. Una vez que se exirajo el RNA se proce-
dié a visualizarlo en gel de agarosa al 1%.

Amplificacién por RT-PCR del gen p25

Para la amplificacién por la técnica de la reverso-
transcripcién de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (RT-PCR) del gen p25, se utilizaron los oli-
gonucledtidos descritos por Lee et al.,* que amplifi-
can un fragmento de 688 pb. Para generar el DNAc
a partir del RNA viral en todas las reacciones de
reverso-transcripcién (RT) se aplicaron 3ul del ex-
tracto de RNA (2ug), 0.75 uL (0.5 uM) de los oligo-
nucledtidos (R731-7 y RF-137 cada uno en reac-
ciones separadas). Se incubé a 70°C por cinco mi-
nutos y después se colocé en hielo. Posteriormente,
se adicionaron 5 ul de buffer M-MLV (10X), 1.25
uL de la mezcla de los cuatro desoxirribonucledsi-
dos trifosfatados (ANTPs) 10 mM, 0.625 ul de RNA
y 1 ulL de la enzima franscriptasa reversa M-MLV
(200 U), hasta un volumen final de 25 ul y se incu-
b6 a 42°C por 50 min.

Una vez obtenido el DNAc viral, se procedié a
amplificar en forma independiente el gen p25. Las
reacciones de PCR se hicieron en un volumen final

de 25 L, con 2.5 ul de DNAc procedente de la RT,
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2.5 ul de Buffer 10X, 1.5 uL de cloruro de magnesio
25 mM, 0.5 uL de dNTP’s 10 mM, 1.25 ul de cada
uno de los iniciadores 10 uM, 0.25 ul de la enzima
Tag DNA Polimerasa (5U/ul) y se completé el volu-
men con agua MQ estéril. Las condiciones de la
amplificacién fueron: un ciclo de cinco minutos a
94°C y 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 50°C y un
minuto a 72°C. Al t#érmino de los ciclos se dio un
paso de extensién final de siete minutos a 72°C.
Los productos amplificados se resolvieron por elec-
troforesis en geles de agarosa 1% coloreados con
bromuro de efidio (0.02 ug/mL") e irradiados con
luz ultravioleta UV.

Polimorfismos de longitud de fragmentos
de restriccién (RFLPs)

Los RFLPs de los productos de PCR amplificados se
determinaron con la enzima Alu |, de acuerdo con
lo descrito por Han y New,'* ademds de las enzi-
mas Hae lll y Kpn |. Los fragmentos generados en
las reacciones anteriores se visualizaron en gel de
poliacrilamida 12%.

Clonacién del gen p25

Para la clonacién de los productos de PCR se utilizé
el estuche comercial TA Cloning de la compafia
Invitrogen (Kit PCR 2.1.), en el cual, el producto de
PCR de cada una de las muestras se ligé al vector;
la proporcién éptima inserto-vector fue de tres mo-
léculas del inserto por una del vector. Para la
transformacién, 5 ul de cada producto de ligacién
se mezclaron con una alicuota de células TOPTOF”
ultracompetentes. Las colonias recombinantes se
seleccionaron en medio Luria Bertani (LB) adiciona-
do con ampicilina (60 ug/mL") y kanamicina (50
ug/mL7) 50 ulL X-gal (20 pg/mL") y 20 uL de IPTG
(100 mM). Las cajas Petri se incubaron a 37°C du-
rante 18 h. La presencia del inserto ligado al vector
se hizo por medio de una extraccién de plédsmidos
(lisis alkalina) de las colonias transformadas selec-
cionadas.

