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AAA TAREAS A REALIZAR: en los 2 iltimos informes del 24 de Enero

22 de Junio se describen actividades programadas desarro-
P

lladas en esos periodos, asi como los logros hasta esas £fe-

chas.

grama

De acuerdo a dichos resultados y el desarrollo del pro-

a futuro, corresponderia realizar las siguientes tareas:

1) Experimentos de Micropropagacibn

a)

b)

c)

d)

e)

£)

Definidas las condiciones de cultivo, niveles hormona-
les y fitohormonas especificas que permiten la obtencidn
de plantas a partir de explantes de hoja mediante embrio
génesis somdtica/u organogénesis caulinar directa, seria
de conveniencia ensayar dichos tratamientos en diferen-
tes clones para contar con mayor nimero de plé&ntulas pa

ra realizar comparaciones electroforéticas.

Promover respuestas regenerativas a partir de hojas en
presencia de diferentes agentes mutagénicos quimicos in
cluyendo luz UV.

Mejorar condiciones de cultivo para acelerar crecimiento,
formacifn de microcallo y organogénesis a partir de célu

las. Informes recientes de 1a literatura (Hunt & Helgeson,
1989) indican la conveniencia de usar medios desprovistos
de NH4NO3, incrementar 4x KH2P04,
de caseina y suero de alblimina de bovino en suspensiones

e incluir hidrolizado

celulares de papa. Se ensayari tambi&n la potencialidad
embriogénica a partir de suspensiones celulares en agita
cibn continua.

En el supuesto que las nuevas condiciones permitan un ré
pidc crecimiento y embriogénesis a partir de cé&lulas in-
dividuales, se aplicardn mutdgenos (semejante al punto
k).

Masificar el material in vitro, en especial aquel que pa

rezca m8s interesante/valioso.

Realizar pruebas electroforéticas para evaluar paradmetros

de plantas derivadas por'embriogénésis/organogénesis in




g) Propagacifén del material y establecimiento en vivero;

- posible deteccibn de variaciones.

2) Entrenamiento en un curso de Ingenieria Gené€tica en Ar-

gentina a ser dictados durante 1990, el cual no se reali
26 en 1989,

3) Visita de asesoramiento a Ecuador; é&sta visita habia sico
igualmente programada pero no se efectud por causas ajenas

a nuestra voluntad.

BBB DETALLE INSUMOS APORTADOS

El detalle de insumos (montos y fecha) estd anexado en este
informe, m&s adelante en forma separada. En términos de apli
cacibn, se concretd la compra de la agitadora orbital, el e-
quipo de electroforesis y la microcentrifuga Eppendorf. Todos
estos equipos estd@n ya instalados en nuestro Laboratorio. Los
insumos se repartieron en la adquisici6n de materiales, para
medios de cultivo, reactivos de electroforesis y otros com-
puestos, todos de marca "Sigma". Los viajes a EE.UU. y contac
tos con el Laboratorio del Prof. Helgeson, Madison; DNA Plant
Corporation N, Yersey y Oakland asi como al CIP, (Lima, Perfi)
nos ayudaron a obtener importante informacifén sobre condicio-
nes de cultivo y requerimientos y respuestas en papas. Las vi
sitas a Valdivia (Univ. Austral, Lab. del Dr. A. Contreras)
nos permitid disponer del material vegetal con el que actual-
mente estamos trabajando en gran parte de los ensayos.

CCC DESCRIPCION TRABAJOS REALIZADOS

(E1 detalle fue resumido en los Gltimos 2 informes del 24 de
Enero y 22 de Junio respectivamente, logros posteriores se

indican aqui:

1) Regeneracibn de plantas a partir de hojas. Diferentes clones
(1¢79, 1005,1200) regeneran plantas completas a partir




2)

3)

de secciones de hojas adultas por embriog&nesis directa/
organogénesis directa (sin mediar callo) a partir de unos
40 dfas de iniciados los cultivos. Mas de 15 pléantvlas se
obtieren por cada seccifn, todas con posible expresibn

de variacif6n somaclonal,corno indica la literatura. Los me
dios y/o condicionantes son Murashige & Skoog (1962) con
0,02 mg/1 de AIA y 2,5 mg/l de zeatina. La adicibn de
lmg/1 de AG3

efectiva por autoclavado) no parece provocar mayor creci

(el cual se reduce en 90% de concentracibn

miento o diferencias en respuestas regenerativas (Fig.1l).

