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Introducción

Las enfermedades producidas por virus vegetales son
causa de pérdidas considerables en 1a producción agricola mun
dial. La viruela o Sharka de los durazneros, damascos y ciruelos
ha diezmado en los últimos 15 años este conjunto de frutales en
Francia, asi comola Tristeza habia destruido, 20 años antes, los
cítricos en América del Sur. La acción conjunta del fbtato Leaf
Roll Virus (PLRV) y del Pbtato Virus Y (PVY) de la papa, ha pro
ducido un degeneramiento considerable en esta especie. El Rice
Dwarf Virus (RDV), el Tbmato Spotted Wilt (TSWV) y el CUcumber
Mbsaic Virus (CMV), son capaces de afectar el 100%de las produc
ciones de arroz, tomate y melón, respectivamente, en ciertos años
y en determinadas regiones europeas (Bols, L., 1982).

En términos generales, se puede afirmar que los virus
que atacan al hombre y a otros animales han interesado muchomás
a los investigadores que los virus vegetales. Es notable el hecho
que el Virus del Mosaico del Tabaco haya sido el primer virus
descripto en 1883 por Adolf Mayer y recién 99 años más tarde, en
octubre de 1982, se reportó su secuencia nucleotidica completa
(Goelet, P. et al, 1982).

1.1. CLASIFICACION

Se ha intentado clasificar a los virus vegetales de a
cuerdo a distintos criterios, tales como la morfología del vi
rión, el rango de huésped, o la serologia (Van Regenmortel, M.H.—
V., 1982). La clasificación utilizada actualmente se basa en la
naturaleza y’ estructura del. material genético viral (Matthews,
R.E.F., 1981).

El genoma de los virus vegetales puede ser a DNAo a
RNA,monocatenario o bicatenario; la simetría del virus puede ser
helicoidal o icosaédrica. En la Tabla 1.1 se muestran los distin
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tos grupos virales actualmente aceptados y sus miembros tipo. En
la Figura 1.1 se puede apreciar un diseño esquemático de estos
mismosgrupos representativos.

La gran mayoria de los virus vegetales poseen genomas a
RNA;excepto para aquéllos asociados con las familias Reoviridae
(genoma a RNAbicatenario) y fihabdoviridae (genoma a RNAmonoca
tenario), dichos genomastienen polaridad positiva. Esto signifi
ca que el RNAviral tiene la misma polaridad que un RNAmensajero
(mRNA). En algunos de estos virus el genoma completo está com
puesto por una sola molécula de RNA(genoma monopartito) mientras
que en otros está compuesto por dos o tres moléculas (genomas bi
y tripartitos, respectivamente).

1.2. CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR LOS

VIRUS VEGETALES

Las virosis vegetales son generalizadas, persistentes,
frecuentemente transmitidas por insectos y ocasionan a la planta
síntomas variables que generalmente no producen la muerte de los
tejidos (Cornuet, P. 1987).

1.2.1. Cnnceflndemfemedadgenemlizada

El desarrollo de una enfermedad generalizada
sirve usualmente para distinguir entre las enfermedadescausadas
por virus y las causadas por bacterias, que generalmente producen
sintomas localizados, permaneciendosano el resto de los tejidos.
Las virosis vegetales, por el contrario, afectan paulatinamente
todas las partes de la planta: raiz, tallo, hojas y flores. Es
claro que, en este proceso, existen numerosas excepciones y limi
tes.



Virus a Dll bicatesario

Caulisovirus aiesbro tipo: cualifiouer Hosaic Virus (CaHV)

Virus a DIAsonocatesario

Gesinivirus siesbro tipo: laiae Streak Virus (ISV)

Virus a IIA bicatenario

Beoviridae sielbro tipo: ¡band Valor Virus (VTV)

Virus a lll losocatesario con envoltura
Rhabdoviridae sielbro tipo: Potato Veiiou Dvarf Virus (PVDVP)
Tonato Spotted Hilt Iieabro tipo: VSHV

Virus a lla soaocatenario, louopartitos de sisetria icosoédrica
Haise Cbiorotic Duarf Virus siesbro tipo: ICDV
Tysovirus siesbro tipo: Vhraip Yellow Hosaíc Virus(TVIV)

Luteovirus Iiesbro tipo: Harley Yellow Dnarf Virus (BVDV)
Tosbusvirus liesbro tipo: Volato Bush] Stunt Virus (TBSV)
Sobesovirus siesbro tipo: Southern Bean Hosaic Virus (SBHV)
Tobacco Iecrosis Virus siesbro tipo: VIV

Virus a IIA sonocatenario. bipartitos de sisetria icosaédrica
Iepovirus siesbro tipo: Tobacco Bingspot Virus (TRSV)
Cosovirus aiesbro tipo: Coupea losaíc Virus (CPHV)
Pes Ehation Iosaic Virus aiesbro tipo: PEIV

Virus a lll sonocatenario. tripartitos de siletria icosaédrica
Cucusovirus siesbro tipo: cucusber losaic Virus (ClV)
Brosovirus Iieabro tipo: Brose losaic Virus (BHV)
Ilarvirus aiesbro tipo: TobaccoStreak Virus (VSV)

Virus a lll souocatenarios, sosopartitos de sisetria helicoidal
Tobaaovirus aiesbro tipo: robacco losaic Virus (TIV)
Potervirus siesbro tipo: Potato Virus X (PV!)
Potyvirus liesbro tipo: Potato Virus V (PVV)
Carlavirus siesbro tipo: carnatíon Latest Virus (CLV)
Closterovirus siesbro tipo: Beet Yellow Virus (BVV)

Virus a Ill losocatesario. bipartitos de siletria lelicoidal
Tobravirus siesbro tipo: ¡bbacco Battle Virus (TRV)

Virus a Ill sonocatenario. Iultipartito de siaetria helicoidal
Hordeivirus Iielbro tipo: Harley Stripe Hosaic Virus(BSlV)

TABLA 1.1

CLASIFICACION DE LOS VIRUS VEGETALES
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FIGURA1.1: Familias y grupos de los virus vegetales
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La infectividad de]. virus en el tejido vegetal es
función de: 1) su velocidad de replicación; 2) su capacidad de
migración; y 3) la reacción de la planta huésped frente a estas
dos primeras caracteristicas. La interacción entre estas varia
bles puede crear un amplio espectro de situaciones.

Existe una fuerte heterogeneidad en la distribución de
un virus vegetal a nivel tisular y celular. Anivel de la célula,
numerosos virus se acumulan en el citoplasma, otros lo hacen en
vesículas citoplasmáticas (comoel CbupeaMbsaic Virus), y otros,
comoel iba Ehation Mbsaic Virus, se sitúan en el núcleo.

A nivel tisular, la especialización es aún más marcada
que en los virus que atacan a los animales. Se distinguen dos
grupos principales: 1) los virus que provocan "mosaico" que in
vaden generalmente tejido de los parénquimas lacunar y de empali
zada y 2) los virus que producen amarilleamiento (por ejemplo,
Luteovirus) que se localizan en el liber (o corteza interna) y
células adyacentes.

Es generalmente aceptado que los meristemas vegetales
permanecen libres de virus. Esto puede deberse a que los virus no
pueden alcanzar las células meristemáticas o a que son i
nactivados a medida que avanzan hacia ellas. En oposición a esto
se han encontrado "paquetes" de particulas virales en cortes de
ápices meristemáticos de Gymbidiuminfectado con Odontoglossum
Ringspot Virus (ORSV),aunque el cultivo in vitro de estos cortes
permitió obtener plantas sanas.

1.2.2. Eemisienciadelaenfermedadxinal

Los virus vegetales provocan enfermedades per
sistentes. Esto quiere decir que una vez que la planta ha sido
infectada, lo estará para el resto de su existencia (Cornuet, P.
1987).
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En el ser humano y en los animales hay varios
mecanismosde reacción ante las infecciones, por ejemplo la fie
bre, el sistema inmunitario y también la inducción de interferón,
siendo éste último especificamente antiviral. En las plantas, los
dos primeros mecanismos mencionados no existen y en cuanto a los
llamados “interferones vegetales", las moléculas que aparecen en
el momentode la infección con actividad comparable a la del ani
mal son, en la mayoría de los casos, notoriamente insuficientes
para detener la progresión del virus.

La epidemiología de las virosis vegetales es
influenciada asi por la persistencia de la infección. El vegetal
enfermo permanece como una fuente de virus toda su vida y la epi
demia progresa lenta e inexorablemente sin riesgo de extinguirse.

Las virosis vegetales no sólo son persistentes,
sino también incurables. En este punto, los virus animales y ve
getales están en el mismo nivel. Actualmente existen numerosos
inhibidores de la replicación viral pero, debido a su toxicidad
para la célula, son inutilizables. Sólo se han registrado cura
ciones en casos excepcionales y en condiciones muy particulares
con análogos de bases, de nucleósidos o de nucleótidos. Un análo
go de la guanina, el viricida IB-D-ribofuranosil-l,2,4-triazo-3—
carbamida, demostró ser activo en la planta 24 horas antes de la
inoculación con Turnip Yellow Mbsaic Virus (TYMV).

1.2.3. Enincinales sintomas externos

Los sintomas de las enfermedades producidas por
virus vegetales constituyen otro grupo de caracteres originales.
Aunque por el momento no se sabe a qué corresponden a nivel mole
cular, puede imaginarse globalmente que los sintomas virales re
sultan de la interacción entre el efecto depresivo de la multi
plicación del virus y la reacción de defensa de la planta.
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Es probable que, además del efecto de competen
cia por los aminoácidos y los nucleótidos durante la replicación
viral, se ocupen, en el transcurso de este proceso, sitios de la
membranacelular que acarreen el bloqueo de funciones importan
tes. En la Tabla 1.2 se muestra la correlación entre distintos
grupos de sintomas y los orígenes probables.

1.2.4. Inclusignes: síntoma interno especifica

Dentro de las células de plantas infectadas se
pueden observar diversos elementos asociados a la infección vi
ral. Estos elementos, visibles con microscopio óptico, constitu
yen las denominadas inclusiones.

Las mismas pueden ser cristalinas o amorfas y se
observan mejor dentro de células donde la infección es de larga
data. Están constituidas por acúmulosde partículas virales o de
proteínas codificadas por el virus. Nose sabe si provienen de u
na superproducción de virus o de elementos de origen viral o de
una asociación de proteinas virales con proteinas del huésped.
Cualquiera sea su origen, las inclusiones son en general especí
ficas del virus y de la cepa y hay métodos de diagnóstico basados
en la observación de estos elementos. A continuación se dan algu
nos ejemplos del tipo de inclusiones producidas por determinados
virus:

a) En las células basales de los pelos epidermi
cos de hojas de tabaco infectadas con Tobacco Mbsaíc Virus (TMV)
se encuentra tres tipos de inclusiones:

1. Placas cristalinas hexagonalesconstituí
das mayormentepor partículas virales.



SINTOMA ORIGEN SECUNDARIO

Enanismo, achicamiento de
los entrenudos y disminu
ción del tamaño de las
hojas.

Competencia entre los metabolismos
viral y del huésped. Disminución del
sistema radicular. Posible acción de
los virus y viroides a nivel de los
intrones.

Mosaico, decoloración de
nervaduras o de la zona
internerval(ve1n banding)

Acción de los virus a nivel de los
cloroplastos con localización del
efecto a ciertas zonas de la hoja.

Amarilleamiento general,
enrulamiento y endureci
miento del limbo; a ve
ces, marchitamiento.

Los virus se multiplican en el líber y
perturban las funciones conductoras
del tejido. Acumulaciónde calosa en
el líber. Bloqueo del metabolismo de
azúcares, acumulación de almidón en
las hojas.

Deformación por enriza
miento, reducción del
limbo con modificación de
la forma.

Bloqueo de la elongación celular en
determinados macizos de células y cre
cimiento normal del resto del limbo.

Ramasaplastadas o proliferantes. Acción sobre la morfogénesis.

Excrecencias, tumores. Estimulación del crecimiento de deter-.
minados macizos celulares.

Manchascloróticas y ne
cróticas localizadas, lí
neas sinuosas necróticas
o cloróticas sobre las
hojas, arabescos. Estrías
necróticas o cloróticas
sobre las hojas elongadas

Reacción de defensa del huésped provo
cando la muerte celular y, a veces, la
circunscripción del virus.

Disminución de 1a capaci
dad de reproducción se
xual de la planta. Mal
formación del polen, es
terilidad de los óvulos,
aborto, inhibición de la
germinación.

Estos síntomas pueden ser debidos a la
localización especifica de los virus en
los órganos reproductores o al resulta
do de deficiencias metabólicas genera
les.

TABLA 1.2

ORIGENES SECUNDARIOS DE LOS SINTOMAS PRODUCIDOS
POR VIROSIS VEGETALES



Introducción

2. Paracristales o masas de agujas
cristalinas constituidas por particulas virales.

3. Cuerpos X, inclusiones amorfas
constituidas por los llamados túbulos X de vacuolas y organelas
del huésped que comprenden reticulo y ribosomas (Christie, R.G.
et al, 1977).

b) Los Potyvirus son particularmente ricos en
diversos tipos de inclusiones. En este grupo se distinguen:

1. Inclusiones citoplasmáticas cilíndricas
en forma de molinete (pinwheel) que pueden ser cilindricas pro
piamente: dichas c> cónicas. Posiblemente estos elementos sirvan
para la migración del virus de una célula a otra.

2. Inclusiones citoplasmáticas amorfas. Son
muydifíciles de ver y están constituidas por un núcleo de prote
inas idénticas a las de las inclusiones cilindricas rodeado de
proteínas del factor Helper (factor proteico codificado por el
virus cuya función está asociada a la transmisión por insectos)
(de Mejía, M.V.G. et a1, 1985).

3. El Tobacco Etch Virus (TEV) produce den
tro del núcleo de las células infectadas inclusiones típicas en
forma de placas perfectamente cuadradas. Las mismas podrian ser
el resultado de la acumulación de una proteina asociada a la re
plicación viral (Dougherty, W.G. et al, 1980).

En la Figura 1.2 se observan algunos ejemplos de estas
inclusiones.

10
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1.2.5.‘Líasde
En numerosas enfermedades comunes de las plantas

se encuentran generalmente esporas adaptadas a la diseminación
por aire o por agua. En el caso de los virus vegetales, no hay u
na contaminación directa por polución del aire o del agua. Es ne
cesario que haya un contacto real entre la planta enferma y la
planta sana, ya sea a través de heridas recíprocas o más común
mente, por un vector animal (suelen ser insectos) que tome el vi
rus de una planta enferma, lo transporte y lo inocule en una
planta sana.

Cada virus está asociado, con una gran especifi
cidad, a un tipo determinado de vector. A nivel molecular, se po
dria concebir que ciertas secuencias de aminoácidos de la super
ficie de la cápside viral tienen una alta afinidad por las prote
inas estructurales de la superficie de ciertos órganos del vector
(estiletes del pulgón u odontostilo de nematodo). Asi, es muyco
múnque los virus que originalmente infectaban plantas salvajes
requiriesen vectores de transmisión persistente ya que no era u
sual que dichas plantas estuviesen cercanas las unas a las otras.

Para ciertos virus vegetales, es posible la
transmisión por semilla, polen o por contacto directo. Los Potex
virus, por ejemplo, se encuentran en alta concentración dentro de
la célula, siendo éste uno de los factores que le permiten trans
mitirse por contacto directo de planta a planta; por otra parte,
no cuentan con insectos vectores. Este tipo de virus (es decir,
no transmisibles por vectores) sólo se encuentra en cultivos que
reúnen un gran número de¿individuos sensibles y genéticamente i
dénticos, como ser la papa o plantas hortícolas sometidas a un
modode multiplicación anormal. Asi, estos tipos de virus están
asociados a la agricultura y horticultura.

12
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Los Ilarvirus están adaptados a la transmisión
por polen; por este motivo se encuentran en árboles frutales don
de cada individuo produce una gran cantidad de polen, que compen
saría en parte la ineficacia de este tipo de transmisión.

Evidentemente la agricultura (y' principalmente
el modode propagación vegetativa) es una causa del desarrollo de
enfermedades a virus. Todas las especies donde se utilizan tubér
culos, bulbos, estolones, acodos, esquejes e injertos para la
multiplicación acumulan diversos virus, ya que la infección es
persistente. De todos estos, aquellos virus transmitidos por se
milla son la causa actual de las principales pérdidas en agricul
tura.

1.2.6. Influencia del entorno

Las enfermedades producidas por virus vegetales
son muysensibles a la influencia del medio, de la nutrición, de
la luz ambiente, de la temperatura y de la humedad. Estos facto
res pueden intervenir independientemente c>en conjunto para
modificar los sintomas. El clima especializa el tipo de
enfermedad y puede tornar en predominante un número restringido
de posibles transmisiones. En clima seco, desértico o muy frío,
la mayoría de los virus se transmiten por semilla.

1.3. ARQUITECTURA DE LOS VIRUS VEGETALES

Los virus vegetales son simétricos, ya sea respecto a un
eje o a un punto. Existen tres grandes grupos de arquitecturas:

13
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1. Los virus a simetría helicoidal que se presentan al
microscopio electrónico bajo la forma de bastones rígidos o fila
mentos flexuosos.

2. Los virus isométricos o de simetría icosaédrica, que
se representan comopequeñas esferas.

3. Los virus con envoltura. Son los más gruesos, su
cuerpo es de simetría helicoidal y se encuentran recubiertos por
una túnica lipoproteica.

1.3.1. Yirus helicoidalsñ

El virus más estudiado dentro de este tipo es el
TMV.En 1941, Bernal y Fankuchen, por estudios de difracción de
rayos X, anunciaron que este virus tenía simetría helicoidal. Se
determinó que el paso de la hélice es de 2,3 nm y que sólo cada
tres giros de hélice se tenia un número entero de subunidades
proteicas, esto implica que hay 16 1/3 subunidades por cada giro
(Hirth, L. et al, 1981). En la Figura 1.3 se muestra un esquema
de la estructura del TMV.

1.3.2. limaimsaédnicgs

El icosaedro es un poliedro regular constituido
por 20 caras triangulares equiláteras que determinan 12 vértices.
Tiene 3 ejes de simetría: uno que pasa a través de los vértices,
de orden 5;,uno perpendicular al centro de los triángulos, de
orden 3 y otro que pasa por el medio de las aristas, de orden 2.
Este tipo de simetría implica que la construcción viral más sim
ple requiere comomínimo de 60 subunidades proteicas, 3 para cada
triángulo.

14



FIGURA1.3: Virus de simetría helicoidal. Diseño esquemático de
la estructura del TMV.
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El TYMVfue uno de los primeros donde se estudió la
simetría icosaédrica. Por estudios de difracción de rayos X se
determinó que cada partícula viral está compuesta por 180 subuni
dades proteicas. Por microscopía electrónica se vio que está
constituido por 12 grupos de 5 subunidades cada uno (grupos pen
taméricos) en los vértices de orden 5 y por 20 grupos de 6 subu
nidades cada uno (grupos hexaméricos) en los vértices de orden 6
(Klug et al, 1966; Finch et al, 1966). La Figura 1.4 muestra un
esquema del TYMV.1.3.3. ' maximum

Este tipo de arquitectura se diferencia de los
dos anteriores por la presencia de una envoltura externa y por la
naturaleza del genoma que es a RNA(-). Generalmente tiene una
polimerasa asociada al Virión.

Un Rhabdovirus tipico está conformado por una
envoltura externa constituida por-dos capas lipídicas en las cua
les están insertadas dos o tres tipos de proteinas y por una nu
cleocápside formada por RNAde polaridad negativa y proteínas vi
rales asociadas en una estructura helicoidal laxa (Hull, R.
1976). La envoltura deriva del huésped y el virus la adquiere en
el curso de la migración de la nucleocápside; puede provenir de
1a membrananuclear interna, del reticulo endoplasmático o de una
membranaviroplásmica inducida por la infección. En la Figura 1.5
se observa un esquema de este tipo de virus.
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FIGURA1.4: Virus de simetría icosaédrica. Diseño esquemático de
la estructura del TYMV.Retirando de la partícula un pentámero y
dos hexámeros se observa la disposición del RNAen el interior de
la misma.
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FIGURA1.5: Virus de simetría helicoidal con envoltura. Diseño
esquemático de la estructura de un Rhabdovirus.
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1.4. ESTRUCTURA NUCLEOTIDICA DE LOS VIRUS A RNA HONO

CATENARIO

1.4.1. Estructura anios extremos Q'

Existen tres tipos de estructuras posibles en el
extremo 5' de los RNAvirales: a) tipo cap, b) proteina denomina
da Vpg, y c) fosfato terminal pppY.

En la Tabla 1.3 se detallan los tipos de estruc
tura terminal correspondientes a distintos grupos virales. En la
Figura 1.6 se muestra un esquemade estas estructuras.

l.4.1.a. Gap

Un gran número de virus vegetales tienen en
el extremo 5' de su RNAgenómico una estructura denominada cap
constituida por una 7-metilguanosina unida por un puente trifos
fato 5'-5’ inusual al extremo 5' del RNA.Este tipo de estructura
se encuentra también en la mayoría de los RNAmensajeros (mRNA)
eucariotes. Comúnmentelos dos primeros nucleótidos inmediatamen
te adyacentes a la guanosina terminal están metilados, pero en
ningún virus vegetal se han observado estas metilaciones.

El cap parece ser importante en la traducción
de los mRNAeucariotes donde contribuyen a la estabilidad del RNA
y/o podrian servir para aumentar la afinidad por diversos facto
res de iniciación. Su función precisa es todavia desconocida.
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Estructura terminal
Tipo de Grupo
genoma viral Virus 5' 3'

monopartito tobamo TMV cap tRNA his
tymo TYMV cap tRNA val
potex PVX cap poli(A)
poty TEV VPg poli(A)
luteo PLRV VPg pXOH
sobemo SBMV VPg pXOH

—— SNV pr pXOH

bipartito como CPMV VPg poli(A)
nepo TBRV VPg poli(A)
tobra TRV cap pXOH

-- PEMV VPg pXOH

tripartito bromo BMV cap tRNAtyr
cucumo CMV cap tRNA tyr
hordei BSMV cap tRNA tyr
ilar AlMV cap pXon

TABLA 1.3

CLASIFICACION DE LOS DISTINTOS GRUPOS DE VIRUS VEGETALES
A RNA CON LAS ESTRUCTURAS DE LOS EXTREHOS 5' Y 3'
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1.4.1.b. Proteina VRg

La VPg es una pequeña proteína que algunos
genomas tienen unida a su extremo 5'. Su nombre deriva de liral
Erotein genoma linked, su función no es muy clara y se ha postu
lado que podría servir de anclaje de la forma replicativa del ge
nomaa alguna estructura celular. Es codificada por el genomavi
ral en forma de precursor de aproximadamente 12 Kd; en esta forma
serviría de anclaje y una vez clivada tendría un peso molecular
entre 4 Kd y 6 Kd. Está unida al RNAviral por un enlace fosfodi
éster entre el grupo hidroxilo de una tirosina de la proteína y
el fosfato del UMP, primer nucleótido del RNA. (Hari, V. 1981;
Mayo, M.A. et a1, 1982; Takegami, T. et al, 1983).

1.4.1.0. Grupo fosfato

Actualmente, se conoce un solo virus, el To
bacco Nacrotic Virus y su satélite (STNV),que tienen este tipo
de estructura elemental sin ninguna modificación. (Roman,R. et
al, 1976; Leung, D.w. et al, 1976; Horst, LJ. et al, 1971).

1.4.2.Wmfima'
En el extremo 3' del RNAviral pueden existir

tres tipos de estructuras: a) tipo RNAde transferencia (t-RNA
like); b) poliadeniladas; y c) secuencias con afinidad por la
proteína de cubierta.
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1.4.2.a. Estructuras tipo tRNA

Un aspecto interesante en algunos RNAvirales
es la aminoacilación del extremo 3' de sus genomas. Se cree que
estos genomas tienen una estructura tipo tRNAque seria reconoci
da por tRNAamino acil sintetasas especificas y podría estar in
volucrada en la regulación de la traducción del RNAviral (Joshi,
S. et al, 1978; Pinck, PL et al, 1970; Yot, P. et a1, 1970;
Litvak, S. et al, 1973).

l.4.2.b. Poliadenilación

La mayor parte de los mRNAseucariotes están
poliadenilados en sus extremos 3’. Por el contrario, sólo algunos
pocos virus vegetales tienen tractos de poli(A) en sus RNAgenó
micos. En caso de tenerlos, éstos están constituidos por aproxi
madamente200 adenosinas. Se piensa que servirian de protección
contra la acción de ciertas nucleasas.

1.4.2.0. Extremos 3' afines a proteinas de la cápside

Los RNAsde algunos virus no poseen estructu
ras particulares en sus extremos 3'. Dentro de esta clase de vi
rus hay algunos, como el Alfalfa Mbsaic Virus (AlMV)y el Tobacco
Streak Virus (TSV)(ambosIlarvirus) que presentan una particular
afinidad por sus subunidades capsídicas (Houwing, C.J. et al,
1982). Se cree que esta unión seria necesaria para que la repli
casa viral reconociera correctamente determinados segmentos del
genoma.

Los Sobemovirus no tienen ninguna estructura
particular en su extremo 3' ni afinidad alguna por subunidades
capsídicas (Ghosh, A. et al, 1979).
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FIGURA1.6: Estructuras de los extremos 5' y 3' del RNAde los
virus vegetales. 1: Estructura del cap en el extremo 5’. 2: Unión
de la proteina VPg al extremo 5'. 3: Estructura tipo tRNAen el
extremo 3', en este caso, del RNAdel TYMV.En III está el anti
codón correspondiente al aminoácido valina.
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1.5. ESTRATEGIAS DE TRADUCCION DE LOS RNA VIRALES

Ademásde las estrategias primarias de traducción que
permiten que el RNAviral pueda ser leido en forma monocistróni
ca, existen estrategias secundarias que modulan la regulación de
la traducción. Entre éstas se puede mencionar la síntesis dife
rencial de los RNAvirales pertenecientes a un genomadividido o
de los RNAssubgenómicos. De este modo, en determinados momentos
de la infección viral, puede haber mayor producción de una pro
teina en particular.

La encapsidación puede ser también un mecanismo de regu
lación. Existen sitios de iniciación de la encapsidación sobre el
RNAgenómico. Aquellos mensajeros (especialmente los subgenómi
cos) que no los posean nunca serán encapsidados y, por el contra
rio, aquellos mensajeros que posean dichas secuencias, si lo po
drán ser.

La presencia del cap y de otras estructuras en los
extremos 3' y 5'representan también otros posibles mecanismosde
regulación (Palukaitis, P., 1984; Davies, J.W. et al, 1982).

A continuación, se describen las estrategias de
traducción de algunos virus vegetales que conforman los grupos
más estudiados.

1.5.1. Los ÍIÏQbavaiLusr Estrategia de marcos de lectura
W 1 BHAssnhssnámicos

La expresión completa del genoma del TMVse e
fectúa por intermedio de dos RNAssubgenómicos (Hunter, T.R. et
al, 1976; Zimmern, D. 1975; Beachy, R.N. et al, 1977).
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El primer marco de lectura abierto, próximo al
extremo 5', codifica para una proteína de 126 Kd. El segundo mar
co de lectura abierto tiene su codón de iniciación dentro del
primer marco en la misma fase y permite la sintesis de una prote
ina de 183 Kd. La sintesis de esta segunda proteina se produce
por translectura del codón de terminación ámbarcorrespondiente a
la proteina de 126 Kd. Estos datos son consistentes con observa
ciones de que el RNAde TMVpuede ser traducido en sistemas li
bres de células dando comoproductos principales las proteínas de
126 Kd y 183 Kd. (Beachy, R.N. et al, 1977; Bruening, G. et al,
1976; Pelham, H.R.B., 1978). También se han obtenido los mismos
resultados in Vivo (Bruening, G. et al, 1976; Paterson, R. et al,
1975; Beier, M. et al, 1980).

La parte final del segundo marco de lectura a
bierto tiene cinco codones que se superponen con el marco de lec
tura que codifica para una proteina de 30 Kd. Esta proteína de
30 Kd es traducida a partir de un mensajero subgenómico y su efi
ciencia de traducción es bastante baja in vivo. (Beachy, R.N. et
al, 1977).

También se encuentra otro RNÁ subgenómico más
pequeño que codifica en forma muyeficiente para la proteína de
cubierta (Guilley, H. et al, 1979). AmbosRNAssubgenómicos tie
nen cap en su extremo 5' (Zimmern, D. 1975).

En la Figura 1.7 se presenta un esquema de las
estrategias de traducción descriptas en esta sección para éste y
otros virus vegetales.
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1.5.2. MW XngumLirusV':Emmgiadeaengma
dlliiidg y. BEAsuhgenámicg

El primer virus en que se demostró la existencia
de un genoma dividido fue el Tbbacco Battle Virus (TRV), pertene
ciente al grupo de los Tobravirus (Harrison, B.D. et al, 1978).
Este virus tiene dos RNAsgenómicos. El RNA1 expresa in vivo e
in vitro una proteina de 120 Kd y otra de 170 Kd; ambas, al igual
que el TMV, tienen el mismo origen N terminal pero la segunda
proviene del "salteo" o translectura del codón ámbar que determi
na el fin de la traducción de la primera (Pelham, H.R. 1979;
Fritsch, C. et al, 1977). El RNA2 codifica en primer término la
proteína de la cápside de 22 Kd y también da origen a un RNA
subgenómico que codifica para una proteina de 30 Kd. Estos datos
han sido confirmados con experimentos de traducción in ViVOe 1m
Vitro (Pelham, H.R. 1979; Mayo, M.A. et al, 1976; Fritsch, C. et
al, 1977).

