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PROTEINA RECOMBINANTE DE LA CAPSIDE DE POTATO YELLOW VEIN
VIRUS (PYVV) COMO ANTIGENO PARA LA OBTENCION/PRODUCCION DE
UN ANTICUERPO PARA DETECTAR PYVV

SECTOR TECNICO

La presente invencion se relaciona con la obtencién de una proteina recombinante
a partir del gen de la proteina de la capside del Potato yellow vein virus (PYVV)
llamado en espafiol, Virus del amarillamiento de las nervaduras de la hoja de la
papa, que se utiliza como inmunégeno para la obtencién de un anticuerpo para la

deteccion sensible y eficiente del virus PYVV en plantas e insectos infectados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El centro de diversidad de la papa son los paises andinos como Peru, Bolivia,
Ecuador y Colombia. La pépa se cultiva en mas de 100 paises, con temperaturas
entre 10 y 30°C y alturas entre los 0 m.s.n.m. y 3500 m.s.n.m. La produccién de
papa a nivel mundial fue catalogada en el afio 2008, como el cuarto producto en la
produccidn agricola.

En Colombia, en 2010, se sembraron 133,865 Ha con una produccion de
2,788,050 Ton (Revista Fedepapa,26 diciembre 2012). El cuitivo es fuente de
empleo, generando 20 miliones de jornales al afio y se benefician mas de 110.000
familias de los departamentos productores, principalmente Cundinamarca,

Antioquia, Narifio, Boyaca y Santander.

La actividad genera divisas para el pais por exportaciéon de papa fresca a
Venezuela y procesada a Estados Unidos, Japén y Asia entre otros paises (Guia
Ambiental de la papa, 2004). En 2010 por ejemplo, se exportaron a paises libres
de PYVV 168,73 ton para uso como tubérculos semilla d:e""ipapa, papas frescas o

refrigeradas, papas cocidas o preparadas (Agronet, 2012).

La exportacion de tubérculos supone garantizar que el material que se exporta
esta libre de patéogenos. Desde el afio 2007, el PYVV esta reportado como
cuarentenario por las agencias internacionales EPPO ( europea) y APHIS (
americana) y también se considera en Pert como un virus cuarentenario y

limitante para la produccién de papa en dicho pais Hasta el momento no existen a



10

15

20

25

30

nivel nacional o mundial esquemas de deteccion serologica de PYVV que
garanticen la inocuidad del material vegetal y de semillas- tuberculos que se
exporta y por esta razén se requiere de un anticuerpo que permita certificar el
material antes del envio. PYVV también infecta otros cultivos de tomate de arbol,

tomate comun, malezas, entre otros (Morales et al., 2009).

Mas de 35 virus pueden infectar a ia papa produciendo pérdidas de produccion
entre 25% a 80%, dependiendo del tipo de virus, la variedad de papa, condiciones
ambientales y si se encuentra en mezclas con otros virus(Salazar et al., 2000;
Saldarriaga et al., 1985; Guzman et al., 2011).

Los virus PLRV (Potato leaf roll virus), PVY (Potato virus Y), PVA (Potato virus A),
PVX (Potato virus X), PMTV (Potato mop top virus) y PVS (Potato virus S) son
considerados los mas importantes en cuanto a su distribucion y a los efectos sobre
el rendimiento (Barker and Dale, 2006). Para la deteccion seirolégica de estos virus
existen anticuerpos comerbiales reportados (AGDIA, BIOﬁEéA, SANOFI). El uso
intensivo de tubérculo-semilla infectado con virus es ‘1a principal causa de
diseminacion de las enfermedades virales, sumada a la insuficiente asistencia

técnica y la falta de buen manejo de los insectos vectores.

En la certificacion de semillas-tubérculos de papa libre de virus se utilizan
anticuerpos de diferentes casas comerciales por la técnica de ELISA (Ensayo de
ligamiento enzimatico por inmunoabsorcion) que reconocen de forma especifica
los virus mas importantes_ (PLRV,PVY;PVX,PVS). La técnica de IMI
(Inmunoimpresién) también se reporté para la deteccion serolégica de virus de

papa (Guzman et al., 2002).

