Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

CONVENIO DE VINCULACION TECNOLOGICA
Entre INIA y la Universidad de la Reptiblica

POR UNA PARTE: el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, (en adelante INIA),
con domicilio a estos efectos en Ruta 50 Km 11, departamento de Colonia, representado
en este acto por el Dr. Alvaro Roel en su calidad de Presidente, yPOR OTRA PARTE: la
Universidad de la Republica, a fravés de la Facultad de Ciencias"{en adelante, el Ejecutor),
con domicilio en Iguad 4225 *Montevideo, representado en este acto por el Dr. Rodrigo
Arocena, acuerdan en celebrar el presente Convenio:

1°. Antecedentes

I.- El INIA realizé un llamado a interesados en presentar propuestas de investigacion,
relativas al sector agropecuario, a ser financiado a través del Fondo de Promocion de
Tecnologia Agropecuaria (en adelante, FPTA) de dicho Instituto.

Il.- El Ejecutor, en respuesta a dicho Llamado, presenté su Propuesta.

.- Por resolucién de la Junta Directiva de INIA N° 4203/13, de fecha 6 de noviembre de
2013, luego de realizar un analisis exhaustivo de la pertinencia y calidad de las
propuestas formuladas para el llamado FPTA 2012, se resolvié aprobar el financiamiento
del Proyecto del Ejecutor.

IV.- En su meérito, procede formalizar el presente Convenio de Vinculacion Tecnoldgica.

2°, Objeto

El INIA 'y el Ejecutor se vinculan con el propésito de llevar a cabo el Proyecto conjunto cuyo
titulo es “Diagnéstico, caracterizacion molecular y regionalizacién de virus y
viroides de gran impacto para el sector citricola nacional.”, (en adelante "el proyecto")
conforme a la Propuesta presentada (Anexo 1) y ajustado a lo expresado en el presente
Convenio. Los Términos de Referencia del Técnico Responsable del Proyecto (Anexo 2) y
el Acuerdo con Terceros (Anexo 3), se adjuntan y forman parte de este Convenio.

3°. Monto total del Proyecto v

El INIA aportara la suma de U$S 151.104 (ddlares americanos ciento cincuenta y un mil,
ciento cuatro)fton recursos provenientes del Fondo de Promocion de Tecnologia
Agropecuaria, creado por el articulo 18 de la ley 16.065 de 6 de octubre de 1989 y en la
Resolucion N° 89/91 de 30 de julio de 1991 de la Junta Directiva del INIA. Un 10 % (diez
por ciento) de este monto, se destinara al financiamiento de gastos de analisis,
supervision y seguimiento del Proyecto.

4. Plazo 1/

El presente Convenio tendra una vigencia de 36 meses a partir del dia 1° de Julio de
2014. En caso de no finalizar el proyecto en el periodo estipulado, la posibilidad de su
prérroga sera prerrogativa del INIA. A los efectos, el INIA evaluara la ejecucion global
técnico- financiera del mismo una vez finalizado el plazo previamente establecido. La
prérroga que eventualmente pueda disponerse por parte de INIA no excedera el término
de seis meses.
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5° Contraparte técnica del INIA

El INIA integrara una Contraparte constituida por:

- La Gerencia Programatica-Operativa, que nucleara la informacién y documentacion
respecto al avance y logros del Proyecto, y coordinara la ejecucion técnica con la
financiera.

- La Gerencia de Administracion y Finanzas, que analizara y evaluara la administracién
y ejecuciédn financiera del Proyecto.

- Uno o mas especialistas en el area de investigacion objeto de este Convenio, que
supervisaran y evaluaran la marcha e informes técnicos del Proyecto.

6°. Obligaciones del Ejecutor

El Ejecutor declara conocer y aceptar todas condiciones, requisitos y procedimientos del
Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria y, en particular, se obliga a:

I. Cumplir el objetivo general y los objetivos especificos, desarrollar las actividades
programadas y alcanzar sus resultados esperados, de acuerdo al documento del
Proyecto y cronograma de ejecucion técnico y presupuestal del mismo.

Il. Tomar los recaudos necesarios y ponerlos a disposicién de INIA para que éste
pueda proceder al registro o proteccién de los productos y O procesos susceptibles
de amparo juridicos, que eventualmente puedan resultar de la investigacion o
estudio objeto de este Convenio.

M. Preparar y entregar a INIA los documentos que a continuacién se indican, los que
seran analizados para su aprobacion por la Contraparte técnica mencionada en la
clausula 5ta:

a) Un informe de avance semestral al 30 de Junio y 31 de Diciembre de cada ano,
donde se detallara el estado de ejecucién del proyecto. Deberan incluirse en el
mismo los avances obtenidos hasta ese momento, con las observaciones que se
consideren pertinentes.

b) Un Informe Final del Proyecto, segun pautas fijadas por INIA, que recoja toda la
informacion cientifica generada y los resultados del Proyecto, sin perjuicio de los
datos e informes parciales que durante la ejecucion del mismo se recaben.

c) Preparar y entregar a INIA toda la informacion requerida para ejercer los
derechos de propiedad intelectual y proceder al registro o proteccion de los
productos y o procesos que puedan resultar de la investigacion o estudio objeto
de este convenio.

d) Un documento para publicar, de acuerdo al formato propuesto por INIA. El
mismo debera ser presentado en forma conjunta con el Informe Final. La entrega
de este articulo y el Informe Final seran condicién previa para el ultimo
desembolso del proyecto. El INIA podra publicar el mencionado documento con
cargo al Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria.

A2 Rendir cuentas por los fondos recibidos de INIA, de conformidad con lo previsto en
la clausula 82.

V. Recabar el compromiso de los terceros previstos en su propuesta (instituciones,
tesistas, evaluadores de tesis, consultores u otras figuras vinculados al Proyecto),
mediante la firma del Compromiso que se adjunta al presente Convenio como
Anexo 3, debiéndolo entregar a INIA a efectos de habilitar los desembolsos.

FPTA N° 310 Pagina 2 de 8




3

VI. En caso de requerir la participacion de un tercero no previsto en la propuesta, el
Ejecutor debera recabar la previa aceptacion expresa de INIA. Una vez aprobado, el
Ejecutor debera recabarle su compromiso mediante la firma del Anexo 3. El
incumplimiento de alguno de estos requisitos habilita a INIA a suspender los
desembolsos hasta tanto los mismos sean subsanados.

7°. Seguimiento del Proyecto
El INIA queda expresamente facultado para:

A. Reunir periédicamente a los responsables de la ejecucién de la o las organizaciones
intervinientes en el Proyecto, para que presenten y examinen los trabajos en marcha o
cuya ejecucion se propone.

B. Efectuar el seguimiento, control y evaluacién de las actividades previstas y establecer el
grado de avance del Proyecto. Para ello, podra solicitar informacion referida a
resultados alcanzados y objetivos cumplidos, ejecucion financiera y cumplimiento del
programa presupuestal, disponibilidad de fondos, asi como cualquier otra informacién
que considere pertinente sobre el desarrollo del mismo.

8°. Administracion y ejecucién financiera
Constituyen el marco financiero del Convenio, los procedimientos que con relacién al
programa presupuestal, a continuacioén se mencionan.

A. Administrador. Previo a efectuarse los desembolsos por parte de INIA, el ejecutor
debera identificar a la persona o entidad responsable de la administracion de los
fondos que le sean otorgados como consecuencia del presente Convenio.

B. Desembolsos

- En oportunidad de cada desembolso que efecttie el INIA, las contrapartes libraran el
recibo oficial correspondiente.

- EI'INIA desembolsara un 85% del monto total aprobado al Proyecto. Constituira un
Fondo Rotatorio para cubrir los gastos relacionados con la ejecucion del Proyecto. El
mismo no excedera del 15% sobre el monto aprobado. Para obtener el desembolso de
los recursos remanentes, el Ejecutor debera presentar las correspondientes
rendiciones finales de la utilizacion del Fondo Rotatorio. El INIA desembolsara hasta la
suma debidamente rendida presentada en tal instancia. La fecha limite
correspondiente a este Ultimo desembolso sera determinada por I.N.L.A..

- EIINIA podra ampliar o renovar el Fondo Rotatorio si asi se le solicita justificadamente,
a medida que se utilicen los recursos; asimismo podra reducirlo o cancelarlo en el caso
que determine que los recursos suministrados exceden las necesidades del Proyecto.

- Tanto la constitucion como la renovacién del Fondo Rotatorio se consideraran
desembolsos para los efectos de este Contrato.

- Enlos proyectos en donde se requiera la participacion de terceros, INIA se reserva el
derecho a no efectuar los desembolsos hasta tanto el Ejecutor no remita el
Compromiso firmado por esos terceros (Anexo 3). Del mismo modo, en caso de que
el Ejecutor requiera la participacion de terceros no previstos en la Propuesta, INIA
podra suspender los desembolsos hasta tanto no se cuenta con la aprobacién
expresa y con la firma del Compromiso (Anexo 3).

- Se podra suspender los desembolsos al Ejecutor, hasta tanto no se dé cumplimiento
a lo dispuesto con relacion a las obligaciones del mismo, establecidas en las
clausulas 62 y en la presente, de este Convenio, incluyendo la justificacion en forma
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razonable del uso de fondos de este financiamiento. Asimismo, seré causal de
suspension de desembolsos, el surgimiento de circunstancias extraordinarias que a
juicio de INIA, hagan improbable que el Ejecutor pueda cumplir las obligaciones
contraidas en dicho Convenio, o que no permitan satisfacer los propdsitos que se
tuvieron en cuenta al celebrarlo.

- A menos que se haya acordado con el Ejecutor, expresamente y por escrito prorrogar
los plazos para efectuar los desembolsos, la porcion del Fondo que no hubiere sido
comprometida o desembolsada, segun sea el caso, dentro del correspondiente plazo,
quedara automaticamente cancelada.

- El'INIA podra efectuar desembolsos a su vez, mediante pagos por cuenta de los
Ejecutores y de acuerdo con él, por sumas no inferiores a U$S 5.000 (ddlares
americanos cinco mil), o mediante otro método que las partes acuerden por escrito.

C. Rendiciones de cuentas
- Las rendiciones de cuentas de los fondos provistos por el Financiamiento y los

Ejecutores, que se presenten durante la ejecucion del Proyecto, deberan cumplir con
las formalidades establecidas.

- Al 30 de Junio y 31 de Diciembre de cada afio, el ejecutor debera presentar un estado
financiero, donde se detallard la ejecucion presupuestal, conjuntamente con la
rendicion de cuentas completa a esa fecha. El plazo para la presentacion de este
informe, que resulta indispensable para el trabajo de evaluaciéon de la auditoria
externa, sera de 20 dias corridos.

- Los eventuales cambios de rubros en el presupuesto originalmente aprobado, deben
ser debidamente justificados y obtener aprobacién por la Contraparte, previamente a
su consideracion en la rendicion de cuentas respectiva.

D. Auditorias
EI'INIA podra disponer la realizacién de auditorias financiero - contables y de gestion de
los proyectos, si asi lo entendiere conveniente.

E. Responsabilidad administrativa en materia financiero - contable.

El Ejecutor declara que para la implementacién de las actividades en materia financiero-
contable que conlleva el presente Convenio de vinculacién tecnolégica observara las
disposiciones legales y reglamentarias vigentes en la materia, particularmente el Texto
Ordenado de Contabilidad y Administracion Financiera (TOCAF) y Normas de Conducta
en la Funcion Publica (Decreto 30/003). Cualquier apartamiento a estas disposiciones
que pudiera eventuaimente producirse sera de exclusiva responsabilidad del Ejecutor

F. Bienes adquiridos en el marco del Proyecto.

Los bienes que se financien con recursos provenientes de fondo de Promocion de
tecnologia Agropecuaria, se dedicaran exclusivamente para los fines del Proyecto, vy
deberan ser adquiridos a nombre de INIA, y seran propiedad de éste. La Junta Directiva del
INIA tiene la potestad de transferir los mismos al Ejecutor del Proyecto, a titulo comodato u
otro que convengan, si asi lo entendiere conveniente, una vez finalizado y aprobado el
informe final y entregado el articulo para publicar referido en la clausula 6.111.d. y el informe
de cierre elaborado por las Contraparte.

9°. Responsabilidades laborales
El presente convenio no implicara, de ninguna manera, el reconocimiento de derechos

laborales, sociales, previsionales, de la seguridad social ni ningin otro a favor de los
recursos humanos por una de las partes con relacién a la otra, de manera que en todo
momento los recursos humanos involucrados en la ejecucion del Proyecto mantendran su
relacién contractual solamente con la entidad signataria del presente con la cual
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establecieron originalmente su vinculacion, aun en caso de desarrollar tareas de
investigacién en lugares fisicos pertenecientes a la otra, por lo cual las partes se
comprometen a mantenerse reciprocamente indemnes en estos temas. Para el caso que
la persona se desempefiare originalmente en ambas entidades, su relacién para con
cada una de ellas continuara en forma independiente, no implicando este acuerdo
modificacioén alguna al respecto.

