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PROGRAMA REGIONAL DE BIOTECNOLOGIA PARA
AMERICA LATINA Y EL CARIB2
PNUD/UNESCO/ONUDI
RLA/83/003

Contrato No. 88/68

Proyecto: Resistencia a virosis en papa. Desarrollo de
plantas de papa que presenten resistencia a los virus
PVX, PVY, PVS y PRLV mediante técnicas moleculares
y cultivo de plantas in vitro.

Primer Ano de Actividades

Pais: Cuba

Informe Técnico/Financiero Final
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INFORME FINAL DEL PRIMER ANO DE ACTIVIDADES REALIZADAS

POR EL CENTRO DE INGENIERIA GENETICA V BIOTEOVOLOGIA (CUBA)

DENTRO DEL PROYECTO "RESISTENCIA A YIRUS DE PAPA".
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Informe final del 12" aho de gpctividades caaliradas por gl Centro

de Inqgenieria Genética y Piotecnolgogie {(Cuba) dentro del proyecto
"Resistencia & virus de papa,”

.~Nctividad: ldentificacién de 3 genotipos de papa resiscentes
al virus PVY mediante ELISA, hibridacién molecular (~ctividad 1.4
d=1 prayecto grneral)

Fr el artfculn 1.4 del proyectn general donde debfan pacrticipar
Cisha  y Argentina nnecl- o Tahnratorio realizé6 un tamizaje dentro
e la= rentros productores de semilla a aquellas variedades co-
m s ialec que precentasen diferentes grados de resistencia a los
virus FVX, PVY y FLRV, tomando como criterio su comportamiento en
1 campo. Este trabajo aporta al plan del proyecto en sf, pues
pademos determinar sobre qué genotipos trabajar en los experimen—
tor  de induccion de resistencia por ingenieria genética y tener
ardemds material de comparacidn de los resultados que obtengan. No
hemos tenido coordinaci6tn de los resultsdos obtenidos en los
trabajos realizados en Argentina. ) :

Iabla NO 1
Grado de Resigte o

—Variedad PLRY PVYY BVX i
[ _d .
Kennebec - . - I

Nipigon - . -

Trent - . -

Atlantic - - .

Caribe + ! -

Rideau + + +

Al tamente Resistente
Medi anamente Resistente
Altamente Susceptible
Resistencia No Ensayada

B I 3

En 1a segunda parte de este articulo se intercambiaran resultados
obtenidos en ambos paises con metodologfia desarrollada en Argen—
tina a traves de la estancia de un investigador de nuestro Centro
en el Instituto de Investigaciones en Ingenierfs Gendtica vy
Piologia Molecular (INGEBI-CONICET), Argentina durante los dlti-
mos meses de 1989,
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?.-0Octividad: Obtencién de genoteca del virus PVY (actividad 3.1
=l proyecto general)

E! Instituto de Biologia Molecular (1BM) CIVC-INTA Castelar laogrd
uwn clon cDNA que contiene la secuencia completa de la proteina de
la cépsida del PVY y un segmento de la replicasa viral que se
encuentra en el extreso 5'.dyacent. del gen de interés. La expre-
sion en E. coli y en plantas de la proteina de la cipsida codifi-
cada por este clon fué el objetivo de 1a estancia de trabajo en
nuestro laboratorio del investigador Fernando Bravo-Alsonacid.
Se disefNaron varias estrategiss para, mediante ¢l clonaje en un
vector de expresion de E. coli, comprobar por i{nmunoidentifica-
cién el reconocimiento del producto del gen usando anticuerpos
anti-FVY. Durante esa estancia se comenzé este trabajo, el cual
sr continda en estos momentos por personal de nuestro lsborato-
rio. Las estrategias consisten en cortar el clon cDNA en 1la
regi6tn cerca del lugar de procesamiento y situarle un AT6G que
cirva como iniciador tanto a los mRNA de E. coli como de 1la
planta y acoplarlo a una region promotora de la transcripcidn en
un vector de expresifn,
Fara Jograr ésto se trabaja en:
i) Aroplamientn del promotor Pr del fago Lambda

ii) Acoplamiento del promotor hibrido ptac o= €. 0l

it Ncoplamiento al promotor de la proteina 35 S del virus del
msaico de 1a conliflor (CaMV)

iv) Modificariédn del infcio para adicién de ATG wmedianie la
tsonica de PCR.