Secuencia del gen p25

Los fragmentos amplificados (p25) de cada mues-
tra se secuenciaron mediante Sequi Therm Excel |l
DNA Sequencing en el secuenciador DNA Analyzer

(LI-COR Inc. Nebraska, USA). Las secuencias nu-
cleotidicas de cada uno de los aislamientos en es-
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tudio se analizaron en el banco de genes (Gen Bank,
www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el programa com-
putacional Blast. Los alineamientos multiples de las
secuencias del VTC obtenidas se realizaron mediante
el programa Clustal X,'> con lo cual se procedié a
realizar el dendograma de similitud, con el progra-
ma Protdist del conjunto de programas Phylip.'¢

Resultados y discusion

Los aislamientos del VTC de huertos citricolas co-
merciales del noreste de México se caracterizaron
aplicando técnicas moleculares. La deteccion del
VTC a nivel mundial se realiza principalmente en
forma inmunolégica, usando anticuerpos contra la
proteina de la capa proteica (capside) del virus.®?
Sin embargo, las técnicas de inmunoimpresiéon y
PCR actualmente han tomado mucho auge, sobre
todo esta Ultima. De ahi que una de nuestras princi-
pales metas haya sido amplificar el gen de la cépside
a partir de las muestras de trabajo.

Amplificacién del gen p25 que codifica para la
cdpside

En la figura 1 se muestran los fragmentos amplifi-
cados a partir de las reacciones de reverso-
trascripcién, con un tamafio de 688 pb y corres-
pondiendo al gen de la cdpside. En los carriles NL2,
T2 y V2 se aprecia que se amplificaron algunos frag-
mentos inespecificos, por lo que se decidié purificar
el producto de interés. El fragmento de 688 pb de
la muestra H33 (Gltimo carril), que pertenece a una
raza severa, sirvi6 de referencia para las compara-
ciones.

M ONLI W1 NL2T2 ¥2 NLA NLS NL6 NL7 {-) H33 {+)

10535 ||h

Hikyrls — hEHph
Sloph
Fig. 1. Amplificacién del gen p25 del VIC. Cada carril

corresponde a una muestra de los aislamientos de Nuevo
Leén, Tamaulipas y Veracruz. Los productos de PCR se
analizaron en gel de agarosa al 1%. El gen p25 corresponde
al fragmento de 688 pb.
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En una de las muestras (NL1) el rendimiento de
la amplificacién fue débil, a pesar de haber intenta-
do incrementar la concentracién del RNA total ex-
trafdo de los tejidos para modificar varias condicio-
nes de la reaccién, como la temperatura de alinea-
miento, la cantidad del DNAc y concentracién del
cloruro de magnesio. En dicha muestra, la amplifi-
cacién fue pobre debido a que, probablemente, la
concentracién del virus en el tejido era muy baja y
la integridad de éste no era la éptima, afectando la
cantidad del RNA. Bar-Joseph et al.,'” mostraron que
las bajas concentraciones del RNA viral provocan
una amplificacién deficiente.

Andlisis de RFLPs mediante el uso de las
endonucleasas de restriccién Alu I, Hae Il y Kpn |

Los RFLPs de los productos amplificados correspon-
dientes al gen de la capside se digirieron con la
enzima de restriccién Alu |. En los perfiles genera-
dos se pudo constatar que los aislamientos de Nue-
vo Ledn y Veracruz (NLT, NL2 y V1) son muy simila-
res, sin embargo, no se detecté algin patrén defini-
do que permitiera diferenciar los aislamientos. Una
vez realizados los RFLPs con la enzima Alu |, se pro-
cedié a inferir un dendrograma empleando diferen-
tes programas computacionales (EMBOSS, Cross
Checker y TreeView) para observar el agrupamien-
to de los aislamientos con base en el patrén de ban-
das. Aun asi, el dendrograma no evidencié relacién
entre los aislamientos del VTC; por un lado agrupa
aislamientos de una misma regién, NL2 y NL1; y
por otro, los aislamientos V1 y T2, aunque entre
éstos existe una alta similitud, lo cual nos indica que
estos aislamientos forman patrones similares (pero
no idénticos) entre éstos. Casualmente, estos aisla-
mientos se habian catalogado como posibles razas
débiles. Sin embargo, habria que sefalar que el
aislamiento H33, que pertenece a una raza severa,
se agrupa con el aislamiento V2 y se clasifica como
raza débil. Aunque un nUmero mayor de aislamien-
tos del VTC serian necesarios para darle mds soli-
dez a estas observaciones, todo indica que los per-
files generados con esta enzima, Alu |, no permiti-
rian una distincién confiable entre las razas débiles
y las severas.