En mérito a lo precedentemente expresado, sera obligacién exclusiva del Ejecutor, atender
los requerimientos de los recursos humanos que por su cuenta implique en la ejecucién del
Proyecto, ya sean personales o del Banco de Prevision Social, Ministerio de Trabajo y
Seguridad Social, Banco de Seguros del Estado o de cualquier otro organismo publico y/o
privado.

Los recursos humanos que el Ejecutor requiera para la realizacién del proyecto, debera ser
debidamente documentada a través de los instrumentos legales que correspondan |
registrando en términos expresos todas las obligaciones contenidas en el presente
Convenio , en especial la confidencialidad y proteccion de los resultados. Esta
documentacién debera acreditarse ante INIA en oportunidad de rendir gastos por este
concepto.

El INIA se reserva el derecho de exigir al Ejecutor, antes de efectuar la entrega de cualquier
suma que le corresponda bajo el presente Convenio, que justifique que sus integrantes se
encuentran al dia en el pago de sus obligaciones laborales y de seguridad social. En caso
que el Ejecutor no justifique lo antedicho dentro del plazo de cinco dias corridos contados
desde el pedido formulado por INIA, éste tendra derecho a retener la suma que
corresponda hasta la justificacion que debera hacer el Ejecutor a satisfaccidn de INIA.

10°. Participacion de terceros

Fuera de los casos previstos en la Propuesta, el Ejecutor no podra subcontratar ni ceder,
total ni parcialmente, ninguna de las obligaciones que son puestas a su cargo en virtud del
presente contrato, salvo que cuenta con el previo consentimiento expreso de INIA.

En todos los casos en que el Ejecutor requiera la participacion de un tercero (ya sea por
estar previsto en la propuesta o por ser admitido por INIA posteriormente), sera obligacion
del Ejecutor recabarle la ratificacion del presente Convenio, mediante la firma del
Compromiso que se adjunta como Anexo 3. La omisién de dicho requisito habilita a INIA a
retener los desembolsos al Ejecutor, hasta tanto se cumpla en formalizar dicha ratificacion.

11°. Rescision
El presente Convenio podra ser rescindido de comun acuerdo entre las partes.

El' INIA podra rescindir, en forma administrativa y sin necesidad de declaracion judicial, el
convenio de vinculacion tecnolégica cuando se hubieren constatado incumplimientos o
violaciones de cualquiera de las clausulas establecidas, previa comunicacion escrita y
luego que la otra parte no hubiere remediado dicho incumplimiento dentro de los treinta
dias de recibida la comunicacion del mismo por medio fehaciente.

En caso de verificarse la rescision del presente Convenio de Vinculacién Tecnologica los
arbitros (clausula 18) previstos en el presente Convenio, analizara y laudaran respecto a
las compensaciones, dafios y perjuicios, asi como respecto a cualquiera otra situacién no
prevista en el Convenio que amerite ser laudada a consecuencia de la rescision.
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12°. Propiedad intelectual

Los resultados, productos y/o procesos que puedan obtenerse en el Proyecto objeto de
este Convenio, susceptibles del amparo juridico como tales, asi como la titularidad,
distribucion y gastos, ha sido acordada entre las partes de la siguiente forma: 50%
(cincuenta por ciento) para cada parte.

13°. Difusién de la informacion

El INIA tendré derecho a una licencia sin cargo, no exclusiva e irrevocable en todos los
paises para traducir, reproducir y distribuir ptiblicamente articulos cientificos, informes y
libros técnicos que resulten directamente del proyecto al que refiere el presente Acuerdo.
Las copias distribuidas publicamente de los trabajos protegidos por derechos de autor y
elaborados conforme a la presente disposicion incluiran los nombres de los autores de
dicho trabajo y demas participantes del proyecto, a menos que éstos expresamente
soliciten no ser nombrados.

En el caso que el Ejecutor realice la difusion de la investigacion a través de cualquier medio
tanto oral como escrito (conferencias, docencia, ponencias en congresos, publicaciones,
etc.) debera mencionar en forma expresa la identificacion de las fuentes de financiamiento
del proyecto. La informacién a difundir debera ser previamente revisada por el INIA, el cual
si no estuviere de acuerdo con su contenido, podra solicitar las modificaciones o
aclaraciones necesarias y exigir que se mencionen las fuentes de financiamiento en forma
destacada.

14°. Confidencialidad

Las Partes se obligan a manejar con absoluta reserva toda la informacién referida al
Proyecto y aquella de propiedad de cada Parte que sea entregada en calidad de
confidencialidad. A tal efecto, el Ejecutor exigira las mismas condiciones a terceros
participantes como ser instituciones, tesistas, evaluadores de tesis, consultores u otros
figuras vinculados al Proyecto, mediante la firma del Compromiso adjunto al presente
convenio (Anexo 3).

Durante la vigencia de este Convenio de Vinculacién Tecnolégica y luego de la
terminacion del mismo, el Ejecutor se compromete a mantener en reserva y no divulgar
por cualquier medio (oral u escrito), la existencia de productos, subproductos o0 procesos
que puedan ser apropiados, patentados o comercializados, con valor econémico surgidos
de la actividad del Proyecto, salvo que INIA expresamente lo autorice.

15°. Exoneracion de responsabilidad

El Ejecutor se obliga a indemnizar y mantener indemne a INIA, asi como a sus directores
y empleados, de cualquier y toda accién, amenaza de accién, demanda o procedimiento,
de cualquier naturaleza, que pueda efectuar cualquier persona fisica o juridica, publica o
privada, que surja como resultado de su actuacion bajo el presente convenio y de la
realizacion del Proyecto, contra cualquier y todo reclamo, gastos, pérdidas o dafios
(incluido los honorarios razonabies de los abogados) que puedan resultar en virtud de
acciones u omisiones del Ejecutor. La presente obligacion comprende -principalmente y
sin que signifique limitacién alguna-, todo reclamo de indole laboral de parte de los que
participen en las actividades del Proyecto, como de cualquier otra persona fisica o
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juridica vinculada o no al Proyecto, asi como de cualquier reclamo que pudiera resultar a
consecuencia de cualquier controversia sobre la titutaridad de las innovaciones.

En tal hipotesis el INIA debera: (i) enviar inmediatamente una notificacion por escrito al
Ejecutor en la que se indica la existencia del evento objeto de indemnizacion, (ii)
proporcionar toda la informacién necesaria asi como cooperar y asistir en la medida que
ello sea razonablemente necesario para la defensa en dicha accién o reclamo, vy (iii)
autorizar al Ejecutor a defender o contestar dicha accion o reclamo, si lo entiende
adecuado.

16°. Alcance
En cualquier circunstancia o hecho que tenga relacion con este Convenio, las partes
mantendran la individualidad y autonomia de sus respectivas estructuras técnicas y

administrativas y asumiran particularmente, en consecuencia, las responsabilidades
consiguientes.

17°. Sanciones.

En caso de inobservancia de las obligaciones contraidas por parte de la entidad
Ejecutora y/o del Técnico Responsable del Proyecto y/o de cualquier recurso humano del
que se valga para la ejecucién del proyecto, determinara la suspension inmediata de los
desembolsos (Clausula 82 literal B) y la rescisién del convenio prevista en la Clausula 112,
Todo ello sin perjuicio de las demas indemnizaciones que procedan de acuerdo con la
normativa general y al Reglamento del FPTA

18°. Arbitraje

Toda cuestion o divergencia, reclamacion o duda que surja entre las partes, referida a la
interpretacion, ejecucion, resolucién de este contrato, 0 que en cualquier forma se
relacione con él, directa o indirectamente, sera solucionada por medio de arbitros,
amigables componedores, de acuerdo al procedimiento establecido en el Libro Il Titulo
VIl del Cédigo General del Proceso.

19°. Fuerza Mayor
Ninguna de las partes sera responsable frente a la otra por retrasos o incumplimientos en

cualquiera de las obligaciones impuestas por el presente Convenio, cuando estos
incumplimientos se hubieren originados por causa de fuerza mayor fuera del control
razonable y sin que medie omisién o negligencia de alguna de ellas.

20°. Comunicaciones

Todas las comunicaciones entre las partes referentes a este Convenio se efectuaran por
escrito, por correo electrénico, telegrama colacionado, o carta certificada con aviso de
retorno, tomandose por cumplidas cuando su destinatario las haya recibido en los
domicilios denunciados en el exhorto. Las comunicaciones por fax se consideraran
cumplidas si son legibles y la maquina receptora ha acusado su recibo.

21°. Competencia
En caso de controversias judiciales, las partes acuerdan quedar sometidas a Ia
competencia de los Tribunales y Jueces del departamento de Montevideo.
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22°, Contenido del Convenio

En todo lo no previsto en el presente Convenio, primara lo previsto en el Reglamento
Operativo para el FPTA 2012 y las Bases del Llamado FPTA 2012 Yy, en su defecto, lo
previsto en las Propuesta del Ejecutor, documentos que las partes admiten conocer.
Existiendo contradicciones entre lo dispuesto en dichos instrumentos, primara lo previsto en

el presente Contrato, en el Reglamento, en las Bases y en las Propuestas, conforme a
dicho orden de prelacién

23°. Otorgamiento
Para constancia se firman dos ejemplares de igual tenor en Montevideo, a los 12 dias del
mes de mayo de 2014.-

L7 Jrrcsen

'Br. Alvaro Ro®| ¢ Dr. Rodrigo Arocena
Presidente Rector
ILN.LA. UDELAR
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Titulo del Proyecto

Diagnéstico, caracterizacion molecular y regionalizacion de virus y viroides de gran impacto para el sector citricola
hacional.

Resumen Publicable del Proyecto

Los citricos son el cultivo frutal mas importante a nivel econémico en el mundo. En el Uruguay, la citricultura es un
fubro con fuerte impacto socio-econémico, y constituye un sector exportador en expansion, el de mayor importancia
Hentro del area hortifruticola. En el Uruguay se cultivan 17.018 hectareas (ha) con un total de 7.531.000 plantas, de
as cuales 5.895.000 son productivas ubicadas en 13.542 (ha). La zona norte es la region citricola por excelencia,
lcon un 83% (14.200 ha) de la superficie total cultivada, concentrando el 90% de la produccién de naranja,
Imandarina y pomelo. Por otro lado, la zona sur abarca el 17% (2.800 ha) y genera el 70% de la produccion de
imén. Desde el punto de vista comercial, la naranja constituye el 50% de la produccion citricola nacional y
epresenta el 55% de las exportaciones, seguido de mandarina y limén, con un 35% y 10% respectivamente;
roduciéndose un ingreso aproximado de 80 millones de dolares anuales por concepto de dichas exportaciones.
xisten diversas enfermedades provocadas por patbgenos virales y viroidales que afectan este tipo de cultivos,
ausando grandes pérdidas econdmicas que se estiman en el orden del 30% de la produccién citricola nacional. Los
irus que provocan las enfermedades conocidas como Tristeza (CTV) y Psorosis (CPsV) , junto con el viroide que
roduce la Exocortis (CEVd) , son los agentes de esta naturaleza de mayor incidencia en los cultivos citricolas de
uestro pais.
on el fin de estudiar la actual incidencia de CTV, CPsV y CEVd, en las zonas citricolas del Uruguay, se propone
mplementar metodologias de biologia moiecular para el diagndstico y caracterizacion de estos agentes patogenos.
roponemos analizar variedades de interés comercial, como naranjas de los grupos Navel y Valencia, mandarinas
el grupo de las Clementinas y también limones, abarcando distintas regiones citricas del pais y con un ntimero de
uestras estadisticamente significativo. a fin de obtener un panorama completo y actualizado de la situacion.
Determinaremos para CTV el grado de severidad de las estirpes presentes en las distintas zonas citricolas. Estas
erramientas e informacién seran muy Utiles para INIA- Plan Nacional de Saneamiento de Citrus, el MGAP y
enerara conocimiento para un futuro programa de Proteccion Cruzada. También seran de gran utilidad para los
roductores, y la informacion generada permitird aumentar la produccion a través de mejoras en el manejo. El
royecto tendra una duracién de 3 afios y generara informacion sin precedente y de gran utilidad para todos los
ctores involucrados en la produccion citricola nacional
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Investigador lnstitucién i Especialidad

Humberto Rodney Colina Mufioz Udelar/Regional Norte Enfermedades de las plantas

Maria José Benitez Galeano Udelar/Regional Norte Enfermedades de las plantas
Federico Dalmao Artigas Udelar/Regional Norte Métodos matemaéticos y estadisticos
Luciana Burutaran Udelar/Regional Norte Enfermedades de las plantas
Mariana Espino Céamara de Exportadores de Citrus del Uruguay Cultivo

Se obtendra un desarrollo blotecriologico de gran importancia para el sector productivo, INIA'y el MGAP.
Estos desarrollas Quedarén disponibles pa' otros posibles ysuarios y podran ser debtdamente transfendos en una
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: | etapa posterior a este proyecte.
Tipo: 5-Vinculacion Tecnologica
Categoria: 5.5-Intercambio y transferencia de conocimientos y tecnologias
Indicador: 5.5.1-Asistencia técnica/Consultorias de terceros para INIA nacionales
Afo: 2016
Semestre: 2
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kEstos desarrolios quedarén disponibles para otros posibles usuarios y podran ser debldameme ‘transferidos en una
etape postetior a este proyecto. .