Formacifn de microcallo y callo a partir de células.

Se tienen condiciones de crecimiento para células de papa
del cv. "Romano® y otros en desarrollo aunque no todavia

regeneracibén a plé&ntulas. Las colonias se cultivan en MS

vit. mod. con 1 mg/l de 2,4-D, 40 mg/l de adenina y dife

rentes concentraciones de citccininas (BA 0.1-0.5 mg/l).

Actualmente hay formacién de microcallos (tlmm3) a partir
de colonias del cv. Romano que bajo nuestras condiciones

se tornaron de color café&, lo cual en papa no constituye

un problema en t&rminos morfogénicos (Tovar, com. pers.)

Al subcultivar estos en otro medic (MS vir. mod. con

AIA 0.1 mg/l y BA 1,0m/1 se forma callo de color verde

de aspecto organogénico, al cabo de 5 meses. (Fig. 3).

Como se menciond, dada la lentitud de estas colonias en
crecer, se ha revisado totalmente este medio, modificén
dolo; en algunos casos también se estdn probando co-cul
tivos ‘con callo nodriza de diferente origen lo cual po-
dria condicionar la morfogénesis en papa. (Fig. 2).

Induccifn de brotes en callo de diferente origen.

Los cultivos mis idb6neos son los 84pices caulinares que
que en presencia de -1 mg/l de ANA, pueden formar callo.
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Si este callo se subcultiva en MS vit. mod. con ANA/
BA 1.0 ¥y 2.0 mg/l respectivamente o 2.0/2.0 mg/l se

forman raices en muchos casos. El mismo callo forma

brotes si se cultiva en AMA 0.1 mg/l BA 5 mg/l des-

pués de 3 meses.

4) Regeneracifn a pl&ntulas. El medio J (Jordd&n y Apabla
za, 1981) con ANA 0.3 mg/l, BA 1.0 mg/l y GA, 0.01

mg/l) permite formacién de raices al cabo de 10 dfas

y condiciona un buen crecimiento simulténeo de: a)
brotes derivados de callo multiorigen y de: b) brotes
y/o plantulas que nacen de secciones de hojas. (Aspec
tos de los resultados anteriores se visualizan en la
Fig.4).

DIFICULTADES

Han habido demoras en la llegaia del equipo de electrofo
resis y su funcionamiento puesto que presentd defectos
técnicos desde fibrica. Este problema esti resuelto y da
do que se cuenta con todos los elementos fungibles se em
pezard el trabajo electroforético prbximamente.

Otras dificultades estan referidas al cultivo celular de
papas directamente. Hemos notado siempre, aun en diferen
tes condiciones de cultivo y de fitohormonas, un creci -
miento lento y que no se debe a una escasa densidad de

plagqueo. Aungue tengamos subcultivos de colonias que han
generado callo verde de buen aspecto (y que aparentemen-
te, podrian organizar brotes sGbitamente) lo real es que
este callo a diferencia del generado por un tejido cuali
nar, es mds recalcitrante (respuestas semejantes de esca
sa organogénesis fue compartida con cclegas del CIP en

Lima). Pudiera ser que el cv. "Romano" fuese especialmen
te dificil en crecer, como también se informa en la lite
ratura, pero ensayos con células de otros clones, aGn no
irdican mayores respuestas. Como se menciond se han ini-

ciado experimentos con diferentes condicionantes




que incluyen cambios del medio basal, hormonas y addendas
org&nicas, aparte de nuevos ensayos con tejidos nodriza

para subsanar este problema.

