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Arreciado Dr, guinzero:

le esior escribicendo con el :rorosito de continua» la comirizacia es-
tavlecida enire td., s el Dr, José Peiiaranda V. en relaciér. :0:. e: pro~
vecto: "Resisiance o virosis in potato: Develoment of 1ciato plants
bearin; résisiance o jctato virus PVK, FVY, FVS enc FLAV .y corvcined
nolecular and in viiro plani culiure techrlquc Lo anteris> 20 Za-o
en atencién a gque el Dr. Peharanda se cncuesnirz en uaz pzzzntia inter~
nacional en el Instiluto Pasteur de Faris 7y @ jue Ud, ha rs.uerico de
€1 una maror rrecisién en el informe de actividades del prorecto. Cono
coinvestigador del Dr, Petiaranda ern los proyectos de virus Ze papa es-
rero saticsfacer su requeriniento,

118

4

1
z

aevisando el éocuion aéo: TS rrinos 10 roreore:s

¢i acidn (ir .z zeC o;AZrlc', Faz.)t2: ce
Pz2iong: de Colomdiz, las actividales a se™ e ecaizdec

2) Furificncil JoT o viivan dad enrollarivrio 4r Lo
]

) Y ey 3 ~ I, v yer AV =t - -~ 5 :
S, raduGoiln e 2 tinorios rolicd ezliss eonira oL iV,
) rd - e - sr

¢, luriticncd Lo v.m fed 1iEV.

. L I e S e R TR T L T 1

< [S2* DAL O vl X0 2, NIUTS CON il

e, bnirena. ic ol v iy rideire ael grupe,

koot oanverior i ca-_-c.::.“:u 120 Correle
cenaiogtes o 1w U oal eniresaiene & e i

vro del ~rure ’e,,

viiro con Fi.v (c..

inJcccibn e ;w:t-~i:rzos ir,




1-

Durante el cunpliziento de ia actividad e purificzcién del FLRV se
usé biciconenie el nmftodo de wurificacibn de Takamani-y Kubo (J.

Gen, Virolozy 44, 153-159, 1979). Hojas frescas o previemente con-
caladas de Piysalis floridana o de papz infeciadas con PLRV fueron
utilizadas como fuente del virus, las planias de papa infectadas con
PRV fueron recolectadas en el campo de acuerdo z su sintomatologfa
¥ sus reacciones con aniisueros drejparados contra FVX y PLRV en un
test de ZId34. 1 kit de ELISA para deteccibn de PVA fue preparado

en nuesiro lavdoratorio, mientras que el anticusrp: y el conjugado
contra PLRV fueron obienidos del Scoitisz Crop Research Institute.
Las planias ae Physalis floridana fueror infectadzs nediante trans-
nisiéa con &Tidos y la rresencia del virus deteciada con anticuer-
pos dirizidos contra PLRV obienidos ner el Instituto Colombiano A-
grorecuario (ICZ) por donacién del Cerniro Internacionzl de la Papz
(CiP). Las :ojas infectades fueron naceradzs en una relacién de

5C0 ¢ er wn litro ce bufier de ciiraio de sodic C.1 K, pid 6,0 que
contenfa .55 de 2~rmercaptoetanol y2 % ée Celluclast (Celulasa),
seguido de incubacibn y agitacién suave Gurarnie 3 zoras a 259, Des-
rads de esta incubacibn, e’ extracto fe ajustzéo 2 pH 7.0 afiadiendo
C.2 ¥ ce Ka_P0. ¥ luego emulsizicado con 0,67 Vel., de una mezcla de
cloroiorzo / bidtznol (1:1 v/v), Bsta enuisib iué centrifugada a

5000 R¥:. ror 15 =in. en el rotor SS34 de unz ceairifugad&IRVALL. La
fase acuosz Tue vprescipitada mediante la adicié~ Ge polietilenglicol
(P36) al &.: y KaCll 0,2, Después de ar-itacién uor 1 hora a 49C se
incub8 a tenvcraiure enviente (  2590) duranie 22 rara luego ser cen-
trifigado a 12,000 g por 15 min en 1a centrifucz SORVALL, El precipi-
taio fue resusrendido en 100 ml de 0,02 K Ge tufier de fosfato de so-
dio, pI 7.5, cue contenfa 1% de Triton x-100 y luezo centrifugado a
10,0005 éuranie 15 min, Z1 sobrenadante Zue contrifusado a traves de
un colchdn ée szcorosa (5 ml) de 205 en un rotor 30,2 Pi a 50.000