Afortunadamente, la aplicacién de las enzimas
de restriccion Hae lll y Kpn |, para caracterizar las
razas del VTC, si fue 0til en nuestro caso, ya que
nos permitié separar las razas severas de las débi-
les a partir de variaciones nucleotidicas del gen p25,
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que codifica para la proteina de la cdpside. Con
este conjunto de secuencias se hizo un mapa de
restriccién para cada una de éstas con el programa
DNA Straider,'® que incluyé més de 20 enzimas de
restriccion diferentes. Este andlisis mostré que las
razas de VTC pertenecientes a razas débiles no pre-
sentaron los sitios de restriccion de Hae Ill y Kpn |
Por ofro lado, las razas severas que producen
declinamiento sf tienen conservado sélo el sitio Hae
Il, pero carecen del sitio Kpn |. Algo muy interesan-
te es que las razas de virus que producen picado de
tallo presentan tanto los sitios Hae Ill como Kpn 1, a
excepcion de una secuencia que sélo presenté el
sitio Kpn |, aunque habria que aclarar que no se
tiene la certeza de la caracterizacién biolégica de
este aislamiento.

Los andlisis de los aislamientos NL1, V1 y NL2,
que forman un mismo grupo con el testigo positivo
H33, revelaron Unicamente el sitio de corte Hae |l
en la posicién nucleotidica 516. Por su parte, los
aislamientos T2 y V2 formaron otro grupo al no pre-
sentar el sitio de corte para esta enzima (figura 2).
Posteriormente, a los aislamientos que presentaron
el sitio Hae Il se les realiz6 una segunda digestién
con la enzima de restriccién Kpn 1, la cual estd pre-
sente (nucledtido 149) en las razas que provocan
tanto declinamiento como picado de tallo y en los
cuales hubo un solo grupo junto con el testigo posi-
tivo H33. Estas enzimas presentaron un sitio de res-

M NLI NLI VW1 VI NLI NLI T T2 ¥I VI HAY H®

Fig. 2. Perfil de RFLP del gen p25 con la enzima Hae lIl.
Carril 1: M = Fago A digerido con Pst |; 2: Fragmento de
PCR de NL1 sin digerir; 3: Fragmento de PCR de NL1 dige-
rido; 4: Fragmento de PCR de V1 sin digerir; 5: Fragmento
de PCR de V1 digerido; 6: Fragmento de PCR de NL2 sin
digerir; 7: Fragmento de PCR de NL2 digerido; 8: Fragmen-
to de PCR de T2 sin digerir; 9: Fragmento de PCR de T2
digerido; 10: Fragmento de PCR de V2 sin digerir; 11: Frag-
mento de PCR de V2 digerido; 12: Fragmento de PCR de
H33 sin digerir; 13: Fragmento de PCR de H33 digerido.
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triccion en las secuencias de las razas severas.
Gillings et al.,"?encontraron que mediante los RFLPs
generados al digerir el gen p25 (cdpside) con la
enzima de restriccién Hinf |, produjeron la mejor
discriminacién entre razas del VIC definiendo siete
grupos, donde algunos de éstos englobaban los
aislamientos con caracteristicas biolégicas simila-
res. En nuestro caso, la enzima Hae Il fue Gtil para
discriminar las razas débiles de las severas, ya que
genera un solo patrén y facilmente se pueden dis-
tinguir unas de ofras. Mientras que la enzima Kpn |
separa dentro de las razas severas a las que produ-
cen declinamiento de las que inducen picado de
tallo. Consideramos que el protocolo desarrollado
en este trabajo ofrece ventajas sobre los previamente
reportados, porque un corte con la enzima basta
para discriminar las razas débiles de las severas y
ofro mas para las que producen declinamiento de
las que inducen picado de tallo. Por ejemplo, un
método que se ha publicado para diferenciar o se-
parar las razas débiles de las severas se basa en la
aplicacién de anticuerpos monoclonales obtenidos
a partir de particulas virales de razas débiles o se-
veras, haciendo un andlisis tipo ELISA.'® Sin embar-
go, este método ha sido rechazado por las nuevas
tecnologias moleculares. Por tal razén, considera-
mos que nuestro método es mds sencillo y menos
costoso.