El Cucumber Mbsaic Virus (CMV), miembro tipo del
grupo de los Cucumovirus, tiene un genoma dividido y encapsidado
en tres partes que codifica cuatro proteinas. Dos de ellas son
codificadas por los RNAsmonocistrónicos 1 y 2. El RNA3 codifica
las otras dos proteinas, una de las cuales es la proteína de 1a
cápside. La misma es traducida a partir de un RNAsubgenómico.
Todos estos RNAs,incluído el subgenómico, tienen estructuras del
tipo cap en sus extremos 5' y están aminoacilados con tirosina en
sus extremos 3'. (Kohl, R.J. et al, 1974; Franoki, R.I.B. et al,
1979; Symons, R.H., 1975).

Otra caracteristica importante de estos tipos de
virus es que al estar el genoma segmentado y encapsidado en par
tes, cada una de las mismas puede expresarse simultáneamente des
de el principio de la infección.
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1.5.3. Cgmgm':Eümmdegengmam'v' ' 1

Un tercer mecanismoimportante combina el cliva
je postraduccional con la existencia de un genomadividido.

El Coupea Mbsaic Virus (CPMV), miembro tipo de
los Comovirus, posee dos RNAsgenómicos encapsidados independien
temente. La cubierta de estos viriones está conformada por 60
subunidades de cada una de las dos proteínas capsídicas. Ambas
proteínas son codificadas por el RNAgenómico más pequeño y tie
nen un peso molecular de 23 Kd y 37 Kd, respectivamente
(Goldbach, R. et al, 1980).

Cada uno de los RNAgenómicos posee una VPg en
el extremo 5' y tiene poliadenilado el extremo 3' (Daubert, S.D.
et al, 1978; Stanley, J. et al, 1978; El Mann, M.M. et al, 1973).
Los RNAgenómicos no dan lugar a RNAs subgenómicos. El RNAde ma
yor tamaño es denominado RNAB y el más pequeño, RNAM.

El RNAB puede replicarse en las células vegeta
les pero sólo puede encapsidarse si está presente el RNAM, ya
que éste es el que codifica las dos proteínas de la cápside (Van
Kammen,A. 1967). En ensayos de traducción in vitro se observó
que el RNA M produce dos proteinas, una de 105 Kd y otra de
95 Kd. Ambas tienen el mismo extremo C terminal ya que se
conserva el mismomarco de lectura abierto. Se cree que esto es
debido a que los ribosomas reconocen tanto al primer codón de i
niciación como al segundo (Pelham, H.R.B. 1979; Goldbach, R. et
al, 1981).

Las proteinas de la cápside de 37 Kd y 23 Kd se
obtienen sólo si se agregan los productos de traducción del
RNAB. Esto se debe a que el RNAB codifica una proteína que cli
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va a la proteina de 105 Kd (también a la de 95 Kd) en una de
58 Kd y en otra de 23 Kd (Franssen, H. et al, 1982). El RNAB se
traduce primeramente en una poliproteina de 200 Kd que se auto
cliva dando la proteasa de 32 Kd, la VPgy otras tres proteínas,
una de las cuales está íntimamente asociada con los complejos de
replicación y tiene un peso molecular de 110 Kd (Franssen, H. et
al, 1984b; Dorssers, L. et al, 1984). En la Figura 7 se muestra
un esquemade esta estrategia.

1.5.4.Minus: mmmgmv' algunammm
La estrategia de expresión seguida por los Poty

virus ha sido muydiscutida y existe al respecto cierta contro
versia. Se sabe que no hay producción de RNAssubgenómicos en el
transcurso de la infección (Dougherty, W.G. et a1., 1980; Doug
herty, W.G., 1983), lo que reduciría las estrategias posibles a:
a) síntesis de una poliproteína y posterior clivaje en proteinas
funcionales o b) iniciación de 1a síntesis proteica en determina
dos sitios internos independientes. Los datos obtenidos reciente
mente tienden a apoyar la primer estrategia.

El Tobacco Etch Virus (TEV), el miembro más es
tudiado del grupo, ha sido completamente secuenciado y se tienen
evidencias de que se sintetizaria una única poliproteina
(Allison, R. et al, 1986). Los productos codificados por el
genoma viral son: la VPg, la proteina de la cápside, el factor
Helper, que es un factor :uoteico que permite al virus ser
diseminado por pulgones sr las proteínas constituyentes de los
cuerpos de inclusión citoplasmáticos o "molinetes". Allison et al
(1986) postularon que una de estas proteínas de inclusión, la de
mayor tamaño (PM=54Kd), tendria propiedades similares a las de
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una RNApolimerasa-RNA dependiente de origen viral. Esto
surge de ccmparar la secuencia nucleotidica de esta putativa
proteína con las correspondientes a las respectivas replicasas de
distintos poliovirus y del CPMV(Kamer, G. et al, 1984; Franssen,
H. et al, 1984b). La secuencia codificante de la proteína de la
cápside está situada en el extremo 3' del RNA.

1-5-5.MV| rEsmmauaW't agan
1 .. MTV. 1 . J

La estrategia de traducción del Turnip Yellow
Masaje Virus (TYMV), miembro tipo del grupo de los Tymovirus, ha
sido muyestudiada. Por ensayos de traducción in vitro se obtie
nen tres proteínas de 150 Kd, 195 Kd y 210 Kd que tienen el mismo
extremo N terminal. (Benicourt, C. et al, 1978; Mellena, J.R. et
al, 1979; Morch, M.-D et al, 1982). Estas proteinas provienen de
un mecanismode "translectura" que permite saltear los codones de
terminación en fase y proseguir la traducción. Las proteínas de
195 Kd y 210 Kd son sometidas a un clivaje postraduccional dando
origen, en ambos casos, a una proteina común de 120 Kd y a otras
dos de 78 Kd y 93 Kd. Este proceso parecería ser autoproteolitico
(Benicourt, C. et al, 1979). Curiosamente la proteina de 150 Kd
no se autocliva en una de 120 Kd y otra de 30 Kd, a pesar de te
ner el sitio de clivaje correspondiente. En un paso posterior la
proteína de 120 Kd se cliva en dos proteinas, una de 82 Kd y otra
de 35 Kd. La de 82 Kd formaría parte del complejo de replicación
(Mouchés, C. et al. 1984).

El marcode lectura abierto para la poliproteína
de 210 Kd y el correspondiente a la proteina de la cápside se
superponen. Esta última proteina es traducida a partir de un

30



Introducción

mensajero subgenómico (Pley, C.W.A. et al, 1976; Benicourt, C. ev
al, 1976) que es 3' coterminal con el RNAgenómico.

1.6. REPLICACION DE LOS RNAB VIRALES

Siguiendo el modelo general de conservación de la infor
mación genética, se puede concebir que los virus vegetales a RNA
(+) pasan, durante la replicación, por un intermediario comple
mentario a DNAo a RNA.

1.6.1.Exilim-mmm
En 1970 se postuló la existencia de una RNApo

limerasa - RNAdependiente en plantas sanas (Astier, S. et el,
1971). Esta enzima seria, en la mayoría de los casos soluble,
aunque también se la ha encontrado ligada a constituyentes celu
lares. Generalmenteestá presente en tejidos jóvenes y su activi
dad es estimulada por la infección viral. Luego de purificarla,
su actividad enzimática es completamente dependiente de un RNA
molde sobre el cual se efectúa la copia. Se cree que es un monó
mero de 140 Kd y el rol que cumpliría dentro de la célula sana es
desconocido.

1.6.2. Eenlicasas

Se piensa que todos los virus vegetales contie
nen información para codificar polimerasas (replicasas) que seri
an parcialmente responsables del proceso de replicación viral. Se
cree también que dichas polimerasas deben tener algún tipo de es
pecificidad, ya que es poco probable que un RNAviral poly A(+)
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se replique del mismo modo que un RNAcon estructura tipo tRNAen
su extremo 3'. Hasta el momentose trata de meras suposiciones,
aunque se cuenta con algunos datos experimentales que las apoya
rian. Por ejemplo, la secuencia nucleotidica correspondiente a la
proteina de 87 Kd del CPMVpresenta una alta homologia con las
replicasas de dos Picornavirus, el virus de la aftosa (FMDV)y el
de la polio (Franssen, H. et al, 1984).

Por otra parte, en el caso del TYMVy del CPMV
se han logrado obtener preparaciones virales que tienen actividad
de polimerasa cuando se las separa de la actividad RNApolimera
sa-RNA dependiente (Mouches, C. et al, 1974; Dorssers, L. et al,
1984). In vitro, estas actividades enzimáticas actúan parcialmen
te. En efecto, aún asociadas al complejo de replicación, sinteti
zan únicamente cadenas de polaridad positiva en tiempos cortos.
La mismaactividad, separada del complejo de replicación, recono
ce inespecíficamente una cadena (+) comomolde y sintetiza a par
tir de ésta una cadena (-); luego no continúa, es decir, no sigue
sintetizando nuevas cadenas (+). Estas enzimas son, al menos en
parte, codificadas por el genomaviral.

Actualmente se desconoce si se necesitan dos
enzimas distintas para la síntesis de las cadenas (+) y de las
cadenas (-) o si bastaría con una sola actividad enzimática y la
producción de cada tipo de cadenas seria regulada a través del
bloqueo de las otras.

1.6.3. QrigendeleRflAssuhgenómicQs

Se han elaborado numerosas hipótesis acerca del
origen de los RNAssubgenómicos (Cornuet, P., 1987).

a. Los RNAs subgenómicos que corresponden al
extremo 3' del RNAgenómico provendrían del clivaje de la cadena
(+) del genoma.
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b. Los RNAssubgenómicos provendrian de replica
ciones internas del RNA(—) genómico, en cuyo caso las polimera
sas implicadas deberian reconocer sitios especificos en dicho
RNA.

c. La replicación de los RNAssubgenómicos se
realizaría sobre un RNAsubgenómico molde. Este caso seria análo
go al a) pero asociado con la replicación del subgenómico "mol
de"

d. El RNA subgenómico podria ser también un
producto de procesamiento) de un RNA genómico (—). Estos RNAs
subgenómicos (—) servirian de molde para la sintesis de RNAs
subgenómicos (+).

e. Los RNAs subgenómicos serian terminaciones
prematuras de la sintesis de RNAsgenómicos (+).

1.7. REPLICACION DE VIRUS A RNA DE POLARIDAD NEGATIVA

Los Rhabdovirus vegetales poseen, como caracteristica
particular, una envoltura lipoproteica que encierra una nucleo
cápside conteniendo un RNAgenómico de polaridad negativa. Tie
nen, además, una RNApolimerasa asociada al virión. Algunos
Rhabdovírus. como el Pbtato Yellow Dwarf Virus (PYDV)o el hheat
Striate Mbsaic Virus (WStMV)se multiplican tanto en la planta
como en el insecto vector. Los RNA(+) mensajeros tienen un cap
en el extremo 5' y están poliadenilados en el extremo 3’. El
orden de los genes sobre el RNA(—) genómico es:
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5' L G N NS M 3'

donde L y NS: proteínas posiblemente asociadas a la nu
cleocapside; G: glicoproteína; N: proteina asociada al RNApara
formar la nucleocápside; M: proteina de la matriz, asociada con
la envoltura (Francki, R.I.B. et al, 1981).

Los distintos mRNAs(+) son obtenidos por procesamiento
del RNA(+) transcripto en forma de policistrón. Este mismo RNA
sirve de modelo para la sintesis de las cadenas (-) genómicas que
serán encapsidadas. La polimerasa responsable de la transcripción
y 1a replicasa que sintetiza las cadenas (—), serian la misma
enzima y estaria codificada por los genes L y NS (Wagner, R.R.,
1975).

1.8. REPLICACION DE VIRUS A DNA DE DOBLE CADENA

Los Caulimovirus son un grupo de virus vegetales a DNA
doble cadena. Su genoma está compuesto por un DNAcircular de 5,1
x 103Dque presenta tres interrupciones, una en la cadena a y dos
en la cadena B complementaria (Volovitch, M.G. et al, 1978; Hull,
R. et al, 1978). La cadena (+) contiene ocho marcos de lectura a
biertos muy cercanos entre si. Cinco de estos marcos han sido a
signados a proteínas o actividades enzimáticas presentes en la
planta infectada. Dicha asignación es la siguiente (Hohn, T. et
al, 1985):
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I proteina de 38 Kd
II proteina de 18 Kd (está involucrada en la trans

misión por áfidos vectores)
III = proteina de 15 Kd
IV = proteína de 57 Kd (al madurar genera la proteina

de la cápside de 43 Kd)
V proteina de 79 Kd (posiblemente sea la trans

criptasa reversa)
VI proteina de 62 Kd (proteína del viroplasma)

Los productos correspondientes a los marcos de lectura
II, VII y VIII no se requieren para la infectividad.

Acerca del mecanismo de replicación, se tienen
evidencias experimentales sobre varios de los eventos que ocurren
(Guilley, H. et al, 1983; Hohn, T. et al, 1983; Hohn, T. et al,
1985).

1. La transcripción de DNAa RNAmensajero se efectúa
en el núcleo de la célula huésped, en minicromosomas de origen
viral que representarían la unidad de transcripción. Esta se e
fectúa con la RNApolimerasa II celular. Se sintetizan dos
productos de transcripción mayoritarios: un RNAde 35 S un poco
más largo que el genoma viral y’ un RNA de 19 S que es 3’
coterminal con el de 35 S. Estos RNAs, luego de ser
poliadenilados, pasan al citoplasma.

2. La traducción de dichos RNAsse efectúa en el cito
plasma. No se sabe si el mensajero 35 S es policistrónico o si
sintetiza una poliproteina que luego es procesada. El RNAde 19 S
codifica para la proteina VI que es el componente principal de
las inclusiones viroplásmicas.

35



Introducción

3. La sintesis del DNAviral ocurre en el citoplasma y
se realiza por medio de la transcriptasa reversa codificada por
el genomaviral (Guilley, H. et al, 1983).

4. En contraste con los Retrovirus animales, no se ha
podido observar todavía la integración del genoma completo del
CaMVen el cromosoma del huésped luego de la infección.

1.9. EL GRUPO DE LOS POTEXVIRUS

Este grupo comprende más de 14 tipos diferentes de virus
cuyas particulas son levemente flexuosas y filamentosas. Sus ge
nomas son a RNAde polaridad positiva, y la cápside está compues
ta por subunidades idénticas de una única proteína codificada por
el genomaviral.

Algunos de los aspectos en comúnde los Potexvirus, ade
másde las caracteristicas de las partículas. incluyen: estabili
dad in vitro, fácil transmisibilidad por via mecánica, ausencia
de vectores, alta concentración en las plantas y agregación de
los viriones formando cuerpos de inclusión de diversas formas.
También son buenos inmunógenos.1.9.1.

En la Tabla 1.4 se muestra una lista actualizada
de todos los miembros del grupo de los Potexvirus, asi como de
los que aún no han sido confirmados por el ICTV(International
Committee for Taxonomyof Viruses)(Purcifull, D.E. et al,, 1981;
Van Regenmortel, M.H.V., 1982; Hammond,J. et 31., 1981;
Attathom, S. et 81., 1978). Todos los virus que figuran en dicha
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mama DEL (313m2 AQEEIADOSEQB EL IQIV.

Cactus Virus X: CaVX
Cassava CommonMósaic Virus: CCMV
Clover Yellow Mbsaic Virus: ClYMV
Cymbidium Mbsaic Virus: CbeV
Daphne Virus X: DaVX
Foxtail Mbsaic Virus: FMV
HYdrangea Ringspot Virus: HyRSV
Narcissus Mbsaic Virus: NaMV
Nerine Virus X: NeVX
Papaya Mosaic Virus: PaMV
Parsley Virus 5: PalV 5
Phrsnip Virus 3: PanV 3
Espino Mbsaic Virus: PepMV
Potato Aucuba Mbsaic Virus: PoAMV
Potato Virus X: PVX
Viola Mbttle Virus: VioMV
White Clover Mbsaic Virus: WCIMV

¿Oi-"¿mmm
Artichoke Curly Dwarf Virus: ACDV
Bamboo Mósaic Virus: BoMV
Barley Virus B-1: BarB-l
Boletas Virus: BeV
Dioscorea Latent Virus: DiLV
Lily Virus: LV
Málva Veinal Necrosis Virus: MVNV
Nandina Mbsaic Virus: NMV
Negro Coffee Mosaic Virus: NCMV
Plantain Virus X: PIVX
Rhododendron Necrotic Ringspot Virus: RhNRV
Rhubarb Virus I y II: RhuV-I y II
Wineberry Latent Virus: WiLV
Zygocactus Virus: ZV
ngocactus Virus X: ZVX

TABLA 1.4

VIRUS PERTENECIENTES AL GRUPO DE LOS POTEXVIRUS
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tabla han sido encontrados en mono c> dicotiledóneas,
salvo el Boletus Virus que se descubrió en tejidos de hongos
(Huttinga, H. et 31., 1975).

1.9.2. Bauhaus (¿usadas por.los Bolsum" s

1.9.2.1. Sintomatologia

Dependiendo del virus y del huésped, las
plantas infectadas (natural o experimentalmente) tienen uno o más
de los siguientes síntomas: mosaico, moteado, clarificación de
las nervaduras, bandeado, distorsión de las hojas, atrofiamiento,
manchas anulares, necrosis y' coloración veteada en los pétalos
(Purcifull, D.E. et al., 1981). A veces, no se observan sintomas
macroscópicos en la planta infectada. En la foto de la Figura 1.8
se pueden apreciar algunos ejemplos de síntomas causados por Po
texvirus.

1.9.2.2. Localización interna: formación de cuerpos de
inclusión

No se sabe mucho acerca de 1a localización
interna de los Potex en la célula vegetal. Durante las fases tem
pranas de la infección se encuentran partículas en células de la
palisada, mesófilas y en algunas células epidérmicas. Las partí
culas virales se distribuyen en el citoplasma en forma difusa, en
agregados densos o en los llamados cuerpos X de inclusión. Estas
formas de agregación pueden llenar la mayorparte de las células,
se localizan cerca del núcleo y están compuestos, ademas de vi
rus, por ribosomas, mitocondrias y partes de reticulo endoplasmá
tico (Kozar, F.E. et al., 1969). Las particulas virales y los
cuerpos de inclusión esféricos se encuentran en los plástidos.
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FIGURA1.8: Síntomas inducidos en hojas de plantas infectadas
sistémicamente con diversos Potsxvirus. A: Mosaico producido en
trébol blanco por WClMV. B: Moteado inducido por PaMV en N.
benthamiana. C: Necrosis en hoja de orquidea producida por Cyb‘rí'v'.
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Entre los distintos tipos de cuerpos de inclusión
observados, han cobrado especial interés los cuerpos bandeados o
banded bodies, que consisten en hileras de particulas virales
alineadas en forma perpendicular a lo largo de la banda. Estos
cuerpos se encuentran en la mayoría de los miembros del grupo. En
la Figura 1.9 se muestran algunos ejemplos de estas inclusiones.

1.9.2.3. Rango de huésped: 600 especies de 38 familias
vegetales

El rango combinado de huéspedes de todos los
miembros y posibles miembros del grupo de los Potex es de aproxi
madamente 600 especies dicotiledóneas y monocotiledóneas, reuni
das en 38 familias y un basidiomycete. El rango individual es
bastante estrecho (Fenner, F., 1976).

El PVXinfecta 240 especies de 16 familias de
plantas, aunque la mitad de estas especies pertenece a la misma
familia, la de las solanáceas. Estas cifras aparentemente abarcan
muchas especies, pero el rango de huésped del PVXes chico, ya
que existen virus vegetales que infectan más de 400 especies
distribuidas en 50 familias.

1.9.2.4. Tipos de transmisión: mecánica sin vectores

Los Potexvirus se pueden transmitir mecánica
mente, por contacto entre plantas sanas y enfermas y por manipu
lación de plantas enfermas. Con respecto a los vectores natura
les, sólo se ha descripto con cierta certeza la transmisión a
través de un hongo.
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FIGURA1.9: Inclusiones características de los Potexvirus. Fila
Superior B: Microscopía electrónica de cuerpos bandeados induci
dos por ClYMV.Fila inferior A y B: Microscopias óptica y elec
trónica, respectivamente, de inolusiones laminares inducidas por
PVX. C: Microscopía óptica de los llamados banded bodíes induci
dos por PVX.
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n! Transmisión mecánica: se realiza a tra
vés de herramientas de trabajo (cuchillas, tijeras, podadoras)
contaminadas. Tambien el hecho de cultivar una determinada espe
cie, tal como la orquídea, aumenta la incidencia del virus res
pecto a la especie salvaje. El hombre es, de algún modo, un ele
mento transmisor, ya que al manipular y moverse entre plantas en
fermas en las zonas de cultivo aumenta la propagación de estos
virus.

b. Contacto planta a planta: éste es un mo
do muy común de diseminar los Potex, especialmente el PVX (de
Bokx, J.A., 1972). Este virus se ha esparcido muchomás en culti
vos de tomates que de papa por este tipo de contacto. Se ha visto
que también se puede transmitir el PVXde tubérculos brotados
infectados a sanos, contenidos en la mismabolsa.

c. Vectores: no se han encontrado vectores
naturales para los Potexvirus. Hasta ahora, únicamente se ha
descripto, con relativa certeza, la transmisión ¿1 través del
hongo Synchytrium endobioticum, ficomicete que afecta a la papa.
Las zoosporas liberadas de esporangios desarrollados en plantas
de papa infectadas con PVXfueron capaces de transmitir dicho
virus a plantas sanas (Nienhaus, F. et al., 1965). Este es el
único caso reportado en Potex, y debe ser estudiado con mayor
profundidad.

d. Elementos propagadores: Distintas partes
tomadas de plantas infectadas pueden servir comofuente propaga
dora viral, por ejemplo, propágulos vegetativos (tubérculos de
papa o cortes de mandioca)(Nienhaus, F. et a1., 1965). No hay
propagación del PVX a 'través de semilla 'verdadera. Tampocc>se
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considera este tipo de transmisión para el resto de los Potex,
debido a que los valores obtenidos han sido inferiores al 1%. Es
tos virus también pueden ser transmitidos a través de injertos de
partes de la planta infectada. Este método es usado a veces como
forma eficaz de propagación viral. Es el único modoen que se pu
do propagar el Rhododendron Necrotic Ringspot Virus (Coyier, D.L.
et 81., 1977).

1.9.3.¿Mim delosmi
Todos los miembros del grupo poseen partículas

filamentosas y flexuosas. Mediante microscopía electrónica, se
determinaron valores de longitud que oscilaban entre los 480 y
580 nm (Harrison, B.D. et al, 1971; Koenig, R. et al, 1978), y
diámetros comprendidos entre los 11 y 13 nm (Brandes, J. et al,
1965; Varma, A. et 81., 1968). Estos últimos autores también de
terminaron que los Potex tienen simetría helicoidal y que el paso
de la hélice es de 3,4 a 3,7 nm.

Por estudios de difracción de rayos X se confir
móel tipo de simetría y se calcularon valores de paso de hélice
de 3,5 a 3,6 nm para el NaMV(Tollin, P. et 81., 1968), 3,25 nm
para el WClMV(Wilson, H.R. et al, 1978), 3,4 nm para el NaVXy
el CbeV y 3,5 nm para el VioMVy el CaVX (Richardson, J.F. et
a1., 1981).

Se ha determinado con suma precisión el número
de subunidades proteicas que forman cada giro helicoidal. En e
fecto, también por difracción de rayos X, se han calculado los
parámetros físicoquimicos de la estructura de diez miembros del
grupo de los Potexvirus y se llegó a los siguientes valores
(Tollin, P. et 31., 1975; Tollin, P. et a1., 1980; Bancroft, J.B.
et 81., 1980; Richardson, J.F. et al., 1981):
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No. de subunidades proteicas
Potexvirus por giro helicoidal

PaMV 8 3/4

CbeV e 4/5
FTV 8 4/5

NaMV 8 4/5

WClMV 8 4/5

VioMV 3 5/6

CaVX 8 5/7

PVX 8 7/8

NeVX e 9/10

ClYMV e 3/11

En la Figura 1.10 se muestra un dibujo esquema
tico de la distribución de las subunidades proteicas que confor
man1a simetría helicoidal de los Potexvirus.1.9.4.

Las particulas virales sedimentan como un único
componente con un coeficiente de sedimentación de 118 a 121 S
(Bercks, R., 1970; Hiebert, E., 1970).

El genoma consiste en una única molécula de RNA
de polaridad positiva. Su PMoscila entre los 2,1 a 2,6x103D y
constituye el 5 al 7%del peso de la partícula. El coeficiente de
sedimentación para los RNAs del PaMVy el EMVes de aproximada
mente 32 S (Hiebert, E., 1970; Paulsen. A.Q. et a1., 1977). Se ha
observado que el RNAaislado de Potex retiene cierta infectividad
(Hiebert, E., 1970; Koenig, R., 1977; Hill, J.H. et al., 1977).
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FIGURA1.10: Diseño esquemático de la distribución espacial de
las subunidades proteica-15 que conforman la Cápside viral de los
Potexvirus. De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: con
formación de 83/4, 84/5, 85/5, 85/7, 87/3, 89/10 y 83/11 subuni—
dades por giro helicoidal.
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La cápside está compuesta por un único tipo de subunidad
proteica cuyo peso molecular varia de acuerdo al miembro del
grupo y' oscila entre los 18 y 26 Kd. Estas proteinas han
demostrado ser antigénicas, aunque con ciertas variaciones debi
das, principalmente, a la cepa y a degradaciones producidas du
rante su purificación.

1.9.5. Esimciunanuglmmisa: Cazuelextremg 5' 1
P_Q_.Li(A)andanzas: Q'

En 1978, se determinó la existencia de una es
tructura tipo cap en el extremo 5' de los RNAsde PaMV(AbouHai
dar, M. et a1., 1978) y el PVX (Sonenberg, N. et a1, 1978). Di
chos estudios se realizaron por medio de metilaciones in vitro y
dieron comoresultado la siguiente estructura en dicho extremo:

m7GpppGpAp. . . . .. donde

m = grupo metilo en la posición 7 de la guanosina
ppp = enlace trifosfato poco usual

Se desconoce la función exacta de esta estructu
ra, pero se cree que serviría de protección contra diversas nu
cleasas. Por secuenciación directa sobre el RNAse determinaron
las primeras 42 bases del PVX (Morozov, S.Yu. et a1., 1981), y
los 138 primeros nucleótidos del extremo 5' del PaMV(Lok, S. et
a1., 1986).

Con respecto al extremo 3', Sonenberg et al.
(1978), publicaron un trabajo donde afirmaban que el RNA‘de PVX
era poliA (-). Dichos investigadores observaron que el RNAde es
te Potex no era retenido a1 ser cromatografiado a través de co
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lumnas de poly U-Sepharosa. Esta creencia se mantuvo en vigencia
por muchos años, a pesar que ya en 1981 Morozov et al. habían de
mostraron lo contrario. En efecto, cromatografiando RNAde PVXen
columnas de oligo dT-celulosa y por sintesis de primeras cadenas
de cDNAcon primers de oligo dT12-13 comprobaron que dicho RNAe
ra poliA (+) (Morozov, S.Yu. et a1., 1981). El hecho de que este
trabajo fuese publicado en su idioma y país de origen contribuyó
a que muchos investigadores no lo conocieran. En los últimos años
se ha generalizado el concepto de que todos los Potexvirus tienen
poliadenilado el extremo 3' de su RNAgenómico. Similares resul
tados fueron reportados para el PaMV(AbouHaidar, M.G. et a1.,
1984) y para el DVX(Guilford, P.J. et 81., 1986).

1.9.6. Larelacionácidonucleimteína

El mecanismo de ensamblado de los Potexvirus, y
de los virus helicoidales en general, ha sido uno de los eventos
que más ha interesado a los investigadores.