Particularmente para el virus PYVV, a partir de los afios 1950 se detectd en
Colombia, el cual se disemind a los diferentes débartamentos paperos
colombianos y a otros pafses andinos como Ecuador, Peru y Venezuela. PYWVV
produce pérdidas significativas en la produccion en papa dé’aﬁo y criolla (Salazar
et al., 2000; Guzman et al., 2012). El PYVV se propaga por tubérculos infectados
que se re-siembran de un cultivo a otro y que sirven de tubérculo-semilla
(Saldarriaga et al., 1988). También se disemina por vector natural mosca blanca
(Trialeurodes vaporariorum) (Buritica, 1970, Salazar et al., 1998). Ademas PYVV

puede infectar a otros cultivos diferentes de la papa como por ejemplo, tomate
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comun y de arbol, o malezas, los cuales son hospederos dei vector mosca blanca,

T. vaporariorum.

El virus PYVV (familia Closteroviridae, género Crinivirus) es el agente causal de la
enfermedad del amarillamiento de las nervaduras de la hoja de la papa. Produce
sintomas de clorosis en diferentes grado de las hojas que se manifiesta como
pérdidas en la produccion (Salazar et al., 2000). Contiene un genoma tripartita de

RNA (ss+) con 17.000 nucleétidos aproximadamente.

Los viriones se limitan al floema de la planta y son filamentosos (Salazar et al.,
2000:; Livieratos et al., 2004). La incidencia de PYVV en 2008 vari6 entre el 1%y
el 10 % dependiendo del departamento y del municipio (Franco et al., 2009) con
estimativos de reduccion de la produccién de un 25% a 50_% (Guzman et al., 2012;
Salazar et al., 2000). Como anteriormente se manifestd, PYVV, se considera como
un patégeno cuarentenario por agencias de inspeccion sénitaria como la EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection Oranization) y APHIS, 2007

(Animal and Plant Health Inspection Service), asi como por los paises andinos.

Hasta la fecha, el diagnodstico de PYVV se realiza por técnicas moleculares como
RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa mediada pbr transcriptasa reversa)
(Salazar et al., 2000; Offei et.al., 2004; Guzman et al., 2006), qRT-PCR (RT-PCR
en tiempo real) (Lopez et al, 2006) y NASH (Salazar et al., 2006). Estas técnicas

son costosas, requieren de equipos sofisticados y personal altamente entrenado.

Adicionaimente, se conoce el documento de patente US5714312, el cual reporta
un método para detectar y cuantificar patdgenos virales y subvirales a través de
muestras de plantas enfermas. Asi, la muestra es puésta en contacto con el
anticuerpo inmovilizado y luego a un “primer” o cebador’dé_ADN complementario
0 a un fragmento del genoma viral se le permite hibridar'vgii:)n el ADN o ARN del
patdgeno viral inmovilizado. Posteriormente el ADN es amblificado y los productos
de la amplificacién son detectados y cuantificados. Este método permite la
deteccion de virus de plantas con diferentes caracteristicas como son
tobamovirus, potyvirus, closterovirus, luteovirus, nepovirus, cucumovirus y

tospovirus.

Por otra parte, el documento de patente US20070026390 revela el desarrollo de

un kit de diagndstico que usa un anticuerpo que reconoce la coat-protein — CP o
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proteina de la capside del virus Prunus necrotic ringspot en plantas. Para lo
anterior, amplificaron el gen de la CP con cebadores disefiados. .. El gen de la
proteina de la capside fue clonado y secuenciado para confirmar la identidad del
amplicon. Este fue luego clonado en el vector de expresiéon pGEX-2TK y la cepa
de E. coli BL21 fue transformada con el vector recombinante pGEX-2TK que
contenia el gen de la proteina CP del virus. Aqui, las condiciones de expresion
como la temperatura de induccién y la concentracion de IPTG fueron
estandarizados para obtener una expresion 6ptima de la proteina CP del virus. La

expresion 6ptima se encontré a 30°C y en una concentracion de IPTG de 1 mM.