Tipo: & ] = 5-Vinculacion Tecnolégica

Categoria: 5.5-Intercambio y transferencia de conocimientos y tecnologias
Indicador: 5.5.1-Asistencia técnica/Consultorias de terceros para INIA nacionales
Afo: 2016

Semestre: 2

Produt;tet . F‘resentacién y discustén de resultados con el Sector Productivo, téonicos del sector citrlco!a autoridades de INIA y '

‘Tipo: ] ~ 2- Comunlcamon y Transferencia de Tecnolog|a

Categoria: 2.4-Publicaciones de Divulgacion
Indicador: 2.4.1-Revista INIA

Aifio: 2016

Semestre: 2

Producto: ' . Habra estudianites de postarado pamoipandd como parte del proyecto, pot lo cual entendemos que Un proyecto de.

ésta magnitud debe generar la formacion de tecirsos humanos que luego le permutan dar continuidad al tema de
mvesﬁgacnén y desarrolio aqui planteado. ,

Tipo: ' 4-Desarrollo del Capital Intelectual
Categoria: 4.4-Tesis / Monografias / Proyectos
Indicador: 4.4.3-De maestria

Afio: 2016

Semestre: 2

100,00

INIA Direccion Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
INIA La Estanzuela Ruta 560 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le.inja.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@lb.inia.org.uy
INIA Salto Grande Camino a | Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sg.inia.ora.uy
INIA Tacuarembé Ruta 5 Km. 386, Tacuarembho Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inja.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.

www.inia.orq.uy

Page 2 of 22




N .

FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

El presente proyecto titulado “Diagnéstico, caracterizacion molecular y regionalizacién de virus y viroides de gran impacto para el sector citricola nacional” se
enmarca en la tematica identificada por INIA:

V-Sistema vegetal intensivo

V- X.Vill Puesta a punto y validacién de técnicas moleculares para el diagnostico de enfermedades de alto impacto econémico en cultivos hortifruticolas y su
relevamiento a nivel pais.

El presente proyecto realizara contribuciones reates muy importantes y aplicadas al problema identificado por INIA, los cuales se pasan a explicar.

El sector citricola nacional posee una potencialidad productiva muy superior a la actual. Sin embargo la existencia de enfermedades producidas por los
patogenos descritos en éste proyecto, generan pérdidas millonarias anualmente, ia cuales pueden ir aumentando en el futuro, si no se procede a encontrar
una solucién de fondo que permita en el mediano plazo una mejora sustantiva en los niveles de produccion.

En éste sentido, entendemos que los estudios moleculares masivos de campo que planteamos llevar adelante, permitirdn caracterizar el grado de
afectacién de los cultivares citricos por los mencionados patégenos en las distintas regiones citricas del pais. Los resuitados de presente proyecto
contribuiran directamente al sector productivo, generando conocimiento que le permitira a los productores disminuir las pérdidas y la incidencia de éstas
enfermedades, a través del mejoramiento en el manejo. Se contribuira también a solucionar el problema que actualmente causa CTV, generando
conocimiento extremadamente Util sobre las caracteristicas genéticas del virus y grados de severidad en cepas locales. Dicha informacion sera de gran
utilidad en el mediano plazo cuando se plantee a nivel nacional la implementacién de un programa de proteccion cruzada; los cuales ya han sido
implementados con mucho éxito y han logrado mejorar considerablemente la produccién en otros paises.

Se contribuira también de manera sustantiva al sector citricola asi como directamente a IN{A, en que se podra contar a nivel nacional con metodologias
modernas altamente confiables en términos técnicos, que permiten no solo la deteccion sino que también la caracterizacién molecular de una importante
gama de patogenos. Dichas metodologias contribuirdn fortaleciendo al actual Programa de Saneamiento de Citricos que ha desarrollado INIA. Estas
metodologias podran ser trasferidas a INJA y/o puestas al servicio de los productores que asi deseen acceder a ellas y también al Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca.

Las metodologias con las cuales se va a contribuir seran las siguientes:

a) técnicas de biologia molecular para la deteccion y caracterizacion de los siguientes virus: CTV, CPsV y Satsuma Dwarf.

b)  técnicas de biologia molecular para la deteccion de los siguientes viroides: "Citrus Exocortis Viroid" (CEVd); Cachexia "Hop Stunt Viroid” (HSVd), “Citrus
bent leaf viroid (CBLVd), Citrus viroid Il (CVd-11I) y Citrus viroid |V (CVd-I1V).

El proyecto se centrara en el estudio de CTV y su caracterizacion genética para establecer severidad y en la deteccion de CPsV y el viroide CEVd. Pero se
tendra al final del proyecto las metodologias desarrolladas para la deteccion de todos los patdgenos previamente mencionados en los items a) y b).

En la actualidad el sector citricola nacional ha logrado importantes avances a fin de abrir un mercado exportador sumamente grande en cuanto volimenes de
exportacion y sumamente exigente: Estados Unidos. Para cumplir con algunas de las exigencias a la hora de exportar a éste tipo de mercados es necesario
poder probar que los citricos estén libres de ciertos patégenos, cumpliendo con normas de calidad, para ello entendemos que el presente proyecto aportara
nuevas y modernas metodologias que le permitiran al sector contar con ellas cuando asi sea necesario.
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Los citricos son el cultivo frutal mas importante a nivel econdmico en el mundo. En el Uruguay, la citricultura es un rubro con fuerte impacto socio-econdémico,
y constituye un sector exportador en expansion, el de mayor importancia dentro del area hortifruticola (Comision Honoraria Nacional del Plan Citricola, 1996).
En el Uruguay se cultivan 17.018 hectéreas (ha) con un total de 7.531.000 plantas, de las cuales 5.895.000 son productivas ubicadas en 13.542 (ha). La zona
norte es la regién citricola por excelencia, con un 83% (14.200 ha) de la superficie total cultivada, concentrando el 90% de la produccion de naranja,
mandarina y pomeio. Por otro lado, la zona sur abarca el 17% (2.800 ha) y genera ¢l 70% de la produccién de limén. Desde el punto de vista comercial, la
naranja constituye el 50% de la produccion citricola nacional y representa el 55% de las exportaciones, seguido de mandarina y limén, con un 35% y 10%
respectivamente; produciéndose un ingreso aproximado de 80 millones de délares anuales por concepto de dichas exportaciones (MGAP Enc. N° 299, feb.
2011).

Las distintas especies de citricos son susceptibles a numerosas enfermedades causadas por diversos microorganismos ctuya consecuencia directa es la
disminucién en la produccion, lo que provoca enormes pérdidas econémicas en todas las zonas afectadas del mundo (Moreno et al., 2008). Las
enfermedades de mayor importancia son aquellas cuya via o ruta de transmision es el injerto, siendo los agentes responsables parasitos intracelutares tales
coémo virus y viroides, que se propagan junto con el material vegetal. Algunas de estas enfermedades transmisibles por injerto se logran controlar faciimente
mediante saneamiento y certificacion del material vegetal a propagar (Navarro, 1993). Sin embargo, no todas presentan esta Unica via de propagacion. La
transmision mecanica con herramientas de corte (poco frecuente) o a través de insectos que actlian como vectores del patégeno {muy frecuente), son
también mecanismos de gran impacto en cuanto a la dispersion de los agentes, lo que dificulta enormemente su control. Existen diversas enfermedades
provocadas por patégenos virales y viroidales que afectan este tipo de cultivos, causando grandes pérdidas econdmicas que se estiman en el orden del 30%
de la produccién citricola nacional (Bertaimio et al. 2012). Los virus que provocan las enfermedades conocidas como Tristeza y Psorosis, junto con el viroide
que produce la Exocortis, son los agentes de esta naturaleza de mayor incidencia en los cultivos citricolas de nuestro pais (MGAP, 1981). Estos agentes se
caracterizan por disminuir el vigor de los arboles afectados asi como su vida util, producir frutos de menor tamafio, calidad y en cantidades menores, e incluso
pueden provocar la muerte de los arboles. El “Virus de la Tristeza de los Citricos” (CTV) es endémico en muchos paises del mundo asi como también en
Uruguay; se transmite por el insecto vector Toxoptera Citricida, el cual se encuentra ampliamente distribuido en nuestro pais. CTV se clasifica en cepas
“Suaves’, “Intermedias” y “Severas”, de acuerdo al grado de severidad que provoca la enfermedad sobre la planta huésped.

Diversos estudios revelan que CTV es el agente causante de la mayor y mas devastadora epidemia con resultados que han cambiado la industria de la
citricultura a nivel global (Moreno et al., 2008). En la década de 1930, tras la exportacion de arboles desde Australia y Sudafrica a Sudamérica, esta
enfermedad golped la industria citricola de Brasil y Argentina. Se ha documentado que méas de 100 millones de arboles han muerto en todo el mundo a causa
de esta enfermedad hasta comienzos de la década del 2000 (Roistacher et al., 2010).

Las plantaciones citricolas comerciales en Uruguay, hasta la década de los 1940, se encontraban injertadas sobre un patrén de naranjo amargo (Citrus
aurantium L.), variedad citrica tolerante a viroides. Sin embargo, la aparicion de razas severas de CTV generé una pandemia a nivel mundial afectando
variedades citricas injertadas sobre este portainjerto (catalogado como susceptible a este virus), provocando la muerte de miliones de plantas y obligando a la
sustitucion de naranjo amargo por variedades alternativas que se comportaran de manera tolerante a CTV (Bar-Joseph et al.,, 1989). De esta manera,
aproximadamente el 90% de las plantas citricas nacionales, se establecieron con el patron Poncirus trifoliata L. Raf y sus hibridos (Citrange), los cuales son
variedades tolerantes a CTV pero altamente susceptibles a las infecciones por viroides.

En cuanto a la Psorosis, es una de las enfermedades virales mas antiguas descritas en los citricos. Fue descrita y nombrada en 1896, en Florida (USA) por
Swingle y Webber, aunque no fue hasta 1933 que Fawcett reconoce su etiologia viral (Fawcett, 1933). En un tiempo, Psorosis fue la enfermedad mas
destructiva de los citricos. Actualmente y debido a la diseminacién natural de Psorosis; es aun considerada una enfermedad destructiva en algunos campos.
Se encuentra distribuida por todo el mundo causando graves problemas en muchas regiones incluyendo América del Sur, areas del Mediterraneo y Asia
(Roistacher, 1993; Martelli y D’Onghia, 1998).

Por ltimo, en Uruguay han sido reportadas cuatro especies de viroides citricos, siendo la de mayor impacto a nivel productivo la del Citrus Exocortis Viroid
(CEVd), co-infectando diferentes variedades de Citrus. Los aislados se obtuvieron mediante un relevamiento de plantaciones nacionales de las zonas de
Paysandu, Salto, Canelones y San José (Pagliano et al., 1998; Pagliano et al.,, 2000). En la region, principalmente en los paises que limitan con Uruguay, el
reporte de viroides citricos mantiene la misma tendencia de distribucion (Pagliano et al., 2000). En el estado de San Pablo, Brasil, se detectd con técnicas
moleculares la presencia de tres de estos viroides incluyendo CEVd en blogues de plantas madres de categoria fundacion. Resultados similares fueron
reportados para Concordia, Argentina.

En suma, distintos virus y viroides afectan de manera directa a todo el sistema socioeconémico vinculado a fos citricos, incluyendo desde pérdidas para el
propio productor y ta disminucioén en el empleo de recolectores zafrales, hasta una baja importante en los niveles de exportacion de la fruta, generando todo
ello un impacto absoluto negativo para el sector y para el pais.

Debido a que las vias de transmisién de dichos patdgenos son a través de injertos infectados, insectos vectores y la utilizacion de materiales de poda
infectados; es de suma importancia implementar metodologias rapidas, especificas, sensibles y de bajo costo, que permitan el diagnoéstico y caracterizacién
de plantas para una posterior liberacion de las mismas al campo, libres de dichos agentes. Los paises con citricultura de avanzada han basado su éxito en el
empleo de Programas de Certificacion utilizando plantas libres de enfermedades, especialmente las causadas por virus y viroides. A su vez, respecto a CTv,
el cual se transmite no solo por injerto sino también por un insecto vector, se ha descrito que al momento la tnica forma de control de la enfermedad es la
generacién de un programa de “Proteccion Cruzada® mediante la utilizacion de cepas suaves o atenuadas del virus para pre-inmunizar las plantas y asi evitar
la super-infeccion por otras variantes mas severas del patégeno (Roistacher et al., 2010; Folimonova, 2013).

Con el fin de estudiar la actual incidencia de CTV, Psorosis (CPsV) y CEVd, en las zonas citricolas del Uruguay, se propone implementar metodologias de
biologia molecular para el diagnéstico y caracterizacion de estos agentes patégenos. Estas herramientas seran factibles de ser incorporadas en el Plan
Nacional de Saneamiento de Citrus. Hasta el momento en nuestro pais no se han utilizado técnicas de biologia molecular con los fines previamente
mencionados. Es asi que se ha llegado a la conclusidn de que se requieren de metodologias répidas, sensibles y confiables, que permitan identificar los |
agentes implicados en la induccién de los distintos sintomas. La elevada sensibilidad, especificidad y reproducibilidad proporcionada por fa técnica molecular |
denominada RT-PCR son las razones principales que justifican su aplicacion para la deteccion de la mayoria de los patogenos; estudios que iuego pueden |
ser ampliados cuando se obtienen las respectivas secuencias y éstas nos permiten realizar analisis filogenéticos de gran utilidad. INIA ha realizado un gran
esfuerzo en el desarrollo del Programa Nacional de Saneamiento y nuestra propuesta generara nuevas herramientas complementarias que lo fortaleceran.

