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Le estoy e::;cribic~c:.o con el :ror<>s!to de continue.!' la cn.~z..:~acic<;i er;­
tabJ.ecida e1;"'.:!"c L;<i. ~,- el Dr. Jos~ Periara11cia V. en relac:i.er. ~O!. el p!"o­

:ecto: "Resizta>ict> to -.rirosis in potato: Deve:-i.o~:?ent of !":;:?to pla-11t::; 
bearin~ resista..~cc to i_•ctato virus P.VX, PVY, VIS cnC: H..;1V .:.-;:- co:::·oineci 
nolecular ar.n i11 vitro plant culture techniq~cs~ Lo a!:tc!"i7~ lo ~3:0 
en atenci611 a ~uu ~l Dr. Fe!1aranC.a se C!'l~ue:-.t:r:-:o. ei-, t.4;"12 p::.:=;:.t:la i?'!ter­
n=icional en el Inzti~·-~to Pasteur de Faris ·.;a· ::?·:.ie Gd.. ha r.;:-~:.ze.:-iC.o ci.c 
el una r:ia::or r-cci3i6:n en el info:rne d.e actividades dcl p:-:;ecto. Cor:io 
coinve~ticanor del Dr. Peiiaranda er. los riroyectos de viru~ ie ra?a e::;­
;-ero S:lticfacer mt re,1ueri;;iiento. 

~~evisa?1do el rloc..::~,;:1to tit:..tlaC.o: 'i't:r!~inos ~i<' r.::~·cre!~~ia .:-'·-" .iz. ::?r~i­
ci~2ci\i1: ,[P . :. ~~::~:..:..'\·:. c:.r- 'hi<'~;_t.lr:.ic~t, Fac, .. 1 t:');:_ Le j .. 1: .. ~ci· .. :.., :;r~i·:- :."~i··:·· 
: ~~ir».~::. <~f' Co.!.::>:-"=>i~, lns :icti\·i(i:i.:0:: a st-:·~ e~i:·c.;:::•i••:: :>.::-:.: 

_::, : . ...... ;: . I .. ,.. ~,. .. °' 
\. J.,, •• ) • 

c . . -,,, 
J ..:...:·. ~ • 

:J...J Ji~.~: ~!tt1:-_:·~.~:·. :.i·· . .:..itt::,1:(.~~,:;t ;,,:'!!'. '·'·"" L::.·~.r.' .,,, }(·~:t· t'!: .. :·. ~=-." :;:.,J~'.!'l~!~-
(!1 ti·:-utt':; :. 1:. -·~·.:·:.i·ic::-:_~ir,!. r.:.·~!l }·l..t-:V (~) : .. al c~:: ... ~c:.~·.i 1 .. ·;-.-:::-, ~!, ·::·: i.i..: .. 

":1!'(l ·ciC] CrL'!"C (e}' .. :::;r,jo :;?TCi~lr::i:.nte le il"l;·N·~i61i <~<· :-,.~-: ·~ l:::.:··_,o::; ir; 
vi t:r;o co::--. :Pi~·."\' ( c .'. 



