Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

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

POR UNA PARTE: el Instituto Nacional de Investigacién 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, OR OTRA PARTE: Ia
Universidad de la Republica, la/través de la Facultad de Ciencias%(en adelante, el Ejecutor),
con domicilio en Igua 4225,“Montevideo, representado en este acto por el Dr. Rodrigo
Arocena, acuerdan en celebrar el presente Convenio:

1°. Antecedentes

I.- El INIA realizé6 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.

[Il.- Por resolucién de la Junta Directiva de INIA N° 4203/13, de fecha 6 de noviembre de
2013, luego de realizar un andlisis 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 mérito, procede formalizar el presente Convenio de Vinculacién Tecnologica.

2°. Objeto

El INIA'y el Ejecutor se vinculan con el propésito de llevar a cabo el Proyecto conjunto cuyo
titulo es “Incorporacién de técnicas moleculares y bioinformaticas en avicultura
para la investigacion epidemiolégica y el disefio de estrategias de control y
prevencion de Gumboro y Bronquitis Infecciosa”, (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 su'pa’de U$S 183.222 (ddlares americanos ciento ochenta y tres mil,
doscientos veintidos),”con 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 destinard al financiamiento de gastos de andlisis,
supervision y seguimiento del Proyecto.

4. Plazo l/ /

El presente Convenio tendra una vigencia de 36 meses a partir del dia 1° de Marzo 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 ejecucion 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:

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.

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

Preparar y entregar a INIA los documentos que a continuacion se indican, los que
seran analizados para su aprobacioén 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 afio,
donde se detallara el estado de ejecucion 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
informacién cientifica generada y los resultados del Proyecto, sin perjuicio de los
datos e informes parciales que durante la ejecucidén del mismo se recaben.

c) Preparar y entregar a INIA toda la informacién 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 investigacién 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 condiciéon previa para el ultimo
desembolso del proyecto. El INIA podra publicar el mencionado documento con
cargo al Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria.

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

VI. En caso de requerir la participacion de un tercero no previsto en la propuesta, el
Ejecutor debera recabar la previa aceptaciéon 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°. Sequimiento del Proyecto
El INIA queda expresamente facultado para:

A. Reunir periédicamente a los responsables de la ejecucion 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 evaluacion de las actividades previstas y establecer el
grado de avance del Proyecto. Para ello, podra solicitar informaciéon referida a
resultados alcanzados y objetivos cumplidos, ejecucion financiera y cumplimiento del
programa presupuestal, disponibilidad de fondos, asi como cualquier otra informacion
que considere pertinente sobre el desarrollo del mismo.

8°. Administracion y ejecucion financiera
Constituyen el marco financiero del Convenio, los procedimientos que con relaciéon al
programa presupuestal, a continuaciéon 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 efectue el INIA, las contrapartes libraran el
recibo oficial correspondiente.

- El INIA desembolsara un 85% del monto total aprobado al Proyecto. Constituira un
Fondo Rotatorio para cubrir los gastos relacionados con la ejecuciéon 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 |.N.I.A..

- EI'INIA 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.

- En los 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
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podra suspender los desembolsos hasta tanto no se cuenta con la aprobacion
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
razonable del uso de fondos de este financiamiento. Asimismo, serd 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 propositos 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 porciéon del Fondo que no hubiere sido
comprometida o desembolsada, segun sea el caso, dentro del correspondiente plazo,
quedara automaticamente cancelada.

- EI'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 ejecucién del Proyecto, deberan cumplir con
las formalidades establecidas.

- Al 30 de Junio y 31 de Diciembre de cada afo, el ejecutor debera presentar un estado
financiero, donde se detallara la ejecucién presupuestal, conjuntamente con la
rendicion de cuentas completa a esa fecha. El plazo para la presentacién 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 aprobacion por la Contraparte, previamente a
su consideracion en la rendicién de cuentas respectiva.

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

E. Responsabilidad administrativa en materia financiero - contable.

El Ejecutor declara que para la implementacion de las actividades en materia financiero-
contable que conlleva el presente Convenio de vinculacion 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 eventualmente 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, y
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

FPTA N° 319 Pagina 4 de 8




El presente convenio no implicara, de ninguna manera, el reconocimiento de derechos
laborales, sociales, previsionales, de la seguridad social ni ninguin 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 ejecucién del Proyecto mantendran su
relacion contractual solamente con la entidad signataria del presente con la cual
establecieron originalmente su vinculaciéon, aiun en caso de desarrollar tareas de
investigacion 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 desempefare originalmente en ambas entidades, su relacion para con
cada una de ellas continuara en forma independiente, no implicando este acuerdo
modificacion alguna al respecto.

En mérito a lo precedentemente expresado, sera obligacion exclusiva del Ejecutor, atender
los requerimientos de los recursos humanos que por su cuenta implique en la ejecucion 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 realizacion 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 proteccién de los resultados. Esta
documentacion 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 satisfaccion 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 participacién de un tercero (ya sea por
estar previsto en la propuesta o por ser admitido por INIA posteriormente), sera obligacién
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°. Rescisién

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

El INIA podra rescindir, en forma administrativa y sin necesidad de declaracién judicial, el
convenio de vinculacion tecnolégica cuando se hubieren constatado incumplimientos o
violaciones de cualquiera de las clausulas establecidas, previa comunicaciéon escrita y
luego que la otra parte no hubiere remediado dicho incumplimiento dentro de los treinta

dias de recibida la comunicacién del mismo por medio fehaciente.
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En caso de verificarse la rescision del presente Convenio de Vinculacién Tecnoldgica 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.

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,
distribucién y gastos, ha sido acordada entre las partes de la siguiente forma: 50%
(cincuenta por ciento) para cada parte.

13°. Difusidn de la informacién

El INIA tendra derecho a una licencia sin cargo, no exclusiva e irrevocable en todos los
paises para traducir, reproducir y distribuir publicamente 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 incluirdn los nombres de los autores de
dicho trabajo y demds participantes del proyecto, a menos que éstos expresamente
soliciten no ser nombrados.

En el caso que el Ejecutor realice la difusion de la investigacién a través de cualquier medio
tanto oral como escrito (conferencias, docencia, ponencias en congresos, publicaciones,
etc.) debera mencionar en forma expresa la identificacién 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 informacion 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 Vinculacidn 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 o procesos
que puedan ser apropiados, patentados o comercializados, con valor econémico surgidos
de la actividad del Proyecto, salvo que INIA expresamente lo autorice.

15°. Exoneracidn de responsabilidad

El Ejecutor se obliga a indemnizar y mantener indemne a INIA, asi como a sus directores
y empleados, de cualquier y toda acciéon, 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
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(incluido los honorarios razonables 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
juridica vinculada o no al Proyecto, asi como de cualquier reclamo que pudiera resultar a
consecuencia de cualquier controversia sobre la titularidad de las innovaciones.

En tal hipétesis 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 informacion necesaria asi como cooperar y asistir en la medida que
ello sea razonablemente necesario para la defensa en dicha accion o reclamo, y (iii)
autorizar al Ejecutor a defender o contestar dicha accién o reclamo, si lo entiende
adecuado.

16°. Alcance
En cualquier circunstancia o hecho que tenga relaciéon 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 ejecucion del proyecto, determinara la suspension inmediata de los
desembolsos (Clausula 82 literal B) y la rescisiéon 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 cuestiéon o divergencia, reclamacion o duda que surja entre las partes, referida a la
interpretacion, ejecucion, resoluciéon de este contrato, o 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 Codigo 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 omision o negligencia de alguna de ellas.

20°. Comunicaciones

Todas las comunicaciones entre las partes referentes a este Convenio se efectuaran por
escrito, por correo electronico, 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.
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21°. Competencia
En caso de controversias judiciales, las partes acuerdan quedar sometidas a la
competencia de los Tribunales y Jueces del departamento de Montevideo.

22°. Contenido del Convenio

En todo lo no previsto en el presente Convenio, primara lo previsto en el Reglamento
Operativo para el FPTA 2012 vy las Bases del Llamado FPTA 2012 y, 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.-

sl
,%Z W Roel /ﬁm

Presidente Rector
I.N.LA. UDELAR
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en el proceso de acceso a los mercados internacionales cada vez mas exigentes.

Lider del Proyecto

Ruben Gustavo Pérez Crossa

Fecha de Inicio 01/01/2014
Fecha de Fin 31/12/2016
Presupuesto FPTA (US$) 164.900,00

Institucion Ejecutora

Institucion Facultad de Ciencias
Direccién Igua 4225

Teléfono 25258618

E-mail rperez@fcien.edu.uy
Celular 098910840

Aporte Financiero del Ejecutor (US$) 0.00

Aporte Valorizado del Ejecutor

Valor Estimado (US$)

Institucién MSU
' |Tipo Participante
Aporte Financiero del Asociado (US$) 0,00
Aporte Valorizado del Asociado Valor Estimado (US$)
Durante el proyecto, un integrante de nuestro grupo de investigacion realizara un pasantia en el Poultry Research 7.000,00

land Diagnostic laboratory de la Universidad de Mississippi, Estados Unidos. Este laboratorio cubrira los gastos de
fungibles, uso de equipos y personal técnico que se requiera durante la pasantia (se incluye carta de aceptacion de

pasantia y gastos implicados).
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{nstitucion pacialidad

Martin Hernandez Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Gonzalo Tomas Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Ana Marandino Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Yanina Panzera Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Diego Hernéndez Facuttad de Ciencias Enfermedades de los animales

Gregorio Iraola Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Pedro Villegas Facultad de Ciencias Enfermedades de los animales

Alejandro Banda MSU Enfermedades de ios animales
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Verlflcables Generam del Proyecto (Pmductos 1 2,4Y5)

Producto: Se generaran metodologfas especificas para la caracterizacion serologica de las variantes virales identificadas en
. Uruguay.
Tipo: 1-Producciéon Cientifico-Técnica ]
Categoria: 1.6-Producciéon Técnica
Indicador: 1.6.2-Informes
Aiio: 2016
Semestre: 2

Componentes Relacionados:

2. Desarrollo de metodologias de caracterizacion genética y antigénica para cepas y variantes de I1B

Producto: Se creara un manual de las técnicas estandarizadas y validadas en el laboratorio de Uruguay y en un laboratorio —]
extranjero (Estados Unidos)

Tipo: 2-Comunicacion y Transferencia de Tecnologia - - ]

Categoria: 2.4-Publicaciones de Divulgacién

Indicador: 2.4.6-Hola de divulgacion

Aiio: 2016

Semestre: 2

Componentes Relacionados:

3. Metodologia integral, estandarizada y validada, de diagnéstico y caracterizacion genética y anti

Producto: Se crearé un servidor web (weg server) que estara disponible on line. Esta plataforma permitira el analisis
automatico de secuencias de los virus IBDV e IBV. Proporcionara resultados sobre la clasificacion del virus,
similitud con cepas vacunales, sugerencia de tratamientos, bibliografia, etc.
Tipo: 2-Comunicacion y Transferencia de Tecnologia —
Categoria: 2.5-Espacios interactivos al publico
Indicador: 2.5.1-Stand
Afo: 2016
Semestre: 2

Compmntss Relacionados:

S ST, —

4. Creacién de un servidor web para la gestién de la informacion y el analisis de datos de epidemio

Producto: Se determinara cuales vacunas generan mejor proteccion ante las variantes de campo de IBDV e IBV circulantes en
Uruguay. Esta informacion integrara los conocimientos obtenidos a partir de la caracterizacion molecular (genética y
antigénica).

Tipo: 1-Produccion Cientifico-Técnica

Categoria: 1.5-Articulos técnicos de difusion

Indicador: 1.5.1-Publicaciones Técnicas

Afo: 2016

Semestre: 2

Componentes Relacionados:

5. Propuesta de planes de control y prevencion adaptados a las caracteristicas genéticas/antigénica

6. Consolidacion de un laboratorio de investigacion y desarrollo biotecnolégico de enfermedades avi

r Producto: Se formaran recursos humanos a nivel de grado, en técnicas mol?cfllares eplic—a::i-;s a la industria avicola,
Tipo: 4-Desarrollo del Capital Intelectual
Categoria: 4.4-Tesis / Monografias / Proyectos
Indicador: 4.4 .1-De grado
Aiio: 2015
Semestre: 2

ComponanteaT!olacionados:

B s N RS .
1. Informacién actualizada del escenario epidemiolégico de los virus de Gumboro y Bronquitis infecc

2. Desarrollo de metodologias de caracterizacion genética y antigénica para cepas y variantes de IB

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

INIA La Estanzuela
INIA Las Brujas
INIA Salto Grande
INIA Tacuarembé
INIA Treinta y Tres

Ruta 50 Km. 11, Colonia

Ruta 48 Km. 10, Canelones
Caminoal Terrible, Salto

Ruta 5§ Km. 386, Tacuarembé
Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres

Tel: 598 4574 8000
Tel: 598 2367 7641
Tel: 598 4733 5156
Tel: 598 4632 2407
Tel: 598 4452 2023

Fax: 598 4574 8012
Fax: 598 2367 7609
Fax: 598 4732 9624
Fax: 598 4632 3969
Fax: 598 4452 5701

inialegie Inla.org.

inia_lb@Ib.inia.org.uy

ini .inia.or

iniatbo@th.inia.org.uy

ini inia.