En cuanto a la generacion de un programa de Proteccion Cruzada, consideramos es de vital importancia comenzar a desarrollario, aunque entendemos es un
camino largo de transitar. Al momento se ha desarroltado con éxito este programa en varios paises altamente competentes en el mercado exportador. En
Brasil el programa comenzo en 1960 y se lograron liberar 8 millones de arboles protegidos, que luego de 40 afios siguen produciendo frutas de buena calidad
sin que se haya quebrado la resistencia. La situacion es similar en Sudafrica, principal pais exportador del sur. La proteccién cruzada implementada en
algunas variedades comenzé en 1984 y continua funcionando hasta la fecha. En Perd el sistema viene funcionando desde hace 21 afios, y en paises como
Argentina, Japdn, Australia e India ya han logrado la identificacion de cepas suaves, las cuales se encuentran en etapa de prueba (Roistacher et al., 2010).
Se ha descrito que para que la Proteccion Cruzada funcione correctamente se deben utilizar variantes suaves identificadas provenientes de la misma region
geografica y perteneciente al mismo genotipo de la variante severa que se desea controlar, asi como también la especificidad relacionada a la variante citrica
(Folimonova, et al., 2010). En una revision publicada en abril de este afio, Folimonova detallo las etapas necesarias para lograr el desarrollo eficiente de un
programa de Proteccién Cruzada. Como primer paso es necesario identificar el genotipo del aislado severo que necesita ser controlado. Luego debe
encontrarse un aislado suave de ese genotipo para ser utilizado como aislado pre inmunizador de plantas de las variedades comerciales de interés, o también
se puede atenuar una cepa severa aislada en la zona de interés, en el caso de no detectar cepas suaves (Folimonova, 2013).

Basandonos en las experiencias de éxito de Proteccion Cruzada implementadas por los paises mencionados y con ese objetivo central como meta final de

mediano y largo plazo, planteamos en el presente proyecto generar conocimientos que seran de gran importancia y utilidad para el mencionado fin. En éste

INIA Direccion Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 inial .inia.or

INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@tb.inia.org.uy
INtA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 ini inia.or:
INIA Tacuarembo Ruta 5 Km. 386, Tacuarembo Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.jnia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.

Page 4 of 22




. FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

sentido proponemos, mediante el uso de herramientas de biologia molecular altamente sensibles y especificas, conocer en profundidad el grado de
afectacion producida por CTV, CPsV y CEVd, en las distintas variedades citricas y regiones geogréficas del Uruguay. Para ello estudiaremos un nimero
estadisticamente significativo de plantas a fin de obtener un panorama completo de la situacién en las distintas regiones del pais.

A pesar de la existencia de reportes previos que indicaban la presencia de éstos agentes, no existen al dia de hoy cifras estadisticamente confiables respecto
a la distribucion y prevalencia de las distintas enfermedades que afectan los cultivos de citricos en el Uruguay. Por ello, entendemos es necesario generar
datos actualizados sobre el grado de afectacion causada por los mencionados virus y viroides. Proponemos analizar variedades de interés comercial, como
naranjas de los grupos Navel y Valencia, mandarinas del grupo de las Clementinas y también limones, abarcando distintas regiones citricas del pais y con un
numero de muestras estadisticamente significativo.

En cuanto a los estudios que realizaremos en CTV y los cuales son parte central del presente proyecto, proponemos generar distintos tipos de informacion.
Una parte de esa informacion consistira en generar el diagnéstico molecular del virus y establecer su dispersion geografica e impacto a nivel pais. Otra
informacién altamente relevante se generara mediante la amplificacién, secuenciacién y andlisis filogenético de tres genes distintos del genoma viral a fin de
establecer la severidad de las cepas de CTV. Se podra construir y determinar la existencia o no de regiones geograficas que presenten estirpes de CTV con
determinados grados de severidad y establecer las relaciones filogenéticas que existen con otros CTV de la region. También se generara informacion de gran
importancia en cuanto a la identificacion de cepas suaves que circulen en las distintas variedades comercialmente relevantes del pais, la cuales podran luego
ser utilizadas en el programa de proteccion cruzada a generarse en el mediano plazo.

Para lograr el éxito en el presente proyecto y de acuerdo a los objetivos trazados, contamos con el apoyo logistico en las colectas de muestras de un grupo
muy significativo (en cuanto a areas plantadas y volumenes de produccién) de productores y técnicos; cuyo apoyo a éste proyecto ha quedado plasmado a
través de la carta anexada de la Camara de Exportadores Citricos del Uruguay, en la cual se expresa dicha voluntad.

Por otro lado y como aporte fundamental para lograr las metas planteadas, destacamos que nuestro grupo de investigacion ha logrado desarrollar
exitosamente las técnicas de RT-PCR para la amplificacién de tres genes altamente informativos de CTV (Iglesias et al., 2008), y también poseemos
experiencia importante en realizar los respectivos estudios filogenéticos para establecer la severidad de las estirpes. De la misma manera, hemos
desarrollado la técnica de RT-PCR para la deteccidn de CPsV (Roy et al., 2005) y CEVd (Bernard et al., 2006).

A su-vez, es importante destacar que nuestro recientemente creado laboratorio, cuenta con toda la tecnologia necesaria para llevar adelante dicho proyecto.
También contamos con un equipo multidisciplinario robusto conformado por bioguimicos, bidlogos, ingenieros agronomos, estadista y especialistas en
produccion citrica.
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. . , | Antecedentes y Justificacion . .
La enfermedad de los citricos conocida comunmente como "tristeza” es causada por el virus denominado Virus de la Tristeza de los Citricos (Citrus Tristeza
Virus, CTV) siendo una de las enfermedades transmisibles por injerto y vectores mas importante a nivel mundial. Diversos estudios revelan que CTV es el
agente causante de la mayor y mas devastadora epidemia con resultados que han cambiado la industria de la citricultura a nivel giobal (Moreno et al., 2008).
Al momento se encuentra catalogada, desde su aparicion hace dos siglos, como la enfermedad mas destructiva y mas estudiada en citricos (Roistacher et al.,
2010). La capacidad de destruccion de CTV es tan grande, que entre 1940-50, logré matar mas de 20 millones de arboles en el Sur del Continente es decir,
Brasil, Argentina y Uruguay (Rocha-Pefia et al. 1995). Esta enfermedad ha causado la muerte de mas de 100 millones de arboles injertados sobre naranjo
amargo; un importante debilitamiento y baja productividad de varios millones mas en el mundo entero. En Espafia, donde hizo su aparicion méas
recientemente ha destruido unos 8 millones de arboles (Bar-Joseph et al., 1989b; Roistacher & Moreno, 1991; Moreno et al., 2008).

La tristeza se originé en Asia y se mantuvo alli por muchos afios en variedades resistentes, propagadas por cortes. Luego, se establecieron nuevas éreas de
citricultura en otros continentes utilizando semillas que al inicio estaban libres de CTV, ya que el virus no se trasmite por esta via. Posteriormente, CTV fue
introducido a casi todas las areas productoras de citricos, transmitido en material de injerto infectado con el virus 0 a través de plantas enteras. Wallace y
colaboradores reportaron en 1956: “Registros encontrados en Sudafrica indican que 1400 arboles de naranja Lue Gim Gong injertados en limén rugoso fueron
exportados a Argentina en julio de 1930; seguido por una exportacion de 250 Navels, 500 Vatencias, 350 Lue Gim Gong y 100 Ruby en limén rugoso un afo
después” (Extraido de Roistacher et al., 2010).

CTV pertenece al género Closterovirus dentro de la familia Closteroviridae (Bar-Joseph et al., 1979). Como todos los miembros de esta familia, los viriones
presentan una capside formada por dos proteinas que se ensamblan formando una estructura helicoidal de morfologia filamentosa (2000 x 11 nm). El genoma
esta formado por una molécuta de ARN simple de polaridad positiva, de 19.3Kb aproximadamente, que presenta doce marcos abiertos de lectura (Open
Reading Frames, ORF) y que codifican para diecisiete productos proteicos. En sus extremos 5’y 3’ se encuentran dos regiones no traducidas (5'y 3'
Untranslated Regions, UTR) de 107 y 273 nucledtidos, respectivamente (Agranovsky, 1996; Febres et al., 1996). Estas regiones se caracterizan por presentar
estructuras secundarias complejas involucradas en la replicacion viral. La region 3' UTR es la mas conservada de todo el genoma viral mientras que la regién
5' UTR es la mas variable, llegando a tener en ocasiones valores de identidad menores al 50% entre las diferentes estirpes. Este aspecto de la region 5’ UTR
ha permitido diferenciar y clasificar a CTV en tres grupos (I, Il y lll} con una identidad de secuencias intra-grupo superior al 88% y con identidades inter-grupo
del 55-57% entre los grupos | y II, 62-64% entre los grupos I y ll, y 44-45% entre los grupos | y lil (Lopez et al., 1998).

Otros estudios que involucran anlisis de secuencia de la region 5’ UTR, han revelado que la mayoria de las estirpes pertenecientes al grupo Ill, son en
general asintomaticas o menos agresivas, pero, cuando ademas se detectan estirpes pertenecientes a los grupos ! y Il 0 ambos, éstos se corresponden con
fenotipos muy severos (Lopez et al., 1998).

Mediante un estudio filogenético realizado con secuencias completas de siete aislados de CTV, Morenoy colaboradores clasificaron al virus en tres grupos
bien diferenciados: uno que incluye a los aistados mas agresivos, otro que incluye aislados esencialmente asintomaticos y un tercero formado por aislados de
virulencia intermedia (Moreno et al., 2008). También se ha logrado agrupar mediante el anlisis de secuencias parciales de tres genes del virus en estas
mismas tres categorias, de acuerdo a su virulencia, en un estudio realizado en Argentina en 2008. En este trabajo se utilizaron regiones de los genes
codificantes de las proteinas de capside p25 y p27, siendo la primera la proteina mayoritaria, y también el gen p23 que esta involucrado en el silenciamiento
por ARN interferencia (Iglesias et al., 2008). Sin embargo, al igual que otros virus con genoma de ARN, los aislados de CTV estan compuestos por una
poblacion de variantes de secuencia, a veces muy divergentes, que complica la asociacion de los sintomas con variantes especificas de secuencia (Rubio et
al., 2001; Aylion et al., 2006).

Recientemente, ha habido un cambio en la clasificacién de CTV, basandose en resultados obtenidos por andlisis de secuencias parciales 0 genomas
completos. En lugar de la clasica clasificacion en tres grupos de viruiencia suave, intermedia y severa, se han obtenido, mediante analisis filogenéticos, seis
genotipos de los cuales uno corresponde a las cepas suaves, otro a las de virulencia intermedia y los restantes cuatro genotipos estarian agrupando cepas
severas con diferencias a nive! de secuencia y de sintomatologia (Biswas et al., 2012; Matos et al., 2013). Esto refleja una gran divergencia entre las cepas
severas existentes a nivel mundial. Dada la gran variabilidad mostrada por CTV, se ha estipulado que la Unica forma de controlar el virus, es mediante la
identificacion y aislamiento de una cepa suave local para pre-inmunizar e! arbol antes de ser liberado a campo y generar resistencia de esa manera a una
super infeccién por cepas severas de fa enfermedad (Roistacher et al., 2010).

Aunque existen aislados de CTV esencialmente asintomaticos, se ha descrito la existencia de sintomatologia con distintos grados de severidad causadas por
CTV que van desde las mas leves a las mas severas. La mayoria de los aislados pueden causar uno o mas de los siguientes sintomas: i) necrosis de células
del floema de plantas injertadas sobre naranjo amargo debajo de la unién injerto-pie (Tristeza), ii) enanismo y acanaladuras en la madera de lima, pomelo o
naranjo dulce ("stem pitting", SP) y iii) enanismo y amarilleo de plantas francas de limonero, pomelo o naranjo amargo ("seedling yellows", SY). El tipo e
intensidad de los dafios provocados por la tristeza en el campo depende de las especies infectadas, del patron sobre el que estan injertadas, del aislado de
CTVy de las condiciones ambientales (Grant & Costa., 1951, Roistacher & Moreno., 1991; Roistacher et al., 2010).

Uno de los problemas mas grandes en cuanto a la dispersion de CTV consiste en el hecho de que es transmitido por el afido negro de los citricos (ANC),
Toxoptera citricida Kirkaldy, el que actualmente se sabe esta ampliamente distribuido a nivel global y afecta la mayoria de los paises productores de citricos
(Rocha-Pefia et al 1998). Se cree que el origen del ANC es el sureste de Asia (Rocha-Pefia et al., 1995). Otros afidos, del género Aphis, también son capaces
de transmitir CTV de una planta a otra, sin embargo, de acuerdo a un estudio realizado por Yokomi y Dansteegt en 1991, la eficiencia de estos ultimos es
entre un 83 y 96% menor que la de T. citricida en transmitir la enfermedad (Yokomi & Dansteegt, 1991). Entonces, el ANC no solo daiia los citricos en forma
directa al alimentarse sino, lo que es mas importante, transmite eficientemente las razas més severas del CTV (Rocha-Pefia et al., 1995).

