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1 qso~ 
r-i<r:1--trl dP 1·3 ~-"l~·ara. :?6 dr> Novirmh:""E' de 1991. 

Info_ry~ Anual / 1991 (contriito No. 91/0141, de las activi­
gades reiilizadas po• el Centro de Inqenieria Genetica l'.'... 
fll_otecnoloqi.:J jCubaJ pdriJ el proyecto de Resistencia 2... Virus en 
f'.E~ (DP/RLA/83/003}. 

E~ 2s;_e inforrnr:.- damos rPspuEsta a los 
1··cH ._;<1·:lo•,. A11 El refer·1do contra~-~: 

siguientes aspectos 

fJc!.£v!rfat;f ]_.;...... 01~sarrol lo d1~ sist.ema ELISA para la detecci6n 
del vin1•; "Y" de la papa (acf:i.v1d.1d 1.4 del proyecto general i. 
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de 
dP 

es ta~ 

SP cumrliO 

l)rf_;vfrl,"!rJ 7_:_ IJhtenrir'»n dP genPs flllP. coditican para la 
pr-ot·pin,, r1P 1., cApsidP deJ Pl.RV (actividad 3.1 y :>.2 del 

pr nyPr t n qr->nf'r a I ) . 

P;,,-;, ~•is!.;lf"" P.I gPn que roc·fica para la proteina de la 
,'lp~1rie r1F~l PLR'.' (C:F'-PLRV) ~.P ~1gu16 la ~iguiente estrategia 

'.Ii'). SP pur1fic6 el ARN ge.,0111c:o del virus y se realizO un 
cAr>N, po~.teriormpnte se d1s1;:r.aron oligonuc:Je6tidos de la 
rer;1on "• y .:.- dF·I qr;>n que cocJi 4 ~<.:a para la CP-PLRV; en base a 
;,) •;e11111~11.:1.; del vtr'l:S report.;~·? en la literatura se realizO un 
;>!:J-? :r1·.I( ::16r1 r:·r1 ( ddP.11.:t dP l;i i; ... ; irnerasa) a partir del cADN. El 

fr -i'J'''"'r• 4 r·. ·)"'"I 1 1 1 c.1uo ten 1 a u· tamano de blU pb como era de 
··-,pf··r.ir, ., ''"-" J'.1tr-udl•c1ctu f'r• F-. 11ec:tor pl.JC-18. E:n este vector 
"' fl.a.- pus.tJ;1: n~.tpr tcH 111-.·r- ~·~ dprer.1ables de e><pres10n; 

;1•·r•'·c•·"' · 'i'··' ··'" ;.· :r"" 10' .,. ·-.· ... t,;1J1rlud oel ml4ttr-I de nuestro 
'..J r ~ ~ I J l J '·''=-' i fl ,. : : .. r .,, 
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,_,,_,.J, r;r.:.oe ·:.t:y1 .. H1 ~ldnley K • 

• ,, -1 t ·J' respCJnrJ1entes a ;d 

.• ·. :"•Jl•·.i.n.\S tot:alE:'s puedE'n 
!H•C l .Jll IF;· I a ul1l1z<1Ci6n ch? 
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SflS--Pf'Gf~ t-: -:·~c'., -u·,r fu~rte correspondiendo .a ._ 
rnr· ~ r: -:·; ! ar ·~. E~ ~n~!isis par western blo~. 

Pmple.anr~n :::_:r-: ant:-Pl P\:, 

c 1 onP.s dunce 1 a p--:·teir:a 
fi-qa 1 cH.: tos lC 03Sd. 

''' • ! r. se o~ser-v6 sen a I 
estal!a 

pos1tiva en ic:; 
fusionada a l~ 

A~ t;j v · d.i!!cf ~ :. Sei: ueP~ i .u: 1 on de c I ones de PLRV (ac ti vidad 
.S.'7.l deJ proyectn;. 