Seguidamente, dos conejos fueron inmunizados semanalmente con 100
microgramos de la proteiha purificada intramuscularmenfe, subcutaneamente y
una vez intravenosamente con la misma cantidad de proteina. Los conejos fueron
sangrados después de 15 dias y los anticuerpos fueron prificados y el suero fue
almacenado a -20°C. En una de sus versiones esta patente describe, que al
preparar los anticuerpos policlonales para la proteina de cubierta del virus, estos
pueden ser aplicados en un ensayo de ELISA tipo “direct antibody sandwich
enzyme linked immunosorbent assay - (DAS ELISA)" que permite la deteccion del

virus a partir de muestras de plantas infectadas.

Teniendo en cuenta el estado de la técnica en este campo, es evidente que existe
aun la necesidad de obtener una proteina recombinante a partir del gen de la
proteina de la capside de PYVV, que tenga capacidad antigénica y que pueda ser
aplicada como inmunégen{o para la obtencion/produccion de un anticuerpo para la

deteccion sensible y eficiente del virus PYVV en plantas e insectos infectados.

Aunque en el estado del arte es conocida la posibilidad de obtener anticuerpos a
partir de proteinas recombinantes para la deteccion serolégica de virus (Iracheta,
M., Rocha, M. 2007. Produccién y evaluacion de anticuerpos desarrollados contra
la proteina recombinante de la capside del virus de la tristeza de los citricos.
Ciencia UANL, vol. 10 (4): 392-399), no se reporta esta tecnologia para la
generacién de anticuerpos capaces de reconocer PYVV, mediante métodos de

deteccidn seroldgica.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con la obtencién de una proteina recombinante
a partir del gen de la proteina de la capside del Potato yellow vein virus (PYVV)
que se utiliza como inmundgeno para la obtencion de un anticuerpo para la

deteccién sensible y eficiente del virus PYVV en plantas e insectos infectados.

Otro objeto de la invencion es el Anticuerpo policlonal anti-PYVV obtenido
empleando como antigeno la proteina recombinante de la presente invencion, el
cual se une a epitopes de la proteina de la capside de PYVV ya sea recombinante

o0 expresada por el virus en plantas o insectos infectados.

Ademas, dicho anticuerpo detecta la presencia de la prot'e'ina de la capside viral
del virus del POTATO YELLOW VEIN VIRUS (PYVV) de las nervaduras de la hoja
de papa.

AUn otro objeto de la presente invencion es el uso del anticuerpo obtenido por la
proteina recombinante de la invencion en ensayos de ELISA, IMI, Western blot,
inmunohistoquimica (microscopia electrénica y de luz) y otros relacionados para la
deteccion la presencia de la proteina de la capside de PYVV en plantas o insectos

infectados.

La presente invencion también se encuentra dirigida a la obtencion de un
anticuerpo obtenido por métodos biotecnolégicos que reconoce una gama de
variantes virales de PYVV provenientes de material vegetal y de insectos

portadores del virus.

E! anticuerpo anti- PYVV fue obtenido a partir de la inmunizacién de animales con
la proteina recombinante de la capside del virus PYVV producida por métodos
biotecnoldgicos por los inventores. La proteina recombinante obtenida es diferente
de la proteina natural puesto que se incluyd un set (tag) de 6 histidinas utilizado
para reconocer la proteina con un anticuerpo anti-histidinas y para concentrarla.
Particularmente, la invencién hace referencia al anticuerpo obtenido por la
reaccion antigénica producida cuando un animal es expuesto a la proteina
recombinante de la capside del PYVV de acuerdo con la invencion. En dicha

respuesta antigénica el animal inmunizado produce una alta cantidad de
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inmunoglobulinas gama (antisuero) las cuales se purifican (anticuerpo) vy se

prueba al exponerlo al material de prueba (anticuerpo anti- PYVV).