Ofro virus de gran impacto en la industria citricola es el virus de la psorosis de los citricos (Citrus Psorosis Virus, CPsV), especie tipo del género Ophiovirus
(Milne et al., 2000). Es el agente causal de la Psorosis, una enfermedad transmisible por injerto extremadamente perjudicial para los citricos (Martin et al.,
2004). Los viriones de CPsV son filamentos de 3-4 nm de diametro que mediante centrifugacién en gradiente de densidad se han separado particulas de dos
tamafos, cortas (300-500 nm) y largas (1500-2500 nm) (Garcia et al., 1994). EI genoma viral esta compuesto por tres moléculas de ARN simple hebra de
polaridad negativa cubierto por la proteina de capside (Garcia et al., 1991; Navas-Castillo, 1995). Et ARN viral 1 tiene un tamafio de 8184 nucledtidos y su
hebra complementaria (vcRNA) contiene dos ORF que codifican para una proteina de 24 kDa de funcién desconocida y para la ARN polimerasa ARN
dependiente (Naum-Ongania et al., 2003). Et ARN 2, de 1644 nucleétidos, codifica en su veRNA una proteina de 54 kDa con ninguna similitud a otras
proteinas conocidas (Sanchez de la Torre et al., 2002). Por ultimo, la molécula de ARN viral 3 con una longitud de 1454 nucledtidos, codifica para ia proteina
de capside (CP) de 48.6 kDa (Barthe et al., 1998; Sanchez de la Torre et al., 1998).

La presencia de descamaciones en la corteza del tronco y ramas de los arboles afectados es el sintoma mas caracteristico de la enfermedad. Los sintomas
se inician generalmente cuando el arbol tiene 10-15 afios, con pequefias lesiones en la corteza, que se agrandan paulatinamente hasta cubrir parcial o
totalmente el tronco y ramas. Estas lesiones se levantan, se secan y finalmente se van desprendiendo dando lugar a descamaciones (Roistacher, 1991,
1993).

Como se menciond previamente, la psorosis es una enfermedad que se transmite por injerto. Una vez hecho el injerto con una yema infectada por CPsV, la
planta puede permanecer con fa enfermedad latente durante muchos afios y las yemas que se extraigan de una planta con enfermedad latente originaran
plantas enfermas.

Oftros agentes que producen importantes pérdidas econémicas en los citricos de todo el mundo son los viroides. Los viroides son los agentes infecciosos mas
peguerios del mundo, descritos hasta ahora, y difieren de los virus en su estructura molecular y en que no presentan cubierta proteica. Son ARNs pequeiios
(246-401 nucledtidos) simple hebra, covalentemente cerrados, que se replican en sus huéspedes vegetales provocando enfermedades. Presentan replicacion
auténoma y dependen de interacciones con factores del huésped para completar su ciclo infectivo (Flores et al., 2005a). Como son de pequeiio tamaiio, el
genoma completo puede ser amplificado en una Unica reaccion de RT-PCR. Esta aproximacion ha sido extremadamente atil para la clonacién y
secuenciacion de viroides, y al momento, un gran nimero de secuencias estan disponibles en las bases de datos. Se clasifican de acuerdo a sus propiedades
biolégicas y moleculares en dos familias: Pospiviroidae que incluye cinco géneros (Pospiviroid, Hostuviroid, Cocadviroid, Apscaviroid y Coleviroid) y
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Avsunviroidae con los géneros Avsunviroid y Pelamoviroid (Fiores et al., 2005b). Los miembros de la familia Pospiviroidae presentan algunas caracteristicas
como estructura en forma de varilla con cinco dominios estructurales (terminal izquierdo, patogénico, central, variable y terminat derecho) y una regién central
conservada (CCR) con el dominio central (C); carecen de actividad ribozima y la replicacién ocurre en el nicleo mediante un mecanismo de circulo rodante
asimetrico. Por otro lado, los miembros de la familia Avsunviroidae carecen de un CCR, son capaces de autoclivarse en ambas hebras a través de ribozimas
“cabeza de martillo” y se replican en los cloroplastos por el mecanismo de circulo rodante simétrico (Flores et al., 2005a).

Los citricos son huéspedes naturales de cinco especies de viroides, incluyendo al "Citrus Exocortis Viroid" (CEVd) que es el agente causal de la enfermedad
Exocortis (Semancik et al., 1972; 1988). Dentro de esta especie de viroide se han documentado variantes con motivos especificos de secuencia responsables
de diferencias en la patogenicidad (Reanwarakorn & Semancik, 1998). CEVd pertenece al género Pospiviroid y presenta una longitud de 371 nucledtidos
(Flores et al., 2005b).

La Exocortis se manifiesta como la aparicién de escamas y grietas verticales en la corteza, manchas amarillas en los brotes tiernos y enanismo, en especies
sensibles. Existen aislados suaves, moderados y severos de la enfermedad. Los aislados severos inducen clorosis en las hojas y retardo en el crecimiento,
pudiendo llegar a causar la muerte del arbol.

Las plantaciones citricolas comerciales en Uruguay, hasta la década de los 40, se encontraban injertadas sobre un patrén de naranjo amargo (Citrus
aurantium L.), variedad citrica tolerante a viroides. Sin embargo, la aparicién de razas severas de CTV generé una pandemia a nivel mundial afectando
variedades citricas injertadas sobre este portainjerto (catalogado como susceptible a este virus), provocando la muerte de millones de plantas y obligando a la
sustitucion de naranjo amargo por variedades alternativas que se comportaran de manera tolerante a CTV (Bar-Joseph et al., 1989b). De esta manera,
aproximadamente el 90% de las plantas citricas nacionales, se establecieron con el patron Poncirus trifoliata L. Raf y sus hibridos Citrumelo y Citrange
Carrizo y Troyer, los cuales son variedades tolerantes a CTV pero altamente susceptibles a las infecciones por viroides. Fue asi que, la propagacién de
material infectado con viroides que logré escapar al Programa de Saneamiento de la época, la replicacién clonal no autorizada que practican algunos
productores y la contaminacion entre plantas por herramientas de poda en montes de produccion determiné una importante diseminacién de los viroides en el
éarea citricola del Uruguay.

Se estima que las perdidas economicas en el sector citricola nacional causada por los mencionados agentes son muy importantes, llegando a un 30 %
(Bertaimio et al. 2012). Los métodos de deteccion utilizados actualmente para el diagnéstico y caracterizacion son el "testaje biologico”, el cual es costoso,
consume mucho tiempo, pero es eficiente. A su vez, no existen datos respecto a la distribucidn y prevalencia de dichas enfermedades en el pais, lo cual
consideramos de gran importancia para establecer planes de manejo adecuados en las distintas zonas citricolas del pais.

Por lo previamente expresado y fundamentado, se justifica generar acciones que permitan realizar aportes trascendentes al sector citricola nacional. En el
presente proyecto proponemos la deteccion del Virus de la Tristeza de los Citricos mediante la utilizacién de herramientas moleculares (RT-PCR) previamente
optimizadas en nuestro laboratorio y el posterior estudio de su organizacion poblacional mediante clonacién, con el fin de establecer su epidemiologia. A su
vez se propone el diagndstico mediante RT-PCR del virus causante de la Psorosis y del viroide responsable de la Exocortis. Estas metodologias seran de
gran utilidad para el sector citricola del Uruguay, y factibles de ser incorporadas como una poderosa herramienta diagnostica en el Programa Nacional de
Saneamiento de Citrus.

A su vez, diversos paises realizaron en la Ultima década estudios moleculares masivos de campo que permitieron caracterizar el grado de afectacion de los
cultivares citricos por los mencionados patégenos y éstos han ayudado a disminuir ta incidencia, mejorar el manejo y los niveles de produccion (Zanek et al.,
2008; Ghazal et al., 2008). Por lo previamente expuesto se justifica la necesidad de realizar estudios similares en Uruguay y proponemos utilizar metodologias
moleculares de ultima generacién a fin de detectar, caracterizar y regionalizar todos éstos patdgenos.

En nuestro pais y en la region CTV es endémico y esta presente el vector transmisor Toxoptera citricida (Bentancourt, Carlos M, Com. 1999). Debido a ello
entendemos que realizar estudios moleculares en profundidad de aislados de CTV provenientes de razas asociadas a distintos grados de severidad y a
distintas variedades citricas de todo el pais, es de suma importancia. Hasta el momento, no hay trabajos que utilicen técnicas de biologia molecular y el
estudio de anlisis de secuencias para el estudio de CTV en el pais. Es de destacar que los resultados de este proyecto seran de gran utilidad para los
productores y entidades de vigilancia sanitaria, ya que ofreceran las bases para el desarrolio de planes de control especificos, rapidos y precisos. A su vez, se
generaran datos de gran importancia que seran utilizados en la implementacion de un Programa de Proteccion Cruzada, a fin de controfar la Tristeza en los
citricos del Uruguay.
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Se plantea que el periodo de duracion del proyecto sea 3 afios, comenzando en abril de 2014. La estrategia involucra el trabajo colaborativo directo entre el
Sector Productivo y el laboratorio proponente. El Sector Productivo, aportara la logistica de coleccion de muestras en las zonas citricolas més relevantes del
pais, realizara asesoramiento técnico a nivel de campo y aportara datos para encuesta. Se propone que el periodo de colecta sea durante los primeros 30
meses de duracién del proyecto. Se definiran 5 zonas para el relevamiento, las cuales comprenden los departamentos de: Salto; Paysandu-Rio Negro; San
José; Rivera y Canelones-Montevideo. Hemos incluido en el equipo de trabajo a un colega que es Dr. en matematica y su especialidad es la estadistica, y ha
sido quien en base a datos reales existentes en la publicacién N° 299 “Encuesta Citricola-2011, del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca, ha realizado
un estudio exhaustivo y ha determinado ei nimero de muestras a estudiar, teniendo en cuenta las areas geograficas y variedades. Para que el muestreo sea
estadisticamente significativo y se pueda proyectar al resto del pais al finalizar el estudio, se utilizara un intervalo de confianza del 95% y una tolerancia de
error del 3%. Basados en estos célculos el tamafio muestral (N) asciende a un total de 1068 plantas, el cual se repartira de manera proporcional segin region
y tipo de planta y en cada quinta seleccionada se realizara un muestreo simple. Se tomaran en cuenta plantas sanas como plantas con sintomas de
enfermedades. Se colectaran muestras de naranja del grupo Valencia y Navel, mandarinas det grupo de las Clementinas y también de limén. Para el
procesamiento estadistico de los datos se contratara de manera transitoria un asesor técnico estadista y un asesor del proyecto. El muestreo ira
acompafado de una “encuesta de situacion” que incluira datos: variedad, edad, densidad, zona geogréfica, produccion, estado general de la planta y predio,
clima, manejo, etc. Se analizaran todas las muestras, se obtendran resultados y conciusiones de cada region a fin de establecer el grado de afectacién. Se
trazaran nuevas perspectivas y acciones.

En paralelo se realizaran reuniones de avance, trimestrales o semestrales, con las empresas involucradas en el proyecto para actualizacién y coordinacion de
siguientes acciones.

Luego por todo el periodo se contrataran dos técnicos para los estudios de laboratorio, con cargos correspondientes a un grado 1 con 40 horas semanales y
otro cargo grado 1 de 20 horas semanales. En cuanto a la metodologia a utilizar en el laboratorio se procedera de la siguiente manera: La extraccion del ARN
se realizara a partir de hojas colectadas mediante la utilizacién de kits comerciales. Luego de obtenido el ARN se realizara la sintesis de ADN copia (RT)
mediante la utilizacién de primers randémicos para el posterior analisis de los diferentes patégenos. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
realizara para distintos genes de los distintos virus. Para el caso de CTV se analizaran los genes p20, p23 y p25, ampliamente utilizados en la literatura para
el diagnéstico y caracterizacion. Para CPsV se amplificara un fragmento de 411 pb de la proteina de capside y para la deteccion del viroide de la Exocortis se
amplificara el genoma completo dado su pequefio tamafio. Es importante destacar que debido a la elevada estructuracion secundaria que presenta este
organismo, se debe utifizar una transcriptasa reversa que funciona a una temperatura mayor que la utilizada regularmente. Luego los amplicones obtenidos
seran visualizados en geles de agarosa tefiidos con el agente intercalante GoodView®, purificados mediante la utilizacién de kits comerciales y el producto
sera secuenciado utilizando la plataforma del Instituto Pasteur de Montevideo. A partir de las secuencias se realizaran reconstrucciones filogenéticas
utilizando programas bicinformaticos: MEGA 5 (http://iwww.megasoftware.net/mega.php). Para el caso de CTV, un andlisis posterior consiste en la clonacién
de los fragmentos obtenidos. Se analizaran entre 10-20 clones por muestra para encontrar las cepas suaves de interés.