EEE COMENTARIOS GENERALES

Serfa altamente conveniente poder recibir informacibn
de los resultados y/o avances que se€ van desarrollando en
los diferentes laboratorios. Pareceria necesario tener una
reunibn global entre los participantes del proyecto en al-

guna prbxima oportunidad.
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Informe correspondiente a Julio 1989. Dr. M. Jordan

1.- Experimentos de propagacibn

Distintos sistemas de regeneracidn para clones chilenos de

papa y el cv. "Romano" se han desarrollado a la fecha. Es-

tos incluyen protocolos para

1)
2)
3)
1)
5)
6)

Establecimiento de suspensiones

Crecimiento y organogénesis de microcallos

Induccibn de brotes en callo de diferente origen
Regeneracidn de plantas a partir de hoja

Induccibn de raices en brotes y/o meristemas y
Crecimiento de pléantulas previo transplante ~ i o=,

Se ha podido evaluar:

- Condiciones de cultivo (medios y sustratos) paira lo-
grar el crecimiento de células, con produccidn de

microcallo.

- Niveles y combinaciones de hormonas que gatillen la
organogénesis caulinar y radicular en callo de d,ir-
rente origen. Dicha informacidn se precisa para indu
cir posteriormente la organogénesis a partir del "mi
crocallo" derivado de las cé&lulas en susbehsién. Al
respecto, dado que las suspensiones no expresan has-
ta ahora regeneracidn a través de cribriogénesis ni
tampoco por organogénesis, se han estado probando di
ferentes tipos de callo para simular respuestas, des
pués aplicables a "microcallos”. En este sentido vya
que 2,4-D es aparentemente un promotor del crecimien
to de células de papa (Corcuera, com. pers.) queda
por evaluar si su presencia o exclusidn en los medios
infiere sobre la produccidn de brotes en ambos siste

mas respecto a otras hormonas del tipo "auxinas"”

- Condiciones que permitan regenerar brotes de diferen




te origen a plantas. Esto es aplicable a 3 modelos

a desarrollar:

a)

b)

c)

para brotes potencialmente obtenibles de micro-
callo y obtenidos por organogé&nesis caulinar
en callos;

para brotes originados directamente de explan-
tes de hojas

para la produccidn de brotes miltiples a partir
de tejidos derivados de otros explantes caulina

res (Ej. 8pices caulinares, secciones nodales).

Cabe destacar que durante este periodo se ha visua

lizado ademds la produccidn directa de plantulas a

partir de hcojas como una fuente ripida de regenera

cibn, la cual omitiria las fases de subcultivo y

que proporcionaria variantes somaclonales en alta

frecuencia. Al respecto diferentes clones (1005,

1200) han mostrado respuestas promisorias en presen

cia de zeatina al cabo de 4 semanas. En resumen, a

la fecha se cuenta con los siguientes protocolos y

resultados:

1)

2)

Formacidn de callo: para obtener suspensiones e

inducir organogénesis. El callo crece en diferen
tes medios, la formacidn de raices se logra con
niveles de ANA/BA 1/2 o 2/2 mg/l; la formacidn
de brotes con ANA/BA 0.1/5 mg/l1 despué&s de unos
3 o mds meses de cultivo, aun cuando el callo
puede aparecer de color café. Los Cvs. y clones
con los que se han obtenido respuestas positivas
son Romano, clones 1031, 1238, 1200, 1149, 1022.
Romano formd microtfibulo bajo estas mismas condi

ciones sin mediar subcultivo.

Establecimiento de suspensiones celulares: con el

cv. Romano se han sembrado/plaqueado células a




IIO-

3)

4)

‘partir de callo. A la fecha solo se obtiene “micro

callo™ con 2,4-D/BA 1/0.1 mg/l. Se espera que este
callo crezca m&s para proceder a la induccibn de

morfog&nesis, siquiendo el protocolo dado en 1).

Regeneracifn a plantulas: desde &pices caulinares,

brotes inducidos en callo y brotes organizados a
partir de hojas. El crecimiento y rizogé&nesis simul
tédnea de 3apices caulinares en diferentes clones se
logra con el medio J, ANA/BA/GA3 (1/0.1/0.01/mg/1;
respectivamente) asumié&ndose que GA3 se reduce alin
a 1/10 con el proceso de autoclavado. En el cv.
Ultimus y otros clones, los brotes formados en callo
crecen en buenas condiciones y dan raices. En el
caso de brotes derivados directam2znte de hojas, tam
bién el medio J indicado anteriormente favorece la

formacidn de raices al cabo de 10 dias de subcultivo.