Page 3 of 22




FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA) )

4. Creacién de un servidor web para la gestion de la informacion y el analisis de datos de epidemio

Producto:

'] Se formaran recursos 4 rivel de posgrado (Maestria con énfasis en tecnicas moleculares aplicadas a Avicuitura),

Tipo: 4-Desarrollo del Capital Intelectual
Categoria: 4.4-Tesis / Monografias / Proyectos
Indicador: 4.4.4-De doctorado

Aiio: 2016

Semestre: 1

Componentas Relacionados:
1. Informacién actualizada del escenario epidemiolégico de los virus de Gumboro y Bronquitis infecc

2. Desarrollio de metodoiogias de caracterizacion genética y antigénica para cepas y variantes de |B

5. Propuesta de planes de control y prevencion adaptados a las caracteristicas genéticas/antigénica

AE Total
L73 100,00 100,00
Total 100,00 100,00

Este Proyecto contribuird a mejorar la sanidad de la industria avicola uruguaya mediante la obtencién de un mayor conocimiento de los virus involucrados en
la Enfermedad de Gumboro y en la Bronquitis Infecciosa, ambas de alto impacto en avicultura. La informacion recabada de estos virus se utilizara para
disefar planes de control adecuados a las cepas y variantes circulantes con el fin de disminuir su incidencia en la produccion. Al finalizar el Proyecto se
obtendra una informacién amplia de los virus circulantes, de las vacunas méas adecuadas para controlarlos, y se sugeriran metodologias diagnosticas y planes
de control ajustados a la realidad uruguaya, y se creara un sistema informatico de gestion y analisis de la informacion epidemiolégica (servidor web). Este
conocimiento sera transferido a los diferentes sectores que integran la industria avicola para mejorar su eficiencia e incrementar la productividad. Creemos
que la ejecucién del Proyecto consolidara el acercamiento de la cadena productiva avicola a la utilizacion de tecnologia actualizada para vigilancia,
prevencion, y mitigacion de compromisos sanitarios generados por Gumboro y Bronquitis Infecciosa. Contribuir en la mejora sanitaria de la industria, generara
un impacto econémico y social positivo, y ratificara en el plano internacional a Uruguay como pais inversor en politicas sanitarias y en el desarrollo de

tecnologia agropecuaria.
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- ~ Descripcién del Problema Identificado .

Desde mediados del siglo pasado la produccién mundial de proteina de origen animal para consumo humano se ha acelerado notoriamente, en particular las
carnes provenientes de especies de ciclo productivo corto como cerdos y aves. De acuerdo al dltimo informe incluido en la edicion n® 55 del Statistical
Yearbook-2010 elaborado por el departamento de estadisticas de la FAO (http://unstats.un.org/unsd/syb/default.htm), en la primer década del 2000 la
produccién de carne de ave experimenté un incremento muy superior al resto de las carnes, logrando un aumento de 37,19 % en este periodo respecto a un
17,67 % de la de cerdo, y un 10,83 % de la carne vacuna. El liderazgo en el comercio mundial alcanzado por la industria avicola se explica esencialmente por
la creciente demanda de sus productos y el poderoso impulso productivo de esta cadena de valor (USDA, Informe Aves de Corral 2011). El desarrolloy la
transferencia de tecnologias de produccion, faena y elaboracién han mejorado la inocuidad y eficiencia de los productos avicolas, satisfaciendo las exigencias
de la demanda y estimulando el ensamblaje de unidades productivas a gran escala.

Durante los ultimos siete afios, el mayor crecimiento en la produccién de aves se concentré principalmente en el continente Americano. El ultimo ranking
publicado de los mayores paises productores de pollo revela que el 44 % de la produccién mundial se centra en solo siete paises de Ameérica que producen
38 millones de toneladas de carne de ave al afo. El cono sur, formado por Brasil, Argentina, y Uruguay, representa el 33 % de esa produccion, siendo Brasil
el mayor exportador mundial de carne de pollo de los ultimos afios. El crecimiento de la industria avicola en los paises sudamericanos se debe principalmente
a los extraordinarios rendimientos de su produccién agricola que los suple de materias primas de excelente calidad a bajo costo, y @ una mayor exportacion
por el gran incremento de la demanda mundial. Para enfrentar el constante crecimiento en la produccion, la industria ha intensificado su incorporacion de
tecnologia y promovido una integracién vertical eficiente. De particular importancia ha sido el mejoramiento continuo de los sistemas de vigilancia sanitaria
que permite mantener el buen estatus sanitario que ostentan varios paises sudamericanos.

En los ultimos afios, Uruguay present6 un incremento en la produccion avicola que acompaiia el desarrollo de la regién. De acuerdo a datos brindados por el
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), a través de la Oficina de Programacion y Politica Agropecuaria (OPYPA) en su informe del Anuario
2012, la industria percibié un crecimiento de produccion de casi 30 % en los Gltimos tres afios (Errea, 2012). Aunque han aumentado las exportaciones en
casi un 85 % en el periodo 2010-2012, el mercado interno atn absorbe mas del 80 % de la produccion nacional. Este mercado interno continua creciendo y
presenta un amplio margen de crecimiento potencial si se comparan los valores de consumo que se registran en los paises vecinos; el consumo per cépita de
pollo en Argentina es de 34.4 kg/habitante/ario, en Brasil de 45,40 kg/habitante/afio y en Uruguay de tan solo 22.6 kg/habitante/afio (2012).

El crecimiento de la produccion avicola uruguaya a través del aumento gradual en la colocacién de sus productos en el mercado externo y por un estimulo en
el consumo del mercado interno, sugiere que esta industria se encuentra frente a un importante momento de desarrollo que se debe acompanar con
organizacion e incorporacion tecnolégica en el sector para aprovechar eficientemente las oportunidades que se presenten.

Problema identificado: sanidad, aspecto esencial para adquirir competitividad

Mantener y mejorar la competitividad de la cadena de produccién avicola se presenta como una prioridad para continuar ofreciendo al mercado interno una
fuente de proteina barata y de alta calidad, sustituta natural de la carne vacuna que cada vez abre mas frentes de exportacion. Agregar eficiencia a la cadena
productiva también es importante para continuar desarrollando el perfil exportador de la industria avicola. Para acceder a mercados internacionales no se
deben descuidar factores excluyentes relacionados a la competitividad de la cadena productiva y al sistema de reglamentaciones internacionales. El aspecto
sanitario es considerado uno de los puntos de mayor impacto para la avicultura ya que no solo incide sobre los pardmetros zootécnicos, sino que también
puede convertirse en un fundamento de restricciones comerciales en el mercado internacional. Basta con ver coémo enfermedades zoonéticas causan
distorsiones econémicas y sociales a escala global. La epizootia de Influenza Aviar Altamente Patégena en el Sur de Asia, Africa y Europa, es un claro
ejemplo de cdmo un compromiso sanitario genera consecuencias directas en la economia mundial, especialmente por sus derivaciones en la salud publica.
Ademas de los problemas sanitarios que generan restricciones comerciales inmediatas, como el de Influenza Aviar o la enfermedad de Newcastle, existen
dolencias que provocan anualmente enormes pérdidas econémicas. Enfermedades que estan presentes persistentemente en la mayoria de los lugares del
mundo en donde se practica la cria intensiva de aves, que no afectan la salud humana pero si golpean constante y gravemente la productividad y economia
de la industria avicola, son sin duda el mayor problema de la cadena de produccién aviar. Esto fue expresado en la 63ra Sesioén General de la Organizacién
Mundial de Salud Animal (OIE), donde las enfermedades de Gumboro (IBD) y Bronquitis Infecciosa (IB) fueron declaradas como dos de las afecciones mas
problematicas en la avicultura industrial (Eterradossi 1995). Los fundamentos principales de esta declaratoria se basan en que ambas enfermedades, una
inmunodepresora (IBD) y otra respiratoria (IB), tienen distribucién mundial y requieren un control permanente mediante el disefio de planes especificos para
las cepas y variantes locales. Las pérdidas ocasionadas por estas enfermedades deben minimizarse en los costos productivos, siendo su control una
oportunidad para incorporar ventajas comparativas en la produccién nacional. Es necesario conocer el estado de situacion local de ambas enfermedades y,
mediante el desarrollo e implementacion de metodologias que permitan la identificacién y caracterizacion integral de los virus que la generan, disefar planes
de control y prevencién ajustados a la realidad nacional.

Descripcion técnica de los virus a ser investigados

El virus de Gumboro o de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa (IBDV) es un virus desnudo del género Avibirnavirus de la familia Birnaviridae que presenta
como blanco principal el tejido linfoide, especialmente la bursa de Fabricius. Es alli donde el virus se replica y destruye los linfocitos B inmaduros provocando
estados de inmunodepresién e inmunosupresion en las aves (Hirai et al., 1981). EI genoma viral posee dos segmentos de RNA doble hebra. El segmento
genémico A (3,3 Kb) codifica la proteina no estructural VPS5, y una poliproteina que genera la proteina de capside VP2 — quien contiene los principales
epitopes generadores de anticuerpos neutralizantes —, la proteasa viral VP4, y la proteina interna de la capside VP3. El segmento genomico B (2,9 Kb)
codifica la RNA polimerasa RNA dependiente VP1.

Se considera que existen tres cepas de IBDV, clasicas (cIBDV), variantes (valBDV), e hipervirulentas (vvIBDV), que circulan a nivel mundial. Las cepas
clasicas y variantes generalmente provocan cuadros sub-clinicos de inmunodepresién en los que la enfermedad dificilmente se manifiesta pero permite la
entrada de patdgenos oportunistas que provocan su propio cuadro infeccioso. Este es el principal inconveniente que estas cepas ocasionan; es dificil
establecer su presencia por medio de diagnéstico clinico ya que generalmente se camuflan bajo sintomas de otra enfermedad. Las pérdidas que causan son
dificiles de estimar, dado que influyen constantemente en los parametros zootécnicos durante mucho tiempo sin ser detectadas hasta que no se realizan los
analisis especificos. Los wIBDV causan graves estados de inmunodepresion y frecuentemente inmunosupresion con tasas de mortalidad por encima de 20
% y altos niveles de morbilidad en lotes de aves jovenes. La velocidad de deteccion e identificacion de estas cepas es critica para evitar los dafios productivos
que generan. Desde su emergencia en 1987 han sido motivo de gran preocupacién para la industria, causado pérdidas millonarias a través de su rapida
dispersion mundial (van den Berg et al. 1991).

La clasificacién de las cepas puede ser compleja ya que existen criterios patogénicos, antigénicos y genéticos para su caracterizacién (van den Berg et al.,
2004). El criterio patogénico es poco utilizado porque, ademas de requerir anélisis muy laboriosos y costosos, la patogenicidad es un caracter multifactorial
que complica la interpretacién de los resultados. La clasificacion antigénica se realiza principalmente a través de ensayos de antigen-capture enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA de captura de antigenos o AC-ELISA) utilizando diferentes paneles de anticuerpos monoclonales (Eterradossi et al., 1997,
Fahey et al., 1991; Snyder et al., 1992). Segun la reaccién de los virus con los diferentes anticuerpos se logra una clasificacion en grupos antigénicos, los
cuales se corresponden con diferentes cepas de referencia, clasicas, variantes e hipervirulentas. Aunque estas metodologias se siguen utilizando, hay una
clara tendencia hacia la utilizacién de criterios genéticos para la clasificacion de IBDV. Las metodologias genéticas suelen ser rapidas, sensibles y faciles de
estandarizar. Ademas, brindan informacién de secuencias que permite analizar la epidemiologia y evolucién de los patégenos. La clasificacién genética se
realiza generalmente a través de la amplificacion por RT-PCR de la regién hipervariable de VP2 y su posterior secuenciacion y analisis filogenéticos para
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establecer las relaciones de parentesco entre las diferentes muestras aisladas en el mundo. Sin embargo, una clasificacion genética no necesariamente
guarda relacion con las caracteristicas seroldgicas o patolégicas de una cepa. Por esta razén, ante una cepa que muestre caracteristicas genéticas singulares
es aconsejable realizar estudios adicionales con otras metodologias, por ejemplo serologicas, para su adecuada caracterizacién.