Fo:;le as;::=::: to i-: !ie=~ c:=:. c:-:.rc !uido totalmente, ya qui::> 
Sf:Cuenc_~.; --eali;-,::-::-3 -:. l.3 ,,,-.!F:.na df:' la ca;:s1de deJ <115}6~­

:_1;bc,nn "ir.,;. 3.:. d1' 1ro>ri= E·~ a:'.:?~1::os nucleot1dos ccn ct::-.:.' 

<:>eriu,-?nc1~s publjc..=.::i"lo:;; -1r~·"''·;_:-:-··~o-nte. En estoc; momentos r.~:; 

l?"r:or1'!';-,::0:1·s -'=al.1.:.;.::dc.: ·1;:1- .. ,c:. -:---;::e:-:c!-35 riara ccrrobo:-.-=ir 
:J(;S if:! r?S ~ ~ '~ ~~·g,.::n· ~ ..... 

l;r;.t!virjiJrf ~:_ /\rf.-ipf,:1r 1r"111 dt-· f(.,-n1r.=J~. de t-ransfnrmnr.i(;n rfp _,, 
p,1p,;1 rt f ,1 v.u-: r>cf,1e! Dl'".J r (•:-· _ 

t J ;11. r1 .. . • .-= ·.: rir..: :"'" ...- i - ~ --., w p!,:;• t-3', 
p6p6~ lib-e~ d~ las siquientes var iedac'f,'"': 
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.. .-;-_, / r:t:,efta1"', c-rec1c!as a 
y : · ;; i:it_en5id<•d cc 9C•O!) 11,;:. 
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r-,1 :q:ila11t1·• 07 ~ • .,:·~in rr:::r:-,;:-ro;::.r: ,.~."ic: c-,1dd 4 semanas, tr-an,;f1r-1er.,--

~· .. '::-eqmpr.~ _ :JE'J 1_,;,i it: r.·:··tr?n:.:·•:r:lo 1Jnd tioJa y una y!=:•rna: <:"I 

medio 11c.; '""' . .;~ash:;-;i: o:.1'i•_· S,r;;)[~ ;".;_<,:.?_. mod1f1c:adO (salPS dP! !'"-

ac-JdO g1t•fr-'!:'l'CO O.l lf''J:i J!1c!· 1 ,-, 2 mg/I, c"ICir1o n!roti1~1-n (•."' 
mqll, p1r!~r:--1..,a n.s 1rc-'I -1-i1"'"·n~ 0.4 ml]IL). 

~ rE:>gpngraci~r ~f' p!ar•~~ dF- p~pas es un prOCPSO CQm~Jn r 

que depen~~ del •1pn ~~ P~~'~ntPc; que se utili7e y ·~ 
composic:U'•r: riP.} ~~·rhc a Pm~~'.r·.Jr. Hasta el momenta 5f' "' 
r-r;?prJrtac1o '.a regn:--erlr.i:'Jr~ r:tr- ~-, .... ,nc; rle tub~rculns, talloo:; 

di..,cn::; dp "'ojas re;! iPkpl!'_,-., 1'JSA; NE:>wel 1 in press; T-3vaz7••. 

1988; Wenz]e', 198P y f:p Rf.--.. -~-. !?HR). Nosotros hemos nbtPr.:r--;: 
meit:H'PS r-ec;:;'.tados en !oc:. '''~·~.-:.,..r:>nt_o'5 de regenerac:ion a ::iar-t-· 

d~ discns 1 e ho;as t"JllP ~,. r.:-:r:-os rle tub~rculos. P-3r-il '.:: 
r·egpnpr ;ir 1 .. ,. iP. r. I an t.1c, ·~,, . -:cir. c;e eva 1 u.:i ron rl j f ,,.,.. "'" • ·· · 

r::ed1ns 'd t. ' .a. 

dP l"PCJl>llF" r I:'. 
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!ns rPsultados r r 

evaluar la rap ... r · rf ... 