La proteina de la capside viral PYVV, esta definida por la secuencia putativa de
aminoacidos que se deriva de la secuencia del gen de la proteina de la capside
viral (CP) reportada en el GenBank (SEQ ID No. 1). La secuencia de nucledtidos
del gen CP se puede modificar al adicionar o suprimir nucledtidos en cualquier
extremo o en ambos, que deriven en cambios menores que no afecten la
expresion exitosa de la proteina. La proteina en la que se incluye el set de
histidinas, se expresé in vitro (utilizando un sistema comercial de expresion de
proteinas) del cual se puede recuperar la proteina recombinante expresada para
utilizarse como un antigeno o inmundgeno en la obtencién-produccion de

anticuerpos especificos anti-PYVV.

Los inventores, tratando de encontrar una solucion a la deficiencia de anticuerpos
anti-PYVV dtiles en el uso de pruebas de deteccion seroldgica, utilizaron una
estrategia de DNA recombinante para lo cual identificaron y amplificaron el gen de

la proteina de la capside.

Se obfuvo la proteina recombinante de la CP de PYVV en un sistema heterdlogo
de expresién. Se empled para esto el plasmido pBAD/HisA (Invitrogen), el cual fue
insertado en células de E. coli cepa TOP10. La induccién de la expresion se
ensayé a diferentes concentraciones de L-arabinosa; -determinando que la
expresion de saba a concentraciones tan bajas como 0,05% en el medio de cultivo
durante 4 horas. La purificacién se la proteina se realizé en Columnas de
cromatografia de niquel, presentando una buena recuperacion de proteina que fue
empleada exitosamente en la inmunizacién de animales y asi obtener anticuerpos

especificos anti-PYVV.

Por tal razén la presente invencidn no se limita a las secuencias génicas y
proteicas expuestas anteriormente, sino que también incluye secuencias derivadas
obtenidas por sustituciones, adiciones, inclusiones o supresiones de nucledtidos y
aminoacidos con el fin de mejorar la efectividad o eficiencia en la obtencién de

anticuerpos anti-PYVV.
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La eficiencia del anticuerpo anti-PYVV para la deteccion sensible y especifica del
virus se evalu6é con tres métodos serologicos ELISA, IMI (inmunoimpresién o
Western Blot. Cualquiera de estos métodos permite el diagnéstico de PYVV en
semillas-tubérculos, diferentes o6rganos o tejidos de papa, o de o6rganos o

muestras de otras plantas e insectos infectados con el PYVV.

La deteccién del virus PYVV es un requisito para las instituciones certificadoras de
semillas como el ICA en Colombia y otros paises para los cuales el virus es
cuarentenario. Por lo tanto, con el anticuerpo producido con la proteina
recombinante de la presente invencion se podran apIica‘r" métodos serologicos
eficaces (especialmente ELISA, IMI pero también Western Blot o metodologias de
Inmunohistoquimica (microscopia electrénica y de luz)) que reducen efectivamente
el tiempo del diagndstico viral y no requieren de de equipos sofisticados y
requieren de personal con un entrenamiento basico. Lo anterior debera redundar

en control del patégeno y beneficio para los agricultores.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Presenta los resultados de titulacion de los anti-sueros obtenidos para el
esquema de inmunizacién 1B, frente a la proteina recombinante de CP (PYVV),
las barras claras representan los resultados para los sueros pre-inmunes y las
barras negras los resultados para el suero obtenido al final del esquema de
inmunizacién. Se evaluaron las reacciones para diluciones del suero de 1:100,
1:200 y 1:1000 a los 30, 60 y 90 minutos.