En el momento de la clasificacion se debe considerar también que a mediados de la pasada década se realiz6 la descripcion de virus de campo con
reordenamiento de los segmentos gendmicos A y B entre cepas hipervirulentas y clésicas (Le Nolen et al. 2006) e incluso entre cepas hipervirulentas y cepas
vacunales. En esta nueva forma de virus de Gumboro se ha reportado una mezcla entre caracteres moleculares, estructurales y funcionales, producto de la
combinacion de los segmentos de las cepas involucradas.

IBDV en Uruguay

Nuestro grupo de investigacion comenzoé los estudios moleculares de este virus en Uruguay en el afio 2004 al detectar cepas hipervirulentas en una granja
con aves severamente inmunodeprimidas (Hernandez et al., 2006; Hernandez et al., 2010). A partir de esa fecha hemos caracterizado también varios casos
de IBDV de baja patogenia. Estas cepas de baja patogenia presentan caracteristicas genéticas particulares. Ei analisis de las secuencias aminoacidicas de la
region hipervariable de la proteina VP2 indica que contienen algunos cambios exclusivos con respecto al resto de las cepas de IBDV conocidas hasta el
momento. Los analisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas disponibles muestran que estas cepas se agrupan con un alto soporte estadistico en un
grupo independiente del resto de las cepas. Estos resultados sugieren la presencia de un linaje diferente de IBDV de baja patogenia en Uruguay que
probablemente se encuentre en otros paises de |a regién. Hasta la fecha, este linaje no ha sido analizado en detalle, lo que seria importante para determinar
eventuales diferencias genoémicas y fenotipicas, y establecer niveles de prevalencia en los diferentes sistemas de produccion local,

Herramientas de control: diagnéstico y vacunacion

Debido a la particularidad de los cambios de caracteres antigénicos y patogénicos de IBDV, el diagnéstico genético es la herramienta mas utilizada por los
centros mundiales de vigilancia sanitaria. La mayoria de las técnicas desarrolladas hasta el momento utilizan el PCR en Tiempo Final, habiéndose
incorporado en los ultimos afos el PCR en Tiempo Real para la deteccion e identificacion genotipica de los virus de campo.

Existen vacunas inactivadas y atenuadas para el control de IBDV. Las primeras son administradas a los reproductores para incrementar la inmunidad pasiva
en los pollitos, mientras que las vacunas atenuadas, ademas de aplicarla en reproductores, se administran a los polfitos para inducir y perpetuar proteccion
luego de la caida de los anticuerpos maternales. Debido a su similitud a nivel antigénico, las cepas clésicas e hipervirulentas son controladas con el mismo
tipo de vacuna, hechas a partir de virus semilla de cepa clasica. Por otro lado las cepas variantes, al ser antigénicamente diferentes son controladas con
vacunas realizadas a partir de virus semilla de cepa variante. Para mejorar la aplicacion y el manejo de las vacunas en el campo, en los ultimos afios se han
desarrollado bioldgicos de alta tecnologia, como vacunas recombinantes y vacunas de complejo antigeno-anticuerpo. Sin embargo, a pesar del mejoramiento
en el disefio y efectividad de las vacunas, la presencia de IBDV contintta sigue muy frecuente en las granjas de todo el mundo. La persistencia de IBDV
puede deberse a muchas causas, tales como la resistencia del virus, un control deficiente o emergencia de variantes con nuevas propiedades biolbgicas.

Virus de Bronquitis infecciosa.

El virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV) es un miembro del género Coronavirus, familia Coronaviridae. IBV posee un genoma de RNA simple hebra, de
polaridad positiva y 27,6 kb de longitud. Este genoma codifica para cuatro proteinas estructuraies y 15 proteinas no estructurales involucradas en la
replicacion y transcripcion de los genes virales. La espicula de superficie de! virus se halla constituida por dos polipéptidos, S1y $2, que se originan a partir
de un mismo precursor proteico codificado por el gen S. La fraccion S1 es responsable de la adsorcion viral y constituye el principal antigeno del virus; la
fraccién S2 funciona como anclaje de la proteina a la envoltura viral y es responsable de Ia fusién de membranas.

El 6rgano blanco primario de IBV es e! tracto respiratorio, en donde se replica provocando elevados indices de mortalidad y morbilidad. Al igual que en el virus
de Gumboro, fa infeccion por IBV frecuentemente se acompaa con infecciones secundarias ademas de presentar una manifestacion clinica similar al de
otras enfermedades respiratorias, generando confusién cuando se realiza un diagnéstico clinico.

IBDV se caracteriza por una elevada capacidad de cambio que radica en su alta tasa de mutacién y recombinacién de su genoma. Esto ha generado decenas
de variantes genéticas y antigénicas que se distribuyen por todo el mundo. Desde los afios 60 se reportan también casos de IBV que afectan gravemente el
sistema renal, conociéndose como bronquitis nefropatégena.

Los virus de IBV pueden ser clasificados en protectotipos, serotipos y genotipos. La clasificacion en protectotipos mide la respuesta inmune completa del
pollo contra una cepa de IBV y proporciona una informacién directa y precisa en relacién a los niveles de proteccién cruzada existentes entre dos variantes
virales. Esta clasificacion brinda informacion certera sobre la eficacia de una vacuna, o combinaciones de éstas, frente a una variante viral, pero es un método
de clasificacion laborioso, costoso y que requiere una infraestructura importante.

La clasificacion en serotipos es realizada a través de ensayos de virus neutralizacién en huevos embrionados o en cultivos celulares. Dos variantes de IBV (A
y B) se considera que son del mismo serotipo cuando los titulos neutralizantes heterélogos (antisuero A con virus B, y antisuero B con virus A) difieren al
menos 20 veces a de los titulos homodlogos (antisuero A con virus A, antisuero B con virus B) en ambas direcciones (Hesselink, 1991).

La agrupacion de las variantes en genotipos se basa en la caracterizacién def genoma de IBV o una parte de él. La metodologia mas utilizada y que brinda
informacién mas directa es la secuenciacion, pero también se realizan metodologia de caracterizacion indirectas del genoma basadas en cortes con enzimas
de restriccion (RFLP) y PCR en Tiempo Real. La genotipificacién es actualmente la clasificacion mas utilizada y suele realizarse mediante el analisis de la
region codificante de la porcion S1 de la glicoproteina de superficie, la regién mas variable del genoma por codificar para los principales sitios antigénicos dei
virion.

IBV en Uruguay y la region

Desde fines del afio 2009 hasta la actualidad, la circulacion de IBV en granjas vacunadas de la industria avicola uruguaya fue detectada por nuestro grupo de
trabajo mediante la implementacion, por primera vez en nuestro pais, de técnicas de genética molecular basadas en PCR en Tiempo Real, en fa cual se
amplifica una fragmento del 5"UTR del genoma viral (Hernandez et al., 2012). La caracterizacion de estos aislados mediante la secuenciacion de S1 indica la
existencia de dos genotipos muy divergentes en nuestro territorio que muestran cierta similitud con fos genotipos descritos en Argentina (Rimondi et al,
2009). Los genotipos uruguayos son muy divergentes, en base a la secuencia nucleotidica y aminoacidica de §1, con respecto a la nica cepa vacunal
autorizada en nuestro territorio y en todo Sudamérica (cepa del serotipo Massachusttes) (Hernandez et al., 2012).

Herramientas de control: diagnéstico y vacunas
La identificacion de los virus de campo resulta imprescindible para comprender la epidemiologia y establecer medidas de control para IBV. En la actualidad,

uno de los métodos mas utilizados es la deteccién por PCR (a Tiempo Final y Real) y caracterizacion por sistemas de digestion enzimatica, hibridacion, o
secuenciacion (Hernandez et al., 2012).
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"|La gran cantidad de variantes antigénicas y las diferentes manifestaciones de las infecciones por Bronquitis Infecciosa representan un problema continuo en
el control de la enfermedad. En la década del 50 se comenzaron a utilizar las primeras vacunas a partir de cepas de campo atenuadas; 20 afios después se
desarrollaron vacunas inactivadas. El desarrollo y la aplicacion de metodologias que permitan seleccionar un plan de vacunacién adecuado a las r
caracteristicas antigénicas de los virus de campo locales son fundamentales para el control de la Bronquitis Infecciosa. La mejor opcién a la hora de controlar
la circulacion de diferentes variantes de campo es emplear programas de vacunacion que combinen estratégicamente las variantes vacunales para cubrir el
espectro antigénico de los desafios de campo. Desde luego, para disedar el plan de vacunacién adecuado se debe realizar un relevamiento genotipico y
fenotipico de las variantes de campo prevalentes en cada region. A pesar de la vacunacién sistematica, es muy comun que surjan brotes de la enfermedad en
lotes de aves correctamente vacunados, debido probablemente a que los aislados de campo difieren antigénicamente de los serotipos vacunales (Gelb et
al., 1991) y a que la mayoria de las vacunas no proporcionan inmunidad cruzada (Erbeck et al.,1998). Uruguay no escapa a dicha situacion ya que los técnicos

veterinarios, con los cuales nuestro grupo de investigacion mantiene estrecho contacto, reportan continuamente brotes presuntivos de IBV en granjas
vacunadas.
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Desde hace diez afios el Laboratorio de la Seccién Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias mantiene un programa general de investigacién vinculado a
Sanidad Animal con especial énfasis en problemas que afectan la industria avicola. Mediante el uso de técnicas moleculares se realiza investigacion basica y
aplicada para entender la epidemiologia, evolucién, y capacidades funcionales de los patégenos seleccionados, colaborando de esta manera con el desarrollo
de planes de control de las enfermedades que afectan al sector productivo.

Los antecedentes del grupo de investigacion en relacion a las enfermedades aviares abordadas comienzan a generarse en el afio 2004 cuando se presento la
necesidad especifica de controlar un problema sanitario que estaba afectando gravemente una empresa de sector avicola. Con recursos proporcionados por
la empresa solicitante y parte de recursos propios del laboratorio (reactivos, equipamiento, etc.), se efectuaron los primeros estudios moleculares del virus de
ta enfermedad de Gumboro (IBDV) en Uruguay, adaptando una metodologia de PCR en Tiempo Final previamente publicada para realizar la identificacion
genética de este virus. Los resultados obtenidos tuvieron una aplicacion inmediata para controlar el brote de Gumboro que fuera identificado como una cepa
de alta patogenia. Se realizaron los analisis descriptivos de regiones especificas del genoma de IBDV y se propusieron marcadores moleculares asociados a
las cepas de alta patogenia (Hernandez et al., 20086).

A partir de dicho momento comenzaron a desarrollarse estudios de caracterizacion genética de otras regiones genémicas de IBDV, analisis comparativos de
secuencias, y estudios de relaciones evolutivas. Estos estudios fueron mayormente financiados con el apoyo otorgado en abril de 2007 por la Comision
Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC) en el programa de Proyectos de Inversidn para fortalecer las capacidades de investigacion universitaria en apoyo
a los sectores productivos, y también por fondos del Programa de Desarrollo de Ciencias Basicas - PEDECIBA. Los resultados de esta etapa de la
investigacion revelaron que los IBDV hipervirulentos uruguayos presentaban un acortamiento del marco de lectura del gen que codifica para una proteina
reguladora que interviene en el ciclo replicativo del virus. Los estudios realizados también revelaron que dicho gen se encuentra evolucionando bajo un
complejo sistema de presiones selectivas, producto de su superposicion con un segundo marco de lectura que codifica para las proteinas estructurales.
Ademas se agreg6 nueva evidencia a la propuesta de que este gen se habria originado posteriormente en ef tiempo respecto al resto de los genes del virus,
utilizando un mecanismo de sobreescritura genética. Los detalles de los andlisis realizados y los principales avances obtenidos de este estudio pueden
observarse en Hernandez et al., 2010. Estos resultados representaron un importante avance para nuestro grupo de investigacion en el abordaje de aspectos
basicos de la evolucién de IBDV, y también fueron fundamentales para conocer regiones gendémicas y marcadores genéticos de utilidad para el disefio de
metodologias de diagnostico.

