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RESUMEN

Este proyecto tuvo como objetivo determinar
el grado de variabilidad existente al interior
de las secuencias correspondientes al gen de
la capside y de la polimerasa entre cinco
aislamientos de RBDV. Para este propésito,
el DNA complementario (cDNA),
correspondiente al gen de la capside y de la
polimerasa, fueron obtenidos por
transcriptasa reversay reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR), a partir de RNA de
plantas inoculadas con cada uno de los
respectivos aislamientos. ElI cDNA
correspondiente al gen de la capside y de la
polimerasa, obtenido de cada aislamiento de
RBDV, mediante esta metodologia se cloné
en el plasmido pGEM-T para ser secuenciado
posteriormente. Los resultados mostraron
que tanto el gen de la capside, como el de la
polimerasa, variaron menos del 1% entre
estos aislamientos. Por lo tanto, se puede
esperar que una secuencia transgénica de
RBDV (de la capside o de la polimerasa) que
proteja contra un aislamiento de RBDYV,
podria también proteger contra otras cepas de
RBDV.

Palabras claves: Virus motoso, frambuesa,
capside, polimerasa.
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SUMMARY

This work was aimed to find sequence variability
between capsid and polymerase gene sequences
of five RBDV samples. Capsid and polymerase
cDNAs were obtained by reverse transcription
and PCR (RT-PCR) of RNA extracted from
plants inoculated with each of the respective
isolated samples. The amplified products were
cloned in pGEM-T and sequenced. The results
showed that the capsid and polymerase
sequences varied less than 1% among the isolated
samples. These data suggested that capsid and
polymerase transgenic sequences that protect
against a particular RBDV sample might protect
against the others.

Keywords: Raspberry, dwarf virus, capsid,
polymerase.

INTRODUCCION

Aunque la secuencia de nucleétidos del genoma de la
cepa R-15 ha sido establecida en su totalidad, el grado
de homologia del genoma de RBDV entre diferentes
aislamientos del virus no ha sido estudiado ( Mayo et
al.,1991; Ziegler et al.,1992). Tres razones en el presente
trabajo, motivaron el estudio para establecer las
diferencias entre las secuencias de nucleétidos del gen
de la capside y de la polimerasa, en diferentes
aislamientos de RBDV. La primera razén consistié en
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que el mejor criterio con el cual se puede establecer si
dos aislamientos virales son idénticos o diferentes, se
realiza determinando el porcentaje de identidad de la
secuencia de bases de sus genes. La segunda consistio
en medir el grado de proteccién que podria ser generado
por un transgene originado de un aislamiento viral contra
otros aislamientos de RBDV. La tercera razén fue
investigar posibles diferencias del gen de la capside y
de la polimerasa entre las cepas Canby Severe y Canby
Mild de RBDV y establecer si la secuencia de nucledtidos
y aminoacidos de estas dos proteinas, tenian alguna
relacion con los cambios de conducta drastica detectadas
entre estas dos cepas de RBDV. Canby Severe, la cual
produce drasticos efectos citopaticos en el huésped,
emergio de un cultivo de RBDV de Canby Mild (que
produce leve o ningun efecto citopatico en el
huésped), durante un subcultivo de esta cepa en
Nicotiana bethamiana (A.T Jones comunicacion
personal).

La mayoria de los virus muestran una alta similitud
con respecto al genoma de sus parentales, pero los
nuevos descendientes pueden sufrir modificaciones
en sus genomas dando lugar a nuevos aislamientos
0 cepas; estos cambios se dan como causa de
pérdida de nucleoétidos o errores durante la
replicacion del genoma viral. Las diferencias
fenotipicas como consecuencia de estos cambios
genomicos en los virus, usualmente son pequefas,
pero en algunos casos como en la cepa PM1 de Virus
del Mosaico del Tabaco (TMV), pueden originar
grandes variaciones que producen capsides
defectuosas o particulas virales incompletas (Powell
et al.,1990). En general, el gen de la polimerasa ha
sido reportado como una secuencia gendmica
estable, encontrandose por ejemplo, similitudes entre
la polimerasa de RNA dependiente de RNA viral
putativa de todas las plantas y la mayoria de las
polimerasas de virus de animales. (Halminton et
al.,1987).