En el caso del TMV,varios grupos determinaron
que el sitio de reconstitución de la cepa comúnestaba situado
entre 800 sr 1000 nucleótidos antes del extremo 3' del RNA
(Zimmern, D. et al., 1976; Lebeurier, G. et 81., 1977; Otsuki, Y.
et 4a1., 1977). En 1980, Fukuda et a1., estudiando dos cepas
distintas del TMV(una de tomate y otra de garbanzo),
determinaron que el mecanismo, básicamente, es universal para
todo TMV,es decir, es bidireccional y la zona de encapsidación
está en la región 3'. La bidireccionalidad del ensamblado es un
mecanismo en dos etapas. La primera abarca la elongación desde la
zona 3' hacia la zona 5', y es rápida (tarda de 5 a 7 minutos) y
la otra etapa es mucho más lenta. (Fukuda, M. et a1., 1986). El
sitio exacto de la encapsidación varía con la cepa, en el caso de
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la de tomate está aproximadamente a 800 nucleótidos del extremo
3', y en la del garbanzo a sólo 320 nucleótidos. Por otra parte,
se sabe que la proteina de cubierta del TMVes traducida a partir
de un RNAmensajero subgenómico (sngNA) que corresponde a los
últimos 700 nucleótidos del extremo 3'. El sngNA correspondiente
a la cepa de garbanzo es encapsidado 111 Vivo en forma de
partículas helicoidales cortas, mientras que el sngNA de las ce
pas comunes no lo es (Higgins, T.J.V. et a1., 1976; Burening, G.
et al., 1976). Esta diferencia es explicada y demostrada por el
hecho de que el sngNA de la cepa de garbanzo tiene el sitio de
iniciación del ensamblado, mientras que las otras cepas no lo po
seen.

En el caso de los Potex, se ha estudiado mucho
el ensamblado del PaMV(Erickson, J.H. et al., 1978a; Erickson,
J.w. et 81., 1978b; AbouHaidar, M. et a1., 1978; Erickson, J.W.
et 81., 19780; AbouHaidar, M.G. et a1., 1984; Lok, S. et al.,
1986) y en menor escala el del PVX(Kaftanova, A.S. et a1., 1975;
Goodman, R.M., 1975a; Goodman, R.M. et 81., 1975b). Para ambos
virus, el mecanismoes, en general, el mismo. Es decir, el ensam
blado comienza en el extremo 5' y se elonga unidireccionalmente
hacia el extremo 3'.

Erickson et al. determinaron las condiciones óp
timas para la reconstitución de partículas virales de PaMVa par
tir de RNAy proteinas del mismo virus. Dichas condiciones son:
pH 8,0, 25°C de temperatura de reacción y relación de proteinas a
RNA= 20 1. Postulan la existencia de dos fases energéticamente
diferentes: una primera fase de iniciación de la hélice y una se
gunda de elongación de la misma. La primera fase ocurre en un am
plio rango de temperatura (entre 0°C y 25°C), pero la segunda só
lo ocurre a temperaturas mayores de 25°C. Aprovechando esta de
pendencia, trabajaron a bajas temperaturas para tener sólo com
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plejos de iniciación, analizando asi la estructura del extremo 5'
y comparándola con el sitio de iniciación de la encapsidación del
TMV.La reconstitución a pH 8,0, empleando proteínas aisladas de
PaMV, dio como producto partículas tubulares con el RNAgenómico
del mismo virus o de virus muy relacionados (por ejemplo, ClYMV),
obteniéndose resultados negativos con RNAde virus no relaciona
dos. Es decir, a pH 8,0 el ensamblado es especifico. Si se traba
ja a valores de pH más bajos, la reconstitución es inespecífica.
Este efecto podría deberse a una mediación de uniones carboxilo
carboxilo.

En un trabajo de Lok et al., a través de la de
terminación de la secuencia nucleotídica del extremo 5' del RNA
del PaMV,se realiza un análisis muy interesante sobre el meca
nismo molecular de la encapsidación. Estos autores encuentran se
cuencias pentaméricas muyparecidas, repetidas ocho veces conse
cutivas; dichos pentámeros tienen la siguiente composición:

A1 A2 Cz

Ge Ce A8 A8 Aa

U1

donde los subindices representan las veces que
aparece dicha base en el pentámero.

El estado de agregación de la proteina que dará
lugar a la protohélice consiste en un doble disco de coeficiente
de sedimentación de 14 S que tiene 14 subunidades proteicas en
total. En el virión nativo hay 8 3/4 subunidades por vuelta de
hélice y cada subunidad interactúa con 5 nucleótidos. Esto indi
caría que cada uno de los ocho pentámeros repetidos interactuaria
con cada subunidad proteica. La primera capa de este doble disco
estaria agregada sin RNA,entre ambas capas quedaria encerrado el
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cap y en la segunda se ensamblaria el RNAcon las subunidades
proteicas. Este doble disco de proteinas con RNAforma la llamada
protohélice y conformaría una estructura protectora del extremo
5' del RNAdel virión naciente. En la Figura 1.11 se esquematiza
la putativa protohélice del PaMV.

Se han reportado trabajos, no tan profundos, de
reconstitución para el ClYMV(Bancroft, J.B. et a1., 1979) y el
NaMV(Robinson, D.J. et a1., 1975). En este último, las particu
las reconstituidas tienen el mismodiámetro que el virión, pero
resultaron ser más largas, probablemente debido a agregaciones i
nespecíficas.

Los trabajos de reconstitución in vitro para el
PVXmuestran un cierto requerimiento del RNApara que la proteina
se ensamble y se elongue. Estos son trabajos algo antiguos donde
no se ahonda en los mecanismos que estarian involucrados a nivel
molecular.

1.9.7. Estrategiasdatradmiánxmlimmn

1.9.7.a. Replicación

Se desconocen los eventos precisos que ocu
rren en la replicación de los distintos virus del grupo. Se han
reportado algunos hechos característicos aislados que estarían
relacionados con dicho mecanismo. Por ejemplo:

—Atabekov (1975) determinó que el rango de
huésped lo daría el RNA, ya que un hibrido de RNAde PVXcon pro
teínas de CUcumberVirus‘4 (del grupo de los Tobamovirus) infecta
Nicotiana glutinosa (huésped natural del PVXpero no del CuV4)y
no infecta plantas de pepino (huésped para el CuV4y no para el
PVX).
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FIGURA1.11: Diseño esquemático de la formación de la protohélice
en el PaMV.
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- La producción de PVXen protoplastos de tabaco es
inhibida por cicloheximida y no por cloranfenicol (Otsuki, Y. et
81., 1974). Esto indicaria que el mecanismo de replicación
emplearia ribosomas citoplasmáticos y no cloroplásticos.

- El RNAde ClYMVse sintetizaria en el nucleolo (Smith,
S.H. et al., 1965; de Zoeten, G.A. et a1., 1967).

1.9.7.b. Traducción

A lo largo de estos últimos años se han ido
acumulando datos tendientes a. dilucidar la estrategia de
traducción de los Potexvirus. Se ha intentado, con relativo
éxito, proponer un único mecanismo para todos los miembros del
grupo. En la mayoría de los Potex estudiados, como ser el PVX, el
NaMV, el ClYMV, el DVX, el EMV, el VioMV y el PaMV, se han
encontrado algunos elementos comunes a ‘todos. Por ejemplo, se
sabe que tienen un RNAgenómico de polaridad positiva que puede
codificar un polipéptido grande (de 150 a 182 Kd), no estructural
y que no es :uecursor de la proteina de la cápside. Este RNA
jugaría un rol en la replicación viral, ya que podria codificar
alguna polimerasa u otra enzima de función similar, aunque hasta
el momentono se ha descripto ninguna.

También se encuentran, por traducción in vi
tro, un número grande de polipéptidos de tamaño más pequeño, que
están relacionados en su secuencia primaria con el polipéptido
más grande. Se supone que son productos incompletos de la
traducción, realizada en el mismomarco de lectura abierto, pro
ducidos por pausamientos en la elongación del polipéptido grande.
Esto podria deberse a detenciones de los ribosomas en determina
dos codones, con o sin liberación del péptido naciente. No se
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sabe si este efecto es debido a estructuras secundarias del RNA
genómico, a falta o escasez de determinados RNAsde transferen
cia, o a otros factores.

El punto de más controversia se centra en el
mecanismode expresión de la proteina de cubierta.

En 1978, Ricciardi et al., obtuvieron por en
sayos de traducción in Vitro con extractos de germen de trigo y
RNAaislado de PVX, varios productos, siendo el mayoritario un
polipéptido de 110 Kd. Utilizando el sistema de traducción de re
ticulocitos de conejo, obtuvieron un perfil similar al anterior,
pero de menor peso molecular. En ninguno de los dos casos obtu
vieron un producto correspondiente a la proteína de cubierta
(Ricciardi, R.P. et a1., 1978). En 1980, Wodnar-Filipowioz et
a1., arribaron a resultados similares, con la diferencia de que
los productos mayoritarios tenian pesos moleculares de 180 y
145 Kd (Wodnar-Filipowicz et a1., 1980). Estos autores sugirieron
ya que la proteina de cubierta era traducida a partir de un men
sajero subgenómico como en el caso del TMVy el TYMV(Hunter, A.
R. et al., 1976; Klein, C. et al., 1976; PleiJ, C.W.A. et a1.,
1976). Recién en 1987, DolJa, V.V. et a1., reportaron la
presencia de LM]RNA mensajero subgenómico (sngNA)
correspondiente a la proteina de cubierta. Los autores de este
trabajo aislaron RNAde PVXde varias fuentes de partículas
virales purificadas, de plantas infectadas, poli(A)(+) de plantas
infectadas, etc. y lx) hibridaron con una sonda de DNA
correspondiente a la zona 5' codogénica de la proteína de
cubierta. Detectaron, además del gRNA, seis RNAs subgenómicos
poliadenilados. Uno de ellos, de 0,9 Kb, contendría la secuencia
correspondiente a la proteina de cubierta (DolJa, V.V. et alH
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1987). Todas estas evidencias indicarian que, en el caso del PVX,
la proteina de la cápside se sintetizaria a partir de un sngNA y
no del gRNA. No se han. detectado in tdvo sngNAs de PVX
encapsidados.

Hasta el momento no se han obtenido sngNAs
activos para traducción in Vitro a partir de particulas virales
de VioMV y FMV(Bendena, W.G. et a1., 1986).

En 1985, Bendena, W.G. et al. obtuvieron por
traducción in vitro de RNAgenómico de PaMV, tres polipéptidos
mayoritarios de 155 Kd, 73 Kd y 22 Kd. Este último correspondería
a la proteina de cubierta, mientras los otros dos tenian el mismo
origen 5' pero no comprendian la secuencia del de 22 Kd. La apa
rición de un sngNA activo a partir del gRNAse podria explicar
por la presencia, durante la purificación, de nucleasas que cor
tarian el gRNA, generando un fragmento de RNAque mimificaria al
sngNA verdadero. El hecho de que esto no ocurra con otros Potex,
podria deberse a que los putativos fragmentos generados en las
purificaciones no serian similares a los reales (Bendena, W.G.et
31., 1985).

Resultados similares fueron obtenidos para el
ClYMV(Bendena, W.G. et 81., 1986), aunque al año siguiente el
mismo grupo consiguió clonar el RNAgenómico de este virus y, sin
secuenciarlo, caracterizó los clones correspondientes a la zona
del extremo 3' del genomapor ensayos de arresto de la traducción
de RNApolisomal (Bendena, W.G. et a1., 1987). Con dichos clones
encontraron dos sngNAs 3'coterminales en plantas infectadas con
el ClYMV.Uno de estos mensajeros subgenómicos, por traducción in
Vitro da como producto la proteina de cubierta. También consi
guieron detectar muypequeñas cantidades de este sngNA encapsi
dadas.
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El NaMVpresenta, normalmente, dos poblacio
nes de particulas, una grande que contiene al gRNAy otra más pe
queña correspondiente al sngNA de la proteina de cubierta. Se
postuló, en base a los resultados obtenidos por ensayos de tra
ducción in vitro, que dicha proteina sólo provendría del mensaje
ro subgenómico y no del genómico. De este modo, las particulas
chicas serian necesarias para la infección por el NaMVy dentro
del grupo de los Potexvirus, habría distintas estrategias de tra
ducción (Short, M.N. et al., 1983). Tres años más tarde, Mackie,
G.A. et al., probaron lo contrario. En efecto, si lo afirmado an
teriormente era cierto, implicaría que las particulas largas se
rían infecciosas, pero su progenie no podría encapsidarse y tam
poco transferirse. Así, estos autores fraccionaron por tamaño las
partículas de dos cepas distintas de NaMVy observaron que, en el
100%de los casos, las particulas largas de ambas cepas eran in
fectivas, así comosu progenie. Por lo tanto, in vivo, las parti
culas grandes codificaban todas las funciones virales. El mismo
grupo corroboró estas observaciones por medio de ensayos de hi
bridación de RNAde particulas cortas y largas con sondas de cDNA
de particulas cortas, obteniendo resultados positivos. También
hicieron ensayos de traducción in vitro e inmunoprecipitaciones
con antisueros específicos de la proteina de cubierta, confirman
do todo lo anteriormente expuesto. Se concluye entonces que el
NaMVsigue la misma estrategia de expresión de la proteina de la
cápside que el resto de los Potexvirus estudiados y que la dife
rencia estriba en que el sngNA de este virus es encapsidado en
grandes cantidades (Mackie, G.A. et al., 1986).

El DVXseguiría un mecanismo de traducción
para su proteina de cubierta muy similar al PVX.Se detectaron
cinco sngNAs de 4.9, 4.0, 2.1, 1.4 y 0.8 kb a partir de RNAde
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N. Clevelandii infectada con este virus. La totalidad de estos
mensajeros estaba poliadenilada. Se tradujo en un sistema de re
ticulocitos de conejo y por inmunoprecipitación con antisuero an
tiDVX se identificó al sngNA de 0.8 kb como el portador de la
secuencia de la proteína de la cápside. Dicha proteína. de 26 Kd,
no se obtuvo por traducción in vitro, a partir de gRNA; en
cambio, se obtuvo una proteína grande de 160 Kd y otros productos
menores (Guilford, P.J. et al., 1986).

1.10. VIRUS DE LA PAPA X

1.10.1. Generalidades

El virus de la Papa X (fbtato Virus X) es el
miembro tipo del grupo de los Potexvirus. Fue descripto por pri
mera vez en 1931 (Smith, A.M., 1931). Es conocido también por o
tros nombres: fbtato Latent Virus, Pbtato Mbttle Virus, fbtato
Interveinal .Mosaic Virus, TobaccxaRingspot Virus, Up-to-date
Streak Virus, fbtato Virus B, Pbtato Virus D, Healthy Potato Vi
rus y Pbtato Mild Mbsaic Virus.

Está distribuido en todas partes del mundodonde
hay cultivos de papa. Es filamentoso y flexuoso y su criptograma
es: R/1:2,1/6:E/E:S/(Fu)

donde

= genoma a RNA
- monocatenario

,1 = peso molecular del RNA= 2,1x105D
= porcentaje de la masa del genomarespecto a la masa total

ONH’JU

l

de la partícula
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E = partícula y nucleocápside longitudinales, paralelas y de
extremos no redondeados

S = infecta la semilla
(Fu) = transmitido posiblemente por un hongo.

1.10.2.mana].
a. Propiedades físicas y arquitectura del virus:

En la Tabla 1.5 se detallan todos los paráme
tros estructurales y fisicoquímicos del PVX.Este virus tiene un
peso molecular de aproximadamente 35x103Dy un coeficiente de se
dimentación de 117.7 S. Su genoma a RNAconstituye el 6% de la
masa de la partícula, mientras que el 94%restante está consti
tuido por proteína. Su coeficiente de extinción es de 2.97. Tiene
515 nm, aproximadamente, de largo y su diámetro es de 13 nm. Se
ha detectado por microscopía electrónica un canal central de
3.0 nm de ancho.

b. Composiciónquimica y estructura nucleotídica

El genoma, al igual que todos los Potexvirus,
es a RNAsimple cadena de polaridad positiva. Tiene una estructu
ra tipo cap en el extremo 5' (Sonenberg, U. et a1., 1978) y po
li(A) en el 3' (Morozov, S.Yu. et 81., 1981). Se ha reportado la
secuencia nucleotídica de las primeras 43 bases del extremo 5'
(Morozov, S.Yu. et 31., 1981) y de aproximadamente 1300 nucleóti
dos del extremo 3' de una cepa europea. Esta secuencia incluye la
correspondiente a la proteina de la cápside viral, la que com
prende 237 aminoácidos.
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EARIIQDLA_!IRAL

largo 515 nm
diámetro 13 nm
paso de hélice 3,4 nm
peso molecular 35x103Dcomposlclon:
RNA 6%
proteína 94%
lípido 0%
azúcar 0%
punto isoeléctrico pH4,4
coeficiente de sedimentación 117,7 S
DOZBOnm(lmg/ml, lcm) 2,97
DO 260/280 1,20

ERQIEIHA

peso molecular 3,0x104D
no. subunidades/giro helicoidal 8 7/8

peso molecular
porcentaje molar de nucleótidos
estructura 5’
estructura 3'

2.1x105D
G21,8;A34,
m7GpPPGpA
poli(A)

3;C22,8; 021,3

TABLA 1.5
PARAHETROS MOLECULARES DEL VIRUS DE LA PAPA X (PVX)
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c. Mecanismo de ensamblado

El modelo de ensamblado propuesto para el PVX
ha sido descripto en la sección 1.9.6. de este capitulo.

Brevemente, se formaría una doble hélice pro
teica que encerraría al extremo 5' del RNAconstituyendo la pro
tohélice y se elongaría unidireccionalmente hacia el extremo 3'
(Kaftanova, A.S. et 81., 1975; Goodman, R.M., 1976; Goodman, R.M.
et a1., 1975).

1.10.3. Cenas de 21X

Se distinguen varias variantes menores, general
mente por los sintomas que dan en tabaco. Las cepas están dividi
das en cuatro grupos, de acuerdo a su serologia (Matthews, R.E.F.
1949), en otros cuatro grupos según sea la infectividad en dife
rentes variedades de papa (Cockerham, G., 1955), o en otros tres
grupos de acuerdo a sus puntos de inactivación térmica (Kóhler,
E., 1962).

1.10.4. Sintgmatglggia en plantas de pana

1.10.4.a. Síntomas externos

Los síntomas causados por el PVXvarian mucho
con el tipo de cultivo y la cepa viral. Antiguamente, los culti
vos eran afectados casi en un 100%y sólo muy pocas plantas con
seguían sobrevivir. Se pensaba que éstas eran sanas, pero se vio
que su rendimiento disminuía en un 10 a un 25% (Harrison, B.D.,
1971; Hoyman, W.G., 1964; Munro, J., 1961; Murphy, H.J. et ¿J.,
1966; Rich, A.E., 1977; Teri, J.M. et 81., 1977; Wright, N.S.,
1970).
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En condiciones cálidas y nubladas, se desa
rrolla un moteado leve en las plantas asintomáticas, que desapa
rece o es enmascarado en días muysoleados. En general, los sín
tomas varian desde un estado de latencia completa hasta la apari
ción de severas estrías necróticas. Comúnmente.causa mosaico
suave en papa, mosaico y empequeñecimiento en tomate y moteado o
anillos necróticos en tabaco. En asociación con el PVYcausa el
denominado "mosaico rugoso" de la papa, de sintomas muy severos.

1.10.4.b. Localización interna

En la sección 1.9.2.2. de este capítulo se ha
descripto la localización interna del PVXy los distintos estados
de agregación en que se lo ha encontrado. Se han observado dis
tribuciones difusas o en forma de agregados densos en el cito
plasma de la célula vegetal; cuerpos X de inclusión cerca del nú
cleo y cuerpos bandeados formados por alineaciones virales tam
bién en citoplasma.

1.10.5. Rango.ds: huísgad

El rango natural de huésped es la papa y el to
mate. Causa el llamado "doble Virus streak" del tomate en combi
nación con el TMV(Smith, K.M., 1972).

Los huéspedes experimentales abarcan unas 15 fa
milias de angiospermas entre las que se cuentan: Aficotiana
Tabacum, N. glutinosa, Datura stramonium, Solanum dulcamara, S.
nigrum, Hyoscyamus niger, Cyphomandra betacea, ¡btunia 5p.,
Trifolium incarnatum y otras. Nuevamente, los síntomas varian con
la cepa de PVXy el cultivo.

Para diagnóstico se utilizan comúnmenteDatura
stramonium, Gomphrena globosa y (Menopodium amaranticolor. Los
síntomas que produce en estas plantas son los siguientes:
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D. stramonium: moteado sistemico
G. globosa: lesiones locales necróticas muydistintivas en 4 a 5
días
C. amaranticolor: lesiones cloróticas, necróticas o manchasanu
lares.

G. globosa es una de las plantas más utilizada
para diagnóstico debido a que es fácil de cultivar y el tipo de
lesiones que da permite cuantificar el virus (Harrison, B.D.,
1971).

1.10.6. 12129de mmm

El PVXse transmite muy fácilmente a través de
jugo de hojas o de tubérculos infectados. También por elementos
mecánicos utilizados en el cultivo, por contacto entre brotes,
hojas o raices (Roberts, F.M., 1946; Manzer, F.E. et a1., 1961).
Existe alguna evidencia de que podria transmitirse por langostas
(Walters, H.J., 1952). También se reportó la transmisión de este
virus por esporas del hongo ¡Synchytrium endobioticum (Nienhaus,
F., 1965). No se transmite por semilla verdadera.

1.10.7.Magia

El PVXes serológicamente activo. Se prepara an
tisuero inoculando conejos por via intramuscular con jugo de
planta clarificado por calentamiento y adyuvante. El ensayo de a
glutinación de látex es el más utilizado por ser rápido, confia
ble y sensible (Wright, N.S. et al., 1977). Es usado rutinaria
mente para la certificación de semillas libres de PVX.

El virus en jugo tiene un punto de precipitación
final de 1/5000 y el punto de inactivación térmica está entre
70°C y 76°C (Fribourg, C.E., 1975). El punto de dilución final
está entre 1:10-5 y 1:10-6.
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1.10.8. Control

Ante la aparición de los primeros sintomas de
infección con PVX, se puede controlar la virosis por producción
de nuevos cultivos a partir de semilla verdadera, aunque es real
mente dificil mantener provisiones libres de este virus (Rich.
A.E., 1983). El control sanitario es muyimportante. Las plantas
deben ser cultivadas de pequeñas y se deben usar equipos aéreos
de fumigación para disminuir las posibilidades de transmisión.

Se han obtenido clones libres de PVXa partir de
cultivos de yemaapical de plantas infectadas y/o inactivadas por
calor (MacDonald, D.M., 1973; Rich, A.E., 1969; Stace-Smith, R.
et al., 1968; Wright, N.S. et a1., 1976). Se ha reportado inmuni
dad. a PVX en semillas de papa de las especies 841956, Saco,
Saphir y Tawa (Peterson, C.E. et a1., 1958; Wetter, C. 1961).

1.10.9. Estrategias denenligagiánx traduccion

1.10.9.a. Estrategias de traducción

En la sección 1.9.7. se ha discutido exhaus
tivamente el mecanismo de traducción que tendrian el PVXy los
Potexvirus en general. De acuerdo a los datos obtenidos hasta la
fecha, es altamente probable que la traducción de la proteína de
la cápside del PVXse realice a través de un mensajero subgenómi
co. Se han detectado mensajeros subgenómicos jpoliadenilados a
partir de RNAde plantas de Datura stramonium infectadas con PVX
(Dolja, V.V. et al., 1987). Uno de estos mensajeros, de 0.9 kb,
correspondería a la proteina de la cápside, de acuerdo a los re
sultados obtenidos por hibridación con una sonda de cDNAconte
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niendo el extremo 5' de la secuencia correspondiente a dicha pro
teina. Los autores no hicieron experimentos de traducción in v1
tro para confirmar estos datos.

1.10.9.b. Estrategias de replicación

Comose ha remarcado anteriormente, no exis
ten muchas evidencias acerca del mecanismode replicación de los
Potexvirus. Es lógico suponer que una vez que el virus penetró en
el interior de la célula, se desnuda y replica su RNAgenómico,
de polaridad positiva, en un cierto númerode cadenas negativas.
Se desconoce la naturaleza de la replicasa que catalizaría dicha
reacción.A partir de las cadenas negativas, se sintetizarían nue
vas cadenas genómicas positivas que deben encapsidarse para for
mar la progenie viral. Las subunidades proteicas que, junto al
RNA(+)dan origen a la nucleocápside, serían traducidas a partir
de un mensajero subgenómico. Aún no se ha podido determinar si
dicho sngNA es generado a partir de una cadena de gRNA(-), de u
na de ¿RNA(+) o de otros mensajeros subgenómicos.

Dolja, V.V. et al. (1987) han encontrado in
termediarios de replicación de doble cadena de tamaños correspon
dientes al gRNAy a distintos sngNAs. Del análisis estructural
que hacen, existirian evidencias indirectas que indican que los
sngNAs doble cadena no podrían generar nuevos mensajeros subge
nómicos. Todos los intermediarios de replicación encontrados te
nian el extremo 3'(+) poliadenilado y el correspondiente tracto
de poli(U) en la cadena complementaria (Dolja, V.V., 1987). De
todas maneras, estos resultados son preliminares y el tema debe
estudiarse más profundamente para postular un modelo más preciso
del mecanismode replicación.
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2. QBiEIlLQfiDELIBABAJQDEIEfiIfi

El objetivo principal de la presente Tesis ha sido el estu
dio de la estructura genómica del Virus de la Papa X (PVX) en
términos de la secuencia nucleotídica de su RNAconstitutivo, lo
que resulta fundamental para iniciar el estudio de la estrategia
de replicación y de otros aspectos de la biologia molecular de
este patógeno. Se hizo énfasis especial en dilucidar la estructu
ra de la región 3' del genoma viral. cuyo conocimiento resulta
imprescindible para implementardiversas estrategias de resisten
cia antiviral por construcción de plantas transgénicas.

Un segundo objetivo ha sido la obtención de secuencias de
cDNAa ser empleadas específicamente en el diagnóstico y cuanti
ficación del virus por técnicas de hibridación molecular. Este
aspecto incluyó la búsqueda de secuencias capaces de diferenciar
específicamente entre las distintas cepas de PVX.





CEPAS BACTERIANAS

En el transcurso de este trabajo se usaron las siguien
tes cepas bacterianas:

Hfilgl: F-, hstZO (r3, mi), recA13, ara-14, proA2, lac Yl, gal
K2, rps L20 (Smr), xyl-S, mtl-l, supE44, X

¿ulglz recA+ (supE, thil, StrA, {F', traD36, proAB, lacIQ,
lacAZMlS}

flflfizz: recA+ (SupE, 'thil, A (lac-proAB), hsd5, {F', proAB,
lacIQ), lac AZM15}

3.2. MEDIOS DE CULTIVO

Medig LB: (para 1 1)
Bacto-triptona (DIFCO) 10 g
Extracto de levadura (DIFCO) 5 g
NaCl 10 g

llevar a pH 7.2 con NaOH 10 N

Midis:Lkám:
Agregar 15 g/l de Bacto-ágar (DIFCO)

nadia LB;ágar blanda (LB;LQE)I
Agregar 7 g/l de Bacto-ágar (DIFCO)

Midis; XI 221: (para 1 1)

Bacto-triptona (DIFCO) 16 g
Extracto de levadura (DIFCO) 1o g
NaCl 10 g
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nadia XI lx: (para 1 l)
Bacto-triptona (DIFCO)
Extracto de levadura (DIFCO)
NaCl

nadia SQB: (para 1 l)
Bacto-triptona (DIFCO)
Extracto de levadura
NaCl

KCl

MgClz

MgSO4

Madig SQQI (para 1 1)

Materiales y Métodos

20 g

.58 g

.19 g

NNOOOï [DUO

Agregar 3,6 g/l de glucosa al medio SOB

3.3. REACTIVOS

Ficoll
Oligo dT12-1a
Polietilenglicol
Polivinilpirrolidona
Seroalbúmina bovina
Hepes
Tris-base
Lisozima
Bromuro de Etidio
DNAde timo de ternera
Deoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

68



Espermidina
CaClz
Pipes
IPTG

MOPS

Tris-base grado enzimático
Complejo de Vanadyl ribonucleósidos
X-Gal
DNAligasa de fago T4
Polinucleótido quinasa
Agarosa
a Bethesda Research Laboratories

Acrilamida
Bisacrilamida
Fenol
Urea

Formamida
Formaldehido

RNAsin

Enzima de Klenow

Sephadex G-50
Sephacryl 8-300
Primer universal para M13
Randomhexanucleotides primers
Dideoxinucleótidos
Enzima de Klenow

Materiales y Métodos

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

BRLa

BRL

BRL

BRL

BRL

BRL

IBI
IBI
IBI
IBI

Merck
Merck

Promega Biolabs
Promega Biolabs

Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
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Oligo dT12-1s

DTT

Ribonucleasa H

SDS

Biogel P2

DNApolimerasa I
DNAsa I

Película radiográfica Hyperfilm

Matriz de sílica y soluciones de lavado
(Gene Clean)

Membranasde diálisis

DNApolimerasa de fago T7 y soluciones
(SEQUENASE)

Papel de filtro 3MM

Película radiográfica Curix RPl

Membrana de nylon (Gene Screen)
Precursores radioactivos (a32PdATP,

dCTP, dGTP, X32PdATP y a35SdATP)

Película fotográfica 667

Materiales y Métodos

Pharmacia

Boheringher
Boheringher

Mallinckrodt

Bio-Rad

Amersham
Amersham

Amersham

BIO 101, Inc.