A partir de fa experiencia adquirida, nos propusimos avanzar en el campo de la biotecnologia mediante el desarrollo de metodologias de diagnéstico
molecular actualizadas, integrando conceptos epidemiolégico-evolutivos que incluyeran los tltimos avances en el conocimiento de ia enfermedad, para tratar
de mejorar las técnicas de diagnostico existentes. Con el apoyo de financiacion de los Fondos para Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) otorgados
por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) en el llamado 2008, bajo el Proyecto n° 264, ejecutamos una propuesta de trabajo de dos afios
que tenia como objetivo el desarrollo de nuevas metodologias de diagnéstico para el virus de Gumboro y de la Bronquitis Infecciosa de las aves (IBV) con uso
de PCR en Tiempo Final y por primera vez en nuestro laboratorio, el desarrollo de metodologias para PCR en Tiempo Real para estos virus. Hoy el laboratorio
cuenta con un equipo de Ultima generacion para ia aplicacion de técnicas de PCR en Tiempo Real, que se encuentra disponible para la investigacion y
desarrollo de tecnologia, y para brindar soporte al sector productivo. Habiendo concluido el Proyecto FPTA-264 podemos afirmar que se lograron desarrollar y
estandarizar métodos actualizados de diagnéstico molecular para los virus de Gumboro y Bronquitis Infecciosa que utilizan tecnologia de PCR en Tiempo
Final y PCR en Tiempo Real. Los métodos fueron cuidadosamente diseflados tomando en cuenta caracteristicas particulares del proceso evolutivo de ambos
virus e integrando conceptos de tecnologia avanzada en el campo de la biologia molecular. Para Gumboro se desarrollé un método de un solo ensayo para
PCR en Tiempo Final que permite discriminar los vvIBDV del resto de las cepas, y ademas, por tratarse de un virus con genoma bisegmentado, permite
detectar casos con reordenamiento genémico (Hernandez et al., 2011). Para Bronquitis Infecciosa también se desarrolié una prueba para PCR en Tiempo
Final para deteccion y caracterizacion de variantes virales. Dicha prueba tuvo en cuenta la alta frecuencia de mutacion y capacidad de recombinacion
gendmica entre variantes de [BV (publicacion en preparacion). Como se menciond anteriormente, también se desarrollaron ensayos de deteccién y
caracterizacion de IBDV e BV con uso de la tecnologia de PCR en Tiempo Real. Para IBDV se disefié un ensayo que detecta y discrimina simultaneamente
cepas de baja patogenia de los vwiBDV (Tomas et al., 2012). Asimismo se estandarizé una metodologia diagnéstica para IBV mediante deteccién gendmica
por PCR en Tiempo Real. Los ensayos de PCR en Tiempo Real incluyeron el disefio de un método de cuantificacién absoluta, lo que resultd ser muy Util a la
hora de realizar titulaciones de genoma en muestras de campo o de vacunas.

Es importante destacar que las pruebas de PCR en Tiempo Real desarrolladas fueron validadas en centros de referencia mundial, demostrando ser muy
efectivas a la hora de detectar presencia de genoma viral en forma extremadamente rapida y con un altisimo grado de sensibilidad.

Antecedentes en conocimiento epidemiolégico de IBDV e IBV en Uruguay

Los resultados epidemiol6gicos obtenidos por nuestro grupo de investigacion mediante la aplicacion de las pruebas desarrolladas sugieren realizar una
profundizacion en el relevamiento de muestras de campo, asi como de investigar con mayor profundidad los virus detectados, en virtud de! impacto que
ambas enfermedades estarian teniendo en la produccion nacional (revision de resultados en Hernandez et al 2012).

En Gumboro se ha observado una importante variabilidad genética de los virus que circulan en la produccién local. Se pudo determinar la existencia de virus
de alta y baja patogenia, correspondiendo todos ellos a cepas tipicas sin segmentos gendmicos reordenados. Se determiné la presencia en aita frecuencia de
un tipo de IBDV con caracteristicas genéticas particulares. En todos los casos la manifestacion clinica de estos IBDV fue similar a cepas de baja patogenia,
sin embargo los estudios filogenéticos preliminares revelaron que estos virus se asocian consistentemente en un clado diferente respecto al resto de las
variantes. Los analisis de secuencias nucleotidicas y de amino &cidos determinaron una composicién particular en su VP2, incluyendo una variacion en la
formula de marcadores aminoacidicos de diferenciacion. Estos resuitados sugieren la circulacién local de un genogrupo diferente, al menos en fa composicién
de VP2. Se debe profundizar imperiosamente en la caracterizacion genética de estos virus ampliando el analisis de nuevas regiones genomicas, y realizar
una aproximacién de sus caracteristicas antigénicas mediante estudios inmunolégicos. Estos estudios son indispensables para actualizar nuestros métodos
de diagnostico y caracterizacion y, de esta manera colaborar en el disefio de planes de controt especificos.

Los resultados obtenidos con respecto a la situacion de Bronquitis en Uruguay no son menos llamativos que para IBDV. Nuestro grupo ha detectado la
presencia de al menos dos de las tres variantes que circulan en Sudamérica (Rimondi et al., 2009). Ambas variantes presentaron elevada homologia en el
gen de la nucleocapside, pero divergen sustancialmente en el gen S codificante de fa region antigénica. De acuerdo a las muestras analizadas, habria
prevalencia de una de las variantes sobre la otra. Es importante destacar que ambas variantes difieren sustancialmente respecto a la cepa vacunal
Massachusetts, tnica cepa aprobada por el MGAP para su inclusién en programas de control de IBV en el territorio Uruguayo. Claramente esta situacion
requiere profundizar los estudios de IBV realizando un mayor relevamiento de muestras de campo, identificar genética y antigénicamente las diferentes
variantes que circulan, confirmar su prevalencia y evaluar eventuales modificaciones en la politica actual de uso de vacunas y control de esta enfermedad. No
menos importante es el desarrollo de métodos de identificacién y caracterizacion especificos que faciliten el estudio de las variantes circulantes.

Antecedentes en la difusién y transferencia de resultados

Tan importante como avanzar en la investigacién es generar una red de comunicacion en la que los desarrollos se apliquen de forma global e inmediata
cuando son requeridos. Haber logrado en el transcurso de los afios una comunicacion directa y fluida con el sector productivo, esencialmente con las
principales empresas del mercado, con los productores, gremiales avicolas, asesores, veterinarios, taboratorio de bioldgicos, etc., ha sido fundamental para
cumplir con nuestros objetivos de investigacion. E) hecho de haber conseguido diagnosticar muestras, caracterizarlas adecuadamente, participar en el disefio
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" |de planes de control, y finalmente hacer un seguimiento evaluatorio y correctivo del plan disefiado, nos permite evaluar positivamente nuestro desarrollo
tecnolégico.

Igualmente importante para la consulta, difusién y promocién de resultados ha sido crear redes de comunicacién con centros de investigacién académicos
nacionales e internacionales que se dedican a estas tematicas, y establecer relaciones de colaboraciéon con los organismos oficiales de vigilancia sanitaria del
pais (MGAP, DILAVE).

Haber generado una red de comunicacion con el sector productivo, centros de investigacion universitaria, y organismos oficiales de vigilancia sanitaria,
promueve de forma natural a que los productos desarrollados sean evaluados y difundidos en el sector productivo, y garantiza que los futuros desarrollos
tengan la aplicabilidad necesaria para esta cadena de valor.

Antecedentes académicos

Como ya se menciond en la seccién anterior, desde el aflo 2004 el Laboratorio de la Secciéon Genética Evolutiva de Facultad de Ciencias ha trazado un plan
de trabajo especialmente dedicado a problematicas relacionadas a sanidad animal. Para ello se abrié una linea de investigacién que como actividad inicial
disefié un programa de formacion de profesionales especializados en los modelos biolégicos seleccionados. En pocos afios se logré conformar el Grupo de
Investigacién en Genética de Microorganismos (http://igm.geneticafcien.com) formado en la actualidad por 11 investigadores, profesionales y estudiantes
universitarios, dedicados a la investigacién de virus y bacterias que afectan la salud animal. Una de las sub-areas de investigacion a las que se dedica este
grupo la ocupan los problemas sanitarios que afligen al sector productivo avicola. Esta linea de investigacién ha ejecutado varios proyectos de investigacion
nacionales e internacionales, ha publicado varios trabajos sobre virus aviares en revistas internacionales arbitradas y formado recursos humanos a nivel de
grado y posgrado (ver CV del Lider del Proyecto). También hemos establecido colaboraciones con centros nacionales e internacionales que trabajan en la
tematica de sanidad aviar.

Justificacion para la ejecucion de la propuesta

Hemos descrito el dinamismo y la tendencia al aumento constante del consumo a nivel mundial que presentan los productos avicolas, basicamente
sustentado en sus cortos ciclos productivos y bajo costo de la carne de ave en comparacion con el resto de las carnes. También mencionamos el importante
desarrollo que la avicultura Uruguaya esté experimentando como consecuencia del aumento de la exportacion y del consumo interno. Desde el punto de vista
social, la produccidn avicola representa en nuestro pais una importante fuente de trabajo y, por el valor alimenticio y el bajo precio de sus productos, un
componente esencial de la canasta basica familiar. El costo de produccién puede verse muy incrementado por afecciones sanitarias como Gumboro y
Bronquitis Infecciosa. En trabajos previos nuestro grupo de investigacion ha constatado la presencia de ambos virus en nuestro pais, determinado una
situacién compleja por el grado de variabilidad y las caracteristicas de los IBDV e IBV que circulan en la produccién nacional.

Lo anteriormente expuesto representa la principal justificacién para la ejecucion del presente Proyecto. En él se propone continuar con la transferencia de
tecnologia a la industria avicola aplicando las metodologias desarrolladas para generar una base actualizada del estado de situacion epidemiologica de IBDV
e IBV en la produccion nacional. También se pretende disefiar nuevas técnicas de caracterizacion genética que aporten méas informacion de las
caracteristicas del virus, e incorporar en el laboratorio metodologias de caracterizacion antigénica poniendo a punto ensayos serolégicos. Con esto se
persigue desarrollar una metodologia integral, estandarizada y validada, de diagnéstico y caracterizacién genética y fenotipica para IBDV e IBV.
Simultaneamente se propone crear un servidor web para la gestion de la informacién de casos, realizar el analisis de datos de epidemiologia molecular, y
generar un resultado ajustado al caso caracterizado que oriente en la seleccion de vacunas y el disefio de planes de control. De esta manera se colaborara en
el desarrollo de politicas globales de control y prevencion para IBDV e IBV adaptadas a las caracteristicas genéticas/antigénicas de las cepas y variantes que
circulan en la cadena productiva avicola nacional.

En la actualidad los centros de vigilancia sanitaria del mundo como la OIE son muy rigurosos exigiendo el uso de tecnologias sensibles, rapidas, seguras, y
automaticas en las metodologias de deteccidn y caracterizacién de patégenos. De esta manera se garantiza la legitimidad a la hora de reportar el brote de
una enfermedad, y se conoce mejor su epidemiologia, estableciendo una descripcién lo mas completa posible del patégeno responsable. Cumplir con el
presente Proyecto representaria un significativo avance para nuestro laboratorio en la oferta de metodologias estandarizadas y validadas para vigilancia y
control de IBDV e IBV, posicionandolo como laboratorio de investigacion y desarrollo en el plano nacional e internacional.

En cuanto a los efectos de la aplicacion practica de los productos que se pretenden desarrollar, tener disponibles metodologias integrales de identificacion de
IBDV e IBV, y contar con una plataforma de andlisis de la informacién molecular de los casos, que sugiera y sirva de guia para el disefio de planes de control,
proporcionaria una ventaja comparativa de enorme valor para la industria avicola uruguaya. Muchas de las publicaciones que han definido a IBDV e IBV
como una de las variables méas importantes que afecta la cadena productiva y por lo tanto, la economia de esta industria, sefialan que su impacto se ve
agravado por lo intensivo de la actividad, esencialmente por los cortos ciclos de recambio de produccion. En Uruguay las empresas que se dedican a las
lineas de carne generalmente tienen ciclos de recambio de 50 dias entre lotes. De acuerdo a su epidemiologia, ambas enfermedades provocan sus mayores
efectos negativos aproximadamente a partir de la mitad del ciclo productivo, cuando los costos incorporados al producto han llegado a ser muy significativos.
Detectar e identificar rapidamente al agente infeccioso, y generar un plan de control ajustado a sus caracteristicas genotipicas y antigénicas, y por lo tanto
aproximado a su epidemiologia, podria generar respuestas rapidas que proporcionen un pronto alivio econdémico para el productor, volviendo de esta manera
mas competitiva a la industria.