R, 2 1590, 31 ~ccipitado fue resuseniile en bulTer fosiato y cen-
trifu-aio & 10,CL3¢ ovor 1% min, 31 sobrenzaisinte Fue sometido nueva-
nente ¢ otro 2iclo ée alia  bajz cenvriiu-zceibsn 2om0 =2 indicé antes

- iz susrensifs virel rinal (2 ml en buifcr 2o fosizio) fue ceniri-
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Turade en it craticnte de saczrosz de 10-405 en 6,01 de fosizto éc
gsocio, DI 7.7, fuvrante 2k a 4,000 P exn el rciox 3 635 a 159C, 1
smagiente Iuo Lrzecionzéo con colactor FLariatiz r analisado a 260 nm
Lzz Iracciszres -ue inclufan el virus Teninzs, dilaicas 3 ve-
ce3 co:n Jliler ¢ fozfato i centrilusa 100,007 carante 2.0 h,
ZI gelirento virel e resusserntido e o.Texr ge fosfzie y
glr.acrnzlo o =D2522,

I:7eccibn de rroitorlestos de tavaco corn iV, tlzntas de Yicotizna
oL

tanacun ve, Laniii {fueron crecidas en cacinzs ...roladas en lagc cone

¢:ciones deneriiaz nor Kubo et al, (J. Gen, Virclosy 28, 255-257,
1¢75), i1as nizniac fueron cultivacar entre 15 a 280 por 35 dfas en

. invernadero 7 luczo fuecron transferidas 2 unc cadvina a 2590 duran-
te 12 roras ;" co: una iluminacién de 10,00C lux c:r urn periodo alier-




nante de 12 horas de oscuridad a 209C, En esta cabina permanzcieron ror
35=45 dfas aates co se> usadaqs.

Los rrotorlasios del resofilo fueron aislalos mediznie el procedimiento
enzinatico de 2 pasos descrito por Kubo et 2l (1975). La epidermis in-
ferior fue removidz con rinzas y los trozos (4ern:” arrox,) de 2 hojas
fusron infiltrados con 2 segundos con 30 nl de colucibén de maccracibn
(0.255 w/v maccrosyme R-1C, 0,5% w/v dextran sulfzto de potasio, 0,7::

de Kanitol ¥%5.& ajusiado con 0,05M de HC1l). La mezcla fue agitadz a 25
°C reciprocamenie 2 120 excursiones por minuto. Desrués de 3 min. la so-
lucién fuc doscadSoda y se agregaron 30 ml de medio de macerzcién fresco.
La agitacién fue continuada por 7 min. mfs. Después de remover la solu-
cibn y lavar con C,7II de manitol, los irozcs ée roja fueron incubados

en 40 rl de sclucibn de naceracibn fresca ¥ asitados durante 4C-50 nin,
Las célulac iiveradas Tusron filtradas a traves ce dos cpas ¢ée gaza ¥
centrifuzadss 1 nin., a 600 RPi (Cenirifusa de mesa 1'SZ). Las células
aisladas fucron resuspcendidas en 50 ml de solucién de celulasa (celulza-
sa Onogzuka 1% /v, panitol 0.7M, pH 5.4, ajustado llevando Lrimero a pil
6.0 con KOE 0,05 y luezo:za pH 5.4 con HC1l 0,05!). La mezcla fue aritada
suavenente ( 30 excursiones por min) por 40-50 min a 35%C y los proto-
rlastos liocrados fueron filtrados a traves dec dos cavas de gaza y lava-
dos ires veces :0r conirifugaciénm a 600 RP: por min y resuspensién en
0.7i: de kanitol, .

