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Obtencidén de un anticuerpo contra la proteina p65 del
virus de la tristeza de los citricos y resultados
preliminares de la expresion in vivo

Obtaining a citric tristeza virus p65 protein antibody and
preliminary results of p65 in vivo expression

Yanneth Torres*, Monica Guzman* *, Orlando Chaparro* **, Ocar Oliveros* **
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RESUMEN

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) pertenece a la familia Closteroviridae que incluye a los Gnicos virus
vegetales que poseen en su genoma genes homologos a las proteinas de choque térmico celulares HSP70. Recien-
temente se ha demostrado que las proteinas virales HSP70h, como la p65 de CTV, realizan funciones para el ensam-
blaje del virion, como proteina de unién a microtibulos y de movimiento célula a célula. De alli la importancia de
desarrollar trabajos relacionados con esta proteina en el CTV, considerado el patdgeno mas deletéreo para los
citricos. En el presente estudio, fueron utilizados cuatro péptidos sintéticos correspondientes a la region carboxi-
terminal de la proteina de choque térmico p65 del virus de la tristeza de los citricos (CTV), para inmunizar conejos
con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales. Todos los péptidos utilizados fueron inmunogénicos. Ninguno
de los anticuerpos obtenidos reacciond contra el extracto de plantas no infectadas pero si detectaron las proteinas
p65 presentes en los extractos proteicos de citricos infectados con el CTV. Se demostré un comportamiento
inmunoldgico del anticuerpo anti p65 que parece ser independiente de la severidad sintomatica del aislado de
CTV utilizado, sobre la base de la exposicion del anticuerpo a dos aislados colombianos con caracteristicas serolégicas
diferentes. Se demostrd que el ORF que codifica en el CTV para el homdlogo de la HSP70 se expresa in vivo aunque
el anticuerpo anti p65 solamente detectd extractos proteicos concentrados de plantas infectadas, lo que apoya lo
informado en otros estudios sobre la baja concentracion de esta proteina en plantas infectadas con el CTV. Es la
primera vez que se obtiene en Colombia un anticuerpo policlonal anti CTV y, particularmente, contra p65, proteina
que interviene en el ensamblaje y movimiento viral. La adaptacién de una técnica de obtencion de anticuerpos anti
p65 a través de la utilizacion de péptidos sintéticos como inmundgenos podria ser Util en un futuro para la detec-
cion o diagnostico de proteinas p65 presentes en diversos aislados colombianos de CTV y, especialmente, para
desarrollar estudios que aporten mayor comprension sobre la biologia viral, su control y la relacion con el huésped.
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ABSTRACT

The citric tristeza virus (CTV) belongs to the Closteroviridae family which indudes the only vegetal viruses possessing
genes homologous to HSP70 thermal cellular shock proteins in their genome. Such is the case of the gene encoding
for the CTV p65 protein which presents high homology with the HSP70 protein family. It has been shown recently
that HSP70h viral proteins (such as CTV p65) are involved both in viral assembly, as a microtubule binding protein,
and in cell-cell movement. Since CTV is the most deleterious citrus pathogen, understanding this protein's role in the
pathogenesis process is important. Rabbits were immunised with four synthetic peptides (corresponding to CTV p65
thermal shock protein's carboxyl-terminal region) to obtain polyclonal antibodies. All the peptides used were
immunogenic, even though two of them showed greater response. Whilst none of the antibodies obtained reacted to
non-infected plant extract, the p65 proteins was detected in extracts taken from citric plants infected with CTV Based
on the antibody's reaction to two Colombian isolates having different serological characteristics, the p65 antibody's
immunological behaviour appeared to be independent of the symptomatic severity of the CTV isolates. It was shown
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that the ORF encoded for the HSP70 homologue in CTV was expressed in vivo, even though the p65 antibody was
only detected in concentrated protein extracts taken from infected plants, supporting reports from other studies that
the concentration of this protein in plants infected with CTV is low. This is the first time that a polyclonal CTV
antibody has been obtained in Colombia against p65 (a protein intervening in viral assembly and movement). Adapting
a technique for obtaining p65 antibodies by using synthetic peptides as immunogens could be useful in the future for
detecting or diagnosing p65 proteins present in different Colombian CTV isolates, especially in developing studies
contributing towards greater understanding of viral biology, their control and relationship with the host.