Cumplir con los objetivos del presente Proyecto reforzaria en forma muy importante la linea de investigacion de nuestro laboratorio dedicada a patégenos
aviares, definiéndolo como centro de desarrollo biotecnolégico de métodos de diagnostico para virus aviares. De esta manera se posicionaria a Uruguay
como un pais dedicado a la investigacién béasica y aplicada de este tipo de virus.
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La estrategia planteada implica una dinamica de trabajo basada fundamentalmente en el desarrollo organizado de actividades de avance ejecutadas por un
grupo de investigadores con formacion cientifica complementaria. Consideramos que el equipo de trabajo designado para el desarrollo de la investigacion es
probablemente el pilar fundamental para lograr el cumplimiento de los objetivos. En este sentido proponemos un grupo de cientificos con experiencia previa
en los modelos seleccionados. Se establecera el orden de trabajo acostumbrado, basado en la asignacién de tareas especificas de cada uno de los
integrantes del grupo. Dichas tareas imponen objetivos de avance cumplibles en una unidad de tiempo preestablecida, generalmente correspondiente a una
semana, en cuyo lapso se ejecuta la accion planificada. Al final de la semana se reciben los informes de avance y se analizan los detalles para planificar
nuevas actividades o ejecutar medidas correctivas. Esta rutina de trabajo se refuerza con reuniones periddicas (generaimente una por mes) con exposicion de
seminarios de avance que ayudan con la calibracion y ajuste al cronograma programado de ejecucion del Proyecto. El dia y hora de los seminarios se
coordinan con los integrantes del equipo que residen en el exterior (Dr. Villegas y Dr. Banda) para contar con su participacion a través de sistemas de
videoconferencia.

Este sistema de trabajo ha sido muy efectivo en oportunidades anteriores, ya que permite una dindmica de avance constante, mantiene informado a todo el
grupo de trabajo independiente de las diferentes tareas que estén cumpliendo, y ademas garantiza el alineamiento de la ejecucion del Proyecto con el
cronograma propuesto.

Background informativo.

El cumplimiento de los objetivos propuestos se basa en el conocimiento profundo de las caracteristicas genémicas y evolutivas de los virus abordados, de las
técnicas genéticas e inmunoldgicas a ser aplicadas, de la epidemiologia de la enfermedad y su forma de control, asi como de la utilizacién y disefio de
metodologias de programacion y andlisis bioinformatico. Hemos conformado un grupo de investigacion capaz de cubrir dichas areas de conocimiento. E!
grupo de investigacion se dividira en areas de accion definidas por la especializacion de cada integrante. Los investigadores de cada area de accién deberan
profundizar en los Gltimos avances de la tematica adjudicada para contar con informacion actualizada a la hora de desarrollar los productos. Sera fundamental
basarse en los avances y experiencias propias adquiridas hasta el momento en investigaciones pasadas, reuniendo toda la informacién que se considere de
utilidad.

Procesamiento de muestras para estudios epidemiolégicos.

Las muestras con que ya cuenta el laboratorio y las que ingresen durante el periodo de ejecucion del Proyecto seran procesadas con las metodoiogias de
deteccion, caracterizacion y cuantificacién gendémica que utiliza rutinariamente el laboratorio. En la medida que se cuente con la informacién de las
caracteristicas del brote de la muestra recibida se ingresara a una base de datos clinicos. Esto sera de utilidad para que el grupo de especialistas veterinarios
puedan formular los planes de control especificos, y brindara informacién fundamental para el disefio y la construccién de la plataforma informatica.

Metodologias de caracterizacion genética.

Las técnicas genéticas para caracterizacion de nuevas regiones genomicas, mejoramiento de métodos de diagndstico, estudios genéticos comparativos,
deducciones de epidemiologia molecular, etc, seran desarroliadas en su amplia mayoria en el Laboratorio de la Seccion Genética Evolutiva de Facultad de
Ciencias (Uruguay). La validacion de las metodologias desarrolladas se efectuara en el Poultry Diagnostic and Research Laboratory (PDRL) de la Universidad
Estatal de Mississippi bajo la supervision del Dr. Alejandro Banda.

Metodologias de caracterizacion antigénica.

Gran parte del desarrollo de estas actividades se realizara en estrecha colaboracion con el PDRL de la Universidad Estatal de Mississippi con la coordinacion
del Dr. Alejandro Banda. En dicho laboratorio se aplican rutinariamente técnicas inmunolégicas y serologicas para el diagnostico, caracterizacion, e
investigacion de IBDV e IBV entre otros virus. Volcar la experiencia de dicho centro a nuestro laboratorio para adquirir las metodologias de caracterizacion
inmunolbgica y serologica que se usan en la actualidad, agregara répidamente un nuevo producto a los servicios que ofrece nuestro centro de investigacion a
la avicultura nacional. Se podra trabajar en el area de identificacién de las caracteristicas antigénicas de los virus circulantes en nuestro territorio, informacién
de la que carecemos al dia de hoy.

Disefio de un servidor web de analisis de datos y propuesta de planes de control.

Se ejecutard el disefio, desarrollo e implementacion de un servidor web que integre herramientas bioinformaticas para la realizacién automatica de
alineamientos, reconstrucciones filogenéticas, comparaciones de cepas de campo y vacunas mediante matrices de similitud, asi como correlaciones
genéticas y fenotipicas de los virus analizados. Este servidor seré una potente herramienta de gestion de informacién y andlisis de datos, enfocada a orientar
al técnico de campo en el disefio de planes de control. Los datos genéticos, antigénicos, y eventuaimente los datos clinicos, ingresados al sistema seran
analizados de forma automética y se dara en respuesta “orientadores” que sugieran herramientas (vacunas, programas biosanitarios, etc.) para controlar el
brote. Para la confeccion de los “orientadores” se tomaréan en cuenta las diferentes cepas y variantes de referencia de IBDV e IBV que circulan en la
actualidad, y se disefiaran paquetes estandar de respuesta. El diserio de la plataforma estara a cargo de investigadores del grupo especializados en
bicinformatica que seleccionaran los programas mas indicados de anélisis bioinformatico, automatizaran su ejecucion. La investigacion y disefo de los
paquetes de sugerencia automatica de planes de control estara a cargo de los especialistas del grupo de investigacion que por trayectoria se han
transformado en personalidades de referencia mundial para estas tematicas (Dr. Pedro Villegas y Dr. Alejandro Banda).
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4 « Materialesy Métodos -

Muestras

Para el desarrollo de este Proyecto se utilizaran muestras ya disponibles en el laboratorio (alrededor de 30 de cada virus), asi como las que se vayan
obteniendo durante su ejecucion. Una vez que llegan al laboratorio, las muestras se ingresan a una base de datos e inmediatamente se almacenan a -80°C
hasta el momento de su analisis. Las muestras corresponden a bursas de Fabricius para IBDV, y trdqueas, pulmones y tonsilas cecales para IBV. Si se
sospecha de cepas nefropatégenas se tomaran también muestras de rifion.

Las que se colecten durante el desarrollo del Proyecto provendran de casos de campo sospechosos de IBDV y/o IBV. Estas seran obtenidas por el Dr. Diego
Hernandez, veterinario especialista en avicultura de nuestro grupo de investigacion, y por médicos veterinarios vinculados a la industria avicola que colaboran
con nuestro equipo. En afios anteriores hemos recibido un promedio de 30 muestras sospechosas de IBDV o IBV por afio.

Caracterizacion genética

La metodologia a seguir es basicamente la misma para ambos modelos virales y consiste en:

Extraccion gendmica

Las muestras de IBDV (bursas de Fabricius) y las de IBV (traquea, pulmén, tonsilas cecales) seran sometidas a extraccién genomica mediante el uso de kits
comerciales siguiendo los protocolos ya estandarizados en nuestro laboratorio (Hernandez et al., 2006; Hernandez et al., 2012).

Retrotranscripcién.

Para la generacion del DNA complementario (cDNA) utilizaremos kits comerciales con random primers. Esto permite usar el mismo producto de
retrotranscripcion para amplificar cualquier regién gendémica del virus.

Andlisis de muestras por PCR en Tiempo Real.

El ensayo estandarizado para IBDV detecta la presencia del genoma viral y ademas discrimina los vvIBDV del resto de las cepas (Tomas et al., 2012). El
modelo de discriminacion esta basado en la variacion de una base nucleotidica (A/G) en la region de superposicion de los genes VP5/VP2 entre ambos tipos
de cepas. Este polimorfismo de nucleétido simple (SNP) se identifico como uno de los méas estables del genoma de IBDV para la diferenciacion de este tipo
de cepas. Para detectar e identificar este SNP, la prueba disefiada incluye un par de sondas TaqMan-MGB (minor groove-binding). Estas sondas son
altamente especificas y se unen Unicamente a secuencias que son 100% idénticas.

El ensayo estandarizado para IBV es capaz de detectar la presencia del virus utilizando una sonda TagMan cuya secuencia blanco se ubica en una region
no-codificante del genoma de 1BV conocida como region no traducida 5" 0 5" UTR. Esta regién se encuentra muy conservada entre las cepas de diferentes
serotipos de IBV debido a su importancia funcional durante la transcripcion viral, lo que asegura la deteccién de los diferentes tipos de IBV circulantes
(Callison et al., 2006). A este ensayo le hemos agregado un control positivo consiste en un sonda para el gen de la actina aviar (Hernandez et al. 2012).

Caracterizacion genética

La caracterizacién primaria de los virus se realizara mediante la amplificacion, secuenciacion y andlisis de una regién codificante (aprox. 500 pb) de VP2 de
IBDV (Hernandez et al., 2006) y de la porcién S1 de la Glicoproteina de Superficie (aprox. 1600 pb) en IBV (Hernandez et al., 2012). En el caso de IBDV
también se utilizara un sistema de caracterizacion (mgultiplex RT-PCR-RFLP) que detecta cambios nucleotidicos exclusivos de cada tipo de cepas que estan
presentes en ambos segmentos (A y B) del genoma. Mediante la amplificacion de pequefios amplicones de cada segmentoy la utilizacién de una unica
enzima de restriccion se puede clasificar al virus como hipervirulento, clasico/variante o reordenado. Este sistema fue recientemente desarrollado por nuestro
grupo para una caracterizacién inicial de las cepas, y detectar rapidamente reordenamientos genémicos (Hernandez et al., 2011).

Caracterizacion genética-gendmica.

Se seleccionara un total de 15 cepas de cada uno de los virus para realizar la caracterizacion genémica. En el caso de IBDV se secuenciara el genoma
completo (aprox. 6000 pb) y en IBV los genes codificantes de las proteinas estructurales S, E, My N (aprox. 8000 pb).

Hasta la fecha no se ha realizado este tipo de caracterizacion en las cepas de campo de IBDV e IBV circulantes en el pais. Para ello se disefiaran primers
que amplifiquen amplicones con extremos superpuestos y se estandarizaran los protocolos de PCR para cada uno de los amplicones requeridos. Los
amplicones seran secuenciados automaticamente (previa clonacion si es necesario) para ser analizados y comparados con la base de datos existente.

Desarrollo de metodologias para la identificacion rapida de nuevas variantes de IBDV e IBV.

Se disefara, estandarizara y validara nuevas metodologias de RT-PCR-RFLP y RT-Real Time PCR para la identificacién rapida de variantes de IBDV e IBV
que presenten caracteristicas genéticas particulares que ameriten mejorar los actuales sistemas de diagnostico y caracterizaciéon

Para esto se aplicaran analisis informaticos para seleccionar las regiones genémicas més convenientes de ambos virus para los ensayos de identificacion. Se
ajustaran los parametros de las técnicas y se realizaran analisis de sensibilidad y especificidad. Posteriormente, las pruebas se validaran en el Poultry
Diagnostic and Research Laboratory, un centro de referencia mundial para virus aviares.

Analisis informatico: disefio de primers y sondas

Para secuenciar el genoma completo de IBDV y parcial de IBV, y para los ensayos de identificacién rapida de variantes de IBDV e IBV circulantes en Uruguay
sera necesario el disefio de juegos de primers y sondas. Para lograr esto se realizaran alineamientos de secuencias disponibles en la base de datos del
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) en busca de regiones conservadas para el disefio de primers y sondas, utilizando software especificos (Primer Express®
software v2.0 de Applied Biosystems).

Andlisis informatico: comparacion de secuencias y estudios filogenéticos
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Para inferir las relaciones filogenéticas de las cepas de IBDV e IBV se generaran sets de datos con las secuencias obtenidas y las ya depositadas en el
GenBank. Las secuencias se ensamblaran y alinearan con programas especificos (DNAstar-Lasergene, MUSCLE). Se determinara el modelo de sustitucion
en cada alineamiento y se inferiran arboles filogenéticos con los métodos de Maximum Likelihood y Bayesianos, implementados en los programas PhyML y
BEAST, respectivamente. Se evaluard la presencia de secuencias recombinantes con el programa SplitsTree, que permite la identificacion de secuencias
recombinantes mediante redes filogenéticas y redes de recombinacion. Se determinaran las presiones selectivas que acttan sobre los codones en base a
métodos de conteo y de resumen estadistico.