Arthur Thomas

U.S. Biochemical

Whatman

AGFA

DuPont (New
England Nuclear)

Polaroid
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Bacto-ágar DIFCO
Bacto-triptona DIFCO
Extracto de levadura DIFCO
Membranade nitrocelulosa Schleicher & Schüll

Ribonucleasa A Worthington

Las enzimas de restricción se obtuvieron de las siguien
tes fuentes comerciales: BRL, Pharmacia, New England Biolabs,
Promega, y otras.



4.1. CEPA VIRAL

La cepa de virus de papa X empleada fue la denominada
PVXc, aislada y caracterizada en el Centro Internacional de la
Papa (Lima-Perú).

4.2. PROPAGACION DEL PVX

Esta etapa se desarrolló en la Estación Experimental Re
gional del INTA-Balcarce y en el PROFIVA-Córdoba(Programa de Fi
tovirología Aplicada).

El virus se inoculó mecánicamente en hojas de plantas
jóvenes de Nicotiana glutinosa. Al cabo de 3 a 5 semanas, de a
cuerdo con los síntomas de infección observados, se cosecharon
las hojas infectadas congelándose inmediatamente.

4.3. PURIFICACION DEL PVX

Las preparaciones se hicieron a partir de una cantidad
aproximada de 150 g de hojas infectadas. Durante todo el procesa
miento se trabajó a temperaturas entre 0°C y 4°C, salvo que se
indique lo contrario.

Las hojas se cortaron y homogeneizaron en un procesador de
alimentos con buffer de homogeneización (KH2P04 0.5 M, EDTA
(pH 8.0) 5 mM,B-mercaptoetanol 0.2%, urea 0.5%). El volumen
utilizado fue igual al doble del peso de las hojas y se pro
cesaron en 3 tandas de 3 minutos cada una.
El homogenatose filtró por cheese-cloth o tejido de nylon y
se centrifugó 20 minutos a 6000 x g en un rotor Sorval 8834.
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El sobrenadante se extrajo con 1/8 del volumentotal de clo
roformo y se centrifugó nuevamente 20 minutos a 6000 x g.
A la fase superior acuosa se agregó PEG y NaCl hasta una
concentración final de 4%y 1.5%, respectivamente. Se agitó
15 minutos y se dejó en reposo por 60 minutos.
Se centrifugó en rotor SW28a 14000 x g por 29 minutos. El
pellet conteniendo el virus se resuspendió en 60 ml de
buffer (KH2P04 0.2 M, EDTA (pH 8.0) 1 mM), con agitación
suave por 2 horas.
La suspensión se centrifugó a 6000 x g por 20 minutos en un
rotor Sorval 8834 para clarificarla. El sobrenadante se a
plicó a un colchón de 5 m1 de sacarosa 30%preparado en bqu
fer de resuspensión.
El colchón de sacarosa se centrifugó en rotor SW28a 105.000
x g por 150 minutos y el pellet se resuspendió en 600 pl de
buffer Hepes (pH 7.0) 20 mM.
Esta suspensión se aplicó a un gradiente discontinuo de CsCl
preparado de la siguiente manera:

500 pl de CsCl 34% en Hepes (pH 7.0) 20 mM
500 pl de CsCl 36% en Hepes (pH 7.0) 20 mM

1000 ul de CsCl 40% en Hepes (pH 7.0) 20 mM
500 pl de CsCl 45% en Hepes (pH 7.0) 20 mM

500 pl de CsCl 50% en Hepes (pH 7.0) 20 mM

Se centrifugó en rotor SW56 a 175.000 x g por 300 minutos a
20°C. La banda viral que se obtuvo se tomó por aspiración
con pipeta Pasteur y se sometió a una diálisis contra buffer
Hepes (pH 7.0) 20 mM.
El virus obtenido se fraccionó en alicuotas pequeñas y se
congeló inmediatamente a —70°C.
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PURIFICACION DE RNA VIRAL

100 ul de solución viral dializada se trataron con 1 mMde
complejo de vanadyl ribonucleósidos y 50 unidades de inhibi
dor de ribonucleasas de placenta humana (RNAsin) por 20 mi
nutos a temperatura ambiente.
Se extrajo una vez con un volumen de fenol-cloroformo-alco
hol isoamílico (25:24:1,v/v/v) a 65°C y otra vez con un vo
lumen de la misma mezcla a temperatura ambiente.
La fase acuosa se reextrajo dos veces con éter saturado en
H20 y se precipitó con 2 volúmenes de etanol 100%y 1/10 de
volumen de NaAco (pH 5.8) 2 M.
El pellet se lavó cuidadosamente con etanol 70%, se resus
pendió con agua bidestilada y alicuotó en fracciones de
10 pl. Se conservó a —70°C.

PURIFICACION DE DNA

WMDNAELAEMIDIQQ

4.5.1.a EuniiimiándeDNAenmnemla

Se empleó el método de "lisis alcalina" (Birnboim, H.C.
et al, 1979), descripto por Maniatis et al (2).

Se inocularon 5 ¡ml de medio LB con una colonia aislada de
bacterias y se dejó crecer durante toda la noche a 37°C con
agitación.
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Con dicho cultivo se inoculó a su vez, 1 litro de medio LB y
se incubó a 37°C con agitación hasta una DOSSOnm= 0.6. Lue
go se agregó cloranfenicol en polvo hasta obtener una con
centración final de 170 pg/ml y se dejó crecer durante toda
la noche a la misma temperatura con agitación suave.
El cultivo se centrifugó en un rotor Sorval G83 a 5000 x g
por 15 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet bac
teriano se resuspendió en 20 m1de solución I.

Solución I: Glucosa 50 mM
Tris-HCl (pH 8.0) 25 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

lisozima 2 mg/ml

Luego de 5 minutos en hielo se agregaron 40 ml de una solu
ción, preparada en el momento, de NaOH0.2 N y SDS 1%. Se a
gitó muy suavemente y se dejó a 0°C por 10 minutos.
Se agregaron 30 ml de solución III fria, se agitó vigorosa
mente y se dejó en hielo por 10 minutos.

Solución III: Para 100 ml
60 m1 de KAcO 5 M

11.5 m1 de HAcOglacial
28.5 ml de H20

Se centrifugó en el mismo rotor a 10000 x g por 40 minutos a
4°C. El sobrenadante se pasó cuidadosamente a través de gasa
y se agregaron 0.6 volúmenes de isopropanol. Se dejó preci
pitar a temperatura ambiente por 15 minutos.
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Se centrifugó en rotor 5834 a 17000 x g por 30 minutos a
temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante, el pellet
se lavó con etanol 70%y se resuspendió en 7 ml de buffer TE
(Tris-HCl (PH 8.0) 10 mM, EDTA (pH 8.0) 1 mM).
Se añadieron 500 ul de solución de Bromuro de Etidio (EtBr)
1%p/v, se determinó el peso de esta mezcla y se agregó 1 g
de CsCl por gramo de la misma.
Se ultracentrifugó por 48 horas en rotor Beckman 50 Ti a
130000 x g a 20°C.
Luego de la ultracentrifugación se extrajo la banda de DNA
plasmidico por aspiración con pipeta Pasteur.
El EtBr se eliminó con 5 extracciones sucesivas con n-buta
nol y se dializó por 24 horas contra buffér TE (pH 8.0).

4.5.1.bWMMmMm
Se inocularon 5 ml de medio LB con una colonia aislada de
bacterias y se dejó crecer a 37°Ccon agitación hasta satu
ración.
Se centrifugó a 5000 rpm en centrífuga de mesa por 10 minu
tos, se descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se
resuspendió en 1 m1 de solución I (ver misma sección, parte
a).
Se transfirió a un tubo de Eppendorf, se centrifugó a
4000 x g en microcentrifuga y se descartó el sobrenadante.
El pellet resultante se resuspendió en 100 pl de la misma
solución I. Se le agregó 200 pl de una solución, preparada
en el momento, de NaOH0.2 N y SDS 1%. Se agitó suavemente y
se dejó a 0°C por 5 minutos.
Se añadieron 150 pl de solución III, se agitó vigorosamente
y se dejó 10 minutos en hielo.
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Se centrifuáó a 12000 x g en microcentrifuga por 15 minutos
y se pasó el sobrenadante a otro tubo de Eppendorf.
Se extrajo una vez con un volumen de fenol-cloroformo-alco
hol isoamílico (25:24:1,v/v/v) y dos veces con un volumen de
éter saturado en agua. Se precipitó con 1/10 de volumen de
NaAcO (pH 5.2) 3 M y 2 volúmenes de EtOH 100% a —70°C por 10
minutos.
El pellet de DNAse resuspendió en 100 pl de H20, se le a
gregó 1 pl de RNAsa A (10 mg/ml), y se incubó a 37°C por 30
minutos.
Luego de este período de tiempo se precipitó el DNApor a
gregado de 7.5 pl de NaAcO (pH 5.2) 3_M y 300 pl de etanol
100%. Se dejó 15 minutos a temperatura ambiente, se centri
fugó a 12000 x g 10 minutos en microcentrifuga, se lavó el
pellet con etanol 70%y se resuspendió en 20 pl de Hzo bi
destilada.

4.5.2. WMDHADEBAQIERIQEAfl-Qm

4.5.2.a EuxifigmiándaDflAdohlscadsnaensmnsmla

Se inoculó 5 ml de medio YTlx con una colonia aislada de
bacterias JMlOl y se dejó creciendo durante toda la noche a
37°C hasta saturación.
500 pl de este cultivo se inocularon en 10 ml de medio YTlx
y se dejaron crecer a 37°Ccon agitación hasta saturación.
Otros 500 ul del cultivo saturado se inocularon en 10 m1 de
medio YTlx y se incubaron a 37°C con agitación, hasta una
D0550nm = 0.5.

A partir de una placa de fago M13 se inoculó con escarba
dientes el inóculo de JM101 de D0550nm= 0.5 y se dejó cre
cer durante 5 horas a 37°C con agitación.
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1 m1 del cultivo infectado con fagos y los 10 ml de JMlOl
crecidos a saturación (sin infectar), se utilizaron para i
nocular 1 litro de medio YT2x. Se dejó creciendo durante 4
horas a 37°C con agitación.
Las bacterias se cosecharon por centrifugación y se procedió
a purificar el DNAde los fagos tal comose describió en la
sección 4.5.1.a.

4.5.2.bmmmummmmmm
A partir de una placa clara de fagos se inocularon 2 ml de
medio LBcon escarbadientes. Se agregaron 20 ul de bacterias
JMlOl provenientes de un cultivo saturado fresco. Se dejó
crecer por 4.5 horas a 37°C con agitación vigorosa.
Luego de este periodo de tiempo, cada cultivo se centrifugó
a 4000 rpm por 10 minutos en centrífuga de mesa. El sobrena
dante se pasó a un tubo de Eppendorf y se centrifugó por 5
minutos a 12000 x g en microcentrifuga.
1,2 ml del sobrenadante se traspasaron a otro tubo de Eppen
dorf. Se agregaron 200 pl de una solución de PEG 20% - NaCl
2.5 M. Se agitó por inversión 10 veces y se dejó a tempera
tura ambiente por 15 minutos.
Se centrifugó por 10 minutos a 12000 x g en microcentrifuga.
El pellet de fagos, que debe ser visible, se resuspendió en
100 pl de buffér TE (pH 8.0).
Se agregaron 50 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1,v/v/v) y se hizo el siguiente tratamiento: a) agi
tación vigorosa con Vortex por 1 minuto; b) reposo por 5
minutos y c) nuevamente agitación vigorosa por otro minuto.
De este modo, se desagregaron las cápsides de los fagos y se
extrajo el material nucleico.
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La fase acuosa se pasó a otro tubo de Eppendorf y se preci
pitó con 300 pl de una solución de etanol: NaAcO(pH 5.2) 3
M (25 1,v/v).
Se dejó durante 30 minutos a —70°Co durante toda la noche a
—20°C,se centrifugó por 10 minutos en microcentrífuga. se
lavó el pellet obtenido con etanol 70%y se resuspendió en
15 pl o 25 pl de buffer TE (pH 8.0).

4.5.3. WMDHADEEAGQSMIDQ

Los fagósmidos KS y SK son construcciones desarrolladas
por la compañia Stratagene bajo el nombre genérico de BlueScript.
Normalmente, se comportan comoplásmidos, replicándose y amplifi
cándose como tales. Sin embargo, en presencia de un bacteriófago
helper, su DNAse encapsida en proporciones 50:1 (fagósmido
helper) en forma de simple cadena. El helper proporciona las fun
ciones en cis y en trans para el encapsidamiento, el fagósmido
sólo posee las funciones en cis. En este trabajo se empleó el fa
gósmido KS+.

4.5.3.8mmmmmdfimm
Por lo anteriormente descripto, para obtener DNAdoble

cadena se amplificó y purificó fagósmido comocualquier plásmido,
siguiéndose los protocolos descriptos en las secciones preceden
tes.4.5.3.b

Se inocularon 3 ml de medio YT2xcon una colonia¿aislada de
bacterias. Se incubó durante toda la noche a 37°C con agita
ción.
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Al dia siguiente se tomaron 300 pl del cultivo y se inocula
ron 5 ml de medio YT2x. Se incubó 90 minutos a 37°C con agi
tación.
Luego se agregaron 1.5 x 1010 fagos helper (VCS o R408) y se
dejó crecer por 7 horas a 37°C con agitación fuerte.
Se centrifugó a 4000 x g por 5 minutos en centrífuga de mesa
y el sobrenadante se sometió al mismoprocedimiento de puri
ficación descripto en la sección 4.5.2.b.

4.6. SINTESIS DE DNA COPIA POR EL METODODE LA RIBONUCLEASA H

El procedimiento seguido fue una modificación del método
de Gubler y Hoffman (Gubler, U. et al, 1983). Se utilizó como
molde o templado RNAgenómico de PVX y como iniciadores de la
transcripción se emplearon, alternativamente, fragmentos de DNA
de timo de ternera (iniciadores inespecificos) u oligo dT12-1a.4.6.ammmme

Se incubaron 5 pu. de RNA viral (aproximadamente 1 ug) en
10 pl de H20 a 70°C durante 1 minuto.
Se agregó 1 pl de hidroximetilmercurio 0.1 M y se dejó
actuar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se añadieron 2 pl de B-mercaptoetanol y se dejó durante 5
minutos a temperatura ambiente.

4.6.b iiniesisdalanflmemcadenadslhümiamnflm

Los pasos seguidos en esta etapa son los mismos indepen
dientemente de los priMers empleados.
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A la preparación anterior se agregaron 2.5 pg ó 1 ug de
primers at random u oligo dT12-1a, respectivamente. Se uti
lizaron 100 unidades de transcriptasa reversa en 50 pl de
volumende incubación, en las siguientes condiciones finales
de reacción:

Tris-HCl (pH 8.3) a 42°C 100 mM
MgClz 10 mM

KCl 140 mM

dNTPs(dATP,dCTP,dGTP,dTTP) c/u 1 mM
a32P-dCTP 20 pCi (Actividad

especifica 3000 Ci/mmol)

Se incubó durante 90 minutos a 42°C y se detuvo la reacción
con 2 ul de EDTA (pH 8.0) 0.5 M.
Se calculó el porcentaje de deoxinucleótido radioactivo in
corporado a la primera cadena del cDNApor precipitación con
ácido tricloroacético (TCA).
Se extrajo una vez con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1,v/v/v) y los dNTPsno incorporados se separaron del
cDNApor cromatografía en columnas de 5 m1 de Sephadex G
100.

Se precipitó con 1/10 de volumen de NaAcO (pH 5.2) 3 M y 2
volúmenes de etanol 100%y se resuspendió en 16 pl de H20.

4.6.0 Siniesisdalasagundacadana

El producto de la reacción anterior (hibrido DNA-RNA)se
trató con 0.5 unidades de ribonucleasa H, 12.5 unidades de DNA
polimerasa I de E. coli y 1 unidad de DNAligasa de EZ coli en
las siguientes condiciones finales de reacción:
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Tris-HCl (pH 7.5) 20 mM

MgClz 4 mM

KCl 80 mM

dNTPs c/u 50 mM

NAD 150 mM

(NH4)2804 10 mM

BSA 2.5 pg
a32P—dCTP 10 pCi (Actividad

específica 3000 Ci/mmol)

Se incubó por 1 hora a 12°C y por otra hora a 22°C.
Se extrajo una vez con 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1,v/v/v).
Se calculó la masa de cDNAobtenida por las cpm precipita
bles por TCA. En. rendimiento obtenido fue usualmente de
80 ng de cDNAdoble cadena por pg de RNA.
Los dNTPsno incorporados se separaron por cromatografía en
columna de 2 ml de Sephacryl 5-300.
El cDNAse precipitó con 1/10 de volumen de NaAcO (pH 5.2)
3 My 2 volúmenes de etanol 100%. Se resuspendió en 10 pl de
H20bidestilada.

.dWEWWQ'WMfl
método de 1111;in_

La preparación anterior se incubó con 15 unidades de enzima
de Klenow (fragmento grande de la DNApolimerasa I) en un
volumen final de reacción de 30 pl por 20 minutos a tempera
tura ambiente en las siguientes condiciones:
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Tris-HCl (pH 7.5) 10 mM
MgClz 10 mM

NaCl 50 mM

DTT 5 mM

dNTPs c/u 400 mM

La enzima se inactivó por calentamiento a 70°C por 15 minu
tos.

4.6.e LigaQQQQLQDNAaunnlásmidgmsm

El cDNAse ligó en forma blunt end (por unión de extre
mos romos) a los plásmidos pAT153-PvuII/8 y KS+ que previamente
fueron cortados en sus sitios únicos PvuII y SmaI (respectivamen
te) y desfosforilados en sus extremos libres con fosfatasa alca
lina de intestino de ternera.

La técnica se describe en la siguiente sección.

4.7. LIGADO DE FRAGMENTOS DE DNA A VECTORES

Los plásmidos vectores empleados fueron:

pAT153 - PvuII/B
M13mp18y mp19, en su forma replicativa doble cadena
KS+, en su forma replicativa doble cadena.

4.7.1. EBEEABAQIQHDE LQñ ÏEQIQRES

Se cortaron entre 5 y 10 pg de cada vector con las enzimas
de restricción deseadas.
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La digestión completa se controló haciendo ensayos de trans
formación con el vector cortado hasta obtener "ruido de fon
do" suficientemente bajo.
Las condiciones del ensayo fueron las siguientes:

Condiciones del tratamiento con fosfatasa

Se emplearon 5 mUde enzima por pmol de extremos 5' fosfato
y 0.1 mUpor ul de reacción final. Las mU necesarias por
pmol de extremos se calcularon de acuerdo con la concentra
ción del vector. El volumen final de reacción se calculó en
base a las unidades por pl.
Se empleó como buffer de dilución "CIP buffér" (Tris-HCl (pH
9.0) 50 mM, M3012 1 mM, ZnClz 0,1 mM, espermidina 1 mM).

Se incubó por 15 minutos a 37°C y por otros 15 minutos a
56°C.
Se le agregó la misma cantidad de enzima que en el paso an
terior y se incubó durante los mismos tiempos.
Para detener la reacción, se llevó el volumende reacción al
doble y se agregó SDS y buffer NET 10x (NET 1x Tris-HCl
(pH 8.0) 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA (pH 8.0) 1 mM) hasta con
centraciones finales de 0.5%y 1x respectivamente. Se calen
tó durante 15 minutos a 68°C.
Se hicieron extracciones sucesivas con fenol, fenol-cloro
formo-alcohol isoamilico (25 24:1,v/v/v) y éter saturado en
Hzo.

Se precipitó con etanol y se resuspendió en agua.
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b) Preparación de vectores por corte con dos enzimas de res
tricción.

Los plásmidos vectores cuyo sitio de inserción se obtuvo por
digestión con dos enzimas de restricción distintas se prepararon
del siguiente modo:

Se digirieron 5 a 10 pg de plásmido con una de las enzimas
de restricción.
Se controló la eficiencia de la digestión por ensayos de
transformación.
Se digirió con la otra enzima de restricción y se volvió a
controlar la eficiencia de corte comoen el paso anterior.
Se tomó una pequeña alícuota, usualmente 1 pl de esta mezcla
y se marcó radioactivamente por el método de fill-in (proce
dimiento descripto en la sección 4.12.1).
La alícuota marcada se reunió con el resto de la preparación
y se sometió a cromatografía en columna de 2 ml de Sephacryl
8-300 en buffer TE-NaCl 0.15 M. De este modo se separó el
vector cortado del fragmento escindido en la digestión.

4.7.2. LIQADQDEEBAGMENIQSDEDHAEHLQEÏEQIQBES

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
10 pl en las siguientes condiciones:

A 10-15 ng de vector se agregaron 1 ul de buffer de li
gasa 10x, 2 unidades de DNAligasa de bacteriófago T4 y distintas
relaciones molares de extremos de inserto (10:1 y 50:1, inserto:
vector, respectivamente).
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Buffér de ligasa 10x = Tris-HCl (pH 7.4) 500 mM
MgClZ 100 mM

DTT 50 mM

espermidina 1 mM
ATP 10 mM (agregado en el momento)

Se incubó entre 5 y 10 horas a 18°C y luego se transformaron
bacterias competentes de las cepas HB101, JM101 o NM522(ver
secciones siguientes), con la mitad del volumen de la mezcla
de ligación.

Se hicieron los siguientes controles:

a) Estado de competencia de las células: transformación con 1 ó
2 ng de vector sin cortar.

b) Grado de corte de los vectores: 'transformación con 10 ó
15 ng de vector cortado.

c) Grado de fosforilación de los vectores: transformación con
10 ó 15 ng de vector tratado con buffér de ligasa v DNAli
gasa.

Se consideró aceptable un 1% de vector incompletamente
tratado respecto del vector cortado.

4.8. TRANSFORMACIONDE CELULAS DE E. coli

4 8.1. EBEBABAQIQH DE QELHLAE QQMBEIEHIEñ HBlQl 1 NMQZZ

Se prepararon células competentes de E. coli de la cepa
HB101 y NM522 según el método de Hanahan (Hanahan, D., 1983) con
algunas modificaciones.
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Se inocularon 5 m1 de medio SOCcon una colonia aislada de
bacterias y se incubó durante toda la noche a 37°C con agi
tación.
Se tomaron 500 pl del cultivo anterior y se inocularon
100 ml de medio SOBcontenidos en un Erlenmeyer de 500 ml.
Se centrifugó durante 10 minutos a 5000 x g en rotor 8834 a
4°C. El pellet se resuspendió en 40 ml de buffbr de trans
formación I (beI) frio y se dejó en hielo por 10 minutos.
Se centrifugó 10 minutos a las mismas condiciones que en el
paso anterior. El pellet bacteriano se resuspendió en beII
frío y se dejó en hielo por 5 minutos.
Se alicuotó en tubos de Eppendorf y se congeló por inmersión
en N2 líquido y se mantuvo a —70°C.

Iihl Iihll
KAcO 30 mM PIPES 10 mM

KCl 100 mM KCl 10 mM

CaClz 10 mM CaClz 75 mM

MnClz 50 mM Glicerol 15% v/v
Glicerol 15%v/v
llevar a pH 5.8 con HAcO llevar a pH 6.5 con KOH

4.8.2. EBEEARAQIQHDEQELHLASQQMEEIENIEEM

Se utilizó en este caso el método descripto por Mandel y
Higa (Mandel, M. et al, 1970) modificado.

Se inoculó 5 ml de medio LB con una colonia aislada de JMlOl
y se dejó crecer durante toda la noche a 37°C con agitación.
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1 m1 de ese cultivo se inoculó en 50 m1 de medio LB (conte
nidos en tu) Erlenmeyer de 250 ml) y se creció hasta una
D0550nm = 0.3-0.4.
Se centrifugó a 5000 x g en rotor 8834 por 10 minutos a 4°C,
se descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se resus
pendió en 25 ml de CaClz 50 mMfrio.
Se dejó durante 20 minutos en hielo, se centrifugó en las
mismas condiciones que en el paso anterior y se resuspendió
en 5 ml de CaClz 50 mMfrio.
Estas bacterias competentes se usaron a partir de ese momen
to hasta 24 horas después de la preparación.

4.8.3. IBAHSEQRMAQIQHDEQELHLAfiQQMEEIEflIEfi

4.8.3.a Inansfmmagián de células ¿M1111

200 pl de bacterias JMlOl competentes se agregaron a un tubo
de Eppendorf conteniendo hasta 10 pl de solución de DNA.Se
dejó a O°C por 40 minutos.
Se incubó por 3 minutos a 42°C (shock térmico) y se puso in
mediatamente a 0°C.
Se agregaron 200 pl de bacterias JMlOl, provenientes de un
cultivo saturado fresco, 20 pl de IPTG 100 mMy 40 pl de X
Gal 2%.

Esta mezcla se agregó a 3 ml de LB-top (previamente fundido
y mantenido a 50°C) y se volcó en una placa de Petri con LB
ágar.
Se incubó en estufa a 37°C durante toda la noche.
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4.8.3.bmagma“sz
100 pl de bacterias se agregaron a un tubo de Eppendorf con
teniendo hasta 10 pl de solución de DNA.Se dejó durante 30
minutos a 0°C.
Se incubó por 3 minutos a 42°C (shock térmico). Se agregó
1 ml de medio SOCy se incubó a 37°C por 30 minutos.
Se tomó una alícuota de 100 a 200 ul y se plaqueó por ras
trillado en placas de LB-ágar conteniendo ampicilina (100
pg/ml). En el caso de las bacterias NM522,las placas de me
dio LB-ágar-ampicilina fueron rastrilladas media hora antes
con 50 pl de IPTG 100 mMy 20 pl de X-Gal 2%.

4.9. HIBRIDACION IN SITU DE COLONIAS BACTERIANAS Y PLACAS DE

BACTERIOFAGOS

4.9.1. HIBRIDAQIQHDEDNADEQQLQMIASBACIERIAHAS.

El procedimiento seguido se basó en el método descripto
por Grunstein y Hogness (Grunstein, M. et a1, 1975).

Se colocó un papel de filtro Whatman541 sobre la superficie
de una caja de Petri donde crecieron las colonias bacteria
nas.
Se dejó durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente reti
rándose luego el filtro con las colonias adsorbidas.
El filtro se trató de manera secuencial, por 5 minutos en
cada paso, con las siguientes soluciones:
— SDS 10%

- NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M a 80°C
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- Tris-HCl (pH 7.5) 0.5 M, NaCl 1.5 Ma temperatura ambiente
con agitación ocasional

—SSC 2x (SSC 1x = citrato de sodio 0.015 M, NaCl 0.15 M)
- Etanol 96%y dejar secar al aire.

4.9.1.ammm
Los filtros, contenidos en una bolsa plástica sellada,

se incubaron a 65°C con agitación con las siguientes soluciones:
SSC 3x, 10 minutos,
SSC 3x, solución de Denhardt 10x, SDS 0,1% 60 minutos.
SSC 3x, Denhardt 10x, SDS 0.1%, DNAde timo de ternera
(desnaturalizado por calentamiento) 100 ug/ml, 120 minutos.

Solución de Denhardt 50x: BSA 1% (p/v)
polivinilpirrolidona 1%(p/v)
ficoll 1%(P/V)

4 9.1.b Hibridagián

La sonda radioactiva se desnaturalizó por calentamiento
a 100°C por 5 minutos y se agregó a la bolsa conteniendo los fil
tros Junto con la solución de hibridación (SSC 3x, solución de
Denhardt 1x, SDS 0.1% (p/v) y DNAde timo de ternera (desnatura
lizado por calor) 100 pg/ml).
— Se incubó durante 15 horas a 65°C con agitación.

4.9.1.0 Laladgñ

La sonda no hibridada se eliminó con los siguientes la
vados sucesivos:
- SSC 1x, a 65°C por 15 minutos, 2 veces.
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SSC 0.1x a temperatura ambiente por 15 minutos, 2 veces.
Se dejó secar a temperatura ambiente y se expuso a pelicula
radiográfica con pantalla intensificadora.

4.9.2.WMMMWWMWWW
Este procedimiento se utilizó para hibridar in situ DNA

de colonias bacterianas con oligo dT12-Ie marcado con8‘32P—ATPy
la enzima polinucleótido quinasa de bacteriófago T4. Se emplearon
discos de nitrocelulosa y los pasos de desnaturalización y neu
tralización fueron similares a los seguidos en la secuencia inme
diatamente anterior.

4.9.2.a Ershihridaoián

Los filtros, contenidos en una bolsa plástica sellada,
se incubaron a 65°C con agitación con la siguiente solución:

SSC 5x, solución de Denhardt 10x, DNAde timo de ternera
(desnaturalizado por calentamiento) 100 pg/ml, 120 minutos.

4.9.2.b Hibiidfigián

La sonda radioactiva se agregó a la bolsa conteniendo
los filtros con la solución de prehibridación.

Se incubó durante 90 minutos a 37°C con agitación.
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4.9.2.0 Laxadgs

La sonda no hibridada se eliminó con los siguientes la
vados sucesivos:

SSC 5x, a 4°C por 15 minutos, 4 veces.
Se dejó secar a temperatura ambiente y se expuso a pelicula
radiográfica con pantalla intensificadora.

4.9.3.WMMMWMW
Este procedimiento se utilizó para hibridar DNAsimple

cadena proveniente de placas de crecimiento retardado de bacte
riófagos M13. Se emplearon discos de membrana de nylon.