Por otra parte, el gen correspondiente a la capside
viral, ha sido de particular importancia para la
delineacién de genomas de virus y cepas virales.
Muchas de las propiedades bioloégicas de los virus,
dependen de la capside, por ejemplo, especificidad
del vector, especificidad serolégica, arquitectura del
virus, mobilidad electroforética de las proteinas
virales, entre otras. Consecuentemente, la relacion
dentro de grupos virales, basadas sobre las
propiedades bioldgicas, dependen largamente de la
secuencia de nucledtidos de la capside. (Matthews,
1991).

MATERIALES Y METODOS
Cepas virales: Los aislamientos de RBDV de las
cepas: D-200, Canby Mild y Canby Severe fueron

donados por el Doctor A.T. Jones del Scottish Crop
Research Institute. Las cepas se mantuvieron en
Chenopodium quinoa o N. benthamiana bajo
condiciones de invernadero. La secuencia total de
nucleotidos de la cepa R-15 ha sido previamente
reportada (Murant et al., 1986; Mayo et al., 1991;
Ziegler et al., 1992). La secuencia de nucledtidos
correspondiente al gen de la capside de la cepa
Madawasca de RBDV, se secuencio a partir de un
plasmido con dicha secuencia, el cual fue donado por
la Doctora A. Ziegler del Scottish Crop Research
Institute.

Extraccion de DNA y RNA: Se realizo la extraccion
de RNA total de plantas de Chenopodium quinoa
infectadas con los diferentes aislamientos de RBDV
usando el método descrito por Verwoerd et al (1989).

Secuenciacion de genes de RBDV: cDNA
correspondiente a la secuencia de la cubierta proteica
o de la polimerasa, se obtuvo por RT-PCR a partir
del RNA de cada aislamiento de RBDV, utilizando
los iniciadores apropiados. El producto de cada PCR
se clon6 en el vector pGEM-T (Laboratorios
Promega). EI plasmido recombinante con el gen
problema se usé6 para transformar E. coli DH5a. Las
colonias recombinantes con el gen de interés se
seleccionaron por PCR usando los iniciadores
apropiados. EIDNA plasmidico con el gen de interés
se uso para obtener iniciadores por el sistema de
purificacion de DNA plasmidico de QIAGEN
(Laboratorios Promega). Un analisis final se realizo
por PCR para garantizar la presencia y el tamafio
correcto del gen en cuestion, el cual se ajustd a una
concentracion final de 0.2 mg /mL. EI DNA
correspondiente a cada gen se secuenciéo mediante
el sistema de secuenciacién automatico utilizando el
equipo ABI Prism Modelo 377 Version 2.1.1.

Analisis computarizado de datos: Cada secuencia
se analiz6 al menos dos veces en ambas direcciones.
Una secuencia consenso se dedujo para cada gen
usando los programas DBUTIL y DBAUTO (Staden,
1982). La secuencia de nucleétidos se comparé
usando el programa CLUSTAL V (Higgins et al.,
1992). La secuencia de traduccion de aminoacidos
se dedujo usando el programa GGG TRANSLATE
(Wisconsin Package, Anon, 1994). Estas secuencias
de aminoacidos se compararon usando el programa
PUBLISH (Devereux et al, 1984).

RESULTADOS

Comparacién de las secuencias de nucle6tidos y
aminoacidos del gen de lacubierta proteica entre
cinco aislamientos de RBDV: Los resultados de la
comparacion entre la secuencia de nucleétidos del
gen de la capside entre estos aislamientos se
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muestran en la Tabla 1. EI mayor nimero de cambios
de nucledtidos se encontrd entre los aislamiento R-
15 y Canby Severe. Se detecté un numero de 36
nucledtidos diferentes en la cubierta proteica de estos
dos aislamientos. La secuencia de nucleotidos de la
capside de estos dos aislamientos también difirié de
la de los aislamientos D-200, Canby Mild y
Madawasca. Los aislamientos Madawasca, Canby
Mild y D-200 fueron los mas similares con respecto
a la secuencia de nucledtidos de sus capsides con
una diferencia que oscilé entre 5 y 9 nucledtidos
(Tabla 1).

Tabla 1. Niumero de cambios en la secuencia de
nucleotidos de la cipside entre cinco aislamientos
de RBDV.

R15 D-200 Canby Severe Canby Mild Madawaska
R15 - 32\5* 36\10 27\6 24\2
D-200 - 35\11 9\5 8\1
Canby Severe - 28\10 25\13
Canby Mild - 5\0

Madawaska

* Numero total de cambios de nucleétidos/ nimero de cambios que
alteran el codigo.