-.1ar- i .,.,ides, I r.J<", mec1 i or; rT -~' 
• ri~. ~r.:-ih.-qnc; rpJar.ion,1rlc•. 
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! "I'".~:-:..., rfe 5 )'. ."'\rnm, 

I :::;~ C'C'p,~".'- de 

:,~,_. 7.P.<:-n: : pf~ i. t~ -v 1." 

prnv.,n11:'!"'tes di:' pl.1n! .. a~; cr-eciciJS "ir: vitro". 
n. tumefdciens: rGV38~0::pCib-GZX631, 

y p(:;V.)8~0:: pC i b-·RL '1 se c r-ec 1 er on hast a 1 a 

L.:i<., ho1as t1ioro;1 r:or-tacas en la t>ase y 

c:~:: ··.1u.3·,; c.-o~• el e11VF<" hrit:la drr ib-; r:>n L.nd pl-3ca petri, 
c.nr:• .... r:.a-•ndu ur:a d.1Juc1i:'1n de 1110 del Aqrubar-terium en media MS. 

0 
l)e<;;o:_:e~. de·: d1as dr cn-culttvactc'J~i .oi :.':'.j-r: en la oscur1dad, los 

r::-·•:-',c;;,!_r>'? sP Ja.,· .. ron cnn medio MS pcira qL;itar el exceso de 

ru:;r·:::ti3•:tPrturn y pcstPrior-ment.e c,r pusier·or. sabre media CD3Z, 
rc:...,•.en.:.Pnclo Cla1or-an (500 mg/L) y Kanarnir::na (100 mq/L) hasta 

1~ •c-~~ciOn de brntes . 

... .,,,;t-', de 6 scrn.:inas toe. brotes se inc'1v;dual1zar-on y se 

tl.;
0
;:..'"ron en el mPd.to df' propagar1nn pa..-a papa, el cual r:ontenia 

t'J" dr·~' antob16t-icu•:. .anteriormente me~cio~ados. Se probaron 

r!~fc;~·r,nte·.:; t1prJ'= y ronrentraciones de ::1?at1na cnn el prop6sito 

riio .:;:1rnPntar- la rripar::itlar:l di:> reqenP.,..-;;ir.J(l~ de Joe; explantes 

'. T .; ., 1 ·1 • ~ ) • 

es*-1mula la 
~.E> conocf' QUP ar.ef·.·:-:-s:r~·cc-na 

~ . .. -

f)r ~1.vjrJ~1s! :-,;_ ·1ran•;formacion rlP planta<:• cir papa con hibridos 

riue codifJCr-in para la p,..oteina de la c.1psi.de del PVX, PVY y 

Pl.RV. 

c . v. Ues l r ee fue...-on 
["1c;r:oc; de hojac; de ~olanum tut1e1-o~,urn I. 

1r.•E".,-.tar!ac:; con las cepo3c; de A. tumefac1ens: 

pl··.:-:H5o::pCib-G7X631, pGV3850::pC1b-Vl4 y pGV3850::pC1b-LR4, 

me~1ant~ el protoc-olo descrito antpr1orme~te. Las plantas de 

f·<1~-" que conteri.ian en su genoma el gen c:;ue codifica para el 

~-:;...~ ·; fuP.ron selPc-r:1nnadas par su c-rec1m:<?nto en kanamicina a 

ti». ;;g/ml (Fig. q). Brotes de~> .i 5mm de tamano se e><c1ndie...-on 
y ..,,.., colocanm en un menio de enra1zamiento conteniendo 

~~~~m1c1na 100 µg/ml(fig. ~). Cuando las ~lantas alcanzaron un 

l~m~~o apro~imadamente de 5 cm, fueron transfe...-1das a 

i•1,,p.-naderos con condiciones controladas (Fig. 6. l. 

Pdrd demostrar la integrac16n de la proteina de la c.1pside 

··~ '.,.; v 1 rus PVX, PVY y PLRV. en el geno"'a de las p 1 an tas de 

l''t-·l···· se· uti.liZL'> la tecnic.a del PCfi <Polymerase Chain 
'"· .- • 1011), par·a ~sto se pur1f1cC'1 AUN tota! de hoJaS de plantas 

..-r;·qmc"\OampntP .50 clones n1ferpntrs p~--a cac1a conc;trucc:16n) 

1·!.rc:. r>r• Vanam1c111a 100 µq/ml. 



ur~ v1::i;1.;mpn de C). ·~1 .----~"'.''·"~~rl·:: m!'-1 .:Jp Tr"1s-HCI (pH-t:. '~. 

mM de KCI, -· ..,11 ce ····11::1 ., o.· ·i:1• de gelatina, O.:! -r.:-• 
ccicfa dAlP, dCTP, aSfP 'nr. :1.i .• ~·1 de cada oligonucleot!12. 

-:>O 

:iP. 

pg rie AON total -, Z.8 :1P :a:; A!..;"·- pol. (Enzibiot, CtGB. ':ur:>-3) 

I ;:i ampJif1r:ac10:·, t :t:> ,-,.":i: ... c'...'.l p- ·Jn "UN Thermal Cycler ·::..,..-~:in 

Flm.;;er" C2f:t1c;) pr:.·t;,..·-im.1--:- p.1-;; -~!.~ --:Ins de :(, min a 9~9c ·-?.-.; !a 
I) 