Key words: citrus tristeza virus, heat shock protein, antibodies.

INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) es el pat6-
geno causante de una de las enfermedades mas im-
portantes para los agrios (géneros Citrus, Poncirus,
Fortunella) y ha ocasionado la muerte de por lo me-
nos 60 millones de arboles (Roistacher y Moreno,
1991). El CTV es el closterovirus mas largo que infec-
ta a las plantas (2000 nm de largo por 11 nm de an-
cho) y se localiza en el floema, lo que puede llevar a la
necrosis de los vasos conductores y a la muerte de la
planta (Bar-Joseph etal., 1985). En Colombia hay sem-
bradas en citricos unas 40.000 hectareas aproxima-
damente y se ha estimado una incidencia del virus
mayor del 90% (Pefiaranda et al., 1995). El virus
muestra una amplia variabilidad biol6gica, como el
acanalamiento de tallo, el declinamiento rapido y el
amarillamiento de las plantulas, entre otras caracte-
risticas (Bar-Joseph et al., 1989). En la naturaleza los
aislados virales pueden presentarse como un complejo
de cepas, con distribucién de quasiespecies (Moreno
et al., 1990; Hilf et al., 1998; Oliveros et al., 2001;
Brlansky et al., 2001). La particula viral esta constituida
por un RNA de cadena sencilla, de sentido positivo,
gue contiene 19.296 pb y esta encapsidada por dos
proteinas (Bar-Joseph et al., 1989; Febres etal., 1996;
Karasev et al., 1997). El genoma codifica para por lo
menos 17 proteinas dentro de las cuales se incluye la
proteina de choque térmico p65, homologa de la pro-
teina celular de choque térmico HSP70 (Pappu etal.,
1994; Karasev et al., 1995). Es de anotar que hasta el
momento, dentro de los virus vegetales, solamente se
ha demostrado la presencia de proteinas de choque
térmico (HSP70h) en la familia Closteroviridae
(German-Retana et al., 1999). Las proteinas HSP70h
participan en una gran variedad de funciones
(Agronovsky et al., 1991; Craig etal., 1993) como pro-
teina de unién a microtlbulos (Karasev et al., 1992)
en el ensamblaje del virion (Satyaranayana et al.,
2000), como proteina de unidn a canales intercelulares
(Alzhanova et al., 2000) y como proteina de movimiento
célula a célula (Medina et al., 1999; Peremyslov etal.,

1999., Napuli et al., 2000). Se propone entonces una
funcién dual de las HSP70h chaperonas virales tanto
en el ensamblaje como en el transporte, lo que permi-
te sugerir un modelo para el movimiento célula a célu-
la en closterovirus (Alzhanova et al., 2000). También
se ha publicado la secuencia parcial (7292 pb) de la
Hsp70 de CTV (Pappu et al., 1994).

Para el diagnéstico y la caracterizacion del CTV
se han obtenido diferentes anticuerpos contra las pro-
teinas de la capside (Permar y Garnsey, 1990;
Mikolaeva et a/.,1997; Peroni et al., 2001), pero sola-
mente se ha informado un trabajo sobre la obtencion
de anticuerpos anti p65, (Rosales et al., 2001). Para
otro closterovirus, el virus del amarillamiento de la re-
molacha (BYV), la secuencia de la porcion carboxi ter-
minal de p65 no posee epitopes compartidos con las
HSP70 celulares, proteinas conservadas en su por-
cion amino terminal (NH,) y variables en la region
carboxiterminal (COQO") (Karasev et al., 1995;
Agranovsky et al., 1997); por tanto, es posible utili-
zar péptidos especificos de p65 de CTV como
inmundgenos. De otra parte, se sabe que la mayoria
de péptidos sintéticos de mas de 6 aminoacidos dan
una buena respuesta inmunogénica que es interesan-
te pues se pueden generar anticuerpos contra una re-
gion proteica especifica (Kyte y Doolittle, 1982;
McCallion et al., 1996).