. . - > •. · .• 
·-·· ... ;.·:-:~,,~.:.·-;·_ 

1- 1>.ll"a.~te el cu..:plL~iento de la activida~ ~e pu::-ificacicSn del FI.RV se 
us6 b~~ic~entc el r-~todo de puri:ficaci&-i de T<Llc~ani · y Kubo (J; 
Gen. Virolo.:y _4&, 153-159, 1979). Rojas frescas o p!'eviamente con­
;:;aladas de :Pi.~y:::~lis floridana o de. papa ir:.i"ectad.as con Pl.RV :fueron 
utilizadas ccr.:o :fuente del virus. Las plantas de papa infectadas con 
P:..-:rv fueron ~ecolectadas en el campo de acuerdo e su sintooatoloc!a 
y sus reaccio!les con a.~tisueros prelJCl!"ados co1;.tra FVX y PLRV en un 
test de EL.ISk. ~l kit de ELISA para detecci6n de YITX :fue preparado 
en ~~estro !.aoor~to~io, nientras ~ue el anticuerp~ y el conj<Jbado 
contra PL.lfv fueron obtenidos del Scottis~ Crop Re5earch Institute. 
Las pla!!tas de Physalis floridana :f'Jeror. i~fcctaias nediante trans­
l?!:'..si6:::1 CO::? 2:1idos y la Fesencia del vir-.~s detecta:ia con anticuer­
:pos diriciuos co~!!"a PI.RV obtenidoc ;-.er el Instit~to Cola:ibiano A­
:::;rorecuario (IC~) :por donaci6n del Centro L~ternacional de la Papa 
(C:i:P). Las ~:o~ac i!!fectadas iueron na.:e::aC.r..s en i.l."la relacicSn de 
5C-O c e1! ~1 lL!~o de buffer de citra-;o de soC.ic (..1 M, pH 6.0 que 
co~r~enfa 0.5:; d.e 2-::e:::-captoetanol y 2 ~; C.e CelltA~last {Celulasa), 
sc;;-..U.do de :ll1c·.~baci6n y aeitacicSn suave durar:.te 3 !:.oras a 25«:. Des­
p~~s de esta ~1c~baci6n, c, extracto fue aj~sta~o a pH 7.0 aiiadiendo 
C.2 !..: de lfa~?O, y lue::;o ernulsi::.·icado con 0.67 Vcl. de \L'la mesola de 
clo::-oi"orno j ·otrt~nol ( 1: 1 v /v). Esta er.nilsi6:i; fue centril'ugada a 
5000 R?.:: r.or 15 :-.in. en el rotor SS.34 de una ce~~trii·u!;adSJRV.e\LL. La 
fase acuos~ ~ue ~=-~cipitada rneciante la adici6~ ue polietilenelicol 
(P3G) al 8,: j.. J;aCl o.z.~. Despu6s tie a.:;i!aci6n ;:.or 1 hora a 40C se 
in:::ub6 a teu~::-a~u.re a..":!·oiente ( 250:;) C..u.::-ar..te 2!:::. :rara lueco ser cen­
tri;'".it;ado a 12.000 c; por 15 min en la cer.t!'i:t"u£a SORVALL. El preci:pi­
taio fue res;.;.sre:!d.ido en 100 ml dP 0.02 i.: cle buffer de :fosfato de so­
dio, p.~ 7.5, ~uc conten!a 1% de ~riton x-100 y llAeeo cent!'ifuc;ado a 
10.000~ e:..u-a!1te 15 min. El sobrenadante :Ue cont::-ifuc;ad.o a traves de 
~ colchon le s::.c.:.ros~ (5 ml) dr: 20-i; en un rotor 50. 2 'i'i a 50. 000 
R:-·:. a i52c. 31 ::=:·ccipitado fue rent:.s;-.en.:.i;io c~: b·..:::'fer foci"ato y cen­
-:::-ifu_:a:io c. 10.0~;0i:; por 1) :!in. :::::1 so·or~~-.a:i;mte !·~e: sor:eticio nueva­
:.£!: -..e c otro ,; i~ lo C:.c al-;a ;;· b~jc; ce;: ;.:-:.::·~~-·:.::: i6;;; ~ ::i~:,o £'~ incliccS aute~ 
-- :., .... ,,.. .. ,., .• -.;.ir ... ·-~.,__, -.·11·l,.1 (2 "'l c•·. b.,.:·~·.·.- .;..., ..::·~---·-•o) -''·.le ~c .. -.,.i-
.\ -w _, ___ .......... oJ_...,_ .. ·---~- - ;1- '·" ·- .,.... ____ .. -- -""'-'-'4"' ... ~ ""'··"'-
::.':• .. :.-ad.2 .:ll: ::.:·. .:_":" .::":.i·=::.y:c C.c zac ;;:ro:><: d.e: 10-;~0;.; c1: 6. 011: de foe fa to cic 
::;o.::.io, :'::: ·; .C., :::,·::·a11t.:: 21: a 4:.;.000 ?:~'.: c;: cl :-:cto:- 3~: 6) a 15QC. :;1 
:-::-:;~ii:.::~1:r:· :·· . .:.::- :.-:·;:;ccio:· . .:C.o co;-! coL~~:.o:::- :::.:.:-.:.:?:::is :: an~li~:?C.o a 260 nr:i. 
Ls:o :::!'a-::ci-;:-.P.::: ::_·.:c· i1'.ch.:la!1 ei Yirur- ::"\.;.~:~·c·:·. ::-e ·.::::.:~:::..:, dil.~ir~3s 3 ve­
.·es co.:·. ~1.:~·~·~,:-:~ cc ::'o:;fato :t ~er~:.~i::""·:..l~3::o~ '- 1,:-:0.· .... ~0: C:~ur..te 2. :: h. 
:::::. "'f',~i· .··:;,to vi~«:: ;;:·:a: r<~so.:s.:_-.cr.:'.i:io C!. 2 :--.1 c.c ·r. .. ·:.·(!r \.ie foz:f.:tc y 
a:~ .. :!C~:::;: .0 ~-