Caracterizacién antigénica

Aisltamiento viral

El aislamiento viral se realizara por medio de inoculaciones de homogeneizados de tejidos en huevos embrionados SPF (libres de patdgenos especificos) de
9 a 11 dias de edad, a través de dos vias de inoculacion: cavidad alantoidea en el caso de IBV y membrana corioalantiodea en el caso de IBDV. Los
aislamientos seran realizados con dos objetivos, i)el aumento de la carga viral en los casos que el bajo nimero de particulas virales presentes en los tejidos
en estudio dificulte la caracterizacion genética, y ii) la obtencién de virus para los ensayos de AC-ELISA y Virus Neutralizacion. Para los ensayos de VN se
buscara obtener aislamientos virales procedentes de un pasaje que cause muerte o lesiones claras en los embriones. Para esto se tendra en cuenta que las
lesiones tipicas causadas por IBV en embriones de 7 dias post-inoculacion son enanismo, aspecto erizado y depositos de uratos en los mesonefros de los
rifones. En el caso de IBDV las lesiones causadas en los embriones dependen del tipo de cepa viral. Las cepas hipervirulentas se caracterizan por generar
altas tasas de mortalidad, alin en bajos titulos virales. Las cepas clasicas causan muertes en los embriones de 3 a 5 dias post-inoculacion. Los embriones
muertos aparecen congestionados con hemorragias petequiales y equiméticas evidentes, higado necrético de apariencia pélida y bazo pequerfio, rosado o
incoloro con ocasionales pequerios focos necroticos. Las cepas variantes en general no producen la muerte de los embriones. Los embriones de 6 a 7 dias
post-inoculacion presentan un color blanquecino, edema cerebral y abdominal, retraso en el crecimiento, higado necrético y tefiido de bilis y aumento de 2 a 3
veces en el tamafio del bazo.

AC-ELISA para IBDV

Se han descrito tres paneles de anticuerpos monoclonales para la caracterizacion antigénica de IBDV utilizando Ac-ELISA (Fahey et al., 1991; Eterradossi et
al., 1997, Snyder et al., 1992). Estos ensayos permiten clasificar a los virus segin el nive! de reactividad de los mismos con los anticuerpos monoclonales.
Dado que hasta el dia de hoy no se ha unificado el criterio de caracterizacion con estos anticuerpos, se evaluara durante el proyecto cual/cuales de los tres
paneles de anticuerpos monoclonales (algunos disponibles comercialmente) se utilizara para clasificar las variantes de campo de IBDV circulantes en
Uruguay.

Ensayos de Virus Neutralizacién (VN).

La neutralizacion viral se define como la pérdida de la capacidad infectante del virus por la reaccion del mismo con un anticuerpo. En el presente proyecto la
VN se realizara para evaluar la capacidad de neutralizar los virus en estudio que tienen diferentes sueros derivados de cepas vacunales. Los ensayos seran
realizados en huevos embrionados SPF de 9 a 11 dias de edad. Se utilizara el método a que consiste en mezclar e incubar una dilucion de suero esténda;
con diluciones seriadas del virus e inocular la mezcla en un sistema susceptible, en nuestro caso huevos embrionados. Los virus que se utilizaran seran
aislamientos virales de las variantes de IBDV e BV circulantes en nuestro territorio. Para IBDV se utilizaran sueros correspondientes a cepas clasicas y
variantes. En el caso de IBV se utilizaran sueros derivados de cepas vacunales comerciales disponibles en el mercado mundial. En un principio los sueros
que se incluiran corresponden a las siguientes cepas: Massachusetts (inica cepa vacunal autorizada en varios paises sudamericanos), Arkansas,
Connecticut, JMK y Delaware (principales serotipos vacunales estadounidenses, ademas de Massachusetts [Mass}), 4/91, D274 y D1466 (princicales
serotipos vacunales europeos, ademas de Mass). Durante el desarrollo del proyecto se evaluara ia utilizacién de nuevos sueros teniendo en cuenta los
resultados de la caracterizacién genética.

Los resultados se expresaran como indice de neutralizacién (NI), que representa la diferencia entre titulo del virus control (suero negativo) y el titulo del virus
en presencia del suero problema. Los puntos finales para cada suero seran caiculados por el método de Reed and Muench (Villegas, 1998).

Los ensayos de virus neutralizacion seran acoplados a ensayos de cuantificacion virat absoluta por PCR en Tiempo Real como una forma alternativa de medir
la capacidad neutralizante de los sueros. Estas metodologias han sido aplicadas en otros modelos virales (Saito et al., 2003; van Santen et al., 2004). Los
ensayos de cuantificacién para IBDV e IBV ya fueron disefiados y estandarizados en nuestro laboratorio (Hernandez et al., 201 2). En |IBDV esta metodologia
alternativa de medicion de la capacidad neutralizante de los sueros es de gran importancia debido a que los virus de campo no suelen inducir lesiones en
todos los embriones de manera uniforme y constante.

Disefio de servidor web para analisis y gestion de informacion epidemioldgica

Los avances tecnoldgicos de la pasada década han creado en la actualidad un escenario donde la generacién de secuencias de &cidos nucleicos a gran
escala se ha transformado en algo cotidiano en los laboratorios de genética molecular; sin embargo, este hecho impone nuevos desafios técnicos para
obtener el mayor provecho a la informacién. Para cumplir este objetivo, ya desde hace varios afios se est4 tendiendo a generar conocimiento en areas
muitidisciplinarias, particularmente en la interseccion entre la biologia y la informatica. La biclogia computacional ha emergido con notoriedad y el desarrollo
de métodos para el andlisis de secuencias de 4cidos nucleicos esta en auge. Sin embargo, el uso de la mayoria de estos métodos esta limitado porque su
impiementacion es poco intuitiva para los usuarios que no poseen conocimientos en el area informatica. Para salvar estas distancias, se ha optado por
implementar métodos computacionales en forma de servidores web, facilmente accesibles a través de internet y con interfaces graficas que permiten su
utilizacién a usuarios formados en diversas areas del conocimiento, sin necesidad de poseer una profunda formacion informatica.

Actualmente, existen numerosos servidores web orientados al analisis de datos biolégicos, principalmente secuencias de acidos nucleicos. Los ejemplos mas
notorios son los sitios del NCBI (National Center for Biotechnology Information), EBI (European Bioinformatics Institute) y DDBJ (DNA Databank of Japan), los
cuales son el paradigma en cuanto a bases de datos de secuencias. Estas bases de datos implementadas en la web son sumamente Utiles, pero su enorme
tamarfio y dinamismo son dos desventajas, fundamentalmente para la extraccién y utilizacion de meta-informacion (datos clinicos, fenotipicos, geograficos,
temporales, etc.) asociada a las secuencias.

Al realizar una blsqueda en el NCBI utilizando las palabras clave “IBDV” e “IBV" se obtienen mas de 4000 secuencias correspondientes a diferentes regiones
del genoma de los virus. Por ejemplo, al restringir la busqueda al gen S$1 de IBV obtenemos alrededor de 1500 secuencias, pertenecientes a virus aislados en
més de 10 paises y en un periodo de tiempo de 1958 a 2012. Una busqueda bibliografica exhaustiva nos revel6 la escasa utilizacion de estos datos para el
estudio epidemiolégico de los virus. Estos datos son argumentos fuertes para creer que el desarrollo de un sitio web especifico para secuencias de IBV e
IBDV (que permita, almacenar, ordenar y analizar estos datos de forma rapida e interactiva por métodos bioinformaticos) seré de gran utilidad para el analisis
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1 y monitoreo de la dindmica de las enfermedades causadas por estos virus.

El servidor web se construira en PHP y constara de dos bloques de informacion. Por un lado, las secuencias se almacenaran y ordenaran un una base de
datos relacional construida en MySQL. Esta base de datos asociara a cada secuencia un nombre Unico y la meta-informacion correspondiente, por ejemplo:
fecha de aislamiento, hospedero, lugar de aislamiento, resultados de estudios serologicos realizados al virus del cual se obtuvo, datos clinicos
(sintomatologia, estatus de vacunacion, etc.). El otro bloque estara formado por herramientas implementadas en Python y Java para el andlisis y comparacién
de las secuencias de la base de datos. Estas herramientas seran MUSCLE o MAFFT para realizar alineamientos, PhyML para reconstruccion de arboles
filogenéticos por méxima verosimilitud, BLAST para comparar la similitud entre secuencias, Ademas, se implementaran herramientas estadisticas como
analisis discriminante, anélisis de componentes principales, métodos de clustering y visualizacion mediante heatmaps y graficos estandar. Estas herramientas
seran incorporadas utilizando PHP/Java Bridge y la libreria Java/R-Interface, que permite utilizar las funciones del paquete estadistico R en un ambiente Java.
Las secuencias podrén ser ingresadas en una ventana mediante copiado y pegado de texto o en forma de archivos FASTA. Los resultados estaran asociados
a informaciones sobre planes de control que se han utilizado exitosamente en variantes similares.
. . . Gestion del Conocimiento . .
Los productos tecnologicos y el conocimiento generado quedaran a disposicion del INIA para su gestion. Consideramos tan importante como avanzar en la
investigacion, generar una red de comunicacién en la que los desarrollos puedan ser aplicados de forma global e inmediata en caso que se los considere
convenientes. Para esto se pretende trabajar a nivel local e internacional. A nivel local se efectuara la transferencia de tecnologia y conocimiento a
organismos de vigilancia sanitaria, al sector empresarial, productores, personal técnico, al &mbito académico, etc., bajo la implementacién de informacién en
nuestra pagina web, la realizacion de charlas, seminarios, y cursos técnicos/académicos para promocionar y transferir los avances generados por la
ejecucion de este Proyecto. A nivel internacional se propondré el patentamiento de productos en el caso pertinente, se evaluara la oferta de paquetes
tecnologicos (diagnostico, caracterizacion y analisis) a la red internacional de laboratorios de diagnéstico de enfermedades aviares, se realizaran
publicaciones en revistas cientificas arbitradas de alto impacto y se propondra una participacion activa en congresos y eventos internacionales. Parte de la
informacién recabada podra gestionarse a través del servidor web especifico sobre ambos virus que se desarrollara durante el proyecto. A este servidor
podran acceder investigadores, profesionales y técnicos de la industria avicola para analizar y obtener informacién sobre los virus de Gumboro y Bronquitis
Infecciosa.

Grupo Institucional
Tipo: I 1.3. Gremiales rurales

I Comentarios: |Los principales beneficiarios de nuestro proyecto seran los productores avicolas.

Grupo Productivo

Tipo: |2.1. Productores empresariales con mayor demanda ¢ Comentarios: El proyecto impactara en todos los productores rurales asociados al rubro

avicultura.

~ Impactos Esperados

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@]b.inia.org.

INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sag.inia.org.uy

INIA Tacuarembé Rufa 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 iniatt@tytinia.org.uy_
www.inia.org.uy_
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Variable Productividad El mayor impacto de este proyecto sera el incremento de la productividad a través Impacto:
Afectada: del mejoramiento del estatus sanitario.

Variable Calidad de Comentarios: | La calidad del producto se incrementa mediante una mejora en el tamario de las Impacto:
Afectada: Producto aves y de sus subproductos (huevos).

Variable Diferenciacién | Comentarios: | Un producto libre de ambas enfermedades es percibido como de mayor calidad. Impacto:
Afectada: de Producto

Variable Nuevos Comentarios: ] E| estatus sanitario de las aves puede constituirse en un valor agregado en la Impacto:
Afectada: Mercados exportacion.

Variable Costos de Comentarios: | Una granja con un adecuado control de ambas enfermedades producird més con Impacto:
Afectada: Produccion un menor costo.

Variable ingresos Comentarios: | Los ingresos se incrementan por una mejora en la produccion y el tiempo Impacto:
Afectada: requerido para obtener un producto comercializable.

impactos Econémicos

FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Comentarios:

Variable Capacitacion Comentarios: | Durante el proyecto se formaran recursos humanos especializados en diagnostico Impacto:
Afectada: Técnica y caracterizacién molecular de enfermedades aviares. Ademas, trabajadores del

rubro avicola y médicos veterinarios podran actualizarse en la aplicacion de estas

metodologias. :
Variable Condiciones Comentarios: | Puede considerarse un impacto indirecto de la mejora de las condiciones laborales Impacto:
Afectada: Laborales mediante un incremento de la salubridad de los iotes, lo que facilitara su manejo y

mejorara las condiciones laborales.
Variable Condiciones Comentarios: | Es esperable que una mejora en los rendimientos avicolas se convierta en un Impacto:
Afectada: de Empleo atractivo para una mayor inversion en el ramo, con el consiguiente incremento de

los beneficios y condiciones laborales.

Impactos A

mblentales

Variable Eficiencia Comentarios: | No presenta Impacto:
Afectada: Tecnolégica
Variable Conservacion Comentarios: | No presenta Impacto:
Afectada: Ambiental
Variable Recuperacion Comentarios: | No presenta Impacto:
Afectada: Ambiental
Variable Cambio Comentarios: | No presenta Impacto:
Afectada: Climatico
Variable Otros Comentarios: | No presenta Impacto:
Afectada: (describir)

INIA Direccién Nacional

Andes 1365 P. 12, Montevideo Tel: 598 2902 0550 Fax: 598 2902 3633 iniadn@dn.inia.orq.uy

INIA La Estanzuela Ruta 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 injale@e.inia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_lb@ib.inia.org.
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sq.inia,ora.uy.