La figura 1 muestra las diferentes respuestas en los

sistemas de regeneracidn descritos.

Regeneracidn de brotes a partir de hojas. Hemos teni

do respuestas muy positivas en los clones 1005 y
1200 usando AIA/Z/GA3 en concentraciones de 0.02/
2.5/1mg/1 respectivamente. Esta es la forma mas r&pi
da de regeneracidn y segfin la literatura también una
de las més adecuadas para la bfisqueda de variacibn

somaclonal.

Adquisicibn de equipos: como se habia indicado en el

informe anterior se ha procedido al tr&mite de importa

cibn de equipos conté@ndose a la fecha con la microcen-

trifuga "Eppendorf". Una de las partidas de importacibn

de reactivos Sigma se encuentra igualmente en el Labora

torio, mientras una sequnda compra ya arrib® a Santiago.




ITI.- Entrenamiento externo en "variacibn somaclonal”™. A par-

IvV.-

tir de marzo de este ano se concretaron 2 visitas; una
a EE.UU. y la otra a Lima, Perfi. En EE.UU. se visit6 el
Laboratorio del Prof. Helgeson de la Univeisidad de
Wisconsin en Madison. Igualmente se tuvo contacto con
la Dra. Adams del "Biotron" del mismc lugar. Posterior-
mente se contact8 al grupo de cientificos de DNA-Plant
Corp. en N. Yersey en especial al Dr. Maro Sondahl como
también al Dr. Hugo Dooner de la misma empresa en
Oakland , cercana a San Francisco. Con este mismo propd
cito se visitd a investigadores del Centro Internacio-
nal de la Papa (CIP) en Lima, Peri contactando al Dr.
Primo Accatino, al Dr. Nelson Espinoza, John Dodds y
Pilar Tobar.

La visita en caracter de asesoramiento a Ecuador (ver

informe anterior). Esta actividad ha quedado pendierte,
No he recibido informacibén de parte del Dr. A. Ortega

de la Facultad de Ciencias Agricolas con dicho motivo.

Términos de referencia (TOR) 1989-1990. (Ver anexo)




Términos de Referencia (TOR): Actividades para los prbximos

12 meses

(Pais Chile, Miguel Jordén)

1234567891011 12

1) Iniciacibn y prueba de sis-
temas de propagacidn en los
nuevos clones, ingresados ++ ++ + 4+ + + + 4+
. con diferente resistencia
a virosis PVX y PVY

2) Ensayos con agentes mutige-
nos quimicos y luz UV en:

a) suspensiones celulares + 4+ + 4+ 4+ ++ ++
b) hojas 4+ o+ o+

c) callos + 4+ +++ 4+ + o+
y evaluacidn de respuestas

regenerativas

3) Evaluacibn de parametros de
plantas regeneradas bajo di + + + + + + +
versos sistemas in vitro y
repicadas en invernadero

4) Pruebas electroforéticas + + + 4+ + + + + + +
(otras pertinentes?)

5) Curso de entrenamiento en
Ingenieria Genética en
Argentina (tentativamente

- + +
de acuerdo a la programa-
cibén definitiva por parte
de los coordinadores)
6) Informes + +

7) Curso de entrenamiento en
Ecuador (a confirmar por
parte del grupo de inves-
tigadoires de Ecuador).




Presupuesto por II Ano
Pais: Chile, (Miguel Jordén)

Rubro ) Dolares
Materiales y Suministros 6.000
Equipo -
Adiestramiento Personal (1)
Comunicaciones 1.000
Reuniones 500
Publicaciones e Informacibn 1.000
TOTAL 8.500

(1) El1 curso de Ingenieria Genética planificado en Argentina
para el I ano no se realizd postergéndose para el II afo.