~~~11:··r-. f:fJr 1 m1:-i ~ 94-r_:, cl<:>sratJr-ali;·ac1c" in: . . 1 ! 

!:l~' 1 t y rn1n a -.1:_~\~. -- r_. 

y 

rle I PCR ~uer"on 

ri~ ~c.1r-.:-;a IJ.H'l.. tenidos 
r~1s. 7. Fig. 9 y f- i g. ... ! .' • 

P<:•~t.e..-)ormente ;-ls b·l"cas .Jm[l}1+;.::adas fueron anal1z.Jdas ::io..­

souU:e•-n blot ii-1q. f:-. i-rq. H• ~Jg. 12), util1zando ::ia-.:. la 

h1br !ciac1on los c;en~s .::ie cod1r1,:an para las proleinas c2 ~as 

r_ap~l·~E?s del PVX. PV\ ~LF<·. res.;i=ctivamente. 

B,<;;_ti\'J.,_dad_ 6:_ Ent:.renrimienlo y superac16n tecnica. 

cuanto 
!i10.::i:;ia mo [pn, iar 

1 ., -.. ei;;.: ~::;adores 

er.t:-p::am1ento 

con 
en 

exper·er.:::a en 

J nst1 u .. -:: -_.;-17s 

inc~- ;rir·A::lo a; :Jroyecto, cons1deramos 
:~rJmt-~r• f c-1·.~ ~~·~ ---.s .-:-nn"r'-!<"nte utili?ar- las 

P-3 :· ~I ~·: I t .. :_ - .. ~i ffl 1 F --. t 0 las 
-~· ~ i /': --- .~-. c:: 

( , .;, . , : :j.u1 . :" :: t r. · , q:;p el 

dPs~~·allando m~~ aceie-adamente ~e lo prev1sto. 

Cone Jusiones :_ F'.:n ·>"'1f·r a i f occ-s I os a spec tos 

:-1:. sotrns 
Silt, I·~' r)'."' t·or :. ; .. ~n l_p. 
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~ !~ 51stemas de diagno5ticos desarrollados para la 
detecci6n de las virus X, Y y LP de la papa. 



T-.Jtal RNA S1u1 

.l 
DNA \ =~6c;: c" e 

PCR-CP-PLRV--("' 

~l/PClt 

(pUC18~ 
\ 3~:!~ ) 
~ :l<lltal-Xl•now 

b/ 
v S•ollSbol.ICl•noe .. 

••"'-laca" 

I 

I 
5"&1/IEooltJ-Xl•now 

or.>'-lacZ' 

Fig. ~ Construction of the recombinant plasmid (pEXLR6) for 
the PLRV coat protein expression in E. coli. 