Los protoxrlzsios Tueror inoculados con FLRV usando el méiodo indirecio
descrito nor 3aler and Earrison (J.Gen. Virolosy 35, 125-133, 1977).
Diez nl de solucibn cée manitol que conienfa € ug/E‘i de virus, 2ug/rl
de poli-L-ornitira (P10) y 0,05K de fosfato de potasio, D8 g.0; fueron
incubados por 10 nin a tenperatura ambiente, luesires de 10 protcplas-
tos fueron cenirifucadzs, resuspendidas en 10 ml de zanitol e inmediz=-
tanmente nmezcizdoz con la mecxcla de virus y PiC, La suspensién de con-—
serv6 a ter ‘uTa anviente por 10 min y lueso fuc centrifurada a 6D
AL ovor 1 21 zreciritade de rrotorlactos inoculados fueron lavacdce:z
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de CaCl,.. Los rroio-
rlactos inoculades I.rron resusiendigos on ei nedio ce cfiitive descrito
por Loxi y Taieve (Virolory, 39, 832-446, 12¢0): 0,2 ni X _FC,, Irl
}50., 1 mil I123C,, 10 ml CaCl,, 1 uil KI, {,0L ul! CuSG‘ v 408 ub/ml ce
Carbericill 2D Ly ajuctado con 0,05 i FC1, ¥ eciterilizado por file
tracibn a trzvic o0 e ranes de iilipore (C.45 w', Los proto:lasios
iroculados 3oy i:cvwpzioz en wna czbirz conorolals ¢ 209C con iluri-
cién concizii oo-roniirananente 3700 ILax:z,

.anitol cue coztenfa C,lmi
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La viadbilidzs céo Loz rrotoplastos fue esiablccica o su capacidad d=
captar e hidrolizar dizeetato de fluorezceina -ars liberar flucrescei-
na. (Kidholr, Stair Techrolory 41, 189-194, 1972}, Unz sclucibn nadre

de Smc/ml ¢ Ziacetato Zc fluoresceina en acetona fue diluidz 50 ve-
ces en manitol O,T.. ¥ sc nezclé con un volurmen izuczl de suspensién de
rrovorlastoc cn nedio de cultivo, Después 5-1C rirn lc proporcidn de rro-




toplastos que contenia fluorescencia fué determinada en un  microscopio
equipado con una lampara de U.V.

La evaluacion de la produccién de virus en los protoplastos fue llevado
a cabo mediante el test de DAS-ELISA, usando anticuerpos contra PLRV conju-
gados con fosfatasa alcalina. A diferentes tiempos después de la inocula-
cidn se tomaron muestras de protoplastos, los cuales fueron centrifugados
y luego homogenizados en PBS/Tween. Los homogenizados fueron analizados
tal como lo describe Clarck and Adams (J. Gen. Virology 34, 475, 1977).

Comentarios sobre los resultados obtenidos:

Durante los primeros experimentos de purificacién del PLRV se encontraron
dificultades en la obtencidén de cantidades suficieentes de virus debido
a la carencia de la celulasa (Ver Primera Version del Informe). Con el
uso de la celulasa, la cantidad de virus purificado obtenido se incrementd
a 0.3 - 0.5 mg/kg, tanto en papa como en Physalis floridana. Ademis fue
posible observar en el microscopi® electronico las particulas virales
icosaedricas usando tincion negativa con acido fosfotungstico ajustado
a pH 6.5 con KOH. El espectro presentado fué tipico de nucleoproteina,
encontrandose una relacién de A260/A280 = 1.80. La particula viral diso-
ciada con SDS y analizada en SDS-PAGE con el método discontinuo de Laemmili
Nature, 227, 680, 685, 1970) presentd una banda mayor alrededor de 27-
28 KDa y ocasionalmente una banda menor alrededor de 16 KDa, cuando se
usaron como marcadores de peso molecular Albimina de suero bovino (66
KDa), Ovoalbimina (45 KDa), = gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(36 KDa), Anhidrasa carbonica (29 KDa), tripsindgeno tratado con PMSF
(24 XDa), inhibidor de tripsina (20 KDa), y lactocalbimina (14,2 KDa).
El peso molecular de la proteina mayor (28 KDa) estructural determinada
en este aislamiento estd intimamente relacionada con el peso molecular
reportado para la cubierta proteica de PLRV (Rowhani aND Smith, Virology
98, 45, 1979). Aunque el porcentaje de protoplastos infectados con PLRV
no fué determinaodo por carecer en el moemnto de anticuerpos marcadores
con FITC. La curva de crecimiento determinada como el método de ELISA
indicd un
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increzento del antizeno viral con el t1eeno desmés 2e le inoculaciéa,
A tienpo 0 zoras D.i, se obtuvé 52 nL/lo rrovc.lasiosy a 24 horas p.i,