Figura 2. Histograma de densidades opticas (D.O) obtenidas por ELISA-DAS
directo con el anticuerpo de la invencién sobre muestras de S. tuberosum y S.
phureja que fueron clasificadas previamente como positivas por RT-PCR, . El
umbral de deteccion fue de 0.232 D.O.. Las muestras no sintomaticas, negativas
por RT-PCR p595, p51, S830, CHA28 se encontraban debajo del umbral de
deteccidn.-. Los controles negativos son nombrados como planta de papa in-vitro y
citrico-calamondino. La muestra sintomatica positiva 816 presenté resultados
claramente positivos sobrepasando la densidad éptica en 9 veces al de los

resultados de ios controles negativos. de los controles negativos.
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Figura 3. Histograma de densidades opticas (D.O) obtenidas por ELISA-DAS
directo de muestras que fueron clasificadas previamente como positivas por RT-
PCR, de S. tuberosum y S. phureja frente al anti-PYVV de la invencién. Deteccidn
con el anticuerpo anti PYVV en muestras de diferentes plantas sintomaticas de
papa claramente positivas para PYVV versus las negati\)as (762, 764, 772) y los

controles (papa in vitro y calamondino).

Figura 4. Técnica de inmunoimpresion (IMI) sobre membrana de nitrocelulosa.
Deteccidn positiva de ios acumulos virales en las impresiones de tejido expuestas

al anticuerpo anti PYVV. Abajo muestra negativa sin acumulos virales.

Figura 5. Deteccion por Western Blotting de la capside de PYVV producida en los
clones A y B mediante los anticuerpos anti-PYVV obtenidos en este trabajo. La
flecha azul indica la presencia de la proteina del tamafio esperado marcada con el
anti-PYVV.

Figura 6. Western blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carriles 2 y 3,
electroforesis de proteinas totales obtenidas a partir de una hoja infectada con
PYVV. Carriles 4 y 5: Deteccion de la proteina de capside de PYVV con el
anticuérpo anti PYVV. "

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Para la generacion de anticuerpos contra PYVV, se utilizé la técnica presentada
por Sequeira y Nolasco (2002). Basicamente, se amplificé por RT-PCR el gen de
la proteina de la capside (CP) del PYVV utilizando los cebadores PYVVCPF (5_-
ATGGAAATCCGATCGTGGAACCT-3_) PYVVCPR
(5CTACTCAATAGATCCTGCTA-3_) que amplifican un fragmento de 757 pb a
partir de los extremos del gen de la CP (Offei et al., 2004), a partir de la secuencia
completa de este virus, anteriormente publicada (Livieratos et al, 2004). El
producto de PCR se clond en un vector pPGEMT-3Z de la casa comercial Promega
y para la expresion de la proteina de la capside, el inserto se sub-clon6é en un
vector de expresion de la casa [nvitrogen, el cual adiciona una cola (set-tag) de 6

histidinas en el extremo N terminal. -

P_q
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Mediante la secuenciacién de los clones, se confirmé que el gen de la CP se
encontraba en el marco de lectura correcto. Con el piésmido que contenia el
inserto (gen de la CP) de interés en el marco de lectura correcto, se realizé la
transformacién quimica de células competentes de E. coli DH5a (Invitrogen). Este
método permite la expresibn de una proteina de fusion que posee una cola de 6
histidinas (CP unida a 6 histidinas), la cual se expresa mediante inducciéon con
arabinosa. La proteina recombinante obtenida se purificé del lisado celular por
cromatografia en columnas de afinidad. La proteina recombinante de la CP
purificada se empled como antigeno en la inmunizacién de animales que producen

inmunoglobulinas (conejos).