Ningﬁno de estos trabajos est$ totalmente c-n:levfin, pero de
hechno constituye un paso mds » W-lantado del conpromiso del pro-
yorin para esta et wp:,

]
. fHctividad: ‘istenridn de genoteca parcial cDNA del virus PLRV
farticulo 3.1 del proyecto general) ‘

Feta tarea ha mostredo una mayor complejidad debido a los bajos
rendimientos de la purificacion del virus y el hecho de que la
transmisitn del mismo sea unicamente e través de dfidos, 10 que
ha dificultado contar con un stock estable de plantas esnfermas
con el virus en cuestiéon y libres de otras enfermedades, qua
sirvan como fuente de obtencion del virus.

Rerientemente fue reportada la secuencia de la proteina de 1la
cépsida de este virus, 10 que nos ha peraitido iniciar una estra-
tegia de trabajo que pensamos nos permita adelantar el cronogramsa
drr acuerdo al objetivo final a abtener.

Se disefMaron y sintetizaron 2 oligonucleétidos complementarios a
135 regiones X'y S de 1a region del genoms viral que codifica
para la proteina de la cépsida. Con estos pensamos realfzar un
cDNA partiendo de RNA total de plantas infectadas con el ‘v!rus




usando como primer el oligonucleédtido complemsntario de la regidn
X’ para después emplear ese cDNA para un PCR usando el otro
oligo, de manera que se obtenga una banda especifica del gen de
12 capsida.

1.-Octividad: Secuencis de 10s clones representativos del genoma
drl virus FVY (actividad 3.2.1 del proyecto general)

F=te aspecto estd cumplimentado por el laboratorio del Instituto
de BRiologla Molecular CIVC-INTA Castelar, ya que el clon con el
rua)l e=tamns trabajando ambos grupos fue secuenciado por ellos vy
nrhlicada 1a secuencia en la revista Nuclelic Acids Research.

Pe 1o anterior se deduce que este aspecto estéd totalmente con-
cluicdo. aunque la participacién de nuestro laborataorioc fue nula.

S.-Actividad: Secuencia parcial del genoma del virus PLRV.

Respecto a este punto nos encontramos retrasados v su comienzo
estA en funcién de la terminacién del clonaje del PLRV explicado
anteriormente. Esta secuencies si la tendremos que clonar, pues
representaria uvn aislado propio y seria necesario comparar la
homologia con la reportada en 1a literatura. La comparacion de la
homologia de las secuencias reportadas por la literatura demues-
tr> que son muy semejantes los diferentes aislamientos secuencia-
dos,

Estaeactividad continuard en el 29 affjo del proyecto.

&6.-Actividad: BPasqueda de clones que codifiquen para la proteina
de 1a cépsida del FPVY larticulo 3.2.3 del proyecto general)

Como explicamos anteriormente tenemos clones cDNA que representan
Ta proteina de 1a cidpsida (facilitados por 1IBM CIVC, INTA Caste-
lar). Estos clones, por las caracteristicas en que se procesa la
protefna de la cApsida de este virus, no se expresan en E. coli
ni en plantas, por 1o que es necesario adicionarle el codbotn de
iniciacion ATG en fase y acloplerle una regidn promotora de plan-
tacs o0 E. coli para comprober que se sintetiza una protefna que
sea reconocida al menos por anticuerpos anti-PVY. En esta fase
nos encontramos, y pensamos puedan tenerse las evidencias en el
29 afio del proyecto, donde debe concluir de acuerdo a lo plantifi-
cado para esta tarea. '

]

Conclusiones del Srabafo del 197 sfio,

Consideramos que la situacion del trabajo del 1% afioc del proyec-
to es positiva de acuerdo a 1o planificado para el proyecto. La.
colaboraciéon entre nuestro laboratorio y el IBM-CIVC INTA Caste-
lar ha sido muy provechosa y pensamos que en la etaps que sigue,
en la cual uno de nuestros investigadores debe ir a ese labora-
torio argentino, esta cooperacion se estrechard aun més.




Crermos que la cclaboracion de nuestros de nuestros laboratorios
ec un ejemplo de cooperacién cientffica y potenciacién de esfuer—
*us en busca de resul tados sayores en el menor tiempo posible, de
manera que el éxito de los objetivos de este proyecto de acuerdo
a los resultados del 1¥" aho pueden considerarse seguros,




CENTRO DE
INGENIERIA GENETICA
Y BIOTECNOLOGIA (CIGB)

Ciudad de 1c Habana
10 de mayo e 1990

DC- .