iﬁ 3 ntllo rroto:lastos; 25 ng/lO6 mrotoplastos; £ horas p.i., 310
n"/lo rroiorlosios. Sin embargo, andlisis de los extractos de jproio-
rlastos en SDS~PIGE no revel$ protefnas especffic:zs asociadas a 1z
infeccién viral, Ua anflisis bidimensional (I=7/3DS-FiGE) de estos

rissoc °L..ractoe realizados en las condiciones descritas por Acosiz

P

and Naro ( ntcrxerIO'V, 1989, in press) en zouo mostr6 wrotefnas co-
nnc/lf;c * asociadas a la infeccidn desrués de la $inciéa con nit

to de platz r conaracibn con las yrotefnas ce :roiorlastos inocula-
dos solaienic con FLO ("mock nrotoplasts"), :cr el contruric se ov-

servé wunz a_arentc disminucibén @e polipeptidos conm coordenadszs dz L5-
50- Kda/ 5-55 pI. 1 oojetivo sisuiente es el ée iroculacién de vro-

torlastos cée heje de :z2pa con el PLRV,

La purificacién el genoma del PLRV no se ha :odido realizar wvor la
1

iriizcibn con lz cantidad de virus vuriiicaéo er el momento, rrin-

ci:z:imente dedice 2 ¢ie la nueva sienbra de varz en el carpo tuvld lu-—
sar hace Gos meses, hdemds inoculadess de P, flcridana nediante ddidos
solo fucron recliiczadas hace dos semanas, Con iz &isonibilid-:d del

méiod: de murilizicién del virus se es:ora curclir cou este cobieiivo
r&_ictrente, 1 oh c%ivo de irerzracidn del aniisuore corres:onuisnic
Soraids Toowldn Bicdido vor la rocn emntidod o oviria [is onmivie, iz
csrelon ievuslzoo oozesitan inyeccicnas aciciozliel do oanti_cnoe Lo
1leve ol St iol, L1 tfiuio obtenizo nmsii ol i e ltooCn oW 80LAT
ex ¢ 32, dvin L.olo cou vfonic:. ¢n coolo IV L8 en eZar.

LioAe RIve sl conriizniento do o wna Dorcoun ¢ L 0L e Jun cun nlif ol
¢l viz ¢ ¢el D, -ceozronda a Cuba, doarf2 Lovie & orionidui. de osisiir
al Zaxn_reso Imdiriccional (III SnilIR:RIC SU-L o b Lo.l.l.£2I8LAL Soien
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rios centros de la isla donde se trabaja en Biotecnolosfa particu-

larnente con réioios de deiedcién ée virus de plantas,

Dentro dcl informe financiers puedo sefizlar gue ce utilizarom los
primeros US510,000 d6lares discririnados usf, Consiruccién de un

cuartc con tenreratura, hunedad y fetoperiodo corirolados (USS
4,166 ), -courrz ce una microcentrifuse Becimar (USS 4.370 ) ¥

pasajcs y vifticos »ar el viaje del Dr. Penzranda a Cubz (USS 1.464 ).
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B: el nomento, la ejecucidn ée las actividades
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terrinadas pecuierc
inGgiszensadlencnie 2 una financiacidn adiclonal, rrinciueimentie pa-
r2 lz a3jvisicibn cc rzdicisotopos terz seruir la infeccibn de los

- e
rroioplastos coa el FIAV ( “p rarz parceje ce CILi ¥ JDS—L—metionina
pa2rz se_uir las :rotefnas ecrecificas asociaizs a lz2 infeccibn de
los protoplacios),
Ispero hader coxilerentado un roco el informe inicial rresentado por
I de esa manera sztisfacer su rezueriniexnto en or-

den a rewnir las condiciores que perizitan la continuidad de la fi-
G
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