2- :c·,:-ecci6n de- :·:·otoI·lr~to::; de taoaco coi: .: i.::Y. ;ia:.~~!l de l~icoti:m::i 
:;·:i~c~::: vc... 1:::::·.t::i i'ul!)ron C:!'ccidas en ca;:~,r_~ c.:; .. · .. :-,1laciao en lnc COl-:­

d ~ci:-,!rn:: c~c;c;-::.-';::?: !•O:"' l:u·oo et al. (J. Ge;-.. Virclo:;y 2&~ 255-2Y/, 
197)). i..,..::i~ ~·l:.:;:t~c ~uc::-on c.;.ltivaliat e::t::-e 15 a 2J'~ por 3) d!az en 
ur. invc:-naclero ;;· luc:.,o f .!cron tran:>:ferid.a~ a U.'1<l c~·oina a 25oc d~an­
te l~! r:ora~ ~· co:·, '.tn'l ilur..inaci6n de 10,00C 1;;::,c.:;. ur.. p<>rio:io alter-
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nante de 12 horas de oscuridad a 20RC. En esta cabina p<Jrtlanacicron por 
3>·45 d!as a'1tes c:~ sc::- usadq,s. 

Los ·nroto~:-lastos cl.cl I.!esofilo fueron aislai'.!.os c;ed.ia-Y?te el "Drocedimiento 
enz~atic~ de 2 :pc.sos descrito por Kubo et al (1~75). L3 epiQermis i..~­
ferio!' :f'ue :!"e~07ia~ con ;inzas y los tro~os (4cc' ap!'ox.) de 2 hojas 
£u~ron infiltr3~0~ con 2) segundos con 30 cl Qe soluci6n de cac~~aci6n 
( o. 25~ w/v naccro~~-=e R-10, 0.5% v/v dextra."l sulfa.to de potasio, o. 71.: 
Qe Kanitol Ji!5.6 a~~G~aQo con o.05N de HCl). La ~ezcla :fue acitada a 25 
oc ~ecir..rocaJente ~ 120 excursiones por minuto. Des~u~s de 3 min. la so­
luci6n fuc dc3c~~~da y se agreearon 30 ml de nedio ne oaceraci6n fresco. 
La abi taci6n fue C·:>::!tinuada por 7 min. mas. Despu~S de rel!iOVer la S01U­
ci6n y lav~ co:;.1 o. 71: cie :na.11itol, los trozcs de l::.oja :fue!'on i.."lcubados 
en 40 cl de scluci6~ de naceraci6n fresca y oeitaios durante 40-50 oin. 
Las cclulac libe!'~Q~C ~U~ron filtradas a traYes ue d~S Cpas ~e {;CiZa y 
cent::-i:rU,:;ad.;:;s 1 oin. a 600 RPi.: ( Centrit\1.&a de cesa I:S3) • Las celulas 
aisladas fucron reS".ispcndidas en 50 ml de soluci6n de celulasa (celula­
sa Onozuka l~ w/v, nanitol o.7M, pH 5.4, ajustado llcvando primero a pi! 
6.0 con KOE 0.05:: y lueco.:a pH 5.4 con HCl 0•05!·i). La mezcla :fue acitada 
suavenente ( 30 e:::cursiones por min) po::- 40-50 min a 35 l!C y los proto­
plastos li-ocradoc facron :filtrados a trave$ C.c dos ca~as de &aza y lava-
0.os tres veces !-o:- C·~!:tri~aci6n a 600 P.P!.: por min y resuspensi6n en 
o. 11·~ cie Ea"li tol. 