Se siguid un protocolo estandar de inmunizaciones segun lo reportado en la
literatura, empleando adyuvante completo de Freund (adquirido comercialmente)
en la primera inmunizacioén y las subsiguientes inmunizaciones con adyuvante
incompleto, utilizando entre 20 y 800 ng de proteina recombinante de la capside
de PYVV obtenida en la presente invencién. Se realizaron hasta 7 inmunizaciones
en un periodo de 3 meses, repitiendo las inmunizaciones con frecuencias de entre
14 y 30 dias. Se hicieron sangrados entre 10 y 25.'dias después de cada
inmunizacion. El antisuero del ultimo sangrado se purifico: por cromatografia de

afinidad en columnas con proteina A-Sefarosa.

Se evaluaron los antisueros a través de las metodologias de ELISA, IMI vy
Webtern blot empleando la proteina recombinante obtenida que es reconocida por
los anticuerpos, y también diferentes muestras de papa positivas y negativas en
las que previamente se habia confirmado la infeccién por PYVV utilizando la
técnica molecular de RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa mediada por
transcriptasa reversa). Como controles se emplearon extractos de plantas de papa
libres de virus provenientes de cultivo de meristemos, extractos de citricos-

calamonido infectados con otro Closteroviridae (CTV- Citrus tristeza virus).

Se probaron diferentes diluciones de antisueros obtenidos (1:50 a 1:10.000)
mediante la técnica reportada de ELISA-DAS directo estandar (Cambra et al,
1995) usando extractos de plantas de papa de campo y'de la Coleccion Central
Colombiana de Papa infectadas con PYVV (Figura 1 , 2 y 3). Se utilizaron como
controles negativos extractos de plantas de papa libres de PYW y de plantas

infectadas con otros virus de la misma familia. Los ensayos se hicieron por
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duplicado y se considerd una muestra positiva cuando su OD (densidad o6ptica)
era el doble de la OD del control negativo. No se encontréron reacciones cruzadas
y se pudo demostrar la especificidad y sensibilidad del anticuerpo de esta

invencion para la deteccion de PYVV.

Adicionalmente, los anticuerpos (diluciones 1:50 a 1:10.000) obtenidos con la
proteina recombinante se emplearon en la metodologia de IMI, para la deteccion
del virus sobre impresiones sobre membranas de nitrocelulosa de plantas
infectadas con PYVV siguiendo la metodologia de Guzman et al. (2002). La
deteccion se hizo usando como sustrato de la fosfatasa alcalina NBT/BCIP
(Sigma). La coloracién oscura (violeta) indica la presencia de cumulos de virus
sobre el tejido vegetal (Figura 4) de forma especifica sobre el floema de las
plantas infectadas lo que evidencia la especificidad del anticuerpo de la invencion,
pueé es conocido que PYVV solo infecta el floema. Las plantas negativas no
presentan coloracién. Todas las muestras sintomaticas evaluadas por IMI, en las
cuales se habia detectado molecularmente el virus, fueron positivas por IMI. Los
anticuerpos también detectaron la presencia de la cépsidéfde PYVV en extractos
de proteinas totales migrados en electroforesis en gel de poliacrilamida
transferidos a membranas de nitrocelulosa (técnica Ilamada>Western blot) (Figura
5).
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina recombinante de la capside de PYVV caracterizada porque
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 2:
HHHHHHMDPHGNPIVEPESSNSPESAGVSFTDSQKPPVDRKVKDDSYNLDLLIS
NVGRRDDIISPDDMSLDKLSKIQVRADRGDVLNDEDKLIFEGCLKNFCKRLTGVDP
DPETFLGFFMSVAQMSLNQSTSVKNRKNLQLKNYLKIGDKEYIWKTADLLNYLSG
QFPNKSNPLRQYMRLCENQIEMLKSSGKIVSDGHLAATHGTTSQYFSSVGDYVN
GSKTNISDDDLTANYLFKNAATKSTKKTKSIYNVAQLAGSIE.

2. Un Anticuerpo policlonal anti- PYVV obtenido empleando como antigeno la

proteina recombinante de la reivindicacion 1.

3. Un anticuerpo de acuerdo con las reivindicacién 2, caracterizado porque se
une a epitopes de la proteina de la capside de PYVV .yé sea recombinante o

expresada por el virus en plantas o insectos infectados.