INIA Tacuarembd
INIA Treinta y Tres

Rufa 5 Km. 386, Tacuarembé
Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres

Tel: 598 4632 2407
Tel: 598 4452 2023

Fax: 598 4632 3969 ini inia.or!
Fax: 698 4452 5701 ini inia.

inia.or
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Narrativ

Indicadores

de Mari

.

Medio de Verificacion

FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Supuestos

Fin

Mejorar la sanidad aviar local y
regional mediante la
incorporacion de tecnologia que
permita optimizar la prevencién y
el control de las enfermedades de
Gumboro y Bronquitis Infecciosa.

Se reduce la incidencia de
ambas enfermedades en la
industria avicola uruguaya
mediante una adecuacién de los
planes de control (manejo,
vacunacion, etc.) a las
caracteristicas genética y
antigénicas de los patégenos
existentes.

La informacion generada sobre las
enfermedades se pone a
disposicion de los organismos
oficiales y se publica en revistas
especializadas. Las encuestas
realizadas por los organismos
oficiales muestran una mejora del
estatus sanitario.

Persistencia en el desarr
industria avicola del Urugygy y la
region que conlleve los
correspondientes desafios
sanitarios.

Propésito

Obtener informacién
epidemioldgica para el control de
la Enfermedad de Gumboro y
Bronquitis infecciosa en Uruguay
mediante el desarrollo y
aplicaciéon de herramientas de
analisis (genéticas, serologicas y
bioinformaticas) de los virus
implicados (IBDV e IBV).

Caracterizacion genética y
serolégica de las cepas
circulantes de ambos virus en el
territorio uruguayo.

Identificacion de las vacunas
que presentan mayor homologia
con las variantes circulantes en
Uruguay de ambos virus.

Instrumentacién de un servidor
web (web server) especifico
para el andlisis automatico de
datos genéticos que brinde
ademas informacion especifica
sobre los patégenos.

Transferencia de la informacion
obtenida a los organismos
oficiales y al sector productivo.

Publicaciéon de informacién sobre
las caracteristicas genéticas de los
virus en resimenes de congresos y
revistas especializadas.

Presentacion de un informe ante
los organismos oficiales de los
resultados obtenidos y de las
vacunas que presentan mayor
homologia.

Puesta a disposicion del servidor
web desarrollado.

Los organismos de control y los
veterinarios avicolas consideran
prioritario el mejoramiento del
estatus sanitario mediante el
relevamiento de informacion
epidemiolégica y la
instrumentacién de nuevas
metodologias de control.

Componente

1. Informacién actualizada del
escenario epidemiolégico de los
virus de Gumboro y Bronquitis
infecciosa en la produccién
avicola nacional

Caracterizacién genética de los
virus provenientes de brotes de
ambas enfermedades
circulantes en el periodo
2006-2016.

Analisis comparativo de las
cepas obtenidas que permita
establecer sus relaciones con
variantes circulantes en otras
regiones.

Publicacion de informacién sobre
las caracteristicas genéticas de los
virus en resimenes de congresos y
revistas especializadas.

Realizaciéon de un informe para ser
presentado ante los organismos
oficiales.

Los casos clinicos corresponden
a los virus en estudio y éstos
pueden ser analizados con las
técnicas propuestas

Componente

2. Desarrollo de metodologias de
caracterizacion genética y
antigénica para cepas y variantes
de IBDV e IBV circulantes en
Uruguay.

Adecuacion y puesta en marcha
de metodologias de deteccion
genética para cepas y conjunto
de cepas con determinada
caracteristica (variantes)
obtenidas.

Desarrollo y estandarizacion de
metodologias de caracterizacion
antigénica que emplean paneles
de anticuerpos monoclonales
(IBDV) y virus neutralizacion
(IBDV e IBV).

Publicacion de resultados en
congresos o revistas de la
especialidad.

Posible patentamiento de alguna de
las metodologias desarrolladas.

Elaboracion de informe y protocolos
para las autoridades oficiales.

La industria avicola uruguaya
requiere de metodologias de

diagnostico especificas

No surgen metodologias mas
adecuadas para el estudio de
ambos virus.

Componente

3. Metodologia integral,
estandarizada y validada, de
diagnéstico y caracterizacién
genética y antigénica de IBDV e
1BV

Aplicacién de las metodologias
estandarizadas en diferentes
cepas, condiciones y
laboratorios para validar su
utilidad.

Manual operativo con las
metodologias estandarizadas.
Resultados de las pruebas en
laboratorios uruguayos y
extranjeros

No se producen cambios en los
virus que alteren la especificidad
de las metodologias
desarrolladas.

Componente

4. Creacién de un servidor web
para la gestion de la informacion
y el andlisis de datos de
epidemiologia molecular

Desarrollo y utilizacion del
servidor web sobre muestras de
IBDV e IBV.

Puesta en linea (on line) del
servidor.

Acceso al servidor para testar su
correcto funcionamiento.
Posible patentamiento.

Se convierte en el primer
desarrollo de su tipo.

Componente

INIA Direccién Nacional
INIA La Estanzuela
INIA Las Brujas

INIA Salto Grande

INIA Tacuaremb6

INIA Treinta y Tres

5. Propuesta de planes de control
y prevencion adaptados a las
caracteristicas
genéticas/antigénicas de las
variantes de IBDV e IBV que
circulan en la cadena productiva
avicola nacional

Andes 1365 P. 12, Montevideo
Ruta 50 Km. 11, Colonia

Ruta 48 Km. 10, Canelones
Camino a | Terrible, Saito

Ruta 5§ Km. 386, Tacuarembo
Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres

Determinacion de las vacunas
que presentan la mayor
homologia genética/antigénica
con las cepas circulantes.

Sugerencias de procedimientos
para el tratamiento especifico
de ambos virus

Publicacién en congresos o revistas
arbitradas de la especialidad.

Elaboracion de un informe para los
organismos oficiales.

Tel: 598 2902 0550
Tel: 598 4574 8000
Tel: 598 2367 7641
Tel: 598 4733 5156
Tel: 598 4632 2407
Tel: 598 4452 2023

Fax: 598 2902 3633
Fax: 598 4574 8012
Fax: 598 2367 7609
Fax: 598 4732 9624
Fax: 598 4632 3969
Fax: 598 4452 5701

Las cepas detectadas contindian
circulando en el campo sin
cambios relevantes que alteren
drasticamente las caracteristicas
genéticas-antigénicas.

iniadn@dn.inia.org.uy

iniale@le.inia.org.uy
inia_lb@lb.inia.orq.uy

- @ 13.6F
iniatbo@th.inia.org.uy
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA) .

Componante

6. Consolidacion de un laboratorio
de investigacion y desarrollo
biotecnolégico de enfermedades
aviares con énfasis en Gumboro
y Bronquitis Infecciosa

El laboratorio dispone de
equipamientos, recursos
humanos y procedimientos
estandarizados y validados que
permiten el diagnostico,

Inspeccion visual del laboratorio.
Disponibilidad del laboratorio para
colaborar con organismos oficiales
y productores avicolas.

Las patologias aviares en estudio
contintan siendo un problema
relevante para la avicultura.

caracterizacién y asesoramiento
en el tratamiento de Gumboro y
Bronquitis Infecciosa.

~ Descripcion

Se detectaran casos positivos mediante técnicas de identificacion de acidos nucleicos (PCR y PCR en Tiempo Reai). Se amplificaran mediante RT-PCR
regiones informativas de los virus para lograr su caracterizacion. Las secuencias obtenidas seran sometidas a anélisis informatico para determinar los
diferentes tipos de cepas de cada virus que circulan en el territorio. Estos resultados se compararan con los que ya se han obtenido en Argentina y Brasil para
establecer los virus circulantes en la regién determlnar el grado de divergencia que presentan las cepas uruguayas.

. :  Duracién
_ Fecha iniclo: 01/01/2014 " Fecha Fin: 01/06/2016
Rol Nombre
Responsable Gonzalo Tomas
Participante Ana Marandino

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

Resultados Esperados (Producto | Proceso Tecnoldgico) -

Resultado del andlisis de muestras. Se determina el nimero de casos positivos y se caracteriza el 100% de estas muestras.

Descripcion:

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

oria:
Indicador:
Fecha de Planificacion:

3.12-Productos Biotecnolégicos
3.12.1-Mapas de ligamento
13/05/2013

Actwidad Ocseﬁo de serwdo web L
; . Descripcion o
Se crearé un servidor web para el analisis informatico de secuencias de IBDV e IBV. Este servidor contara con informacién basica de ambos virus
(bibliografia, procedimientos de diagnéstico y caracterizacién molecular, protocolos estandarizados, efc.) y con herramientas para su anaiisis (alineamiento

con cepas de referencia, deteccion de marcadores, comparaciones con cepas vacunales y analisis filogenéticos). Ademas ofrecera informacion sobre planes
de control ajustados a variantes virales especificas.

Duracién

“ Fecha Inielo: 01/06/2014 Fecha Fin: 01/09/2015

Equlpo Téenico Participante

Rol Nombre
Participante Martin Hernandez
Participante Diego Hernandez
Responsable Gregorio Iracla
Participante Pedro Villegas
Participante Alejandro Banda

Rasultadas Esporadoa (Producto IProc«a Twnniégico) """

La version Beta del servidor estara disponible para su evaluacion. Esta primera versién no estara disponible online hasta su
completa validacién.

Descripcion:

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
—c“ggom; 3.14-Generacién de conocimiento

Indicador: 3.14.8-Otros

Fecha de Planificacién: 13/05/2013

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 iniale@e.inia.ora,uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_Ib@lb.inja.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto 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 inia th.inia.org.

INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023

www.inia.org.uy.

Fax: 598 4452 5701 ini inia.
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA)

Componente: 6. Consolidacion de un laboratorio de investigacién y desarrolo biotecnolégico de enfermedades avi
Actividad: Formacién de recursos humanos

Descripcion

Crear recursos humanos con especializacion en metodologias moleculares de andlisis. El proyecto permitira que jovenes investigadores adquieran experiencia , v
en técnicas de diagnostico y caracterizacion molecular (caracterizacion genética y antigénica) en la industria avicola. Algunas de las actividades formaran
parte de las tesis de posgrado (Maestrias y Doctorados) de miembros del equipo de investigacién. De esta forma, el laboratorio podréa consolidarse como un

centro de referencia y entrenamiento en sanidad aviar.
Duracion -
Fecha Inicio: 01/01/2014 [ FechaFiniain2z2016 -
Equipo Técnico Participante - -
Rol Nombre
Responsable Ruben Gustavo Pérez Crossa
Participante Yanina Panzera
Participante Diego Hernandez
Participante Pedro Villegas
Participante Alejandro Banda

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico)

Descripcién: Se generaran tesis de grado y posgrado, Se brindaran entrenamientos técnicos, cursos y seminarios sobre la materia. Estas
actividades incluiran informes especificos que estaran a disposicién del INIA.
3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Tipo:

Categoria: 3.14-Generacién de conocimiento

Indicador: 3.14.8-Otros
Fecha de Planificacion: 14/05/2013

. ‘ , _ Detalle de las Actividades _
Componente: 5. Propuesta de planes de control y prevencién adaptados a las caracteristicas genéticas/antigénica

Actividad: |dentificar el grado de similitud genética entre las vacunas y las cepas de campo .
Descripcién

Establecer, mediante la comparacién de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, la homologia de las cepas de IBDV e IBV circulantes en el territorio
uruguayo con las cepas incluidas en las vacunas disponibles en Uruguay.
' Duracién

Fecha Inicio: 01/01/2015 Fecha Fin: 01/01/2016

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre
Responsable Martin Hernandez
Participante Gonzalo Tomas
Participante Ana Marandino
Participante Pedro Villegas
Participante Alejandro Banda

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnoldgico)

Descripcién: Identificacion de las cepas vacunales que presentan mayor similitud genética con las cepas de campo circulantes.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.14-Generacion de conocimiento
Indicador: 3.14.8-Otros
Fecha de Planificacién: 14/05/2013
. ‘ Detalle de las Actividades . .
‘Componente: 5. Propuesta de planes de control y prevencién adaptados a las caracteristicas genéticas/antigénica
Actividad: Identificar vacunas que generan mejor proteccion ante las cepas de campo .
Descripcion
Establecer la proteccion de la vacuna de IBDV e IBV disponible en Uruguay con las cepas circulantes en el territorio mediante ensayos de virus neutralizacion.
Duracién
Fecha Inicio: 01/06/2015 Fecha Fin: 01/06/2016
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.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 inia_sa@sg.inia.org.uy
INIA Tacuarembé Ruta 5 Km. 386, Tacuaremb6 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.
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Equipo Técnico Participants

FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA) . ,

Nombre

Rol

Participante Gonzalo Tomas
Participante Ana Marandino
Participante Diego Hernandez
Responsable Alejandro Banda

Resiltados Esperados {Producto / Praceso fncnolégico)

Identificacion de las vacunas con el mayor |nd|ce de protecmén frente a las cepas de campo circulantes en el territorio.