Se colocó un disco sobre la superficie de la caja de Petri
conteniendo el cultivo y se dejó por 2 ó 3 minutos.
Se retiró y se puso, con las placas adheridas hacia arriba,
sobre una solución de NaOH0.5 N.
Luego de 2 minutos, se pasó a un papel secante y se repitió
el paso anterior.
Se puso sobre una solución de Tris-HCl (pH 7.5) 1 M.
Se dejó 2 minutos y se pasó a papel secante. Se repitió una
vez más este paso.
Se dejó secar a temperatura ambiente.

4.9.3.a Emhihnidmián

Los diScos se incubaron en bolsas de plástico selladas a
42°C durante un período minimo de 1 hora. La solución de hibrida
ción fue la siguiente: formamida deionizada 50%, SDS 1%, NaCl 1M.
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4-9.3-b
¡A la bolsa conteniendo los discos con la solución de

prehibridación se le inyectó la sonda radioactiva y DNAde timo
de ternera (100 pg/ml), ambosdesnaturalizados por calentamiento
a 100°C por 5 minutos.
- Se incubó a 42°C por aproximadamente 15 horas.

4.9.3.0 Lavadgs

Los filtros se sometieron a los siguientes lavados suce
sivos:
- SSC 2 x a temperatura ambiente por 5 minutos, 2 veces.

SSC 2x. SDS 1% a 65°C por 30 minutos, 2 veces.
SSC 0.1x a temperatura ambiente por 30 minutos, 2 veces.
Se dejó secar a temperatura ambiente y se expuso a pelicula
radiográfica con pantalla intensificadora.

4.10. USO DE ENDONUCLEASASDE RESTRICCION

Las enzimas de restricción se obtuvieron de diversas
fuentes comerciales. De acuerdo a las recomendaciones de los fa
bricantes, las digestiones se efectuaron en las siguientes condi
ciones:

Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM
MgClz 10 mM

NaCl en concentraciones variables de
0, 50, 100 y 150 mM. En el caso de la
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enzima Sma I, se sustituyó el NaCl por
KCl 20 mM.

Las incubaciones se realizaron generalmente por un perí
odo de tiempo de 2 horas en la temperatura aconsejada con 3 a 5
unidades de enzima por pg de DNAy en volúmenes tales que la con
centración final de glicerol presente en las mismasfuese igual o
inferior al 10%(v/v).

4.11. MARCACION RADIOACTIVA DE RNA

4.11.1 MABQAQIQNEQR EQSEQBILAQIQH DE EXIBEMQE Q'

Se usó la enzima polinucleótido quinasa de bacteriófago
T4 y como precursor radioactivo ATPX32P.El procedimiento consis
te en un primer paso de degradación controlada de las moléculas
de RNAen fragmentos pequeños carentes de grupos fosfato en sus
extremos 5’ y en un segundo paso de marcación propiamente dicha.

Los buffers empleados fueron los siguientes:

Buffer I:
Glicina 5 mM

EDTA (pH 8.0) 10 pM

Tris-HCl (pH 9.5) 50 mM
Espermidina 100 pM(agregada en el momento)

Buffer II:
MgClz 10 mM

DTT 5 mM
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Primer paso: En un volumen final de 50 ul se mezclaron
40 pl de buffer I con 2 a 3 pg de RNA. Se incubó a 90°C por 30
minutos.

Segundo paso: A la mezcla anterior, se le agregaron 5 pl
de buffér II, 35 pCi de x32P-ATP(actividad especifica 1500 Ci/
mmol) y 10 unidades de polinucleótido quinasa de bacteriófago T4.
- Se incubó 30 minutos a 37°C.

Se detuvo la reacción por desnaturalización de la enzima con
un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25 24:1,
v/v/v).
Se separó el nucleótido radioactivo no incorporado por cro
matografía en columna de 2 ml de Sephacryl 8-300 en buffer
TE-NaCl 0.15 M.

4.11.2. MABQAQIQHEQB.WGEIQIACLQHES ALAZAR)

Este método se basa en la sintesis de cadenas cortas de
cDNAa partir de oligonucleótidos sintéticos que hibridan inespe
cificamente (primers at random). Comotemplado se usó RNAde PVX
parcialmente degradado y la enzima empleada fue la transcriptasa
reversa del virus de la mieloblastosis aviaria.

Buffér R Mix 2x:
Tris-HCl (pH 8.3) 100 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

DTT 4 mM

KCl 60 mM

dNTPs-deP 100 un de cada uno*
dXTP 4.4_uM*
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En un tubo de Eppendorf se mezclaron 5 pl de RNAcon 25 pl
de fiWix 2x, 5 ul de a32P dGTP (actividad especifica 3000
ci/mmol), 2 pl de primers at random (10 pg/ml) y 30 unidades
de transcriptasa reversa en un volumenfinal de 50 pl.
Se incubó a 42°C por 1 hora, se volvió a agregar la misma
cantidad de enzima y se reincubó por otra hora a la misma
temperatura.
Se detuvo la reacción por agregado de 5 pl de EDTA(pH 8.0)
500 mM, 5 pl de DNAde timo de ternera (10 mg/ml) y 1.5 pl
de NaOH 10 N.

Se incubó a 42°C por 30 minutos y se neutralizó por agregado
de 1.1 pl de HAcOglacial.
Se separó el nucleótido radioactivo no incorporado por cro
matografía en columna de 2 ml de Sephacryl 8-300 en buffer
TE-NaCl 0.15 M.

* Significa que se utilizó una concentración 100 pg de cada uno
de los deoxinucleótidos (dNTPB)menos del radioactivo
(dXTP).

4.12. MARCACION DE DNA

4.12.1. MABQAQIQHEQR EL MEIQDQ DE EILLLLM

Se digirió una cantidad aproximada de 1 pg de DNAcon una o
más enzimas de restricción (que originen extremos 5' protru
yentes) en un volumen final de 20 pl.
Luego de incubar por 1 ó 2 horas a 37°C se agregaron 0.5 pl
de cada uno de los deoxinucleótidos no radioactivos (0.5 mM
cada uno), 2 ul del deoxinucleótido radioactivo faltante
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(actividad especifica 3000 Ci/mmol), l unidad de enzima de
Klenow y 2 pl de buffér de concentración salina media 10x
(buffer 1x = Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM, M3012 10 mM, NaCl 50
mM)en un volumen final de 40 pl.
Se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente, se a
gregó 1 pl de dNTPs (0.5 mMcada uno) y se reincubó por o
tros 10 minutos en las mismas condiciones.
Se desnaturalizó la enzima por calentamiento a 65°C por 20
minutos.
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4-12-2MABQAQIQNEQRILLQLWLM(WW
CLQBIE)

300 a 500 ng de DNAcircular (plásmido) o lineal (fragmento)
de un tamaño superior a los 150 pares de bases se incubaron
con la siguiente mezcla enzimática: 0,025 unidades de deoxi
ribonucleasa de páncreas bovino (DNAsa), 0,05 ng de DNApo
limerasa I (E. coli), 25 pCi de a32PdCTP(actividad especi
fica 3000 Ci/mmol), buffer de nick translation 10x y los o
tros tres deoxinucleótidos no radioactivos en concentración
50 uM en un volumen final de 40 pl.

Buffer de nick translation 10x:
Tris-HCl (pH 7.2) 50 mM
MgSO4 10 mM

DTT 0,1 mM

BSA 50 ug/ml

Se incubó por 45 minutos a 60°C y se detuvo la reacción con
el agregado de 3 pl de EDTA(pH 8.0) 0.5 M.
El deoxinucleótido radioactivo no incorporado se separó del
DNAmarcado por cromatografía en columnas de 2 ml de Sepha
cryl 8-300 en buffer TE-NaCl 0.15 M.

4.12.3.WWMMMW
Para marcar DNApor este método es necesario que dicho

DNAesté linearizado. Se empleó DNAproveniente de plásmidos di
geridos con una única enzima de restricción o de fragmentos puri
ficados por diversos métodos (ver sección 4.14).
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5 a 100 ng de DNAlineal en un volumen menor a 10 pl se des
naturalizaron por calentamiento a 100°Cpor 2 minutos.
Se les agregó 4 pl de buffer OLB5x,
los tres deoxinucleótidos no radioactivos de concentración
0.2 Men buffer TE (pH 7.5), 1 a 5 pl de a32PdCTP (actividad

5 unidades de enzima de Klenow y

2 pl de una mezcla de

especifica 3000 Ci/mmol),
H20 hasta un volumen final de reacción de 20 pl.

Buffer OLB5x:
Pipes (pH 6.6) 500 mM

MgClz 25 mM

DTT 50 mM

Randomhexanucleotides primers 1,25 mg/ml
BSA 1 mg/ml

Se incubó a temperatura ambiente toda la noche y se detuvo
la reacción por agregado de 2 pl de EDTA(pH 8.0) 0.5 M.
Se separó el deoxinucleótido radioactivo no incorporado por
cromatografía en columna de 2 m1 de Sephacryl 8-300 en bufL
fer TE-NaCl 0.15 M.

ELECTROFORESIS EN GELES

QELESDEAQABQSA

.1.aGslssdsagar_c¿6_ac_Qmunss

Se utilizó agarosa en concentraciones de 0.8% (p/v) a
(p/v) en buffer TAE0.5K.

Los tamaños variaron entre el de un portaobjetos hasta
geles de 15x20 cm.
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Buffer TAE 50x:
Tris-HAcO (pH 8.0) 2 M
EDTA (pH 8.0) 50 mM

La preparación es similar a la descripta por Maniatis et al
(Maniatis, T. et al, 1982) y se corrieron a un voltaje no
mayor que 8 volts por cm de distancia entre los electrodos
de las cubas de electroforesis.
El buffer de corrida fue el mismoque el de armado del gel.
Una vez finalizada la corrida, se tiñó por inmersión en una
solución de Bromuro de Etidio (EtBr) 50 HS/ml. El DNAse ob
servó por transiluminación con luz ultravioleta (UV)de
300 nm y se fotografió con una cámara Polaroid MP-4con fil
tro rojo y película Polaroid 667de alta sensibilidad.

4.13.1.b(3.6.1.6.5.mmm demmldshidg

Este tipo de geles se utilizó para correr RNAen condi
ciones desnaturalizantes. La velocidad de migración a través de
este tipo de geles es proporcional al loglo de su peso molecular.

Preparación del gel: Para 100 m1de solución de agarosa 1.5%
se disolvieron por calentamiento 1.5 g de agarosa en 73 ml
de H20 y se llevaron a 60°C. Se le agregó 10 ml de buffer
MOPS 10x (pH 7.0) y 16.2 ml de formaldehído 37%. El gel se
armó rápidamente en forma vertical con espaciadores de 2 mm
de espesor.

Buffér MOPS10x:
MOPS 0.2 M

NaAcO 0.05 M

100



Materiales y Métodos

EDTA (pH 8.0) 10 mM

Preparación de las muestras a sembrar: El RNA,en cantidades
variables de 0.1 a 1 pg, se disolvió en un volumen apropiado
de una solución conteniendo formamida deionizada 50%, for
maldehído 6% y MOPS1x. Se incubó a 60°C por 15 minutos, se
le agregó el buffer de siembra y se utilizó inmediatamente.
El buffer de corrida utilizado fue MOPS1x.

4.13.1.c Buttons de siembra

El buffér de siembra que se utilizó para todas las elec
troforesis en geles de agarosa y de acrilamida nativa (ver
sección siguiente) tuvo la siguiente composición:

Glicerol 50%
EDTA (pH 8.0) 1 mM
Azul de bromofenol 0.4%

Para electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturali
zante se empleó el siguiente buffer de siembra:

Formamida deionizada 95%
EDTA (pH 8.0) 20 mM

Azul de bromofenol 0.05%
Xylene cyanol FF 0.05%

4.13.2. GELES DE EQLIAQBILAHIDA

Para la preparación de todos los geles descriptos se partió
de una solución madre de acrilamida 40%(p/v)
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El buffer del gel y el de corrida, salvo que se indique lo
contrario fue TBE1x.

TBE 10x: Para l l
Tris-base 108 g
Acido bórico 55 g
EDTA (pH 8.0) 0.5 M 40 ml

Las dimensiones de los geles fueron: 40 ó 60 cm de largo,
20 cm de ancho y 0.4 mmde espesor.
La preparación de los geles es similar a la descripta por
Maniatis et al (Maniatis, T. et al, 1982).
Los geles se corrieron a potencia constante, con valores en
tre 30 y 40 Watts para los de 40 cm y 70 Watts para los de
60 cm.

4.13.2.a Giles ds Mili-¿mida “1119.5

Se empleó este tipo de geles para separar fragmentos de
DNAradioactivos marcados por fill-in (ver sección 4.12.1) y para
mapeos con enzimas de restricción. Los porcentajes de acrilamida
variaron entre un 5% y un 10%, de acuerdo al tamaño de los frag
mentos a separar.

4.13.2.b Gales ds mliacnilamida dssnaiiimlizaniss

Para la secuenciación de DNAse emplearon geles de poli
acrilamida desnaturalizante.
- Se prepararon del siguiente modo: para 100 ml de solución,

15 ml de solución madre 40%(ver sección 4.13.2.a). 10 ml de
TBE 10x, 42 g de urea y H20.
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Excepcionalmente, se prepararon geles que contenían, además,
formamida 40%.

Tambiénse utilizaron geles en gradientes de buffer. Se
prepararon del siguiente modo:

Eglngián Q.fix (para lQQ ml) asuman (namiflflml)
Acrilamida 6 g Acrilamida 6 g
Bisacrilamida 0.3 g Bisacrilamida 0.3 g
Urea 42 g Urea 42 g
TBE 10x 5 m1 TBE 10x 25 ml

Azul de bromofenol 5 mg
Sacarosa 10 g

Con una pipeta de 10 ml y una propipeta se aspiraron 4 ml de
Con la misma pipeta se tomaron 6 ml de la

Se hi
cieron entrar dos burbujas de aire (para formar el gradiente

solución 0.5 x.
solución 2.5 x, cuidando de no producir turbulencias.

dentro de la mismapipeta) y se descargó la mezcla entre los
vidrios para formar el gel. Se completó el volumen requerido
con la solución 0.5x.
El buffer de corrida fue TBE0.5x en la parte superior de la
cuba de electroforesis y TBE1x en la inferior.
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PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

WMWMMAWMMM
AQABQSA

4.14.1.ammm
Se se tiñó con EtBr y
se
UV.

Se

locó en un pocillo hecho en otra parte del mismogel de aga

corrió un gel de agarosa preparativo,
localizó la banda de interés por visualización con luz

recortó la porción que contenía dicha banda, y se la co

rosa recubierto con una membranade diálisis. Se continuó la
electroforesis al mismovoltaje por 30 minutos para hacer
que el DNAse pegara a la membrana.
Se retiró la membranadel gel sin cortar la corriente eléc
trica.
Se eluyó el DNAcon 3 lavados sucesivos de 150 pl cada uno
de buffer TE. Estos lavados se reunieron en un tubo de Ep
pendorf, se extrajeron una vez con fenol y se precipitaron
con 1/10 de volumen de NaAcO (pH 5.2) 2 M y 2 volúmenes de

etanol. Se lavó el pellet con etanol 70%y se resuspendió en
10 a 20 pl de buffer TE.

4.14.1.bAdm amm clasifica

Otro método alternativo para purificar fragmentos de DNA
de geles de agarosa fue adsorberlos a una matriz de silica (pe
queñas bolitas de vidrio). En este caso se utilizó un kit
comercial.
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Se corrió un gel de agarosa, se localizó la banda de DNAde
interés por visualización con luz UVy se cortó ese trozo de
gel.
Se determinó su peso y se le agregó 3 a 4 volúmenes de solu
ción de NaI respecto al peso del trozo de agarosa.
Se disolvió por calentamiento a 50°C y se le agregó la solu
ción con la matriz de silica. El volumen agregado, en ul,
fue proporcional a los ug de DNAde la banda.
Se dejó adsorber a 0°C, se centrifugó 5 segundos en micro
centrífuga y se descartó el sobrenadante.
Se lavó el pellet 3 veces con solución de lavado provista
por los fabricantes y se eluyó con un volumen de 5 a 20 pl
de Hzo por calentamiento a 50°C por 5 minutos.

Todas las soluciones fueron provistas por los fabrican
tes (GeneClean, BIO 101, Inc.).

4.14.2. WMEBAQMEHÏQEDEDHADEGELESDE
EQLIAQRILAMIDA

Se utilizó esta técnica para purificar fragmentos de DNA
marcados radioactivamente por el método de fill-in (sección
4.12.1).

La muestra de DNAmarcado se sembró en geles de poliacrila
mida nativos (ver sección 4.13.2) de porcentajes entre un 5%
y 8%de acuerdo con los tamaños de los fragmentos a separar.
Unavez finalizada la electroforesis, se visualizó la banda
exponiendo a autorradiografía por 15 minutos.
Se cortó la banda del gel correspondiente al fragmento dese
ado y se la introdujo en un tubo de Eppendorf conteniendo
400 pl de NaAcO (pH 5.2) 0.3 M. El DNAmarcado se dejó elu
yendo toda la noche a 37°C.
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AUTORRADIOGRAFIAS

La exposición autorradiográfica se utilizó rutinariamen
te para detectar fragmentos radioactivos de DNA,ya sea en geles
o en membranas de nylon o de nitrocelulosa.

Se utilizó pelicula plástica autoadherente ("Rolopack") para
cubrir los geles o las membranasantes de la exposición.
Se utilizó pelicula Agfa Curix Rpl para las marcaciones ra
dioactivas con 32P y pelicula Hyperfilm de Amershampara las
marcaciones con 358.
Se expuso a temperatura ambiente o a -70°C con pantallas in
tensificadoras de tungsteno-calcio-fósforo (CronexLightning
Plus, DuPont), dependiendo de la intensidad de la marca.

4.16. TRANSFERENCIA DE RNA (TECNICA DE NORIHERN)

A continuación se detallan los pasos seguidos en este
procedimiento.

a) mmm
Se preparó un gel de agarosa-formaldehido tal como se des
cribió en la sección 4.13.1.
Se sembró aproximadamente 1 pg de RNAviral y se corrió la
electroforesis a un voltaje constante de 8 V/cm(entre elec
trodos) en buffér MOPS1x.

b) Imnsfemngiaamemhmnadem

Se cortó un trozo de membrana de nylon (Gene Screen, DuPont)
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del mismo tamaño que el gel.
(pH 6.5)

Se humedecieron dos trozos de papel
Se embebió en una solución de NazHPOq/NaH2P04
0.025 M por 15 minutos.
de filtro Whatman 3MMen la misma solución.
Los papeles de filtro se ubicaron sobre un soporte elevado
de tal modo que sus extremos estuvieran en contacto con 1a
solución de fosfatos.
El gel se ubicó encima de estos filtros y la membranade ny
lon se dispuso arriba del gel, cuidando de no formar burbu
Jas entre ambassuperficies.
Consecutivamente, se dispusieron por encima de esta membrana
cinco papeles de filtro WhatmanSMM,una pila de 7 cm de al
to de servilletas de papel absorbente, y un peso de 1/2 Kg.
Se dejó transferir por capilaridad durante toda la noche.
Se retiró la membrana, se enjuagó en el mismo buffér para e
liminar restos de agarosa, y se dejó secar a temperatura am
biente.
La membrana se dispuso entre dos papeles Whatman BMMy se
horneó a 80°C por 2 horas.

TRANSFERENCIA DE DNA

1. IEQHIQADEEQQÏHEEAL

Las muestras de DNA, de doble o simple cadena, se some
tieron a electroforesis en gel de agarosa (ver sección 4.13.1).
Cuandofinalizó la corrida, se sometióal gel al siguiente trata
miento:

Desnaturalización por inmersión en una solución de NaOH
0.2 N y NaCl 0.6 M por 30 minutos a temperatura ambiente,
con agitación.
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Neutralización, por 3 lavados sucesivos, con una solución de
NazHPO4/NaH2PO4 (pH 6.53 0.025 M por 1 hora a temperatura
ambiente, con agitación.

Luego de este tratamiento, se transfirió el DNAa mem
brana de nylon tal comose describió en la sección anterior.
4.17.2. SEMBBADQDE QQZE

Este procedimiento se siguió para ensayos de hibridación
donde no interesaba caracterizar determinadas bandas o fragmentos
de DNA.

Básicamente, consistió en sembrar pequeños volúmenes de
muestra en una membranade nylon o de nitrocelulosa, dejar secar
a temperatura ambiente, y hornear a 80°C durante 2 horas entre
dos filtros Whatman SMM.

4.18. HIBRIDACION DE RNA Y DNA

En todos los casos, las prehibridaciones y las hibrida
ciones se hicieron en bolsas de plástico selladas.

4.18.1. EIBRIDAQIQH CEN HEMBRAHAEDE HIIRQQELLLQSA

4.18.1.aEmhihridac1ón

Se calculó un volumen de 1 ml de solución de prehibrida
ción cada 10 cm2 de membrana. La membrana se incubó por 1 a 2 ho
ras a 68°C con agitación en una solución de la siguiente composi
ción: buffér SET 4x, solución de Denhardt 10x, SDS 0.1% y DNAde
timo de ternera (desnaturalizado por calentamiento) 50 ug/ml.
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Buffer SET 20x:
Tris-HCl (pH 7.8) 400 mM
NaCl 3 M

EDTA (pH 8.0) 20 mM

4-18-1-b
A la mezcla anterior, se le inyectó la sonda radioactiva

en una concentración mayor o igual a 106 cpm por ml de solución
de hibridaonMI y de una actividad especifica de 108 cpm/pg de
sonda.
- Se incubó a 68°C por 15 horas.

4.18.1.c Lavadgs

Los filtros se dispusieron dentro de una caja plástica y
se sometieron a los siguientes lavados:

SET 4x, SDS 0.1% 1 lavado de 10 minutos a temperatura ambiente.
SET 3x, SDS 0.1% 3 lavados de 20 minutos cada uno a 68°C.
SET 1x, SDS 0.1% 2 lavados de 20 minutos cada uno a 68°C.
SET 4x 1 lavado de 20 minutos a temperatura ambiente.

Se dejó secar a temperatura ambiente y se expuso a autorra
diografia.

4.18.2. HIBRIDAQIQHMWDENXLQH

4.18.2.a Emhihnidagián

La membrana se incubó a 42°C por 1 a 2 horas con agita
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ción en una solución de formamida deionizada 50%, SSC 2x.
NazHPO4/NaH2PO4 (pH 6.5) 0.05 M, solución de Denhardt 1x y DNAde
timo de ternera desnaturalizado por calentamiento 100 pg/ml.4.18.2.b

Se inyectó a la mezcla anterior la sonda radioactiva (de
concentración y actividad especifica similar a la descripta en la
sección anterior).

4.18 2.0 Lagadgs

Los filtros se lavaron en una caja de plástico con las
siguientes soluciones:

SET 2x 2 lavados de 5 minutos c/u a temperatura ambiente.
SET 2x,SDS 1% 2 lavados de 30 minutos cada uno a 60°C.
SET 0.2x 2 lavados de 30 minutos c/u a temperatura ambiente.

Se dejaron secar y se expusieron a autorradiografia.

4.19. SECUENCIACION DE DNA POR EL METODO DE LOS
DIDEOXINUCLEOTIDOS TERMINADORES

Este método fue desarrollado por Sanger et al (Sanger,
F. et al, 1977). La reacción consta de un primer paso de hibrida
ción o apareamiento del primer iniciador al DNAsimple cadena y
un segundo paso de secuenciación propiamente dicha. En este paso
se utilizó la enzima de Klenow.

Posteriormente, se desarrolló un sistema muysimilar que
emplea la enzima DNApolimerasa de bacteriófago T7 que se descri
be en la parte 2 de esta sección.
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Materiales y Métodos

El primer universal tiene la siguiente secuencia: 5’
d(GTAAAACGACGGCCAGT)-3'y es el iniciador específico que se em
plea para secuenciar por este método.

4.19.1. SEQHENQIAQIQH EQR EL MEIQDQ DE EAHGER QQH LA EHZIMA DE

KLEHQH

4.19.1.ammm

Se purificó DNAsimple cadena de subclones de M13 tal como
se describió en la sección 4.5.2. y se resuspendió en 25 pl
de buffer TE.
6 pl de este DNA se mezclaron con 0.2 ng de Inimer
universal, 1,2 ul de buffer TMN10x, y 3,6 pl de HzO.

Buffer TMN10x:

Tris-HCl (pH 8.0) 100 mM
MgClz 50 mM

NaCl 100 mM

Esta mezcla se calentó a 100°C por 3 minutos, se
hizo descender la temperatura a 67°C, y se dejó que llegase a
temperatura ambiente lentamente, en un lapso no menor de 30 minu
tos.

4.19.1.bWim miami: dicha

Mezcla de enzima con precursor radioactivo: 5 unidades de
enzima de Klenow, 5 pl de aSZPdATP(actividad especifica
3000 Ci/mmol), 3.5 pl de dATP 2.5 um, 2 pl de DTT 0.1 M y
8.5 pl de Tris-HCl (pH 8.0) 10 mMen un volumen final de
10 pl.
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Materiales y Métodos

Mezcla de deoxi-dideoxinucleótidosa

Ab10 015 G10 T1

dCTP 0.5 mM 7.5 1 10 10

dGTP 0.5 mM 7.5 10 1 10

dTTP 0.5 mM 7.5 10 10 1

ddATP 0.25 mM 10 —- -— -

ddCTP 0.5 mM —— 15 -

ddGTP 0.66 mM -- 10 —

ddTTP 1 mM -- -— -- 25

HZO 20 10 20 -

a:
b:

todos los volúmenes están expresados en pl.
se designó arbitrariamente a las mezclas con un número (10,

15,
zado en dicha mezcla. Si

etc.) que expresa el volumende dideoxinucleótido utili
se varió este volumen, la

diferencia se compensó variando el volumen de H20. En el
caso de la mezcla T, también se varió la cantidad de dTTP.

Se rotularon cuatro tubos de Eppendorf con las letras A, C,
G y T.

Se mezclaron 2 pl de la solución de apareamiento con 2 pl de
la mezcla de enzima y radioactivo y 2 pl de la mezcla co
rrespondiente de deoxi-dideoxinucleótidos.
Se incubó a 50°C por 15 minutos. Se agregó 1 pl de una
mezcla de dNTPs 2.5 mMde cada uno y se incubó otros 15
minutos a 50°C.
Se detuvo la reacción por agregado de 8 pl de buffer de
siembra con formamida.
Las mezclas se calentaron a 100°C por 3 minutos, se sembra
ron en un gel de poliacrilamida conteniendo urea (ver
sección 4.13.2).
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Materiales y Métodos

Una vez que finalizó la electroforesis, se desarmó el gel,
se trató con solución fijadora (metanol 10%, HAcO10%) para
eliminar urea y se pasó a papel Whatman 3MM.
Se cubrió con pelicula plástica autoadherente y se secó en
una secadora de geles calefaccionada.
Se expuso a autorradiografia a temperatura ambiente.

4.19.2. WMELMEIQDQDESANQERMLAEHZMQHA
EQLIMEBASADEBADIERIQEAQQH

Se purificó DNAsimple cadena de subclones de M13o clo
nes de KS tal comofue descripto en las secciones 4.5.2 y 4.5.3,
respectivamente, y se resuspendió en 10 pl de buffer TE.

4.19.2.aMezclade miento

Se mezclaron 7 ul de DNAsimple cadena con 2 pl de bufL
fer de secuenciación 5x y 1 pl de primer universal (0.5 pmol/ul).

Buffer de secuenciación 5x:
Tris-HCl (pH 7.5) 200 mM
MgClz 100 mM

NaCl 250 mM

Esta mezcla se calentó a 65°C por 2 minutos y se dejó
enfriar lentamente hasta temperatura ambiente por un lapso
no menor de 30 minutos.
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4.19.

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

ddATP

ddCTP

ddGTP

ddTTP

NaCl

La

qu

Reacc

Materiales y Métodos

2.b Secuenciagián prgpjamgntg digna

Mezclas de terminación

Aa C G T

80 80 80 80

80 80 80 80

80 80 80 80

80 80 80 80
8 __ __ __

__ 8 __

__ 8 __

-— —— -- 8

50 50 50 50

s concentraciones están expresadas en pM salvo en el NaCl
e está expresado en mM.

Mezcla de marcado 5x:
7.5 pM dGTP

7.5 HM dCTP

7.5 PM dTTP

ión de marcado: A la mezcla de apareamiento se le agregó
l pl de DTT 0.1 M, 2 pl de mezcla de marcado diluida 1:5 ó
1:10 según el caso, 0.5 pl de a35SdATP(actividad especifica
1100-1300 Ci/mmol), 2 pl de DNApolimerasa de fago T7 (U.S.
B.) diluida 1:8 en buffer TE.
Se incubó 5 ó 10 minutos a temperatura ambiente en el caso
de usar la mezcla de marcado diluida 1:10 ó 1:5, respectiva
mente.
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Reacción de terminación: Se rotularon cuatro tubos de Eppendorf
con las letras A, C, G y T y se les agregó a cada uno 2.5 ul
de la respectiva mezcla de terminación. Se dejaron preincu
bando a 37°C.
Se les agregó 3.5 pl de la mezcla de la reacción de marcado
a cada uno de estos tubos y se incubó por 10 a 15 minutos a
37°C.
Se detuvo la reacción por agregado de 4 ¡41 de buffer de
siembra con formamida.
Se prosiguió comoen la sección anterior.