Dr. Rodolfo Guintero
Directaor Gereral del Programa
Regional de Biotecnologia vy
Coordinador Técnico del Subprograma ONUDI
México D.F.,; México

Estimado Quintaro:

Asunts: Frograma Reginnal de Biotecnolegia R A/B3/003
Contrato ONUDI No. 88/60
Me complar= dirigirme a usted para adjuntarle las siquientes
facturas que amparan la adquisicién del equipo previsto en el
contrato &~ la referencia para ser utilizado en el proyecto
"Desarrollce de plantas de papa resistentes a virosis”. Este

contrato s= refiere al primer afo de ejscuciodn del proyecto:

Nn. 9439 Suministrador TECUN 2,691 us bLS

No. INT-H&Y i 7-0 Suministrador FHARMACIA 4,149 EQ.US DLS
No. GE-9S1C Suministrador GEMEX 6,160 £EQ.US DLS
Total 13,000 ED.US DLS

Aprovechn 1- apnrtunidad pars saludarla,

Atentamani, |

el Ao Lora, Director
Direccion o vColaboracidn y
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ANEX 0S5
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C.1.6.2.

N° FACTURA

m—— Caenta Bancaris: TECHN
J Nro: 402-01-754 83D

[ |
9419 | g JL _

DESCRIPCION " CANTIDAD l[ PRECIO II WMPORTE PENI

1.01.09 RICRGCONPETADGRA ACER [100-041
SY.1 N3 RAX EXPANDABLE 76 8 B
NICK0.803865X,8116 NN2,1 FBD
1,2 WB,1 RID 40 N (28 NS),V6A
OF BOARD CONPATIBLE £6A,C5A,
ADA Y BERCULES.2 PUEATOS SERIE
Y 1 PUERTO PARALELO, TECLADO

101 TECLAS,B0C.XS00S 3.3, 6N~

BASIC 3.22 1.0 2222.0000 2222.00
1.02.014 HONITOR 7013 14" COLOR P/1030
YGA/NCGA 0,31RR DOT PITCH 115V 1.0 428.0000 428.00
1.05.014 ~NOUSE ACER 6720 1.0 41.0000 41.00
-
i
i
i
i
|
!
!
RN
(_TOTAL FACTURA
291,00
N
RECIBIDO

| \

 Forma de Pago: Sus-navor 67220




Pharmacia
Pharmacia LKB Biotechnology international AB

FACTURA OOMERCIAL. EQUIPOS ENTREGADOS

Owrel INT-HAV 017-0 opate 890927 Yourret SERVICEX

DPTO. &
1 Peristaltic pump 2360-120 17.864.-SEK
- 1 Uvicord SD Monitor 2158-010 26.300.-SEK
sSUB-TOTAL : 44,164 .-5eK
- 10% Descuento: 4.416. -
TOTAL : 39.748.- SEK

—— o — ————— - - -
5 22—

Lic. Al'do’Galano
PHARMACIA ' KB BTG INT.

Postal address Visiting address Telephone Telox Teleccpler
Pharmacis LKB -
Biotechnology International AB  Tappviigen 24 Nat 08-799 8020 10161 Nat 08 9828 96

Box 308 Bromma Int+46 87998000 int +468982896
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sc.___ 17-0CL-5-5064 - - PAGE _
UNIT
ITEM DUANTITY]  UNIT BPECIFICATIONS PRICE TOTAL
Unit fﬁtz!
Y Article Price(DH) Price(DM)
] Differential Refractometer foxr analytical use 7.205.00 7
with digital display., microproceescr contrclled
auto-zero and veriable time constant, '
equipped with connnections for external thermostets
when thermosteztting is necegsary :
Order-No.7329800000
| Flow cell, 45 degrees, 8 ul, without recees 395,00 4
Order-No. 6207570020
 Flow cell, 15 degrees, 12 ul, without rececs 440,00’/
Order-No.6207570040
" Pack of gaskets for above flow celle 33.00’/
Order-Ne. 6207521050
- Price ey works: 8.074,00’//
-~ FOPR Cherges: 75,00
Total FOR West-Perlin Airpert: 8.]49.00’//
Esegs=s==s2s2

Gemelx Ferrimport
Lic.}/Nilo Espinosa -+ Miguel sosaz