En el presente trabajo se exponen los resultados
de la obtencién de anticuerpos policlonales contra la
p65 utilizando péptidos sintéticos correspondientes a
la regién carboxi terminal de la proteina. Asi se evitan
reacciones cruzadas del anticuerpo con las proteinas
del huésped puesto que existe una baja homologia con
las chaperonas celulares HSP70. Del mismo modo se
presentan resultados preliminares que demuestran la
expresion in vivo del gen p65. El uso de la estrategia
de péptidos sintéticos permite contar con un anticuer-
po para la deteccién de p65 en diferentes aislados co-
lombianos infectados con el CTV, y permitira en el futu-
ro ampliar la caracterizacion seroldgica del virus, evaluar
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la expresion del gen en plantas transgénicas realizan-
do el seguimiento con el anticuerpo anti p65, y evaluar
la expresion del gen p65 para regular el ensamblaje
del virién y el transporte viral en la planta.

METODOLOGIA

Para la obtencién de anticuerpos policlonales se si-
guieron en general, las metodologias descritas por
Kyte y Doffield (1982) y Ball et al. (1993).

Seleccidn de los péptidos
Teniendo en cuenta un grupo de 10 péptidos candi-

datos de la region correspondiente a los ultimos 200
aminoacidos de la secuencia de p65 (Pappu et al.,

1994), se escogieron cuatro péptidos de 15 residuos
cada uno con baja hidrofobicidad. Las secuencias de
los péptidos se compararon con secuencias reporta-
das en el banco de datos, encontrandose homologia
solamente con la proteina p65. La figura 1 presenta
en negrilla la posicién de los péptidos usados como
inmundgenos, dentro de la secuencia p65.

Los péptidos fueron producidos en el Instituto
Nacional de Inmunologia de Colombia mediante sin-
tesis en fase sélida. Péptido 2: MFFGDYEKVFRNERI
correspondiente a la posicion 429 - 443; Péptido 4:
EFYLKGPSGELVNVQen posiciéon 478-492; Péptido
6: TLTREKREKFLLRTL en posicién 527 - 541; Péptido
8: TRNDIDVVSSRMGIV en posicion 564 - 578.

MVLLGLDFGTTFSTVAMATPSELVILKQSNSSYIPTCLLLHAEPNSVSYGYDAEYLAA 58
SGESGSFYKDLKRWVGCTAKNYQTYLHKLSPSYKVIVKEFGTKSVPVPYLSPLNNDLG 116
LSVALPSLIASYAKSILSDAERVFNVSCTGVICSVPAGYNTLQRAFTQQSISMSGYSC 173
VYIINEPSAAAYSTLPKLNSADKYLAVYDFGGGTFDVSIVSVRLPTFAVRSSSGDMNL 232
GGRDIDKKLSDKIYEMADFVPQKELNVSSLKEALSLQTDPVKYTVNHYGMSETVSIDQ 290
TVLREIASVFINRTIDILTQVKVKSSMPESQSLKLVVVGGSSYLPGLLDALATVPFVS 347
GIVPVEDARTAVARGCALYSECLDGRSKALLIDCITHHLSVTTFSADSVVVAAAGSPI 406
PFEGERKLTLRKCVSTSNYQARMFEGDYEKVFRNERIYAASVSLFTLGVNWSVPNDVE 464
MTLVTKVDSMGKVEFYLKGPSGELVNVQGTSHYDYADMPHPPRKLVRLSDYNVNSAAL 521
VLALTLTREKREKFLLRTLFDTLLADLRKTASLSEYSKKYPITRNDIDVVSSRMGIVV 577
SKVLRGSDLERIPL* 501

Figura 1. Posicion de los péptidos usados como inmundégenos dentro de la secuencia de p65.