La secuencia de aminoacidos de la capside del aislamiento
Canby Severe mostré el mayor numero de diferencias al
efectuar la comparacion entre los cinco aislamientos
(Figura 1, Tabla 2). Se detectaron cuatro cambios de
aminoacidos unicos de la capside de este aislamiento;
estos aminoacidos fueron N, G, Ay S en las posiciones
30, 44,48y 63 con los aminoacidos S, S, E y K detectados
en los otros aislamientos (Figura 1). Todos estos residuos
se localizaron en la regidon N-terminal de este polipéptido.
La comparacion de la secuencia de aminoacidos de la
capside de Canby Severe y Canby Mild mostré una
diferencia de cuatro aminoacidos, los cuales fueron unicos
para Canby Severe. Por lo tanto, estos cambios de
aminoacidos fueron el producto de mutaciones generadas
en Canby Mild. En contraste con estos resultados, no se
encontraron diferencias entre las secuencias de la capside
de los aislamientos Canby Mild y Madawasca (ambas
cepas fueron aisladas en Canada).

Las relaciones de la capside de R-15 con la capside del
aislamiento D-200, Canby Mild y Madawasca se muestran
en la Tabla 2. De particular interés fue la diferencia entre
la capside de los aislamientos R-15 y D-200, dos
aislamientos realizados en el Reino Unido (Barnett and
Murant, 1970; Murant et al., 1986), que en este analisis
presentan dos Unicos cambios de la capside de la cepa
R-15 en las posiciones 87 (I por V) y en la 154 (A por T),
similarmente, dos Unicos cambios se detectaron en la
capside del aislamiento D-200 en la posicién 11 (R por K)
yenla 158 (G por A). Un segundo punto de interés fue la
diferencia entre la capside del aislamiento R-15, Canby
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Mild y Madawasca debido a que los Unicos cambios de la
capside de la cepa R-15 marcaron la Unica diferencia entre
estos aislamientos. Mientras se ha reportado a Canby
Mild y Madawasca como inductores de sintomas leves en
plantaciones de frambuesa (A.T. Jones, comunicacion
personal), se ha reportado la cepa R-15 como una cepa
que rompio la resistencia natural que algunos cultivares
de frambuesa tenian a este virus. Adicionalmente, la cepa
R-15 produce sintomas severos de enfermedad en todos
los cultivares conocidos de frambuesa, los cuales se
asocian con pérdida de vigor de la planta, amarillamiento
del follaje, dafo y caida de los frutos (Jones et al., 1982).

Tabla 2. Comparacién de la secuencia de
aminodacidos de la cipside entre cinco aislamientos
de RBDV.

D-200 Madawaska
(M)

Aislamiento

Canby Severe (CS) Canby Mild (CM)

Aislamiento Aislamiento Aislamiento

R15 R15 Cs R15 CM RI15 D- RI15 M
200
Aislamiento | d N* I* s \ I* s VvV I* s \
S d N* A* d T A* d T A* d T
S d G* A s G*
E d A* K s R*
K d S*
I* s \2
A* d T
Canby Severe Cs Cc™M Cs D- CS M
200
Aislamiento N* d S N* d | N* d S
G* d S N* d S G* d S
A* d E G d s A* d E
S* d K A* d E Ss* d K
S* d K d
A s G*
K s R*
Canby Mild CM D- CM M
200
Aislamiento A s G~
R*
D-200 D- M
200
Aislamiento G* s A

R* -

* Aminoacido encontrado Unicamente en este aislamiento
en esta posicion. (d) grupo quimico diferente y (s) grupo
quimico similar.

Se identificd una regién de aminoacidos de la capside,
conservada entre los cinco aislamientos de RBDV. Esta
region se encuentra entre los aminoacidos 159 y 274, y
adicionalmente, se determinaron otras secuencias
conservadas entre los cinco aislamientos, por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos localizada entre los residuos
87 y 153 (Figura 1). En general, hubo un numero
relativamente bajo de cambios en las secuencias de
aminoacidos de la cubierta proteica entre estos cinco
aislamientos (Tabla 2).

Adicionalmente, la Tabla 2 muestra la diferencia de grupos
quimicos encontrados entre la cubierta proteica de los cinco
aislamientos. Por ejemplo, Canby Mild y D-200 difirieron
en un unico aminoacido (A por G respectivamente), estos
dos residuos estuvieron relacionados en su grupo quimico.
Este mismo cambio de aminoacidos se encontré entre D-
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200 y Madawasca, por lo tanto, la cubierta proteica de estos
dos aislamientos esta altamente relacionada. En contraste,
la mayoria de los cambios de aminoacidos encontrados
en la capside de los aislamientos Canby Severe y R-15
difirieron en sus grupos quimicos.