Andlisis de las secuencias del gen p25 (cdpside)

Para el gen p25 (capside) se lograron obtener cin-

Fig. 3. Alineamiento multiple de se-
cuencias aminoacidicas de cinco ais-
lamientos de Nuevo Ledn, Veracruz y
Tamaulipas. Los asteriscos (*) indican
aminodcidos idénticos; (:) indica gru-
pos de aminodcidos fuertemente con-
servados; (.) indica grupos de aminod-
cidos débilmente conservados. Los re-
siduos 49 y 63 se resaltan con negri-
tas. Se indica el sitio de corte con Hae
Il = Hy el sito de corte con Kpn 1=K.
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co secuencias nucleotidicas completas de las clonas
correspondientes a los aislamientos NL1, V1, NL2,
V2 T2. Estas secuencias se compararon en el ban-
co de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para
asegurar que correspondieran al gen p25 del VTC.
Una vez confirmada su identidad, se procedié a tra-
ducirlas en aminodcidos mediante el programa ORF
finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias
de aminodcidos de los aislamientos se compararon
con el programa BLAST para determinar similitudes
entre si, encontrédndose similitudes cercanas al 80%.
Pappu et al.,' obtuvieron resultados similares al
analizar la relacién entre la severidad de diferentes
aislamientos del VTC y las similitudes entre las se-
cuencias de su gen de la capside. Ellos refieren si-
militudes de hasta 80% entre las secuencias de
aminodcidos de los once aislamientos analizados,
lo cual concuerda con los porcentajes aqui reporta-
dos entre la secuencias obtenidas de los aislamien-
tos del VTC.

Los aislamientos CBG-NL1, CBG-NL2 y CBG-
V1 mostraron un 96% de similitud respecto a razas
que ocasionan picado del tallo y declinamiento,
mientras que el aislamiento CBG-V2 presenté un
99% de identidad con la cepa T30 clasificada como
débil.

Estos andlisis mostraron diferencias entre secuen-
cias y, por lo tanto, se podria pensar que se trataba
de infecciones independientes o de razas diferen-
tes, pero, sobre todo, hay que sefalar un par de
cambios interesantes: en la figura 3 se muestra el
alineamiento multiple de las secuencias, donde el

LT ]
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aislamiento CBG-V2 presenta una serina (S) en el
residuo 49, mientras que los otros tres aislamientos
poseen una glicina (G). Asimismo, en el residuo 63,
el aislamiento CBG-V2 presenta una alanina (A),
mientras que en los otros aislamientos se conserva
una treonina (T).

Posteriormente se realizé un alineamiento mlti-
ple de las secuencias antes mencionadas con las ya
reportadas y tomadas como referencia. En este ana-
lisis de la secuencias del gen de la cépside se en-
contré que en la razas severas, los residuos 49, 63
y 124 se encuentran conservados en: una glicina
(G), una treonina (T) y una fenilalanina, respectiva-
mente; mientras que en las razas consideradas dé-
biles se reemplazan por una serina (S), una alanina
(A) y una tirosina (Y), respectivamente (figura 4). Los
dos primeros cambios no han sido reportados en la
literatura, sin embargo, Pappu et al.,' en 1993,
describieron que las razas severas tienen conserva-
do el aminodcido fenilalanina (F), mientras que las

- HHEHASHH R
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razas débiles tienen conservado el aminodcido
tirosina (Y) en la misma posicién, y éste es el Unico
cambio distintivo entre las razas severas y débiles
anteriormente reportado. Creemos que estos resi-
duos podrian jugar un papel muy importante en la
patogenicidad del VTC, mismo que valdria la pena
estudiar més adelante.