Calendaric de pagos propuestos (II aﬁgl
Pais: Chile (Miguel Jordan)

Presupuesto por meses (7. Ano)

0 2 4 6 8 10 12 Total
Materiales vy
Suministros 4.000 2.000 6.000
Comunicaciones
Reuniones 500 500 1.000
Publicaciones 250 250 500
e Informacibn 250 250 500 1.000}
1.000 4.000 3.000 500 8.500



















Explicacibn a las figuras.-

a) Suspensiones celulares del cv. *"Romano”. El medio M2 (dere

cha) permite la formaci6n de microcallo.

b) Suspensiones celulares del cv. "Romano" formando "micro-

callo”.

c) Callo formado de un &pice caulinar cor formacibn de brotes

mltiples.
d) Detalle del callo organogénico indicado en c)

e) Formacidn de brotes miltiples y microtub&rculos en callo

del cv. "Romano”,
f,g) Organogénesis directa de brotes a partir de hojas.

h) Detalle de una hoja organogénica mostrando formacidn de

brotes miltiples.

i,j) Estadios de induccidn - desarrollo de brotes miltiples

de hojas de los clones chilenos de papa N° 1005 y 1200.

k) Subcultivo de brotes originados de hojas tendientes a in-

ducir formacibébn de raices.

1) Asnecto de pl&ntulas derivados de hojas y/o meristemas
los cuales se desarrollan bien en un medio solidificadc
(hipohidrico) en el medio J (Jordén et al. 1978).
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1.- Experiencias de micropropagacidn:

a) BGsqueda de material vegetal con productores y organis :

mos incluyendo banco de germoplasma.

A partir de agosto se iniciaron los ensayos de micro
propagacién como pre-ensayos en dos cultivares de pa
pa de amplio uso en el mercado nacional entre ellas:
cvs.: "Romano" y "Ultimus". Este material se utilizd
para determinar medios y condiciones de cultivo pre-
liminares conducentes a la induccidn de callo (teji-
do no organizado, crecimiento de meristemas, rizogé-
nesis y adaptacidén para experimentos con mutdgenos:

luz UV, inicialmente.

Posteriormente se procedid a recolectar material de
papa particularmente referido a clones chilenos que
corresponden al banco de germoplasma de la coleccibn
existente en la Universidad Austral de Chile. El Dr.
Andrés Contreras quien don6 gentilmente este material
nos facilit6 muestras de tubé&rculos de 12 clones e
informacién con la caracterizacién de cada genotipo.
Parte de este material presenta resistencia a alguna
virosis, ya sea resistencia a PVX o PVY. conténdose
con informacién de la condicibén sanitaria mediante
detecciones serolbgicas y plantas indicadoras desde
1982 en adelante. Un resumen del material en estudioc
se visualiza en el cuadro N° 1, anexo. El detalle de
los 12 clones cedidos para nuestra investigacién er
lo referent> a virosis vegetales se encuentra en:
Contreras y Banse 1982, Contreras y Soto 1982 y Con-
treras y Tapia 1983. En nuestro Laboratorio a partir
de cada muestra consistente en un par de tubérculos
por clon se indujo a la brotacién, ya sea en (1) sus

trato con arena y tierra como también (2) en bande-




se ha solicitado y recibido proformas de productos guimi

.cos a la Fa. Sigma para su importacién. A través de la

Fa. Ivens se estd adquiriendo una ultracentrifuga y se
estidn importando el resto de los materiales y/o equipo
mayor solicitado (equipo de electroforesis, agitador y
otros accesorios). Diferente material se estd adquirien

do en plaza.

Entrenamiento externo en variacidén somaclonal: se escri
bid a diferentes Centros de Investigacidn para efectuar
esta pasantia. La Fa. DNA Plant Technology Corporation
de New Yersey a través del Dr. Maro Sondahl estd dispues
ta a recibirme. Una conversacibén sostenida en Chile con
el Dr. Primo Acatino de CIP Lima PerG podria concretar u
na visita en breve si coincide la disponibilidad de tiem
po. La visita a EE.UU. y Perf deberia efectuarse a fines

de Febrero o Marzo por razones técnicas.

Visita en caracter de asesoramientc para Ecuador. Duran-

te el iltimo trimestre de 1988 se establecid contacto es

crito con el Dr. Alberto Ortega de la Universidad .Central
de Quito a fin de determinar la fecha que se consideraria
la mas adecuada para realizar el curso de perfeccionamien
to en mi visita a Quito. Dicha respuesta estd afin pendien
te.