Figura 1. Comparacién de la secuencia de
aminoacidos de la capside entre cinco aislamientos
de RBDV. Abreviaciones: r:R15; s: Canby Severe; d:
D-200; c: Canby Mild y m: Madawaska. (X) y (-)
representan aminoacidos desconocidos, los cuales
no pudieron ser identificados sobre el producto de
la secuenciacion .

Comparacion de las secuencias de nucleétidos y
aminoéacidos del gen de la polimerasa entre tres
aislamientos de RBDV: La Tabla 3 muestra todos los
cambios de nucleédtidos de la polimerasa detectados
entre los aislamientos R-15, D-200 y Canby Severe.
Este analisis muestra que no hubo diferencias
significativas entre estas secuencias. La mayoria de
los cambios de nucledétidos encontrados en el gen de
la polimerasa entre estos aislamientos no tuvieron
efecto en el cédigo genético de este gen. La
comparacion de la secuencia de nucleotidos del gen
de la polimerasa del aislamiento R-15 con los
aislamientos D-200 y Canby Severe resulté en 46y 42
cambios respectivamente, 37/46 cambios en Canby
Severe y 33/42 en D-200 no tuvieron efecto en el cédigo
genético de las dos secuencias. Cuando esta
secuencia se comparé entre los aislamientos Canby
Severe y D-200, se identificaron 46 cambios de
nucleotidos de los cuales 32 no tuvieron efecto de
codigo. Este analisis muestra que la secuencia de
nucleoétidos correspondiente a este gen es una

secuencia relativamente conservada entre cepas de
RBDV (Tabla 3).

Tabla 3. Niamero de cambios de la secuencia de
nucleotidos de la polimerasa entre tres aislamientos
de RBDV.

R15 Canby Severe D-200
R-15 - 47\10* 42\9
Canby Severe - 47\15
D-200 -

*Numero total de cambios de nucleétidos / nimero de cambios que
alteraron el cédigo.

Tabla4. Comparacion de lasecuenciade aminoacidos
de la polimerasa entre tres aislamientos de RBDV.

D-200 Canby Severe
Aislamiento Aislamiento
R15 D-200 R15 Canby Severe
R15 | S % F* d S
Aislamiento F* d S S d F*
K d A* D s E*
P d S* V* s |
V* S |
S d Y*
D-200 D-200 Canby Severe
Aislamiento
V* s |
A* d K
S* d P
S d F*
D S E*
Y* d S

* Aminoacido encontrado Unicamente en este aislamiento en esta
posicion. (d) grupo quimico diferente y (s) grupo quimico similar.

1330 1350
R15 FDLENLANKAVERFFDFF I DMEKFSKLPTGVLGSSAEQIQTYQNKTGNKVTDPVCVALSP
D200
SEV

1370 1390 1410

1QKYKHMIKRDVKFNLTDGAQSEYTKAAT ITYHQPEITQVATAIFGQFKTRLLACRNKFL
\

1430 1450 1470
NIPLEHDNDLSGYLTKYHLGSENNTFTE IDFSKFDKSQGE IHQL IQDL ILIKFGC
S R

S

1530 1550 1570
LVTAAMLAFV I SDPDREK IRYMLVGGDDSL ICSYGP 1QVPLEPLGD IFNMSCKLVQPACP
S
VF

YFASRYLIRRGDE I LCVPDPYKLLVKLGRKDVPDNQASLCE IRTGLADSAKY IFDDIVKQ
1
E 1

1650 1670 1690
KLAILVQVRYNKAAPSLYDALCTVHWALSSNTNFSKFYTVTNTSNEVRRNRRGVKIT
Figura 2. Comparacion de las secuencias de
aminoéacidos de la polimerasaentre tres aislamientos
de RBDV. Abreviaciones: SEV: Canby Severe
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El analisis de aminoacidos de este gen, mostré que la
estructura quimica de ésta proteina es estable cuando
se comparo entre tres aislamientos (Figura 2 y Tabla
4). La secuencia del gen de la polimerasa ubicada
entre los aminoacidos 1470y 1530 no aparece puesto
que no pudo ser secuenciada por la metodologia
seguida, ya que la longitud del gen es relativamente
extensa.