Seleccién del transportador y acople quimico

Los haptenos se acoplaron a la albamina como pro-
teina transportadora soluble (Bovine Serum Albumine)
que posee 59 lisinas, de las cuales 30 a 35 estan dis-
ponibles para acople. El acople del péptido sintético a
la albimina se realiz6 con glutaraldehido, reactivo de
acople bifuncional que une dos compuestos a través
de sus grupos amino. Siguiendo la metodologia de
Ausabel (1992), basicamente se pesaron cantidades
iguales (relacién 1:1, peso/peso) de BSA (Fraccion
V) y de péptido y se disolvieron en 2 ml de buffer
fosfato salino (PBS). Se adicion6 lentamente una
solucion al 0.2% de glutaraldehido en PBS con agi-
tacion constante en camara extractora. Se incubd con
agitacion durante 14 horas a temperatura ambiente y
se afiadio glicina a una concentracion final de 200
mM en PBS (pH 7.2). Se incubd con agitacion una
hora y se realiz6 la dialisis contra PBS durante 24
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horas con 4 cambios de buffer. Se midi6 la concentra-
cién del inmundégeno por medio de espectrofotometria
utilizando BSA como estandar.

Rastreo y purificacion del anticuerpo

Dos conejos de doce semanas se inmunizaron por via
intramuscular, inicialmente con una emulsién de 300ug
de antigeno (mezcla de los péptidos -BSA) y 500 ul de
coadyuvante completo de Freud; posteriormente, 3
veces mas con intervalos de 20 dias utilizando 300ug
de antigeno mezclado con adyuvante de Freud incom-
pleto.La respuesta se monitore6 mediante dot blot en
membrana de nitrocelulosa de 0.45 um. El suero ex-
traido después de la primera y segunda inyecciones
se ensay0 contra el hapteno usado en la inmuniza-
ciéon. Como control se utilizé el suero preinmune (2 ml
de suero del conejo previo a la inmunizacién). Des-
pués de sangrar los conejos y centrifugar la sangre a
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6.000 rpm durante 30 minutos, los anticuerpos se pre-
cipitaron con sulfato de amonio, mezclando 2 a 4 ho-
ras con agitacién constante a 4'C, en un volumen de
solucion SAS pH 7.0 (Tris 0.01 M, pH 7.0y 767g /1 de
(NH4),S0,) en PBS con dos volimenes de la mezcla
gue contenia los anticuerpos. Luego de centrifugacion
durante 20 minutos a 12.000g, se lavaron con SAS al
33% en PBS pH 7.0 segun el volumen inicial de preci-
pitado. Posteriormente se disolvio el pellet en PBS frio
utilizando vortex suave y se dializo la solucion que con-
tenia los IgG durante 48 h a 4°C contra 4 cambios de
buffer.

Especificidad de larespuestay
determinacion del titulo de IgG

Diez dias después de cada inyeccion se tomd 1 mi de
sangre de la vena marginal de la oreja de los conejos.
El suero se ensay6 contra el mismo péptido usado en
la inmunizacién. Un pg de antigeno se colocé en la
membrana de nitrocelulosa, se incubd en buffer de
blogueo (PBS-gelatina 2%), se traté con antisuero anti
p65 y posteriormente con un anticuerpo anticonejo
acoplado a la fosfatasa alcalina (GAR, Sigma) y se
reveld con el substrato Nitro Blue tetrasodium/bromo-
cloro-indol-fosfato (NBT/BCIP). La especificidad de la
respuesta de los sueros preclarificados (absorbidos
con BSA) o no preclarificados, asi como del suero con-
trol, se examin6 por medio de dot blot contra el
inmundgeno y contra extractos de plantas no infecta-
das e infectadas con el CTV que presentaban
sintomatologia suave (M79) o severa (A22) segun su
reaccion seroldgica con el anticuerpo monoclonal de
la Florida MCA 13.

El suero anti p65 de CTV obtenido de una cuar-
ta inmunizacion, inactivado y parcialmente purifica-
do por precipitacion con sulfato de amonio también
se preabsorbié con BSA para determinar el titulo del
mismo, mediante un dot blot. El suero tratado se en-
say6 contra extractos de planta infectada con CTV y
de planta sana como control, ademas contra BSA y
el inmunégeno. Para la valoracion del titulo, se utili-
zaron diferentes diluciones del antisuero puro o en
diluciones de 1: 100; 1: 500; o hasta 1: 1000. Ade-
mas se valoré el suero preinmune.