Los urotot:l<l3-;;o~ fac:!"O!'! inoculados con FL.~V usando el metocio i..."lC.irecto 
desc~ito ~-0!' 3a1:er and Harrison (J.Gen. Viroloc-~ ~' 125-133, 1977). 
Diez cl d.e so::1.1ci6;.1 C.c nanitol que con-;en:fa f? uc;/c 1 cie virus, 'aig/nl 
~e poli-L-ornitir.a. (PLO) y 0.05J.i de f?~fato cl~ po~asio! :pH g.o, fueron 
incubados ror 10 tan a teIJperatura aooiente. };.ues"&ras a.e 10 protcplas­
tos fueron ce;~-;rif-..;.;::aC.~s, res-.ispendidas en 10 ml de "'-anitol e i..'l:"Jedia­
taoe~te nezc~~~o~ con la ~e~la de virus y PLC. La suspensi6~ ae con­
sc:!"""v6 a t~!"."::;r~;=.:~:J:.'.l ::::,-oiente por 10 min y lucco f~c ccntrifucada a 60-J 
:i!I: :•o:- l ::;i::i.. ;jl ~,::-oci;::itadc :ie ;TO~o~la~tos ino~11lados :f:ie.ron lavaC.c::r 
t:·~s vec~s ~:-. C•.7;: clc :-,anitol C!Ue co;:~en!a O.l;:i;.; d.~ CaCl,.. Los :;-;ro-;;o-

1 .,.+ "~ ~··1-,~ "'-···-·-· . .., ... ~,. .,..,..1.~1·"0~ ,.,. ;,,.;_ --.,,:;o .:.,.. cfflt1·v.., ~e.,.~ ... ~ ... o p Q..., ".Q.., ..L~O-- _ .... c.., .;... .... _ => ... - _..,u_.!il\.: ·- ...... ,-_. \;. ...... t.; -- -- .... - "" a ...,...,_ -" 
...,,...,. Ln;,~ v r::,,;-..,-.-,,.. { 1~1·-..01o··v 39 i3q-44f, l'.•c)0 ) • C ? ... ,.; !,....l' FO lr:l" 
.:.··-'- ,.."J ___ • -o;.,; ___ .., ~ - - -·' ' ~ "' ' , , • ·- •• , .. ·-·2 ~, ·-· 
!'.HO., l r:iI.: :::3::1 , 10 r.-i;.: CaC1

2
, 1 uJ.: ~I, \;.O~ uL Ct:.S(' y 400 u._,/r;.l cle 

C::..,.·\,,,.1·c1·1-,; .... ..,.-.·' ' ... ~., ...... a·1o CO"' 0 Q:; ;· :·f'1 ,. • --~.,~1·1:.-.,,:iO •. ,...,. f·1··1-c.- 'D-.... ___ , ;--- .,,,. .•.. ' .... .;t,,,.L-"' - .. l • ., ... __ .,,_, ,,, - ........ _.. J..-~- .1 .... _,_ -