4. Un anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 2 y 3, caracterizado
porque detecta la presencia de la proteina de la capside viral del virus del
POTATO YELLOW VEIN VIRUS (PYVV) de las nervaduras de la hoja de papa,
donde los anticuerpos son obtenidos a partir de un animal que ha sido inmunizado

con la proteina recombinante expresada.

5. Un anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 2, 3 y 4 caracterizado
porque se usan en ensayos de ELISA, IMI, Western blot, inmunohistoquimica
(microscopia electrénica y de luz) para la deteccion la presencia de la proteina de

la capside de PYVV en plantas o insectos infectados.
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con la obtencién de una proteina recombinante
a partir del gen de la proteina de la cépside del Potato yellow vein virus (PYVV)
llamado en espaniol, Virus del amarillamiento de las nervaduras de la hoja de la
papa, que se utiliza como inmundégeno para la obtencién de un anticuerpo para la

deteccion sensible y eficiente del virus PYVV en plantas e insectos infectados.
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Listado de secuencias
SEQID No. 1

SECUENCIA DEL GENy DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDE DE PYVV INFORMADA
EN Gene Bank

Gen coat protein gene

gi]330434932|gb|JF718314.1| Potato yellow vein virus clone 1093d coat protein (cp)
gene, complete cds
ATGGATCCTCATGGAAATCCGATCGTGGAACCTGAGTCTAGTAACTCCCCTGAATCTGCAG
GTGTGTCATTTACCGATTCACAAAAACCTCCTGTAGATCGGAAAGTAAAAGATGACTCGTA
CAATTTAGATCTCTTGATCTCCAATGTTGGGAGACGGGATGATATTATATCTCCTGATGAT
ATGAGTCTTGACAAACTTTCAAAGATTCAGGTTAGAGCAGACAGAGGAGATGTCTTGAAT
GATGAAGATAAATTAATCTTTGAAGGTTGTTTGAAGAACTTTTGCAAAAGATTGACTGGA
GTTGATCCAGATCCTGAGACCTTTCTTGGGTTCTTCATGAGTGTAGCTCAAATGTCATTAA
ATCAATCTACTTCTGTTAAAAACAGAAAGAATCTCCAGTTGAAGAATTATTTAAAAATAG
GAGATAAAGAATATATTTGGAAGACCGCCGACTTGTTGAATTACTTGTCTGGACAGTTTCC
GAATAAGAGTAATCCACTGAGACAATATATGAGATTGTGCGAAAATCAAATTGAAATGCT
GAAATCTTCTGGTAAGATAGTCAGTGATGGTCATCTCGCTGCCACACATGGTACGACCTCT
CAGTATTTCTCGTCAGTCGGAGATTATGTCAATGGTTCGAAAACCAACATTTCTGATGATG
ATTTGACTGCAAATTACCTGTTCAAGAATGCAGCAACTAAGAGTACTAAGAAGACAAAATC
AATTTATAATGTCGCTCAATTAGCAGGATCTATTGAGTAG

16
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SEQ ID No. 2

PROTEINA de capside de PYVV
HHHHHHMDPHGNPIVEPESSNSPESAGVSFTDSQKPPVDRKVKDDSYNLDLLISNVGRRDD
[ISPDDMSLDKLSKIQVRADRGDVLNDEDKLIFEGCLKNFCKRLTGVDPDPETFLGFFMSVAQ
MSLNQSTSVKNRKNLQLKNYLKIGDKEYIWKTADLLNYLSGQFPNKSNPLRQYMRLCENQI
EMLKSSGKIVSDGHLAATHGTTSQYFSSVGDYVNGSKTNISDDDLTANYLFKNAATKSTKKT
KSIYNVAQLAGSIE

< Jvu)
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Esquema B
1B (Suero final)

@ Preinmune
AL 1B Final

Diluciones y minutos de reaccién

FIGURA 1.