Descripcion:
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
—C;tegoﬂa: 3.14-Generacion de conocimiento

Indicador:

3.14.8-Otros

Fecha de Planificacio

Actividad: Meiora edilicla

14/05/2013

Ampliar y mejorar las instalaciones y el instrumental para el diagnéstico molecular aviar. Esto incluye disponer de un espacio exclusivo para ingreso y
procesamiento inicial de muestras y su almacenamiento. Ademas se actualizara e incrementara el equipamiento para la realizacion de técnicas genéticas y

serologicas.
Fecha Inicla: 01/01/2015 Facha Fin: 01/10/2016
Equipo Téchico Participants o
Rol Nombre
Responsable Ruben Gustavo Pérez Crossa
Participante Yanina Panzera

Resuludos Esperadas (Froductol Proceso Tecnologico)

Activldad:

5

Descripcion! Se contara con un laboratorio consolldado para el estudio de patologias aviares. Este laboratorio podré recibir muestras de todo
el territorio nacional y realizar un diagnostico y caracterizacion en forma rapida y con metodologias de Ultima generacion.

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.4-Practicas y procesos agropecuarios

Indicador: 3.4.1-Tecnologias y Practicas de manejo

Facha de Planificacion: 14/05/2013

timizacion

Facha Inicio: 01/06/2016

o

> epi

Descripcién - - o

Se testara el servidor web sobre secuencias obtenidas en Uruguay y extranjeras que hayan sido prevnamente caractenzadas De esa forma se comprobara su
correcto funcionamiento. Se ondré en Imea (on Ime) para que sea accesible a otros investigadores interesados en IBDV e IBV.

Duracion.
Fecha Fin: 01/09/2016

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre

Participante Ruben Gustavo Pérez Crossa
Participante Martin Hernandez
Responsable Gregorio lraola

Resultados Esperados (Producto / Prgguo Tecnoldgico)

El servidor web, previamente testado y optimizado, sera puesto on line disponibie para la industria avicola.

Descripcion:

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.14-Generacién de conocimiento

Indicador: 3.14.8-Otros

Fecha de Planificacion:

13/05/2013

INIA Direccién Nacional
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 50 Km. 11, Colonia Tel: 598 4574 8000 Fax: 598 4574 8012 iniale@le.jnia.org.uy
Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: 598 2367 7609 inia_1b@Ib.inia.org.u
Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 47329624  nia_sg@sg.inia.org.uy.
Ruta 5 Km. 386, Tacuaremb6 Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 inia .inia.org.
Ruta 8 Km. 281, Treinta y Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.

-
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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA ﬁ .

Actividad: Optimizar y desarrollar metodologias de caracterizacion antigénicas para IBDV e IBV . \7
Descripcion 4

Se instrumentaran ensayos de virus neutralizacién utilizando anticuerpos de las vacunas que se utilizan en nuestro territorio. De esta forma se obtendra un
perfil serolégico del virus. En el caso particular de IBDV también se realizara la caracterizacién antigénica mediante un panel de anticuerpos monoclonales
Ac-ELISA . Este ensayo permitira clasificar a los IBDV segun el nivel de reactividad de los mismos con los anticuerpos monoclonales.

Queremos destacar que la metodologia de virus neutralizacién se acoplara con técnicas de cuantificacion por PCR en Tiempo Real que permitira evaluar mas
adecuadamente los niveles de proteccion vacunal.

Duracién
Fecha Inicio: 01/01/2016 Fecha F;;I: 01/09/2016
Equipo Técnico Participante
Rol Nombre
Participante Martin Hernandez
Participante Gonzalo Tomés
Responsable Ana Marandino
Participante Yanina Panzera
Participante Alejandro Banda
Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico)
Descripcion: Implementacién de metodologias para establecer el perfil antigénico de los virus circulantes en Uruguay en relacién a cepas
vacunales registradas en el territorio.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.9-Metodologia Cientifica
Indicador: 3.9.4-Métodos de fenotipado
Fecha de Planificacion: 13/05/2013
Detalle de las Actividades
Com
Actividad: Optlmlzar y desarrollar metodologias de caramenzacuén para variantes es_geciﬁcas de IBDV e IBV .
Descripcion

Se ajustara la metodologia a las variantes genéticas existentes en nuestro territorio y a aquellos nuevos tipos que puedan ser detectados durante el proyecto.

Se desarrollaran nuevas metodologias de PCR a Tiempo Final y a Tiempo Real que se ajusten a las variantes que circulan en nuestro territorio. Estas
metodologias permitiran detectar la o las variante uruguayas y aquellas similares en otros paises, particularmente de la region (Argentina y Brasil).

Duracién
Fecha Inicio: 01/01/2015 Fecha Fin: 31/12/2015
Equipo Técnico Participante
Rol Nombre
Responsable Gonzalo Tomas
Participante Ana Marandino
Participante Yanina Panzera

Resultados Esperados {Producto / Proceso Tecnoldgico)

Descripcién: Técnicas especificas para la identificacion de variantes genéticas ajustadas a la realidad epidemioldgica de Uruguay y la region.

Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Categoria: 3.9-Metodologia Cientifica

Indicador: 3.9.4-Métodos de fenotipado

Fecha de Planificacién: 13/05/2013

. ‘ . Detalle de las Aetividades
Componente: 3. Metodologia mte ral, estandarizada a y validada, de diagnéstico y caracterizacion enétlca anti
Actividad: Realizacién de un manual de procedimiento
Descripcién
Creacién de un manual de procedimientos que incluya toda la metodologia estandarizada y validada.
Duracion
Fecha Inicio: 01/06/2016 Fecha Fin: 01/09/2016

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_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 Tacuarembé Ruta 5§ Km. 386, Tacuarembé 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.
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Equipo Técnico Participante -

Rol Nombre

Participante Ruben Gustavo Pérez Crossa
Responsable Martin Hernandez
Participante Yanina Panzera

Participante Alejandro Banda

Resultados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico)

Las metodologias de caracterizacion genéticas y antigénicas que fueron estandarizadas y validadas se incluiran en un manual

operativo
3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos

Descripcion:

 Upo:
Categoria:
Indicador:
Facha de Planificacion

3.9-Metodologia Cientifica
3.9.1-Protocolos desarrollados
13/05/2013

Com) + 3. Meto a
Actlvidad: Validacidn de melodologias - .

Ejecucion de los procedimientos desarrollados sobre muestras uruguayas y extranjeras en el laboratorio uruguayo. También se aplicaran las metodologias en

un laboratorio de referencia extran!'ero.

Duracién .. = o
Fecha Fin; 01/09/2016

Facha Infclo: 01/01/2016

Equipo Técnico Participante

Rol Nombre
Participante Martin Hernandez
Participante Gonzalo Tomas
Participante Ana Marandino
Participante Yanina Panzera
Responsable Alejandro Banda

Resuitados Esperados (Producto / Proceso Tecnolégico)

Las metodologias desarrolladas se aplicaran sobre diferentes muestras y en diferentes laboratorios para lograr la validacion de

Descripcién:
las técnicas.
Tipo: 3-Desarrollo de tecnologias, productos y procesos
Categoria: 3.9-Metodologia Cientifica
Indicador; 3.9.4-Métodos de fenotipado

Fecha de Planificacién: I 13/05/2013

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 iniale@e. inia.org.uy
INIA Las Brujas Ruta 48 Km. 10, Canelones Tel: 598 2367 7641 Fax: §98 2367 7609 inia_ Ib@lb.inia.org.uy
INIA Salto Grande Camino al Terrible, Salto Tel: 598 4733 5156 Fax: 598 4732 9624 ini ini

INIA Tacuaremb6 Ruta § Km. 386, Tacuarembo Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatb inia.org.
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 iniatt@tytinia.ora.uy
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FONDO ( )

Fuente de Financiamiento: FPTA
Rubro Concepto

o

~ Presupuesto

F

Serie técnica FPTA IPuincacién_

i

2.500,00

DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (FPTA

IEquipos de Laboratori<IFreezer -80°C | 1,00 | I 8.000,00 | 8.000,00 |o,oo |o,oo I 0,00 |
|Equipos de LaboratorklEquipo de PCR | 1,00 | | 5.000,00 | 5.000,00 |o,oo Io,oo I 0,00 |
|Herramientas y equipolPipetas tipo Gilson | 6,00 | | 300,00 | 900,00 |900,00 I0,00 I 0,00 |
|Mensuales |Grado 1-20hs | 36,00 | meses | 540,00 | 6.480,00 |e.4so,oo |6A4ao,oo | 0,00 |
IMensuales |Grado 1-20 hs ] 36,00 | meses | 540,00 | 6.480,00 |6.480,oo |6.4ao,oo I 0,00 |
IMensuales |Grado 2-20 hs | 36,00 | meses I 730,00 | 8.760,00 I8.760,00 |8.7eo,oo | 0,00 |
ICapacitacién de corto |Pasantia de laboratorio (Estados Unidos) | 45,00 Idias | 100,00 | 0,00 Io,oo |44soo,oo | 0,00 |
|Servicios de laboratoic|Servicio secuenciacion, analisis de cidos 1,00 [ unidad | 9.000,00 | 3.000,00 | 3.000,00 |3.ooo,oo | 0,00 |
hucleicos (Instituto Pasteur, Macrogen)
Ilnsumos y suministroslSondas y primers 1,00 | unidad | 3.000,00 | 2.000,00 I 1.000,00 I0,00 l 0,00 |
IMensuaIes IGrado 1-20 hs | 36,00 | meses I 540,00 | 6.480,00 |6.4ao,oo |6A4ao,oo | 0,00 I
|Insumos y suministros |Kit y productos para amplificacién por PCR 1,00 ] unidad | 3.000,00 | 1.000,00 | 1.000,00 |1,ooo,oo | 0,00 |
{RT, Taqg, dNTPs, etc.)
Ilnsumos y suministrosIProductos para geles (agarosa, marcadores, 1,00 [ unidad I 2.500,00 | 1.000,00 | 1.000,00 Isoo,oo | 0,00 |
Colorantes, preparacién de buffers)
Ilnsumos y suministrosrungibles plasticos (puntas, tubos, guantes) 1,00 | unidad | 1.500,00 | 500,00 |500.00 |500,00 I 0,00 I
|Insumosy suministrosIAnticuerpos y vacunas | 1,00 | I 2.000,00 I 1.000,00 |1.ooo,oo Io,oo | 0,00 I
Ilnsumos y suministroslhuevos fertilizados (SPF) I 1,00 | unidad | 1.500,00 | 0,00 | 1.500,00 Io,oo | 0,00 I
Ilnfraestructura IConstruccion-remodelacién de un recinto 1,00 | Lts | 20.000,00 | 0,00 |20A000,00 I0,00 | 0,00 |
especifico para procesamiento de muestras e
incubadora.
|Otros Egresos laastos administracion - Facultad de Ciencias 1,00 1 | 9.000,00 l 3.000,00 |3Aooo,oo |3.ooo,oo | 0,00 |
|Gastos por viajes |oca||viajes de colecta | 10,00 l unidad J 400,00 | 2.000,00 | 1.000,00 |1 .000,00 | 0,00 |
IGastos de difusion  |Realizacién de actividades de difusion 2,00 | unidad | 750,00 | 0,00 |750,oo |750,oo | 0,00 [
{seminario, charlas)
|Gastos de difusion  |Mantenimiento de pagina web con 3,00 | unidad I 500,00 | 500,00 |500,oo |5oo,oo | 0,00 I
Informacién del proyecto.
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 ngjg@umg_,g_[g_ux
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 m@__g@_&g,mm_gr_q_m_
INIA Tacuarembd Ruta 5 Km. 386, Tacuaremb6 Tel: 598 4632 2407 Fax: 598 4632 3969 iniatbo@tb.inia.org.uy
INIA Treinta y Tres Ruta 8 Km. 281, Treintay Tres Tel: 598 4452 2023 Fax: 598 4452 5701 ini inia.
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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 ejecucién técnica de la investigaciéon 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 utilizara 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 informacion que le sea requerida por INIA para un correcto
seguimiento y posterior evaluacion del Proyecto.