También se realizara un viaje al Instituto Valenciano de Investigacion Agraria (I.V.1.A) ubicado en Espaiia para actualizacion de procedimientos e informacion
ya que es un grupo de vanguardia en las tematicas planteadas en el presente Proyecto. Por Ultimo se realizara la difusion de los resultados obtenidos en
congresos nacionales e internacionales, asi como la publicacion de los mismos en revistas cientificas arbitradas.

Se solicitara la compra de un freezer de -80°C para conservado de muestras y la compra de reactivos de laboratorio para realizar los estudios. El monto total
estimado soiicitado es de 140.000 dolares americanos.

Para lograr el éxito en el presente proyecto y de acuerdo a los objetivos trazados, contamos con el apoyo logistico en las colectas de muestras de un grupo
muy significativo (en cuanto a areas plantadas y volimenes de produccion) de productores y técnicos; cuyo apoyo a éste proyecto ha quedado plasmado a
través de la carta anexada de la Camara de Exportadores Citricos del Uruguay, en la cual se expresa dicha voluntad.

Por otro lado y como aporte fundamental para lograr las metas planteadas, destacamos que nuestro grupo de investigacion ha logrado desarrollar
exitosamente las técnicas de RT-PCR para la amplificacion de tres genes altamente informativos de CTV (Iglesias et al., 2008), y también poseemos
experiencia importante en realizar los respectivos estudios filogenéticos para establecer la severidad de las estirpes. De la misma manera, hemos
desarrollado la técnica de RT-PCR para la deteccion de CPsV (Roy et al., 2005) y CEVd (Bernard et al., 2006).

Se desarrollaran en el marco del presente proyecto las respectivas metodologias moleculares para la deteccion del virus Satsuma Dwarf y los siguientes
viroides: Cachexia "Hop Stunt Viroid" (HSVd), “Citrus bent leaf viroid (CBLVd), Citrus viroid IIl (CVd-iil) y Citrus viroid IV (CVd-IV).

El proyecto se centrara en el estudio de CTV y su caracterizacion genética para establecer severidad y en la deteccion de CPsV y el viroide CEVd. Pero se
tendra al final del proyecto las metodologias desarrolladas para la deteccién de todos los patégenos previamente mencionados.

A su vez, es importante destacar que nuestro recientemente creado laboratorio, cuenta con toda la tecnologia necesaria para llevar adelante dicho proyecto.
También contamos con un equipo multidisciplinario robusto conformado por bioquimicos, bidlogos, ingenieros agrénomos, estadista y especialistas en

produccion citrica.
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ONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA 1FPTA)
. o | Materiales y Métodos . . v .
EI laboratorio de Vlrologla Molecular fundado en2010y fun<:|onando desde marzo de 2011, ubicado en la sede Regional Norte de la Universidad de la
Republica en el departamento de Salto, posee todo el equipamiento y la infraestructura necesaria para desarrollar el presente proyecto, posee un area fisica
total de 40 metros cuadrados. Cuenta con 2 areas principales fisicamente separadas: en el area nimero 1 o “zona limpia” hay tres sub-areas definidas a)
camara aséptica (con UV) donde se preparan los mixes para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), b) una segunda camara aséptica (con UV)
donde se preparan los mixes para la transcripcion reversa (RT) y ¢) una camara de bioseguridad Clase |1 Tipo B2, que permite trabajar de acuerdo a las
normas de bioseguridad nivel Ii, destinada exclusivamente para fa extraccion de acidos nucleicos procedentes de muestras potencialmente infectadas. En
ésta “zona limpia” también hay un termociclador que se utiliza especificamente para realizar las RT, hay 3 heladeras con freezer, 1 bafio seco, 1 bafio
himedo con agitacién, 6 juegos de micropipetas, microcentrifuga refrigerada y utilitarios menores. Luego en el area nimero 2 o “zona sucia” hay 4 equipos de
PCR de tiempo final, dos de ellos son de gradiente y hay un equipo de PCR en tiempo real, también aqui hay una camara aséptica (con UV) para purificar
productos de PCR, todo el equipamiento para las electroforesis en agarosa y acrilamida (2 de c/u), 1 procesador de imagenes, 1 bafo seco, 2 heladeras con
freezer, 5 juegos de micropipetas, 1 microcentrifuga y utilitarios menores.
Se cuenta a su vez con una sala anexa para realizar fa clonacién de ADN y la cual cuenta con 1 camara de bioseguridad Clase Il Tipo B2, una estufa de 37°C,
1 bafio himedo, micropipetas, mecheros, y utilitarios menores. Se cuenta con otra zona en la que hay 4 escritorios, 4 computadoras, 1 impresora.
En cuanto al muestreo se realizara de la siguiente manera: seglin datos del MGAP de! afio 2010 en el Uruguay habia 7.446.000 arboles de citricos, sin contar
pomelos. De éstos, 3.485.000 corresponden a naranjas, 3.173.000 a mandarinas y 788.000 a limones. Para realizar un muestreo sobre el total de arboles
consideramos ciertos estratos, segun tipo de planta y region del pais:
. Naranja en Salto, Paysand( y Rio Negro, San José, Canelones y Montevideo, y Rivera.
. Mandarina en Salto, Paysandi y Rio Negro, San José, Canelones y Montevideo, y Rivera.
. Limon en Salto, Paysandu y Rio Negro, San José, Canelones y Montevideo, y Rivera.
No se cuenta con informacién previa sobre la presencia y distribucion del virus en cada estrato, por (o cual no se tiene en cuenta para el tamario global de la
muestra pero se espera que esta division disminuya el error de muestreo. La muestra sera de 1068 arboles, que estaran repartidos proporcionalmente en los
estratos de la siguiente manera:
. 190 plantas en el sur (43 de naranjas, 61 de mandarinas y 86 de limones)
. 878 en el norte (457 de naranjas, 394 de mandarinas y 27 de limones)
Dentro de cada estrato se hard un muestreo aleatorio simple. Este tamario muestral asegura que al 95% de confianza, el porcentaje estimado de arboles
infectados diferira del real en menos de 3 unidades porcentuales.
El procedimiento a realizar en el laboratorio durante el proyecto sera como sigue:
1)  Colecta de muestras durante 30 meses en las zonas detalladas previamente. Se tomaran partes de distintas hojas de un mismo arbol, mediante un
sacabocado, para abarcar la mayor distribucion del virus en la planta. La mezcla de trozos de hoja sera considerada como una Gnica muestra.
2)  Extraccion de acidos nucleicos con el Plant RNA mini kit de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada 5 muestras se colocara un control
negativo de extraccion (planta sana) para validar todo el proceso.
3)  ElcDNA se realizara con primers randémicos para CTV y CPsV y se utilizara la enzima retrotranscriptasa SuperScript Il (Invitrogen) segun
especificaciones del fabricante. Para el caso de CEVd se realizara el cDNA con el primer especifico CEVd-RT 5-CTTCCTCCAGGTTTCCCCGGGGATCCC-3
y la enzima que se utilizara sera la ThermoScript (Invitrogen) ya que funciona a 60°C, seg(n condiciones descritas por Bernad y colaboradores (Bernad et al.,
2006).
4) Analisis de las muestras por PCR de acuerdo a protocolos de Roy et al., 2005 para CPsV; Rubio et al., 2001 e Iglesias et al., 2008 para CTV y Bernad
et al., 2006 para CEVd. Se adjunta archivo con una tabla donde se describen los primers a utilizar para cada regién junto con sus respectivas secuencias, asi
como la referencia donde fueron citados.
5)  Secuenciacion automatica bidireccional de las muestras positivas en la plataforma del Instituto Pasteur de Montevideo. Editado de secuencias utilizando
programas bioinformaticos como el TagMan del paquete DNASTAR.
8) Estudios filogenéticos de las muestras utilizando cepas de referencia obtenidas del GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) para comparar con
las secuencias obtenidas, utilizando el programa Mega 5 (Tamura K. 2011; http://www.megasoftware.net/mega.php).
7)  Determinacion de grados de severidad de CTV de acuerdo a resultados de los estudios filogenéticos.
8)  Clonacién de los fragmentos de los genes de interés de CTV. Se analizaran entre 10 a 20 clones de las muestras potenciales de presentar variantes
suaves. Se utilizaran células competentes E. coli DH5a (Invitrogen) y el kit de clonacion CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) segun las indicaciones
de los fabricantes.
9)  Secuenciacion y andlisis filogenéticos de los clones obtenidos. Mediante analisis de secuencias, comparando con cepas de referencia de la regidn y el
mundo, se intentara discernir la severidad de los clones.
10)  Construccion de tablas de datos por region con toda la informacién obtenida. Analisis estadisticos de los datos y su correspondiente interpretacion.
11)  Construccién de mapa geografico nacional con regionalizacién de patogenos en citricos.
12) Conclusiones y perspectivas.
13) Difusién de resultados en congresos nacionales e internacionales y publicacién de los mismos en revistas cientificas arbitradas. Escritura de informe de
difusion con los resultados obtenidos y su utilidad para los productores con eI ﬁn de informar las herramientas disponibles para el sector.

Los resultados del presente proyecto seran presentados en forma escrita a fin de ser publicados en rewstas nacionales e mternamonales Se realizara la
presentacion en eventos, jornadas, congresos o simposios.

La estrategia mas importante a implementar tiene que ver con el mecanismo de difusién a utilizar a fin de liegar al Sector Productivo en su totalidad. La
participacion del Sector en éste proyecto es de central importancia por tanto el acceso a los datos también. Una de las estrategias es preparar un informe
didactico y conciso, el cual seria enviado por email a todos aquellos que lo deseen leer. También se realizaran al menos dos jornadas de difusion e
intercambio de conocimientos y experiencias con técnicos y productores.

{NIA Direccién Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
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Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:

Los resultados de presente proyecto generaran conocimiento que le permitira a los
productores disminuir las pérdidas y la incidencia de éstas enfermedades, a través
del mejoramiento en el manejo. Las pérdidas econémicas para el sector a nivel
nacional son actualmente del 30 %, se plantea que éste proyecto puede disminuir
las mismas inicialmente en un 10%. Se contribuir4 de manera sustantiva al sector
citricola asi como directamente a INIA, en que se podra contar a nivel nacional con
metodologias modernas altamente confiables en términos técnicos, que permiten
no solo la deteccién sino que también la caracterizaciéon molecular de una
importante gama de patégenos. Dichas metodologias contribuiran fortaleciendo al
actual Programa de Saneamiento de Citricos que ha desarrollado INIA. Estas
metodologias podran ser trasferidas a INIA y/o puestas al servicio de los
productores que asi deseen acceder a ellas y también al Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca.

Los datos generados en el presente proyecto permitiran mejoras en el manejo a
nivel de campo por parte de los productores. Estos cambios se veran reflejados en
el aumento de la calidad y cantidad de fruta colectada a lo largo de las regiones
citricas del pais. En el mediano plazo, los datos del presente proyecto podran ser
utilizados para un futuro programa de proteccién cruzada, cuyo éxito permitira
mejoras sustantivas en la calidad y cantidad de frutos.

Los resultados del presente proyecto colaboraran directamente en mejorar la
calidad de Ia fruta y los volimenes de produccién. Hoy en dia se ha abierto la
posibilidad de exportar a mercados muy competitivos y demandantes como lo es
Estados Unidos, por lo cual lograr mejoras importantes a nivel calidad/cantidad es
esencial.

El presente proyecto aportara informacion que servira directamente en mejorar la
calidad y cantidad de fruta, ello directamente mejorara en el mediano y largo plazo
los ingresos a nivel econdmicos del sector y por tanto también tendra un impacto
altamente positivo para el pais.

jmpactos 8

ociales

Variable
Afectada:

Capacitacién
Técnica

Comentarios:

Se formaran recursos humanos entrenados en la deteccion de virus y viroides en
citricos utilizando métodos de biologia molecular. Se extendera dicha formacion a
técnico de INIA.

Se contara al final del proyecto con recursos humanos formados y con gran
experiencia en el tema.

Impacto: |1
Impacto: |1
Impacto: |1
Impacto: |1
Impacto: |2

impactos Ambientales

INIA Direccién Nacional
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El presente proyecto contribuird a
solucionar en el mediano y largo
plazo problemas productivos
causados por virus y viroides que
generan actualmente importantes
pérdidas en el Sector Productivo
Citricola del Uruguay. Estos
problemas han sido resueltos en
otros paises del mundo utilizando
estrategias como la presentada
en éste proyecto y por ello
entendemos que éste proyecto
generaréa contribuciones sin
precedentes en el pais . Se
contribuira al desarrollo tanto
productivo como biotecnoldgico.
En el caso particular de CTV se
generaran datos de gran
importancia sobre la severidad de
las estirpes a nivel nacional y
regional. Estos datos seran de
gran utilidad en el mediano y
largo plazo, para trabajar en
establecer un futuro programa de
proteccion cruzada.

El proyecto contribuira al control
de enfermedades en un sistema
vegetal intensivo como lo es el
cultivo de citricos mediante el
desarrolio y utilizaciéon de
metodologias moleculares.
Mediante la difusion de
resultados se contribuira al
manejo de informacién
actualizada por parte de los
técnicos y productores, lo cual
también contribuira al fin
mencionado.