4.20. ANALISIS DE DATOS DE SECUENCIAS

Los datos obtenidos de la secuenciación de los clones de
PVXse analizaron con un programa diseñado por J.M. Pustell para
la firma International Biotechnologies, Inc. en una computadora
IBM XT.
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5.1. CLONADO MOLECULAR DEL GENOHA DEL PVX5.1.1.
El virus fue inoculado en plantas jóvenes de Aücotiana

glutinosa y al cabo de 3 a 5 semanas se cosecharon las hojas in
fectadas que se utilizaron comofuente de virus.

Estas hojas se sometieron al proceso de purificación que
resumidamente se describe a continuación:

Homogeneizacióny filtrado a través de cheese cloth
Extracción con cloroformo
Precipitación con PEG
Sedimentación y resuspensión
Colchón de sacarosa
Gradiente discontinuo de CsCl
Diálisis

Todos estos pasos fueron seguidos por microscopía elec
trónica para verificar el rendimiento y para estimar el grado de
purificación de las particulas virales que se iba obteniendo.
Este seguimiento permitió optimizar el procedimiento. En la Figu
ra 5.1 se observa la microscopía electrónica de las particulas
virales obtenidas luego del paso de diálisis.5.1.2.

La microscopía electrónicaïevidenció que las partículas
virales no estaban contaminadas con organelas o fracciones subce
lulares de la planta.
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FIGURA5.1: Microscopía electrónica de partículas virales de PVX.
Hojas de .N. glutinosa infectadas con PVXofueron sometidas al
proceso de purificación descripto en 5.11. La fotografía muestra
los viriones obtenidos luego del paso de diálisis.
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Existen numerosas publicaciones donde se describen di
versos métodos para purificar RNAde Potexvirus (Kaftanova, A.S.
et al, 1975; Goodman, R.M., 1975a; Ricciardi, R.P. et al. 1978;
Wodnar-Filipowicz, A. et al, 1980). A pesar de no estar reportado
en ninguna de ellas, nuestra experiencia indicó la existencia de
ribonucleasas y proteasas, de origen aparentemente vegetal, que
rápidamente degradaban las particulas virales y su material gené
tico. Por esta razón, se probaron distintos reactivos para blo
quear la acción de ribonucleasas, tales comola proteinasa K y el
cloruro de guanidinio. Una mezcla de un complejo de ribonucleósi
dos de vanadilo y de inhibidor de ribonucleasas de placenta huma
na (RNAsin), agregados antes de la extracción del RNA, fue la
combinación que resultó más eficaz.

El RNAviral se obtuvo por desnaturalización de las par
tículas virales purificadas con fenol caliente y precipitación
rápida con NaAcOy etanol. En la Figura 5.2 se observa una elec
troforesis en gel de agarosa del RNAde PVXobtenido con este
procedimiento. Es de notar que la banda de RNAtiene una veloci
dad de migración similar a la banda de 4.3 Kpb del marcador de
peso molecular. Esto es un artificio debido a que en este tipo de
gel (no desnaturalizante) los fragmentos de DNAdoble cadena mi
gran más lentamente que los de RNAsimple cadena por tener mayor
peso molecular. El RNAde PVXtiene un peso molecular aproximado
de 6 kb.

5.1 3. Sinigfiiñ di DNAQQBlfl (CDMA)

En un primer momento se tenía 1a información errónea de
que el RNAde PVXno tenia tracto de poli(A) en su extremo 3'
(Sonenberg, tL et al, 1978). Este dato hizo que en la primera
library que se construyó no se usara oligo dT como iniciador de
la transcripción a partir del extremo 3'. sino que se usara una
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PVX g45
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0.58

FIGURA5.2: RNAde PVXc. Las particulas virales purificadas se
trataron con fenol caliente y el RNAobtenido se precipitó con
etanol y NaAcO. Luego se sometió a electroforesis en gel de
agarosa 1%. Se empleó DNA de fago digerido con HindIII como
marcador de peso molecular.
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mezcla de oligonucleótidos como iniciadores inespecificos, los
que inician la reacción a partir de cualquier punto situado a lo
largo de la molécula de RNA.
El cDNAse sintetizó de acuerdo al método de Gubler y Hoffman
(Gubler, U. et al, 1983). En la Figura 5.3 se observa un esquema
de la estrategia seguida, la que se describe detalladamente en la
sección de Materiales y Métodos. Comprendelos siguientes pasos:

Obtención de fragmentos de DNAde timo de ternera
por digestión exhaustiva.

Hibridación de estos primers con el RNAviral y
síntesis de la primera cadena de cDNAcon la enzima
transcriptasa reversa.

Digestión parcial del RNAhibridado con ribonuclea
sa H (esta enzima sólo actúa sobre el RNAcuando
éste forma un hibrido doble cadena). Esta etapa
permite generar puntos de iniciación para la segun
da cadena.

Síntesis de la segunda cadena con DNApolimerasa I
de E. coli y ligado de las interrupciones produci
das por la síntesis discontinua del DNAcon DNAli
gasa de E. coli.

Rellenado de posibles extremos 3' recesivos con la
enzima de Klenow.
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3,RNA de va5.

fragmentos de DNA de timo
tronscriptoso reverso de AMV
dNJPs

5 3'

RNAso H
DNA polimeroso l
DNA llgoso (E.cpl¡)
o<32P-JAÏP
dNIPs

_ _ _ HindHI
PvulI_ _ —

É BumH!mw
Pvu ll

fosfatoso alcalina
(Cl P

DNAIigoso (fogo Il.)

‘ transformación en HBIOHExoln)

‘ Selección de colonias AmpR

Selección por hibridación
con 329 RNAde va

RECOMBINANTES

FIGURA5.3: Esquema de la estrategia de síntesis y clonaer
cDNA a partir de RNA de PVX.
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— Ligado blunt end al sitio PvuII del plásmido
pAT153-PvuII/8 con DNAligasa de bacteriófago T4. El plásmido fue
previamente 'tratado con fosfatasa alcalina para impedir la
religación de sus extremos.5.1.4.

Con esta mezcla de ligación se transformaron células
competentes de E. coli HB101. Las bacterias transformadas se se
leccionaron por resistencia a ampicilina.

Una réplica de las colonias obtenidas se analizó por hi
bridación con una sonda de RNAde PVX marcada con X32P-ATP. Se
seleccionaron de este modo47 clones positivos y se hicieron mi
nipreparaciones de los plásmidos recombinantes.

5.2. CARACTERIZACION DE LOS CLONES POSITIVOS

5.2.1.WMWEWM
El DNAobtenido de las minipreparaciones se sometió a

doble digestión con las enzimas de restricción BamHIe HindIII
(dichas enzimas tienen sitios de restricción flanqueantes al si
tio PvuII de inserción) con el objeto de escindir los fragmentos
correspondientes a los insertos. Estas mezclas se sometieron a e
lectroforesis en geles de poliacrilamida 6%nativa. De este modo
se seleccionaron 23 clones con insertos de más de 150 pb. Estos
clones comprendían 32 fragmentos por un total aproximado de 10000
bases. El hecho de que el número de fragmentos fuera mayor que el
de insertos se debió a que algunos de estos últimos contenían si
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tios internos correspondientes a las enzimas BamHIo HindIII, por
lo que, al digerir con estas enzimas se obtuvieron fragmentos a
dicionales.5.2.2.

Northern

Dieciséis de estos clones, seleccionados por ser los de
mayor tamaño, se purificaron en gran escala por el método de
Birnboim y Doly (Birnboim, H.C. et al, 1979), descripto en Mate
riales y Métodos. Fueron denominados A1, A2, A7, A10, B1, B7B,
BsA, BsC, Cs, Cs, D1A, D1B, D2B, D5, E101 y E102. Estos DNAs se
analizaron por hibridación en Nbrthern para confirmar su identi
dad. Se corrió RNA de PVXen geles desnaturalizantes de agarosa
conteniendo formaldehído. El RNAse transfirió a una membrana de
nylon y se cortó dicha membrana en tiras de tamaño cor
respondiente a cada carril. Estas tiras se hibridaron con cada
uno de los clones mencionados anteriormente marcados radioac
tivamente por nick translation. Comocontrol negativo se realizó
una hibridación con el plásmido vector pAT153-PvuII/8, también
marcado por nick translation. Los resultados de estas
hibridaciones se pueden observar en la foto de la Figura 5.4, la
que muestra una fuerte señal positiva sobre la banda del RNA
viral con todos los clones utilizados comosondas.

Este último ensayo, Junto con las evidencias obtenidas
del métodode selección utilizado, permitió confirmar que los in
sertos de los clones recombinantes contenían secuencias prove
nientes de una parte del genomaviral.
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-RNAde
PVX

E102 B7 Ds 02A E101 B1 D18 pÁÏ

FIGURA5.4: Hibridación en Northern del RNAde PVXcon distintos
clones recombinantes. RNAde PVXfue sometido a electroforesis en
geles de agarosa oonteniendc» formaldehído y, posteriormente,
transferido a membranade nylon e hibridado con distintos clones
recombinantes.
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5.2.3. Mansodemm

Algunos de estos clones fueron mapeados con enzimas de
restricción para tener los primeros datos acerca de su estructura
y posibles superposiciones.

Se cortaron los plásmidos recombinantes en uno de los
flancos del inserto, ya fuese con las enzimas BamHIo HindIII, se
marcaron los extremos libres por fill-in con nucleótidos radio
activos y luego se digirió el DNAcon distintas enzimas de alto
grado de corte. Los productos se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida nativa y se analizó el tamaño de los
fragmentos marcados. En la Figura 5.5 se observa un esquema de
los mapasde restricción obtenidos.

5.3. SECUENCIACION DE LA PRIMERA LIBRARY OBTENIDA DE PVX

5.3.1. Elmióndelmfgrxcmsadmam

Con el fin de trabajar siempre en las mismas condicio
nes, se hizo un ensayo con cuatro vectores de secuenciación de la
serie M13y dos cepas de E. coli apropiadas, JM101 y JM109. Es de
remarcar que cada par de vectores probados, M13 mp8 sr mp9, y
M13mp18 y mp19, comparten el mismo polylinker, pero en orienta
ciones opuestas, lo que permite secuenciar las dos cadenas com
plementarias del inserto clonado (Figura 5.6).

Se transformaron células competentes de JM101 y JM109
con 10 ng de cada uno de los vectores mencionados. De acuerdo con
el número y tamaño de las placas obtenidas, se escogió como mejor
combinación el par mp18-mp19en JM101. Con estos vectores y esta
cepa se llevó a cabo toda esta etapa del trabajo.
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FIGURA5.55 Mapa de restricción de los clones A1, A2, A1-,
Cs, Cs, E101 y E102. Se cortó DNAde estos clones alternativamen
te con las enzimas BamHI e Hind III, se marcó por fill-ir y
recortó con distintas enzimas de restricción de alto grado de
corte. Las mezclas de reacción se corrieron en geles de acrilami
da nativos y se sometieron a autorradiografia.
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Sintesis de DNA¿______
(M 03UC-18 ACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTG1 mois)

EcoR l Sal I Sph I

Sstl Kpnl 'Srnal BamH I Xba I A.ch Psrl Hmd III
l HInc II

Sintesis de DNA‘_—_—
pUC -19 ACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTG

(M13mp19)

Sph l Sal l EcoR l
_ Acc I

Hmd III Pstl Hinc u Xbal BamH l Sma l Kpn l Ss! I

FIGURA5.6: Secuencias de los polylinkers de M13 mplí y mp19
los distintos sitios de restricción.
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5-3-2. Subglgnadg en. Mi;

Los vectores M13mp18 y mp19se digiríeron con las enzi
mas de restricción BamHIe HindIII y se separó el fragmento del
polylinker por cromatografía en columna (ver Materiales y Métodos
para una descripción detallada). A su vez, el DNApurificado de
cada uno de los 16 Clones recombinantes se cortó con las mismas
enzimas de restricción con el objeto de escindir sus insertos.
Esta mezcla (sin separar el vector pAT153—PvuII/B del fragmento
de DNA)se ligó por "extremos cohesivos" a los vectores cortados.
Se transformó en bacterias JM101competentes y se plaqueó en las
condiciones adecuadas. Las eficiencias de transformación obteni
das fueron de alrededor de 5x105 a 1x105 placas de M13por pg de
DNAtransformante en el caso de M13salvaje.

5.3.3. Analisisdelgsmbglgnss. Balanidad.mación
Rositixidad: Las placas conteniendo los subclones se

transfirieron a discos de membranade nylon y se hibridaron con
tra sondas radioactivas constituidas por los insertos respecti
vos. A partir de placas con señal de hibridación positiva, se hi
cieron minipreparaciones de DNAsimple cadena. Estos DNAsse co
rrieron en geles de agarosa y se transfirieron posteriormente a
membranas de nylon, las que se hibridaron por la técnica de
Southern con. las sondas radioactivas correspondientes. De este
modose reconfirmó la positividad de cada uno de los clones a se
cuenciar.

Eglanidgd: Para determinar la polaridad de cada uno de
los 16 subclones estudiados se aprovechó el hecho de tener el DNA
simple cadena en ambas orientaciones. Estos DNAsse hibridaron en
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dots contra RNAde PVXmarcado con X32P-ATP. El clon que daba se
ñal positiva era complementario al RNAy el que daba señal nega
tiva era, obviamente, homólogo al mismo. Asi se determinó la po
laridad de los 16 clones. El ensayo correspondiente se observa en
la foto de la Figura 5.7.

Superpgsición: Comoensayo complementario a la secuen
ciación, se determinaron algunas superposiciones entre los clones
por hibridación cruzada de los mismos. Se sembraron dots de los
DNAssimple cadena (M13conteniendo insertos) de cualquier orien
tación y se hibridó contra cada uno de los plásmidos recombinan
tes marcados por nick translation. Comopuede apreciarse en la
foto de la Figura 5.8, se determinó que había superposición entre
los clones D5, D2B, C5 y A10 y E101, B1, B73 y DIA.

5.3.4.mmm
En una etapa preliminar se puso a punto la técnica de

secuenciación por el método de los dideoxiterminadores, determi
nándose las concentraciones y relaciones óptimas de los reactivos
empleados. En la sección 4.19 del capitulo de Materiales y Méto
dos, se detalla el protocolo final que se utilizó. Al poder de
terminarse las secuencias de las dos cadenas complementarias de
un mismoclon se incrementó considerablemente la precisión de la
lectura final obtenida.

En el Anexo “Banco de Clones" se presentan las secuen
cias obtenidas de estos dieciséis clones en orientación 5’-3’ y
con la polaridad homóloga al RNAviral. En la Figura 5.9 se mues
tra un mapa con las superposiciones encontradas por hibridación y
confirmadas por los datos de secuenciación. En la Tabla 5.1 se
resumen los datos más importantes de estos clones.
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c519 C518 0518 c519 E10218 5,0219 01818 0,319 B‘BIBI 3.3182

¡3,318 3,319 Bgc18 5,019 E|m1e E‘OJQ
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I
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mm thQnga d: EMAcieILVX
A1mp19 B1Bmp18.1 BeCmplQ D1Bmpl-3:
A2mp18 B1Bmp18 Csmp19 DzBmgLG
A7mp19 B7Bmp19 Csmp19 E2101mp19
A10mp19 B9Amp18 D1Amp18 Elozmpla

FIGURA5.7: Determinación de la polaridad de los subclones de
M13mp18 y mp19. Los DNAs simple cadena se hibridaron en docs
contra RNA de PVX marcado con K32P—ATP.
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FIGURA5.8: Determinación de la superposición entre los clones
D5, D28, C5 y A10 y E101, B1, B7B y D1A. Se sembrron dots de DNA
simple cadena de estos subclones en M13de cualquier orientación
y se hibridaron contra cada uno de dichos plásmidos marcados pornick-translation.

132



FIGURA5.9: Mapa de las superposiciones entre los clones D5, D2B,
C5 y A10 y E101, B1 y B7B encontradas por hibridación y con
firmadas por secuenciación.
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Longitud
Clon (pb) G-H* Northern Secuencia

A1 251 + Completa

A2 239 + Completa

A7 275 + Completa

A10 222 + Completa

B1 560 + + Completa

B7 719 + + Completa

B9A 293 + + Completa

B90 252 + + Completa

CS 510 + + Completa

C6 222 + + Completa

DIA 120 + + Completa

DlB TOO + Parcial

D2B 530 + + Completa

D5 498 + + Completa

E10-1 405 + + Completa

ElO-2 413 + + Completa

TABLA 5.1

RESUMEN DE LOS DATOS CORRESPONDIENTES A LOS
¡CLONES OBTENIDOS EN LA PRIMER LIBRARY

Total de bases secuenciadas en ambas orientaciones: 4800
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5.4. ESTRATEGIAS DE CLONADO MOLECULAR

5.4.1. Estrategia de shot-gun

Al finalizar la secuenciación de los primeros dieciséis
clones se dispuso en nuestro Instituto de mejores condiciones ma
teriales y de la infraestructura de computaciónnecesaria para
encarar una nueva estrategia de clonado molecular y secuencia
ción. Se decidió adoptar la estrategia shot-gun que, en esencia,
consiste en secuenciar al azar una gran cantidad de clones y su
perponer las secuencias mediante el uso de un programa de compu
tación. Para poder llevar a cabo esta estrategia se emplearonfa
gósmidos de BlueScript como vectores de clonado. Estos vectores
son unas construcciones desarrolladas por la empresa Stratagene
que normalmente se comportan como plásmidos de DNAdoble cadena,
y en presencia de un fago helper se encapsidan como DNA simple
cadena. Su genomacontiene la secuencia de hibridación especifica
para el primer universal que permite secuenciar por el método de
Sanger (Sanger, F. et al, 1977). Esto significa que se puede ma
nipular comosi se tratase de un plásmido cualquiera y, bajo de
terminadas condiciones, se puede obtener DNAsimple cadena y se
cuenciar directamente sobre él, sin necesidad de subclonar ni re
seleccionar.
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e)

Resultados

Sintesis de cDNA

El cDNAse sintetizó siguiendo el procedimiento
descripto en la sección 4.6 de Materiales y Métodos
con una mezcla de oligonucleótidos sintéticos como
primers at random. Se ligó por blunt end al fagós
mido KS+ de BlueScript,
sitio único SmaI y tratado con fosfatasa alcalina

previamente cortado en su

para eliminar los grupos fosfato de los extremos
5'.

Transformación y selección de recombinantes

Con la mezcla de ligado se transformaron células
competentes de E. coli de la cepa NM522.Se selec
cionaron por desarrollo de color azul en medio con
IPTG y por resistencia a ampicilina. Las células
transformadas se transfirieron a membranasde nylon
y se hibridaron con una sonda radioactiva de RNA
viral marcado con 32P-ATP. De este modo se selec
cionaron 148 clones con señal de hibridación posi
tiva cuyos tamaños oscilaban entre los 100 pb y los
1300 pb.

Caracterización de los clones positivos

Se hicieron minipreparaciones de DNAdoble cadena
de un grupo de 49 clones tomando algunos al azar y
otros por dar señales más fuertemente positivas en
las hibridaciones. Los plásmidos referidos se tra

de restricción BamHI ytaron con las enzimas
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Resultados

HindIII que flanquean al sitio de inserción SmaI
con el objeto de obtener los fragmentos clonados.
Una parte de estas mezclas se marcó por fill-in y
se sometió a electroforesis en geles de poliacrila
mida nativa con el objeto de visualizar en autorra
diografias el tamaño de los fragmentos escindidos.
En la foto de la Figura 5.10 se pueden ver algunos
de estos geles.

Otra parte de dichas mezclas de restricción se so
metió a electroforesis en geles de agarosa común,
se transfirió a membranasde nitrocelulosa y se hi
bridó con una sonda de RNA de PVX marcada con
X32P—ATPcon el objeto de reconfirmar la condición
de positivos de dichos clones. Es de remarcar que
estas hibridaciones se hicieron en condiciones de
alta rigurosidad, debido al alto porcentaje de ho
mologia que se debia reconocer.

Secuenciación

En esta etapa del trabajo se dispuso también de un
nuevo método de secuenciación que emplea la enzima
DNApolimerasa de bacteriófago T7. Esta enzima pue
de sintetizar cadenas más largas que las sintetiza
das por la enzima de Klenow (se pueden entonces
"leer" secuencias más largas) y es capaz de superar
obstáculos ante los cuales la enzima de Klenow se
detiene (por ejemplo, estructuras secundarias en el
templado). Además,se utilizó un precursor radicac
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FIGURA5.10: Determinación del tamaño de los insertos clonados en
el fagósmido KS+. Se digirió DNAde los plásmidos recombinantes
con las enzimas BamHIe HindIII, se marcó por fill-in y se
sometió a electroforesis en geles de poliacrilamida nativa 6%. M:
se utilizó DNAdel plásmido pAT l53-PvuII/8 digerido con Hian
como marcador de peso molecular.
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tivo marcado con 358 en lugar de 32P, con lo cual se obtuvieron
bandas mas nitidas en los geles de secuencia, mejorándose la
calidad de las lecturas.

Se purificó DNAsimple cadena de los siguientes
clones: 0X1, 0X2, 0X3, 0X4, 0X8, 0X10, 1X2, 1X3, 1X4, 1X5, 1X7,

1X9, lel, 1X12, 1X13, 1X14, 1X15, 1X17, 1X19, 1X20, 1x22, 1x24.
1X25, 1X26, 1X27, 1x29, 1X30, 1X31, 1x33, 1x42, 1x46, 1X53, 1x55,
1X61, 2X1, 2x36, 3X2, 3X9, 3X13, 3X17, 3X18.

Se procedió a secuenciarlos tal comose describe en
la sección 4.19.2 del capítulo de Materiales y Métodos. Los datos
de estas secuencias se presentan en el Anexo "Banco de Clones”.
La Tabla 5.2 resume los datos correspondientes a dichos clones.

e) Determinación de superposiciones

Con el objeto de determinar superposiciones se hi
cieron tambiérx ensayos de luibridaciones cruzadas entre estos
clones y los dieciséis clones obtenidos en la primer library

Se hicieron dots de DNAdoble cadena de los clones
recombinantes en el fagósmido KS+con inserto y se hibridaron con
sondas radioactivas correspondientes al otro grupo de clones.
Estas sondas se hicieron del siguiente modo:

Se digirió el DNAcorrespondiente a los clones
pAT-inserto con las enzimas de restricción
BamHIy HindIII.
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Longitud Secuencia
Clon (pb) Secuencia Clon leida
0X1 225 completa 4X17 200
0X2 120 completa 4X52 212
0X4 62 completa 4X60 121
0X8 380 parcia1(333) 4x70 202
0X10 92 completa 4x91 203
1X2 109 completa 5x29 248
1X3 310 parcial(289) 5x41 256
1X4 181 completa 5x42 273
1X7 400 parcialf275) 5x43 167
1X9 308 parCial(31U) 5x51 1601'11 com eta 74 1 1
1á12 181 00m8 eta gász 134
1X13 152 completa 5X84 193
ÏX14 73 completa 5X86 291com e a
iíig 350 parÉJíaÏmas) ÉÏQG 593
1Xl7 So completa 5X106 258
ÏXÉÉ 13% completa SXÏZÜ 121com eta15522 360 comgeta Ïág
1x25 136 completa 6X100 600
ÍXZ? 157 compleïa334) 6X103 260l arc'a ‘¿E59 ÍS8 Bo Ïet( ¿M4 ïS‘ï
1X30 118 completa1X31 1100 parCial(126)
1x33 62 completa
1x42 181 completa
1x46 305 completa
1x53 1300 parcialEISBÏ1x55 590 parcial 245
2X1 350 parcia1(151)
2x36 291 parcial(1300
3X2 192 completa
3X9 370 parcial(212)
3X11 168 completa
3X13 180 completa
3X17 370 parcial(245)
3X18 165 parcial(370)

TABLA 5.2
RESUMEN DE LOS DATOS DE SECUENCIAS OBTENIDAS

DE LA ESTRATEGIA SHOT-GUN _ _
Los datos provenientes de la library obtenida por_random-pr1m1ng
y los provenientes del clonado con oligo dT como iniciador de.
transcripción (sección 5.4.2), se resumen en las columnas iz
Ïgággda y derecha, respectivamente. Total de bases secuenCiadas:
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- Se purificó a partir de geles de agarosa comúnel
fragmento escindido y se marcó por priming at
random tal como se describió en la sección 4.11.2
del capitulo de Materiales y Métodos.

En la Figura 5.11 se pueden ver los mapas de algunas de
las superposiciones obtenidas, confirmados por
datos de secuenciación.5.4.2.

Durante el transcurso de la primera etapa de clonado mo
lecular y secuenciación se tuvo acceso a algunos trabajos publi
cados por el grupo de Atabekov y colaboradores (Morozov, S.Yu. et
al, 1981). En dichos trabajos se afirmaba la existencia de un
tracto de poli(A) en el extremo 3' del RNAviral. Se trató enton
ces de construir una nueva library utilizando oligo dT comoini
ciador específico de la transcripción de la primera cadena de
cDNA.Los primeros intentos resultaron infructuosos ya que no se
consiguió un buen rendimiento en la síntesis de la primera cadena
de cDNA.Se mejoraron las condiciones de trabajo, poniéndose par
ticular énfasis en la calidad de los reactivos empleados, y se
obtuvo entonces una alta eficiencia en el apareamiento entre el
oligo dT iniciador y el RNA,con el consiguiente éxito en la sín
tesis de la primera y segunda cadenas de cDNA.La sintesis de
cDNA, su ligado y la transformación se hicieron en las mismas
condiciones que las descriptas en la sección 5.4.1 de este capi
tulo. Se obtuvo una nueva library de más de 900 clones recombi
nantes, seleccionados, al igual que en la library anterior, por
color y por resistencia a ampicilina.
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FIGURA5.11: Mapa de las superposiciongs obtenidas por hibrida
ción cruzada entre algunos de los clones obtenidos en la primer
library y las posteriores. Los datos fueron confirmados por 5e
cuenciación.
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5.5. OBTENCION Y SECUENCIACION DE CLONES CORRESPONDIENTES A

LA PROTEINA DE CUBIERTA

Tal como se detalló en la sección 1.9 del capitulo de
Introducción, los Potexvirus poseen en el extremo 3' del genoma
viral la secuencia que codifica la proteína de cubierta. Para en
contrar esta secuencia en la library del extremo 3’ se realizó u
na hibridación en colonias con una sonda radioactiva de oligo dT.
Se obtuvieron veintiún clones positivos, los cuales fueron se
cuenciados. De acuerdo a los datos de las secuencias obtenidos,
cinco de estos clones, denominados 4x52, 4x91, 6X18, 6X100 y
6X119, correspondían al extremo 3' del genoma de PVX. Los clones
4x52 (550 pb), 6X18 (500 pb) y 6X100 (aproximadamente 1000 pb)
estaban orientados en forma complementaria al RNAviral, por lo
cual su secuencia se comenzóa leer desde el extremo 3' hacia el
extremo 5' del genoma. El clon 6X18presentaba un tracto de alre
dedor de 60 adeninas, mientras que los clones 4X52y 6X100poseí
an sólo 6 ó 7 adeninas. Los clones 4x91 y 6X119, de tamaños apro
ximados de 300 pb y 1000 pb, respectivamente, tenian una orienta
ción homóloga al RNAviral.

Debido a la orientación de estos clones, sólo se pudo
contar con la secuencia confirmada de las últimas 250 pb del ex
tremo 3' del genomaviral y parte del extremo 5' que codifica la
proteína de cubierta (con el clon 6X119). Se buscó entonces la e
xistencia de alguna superposición entre estos clones, ya secuen
ciados y ubicados, y otros pertenecientes a las libraries ante
riores. Esta búsqueda se efectuó mediante programas de computa
ción diseñados para tal fin, y no por hibridaciones cruzadas como
anteriormente se habia hecho. Se obtuvo como resultado que los
clones A1, 1X5 y 0X1, este último en forma complementaria, se su
perponían a la secuencia 5' homóloga al RNAviral del clon 6X119.
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También se encontró que los clones 5x43 (130 pb), 5X120 (250 pb)
y 4x70 (350 pb), correspondientes al extremo 3', tenían secuen
cias superponibles con dicho clon. Además, por comparación de o
tro grupo de secuencias obtenidas por iniciación con oligo dT, se
encontró que los clones 5x42 (350 pb) y 4x91 se superponían entre
si. En este punto se contaba entonces con 500 pb del extremo 3'
del genoma viral y con 420 pb de la zona que comprendía al extre
mo 5’ de la secuencia de la proteína de cubierta. La zona 3' pre
sentaba un marco de lectura abierto desde su inicio, que termina
ba 70 pb antes del poli(A), mientras que la zona 5' presentaba
varios codones de iniciación pero el único que permitía un marco
de lectura abierto estaba ubicado a 100 pb del extremo 3' del
clon más extendido hacia dicho extremo. En el capitulo correspon
diente a la Discusión, se analizarán otros putativos marcos de
lectura abiertos y sus posibles implicancias.