Deteccion de la proteina p65 por medio de
Western Blot

Se prepar6 un extracto enriquecido de proteinas de
citricos infectados y sanos, las cuales se precipita-

ron con acetona. En resumen, a 60 g de tejido pulve-
rizado en nitr6geno liquido se le adicionaron 30 ml
de buffer de extraccion (PBS mas 0.5% de Tween
20). La mezcla se dejo reaccionar 30 minutos en agi-
tacion constante a 4 C. Después de centrifugacion a
8.000 g durante 10 minutos, se tomo el sobrenadante
y se afiadieron inhibidores de proteasas (aprotinina
a concentracion final de 1 pg/mly 100 pg/ml de 200
mM de PMSF). Las proteinas extraidas se precipita-
ron mezclando voliumenes iguales de acetona fria 'y
solucién de proteina durante 30 minutos a 4°C. La
mezcla se centrifugé 15 minutos a 12.000g. El pellet
se resuspendié en PBS. La muestra se enriquecio al
concentrarla 50 veces mediante filtracion por
centrifugacién con un Centricon 10.

Veinte microlitros (20 ul) de proteina total o ex-
tractos enriquecidos de proteinas totales de plantas
infectadas (M79 y A22) y de plantas sanas se co-
rrieron en condiciones desnaturalizantes en un gel
discontinuo de poliacrilamida (SDS-PAGE) en un
gradiente de separacion de 10% y de concentracién
de 5%, segun la técnica de Laemmli (1970). Antes
de cargar las muestras, se afiadié6 mercaptoetanol
al 0.5% y se incubaron a 37°C durante 60 min. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitro-
celulosa de 0,45 um utilizando un sistema semiseco
(SIGMA semi dry system). Las membranas se lava-
ron con PBS y se incubaron una hora a 37°C en
buffer de bloqueo (PBS-gelatina 2%) y se trataron
con una dilucién 1: 250 del anticuerpo anti p65 du-
rante 2 h a 37°C. Un anticuerpo GAR (SIGMA) en
dilucion 1:15.000 se utilizé conjugado a la fosfatasa
alcalina. La banda correspondiente a la migracion
de p65 se detectd con el substrato de la fosfatasa
alcalina Nitro Blue tetrasodium/bromo-cloro-indol-
fosfato (NBT/BCIP).
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Figura 2. Deteccién por dot blot del suero clarificado anti p65
de CTV.

Dot blot suero de tercera inmunizacién con péptidos sintéticos
preabsorvidos con BSA. El conjugado a la fosfatasa alcalina
(dilucién 1:15.000). Substrato NBT/BCIP. Linea 1: péptido 2; carril
2: péptido 4; linea 3: péptido 6; linea 4: péptido 8; linea 5: extracto
de planta no infectada; linea 6: extracto de planta infectada con
CTV; linea 7: BSA.
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del antisuero puro y en diferentes diluciones 1: 100; 1: 500; 1:2000

Se observa una clara re- y la condicién preinmune. Fila 1; PB = péptidos acoplados; linea 1: péptido 2; linea 2: péptido

accion de reconocimiento del 4;linea 3: péptido 6; linea 4:

peptido 8. Fila 2: INF: Lineas 2 a 4: extracto enriquecido de planta

anticuerpo anti p65 con cada infectada. Fila 3: INF/NI/BSA. Lineas 1 y 2: extracto enriquecido de planta infectada; linea 3:

uno de los péptidos sintéticos
utilizados como antigenos. Du
rante la inmunizacién se generaron anticuerpos diri-
idos contra la proteina transportadora, por lo que
stos se removieron para que no enmascarara la res-
puesta especifica. Los antisueros se preclarificaron
mediante una preabsorbsion con BSA. La especifici-
dad de la reaccién se muestra en las lineas 1-4 don-
de se utiliz6 cada uno de los péptidos por separado.
Igualmente, se observa una reaccion positiva cuan-
do se expuso el anticuerpo al extracto proteico de
plantas infectadas con el CTV. La linea 7 muestra la
reaccion antigénica leve a negativa contra el BSA des
pués de la preclasificacién. El suero preinmune no
mostro reaccion contra los péptidos examinados ni
contra la albumina.