En el largo plazo los resultados
del presente proyecto contribuiran
a mejorar la produccién citricola
nacional.

Indicadores

Los indicadores seran la
obtencion de todos los
resultados esperados en el
presente proyecto. El principal
indicador se vera reflejado en el
aumento de la produccion
citricola en el mediano y largo
plazo. Por tanto los datos que
se obtengan en el presente
proyecto podran tener un
impacto en aumentar al menos
un 10% la produccion actual.
Otro indicador muy ambicioso
pero posible de realizar sera la
concrecion de un programa de
proteccién cruzada a nivel
nacional, a lograrse en el
mediano y largo plazo. Esto
tendré un impacto directo en el
aumento de la produccién
citrica nacional. Otro indicador
serd que dichas tecnologias
podran ser transferidas e
incorporadas por el actual Plan
de Saneamiento Citricola de
INIA, De la misma manera en el
mediano plazo el MGAP
también podra contar con
dichas herramientas.

‘Medio de Verificacion:

Se verificara la presencia/ausencia
de los patbgenos mencionados en
la presente propuesta mediante ia
utilizacién de la metodologia
molecular RT-PCR.

Para el caso de CTV se realizaran
a su vez estudios filogenéticos
mediante la utilizacién de
programas biocinformaticos,
utilizando secuencias de ADN de
las cepas circulantes en el pais,
con el fin de identificar la severidad
de las mismas.

FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Supuesto

Se trabajara para la concrecion de
los objetivos planteados.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Proposito El propdsito del proyecto sera Los indicadores seran la Los medios de verificacion del Se trabajara para la concrecion de
lograr conocer en profundidad el obtencion de todos los Propésito se realizaran mediante la los objetivos planteados.
grado de afectacion que los resultados esperados en el entrega de informes, publicaciones,
patégenos de origen viral y presente proyecto. El principal presentacion en congresos y
viroida! producen en las distintas indicador sera lograr estudiar el jornadas de difusion de datos con
regiones citricolas del Uruguay. numero establecido de el sector productivo e INIA.

Estos conocimientos produciran muestras en el tiempo

en el Sector Productivo cambios establecido, y lograr su

de comportamiento en el manejo caracterizacién molecular de
a nivel de campo de los cultivos manera precisa.

citricos, y en el ingreso seguro de De la misma manera sera un
nuevas plantas a los predios, a fin indicador la concrecién de
de evitar la diseminacion de las jornadas con el sector
mencionadas enfermedades. productivo en la que se
También generara un cambio en informara sobre los avances y
cuanto al acceso a nuevas resultados obtenidos. También
tecnologias para testear sus un indicador seran la o las
cultivos. Otro de los propdsitos publicaciones a realizarse.
sera el desarrollo de

metodologias moleculares

altamente sensibles y

especificas, las cuales

conformaran un componente y

producto fundamental que éste

proyecto generara. Estas

metodologias podran ser

utilizadas en el futuro por el

Sector Productivo para el controi

de sus enfermedades, ya que

actualmente no existen en el pais

metodologias de éste tipo para

ese proposito. De la misma

manera éstos desarrolios

metodolégicos podran ser

utilizados, transferidos o incluidos

en el Programa Nacional de

Saneamiento de Citricos, asi

como por otros potenciales

usuarios. Ello permitira la

continuidad det monitorec de

nuevas plantas o nuevos predios.

Otro de los propositos es difundir

los resultados obtenidos

mediante de la manera mas

amplia posible: publicaciones,

presentaciones, jornadas, informe

técnico; ésto permitird contribuir

directamente al fin.

Componente Otro producto a obtener es la Se publicaran los resultados Se verificara el componente a Se espera cumplir con o
e publicacion y difusion de obtenidos en revistas arbitradas través de las publicaciones, establecido en el componente, a
resultados obtenidos. También la nacionales e internacionales, jornadas y congresos, previamente fin de lograr la respectiva
presentacion en congresos, asi como también se realizara la descritas. concrecion del proyecto.

escritura de un informe para el difusién de los resultados en

Sector Productivo y jornadas de congresos. Se informaréa al

presentacion de resuitados. sector productivo de los
resultados para que puedan ser
implementados en programas
de manejo y mejorar de esta
manera la produccién citricola
nacional.

Componente Desarrollo de técnicas de biologia Amplificacion de los genomas Los productos amplificados se Dada la experiencia previa en la
molecular para la deteccion de completos de los viroides visualizaran en geles de agarosa. implementacion de metodologias
los siguientes viroides; Hop Stunt mencicnados previamente. de deteccion de viroides se
Viroid (HSVd), Citrus bent leaf espera no tener inconvenientes en
viroid (CBLVd), Citrus viroid Ill fa puesta a punto de las
(CVd-Iii) y Citrus viroid IV metodologias propuestas en el
(CVd-IV). presente proyecto.

La metodologia de deteccién para
Citrus Exocortis Viroid (CEVd) ya
se ha desarrollado en nuestro
laboratorio.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA

Componente Desarrollo de técnicas de biologia Se espera obtener mediante Se visualizaran los amplicones Se espera establecer las
molecular para la deteccion y RT-PCR, la amplificacién de los mediante la utilizacion de geles de metodologias planteadas para
caracterizacién de los siguientes productos con el tamafio agarosa. lograr asi la concrecion de ios
virus: CPsV y Satsuma Dwarf. esperado. Se utilizaran los objetivos del proyecto. Cabe
CTV ya se ha desarrollado en correspondientes controles destacar que no se espera que
nuestro laboratorio. positivos y negativos para ocurran dificultades en la

validacién de la metodologia. estandarizacion de la técnica
dada la previa experiencia en la
deteccion de CTV mediante
RT-PCR.

Componente Estudio de la severidad de las Obtencién de los productos de La amplificacion de los productos Se espera obtener productos de
cepas virales para CTV en las PCR del tamafo esperado se visualizara en geles de agarosa PCR y secuencias de los mismos
distintas muestras obtenidas, correspondientes a cada uno de tefidos con el agente intercalante de buena calidad para poder
mediante amplificacion y los genes, para su posterior GoodView. La calidad de las realizar los estudios planteados
secuenciacion de 3 genes: p23, secuenciacion y estudio secuencias se verificara a través de en el proyecto.
p25, p20. filogenético. cromatogramas y los andlisis

filogenéticos se obtendran
mediante programas
bioinformaticos.

Componenta Evaluacién de la incidencia a Se evaluara la El estado de la planta se verificara Se espera poder determinar el
nivel regional de los distintos presencia/ausencia de cada mediante la utilizacién de las estado de cada patoégeno en cada
patoégenos estudiados de acuerdo patdgeno en cada especie de metodologias moleculares planta analizada con el fin de
a la especie de pilanta analizada. planta y se establecera la previamente descritas para obtener informacién proveniente

distribucién de los mismos a establecer la presencia/ausencia de de todo el pais y asi poder realizar
nivel pais y por especie citrica. los patégenos. Los datos se un informe completo de la
analizaran usando herramientas situacion nacional.
estadisticas.
Componente - | Muestreo y estudio durante el Obtencién de las muestras para Se verificara mediante la obtencién Se realizara el muestreo con la
' “™| periodo de dos afios, de 1068 procesar durante el transcurso de la materia prima para la colaboracion de la Camara de
plantas procedentes de Rivera, del proyecto. posterior realizacion de la Exportadores de Citrus del
Salto, Paysandu, Rio Negro, extraccion del ARN y los Uruguay, por lo que no se
Florida, Canelones, Maidonado, procedimientos sucesivos. Como esperan inconvenientes en la
Colonia y Montevideo. producto final del proceso se recoleccién de las 1068 muestras
obtendran las secuencias a analizar.
correspondientes a los distintos
patégenos a estudiar en la presente
propuesta.

Componente Obtencién de resultados y Se analizaran los datos y se Se verificara el componente Se espera que la redaccion de fos
conclusiones con soporte obtendran conclusiones al mediante la redaccion de informes. informes sean de utilidad para el
estadistico a fin de que puedan respecto para que puedan ser sector productivo citricola
ser utilizados por el MGAP y por utilizadas en planes de manejo nacional.
el Programa Nacional de de los cultivares. A su vez se
Saneamiento de Citrus. propondran perspectivas para

seguir mejorando la citricultura
del pais.

Components Se utilizaran las metodologias Lograr la deteccidon y Se verificard mediante la correcta Se trabajara para lograr cumplir
desarrolladas a fin de realizar el caracterizacion de las muestras amplificacion mediante RT-PCR de con los objetivos establecidos.
estudio y analisis de los de campo colectadas de los las muestras colectadas, validando
patégenos mencionados en las virus y viroides implicados en la la metodologia con la utilizacién de
distintas zonas citricolas del presente propuesta, utilizando la los correspondientes controles
Uruguay, con el apoyo del Sector metodologia molecular de positivos y negativos. La
Productivo. El proyecto entregara RT-PCR, y en el caso de CTV visualizacion de los resultados se
un estudio detallado y actualizado su caracterizacion filogenética a realizara en geles de
del nivel de afectacion existente fin de establecer la severidad de agarosa teflidos con el agente
en las distintas zonas citricolas las estirpes. intercalante GoodView.
del Uruguay.

‘puedan ser utilizados

Actividad: Analisis de datos
' . o ~ Descripcién

Analisis estadisticos de los datos con el fin de desarrollar conclusiones respecto al proyecto desarrollado.
’ ' Duracién

Fecha Inicio; 01/07/2015 | . FechaFin: 28/02/2017

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre

Federico Dalmao Artigas

Responsable

Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633

INIA Direccion Nacional iniadn@dn.inia.org.uy

INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 injale@le.inia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: §98 2367 7609 inia_lb@lb.inia.org.u
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 ini inia.org.
INIA Tacuaremb6 Ruta 5 Km. 386, Tacuarembo Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.org.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Instituciones Participantes ,
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Regional Norte

Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

Resultados Esperadas (Producto / Proceso Tecnolégtco)

Descripc:én Se analizaran los resultados agrupando por especie citrica y por region del pais, la distribucién de los distintos patogenos

analizados. Se entregara un informe con los mismos.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: ) 3.14-Generacion de conocimiento
Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales
Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Actlvidad Anéhsxs de las muestras

Extracmén de ARN, amplificacién del genoma por RT- PCR punflcamon y secuenmauén de cada muestra analizada para todos los virus y viroides planteados
en el presente proyecto
s Duracién

Fecha lnicio: 01/05/2014 ~ FechaFin: 30/09/2016

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

Instituciones Partlcipantas .
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Clen0|as

Resultados Esperades (Producto 1 Proceso Tacnalégico)

Descripcion: E! entregable sera un archivo con el procesamiento total de las muestras para todos los patdgenos implicados en el presente
proyecto.

Tipo: 3-Desarroilo de tecnologias, productos y procesos

Categoria; 3.13-Sistemas de Informacion

Indicador; 3.13.9-Algoritmos

Facha de Planificacion: 30/05/2013

Actlvldad: Ané!isis de las muéstr‘as mlé'ctadas

Se realizara la busqueda de CPsV y SDV en las muestras colectadas durante toda la duracion del proyecto
i

_ Duracwﬂ .
. Fecha Inicio: 01/06/2014 Fecha Fin: 30/09/2016

Equipo Técnico Participante
Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

|nstituciones Participantes , .
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

R@sultados Esparados (Producto / Procaso Tscnolégica)

E! entregable seré obtener un archivo con la posmvudad y negatlwdad de las muestras estudiadas por region citricola para
Psorosis y en aquellas plantas con sintomas para Satsuma Dwarf.
3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Descripeién.

Tipo:

Categoria: 3.14-Generacion de conocimiento

Indicador:

Fecha de Planificacion:

3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales
30/05/2013

INIA Direccién Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy

INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 jni ini

INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@Ib.inia.org.uy.

INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_s .inia.or.

INIA Tacuarembo Ruta 5§ Km. 386, Tacuarembd Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inia.org.uy

INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: §98 4452 5701 inj inia.
www.inia.org.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Instituciones Participantes
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

Equipo Técnico Participante

Rol —Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Murioz \
Participante Maria José Benitez Galeano

Participante Luciana Burutaran

Descripcion:

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnoldgico)

El eniregable sera obtener una carpeta final que contenga los datos de positividad y negatividad por regién para los viroides en

estudio, haciendo especial énfasis en Exocortis. Para los demas viroides se realizara el estudio si la planta presenta los
respectivos sintomas.

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.14-Generacién de conocimiento
Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales

Gom

Fecha de Planificacion:

30/05/2013

Detalle de las Actividades : L :

onente: Estudio de la severidad de las cepas virales para CTV en las distintas muestras obtenidas, mediante
 Actividad: Analisis de las muestras para CTV . ’ : ‘

Descripcion

Se realizara la extraccion del ARN, el ADNcy la PCR para cada uno de los genes a analizar de CTV, para todas las muestras colectadas durante el proyecto.