Para tener la secuencia completa de esta región del ge
noma viral se secuenciaron los clones 6X100y 6X119 en condicio
nes de "alta lectura", es decir, se aumentaron los tiempos y con
centraciones de las reacciones de marcado y los geles se corrie
ron por 14 y 8 horas, respectivamente. De este modose consiguie
ron superponer ambas secuencias resultantes con absoluta certeza
y concordancia. En la Figura 5.12 se muestra un esquema de los
clones que conforman la secuencia correspondiente al gen de la
proteína de cubierta, y en la Figura 5.13 se pueden observar las
secuencias de ácidos nucleicos y aminoácidos de dicha proteina.

Paralelamente al desarrollo de este trabajo, se reportó
la secuencia de la proteína de cubierta de una cepa europea de
PVX(Morozov, S.Yu. et al, 1987). Esta secuencia presenta una al
ta homologia con la cepa PVXc (americana) secuenciada por noso
tros y, dado que dicha homología es de aproximadamente 80%, sir
vió para confirmar los datos obtenidos-en este trabajo.
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FIGURA5.12: Esquema de clones qúe conforman la proteína de cu
bierta y de la estrategia de secuenciación seguida. Las flechas
marcan el alcance de la lectura obtenida.
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FIGURA 5 . 1.3:

A!

1 AÏBACTACAC CAECCAACAC CACTCAAECÏ BÏAGGAÏCCA CCAAATCAAC ÏACCACCACC

61 ACÏBCASGCE CAACÏCCÏEC CAATÏCASGS CTATTCACCA IACCAGATGE BBACTTCÏTT

121 AGBACCBCAA ABGCÏETBBÏ CGCTABCGAT BCCGÏTBCAA CCAASEASSA ACTCAECEAS

181 ATACAGABTA TCÏGBAHBAA CABÏAABBTC CCAACABACA CTAÏGACACA BECASCÏÏBE

241 ACATTBSÏAA SACACÏBTSC TBACBACGBB ÏCCTCTGCCC AAACÏSAAAT GAÏASBCACC

301 EEÏCCATACT CCAAÏGBGST CAECCBGGCÏ AEÑCÏBBCAG CTGCflATÏAfl AGASBÏSÏGC

361 ACACTGASBC ASTÏCTGCAA AAAGÏATGCC CCCETBGÏCÏ GBAACTEGAÏ BDTCACAAAC

421 AACABCCCAC CGECCAACTE GCAGECACAA SECTTCAAGC CBBASCACAA AÏÏCECAGCC

481 ÏTÏBACTTCT TÏGATGGAGT CACTAATCCC GCABCÏAÏCA CÏCCCAAAGA GSBBCTCATB

541 ASflCCTCCEÏ CÏGAAGCASA AAÏGAAÏSCC SCCCAAACÏB CÏBCCTTÏBT EAABAÏCACC

601 AAEECBASGG CECAATCCAA CGACÏÏÏSCC ASTCTSEATB CCBCSBÏCAC TAEGBECCSC

661 ATCACABSAA CGACÏBÏTGC AGAASCABTT BTTTCACTAC CCCCACCATA ACÏHCETCCA

721 CATAACCBACBCEÏATCCCA ETTTCATAEÏ flÏTÏÏCÏGET ITEATTSTAÏ SAATRÑÏATA

731 RAT

l HÏÏPANÏÏOA VESÏKSÏTÏÏ TABflTPANSS LFTIPDGDFF RTAKAVVASDAVAÏKEELSE

61 IOSIHKNNKV PTDTHTDAAI ÏLVRHCADDB SSAOÏEIIEÏ GPYSNSVSR“ RLAAAIKEVC

121 TLROFCKKYA PVVINHHLÏN NSPPRNIGAO BFKPEHKFAA FDFFDGVTNP AAITPKEBLH

131 RPPSEAEHNA AGTAAFVKIT KARAGSNDFA SLDAAVÏRGR ITGTTVAEAV VSLPPP

Secuencia de la proteína de la cápside del PVXc. li:
secuencia de ácidos nucleicos. B: secuencia de aminácidos obteni
da por traducción de la secuencia anterior.
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5.6. DESARROLLO DE UNA SONDA MOLECULAR PARA DIAGNOSTICO DE

PVX

En colaboración con un laboratorio del INTA-Castelar, se
desarrolló un método de diagnóstico para PVX. Comosonda molecu
lar se empleó uno de los clones de cDNAobtenidos, marcado con
radioactividad o por incorporación de biotina. Se utilizó el clon
denominado B1, de alrededor de 500 pb, proveniente de la primera
library y cuyas cadenas complementarias fueron secuenciadas com
pletamente. Dicho clon se marcó alternativamente por random prim
ing con a32P—dCTP,tal como se describió en la sección 4.12.3 de
Materiales y Métodos, o por incorporación de bio-ll-dUTP de a
cuerdo al procedimiento descripto por Leary et al (Leary,J.J. et
al, 1983). Comofuente viral se utilizaron partículas virales pu
rificadas o jugo de plantas de N. tabacum infectadas con PVX,
clarificado y pretratado con formaldehído. Se realizaron las hi
bridaciones en condiciones similares a las descriptas por Tchen
et al (Tchen, P. et al, 1984). Las señales radioactivas se detec
taron por exposición autorradiográfica de los filtros. Las sondas
biotiniladas se revelaron por el métodode la estreptoavidina
fosfatasa alcalina (Chan, V.T.-W. et al, 1985). Con la sonda ra
dioactiva se obtuvo una sensibilidad de 0.5 ng de PVX,que repre
sentan alrededor de 25 pg de gRNA(Figura 5.14). Con la sonda
biotinilada se detectaron hasta 8 ng del mismovirus (Figura
5.15).

Se analizó la especificidad del ensayo haciendo dots de
extractos de hojas de N. tabacum infectadas con distintos virus
de papa e hibridándolos con la sonda biotinilada. Comose puede
observar en la Figura 5.16, mientras los extractos de hojas in
fectadas con PVXdieron una fuerte señal positiva, los de hojas
infectadas con PVY, Potato Virus S (PVS)y fbtato Leafroll Virus
(PLRV)no presentaron señal alguna (Mandel, M.A. et al, 1988).
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FIGURA5.14: Hibridación de particulas virales de PVXcontra DJA
del clon B1 marcado radioactivamente. Se hicieron dots de dilu
ciones seriadas de PVXtratado comose describe en el texto y s,
hibridaron contra DNAde B1 marcado por random priming con a3??
dCTP. Los números indican los nanogramos de partículas sembradas
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FIGURA5.15.: Hibridación de partículas virales de PVXcontra DNA
del clon B, marcada con biotina. Las partículas de PVXse trata
ron y sembraron como en el caso anterior y se hibridaron contra
DNAdel Clon B1 marcado con biotina.

¡149



FIGURA5.16: Diagnóstico diferencial de PVXen plantas infectadas
utilizando sondas biotiniladas. Se extrajo DNAtotal de plantas
sanas y plantas infectadas con PVX, PVY, PLRV y PVS y se trató
tal comose describe en el texto. Se sembraron dots de estos ex
tractos y se hibridó contra DNAde B1 marcado con biotina. 1 y 2:
plantas de tabaco y papa, respectivamente, infectadas con PVX; 3,
4 y 5: plantas infectadas con PVY, PVSy PLRV, respectivamente;
6: plantas sanas.
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Discusión

El conocimiento de la estructura primaria de los genomas es
de fundamental importancia en el estudio de los organismos vi
vientes. En años recientes han podido ser determinadas un número
considerable de secuencias, parciales o completas, de genomasvi
rales vegetales. Esto ha contribuido a aumentar el conocimiento
acerca del funcionamiento de estos genomas. Por ejemplo, si bien
es cierto que existían fuertes evidencias que indicaban la pre
sencia de un codón de terminación ámbar al final del cistrón de
126 Kd del TMV(Beachy, R.N. et al, 1977; Pelham. H.R.B., 1978),
la prueba final y conclusiva se obtuvo al estar elucidada la se
cuencia completa del genoma viral (Goelet, P. et al, 1982). Por
el contrario, un supuesto codón de terminación leaky en el RNA1
del Alfalfa Mbsaic Virus (AlMV)(Van T01, R.G.L. et al, 1980) no
apareció comotal luego de ser secuenciado dicho genoma (Corneli
ssen, B.J.C. et al, 1983). La aminoacilación de varios RNAsvira
les sugirió la presencia de estructuras tipo tRNAen los extremos
3' de dichos RNAs, hecho que sólo pudo ser confirmado luego de
conocerse dichas secuencias y estudiarse las posibles conforma
ciones tridimensionales. Asimismo, por comparación de secuencias
nucleotidicas se encontró que uno de los productos codificados
por el CaMVera homólogo a la transcriptasa reversa codificada
por distintos retrovirus animales (Toh, H. et al, 1983). También
se han establecido homologías de este tipo por comparación de las
replicasas y proteasas del CPMVcon otros picornavirus (Franssen,
H. et al, 1984). Asumiendoque la clasificación de los virus ve
getales refleja posibles relaciones evolutivas, la determinación
de homologías entre secuencias genómicas puede transformarse en
el criterio taxonómicomás importante y válido para clasificar
los.
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Discusión

En este trabajo de tesis se han obtenido y caracterizado va
rios clones de cDNAde PVXpor técnicas de DNArecombinante. Mu
chos de estos clones, correspondientes a distintas partes del ge
noma, han sido secuenciados, dilucidándose la secuencia completa
de la proteína de la cápside. Tambiénse ha obtenido información
sobre la secuencia de otros grupos de clones que, en conjunto, a
barcan una proporción mayor al 70%del genoma viral.

Recientemente, se ha informado la secuencia de la proteina
de cubierta de dos Potexvirus, el PaMV(Short, M.N. et al, 1986)
y una cepa europea del PVX (Morozov, S.Yu. et al, 1987). En el
caso del PaMV,la secuencia se obtuvo directamente de la proteina
por técnicas que combinan el mapeo con proteasas, degradación de
Edmany espectrometría de masa. En la Figura 6.1 se muestra una
comparación realizada mediante un programa de computación entre
dicha secuencia y la obtenida en este trabajo. El porcentaje de
homología calculado es de 35%. Es importante destacar que la pro
teína de la cápside del PaMVtiene una longitud de 211 aminoáci
dos, mientras que la determinada para el PVXes más larga, de 236
aminoácidos. Se ha establecido una comparación similar con la se
cuencia reportada para las cepas de PVXeuropea, obteniéndose 81%
de homología en la secuencia de ácidos nucleicos y 89%de homolo
gia en la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la ante
rior (Figuras 6.2 y 6.3). A través de estas comparaciones se ha
observado que la secuencia ACAGCT(posiciones 82 a 87 de la se
cuencia correspondiente a la cepa europea de PVX)que codifican
los aminoácidos Treonina y Alanina ha sido sustituida por la se
cuencia AAT(posiciones 82 a 84 de la secuencia correspondiente a
la cepa americana) que codifica Asparagina. El efecto resultante
de esta sustitución es la ausencia de un aminoácido en la secuen
cia total del PVXC.La secuencia de dicha zona se ha obtenido a
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través del análisis de tres clones,

Discusión

por lo cual concluimos que
esta diferencia refleja una variación real entre ambascepas y no
un cambio polimórfico o un artificio de secuenciación.
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FIGURA6.1: Comparación de las secuencias de aminoácidos del PaMV
obtenido en este trabajo.y el PVXC,
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FIGURA 6.2:
PVXC,obtenida en este trabajo y la cepa europea reportada.
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Discusión

Mediante otro programa de computación se han realizado aná
lisis de hidropatia, tanto de la secuencia obtenida para la pro
teina de cubierta del PVXc, como para las informadas del PaMVy
el PVXeuropeo. En la Figura 6.4 se pueden apreciar los perfiles
obtenidos. Se observa que existe una gran diferencia entre el
PaMVy ambas cepas de PVX. Con respecto a estas últimas, se ob
serva la presencia de 8 zonas de hidrofilicidad variable (zonas
I, II, III, IV, V, VII, VIII y IX de la Figura 6.4), constatándo
se la aparición de una región hidrofilica adicional (VI) en la
cepa americana. Además, se observa una acentuada variación cuali
tativa y cuantitativa entre las zonas III, IV y V de ambascepas.
Si se asume que las zonas hidrofílicas corresponden a las zonas
más expuestas de la superficie de la molécula proteica y, por
consiguiente, a las zonas de mayor antigenicidad (Lerner, R.A. et
al, 1981), podría esperarse que la cepa americana (PVXc) fuera
inmunológicamente más activa que la cepa europea. Lamentablemen
te, en el trabajo de Morozovy colaboradores no se identifica
claramente la cepa, razón por la cual este aspecto no pudo ser
explorado. Esta diferencia entre las regiones hidrofílicas podría
traducirse también en una variación entre los repertorios epitó
picos de ambas cepas. Con la disponibilidad creciente de anti
cuerpos monoclonales, esta hipótesis podría someterse en el futu
ro al análisis experimental.

Respecto a las regiones que flanquean a la secuencia corres
pondiente a 1a proteína de cubierta se observó lo siguiente:

En la región del extremo 3' comprendida entre el codón de
terminación y el poli(A), existe un 96%de homología entre
ambas cepas de PVX;si bien no se encontraron otras señales
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de terminación, en ambos casos se encuentra una señal de po
liadenilación caracteristica de plantas, (AATAA),a 7 bases de la
primer adenina del poli(A).

- En la región inmediatamente 5' al codón de iniciación se
encontró la secuencia GAAAGATGque coincide con la secuencia con
senso del inicio de la traducción CAANNATGdefinida en plantas.
La primer base luego del codón de iniciación para cepa americana
fue adenina y ‘timina para la europea, difiriendo ambas de la
guanina esperada en animales y plantas.

- También se encontró una secuencia de 15 nucleótidos
ubicados 11 bases upstream del codón de iniciación de la proteina
de la cápside y que, según el grupo de Atabekov y colaboradores
(Dolja, V.V. et al, 1987), definiría la extremidad 5' de uno de
los ngNAs de PVX. Dicha secuencia, GGTTAAGTTTCCAGT,difiere de
la cepa europea y de la reportada para el PoAMV(Bundin, V.S. et
al, 1986) en solamente una base (G por A en la posición 14 de
dicha secuencia). En la Figura 6.5 se puede observar un esquema
detallado de estas regiones.

En el trabajo de Morozovy colaboradores se postulan también
dos marcos de lectura putativos que flanquean al extremo 5' del
marco de lectura correspondiente a la proteína de cubierta. Estos
dos marcos, que se superponen entre si, totalizan aproximadamente
550 bases y codifican cortas secuencias de aminoácidos hidrofóbi
cos. Estas posibles cadenas polipeptídicas poseerian una estruc
tura compatible con la de las proteínas de membrana. Los autores
comparan estas secuencias y las reportadas para el RNA2 del
Barley Stripe Mbsaic Virus (BSMV)y el Beet Necrotic Yellow
Veinal Virus (BNYVV),estableciendo similitudes en la organiza
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ción de los marcos de lecturas. En el caso de la cepa PVXsecuen
ciada en este trabajo, se halló la misma organización de marcos
de lectura descripta para la cepa europea. La Figura 6.6 muestra
una comparación entre las secuencias correspondientes a estas re
giones (denominadas MLl y MLZ) en ambas cepas.

Si bien la secuenciación del genoma viral no fue terminada
completamente, este trabajo representa un avance sustancial en
esta dirección. Un número importante de clones han sido agrupados
en cinco grandes conjuntos de secuencias que abarcan más del 70%
del genomaviral, Junto con otro conjunto de secuencias aún no a
grupadas. Estos clones integran. un Banco de datos de más de
15000 pb secuenciadas. En una etapa próxima se buscarán superpo
siciones entre dichos conjuntos de secuencias y se reconfirmarán
algunas regiones en que las secuencias no han sido aún totalmente
depuradas de ambigüedades. Es de remarcar que al utilizar la téc
nica de secuenciación empleada en este trabajo, es comúnla apa
rición de recombinaciones entre partes diferentes del genomade
bido a artificios ocurridos durante el clonado, asi comode algu
nos pocos casos de polimorfismos o incertezas debido a los erro
res de lectura de las polimerasas empleadas. También es comúnde
tectar los denominados full-steps, que representan compactamien
tos en la lectura de zonas ricas en guanina y citosina. Estas se
cuencias formarian fuertes estructuras secundarias, dificiles de
saltear por dichas polimerasas. Este tipo de inconvenientes se
resuelve usualmente secuenciando las zonas problemáticas por la
técnica de Maxamy Gilbert (Maxam, A.M. et al, 1980) o por se
cuenciación directa sobre el RNApor medio de ribonucleasas que
reconocensitios específicos.
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FIGURA6.5: Esquema de las regiones flánqueantes de los extremos
5' y 3' de la secuencia correspondiente a la proteína de cubierta
del PVXc.
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FIGURA6.6: Comparación de los putativos marcos de lectun
abiertos MLl y MLZde las cepas europea y americana de PVX.
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Con los resultados obtenidos se abren varias lineas de tra
bajo. Una de ellas, descripta brevemente en la sección 5.6 del
capítulo de Resultados, es el desarrollo de métodosde diagnósti
co de virosis en papa mediante el empleo de los clones obtenidos
comosondas de hibridación molecular. Una sonda (marcada alterna
tivamente con radioactivo y con biotina), probó ser especifica en
la detección del virus y tan o más sensible que los ensayos de
ELISAusualmente utilizados. Un objetivo secundario es el desa
rrollo de sondas de diagnóstico para diferenciar distintas cepas
de PVX.Para esto se piensa sintetizar oligonucleótidos que sir
van como sondas especificas. Las zonas hidrofílicas descriptas
anteriormente, tales como la IV y la V, son regiones apropiadas
para escoger secuencias de nucleótidos para estos oligonucleóti
dos sintéticos ya que muestran la mayordivergencia entre las ce
pas comparadas.

Una segunda linea que se abre a partir de los datos presen
tados en este trabajo, es la de la obtención de resistencia anti
viral en plantas manipuladas por ingeniería genética. En particu
lar, los datos de secuencia correspondientes a la región 3' del
genoma (que contiene a la proteína de cubierta y a la secuencia
3' no codante) resultarán fundamentales para la implementación de
las distintas estrategias disponibles. Dichas estrategias pueden
resumirse sintéticamente asi:

1) La llamada estrategia de "protección cruzada", que consiste
en expresar en la planta, bajo la dirección de un promotor
vegetal constitutivo "fuerte" (usualmenteel del transcripto
35 S del CaMV),la secuencia estructural de la proteína de
cubierta. Ya se luni realizado ensayos exitosos utilizando
esta estrategia con distintos virus vegetales (Van Dun, C.
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M.P. et al, 1987; Wilson, T.M.A. et al, 1986). En el caso de
PVXla secuencia correspondiente a la cápside ha sido com
pletada totalmente y será relativamente sencillo subclonarla
en los vectores apropiados para su introducción en plantas
por medio de sistemas basados en Agrobacterium.

La llamada estrategia de “arresto de la transcripción". Se
basa en competir la replicasa viral con su propia región de
unión sobre el RNAdel patógeno. Lleva implícita la superex
presión constitutiva en la pdanta de transcriptos cortos
conteniendo esta secuencia, lo que puede lograrse por técni
cas similares a las descriptas en el punto anterior. En
nuestro caso, existe una alta probabilidad de que las 70 ba
ses de la región 3' no codante (región que sugestivamente
presenta una homología mucho mayor que otras entre las dos
cepas de PVXcomparadas), incluya el sitio de unión de la
replicasa viral. Comoen el caso anterior, su introducción y
expresión en plantas resultará relativamente simple.

La llamada estrategia o tecnologia "antisentido", la que
consiste en expresar constitutivamente en la planta trans
criptos complementarios al RNAviral. En este caso, se supo
ne que el apareamiento de estos transcriptos con el RNAge
nómico del virus impedirá el proceso de traducción del mismo
y, por ende, interferirá el ciclo de replicación. Aunquee
xiste cierta controversia al respecto, se suponeque las re
giones del gRNAinvolucradas en el reconocimiento por los
ribosomas serian las más apropiadas para su utilización en
esta estrategia. En el caso del PVX,se dispone a partir de
los datos presentados de un conocimiento detallado de la es
tructura 5’ de un probable RNAsubgenómico que expresaría la
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proteina de cubierta. Esta parecería ser pues, una de las
secuencias apropiadas para su empleo en esta linea de traba
Jo. Aunquela utilización de la tecnologia "antisentido" en
plantas ha brindado hasta el presente resultados variables
(Ecker, J.R. et al, 1986; Loesch-Fries, L.S. et al, 1987),
el desarrollo de esta estrategia no implica en principio ma
yores dificultades técnicas que las mencionadas en los dos
puntos anteriores.
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Banco de Clones

GGCAACAATC
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TCTGGCTAAT

TGACTACACC

TACATAACAT

CTCATCCGCT

TAAGGGAGCA

TATCCTAAGT

AGAGTTCCCT

CCCAACCACA

TAAGAGGATT

CATCCTGAGT

AGCCCGAACC

AAGGAAGAGT

AACGTGCGTG

TA

ATAGCAGTCA

GAGTCGATCA

CTCAAACCAC

AGCCAACACC

TGGCGCTATC

TTCTGGGAAA

CGgCACATGT

GCAACTGgA

GAAGGAACCC

ATTCCCTTGG

GGggcAATCA

CTchatGTG

CCAGACTCAC

TGCTGGAAAA

CAGACTGAAG
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Banco de Clones
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CGGCTACTGA

AACAAAGACT

ATAAGCTATC
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GAG
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AGAGTCCTGA