tr -c1· 6"1 •• .,. •••. ---~· •· · r.r., · .. , • ..,"',,~ d~· r·n 11· --''"''P. (C· L "• ., ... _ ~.o .... - ... o ..... o· l ...... •.n·: a ...... ___ .. ,,_._; .... · ... ..,, __ ...... ~...., '""' --- ! ... .,,,,,_. • ., "'-·. • - ..., !- : '--·--

i!".ocul:id.o::; :··_J.-~·:.:·_ L c·. l!:.:~o::: en U.."l:.i cabir.::: c~·;~ -~·..;i~~: " ~u2C co:-. il.1.:-'.i­
ci6n ~or.::t~:~e: :! :.~:~;:>::::..~ ~(:a:.1ente 3·:00 Lu::. 

La viabilB.a~ c!c io~ ;;:·o~o:plastos fuc establcci~:! : o:· ::;u capacidad. (..:; 
caritar e hi~.=oli~~ C.i.,,cctato de fluo!'c::-cci.r.~ : :l:::'~ liberar fl~1orcc~.::i­
n:.. C-;:idhol:, St<..i!-. Tcc!'.r>olo.:;y il, 189-194, 1~72). 'L!'l:. ecluci6:n n:lt;_:c 
de 5r.1:;/r..l d-:· ~iacd:ito ::.c fluorecccina en ace-ton~ f:.<~ dilt.&i.d.:: 50 ve­
cec en r.iar.i~ol o. 7:: ;;· ::#C 1:iczcl6 con un valunen iLu~l d!? £r..?SIM?:1ci6:i ~e 

protor·la~to~ 0!1 r.~-:-~:io cie culti.vo. Desrn.i6::: ;:1-lC r..i.!! le: i;-ro11:>rci6n cit: !·:!.·o-
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toplastos que contenia fluorescencia f ue determinada en 
equipado con una lampara de U.V. 

un microscopio 

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

Comentarios sobre los resultados obtenidos: 

Durante los primeros experimentos de purif icacion del Pl.RV se encontraron 
dif icultades en la obtencion de cantidades suficieentes de virus debido 
a la carencia de la celulasa (Ver Primera Version del lnforme). Con el 
uso de la celulasa, la cantidad de virus purificado obtenido se incremento 
a 0.3 - 0.5 mg/kg, tanto en papa como en Phvsalis floridana. Ademas fue 
posible observar en el microscopiO electrbnico las particulas virales 
icosaedricas usando tincion negativa con acido fosfotungstico ajustado 
a pH 6.5 con KOH. El espectro presentado fue ti pico de nucleoprotefoa, 
encontrandose una relacion de A260/A280 = 1.80. I.a particula viral diso­
ciada con SDS y analizada en SDS-PAGE.con el metodo discontinuo de I.aemmili 
Nature, 227, 680, 685, 1970) presento una banda mayor alrededor de 27-
28 ICDa y ocasionalmente una banda menor alrededor de 16 ICDa, cuando se 
usaron como marcadores de peso molecular Albfunina de suero bovino (66 
KDa), <NoalbUmina (45 IDa), · gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 
(36 ICDa), Anhidrasa carbonica (29 IDa), tripsinogeno tratado con PHSF 
(24 ICDa), inhibidor de tripsina (20 ICDa), y lactoalbfunina (14,2 KDa). 
El peso molecular de la proteina mayor (28 KDa) estructural determinada 
en este aislamiento esta 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 fue determinaodo por carecer en el moemnto de anticuerpos marcadores 
con FITC. La curva de crecimiento determinada como el metodo de ELISA 
indico un 
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incre::;ento dcl ~~·ti,:-:-eno viral con el tieftpo ues::r~~fo :le la inoculacicb. 
A tic~ro 0 ~Oras p.i. se obtuv6 52 nc/10 protc~l~s!os; a 24 horas r.i. 