Cabe sefialar que los aislamientos CBG-V2 y
CBG-T2 no presentan los sitios Hae Il y Kpn |, al
igual que los reportados como razas débiles. Sin
embargo, las razas severas que ocasionan declina-
miento, como la T36, presentan Gnicamente el sitio
Hae lll, y las severas que ocasionan picado de tallo,
como SY568, presentan los sitios Hae Il y Kpn |,
junto con CBG-NL1, CBG-NL2 y CBG-V1. El cam-
bio que se presenta en la secuencia nucleotidica de
la cdpside, a raiz de la presencia del sitio Kpn |, es
en la tercera posiciéon de un codén de treonina, por
lo tanto, el cambio es a nivel nucleotidico y no a
nivel aminoacidico. Asimismo, la enzima Hae Ill tam-

Fig. 4. Alineamiento mdltiple de secuencias de aminodcidos del gen p25. Los asteriscos (*) indican aminodécidos idénticos;
(:) indica grupos de aminodcidos fuertemente conservados; (.) indica grupos de aminoécidos débilmente conservados. Los
residuos distintivos 49, 63 y 124, glicina (G), treonina (T) y fenilalanina (F), los cuales se encuentran conservados en razas

consideradas como severas.
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bién corta en la tercera posicién de un codén de
alanina, siendo el cambio también silencioso.

A partir del alineamiento mdltiple de nuestras
secuencias, junto con las ya reportadas y caracteri-
zadas biolégicamente por Pappu et al.:'? T36 (de-
clinamiento), SY568 (picado de tallo), T30 y T385
(débiles) se procedié a realizar el dendrograma de
similitud y, al mismo tiempo, para obtener las dis-
tancias entre las secuencias de aminodécidos se apli-
c6 el programa Protdist del paquete Phylip; a partir
del cual se observé que los aislamientos CBG-NLT,
CBG-NL2, CBG-V1 y CBG-T2 formaron un mismo
grupo muy cercano a las razas severas T36 y SY568
(todas presentan los sitios Hae Ill y Kpn 1); el aisla-
miento CBG-V2, por su parte, formé otro grupo con
la raza débil T30. Ahora bien, los aislamientos CBG-
V2 y T30 se relacionaron con una distancia genéti-
ca de 0, al igual que el otro grupo conformado por
SV568 y T36. El aislamiento que presenta una ma-
yor distancia con respecto a los demds fue el aisla-
miento CBG-T2 donde la distancias observadas fue-
ron entre 1.4 y 1.6 con respecto a los otros aisla-
mientos del VTC (figura 5).

Con base en lo anterior, consideramos que la
técnica de los RFLPS con las enzimas de restriccion
Hae lll y Kpn | del gen de la cépside tienen poten-
cial para diferenciar las razas débiles de las seve-
ras, dado que es mds sencillo y practico hacer una
digestion enzimdtica del DNA que realizar hibrida-
ciones. Por lo tanto, esta técnica seria potencial-
mente mds rdpida y confiable para discriminar los
tipos de razas de VTC, siempre y cuando se aumen-
te el nimero de secuencias analizadas y que se cuen-
te con su caracterizacion bioldgica.

o CEG-Y1

CBG=NL1

CBG-HL2

Fig. 5. Dendrograma de similitud de los diferentes
aislamientos del VTC, mediante andlisis computacional de
las secuencias aminoacidicas del gen que codifica para la
cépside. Los aislamientos de referencia son el T36 (severo,
declinamiento); SY568 (severo, picado de tallo); T30 (débil)
y T385 (débil).
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Conclusiones

1.- El dendrograma de similitud, generado por los
RFLP del gen de la cdpside mediante la digestién
con la enzima Alu |, no permitié agrupar o diferen-
ciar los aislamientos del VTC de acuerdo con su
perfil electroforético comparado con una raza se-
vera.

2.- El andlisis de las secuencias del gen de la
cépside mostré que las razas severas tienen el sitio
Hae Ill, y, dentro de éstas, utilizando la enzima Kpn
I se logré separar las que causan picado de tallo de
aquellas que causan declinamiento.

3.- Los dendrogramas de similitud generados a
partir de las secuencias de aminodcidos del gen de
la cdpside permitieron separar las razas severas de
las débiles. Del total de muestras analizadas, los
aislamientos CBG-NL1, CBG-NL2 y CBG-V1 po-
drian ser considerados como razas severas y los dos
restantes, CBG-T2 y CBG-V2, como posibles razas
débiles.