Duracion

Fecha Inicio: 01/06/2014

Equipo Técnico Participante

I Fecha Fin: 30/09/2016

Rol

Nombre

Responsable

Humberto Rodney Colina Mufioz

Participante

Maria José Benitez Galeano

Participante

Luciana Burutaran

Instituciones Participantes
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

—

——— e ]

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnol6gico)

rtsy——————

Descripcién: El entregable sera obtener un archivo con el procesamiento de todas las muestras estudiadas para los 3 genes de CTV por
regién citricola.

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.12-Productos Biotecnologicos

Indicador: 3.12.1-Mapas de ligamento

Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Descripclon’

Se realizara la extraccion, el ADNc y la PCR de cada muestra para cada uno de los patégenos a analizar en la presente propuesta.

" Duracién

Fecha Inicio; 01/05/2014 ’ Fecha Fin: 01/09/2016
Equipo Técnico Participante "~ ~ w—

Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

‘ Instituciones Participantes

JUniversidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

INIA Direccién Nacionat
INIA La Estanzuela
iNiA Las Brujas

INIA Salto Grande

INIA Tacuarembd

INIA Treinta y Tres

Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
Ruta §0 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le. inia.org.uy
Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_Ib@lh.inia.org.u
Camino al Terrible, Salto Tel: 698 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 ini .inia.org.
Ruta § Km. 386, Tacuarembé Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inia.org.uy
Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 iniatt@tytinia.orq.uy
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Restltados Esperados (Produntol Proceso Tecnoldgico)
Descripcion: El entregable sera obtener una planilla que |nd1que que se han logrado analizar exitosamente todas las muestras colectadas para

cada patégeno.
3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Tipo:
Categoria: 3.14-Generacion de conocimiento
Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales

Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Actl'vidad:Anélisis estad}stiéo \ .
Descripcién

Se evaluaran los resultados mediante metodolog|as estadlsucas para poder asi obtener conclusiones.
. - Duragion
Fecha Inicio: 01/07/2015 ' Facha Ein; 28/02/2017

Equipo Técriléo Pariicipanm:ff* ‘
Rol S

Federico Dalmao Artigas

Responsable

Instituciones Participantes ;
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Clen0|as

Rasultadas Esperados {Producto / Proceso Tscno!égica)

Descnpcaén: Los resuitados obtenidos seran procesados por un espemallsta en estadtst»ca para darles robustez a fos mismos. El producto
entregable sera un informe sobre lo antedicho.

3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Tipo:

Categoria: 3.14-Generacion de conocimiento
Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales

Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Activldad Anéhsns ‘r”loenéticas

Descripeion

Utilizando las secuencias obtenidas se realizaran estudios filogenéticos de las cepas circulantes en el pais y se compararan con cepas de referencia del
mundo, con el fin de establecer el grado de severidad de las mismas.

- . Duracion . . - -
o Fenbaini_c_lo: 01/11/2016 ‘ ‘ Becha Fin: 28/02/2017 ‘
Equipo Técnico Participante
Rol Nombre
Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

instituciones Participantes
Universidad de la Republica (Ude!aR)/ Facultad de Ciencias

Resuitados Esperadss (Producto | Proceso Tecnolégico)

Descripcion: Los entregables seran un archivo con los respectivos arboles filogenéticos realizados para los tres genes estudiados de CTV y

una planilla ordenada por region y variedad con los datos de severidad.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria; 3.14-Generacion de conocimiento
Indicador: 3.14 3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales
Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Actividad: DIVUI adibn de resultados

Descripcién

Se presentaran Ios resultados en revistas nacionales e internacionales arbitradas asi como en congresos.

INIA Direccién Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 5§98 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@lg.injia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@lb.inia.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sg.inia.org.uy_
INIA Tacuaremb6 Ruta 5 Km. 386, Tacuarembd Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo(@th.inia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.

www,inia.org.uy
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. FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA) l

Duracién 3 .

Fecha Inicio; 15/12/2016 | Fecha Fin: 31/03/2017 IS
Equipo Técnico Participante = ' ; : o P ‘ I‘/
Rol Nombre )

Vi
Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Federico Dalmao Artigas
Participante Luciana Burutaran
I s = : T
Instituciones Participantes
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facuitad de Ciencias
Resultados Esperados (Producto/ Proceso Tecnolbgico) &
Descripcién: E| producto entregabie sera la publicacién de los resultados obtenidos en revistas indexadas nacionales e internacionales.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.14-Generacién de conocimiento
Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales
Fecha de Planificacion: 30/05/2013

v - - v . Detalle de las Actividades v
Componente: Desarrollo de técnicas de biologia molecular para la deteceidn de los siguisntes viroides:
Actividad: Estandarizacion de RT-PCR para viroides ‘ i

. : g : E Dascripcion

Se pondra a punto la metodologia para la deteccion de los viroides HSVd, CBLVd, CVd-Ilt y CVd-IV.

Duracién

Fecha Inicio: 01/05/2014 I Facha Fin: 01/06/2014
I Equipo Técnico Participante ' o : - : l

Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

Instituciones Participantes
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico) . ‘ v \ . : h

Descripcion: El producto entregable de la actividad sera un informe detallado que demuestre la optimizacién de dichas metodologias
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.9-Metodologia Cientifica

Indicador: 3.9.1-Protocolos desarrollados

Fecha de Planificacion: 30/05/2013

resultados y conclusiones con 5o

Actividad: Informe de resultados :
: - Descripcién
Se escribiran informes con los resultados obtenidos para presentar al sector productivo, asi como también al MGAP, INIA o la entidad que lo solicite.
' Duracién
Fecha Inicio: 15/12/2016 Fecha Fin; 31/03/2017
Equipo Técnico Participante / . i
Rol Nombre
Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Federico Dalmao Artigas
Instituciones Participantes
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facuitad de Ciencias
INIA Direccién Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le. inia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_ Ib@lb.inia.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_so@sg.inia.ora. uy
INIA Tacuarembd Ruta 5§ Km. 386, Tacuarembd Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 iniatt@tytinia.org.uy
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Resultadas Esperados (Productol Proceso Tecnmégico)

Descripcion: Se realizara un informe final con Ios resultados obtenidos durante todo el proyecto. Se entregara documentacion detallando el
grado de afectacién detectada y caracterizada para Tristeza Virus, asi como para los virus Psorosis y Satsuma Dwarf, de la
misma manera para los viroides especialmente para Exocortis.

Se entregara también el informe con el respectivo estudio discriminado para cada zona citricola del pais, con el respectivo
estudio estadistico y con datos moleculares y filogenéticos robustos.

El entregable también seré presentado a la la Camara de Exportadores, productores, técnicos e INIA en forma oral y escrita
a fin de discutir resultados y establecer futuras acciones.

Tipo: 3-Desarrolio de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.14-Generacion de conocimiento

Indicador: 3.14.3-Estudios sobre organismos perjudiciales en plantas y animales
Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Actwidad» Muestreo a mvel ais |
- Descripcion

Obtencién de muestras provenientes de los departamentos de Rivera, Salto, Paysandu, Rio Negro, Florida, Canelones, Maldonado, Colonia y Montevideo y de
las especies de plantas descritas previamente en las proporciones detalladas.

v o . 4 o » Duramén ,
Fecha Iniclo: 01/04/2014 Faecha Fin: 31/03/2016

Equipo Técnico Participante ’ o
Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Gaieano
Participante Luciana Burutaran

Participante Mariana Espino

Instituciones Participantes
Camara de Exportadores de Citrus del Uruguay

Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

Resull:adcs Esperados {Producto ! Proceso Tecnolégico)

D&Scﬁpﬂéﬂf El entregable sera un archivo con la coleccion de muestras establecidas en las distintas regiones cnncolas del pais.
Tipo: / 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: = 3.14-Generacion de conocimiento

indicador: 3.14.4-Estudios sobre recursos naturales

Fecha de Planificacion: 30/05/2013

Actividad kPuesta a unto de RT-PCR para virus

Descripcién

Estandarizar la metodologla de RT-PCR para la deteccion de Citrus Psorosis Virus y Satsuma Dwarf Virus.

Dumcién
Fecha Fin. 31/05/2014

Fechg Inicio: 01/05/2014

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

x

instituciones Participantes , _
Universidad de la Republica (UdelaR)/ Facultad de Ciencias

INIA Direccién Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy
INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le.inia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@lb.inia.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 ini .inia.org.
INIA Tacuarembé Ruta 5 Km. 386, Tacuarembd Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.

www.inia.org.uy
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Rasultados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico) ............. b ;

Descripcion; El producto entregabie de la actividad sera un informe detallado que demuestre la optimizacién de dichas metodologias. A
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.9-Metodologia Cientifica [
Indicador: 3.9.1-Protocolos desarrollados / ‘
Fecha de Planificacion: 30/05/2013

. : v ,, _ Detalle de las Actividades \
Comp o la pas virales para CTV en las distintas muestra
Actividad: Purificacion v Secuenciacion £

Descripcion

Se purificaran los productos de PCR obtenidos y se enviaran a secuenciar al Instituto Pasteur de Montevideo.

Duracion , ‘
Fecha Fin: 31/10/2016

Fecha Iniclo: 01/07/2014

Equipo Técnico Participante "

Rol Nombre

Responsable Humberto Rodney Colina Mufioz
Participante Maria José Benitez Galeano
Participante Luciana Burutaran

Instituciones Participantes
Universidad de la Republica {UdelaR)/ Facultad de Ciencias

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecm;l-égico)

Descripcion: El entregable sera un archivo con todas la secuencias obtenidas para los tres genes propuestos para CTV, de las muestras
positivas en cada region citricola.

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.12-Productos Biotecnologicos

Indicador: 3.12.3-Marcadores moleculares para identificacion genética

Fecha de Planificacion; 30/05/2013

INIA Direccion Nacional Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.org.uy

INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le. inia.org.uy

INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_Ib@lb.inia.orq.uy

INIA Salto Grande Caminoal Terrible, Saito Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sg.inia.org.uy

INIA Tacuarembé Ruta 5 Km. 386, Tacuarembé Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@th.inja.org.uy

INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 iniatt@tytinia.org.uy_
www.inia.org.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

|| Presupuesto

Fuente de Financiamiento: FPTA

10.000,00 10.000,00

Equipos de LaboratoridFreezer - 20°C

IMensuaIes 1 técnico Grado 1 40 horas semanales: para 1,00 I unidad | 54.342,00 l 16.421,00 |18.052,00 |19‘869,00 | 0,00 |
Tealizar los estudios de las muestras
IMensuaIes 1 técnico Grado 1 30 horas semanales; para 1,00 | unidad ] 21.552,00 | 10.263,00 |11.289,00 |o,oo | 0,00 |
Tealizar los estudios de las muestras
|Insumosysuministros Reactivos de laboratorio: enzimas 20 Taq 30,00 |Lts | 700,00 | 7.000,00 |7.ooo,oo |7.ooo.oo | 0,00 J
olimerasa, 20 Transcriptasa reversa, 12
oligos,
4 sondas, 10 sistemas de extraccion ac.
nucleicos,
|Girasyreuniones al e>|\/iajea IVIA Espania 1,00 | | 3.500,00 | 0,00 |3,5oo,oo |0,oo | 0.00 |
|Servicios de laboratoic|Cupones para secuenciacion de acidos 8,00 | Lts | 700,00 | 2.000,00 I2.500,00 |1.100,00 | 0,00 I
hucleicos
|Consultores sesoramiento continuo al proyecto: 1,00 ILts | 1.000,00 | 0,00 |0,00 |1.000,00 I 0,00 |
estadistica
|Otros Egresos |Gastos administrativos 1,00 | unidad | 10.000,00 I 3.000,00 |3.ooo,oo |4.ooo,oo l 0,00 |
ISerie técnica FPTA IDifusic’)n FPTA | 1,00 |unidad | 2.000,00 | 0,00 |o,oo |2.ooo,oo | 0,00 |
|Mensua|es 10 horas semanales por tiempo destinado a 1,00 lunidad | 6.000,00 | 2.000,00 Izooo,oo |2.ooo,oo | 0,00 |
Ta ejecucion y concrecion del proyecto,
redaccion de informes, analisis de datos,
publicaciones, jornadas, etc.
|Gastos por viajes IocallLogistica de muestreo 500,00 ]Lts | 2,00 | 400,00 |4oo,oo |2oo,oo | 0,00 |

Fuente de Financiamiento: Udelar/Regional Norte
Rubto )

INIA Direccién Nacional
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ANEXO 2.

TERMINOS DE REFERENCIA DEL LIDER DEL PROYECTO

El Lider del Proyecto debera cumplir con los siguientes términos, mientras dure el plazo
de este Convenio.

a) Responsabilizarse por la ejecucion técnica de la investigacion de acuerdo a lo
descripto en el Documento Proyecto presentado al Llamado.

b) Controlar el cumplimiento en tiempo y forma de la propuesta técnica del Proyecto.
Para ello utilizard como guia el documento del proyecto presentado a INIA y el
Cronograma de Actividades que este Convenio incorpora.

c¢) Realizar informes de avance semestrales, un informe Final y un resumen ejecutivo de
los resultados del Proyecto, de acuerdo a las clausulas de este Convenio. Estos informes
deben ser enviados o entregados a la Unidad Coordinadora de Ejecucion de INIA.

e) Aportar toda la informacién que le sea requerida por INIA para un correcto
seguimiento y posterior evaluacion del Proyecto.
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