±~:3 ry;./10
6 

!'!'Oto:l<?stos; 25 nr;/10
6 

!Jl'Otopkstos; :;& !-:.oras p.i., 510 
~ 

nc/10 :rrotO!~l~:;;tos. Sin embareo, analisis de 2-os e::tractos de proto-

plastos en SDS-P~GE no revel6 prote!!ias espec!~ic~s asociada~ a l~ 

infecci6n viral. l1:1 a11alisis bidimensional (B?/3:::>S-!'.ii.GE) de estos 

nis~o~ eAtr2ctoz reillizados en las condicio~cs descritas por Acost~ 

and. :.:a~o ( .,nter"°'irolo.::;y, 1989, in press) ta:::;.xo raostr6 µrote!na:; c~­
pec/ificas- asociati.es a la in:fecci6n O.es;·c~:::: de la ti."'lci.6n con ni t1·0-

to cie :;:>12.ta ;: co:!~o:?.!"aci6n con las protefr.a~ ce ~·:>.·oto!'laston inocala­

dos solar.1entc co~ FLO {"mock :proto11lasts11 ), ·,er el cont1·<.irio se o'u­

serv6 un:: a:. arc;1tc ~isr.:inuci6n Ile polipeptido:::: con coordenad:;;.s d.e .:;5-

50- YJ>a/ 5-55 pl. ::i o·ojetivo sit;Uiente es el C.e inoculaci.611 de p:!'o­

topla::::to:::: d~ hcj~ ~c :apa con el PL.-qv. 

La I;:zific:?ci6n iiel [;enema del Pl.r..";flf no se !!a ; oC.id.o realizar }.~er la 

li::i-;aci6;.1 con !~ cantidad de virus :p;.iri=::·icatl.o en el mor.:e!~to, :pri.:1-

ci; a::..::~nte de";:ii.::!.c a c:· .. 1e la nueva sie::?bra de I'C::P! e::1 el car::;:o tav-t; l;.;-

5ar ~ace tloz ue::>es. hdeoas inoculadas de .!· flc~iuana oediante afidos 

solo :f':.i'"'ron r~;;;l:.::::.:!~las hace dos se~anas. Con l<:. C:.iro:·~nibilid::d dcl 
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rios cent:-os de 12 isla don~c se trabaja en 3iotecnoloc!a 

la.roente con r:~toJos cie detc~::i6n de virus cic rlantas. 

particu-

Dentro dcl ini'orne :financiero }'':..ledo se!ialar '!,UC ::;e utilizaro!l los 

:priJne!"Os USSl0.000 d6lares discrir:inados ~c!. Conctr";Jcci6n de un 

cuartc 
4.166 

con ken!"Jratl!l'a, hur.ed3d y icto:iJCrio~o co~trolados (USS 
) , -co:.!r:::-'- C.c una wicroccntrifu..;a 3ccb1a?: (us~: .;.370 ) y 

pasaj~s y vi~ticos :>a::- el viaje d.el Dr.- Pei!~a.."10.~ a Cuba (USS 1.464 ) • 

E!:: el ~?o:::cnto, l:i e~ec':..lci6n ce las a::"!.ivici:?~ez n~ tc~.:.n::i.:ias re:;_;;iere 

ra le ad.=l_-;_:isici611 C.c. r.:;dioisotopos :rar~ se::-..iir la i!'!fecci6n de lo::; 

:µ-oto?lasto& co~1 el FL..i\V (
32

p para marcejc C.e c~:.d. y J5S-l,,..;-;1etionina 

:p~a se.;.-uir l:ls :·:'otc!nas e.~::iec!ficas asociaia3 a l:? infecci6n de 

los p~otoplasto&)~ 

LS?ero habe::- co;:;~:lcr.:entado un r·oco el infor.,e inicial I.!"esentado por 

el Dr. ?e~ara."lC.:l ;: cle esa r.:a.nera satisfacer s·..: re~:...eri.;1ie::'lto en or­

C.e!l a reu."li.1- 1'1!; concliciones que pcrr:itan la cor.tinuid.e::.. de la fi­

na."lcfa::i6n ci~ ti-::IDO~ 

..... 

... t::~'.1~:..;:[. 