Evalucién por la técnica de ELISA -DAS de diferentes diluciones del antisuero
(1B) anti-PYVV obtenido con la proteina recombinante de la capside de PYVV
expuesto la proteina recombinante. Se compara la respuesta del antisuero antes
de la inmunizacion del conejo con el antigeno y después de la inmunizacion con el

mismo.
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Figura 2

Histograma de densidades épticas (D.O) obtenidas por ELISA-DAS directo de
muestras de S. tuberosum y S. phureja que fueron clasificadas previamente como
negativas por RT-PCR (p595, p51, S830, CHA28) comparadas con una muestra
sintomatica positiva mediante RT-PCR (816), frente al anti-PYVV recombinante. El

umbral de deteccion fue de 0.232.
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FIGURA 3

Histograma de densidades opticas (D.O) obtenidas por ELISA-DAS directo de
muestras de S. tuberosum y S. phureja que fueron clasificadas previamente como
positivas o negativas por RT-PCR, frente al anti-PYVV recombinante. Las
muestras negativas 762, 764 y 766 no reaccionaron en presencia del anticuerpo

generado.
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Inmunoimpresién depecioloy tallo de S. tuberosum con deteccion
positiva para PYWW ( flecha) por el anticuerpo anti PYVV. El control negativo
en recuadroabajo.

FIGURA 4.

Técnica de inmunoimpresidén sobre membrana de nitrocelulosa. Arriba, deteccién
positiva de los acumulos virales en las impresiones de tejido expuestas al
anticuerpo anti PYVV. Los acuimulos se presentan exclusivamente en el floema
de las plantas infectadas, caracteristica particular de PYVV. La sefal positiva es

indicada por las flechas. Abajo se muestra negativa sin acimulos virales.
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Western Blot

FIGURA 5.
Deteccién por Western Blotting de la capside de PYVV producida en los clones A 'y
B mediante los anticuerpos anti-PYVV obtenidos en este trabajo. La flecha azul

indica la presencia de la proteina del tamafio esperado marcada con el anti-PYVV.
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Figura 6.
Western blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carriles 2 y 3, electroforesis
de proteinas totales obtenidas a partir de una hoja infectada con PYVV. Carriles 4
y 5 : Deteccion de la proteina de capside de PYVV con el anticuerpo anti PYVV.
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domiciliada en la Carrera 10 No 24-55 Piso 9, Bogota D.C., Colombia.

Para constancia firma los del mes de mayo de 2013 en la ciudad de Bogota,
D.C., Colombia.
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Maria Ménica Guzman Barney
C.C. 41.583.282
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*.  Continuacién DECLARACION DE CESION DE DERECHOS DE INVENTOR “Proteina recombinante de la cdpside de
POTATO YELLOW VEIN VIRUS (PYVV) como antigeno para la obtencion/induccion de un anticuerpo para la deteccion

de PYVV”

Acepto

MG (R) EDUA ERRERA BERBEL
Universidad Militar Nueva\Granada e
Cesionario

ALVARO ERNE PALACIO PELAEZ,
Asohofrucol
Cesionario
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 129175

Bogota D.C., Diciembre 13 de 2013 - 08:34:28

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPQ PAGO

BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA No PAGO EECHA PAGQO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 569012813 12/12/2013 13.250.000.00

*** Conceptos Pagados ***

.Reggonsable:
_*** -

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO _ Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1|I§/§M'CT|%SN DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

$500.000.00

SON: **QUINIENTOS |I7-PESQS/IV10NEDA CORRIENTE***

. Diciembre 13 de 2013 - 08:34:30

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AT

Fecha: 2013-12-30 15:56:49 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra.2 PATENTES Eve:1 RE
Act. 411 PRESENTACION Folios: ;DEPOSITO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa l:l Incompleta l:l

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

HjNRERN

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]

L]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora €

disefo
Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

=

{

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Jodu

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
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