A 7C; A'"T •.J I ACG GTC GTG GTT AAA GG~l A "°T -iH1 GTC AAT GGT GGT GTg_ CAA CAA 
CCA AGA AGG CGA AGA AGG CAA TCC CTT CGC AGG CGC GCT AAC AGA GTT 
C:AG CCA GTG GfT ATG GTC ACG GCC CCT GGG C~A CCC AGG CGC CGA AGA 
CGC: AGA AGA GGA GGC AAT CGC CGC iCA AGA AGA ACT GGA GTT CCC CGA 
!..,._~~~ LGA GGC TCA AGC Gr-1G ACA • T -· 

I ' ~- GI l.J !TT ACA AAG GAC AAL LlC Gib 
.... '·' : .. · ~-\Al~ TCC CAA GGA ~.:_; r -r·rc AL'- i 1 L GGG CCG AGT CTA lCA Gt:1C TG! 
.. ., _, ...... bi_:n i ! .... A Ali bH1 l.Ji,j~; Pd;; ~- ·; ._ H,.:..b i.JLC lAC LA! GHG fAi HHb ~~ ~ c 
r-t._, ~ .:1GC ATC r l A Cll CAG l l L (.j l c. AGf_ GAG GCC TCT TCC ACC iCC TCC 
G2,T fLL. 1~ r L bCl i'AT GAG rTG GAL CLL CAT TGC AAA GTA lCA lLC CTC 
'-•...;v TLC lAC GlC AAC AA~ TTC CAf1 ATl ACG AAG GCC GGC GCC AAA ACT 
1 ~-IT CAA GCG CGG ATG ATA AAC GGG GTA GAA TGG CAC GAT TCT TCT GAG 
G{:H CAG rGc CGr; ATA CTG TGG AAG GGA AAT GGA AAA TCT TCA GAT ACC 
: ,j : .:1 (3(~~ TCC TTC AGA GTC ACC ATC AGG GTG GCT TTG CAA AAC CCC Af'IA 
r (',(: 

Fig. 3. Sequence5 of CP-PLRV. The strikeout ba5e5 are 
different from reported 5equences 



Hormon~ compositior (mg/L) Sl-ioot 

Medium Giberelic 
Zeatine ANA AIA Acid BAP Formation 

RT 1 10 1 0 

RS 2 0.2 20 0 

• 
'.Tlulti-

CD3Z 3 3 shoot 

- - -- -- -·------------------------ --~- ------ -· ---

W( I) 0.2 10 2.24 

- - ---- - - ----- ------------·------ --· - - -

mu l t..l -
W { i l I 10 2.24 snoo~ 

~ai~ie. _,: r.e.:num evaiuation in the Potato regeneration. 
RT, RS. CDJZ. ~(/J and W(/JJ are ns basal medium 
supplemented with different hormone. 

Vc.::-:.~ty 

Red Por::.iac 

Claudia 

Spun ta 

Barai<.c. 

ChiE;fta.in 

Hediun Explant 
number 

50 

Shoot 
formation 
(mu 1 t i-sl1oot) 

2 
- -- - - - - - - - - - - - - - - - .. _ - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CD3Z 50 6 

w 50 12 
------------------------------------------

CD3Z 50 1 

w 50 50 
------------------------------------------

CDJZ 50 0 

50 23 
···----- --·- -------------------------------

CD3Z 50 6 

50 0 

50 0 

50 15 

50 ~o 



Explant 
Type number 

Plants 
number 

ZecLine Riboside 49 56 

Control 
Kiu ( + J 

- -- - . 
Cont::-ol 

Kr. (-) 

Acetosy-
ringone 

Acetosy-
ringone 

19 

Zea.tir•t Evaluatio11_ 
Cultivar: Dsire. 
Construcc.iun: p•;V3850:: pCib-iJZX631. 

(+) 

( - ) 

~.., t.a 1 
t:xplants 

50 
- ·--·- ------- - -

50 

184 

160 

Total 
shoots 

0 

45 
.. ----- .. - . -- ---

102 
----- -

74 

'!'r» ,. ·1: Acetosyr ingone ef'f'ect in potato transf'or111stion. 
Cu It i vs r: Ds ire. 
Construction: pGY3850::pCib-GZX631. 
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~~e 5 : 
:.~e 6 : 
i . .-:e 7 : 

r• ' . Qf-:'~·-

Clan x-~ 
Untrans'r--~d plant 
Positi-..>:' --::-- .. ,.-cl ( !O(;;::c pUCX6) 

,.j ~I ~") I 'I c:, ~ r: r) f t i l 1 ' ~ r_.. 

• n r; ~ 1 
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