Algunos de los péptidos sintéticos mostraron ser
mas inmunogénicos que otros, seguramente por la
cantidad o calidad de aminoacidos hidrofilicos o
hidrofobicos presentes en cada uno de ellos o por
diferencias en la eficiencia de unién a la proteina
trasportadora o por caracteristica intrinseca de cada
secuencia de nucleétidos en cada peptido particular.

Por otra parte, en la determinacion del titulo del
anticuerpo se observo reaccion positiva cuando se
utilizé el antisuero puro o cuando se utilizaron dilu-
ciones de 1: 100; 1: 500 o hasta 1:1000. Sin embar-
go, ninguna de las muestras reaccioné con el suero
preinmune utilizado como control (figura 3).

También los anticuerpos anti p65 obtenidos con
los cuatro péptidos sintéticos se probaron en extrac
tos de plantas infectadas con dos aislados de CTV,
determinados como suave (M79)y severo (A22),

extracto enriquecido de planta no infectada; linea 4: BSA.

sobre la base de resultados previos con el anticuer
po MCA 13 que discrimina entre cepas suaves y se
veras con un 95% de confiabilidad. Sin embargo,los
anticuerpos anti p65 obtenidos no discriminaron en
tre los aislados de CTV de plantas sintomaticamente
diferentes (figura 4).
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Figura 4. Inmunodeteccién de p65 en aislados suaves y severos
de CTV.

Extractos proteicos totales de plantas infectadas con CTV fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti p65 de CTV y separados
en SDS-PAGE 100 V constantes. Tincion con plata. Lineas 1- 5:
marcadores de peso molecular. Linea 2: extracto infectado con
aislado suave. Linea 3: extracto infectado con aislado severo. Linea
4: extracto de planta sana.

En los extractos proteicos purificados provenien-
tes de citricos infectados con aislados suaves o se-
veros de CTV se detectd por western blotuna protei-
na de 65kDa que reaccioné con el anticuerpo anti
p65 (figura 5), lo que demuestra la expresién in vivo
del ORF p65 (HSP70h).
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Figura 5. Deteccion de la proteina purificada p65 con el
anticuerpo p65 proveniente de plantas infectadas con CTV.
western blot, deteccion con NBT/BCIP. Linea 1: proteina
purificada de aislado suave; linea 2: proteina purificada de
aislado severo; linea 3: marcador de peso molecular; linea 4:
proteina purificada de planta sana.

Es importante tener en cuenta que con la técni-
ca de Western blot solamente se detect6 la proteina
p65 en aquellos extractos proteicos enriquecidos o
concentrados, lo cual sugiere que la cantidad de
proteina p65 en las células infectadas es muy baja.
Lo anterior puede explicarse por bajos niveles de
traduccion de la misma o por inestabilidad
postraduccional. De hecho Medina et al. (1999) y Tian
et al. (1999) indican que la produccion de p65 en
closterovirus es baja. Napuli et al. (2000) también
apoyan estas observaciones al demostrar que
viriones de BYV contienen solamente 10 moléculas
de HSP70h, las cuales se unen de manera no
covalente con los componentes del virion. También
Dolja et al. (1994) detectan una muy pequefa canti-
dad de particulas de oro del anticuerpo anti p65 con
relacion a una cantidad 100 veces mayor de particu-
las anti-CR De otra parte, la expresion de p65 puede
ser regulada durante la infeccion, como lo plantea
Hagiwara etal. (1999) en BYV.