Preparacibn de Términos de Referencia para los préximos
12 meses (TOR).

La actividad estd referida a principlamente lograr siste
ma de regeneracibén de plantas y la obtencifn de microtu-
bérculos del material regeneradao. A nivel celular se de
sea el establecimiento de suspensiones celulares y la in
duccibén de respuestas morfogénicas para la regeneracibn

del material con potencialidades. En forma paralela se

iniciarén estudios con agentes mutagéhicos en -suspensio-




PN
L]

jas con papel de cromatografia bajo condiciones de u
na cdmara de cultivo a 25°C y con un fotoperiodo de

12 horas bajo luz difusa a fin de inducir la etiola-
cién y crecimiento rapido de los brotes en cada cul-
tivar. Algunos de los resultados de dicha metodologia
estdn en la Figura 1 anexa. El material usado como
fuente de propagacidn ya sea tejido meristemdtico co
mo también secciones internodales se cultivb en dife
rentes medios nutritivos correspondientes a los de
Murashige & Skoog 1962 (MS) y Jord&n et al. 1980 (J).
El rango hormonal se evalud en cada tipo de fitohormo
na; de 0.1 a 0.5 mg por litro de ANA como también de
BA para conocer potenciales respuestas morfogénicas y
de crecimiento en los diferertes clones y cvs. Como
resultado, ambos en diferente concentracién promovie-
ron la proliferacibtn de callo en un perfodo posterior
a 10 dias. Actualmente y a futuro se ha usado este ma
terial en los experimentos de suspensibn celular e in
duccién de variacidn, Al momento, todos los medios de
cultivo y niveles hormonales han demostrado ser induc
tores de crecimiento y permiten el desarrollo de to -
dos los clones indicados anteriormente asi como de las
variedades "Ultimus” y "Romano” que fueron los de més
ripida respuesta. Dentro de los clones de la coleccibn
chilena el nmero 1238 y 1022 son también los més vi-
gorosos en el crecimiento in vitro como también los
mids precoces en la brotacifén de tub&rculos realizada
en maceteros. Dos clones no han logrado ser cultivados
y se han perdido temporalmente por problemas de infec-
cibén del material inicial pudiendo ser recuperado a fu
turo a partir de la coleccibn de la U. Austral

2.~ Adgquisici6bn de equipos:

En un inicio los trabajos se realizaron sobre la base de los me
dios de cultivos disponibles en el laboratorio. En el intertanto




nes y tejidos (luz ultravioleta, productos quimicos) evaluan
do respuestas con ayuda de pardmetros bioquimicos (electrofo
resis) y otras caracteristicas posibles de detectar. Igual -
mente se participard en un curso sobre ingenieria genética
de plantas - "Vectores basados en el sistema de Agrobacte -
rium® gque se estd coordinando en Argentina y que se dictaré
en Julio del presente ano. Mi participacién en este curso
habfa sido aceptada durante la estadia en Argentina el ano

1988 durante la elaboracibén final de este proyecto.




Cuadro 1

Caracterizacidn parcial de clones originarios de Chilo& y Archipiélago

de Chonos perteneciente a la colecci6n de germoplasma de la Universi -

dad Austral de Chile y cedido al Laboratorio de Botinica de la Pontifi

cia Universidad Catblica en uso en este proyecto.

Clones Resist. PVY PVX
(1)_ (2)

Condici6n sanitaria del material

(3)
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(1) Contreras, A y V. Tapia (1983) Agro Sur

(2) Contreras, A y J. Banse (1982) Agro Sur 10,84-89

(3) Contreras, A. y M.A. Soto (1982) Agro Sur 10, 90-96
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Leyenda de Fiquras.-

b)

<)
d)

Tubérculos del cv “Romano”, etiolados.

Brotes miltiples, callo y raices originados de tejidos meriste-
miticos de los cvs. "Ultimus®" y "Romzno".

Brotes miltiples originados de un meristema del clon 1031,
Proliferacibn de tejido no organizado “"callo" a partir de

un meristema del clon 1238. El callo aparece verde con numero-

sos cuerpos compactos de aspecto embriogénico.