4.- Se encontraron tres aminodcidos conserva-
dos: el residuo 49 (glicina), el residuo 63 (treonina)
y el residuo 124 (fenilalanina) que pudieran estar
involucrados en la patogenicidad del VTC.
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Resumen

La tristeza de los citricos es la enfermedad viral més
importante de éstos a nivel mundial; debido a que
en los Gltimos 20 afos ha causado la muerte a mds
de 100 millones de darboles en América del Sur,
California, Florida (EE.UU.), Israel y Espafa. El Citrus
tristeza closterovirus (Virus de la tristeza de los citri-
cos o VTC) se transmite principalmente por el dfido
Toxoptera citricida y por material vegetativo infecta-
do (injertos). El &fido T. citricida ha sido reciente-
mente defectado en el sureste de nuestro pais. La
presencia del virus y del &fido en el territorio mexi-
cano es relevante porque la mayoria de las plantas
comerciales (mdas del 90%) estdn injertadas sobre
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naranjo agrio que es susceptible al VTC, por lo que
se podria ocasionar una epidemia. La caracteriza-
cién molecular de diferentes razas, la cual incluye
la secuenciacién completa del genoma del VTC, ha
abierto la puerta para hacer diversos estudios en-
caminados a contrarrestar (disminuir) los dafos cau-
sados por este complejo viral. Por lo anterior, este
trabajo de investigacion tuvo como objetivo desa-
rrollar un método para diferenciar razas del VTC,
basado en la caracterizacién molecular del geno-
ma viral. Para lograrlo se amplificé la secuencia del
gen de la cdpside, posteriormente se buscaron
polimorfismos con enzimas de restricciéon que per-
mitieran diferenciar razas débiles de severas. Los
resultados mostraron que al realizar los RFLPs em-
pleando la enzima Hae Il se lograron diferenciar
las razas débiles de las severas. De igual forma, el
uso de la enzima Kpn | discriminé las razas que oca-
sionan picado de tallo de las que inducen el decli-
namiento. Los dendrogramas derivados del alinea-
miento multiple de las secuencias de aminodcidos
mostraron la separacién de las razas débiles de las
severas. El andlisis de la secuencia nucleotidica del
gen p25 en las posiciones 49, 63 y 124 mostré a
los aminodcidos glicina, treonina y fenilalanina pre-
senfes en las razas severas.

Palabras clave: VTC, Raza débil, Raza severa, Pi-
cado del tallo, Declinamiento.

Abstract

The Citrus Tristeza closterovirus (CTV) is the most
important viral disease of the citrus trees in the world,
infecting more than 100 million trees in the past 20
years in South America, U.S.A, Israel and Spain. The
CTV is transmitted by the aphid Toxoptera citricida
and by infected vegetative material. The most visible
effects caused by the CTV are a fast decline and
death of trees grafted onto rootstocks (Citrus
aurantium L). The presence of the virus and the aphid
in the Mexican territory constitutes a real hazard
considering that most of the commercial plants (>
90%) are grafted on C. aurantium, which is
susceptible to CTV, thus creating the possibility of
an epidemic. The detection of VTC has been mainly
achieved by serology, and lately by molecular
methods. The molecular characterization of different
races, including the complete genome sequence of
the CTV, has allowed progress in obtaining
transgenic citric cultivars resistant to this virus. This
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study was aimed at developing a method for the
differentiation of races of the CTV, based on the
molecular characterization of the viral genome. In
doing so, we amplified the coat protein gene.
Afterward, we examined its polymorphisms with
restriction enzymes that allowed differentiation
between weak and severe races. Our results show
that using the enzyme Hae Ill in PCR products of the
gene p25, it was possible to relate its genetic profiles
to the different CTV races. The use of Hae Ill allowed
us to distinguish the weak races (CBG-T2, CBG-V2)
from the severe ones (CBG-NL1, CBG-NL2, CBG-
V1, H33). Furthermore, the enzyme Kpn | allowed
differentiating between races that cause stem pitting
and those inducing decline. The analysis of the P25
gene sequence in positions 49, 63, and 124
demonstrated the presence of the amino acids
glycine, threonine, and phenylalanine in severe races.
These amino acids could be involved in the
pathogenicity of the CTV.

Keywords: CTV, Weak races, Severe races, Stem
pitting, Decline.
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