La proteina p65 de CTV participa, al igual que en
otros Closteroviridae, en el ensamblaje del virion como
proteina de unién a microtdbulos y en el movimiento
célula a célula (Satyaranayana etal., 2000; Karasev
et al., 1992; Alzhanova et al., 2000). Los resultados
obtenidos en este trabajo son novedosos en cuanto a
la utilizacién de péptidos sintéticos especificos para la
obtencién de anticuerpos que detectan una proteina

chaperona (p65) de gran interés biolégico porque se
ha demostrado que interviene tanto en el ensamblaje
del virion como en el movimiento del mismo célula a
célula. De alli que se pueda utilizar en un futuro esta
proteina y la deteccion de la misma por anticuerpos
como una alternativa para la caracterizacion y el con-
trol biotecnolégico del CTV. Sin embargo, no se pue-
de proponer la produccion de estos anticuerpos para
efectos de diagndstico generalizado, a no ser que se
concentre el extracto vegetal por lo menos 10 veces
para que se puedan apreciar las diferencias con rela-
cion a los controles sanos. También es de sefialar
gue los anticuerpos obtenidos no discriminaron en-
tre los dos aislados de CTV compuestos de cepas
biol6gicamente diferentes, lo que exigiria ampliar los
estudios para buscar si se trata de epitopes comunes
entre las distintas cepas de CTV o condiciones parti-
culares de las mismas, que no permiten generaliza-
cion de los resultados.

CONCLUSIONES

Por primera vez en Colombia se obtiene un anticuer-
po policlonal anti p65 de CTV utilizando 4 péptidos
sintéticos provenientes de la secuencia de la protei-
na p65. El anticuerpo detect6 una proteina de 65kDa
especifica de CTV que esta de acuerdo con lo espe-
rado para el producto del gen p65, homélogo de la
chaperona celular. La metodologia utilizada permitié
descartar reacciones cruzadas con la albumina utili-
zada como proteina transportadora y demostré una
alta especificidad. Algunos de los péptidos sintéticos
mostraron ser mas inmunogénicos que otros, segu-
ramente por la cantidad o calidad de aminoacidos
hidrofilicos o hidrofébicos presentes en cada uno de
ellos o por diferencias en la eficiencia de unién a la
proteina transportadora o por caracteristica intrinse-
ca de cada secuencia de nucledtidos en cada péptido
particular. El suero anti p65 reaccioné positivamente
con extractos proteicos de citricos infectados con los
aislados de CTV suave (M79) y severo (A22), por lo
que, de una manera preliminar, se puede decir que
los epitopes reconocidos por los péptidos sintéticos
son comunes y no especificos para discriminar entre
diferentes aislados de CTV. Se puede sugerir que el
anticuerpo anti p65 es util para la deteccion de una
amplia gama de aislados del virus puesto que no dis-
crimind entre aislados catalogados como suaves o
severos. Es de anotar que la deteccion de p65 en
plantas infectadas se realiz6 en extractos concentra-
dos, lo que esta de acuerdo con los hallazgos de otros
autores en cuanto a la baja concentracion de p65 in
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vivo. Por otra parte, de manera preliminar, este estu-
dio permitié6 demostrar que el ORF que codifica en el
virus de la tristeza citrica para el homologo de la
HSP70 se expresa in vivo.

La limitante para el uso de este anticuerpo p65
en el diagnéstico estaria en la baja concentracion de
la proteina por detectar en las plantas infectadas, lo
que en casos particulares podria generar falsos po-
sitivos 0 negativos. Ademas, la disponibilidad de un
anticuerpo p65 posibilita el uso no sélo en aspectos
diagnésticos sino, principalmente, para complemen-
tar estudios sobre la caracterizacion del CTV en el
nivel seroldgico para la deteccion de la expresién de
genes y de la manipulacion genética. Otros trabajos
han demostrado que p65 participa en el ensamblaje
viral y como proteina de movimiento viral. Por tanto,
si p65 cumple un papel en el movimiento viral, tam-
bién seria posible pensar en manipular este gen o su
proteina en plantas transgénicas para regular o anu-
lar el transporte viral en la planta y hacer el segui-
miento de la expresién proteica con anticuerpos es-
pecificos.
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