DISCUSION

Comparacion de la secuencia de aminoacidos del
gen de la cubierta proteica y la polimerasa entre
aislamientos de RBDV: La cepa Canby Severe tuvo
el mas alto numero de diferencias de aminoacidos en
la cubierta proteica, cuando se comparé con la cubierta
proteica de otros aislamientos. Un resultado interesante
de este analisis, se debe a que la secuencia de la
cubierta proteica de Canby Severe y Canby Mild,
difirieron sdlo en cuatro aminoacidos; todos los cuatro
cambios fueron mutaciones exclusivas de Canby
Severe. Por lo tanto, existe la posibilidad de que
algunos de estos cambios estén involucrados en la
conducta distintiva de Canby Severe, desde que esta
cepa se aislo de un cultivo de Canby Mild. Estas cuatro
diferencias de aminoacidos poseen ademas diferentes
propiedades quimicas y probablemente alteran la
naturaleza de la cubierta proteica y consecuentemente,
la conducta del virus. Experimentos de mutagénesis
para generar cambios en estos cuatro aminoacidos de
la cubierta proteica de Canby Severe podrian
determinar si algunos de estos cambios de
aminoacidos estan involucrados en la conducta de
severidad viral.

Otra observacion interesante consiste en que la
capside de la cepa Canby Mild y Madawasca, no
mostraron diferencias en la secuencia de aminoacidos
de su cubierta proteica (aunque la secuencia de
nucledtidos de este gen difirid en cinco de ellos). Por
lo tanto, estas cepas pueden ser consideradas
aislamientos de RBDV estrechamente relacionados.
En contraste, la secuencia de aminoacidos de la
cubierta proteica de los aislamientos D-200, R-15 y
Canby Severe fueron las secuencias que mas difirieron
entre los cinco aislamientos analizados. Aunque, no
se han encontrado diferencias serologicas por ELISA
entre aislamientos de RBDV, se esperaba que la
cubierta proteica de los aislamientos R-15 y D-200
presentara mayor similitud, ya que ambas cepas se
aislaron en el Reino Unido (A.T. Jones, comunicacion
personal). Sin embargo, los resultados indicaron que
la capside de R-15 es muy similar a la capside de Canby
Mild y Madawasca. De otra parte, el analisis de la
secuencia de aminoacidos de la polimerasa entre los
tres aislamientos, indicé que la estructura quimica de
esta proteina sigue siendo bastante estable, mostrando
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solo ligeros cambios que no afectan la estructura
quimica de la enzima.

Estos resultados pueden ser explotados de dos
maneras: (i) hasta la fecha, las técnicas seroldgicas
son las pruebas mas populares en todo el mundo entre
muchas metodologias usadas para la identificacion y
clasificacion de virus de plantas, debido a que ellas,
son simples, reproducibles, eficientes y relativamente
econodmicas en términos de reactivos y espacio. Virus
de varios géneros, por ejemplo, tobamoviruses (Gibbs,
1977) y tymoviruses (Koening and Lesemann, 1977),
se pueden caracterizar confiadamente con base en sus
propiedades seroldgicas, aunque es muy improbable
que técnicas seroldgicas se puedan usar para distinguir
aislamientos de RBDV debido a la similitud de la
cubierta proteica entre aislamientos. Sin embargo, es
necesario realizar mapeos de epitotes, debido a que
cambios en la secuencias de aminoacidos pueden
afectar dramaticamente la estructura tridimencional de
una proteina. De acuerdo con estos resultados, se
podria explotar la deteccién de algunas regiones
variables de la secuencia de nucleoétidos de la capside
entre aislamientos de RBDV, para diferenciar
aislamientos y disefiar pruebas de diagndstico
mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La preparacion de iniciadores
especificos correspondientes a la secuencia de la
capside de un aislamiento particular de RBDV, los
cuales podrian no reconocer la secuencia de la capside
de otros aislamientos del virus, podria resultar en una
poderosa técnica de diagnostico para distinguir
diferentes aislamientos virales. (ii) Debido a la alta
conservacion de las secuencias de los genes de la
capside y de la polimerasa de RBDV (esta variabilidad
representa menos del 1% entre las secuencias de estos
genes), es posible esperar que si la secuencia del gen
de la capside de un aislamiento se introduce en el
genoma de una planta y se induce resistencia para
este aislamiento, este transgen podria ser protectivo
contra la infeccidon de otros aislamientos de RBDV.

En sintesis, los resultados presentados en este trabajo
ilustran una variedad de caminos en los cuales la
biotecnologia, basandose en el conocimiento de la
biologia molecular de los virus, puede ser explotada
para proveer nuevas soluciones a problemas de
enfermedades causadas por virus.
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