AAGTCGAAAA

AACAGACAGT

TTCAACCAAG

TGAGCAACTG

CACAGGACGG

AAGAGATCAT

CD5HOMOL

GTTTGAGGTA

TGACATCAAG

AGAAGGCCCA

GACATACCCG

CAGAAGTTAA

CTTAAAGCCA

ACAAACGCAC

ACATTTGATG

CAGTACAGCT

GCAAAGCT

CElOlHOMOL

GGATGAGGGG

AAAAGGAATA

GGGAAACCAG

TGAACAGGGA

GCAATGCTGA

AAGCCCTACC

CGGAAATCAT

AAACAATCAG

CATCAACCCG

GAGTCGCGCT

CAGGACTGAG

TCTTCCCGGC

ACAAAAATGG

CCCAGGAGAA

525 BP

GTGAGAAAGG

TAAGTACTTG

CTTTGATGAA

GCTGGGATTG

TATGCTCTTT

GAAGTCTTCA

GAACTTCACG

AGCCATGTTG

CCAGGCATAC

258 BP

AGCATCACTG

AAATTTTCTT

CCAATACTGA

CAAGTGTACG

388 BP

GAAGAGACAT

GCAGAAACCT

GCAAAGAAAG

GAAGGAAGTC

GTCAATGAAG

GAAGATGCAT

GAGGACGT

GATTGGTTCC

AGCAAGTCTA

AATAAAATCA

CCAAAAATCA

GGCACAATGG

TCAATTGTGA

AGGCCCAGTC

CAGTTTGAGG

ATTGACATCA

CATCCCAGAA

AGGCACTCTG

GTGCAACATC

CTGGCGATGA

CAACAGCCCC

TCCTAGACAA

CCAAACGCCT

ATAAGACACC

TGGAGGCTGG

CATCCACTGA

Banco de Clones

TTTCTCACAG

AGTGCAACCT

TGGTATTCCT

AACCGGGTCA

CTCGATACAT

GACGACACCT

TTGCAAATGA

TACTTAAAGC

AGACA

GAGATCATCC

TCAATCATGC

GCCTTTACAC

CTCGGCAGTA

TAGAGAACCC

ACTGACTAGG

GGCCGAAATC

CAACATGGGC

CACCACATTC

CTCCTCAACA

GAGGTGTGAg

CATCAATGGC

TAAGTCCCAA

GACTATTGCC

GCGTTGGTTT

GAGGACATGT

CTACACGGCC

CAAGCATCAC

AGGCATACAT

GACTCACTGG

ACACCAAGTT

GACTGTGTTC

GAGGGAGAGA

AAACACAATC

CAAGACTCCA

GAAGCGCCAA

CCGACCTTGA

ATTGACCCGA
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61

121

181

241

301
361

61

121

181

61

121

181

241

301

CEIOZHOMOL

CAGCGTATGA

TTGATGAGAA

GGGGCACTCT

ACTTGAATAA

AGGCCTTTAG

ACTACGGAAG

TAAGATCAGT

GATAGACCTG

GCAGTGCCAA

TAGCCTTCCC

GATGGATATT

ATTCCAGTCC

CTGCTTGCAC

ATAAGGACCA

COXIHOMOL

TTGACTCGGA

TGCCACATAG

CGGTTAAGTT

AGGATCCACC

CAGAGCCAGT

ACAGCGAGAC

TCCAGTGATA

AAATCAACTA

COX2BS

GCTGGGTGAG

TGTCATCCAT

TACCTAACTG

GGGGCTGGGG

COX4BS

CATGCCCATC

AT

ACCGAAATGG

COXBHOMOL

CTACTGAAGT

AAGACTTGGC

TGAGCTCTGA

TGTACATGGG

AGCCAAAGTC

CACAGCACTA

GTTTGCTAAG

AAACATGCTA

ATTTCTGGAA

CACAGGCAGG

CAGATCGTGC

TCAGGCACTA

413 BP

AGTTACGCCT

GCACATACAC

CGCCTCAAGA

CTCATCATTA

CTTAGTAGTG

GACACTCGAC

GGGGCATACA

205 BP

CACCATCAGA

GATCAAGGCT

ATTGAAAGAT

CCACC

120 BP

GAAAAATTGA

GATCTGGCAA

62 BP

TTTTTGGACT

333 BP

TACTGCAGGT

GGTGTGTACA

GGTGTTCCGA

AATGACACAT

TAGACCACAA

GATGGAGGgC

ACGACCACAA

TGACATGCAG

ATTTCCTATA

GTTTGAAAAG

CAGTGTTGCC

CTTCACAGTA

GAAGCCAGGA

ATTACTGGTG

CTGGCTAATC

GACTACACCA

GAGCTTACCA

GAGCCACGCG

TGACAAAGAA

ACTACTTGAA

GCGAGAGAAC

CCCTAGTGCC

TCACATACGC

CACTCAAGTG

TGC

Banco de Clones

GGACTCACTG

GACCTTAATA

ACCGTTAAGT

TTTAGGTTAC

GGTGCCGGAA

CACACTCTTG

CCAATCCCCG

AGTCGATCAC

TCAAACCACT

GCCAACACCA

GCGCGGAAAG

ATCCAAAAAG

GAGTTCCCTG

CGCCACACAC

CGGCACCACT

CTCAGACGAA

AGGATGCCAA

TGTAGCGCCA

CATGATTTGT

AAGTCCGGAC

TACCATTTAG

TCTAaCTGCT

AGTCCACTGC

GAGTCCCAGA

CTG

GGTACACGCT

CTCACTTGAG

CTCAAGCTGT

TGGCTGCTTG

CGCTGAGAGA

AAGGAACCCC

CGCAACAAGA

GAAATAAGTA

AAGAGGAGGT

GGTCTCACGA

ATGTTATGTA
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61

121

181

241

61

121

181

61

121

181

241

301

COXlOBS

TGGCCAATTT

GTGACTTGGC

CTTCGATCGG

ACGGCTTAAC

C1X2BS

AAACACCACC

AAAGTCTGTT

AACACAGCCA

AAATGGCCCA

C1X3HOMOL

GGTCAGACTA

TACATGCGTT

ACACCTGAGG

GCAAATGACT

CTTAAAGCCA

TTGCCGCCTT

GGTTTAGGCA

ACATGTCGGC

ACACGGCCTT

AGCATCACTG

ClX4HOMOL

CAATGGCACA

TCCCAATGGG

ATTGCCGCCT

G

GTTAGGCAGA

TAACTAAAGT

TTTACCAACA

cix5H0M0L

GCGGTACTAT

GCCAGCCTTC

TCAACGCAAT

GACTCGGACA

CCACATAGAC

TCAGTGATAT

ACAaTTCACC

GCTGTTGTGC

CATCTTTGTG

GAGCCATGCA

AGCGAGACAG

TGAAGATGAC

92 BP

GGCTGCGGAC

AAATTCAACT

109 BP

AACCCACCAC

AGGTGCGCGA

289 BP

TTACCAACAG

GGCGTTTCAA

ATGGGCTTTG

TGATCAGTCA

CATCCAGAAG

181 BP

GTCCGACTTT

CGAAAAGCTG

GACAGTTATG

330 BP

CAACTTCGGC

TTTTGCTGTC

CTTGTCGGCA

CCATCAGAAT

CATGGCCTTG

TACACAGCAA

ACGATGGTGA

CC

GCCCAATTAA

GGTTTACCAA

ACAGTTATGC

CCCAAGGAAG

AGCAACTGGA

CAGGACGGAG

AGATCATCCA

GATGAAAACA

GGATTGCCAA

CTCTTTGGCA

TCTAGAACTA

GCTACTAATA

ACAATCATAG

TACCGGTGAG

GCTAATTCCA

Banco de Clones

CTACCGGGAA

CACACACCCG

TCATTCACC

TCTTTGGCAC

TCTTCATCAA

ACTTCACGAG

CCATGTTGCA

GGCGGGCTG

AAATCATGGT

AGATCAAACC

ATCCCCAGCT

GCCTGAGCAA

TATGGAAGCA

CAGTCATTAG

TCGATCACGG

ACACTCTCAC

TTCCAGACCC

CTTGAAAAAG

AATGGCTCGA

TTGTGAGACG

GCCCAGTCTT

GTTTAGthA

ATTCCTTAAG

GGGTCAGACT

TTTCGACTTT

CGGCAAGAAC

GGTGCTTATC

CCGTGGGCTT

TACACGCTTG

TGAGCGTAGT
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61

121

181

241

61

121

181

241
301

61

121
181

241

61

121

181

61

121

ClX7HOMOL

AAAGAAGGAT

TCGTCAGCTT

TCTACCATGA

TTGCTAAGTA

ACATGCTAGG

AGTGATCTTC

CTCCACAAAA

GACGTCAGAT

CTGCAGGTAC

TGTGTACGAC

ClX9HOMOL

GGGAGGACGA

ATATTAGCTT

CTCTGCTAGT

GGCGACATTA

GGTTTGAGAA

TTTATtCTCA

GTGTGGCGTA

GGGTCGAGGA

TTGTGTATGA

TGGAAAaTGT

aCATGAAGTG

C1X11HOMOL

GCAGGCACAA

CACCAATCCC

GGCTTCAAGC

GCAGCTATCA

AATGAATGCC GCCCAAACTG

GACTTTGCCA GTCTGGATGC

GAAGCAGTTG TTCACTACCC

CleZHOMOL

AGACCTCCGT

AAGGCGAGGG

ATCACAGGAA

CATAACCGAC

CTGAAGCAGA

CGCAATCCAA

CGACTGTTGC

T

C1X13HOMOL

ATGGTCTCAC

GACACCAGAG

CCTCCCAAAG

tgAGTCCCAA

GTACGCACGT

GTACACAACT

275 BP

GATGATTACC

ATAAAATTGA

GACGCTTCTA

TACTTGAACG

GAGAGAACCG

310 BP

GAGTGTTTGT

AGTGTAGAGT

TGGTTTCCTT

CCTTGATCCG

TACAGGCTCT

288 BP

GAGCACAAAT

CCCCAAAAGA

CTGCCTTTGT

CGCGGTCACT

CCACCATAAT

191 BP

AATGAATGCC

CGACTTTGCC

AGAAGCAGTT

152 BP

GCTGCAAACC

TTGGGCAACC

GCAAGAAGCC

TAAGCCTACC

TCATTCTTAC

TCAGGCACTT

CCACACACCG

GCACC

AGTTTCGGAC

GTCGCTGATG

TGGGTATCTA

GGGGTTTCTC

TGTGGCAGAG

TCGCAGCCTT

AGGGCTCATG

GAAGATCACC

AGGGGCCGCA

CACGTCCACA

GCCCAAACTG

AGTCTGGATG

GTTTCACTAC

ACTTGTATTG

AGACAGGTAT

CG

Banco de Clones

ACCAGGTTAT

TGGAGATAGC

AGGCCCGGCT

CAACAAGAAA

AGTTCTGGAA

TATGCCGTGT

GCAACATCTC

CTCAGAAATT

GGAGCCTAGC

TGACTTCTTT

AGACCTCCGT

AAGGCGAGGG

TCACAGGAAC

TAACCGAC

CTGCCTTTGT

CCGCGGTCAC

CCCCACCATA

CATCAGAAGA

GTGCTGCCAC

ATTGAGGCAC

AGACAAAGTG

ACTGAAGTGT

GACTTGGCAA

CGTCTCTACA

CCGTCTCTAT

TCGGTTCAAT

TAGCTTTCTA

ACCTCCAAAG

GATGGAGTCA

CTGAAGCAGA

CGCAATCCAC

GACTGTTGCA

GAAGATCACC

TAGGGGCCGC

ACTACGTCCA

GAAATATGAT

CACAAATATT
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61

121

181

61

121

181

61

121

181

C1X14HOMOL

CAGTTAGGTA CTCACCCCAG

ACAGAAATGG GAC

CIXISBS

GTCAACGATG AAGAAGACCT

C1X61BS

GGTGCCGGTT CTCTCGCTGT

TGTGGCGTTC AAGTAGTACC

CCTGATAGAA GCGTCATCTG

AATGACAATT TtATTTTTGT

ClX17HOMOL

GGTAGACACT TGTCTGCTAT

CGAGTGCCTC AATATAACCT

CleQHOMOL

GGTGCCTATG ATTTCAGTTT

CAAGCTGCCT GAGCCATAGT

TTGGCGAGTA CCTCGTTGGT

A

C1X20HOMOL

CACAGGCTGG AAGATAAGTT

GGAAGTTGGC CCGAATTCTG

ATCAAATTGC ACGTGAGCTT

GACTCGTATG AGATAGACCT

73 BP

CTGAATGCAG

53 BP

GGCCGGGATG

233 BP

ACACACCTAG

TGCAGTACTT

ACGTCTCATG

GGAGAACGTG

93 BP

CTCCATGAAG

GGTGGTAGCT

181 BP

GGGCAGAGGA

GTCTGAAGGA

GGCCACGGCA

224 BP

GTTACTCAAG

TGGATGGTTA

GAAGCTCGCT

GAGTTACGCC

TCGGCTTCAA

AGGGGAAACA

CATGTTTGCC

AGCAAACACT

GTAGACACTT

ACGAGTGCCT

AATGATCAAT

TAG

cCGACGTCGG

ATTTTCATGT

TTGCTAGCGA

TCCAAGCCGG

ATCACACCGA

GAAGCTAAAG

TACGACCACA

Banco de Clones

GGCCCTAGAA

ATCAGGAAGA

AAGTCTTTCT

TCAGTAGCCG

TGTCTGCTAT

tCAATATAAC

TTATTTTGTG

CACAGTGTCT

CCTTCCAGAT

CCACCACCAC

TCATCACCCA

AAGGAGTCAT

GGGAGCTGAG

AGGC

ATCCAAAGAG

TGTTGCGGTG

GGCCTAAGTG

CTCCAGTAAG

CTT

GAGAAGCTGA

CACTAAGTCC

CTCCTGTATT

TGCAGGCGCA

GCAAAAGAAA

GAAAGACCCC

GAAGTGTCAG
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61

121

18 ¡.a

61

121

181

24 ¡.5

61

121

61

121

61

121

181

24

301
H

C1X20HOMOL

CACAGGCTGG AAGATAAGTT

GGAAGTTGGC CCGAATTCTG

ATCAAATTGC ACGTGAGCTT

GACTCGTATG AGATAGACCT

C1X22HOMOL

GTCCCATTTC TGTCTCTTTG

AGTACCTAAC TGaAAAATTG

TGGGGCTGGG GGATCTGGCA

GGGGTCAGAC ATTACTGTAG

GGTCCCAAAC ACAGAGCCCC

C1X25HOMOL

CACGCACATG TGAGTCTGGG

CTCCTTAAGT GCATGCTCCC

AAGACGTTTT TCCCAG

C1X26BS

CTCGGACAGA GCCATGCACC

ACATAGACAG CGAGACGATC

TAAGTTTCCA GTGATAATTG

ClX27BS

TGCCTGATAC

TGTACTCGTC

TGGTCCTTAT

GCGCAACGAG

AGGGACTGGA

CGTCGGGTCA

GGATCTGCAA

CAGGATGGCA

ACTGATCTTA

CTTCCGTCGT

ATCTAAAGGC

ATTGTTGAGG

224 BP

GTTACTCAAG

TGGATGGTTA

GAAGCTCGCT

GAGTTACGCC

260 BP

GATTTCTAGG

AGAGCTTACC

AGAGCCACGC

TGCTCCCAAC

136 BP

GTTCGGGCTC

TTACGACAGA

157 BP

ATCAGAATTA

AAGGCTCTGG

AAAGATGACT

334 BP

AGAGAGCTTG

AAATTGCCTT

TCTGGGACTC

GCAGTGGACT

CTAGCAGTTC

AGTCAGTAAG

TCCAAGCCGG

ATCACACCGA

GAAGCTAAAG

TACGACCACA

CCTTGAAGCC

AGAGAGGAAA

GATCCAAAAA

AAATGAGCTG

CTTAATCGGC

TAGAAAGGTC

CCGGTGAGTC

CTAATCTCAA

ACACCAG

GTAAGCCTCC

CGGGAATTGG

CAAGAGTGTG

TTCCGGCACC

TAGAGTAACC

TAGT

Banco de Clones

TCATCACCCA

AAGGAGTCAT

GGGAGCTGAG

AGGC

GACTCGATTC

GTGGCTGCTT

GCGCTGAGAG

CGGCTGGACT

TCAGCTTCGG

TTCAGGTAAG

GATCACGGTA

ACCACTCTCA

CTTGGTGGTT

TCCTGGCTTC

TACTGTGAAG

TGCAACAGCG

TGGaCTTTCA

GCAAAAGAAA

GAAAGACCCC

GAAGTGTCAG

AGCTGGGGTG

GTGTCATCCA

AGATTGGCAA

GGAGCAAGAA

CAGGCTCATA

GGGTGCTGTC

CACGCTTGCC

CTTGAGCGGT

GCGTCCAGCG

TGTATGCCCC

GTCGAGTGTC

TGTACTACTA

AaCTAATGAT
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61

121

181

61

121

61

121

181

241

301

61

121

C1X29HOMOL

AACACCACCA ACACAGCCAA

AAGTCTGTTA AATGGCCAAG

AAACACTTAT TCAGGATGAG

TATCCAACCC

C1X30HOMOL

GATCTTCCCG GACGTCAATG

TACCACAAAA ATGGGAAGAT

ClX31HOMOL

CCCGGCGACT GAAACCTGTT

GGCTCTTGAA GGTCAGCAAG

ACCTGA

C1X46HOMOL

TATCGCACAC TCGTCCTCCC

TACAGCCTGA AGTACTTTGG

GCTTATCACC ATGAATTCAC

ACCCAAACCA CGGTCTACTC

CAGTGACCGT ACAGCTCCAA

GAAAA

C1X53HOMOL

TGGGGTTCGG GCTCCTTAAT

TCCCGCGGTG TGTGGCGTTC

GGCCTTAAGT GCCTTGATAG

190 BP

ACCCACCACG

GTGCGCGAGG

GCGTACCGTA

118 BP

AAGTGGAGGC

GCATCATCTA

126 BP

GGGAGTTTCA

CCGCGAAAAA

305 BP

AGTGAAGCTG

TGACGGCTTC

GACCTGCAGT

GGACATCTTA

GAGTCCTTCG

158 BP

CGGCTCAGCT

AAGTAGTACC

AAGCGTCATC

CCCAATTAAC

TTTACCAATC

ACATACGTCC

TGGCAACCAC

CTGACTCCTC

CATGGCAAAC

GGTCTTGATG

CtTTCaAATG

CAGTACATAC

GGCTAAAAGT

ACTACACACA

CTGCAAACCA

TCGGCAGGCT

TGCAGTACTT

TtGACGTC

Banco de Clones

ACACACCCGC

ATTCACCGAT

CATCATGGAA

ATTCCCGACC

AACAATTGAC

GCCTCCAGCA

TCAAGTGGTA

aAAGCACCCA

CAGGCAACCA

TGGTAAGATC

TGAGCAGGTC

CTTGTATTGC

CATACTCCTT

AGCAAACACT

TTGAAAAAGA

TCCACTACAA

AAACACAAGT

TTGAAAGCCC

CACGACGG

TTCACAGGAA

TGGCCTtGCG

CCCAAACATA

TGGTGGTGGA

AAGTGGCGCG

GACACACACA

ATCAGAAGAG

AAGTGCATGC

TCAGTCGCCG
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61

121

181

241

61

121

61

121

181

241

61

121

181

61

121

181

GCCTAGCAGT TCTAGAGTAA

TCAAGTCTAA ATGGTAACTT

TGACCGTACA ACTCCAAGAG

ATATGATGAC ACCAGAGGTA

AAATA

CACCCCAGTT GGCAGCCTGA

TCCCATAGTC CCTGGCCCTG

CTTTGAGCAA ATCCCTGAGA

TTGAAAAAGA AAGTCTGTTA

TCCACTACAA AAACACTTAT

AAACACAAGT TATCCAACCC

TTTGGCATAG CACAAACCCT

ATTGAGAATA ACTTTTGGAG

AATTCCCGAA GCAATTTTnC

CTTACCAAGC TCTCTTTGCA

TCTACTTGGA AACCTCCTTC

ClX55BS

C2X1HOMOL

C2X36HOMOL

C3X2HOMOL

CTTTGACTTT GA

GGCCTGTTGA TGGGAGAATA

GTCCGTGTGC ATCTGAGTGG

CCTCTAGTAC AGTATCACCA

AGTGGCGCGA CCCAAaGGAC

CSXQBS

245 BP

CCTAAACTTT

AACGGTTATA

TCCTTCGCTG

CGCACGTTTG

152 BP

GTCTTAGTGA

AGTAAGTCCA

GAGctctcac

291 BP

AATGGCCAAG

TCAGGATGAG

ATACGCTCAA

TACAGCATCG

TGTGCTAGGC

192 BP

ATCCTGGACG

GCTCCGTATC

AGGACCCCAA

212 BP

GCTGTATTGT

ATCTCCCTGT

TGAATTCAGC

CGGTCTACTC

TCAAACTAAT

GGAAATTCTT

CAAACCACTT

GGCAACCAGA

TTGCCCCAAT

AGGGAATTGT

ga

GTGCGCGAGG

GCATACCGTA

ACTATCGAAG

AGTTACATAA

TCCCTCTTGC

AGTACACGCT

AGGCACCAGA

GGAAAGCAGC

TGTGTCTTCA

CAAATTTTTC

CACCTGCAGT

GG

Banco de Clones

GATGAGAATA

GAGGCGGGGA

GTATTGCATC

CAGGTATGTG

CCTCTTATTT

GGTTGGGCTT

TTTACCAATC

ACATACGTCC

CAGCCAACGA

CACATGCGGC

CACAAAGCCG

GGACGCAACC

ACTCAGTCTC

TGCCTTGATA

GTCTGCACga

CAGCAACTCT

GGCTAAAAGT

TCCATCTTAT

AGGCTAACAG

AGAAGAGGAA

CTGCCAGGAC

TTAACATCGC

CGATTCATGG

ATTCACCGAT

CATCATGGAA

TCTTGAAGGA

CGCTAAGACA

A

ACAAGGGAGG

GAGCCCCACT

GCTAGCTGCG

CAGTTGGAGT

TCCTTGTACT

TGGTAAGATC
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61

121

61

121

61

121

181

241

61

121

61

121

181

CGGGCCTTCT CCAGTGAGTC

CTTGATGTCA ATGTATGCCT

TACCTCAAAC TGCAACATGA

AATAAGAGGA TTGGGGCAAT

TGGAAAAATT GaAGAGCTTA

GGGGATCTGG CAAGAGCCAC

AGGACATTTT CCATAATnnG

ACCATCATAC ACAAACTAGC

GATCTTCGAT GATTACTCTA

CCACAAAAAT AAAATTGATC

CCGTC

GGTTGGATAA CTTGTGTTTT

ATAAGTGTTT TTGTAGTGGA

TAACAGACTT TCTTTTTCAA

CACGCTGTTG CCGGTGCCGG

ACCTTCACAG TCACACATCT

CAGAAGCCAG GACCAATTCC

TGGAACGCAA ACCACAAGGG

C3X11HOMOL

C3X13BS

C3X17BS

C3X18HOMOL

C4X17BS

168 BP

GCATGATTGA

GGATGATCTC

TCACAGGAAC

174 BP

CACTAAGACT

CCAGAGAGGA

GCGATCCAAA

245 BP

GCGGATTGAA

AGAGATAGAG

AGCTACCACC

ATTCTTACTG

165 BP

TCCATGATGG

ATCGGTGAAT

TTCCAGTTAG

206 BP

AAAGTCCACT

TGGAGTCCCA

CGAAGGCAAT

AGGCTT

CAGAGTGCCT

TTCTGGGATG

GACCTGTTGC

CAGGCTaGCC

AAGTgGCTGC

AAAnnnnTGA

CCGAGAGATG

ACGGACACGG

AGGTTATATT

GAGATAGCAG

GACGTATGTT

GATTGGTAAA

GGTACTCACC

GCACTACGGA

GATAAGATCA

TTTGCCAATC

Banco de Clones

AAGAAAATTT

CAGTGATGCT

AGAAGCAG

AGCTGGGGTG

TTGTGTCATC

GAGAGATTGG

TTGCTAGATA

CATACATCAG

GAGGCCACTC

ACAAAGTGTC

ACGGTACTGC

CCnnnnnnAC

CCAGC

AGCTGCTTGC

GTATAAGGAC

CTGGAACCGA

GTGCGTTTGT

TGGCTTTAAG

AGTACCTAAC

CATGGGGCTG

CAAG

CCCAAAGGAA

CGACTATAGT

GTCTGCTTCT

TACCATGAGA

CTCATCCTGA

CTTGGCCATT

GCGACACTCG

CAGGGGCATA

AGTAACACGC
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61

121

181

61

121

61

121

181

61

121

181

61

121

181

241

C4X52HOMOL

TATTTATATT ATTCATACAA

TATGTGGACG TAGTTATGGT

TGATGCGGCC CCTAGTGACC

CCTTGGTGAT CTTCACAAaG

C4X60BS

ACCAACACAG CCAAACGCAC

GTTAAATGGC CAAGGTGCGC

C

C4X7OHOMOL

ATCACGGTAC ACGCTTGCCA

CCACTCTCAC TTGAGCGGTT

CACCACTCAA GCTGTAGGAT

TGCCAATTCA GGGCTATTCA

C4X91HOMOL

GACCTCCGTC TGAAGCAGAA

AGGCGAGGGC GCAATCCAAC

TCACAGGAAC GACTGTTGCA

ATAACCGACG CGTATCCCAG

C5X29BS

CAACCACAAG GGAGGCTTAC

GTCTCGAGCC CCACTTCTAC

TGATAGCTAG CTGCGGCTTT

TCACAGGGTA TACAAGGGAC

ACGACTTT

212 BP

TCAAACCAGA

GGGGGTAGTG

GCGGCATCCA

GCAGCAGTTG

121 BP

CACGCCCAAT

GAGGTTTACC

202 BP

CATAGACAGC

AAGTTTCCAG

CCACCAAATC

CC

203 BP

ATGAATGCCG

GACTTTGCCA

GAAGCAGTTG

TTT

248 BP

CAAGCTCTCT

TTGGAAACCT

GACTTTGAGA

CCTTGCTAGG

AAATACTATG

AAACAACTGC

GACTGGCAAa

GG

TAACACACAC

AATCAGTTCA

GAGACGATCA

TGATAATTGA

AACTACCACC

CCCAAACTGC

GTCTGGATGC

GGGCACTACC

TTGCAGATCC

CCTTCAGGAC

CCAATTCGCA

AAAGGTGATT

Banco de Clones

AAACTGGGAT

TTCTGCAACA

GTCGTTGGAT

CCGCTTGAAA

CCGATTCCAC

AGGCTCTGGC

AAGATGACTA

ACCACTGCAG

TGCCTTTGTG

CGCGGTCACT

CCCACCATAA

GTATCAGGCA

CCCAACCAAA

AGAAGAGGGA

GCCATAGACT

ACGCGTCGGT

GTCGTTCCTG

TGCGCCCTCG

AAGAAAGTCT

TAGAAAAACA

TAATCTCAAA

CACCAGCCAA

GCGCAACTCC

AAGATCACCA

AGGGGCCGCA

CTACGTCCAC

CCAGAACTCA

GCAGCTGCCT

CACCTCGAGA

CAGAGGTCGA
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61

121

181

241

61

121

181

241

61

121

61

121

61

121

CSX41BS

AAAAGTCCAT GATCGnGCTA

TCAGCACTAT CCAGGGCCAC

GCTTTCTGGG

AGCATGCACT

ACTCACATGT

AAAAGCTTGA

TAAGGAGTAT

GCGTGG

CSX42HOMOL

GGGTCCTCTG

GCTAGACTGG

GCCCCCGTGG

CAAGGCTTCA

CCGCAGCTAT

CCCAAACTGA

CAGCTGCAAT

TCTGGAACTG

AGCCGGAGCA

CACTCAAAGA

C5X43HOMOL

CATCTTTGTG

GCCATGCACC

CGAGACGATT

CTTGTGGCAA

ATCAGAATTG

GCGTTGAGAT

C5X51BS

GGGGGCCCGG TACCAGCTTT

CATGGTCATA GCTGTTTCCT

GAGCCGGAAG CATAAAGTGT

CSX74HOMOL

GCAATCACAA

GGTCAACTCT

GGTCGAAGGG

GAAAAAGTGT

AGCTTGAGTG G

256 BP

GACCACAACA

TGATAGGATT

CAGCACCCCT

GAGCCTGCCG

265 BP

AATGATAGGC

TAAAGAGGTG

GATGCTCACA

CAAATTCGCA

GGCAC

167 BP

CAATCATAGC

CCGGTGAGTC

AAGCACCTGC

160 BP

TGTTCCCTTT

GTGTGAAATT

AAGCCTtGGG

131 BP

ACTGACTTAT

ACATAGTATT

CTCAAGTGTG

CACTTCATCA

TACCTGAAGA

AAGCTGAGCC

ACCGGTCCAT

TGCACACTGA

AACAACAGCC

GCCTTtGACT

AGTCATTAGC

GATCACGGTA

TTCCATATAT

AGTGAGGGTT

GTTATCCGCT

TGCCTtAATA

GTCCGCGCAG

AGGTTTATCA

Banco de Clones

TAGCGCCAAT

ACACTAGTGC

CCTTCTATCT

GATTAAGGAG

ACTCCAATGG

GGCAGTTCTG

CACCGGCCAA

TCTTTGATGG

GTGGGCTTGA

CACGCTTGCC

TAGTAGC

AATTTCGAGC

CACAATTCCA

GGGCATAGAC

TTTGATTTGG

TGTTATGTAC

CAACTCATCC

GTCGTAAGGG

CCGAACCCAG

GGTCAGCCGG

CAAAAAGTAT

CTGGCAGGCA

AGTCACTAAT

CTCGGACAGA

ACATAGACAG

TTGGCGTAAT

CACAACATAC

TGACCGCACC

TGGATCCTAC
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61

121

61

121

181

61

121

181

61

121

61

121

181

241

C5X82HOMOL

CAATnCAGGG CTATCACTAT

GTTGATTTGG TGGATCCTAC

TACTGGAAAC TTAA

05X84BS

CACCAACACA GCCAAAgCCC

CTGTTAAATG GCCAAGGTGC

ACTTATTCAG GATGAGGCGT

ACCCATACTC AAA

CSXBGBS

CTGACTTTGA TGAAAACAAA

AAAAGCTGGG ATTGCCAAAG

CAGTTATGCT CTTTGGCACA

CCAAGGAAGT CTTCATCAAT

C5X91BS

CTCAGGGCCA GGGACTATGG

ACTCAGGCTG CCAGCTGGGG

AAAGTGGCTG CTTGTGTCAT

CSX96BS

CAAAGAGACA GAAATGGGAC

AAAGAAGAGT TCCCTGAAGG

CGAAGCCCAA CCACAATTCC

CGTTAAAAAT AAGAGGATTG

CCTAACTGGA AAATTGAGAG

134 BP

ACCAGAATTG

AGCTTGAGTG

193 BP

ACCACGCCCA

GCGAGGTTTA

ACGTAACATA

201 BP

ATCATGGTAT

ATCAAACCGG

ATGGCTCGAT

T

156 BP

GAGCGATGTT

TGAGTACCTA

GGATGGGGCT

275 BP

CATGATCATG

AACCCCTGAA

CTTGGACTTA

GGGCAATCAC

CTTACCAGAG

GCAGGCGTTG

GTGTTGGCTG

ATTAACACAC

CCAATCATTC

CGTCCATCAT

TCCTTAAGTC

GTCAGACTAT

ACATGCGTTG

AAAAATAAGA

ACTGGAAAAA

TGGGGG

CCCATCACCG

GCACTAGCTC

CTTACTCAGG

TAAGACTCAG

AGGAA

Banco de Clones

CGCCTGCAGT

GTGTAGTCAT

ACCCGCTTGA

ACCGATTCCA

GGAAAAACAC

CCAATGGGTA

TGCCGCCTTT

GTTTAGGCAG

GGATTGGGGC

TTGAGAGCTT

AAATGGTTTT

GTGAGCTCAA

GCCAGGGACT

GCTGCCAGCT

GGTGGTGGTA

CTTTCAATTA

AAAAGAAAGT

CTACAAAAAC

AAGTTATCCA

ACTAAAGTCG

TACCAACAGA

GCGTTTCAAC

AATCACTAAG

ACCAGAGAGG

TGGACTTGAC

AGCCATGAAT

ATGGGAGCGA

GGGGTGAGTA
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61

121

181

241

61

121

61

121

181

61

121

181

61

121

181

241

CCCAGAAAAG AAAGGAAGTT

CATGAAAGAC CCCATCAAAT

GAGGAAGTGT CAGGACTCGT

ACTGCATGAT TTGTTTGATG

AATAAAGTCC GGACGGGG

GACAGCGAGA CGATCAAGGC

TTCCAGTGAT AATTGAAAGA

C

CGTCCTCCCA GTGGAAGCTG

AAGTACTTTG GTGACGGCTT

CATGAATTCA GCCACCTGCA

GACGGCACTC GGACACTAAT

ACATTCCTTC CTCAGTCCTG

ATTTCGGCCA GGCGTTTGGC

TAGTCAGTTT TTCTAGGAAG

GGTTCTCTAG GGGCTGTTGA

CTTCAGCGTT GACTGCATAA

C5XIOGBS

CSXlZOHOMOL

CGX15BS

CBXlOOHOMOL

TGATGCGCCA ATCGTCGCCt

AGTCTGGATG CcGCGGTCAC

TTTCACTACC CCCACCATAA'

TTTTCTGGTT TGATTGTATG

CSXIOBBS

258 BP

GGCCCGAATT

TGCACGTGAG

ATGAGATAGA

AGAAGCAGTG

121 BP

TCTGGCTAAT

TGACTACACC

218 BP

CTTCAAAATG

CCAGTACATA

GTGGCTAAAA

tCACTCACGC

212 BP

TTGTGAAGTC

TAGGGCCGCA

CTACGTCCAC

AATAATATAA

260 BP

TCCCTGTTCC

TTTCTTTGCA

GTTTCTGCCG

CGTCTCTTCC

ATGTGGATGG

CTTGAAGCTC

CCTGAGTTAC

CCAAGCACAT

CTCAAACCAC

AGCCAACACC

GAAAGCACCC

CCAGGCAACC

GTTGGTAAGA

ACAGAGCC

GCAAGGCGAG

TCACAGGAAC

ATAACCGACG

AT

TCAGTCCTGT

GCGCGACTCC

GGTTGATGTA

TGATTGTTTC

Banco de Clones

TTGATCACAC

GCTGAAGCTA

GCCTACGACC

ACGCTGACAT

TCTCACTTGA

ACTCAAGCTG

ACCCAAACAT

ATGGTGGTGG

TCAnGTGGCG

GCGCAATCCA

GACTGTTGCA

CGTATCCCAG

CCCTGTTCAT

GGTTTCCCGA

TTCCTTTTTT

TCCTCACCCG

CAAAAGGAGT

AAGGGGAGCT

ACAAGGACTC

GCAGGACCTT

GCGGTTAAGT

TAGGATCCAC

ATACAGCCTG

AGCTTATCAC

CGACCCAAAG

ACGACTTGCC

GAAGCAGTTG

TTTCATAGTA

GGAGTCTTGG

TTGTGTTTCC

CTCTCCCTCG

GCCAGGTCTT
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61

121

181

61

121

181

CSX119HOMOL

GGCACAATCA TAGCAGTCAT

ATTACCGGTG AGTCGATCAC

CTGGCGAATC TCAAACCACT

GACTACACCA GCCAACACCA

CGX124BS

TAACGCAGGA AACGAACATG

AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT

ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC

GGAAGCTCCT C

227 BP

TAGCGTGGGC TTGACTCGGA

GGTACACGCT TGCCACATAG

CTCACTTGAG CGGTTAAGTT

CTCAAGCTGT AGGATCCACC

191 BP

TGAGCAAAAA

TTCCATAGGC

GAAACCCGAC

CCGGCCAGCA

TCCGCCCCCT

AGACTATAAA

Banco de Clones

CAGAGCCATG CACCATCAGA

ACAGCGAGAC GATCAAGGCT

tCCAGTGATA ATTGAAAGAT

AAATCAA

AAAGGCCAGG AACCGTAAAA

GACGAGCATC ACAAAAATCG

GATACCAGGC GTTTCCCCTT
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