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PROGRAMA DE BIOLOGIA VEGETAL
UNIVERSIDAD DE TALCA - CHILE

TAREAS A REALIZAR

Coordinar en Chile las actividades del proyecto especifico, llevando
a cabo las actividades listadas a continuacién:

Caracterizacién de al menos tres genotipos de variedades locales de
papa obtenidos de cultivares o banco de germoplasma con resistencia a
los virus PVX y PVY, registrando la reaccitn especifica de resistencia

v la concentracién de los virus.

Infeccién in vitro de protoplastos de papa obtenidos de genotipos
sensibles y de dos genotipos resistentes a PVX. Andlisis de la
replicaci6én viral por =21 método de ELISA, hibridacién molecular e
inmunofluorescencia.

Purificacién y clonaje molecular de los genomas de PVX y PVY.

. Purificacién y clonado molecular del genoma de PVS

Selecciébn de clones cDNA viral con caracteristicas especiales para su
anélisis con objeto de identificar secuencias que puedan ser
utilizadas para confeccionar genes de resistencia.

Basqueda y seleccién de claves de cDNA codificantes para la protefina
de cépside de PVS.

Puesta a punto de las técnicas de transformacién de papa de interés
para Chile.
Intercambiar informacién con los laboratorios de los otros paises

participantes.




C. DESCRIPCION DE LOS TRABAJOS REALIZADOS Y DEL AVANCE LOGRADO

BUSQUEDA DE GENES DE RESISTENCIA A VIRUS PVX, PVY Y PVS EN COLECCIONES DE
BANCOS DE GERMOPLASMA Y CULTIVARES DE PAPAS LOCALES

La muestra analizada corresponde a 532 clones
pertenecientes a la coleccién chilota del banco de germoplasma chileno
de papa. Esta coleccién se encuentra a disposicién de los

investigadores en el Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal de la
Universidad Austral de Chile.

En primera instancia, el andlisis de sensibilidad y/o
potencial resistencia a los virus PVX y PVY se realizd en 211 clones de
esta coleccién. Para tal efecto, se utilizaron plantas indicadoras;
Gomphrena globosa para el virus PVX y Nicotiana tabacum para el virus

. PVY. Los respectivos virus fueron gentilmente proporcionados por el
Dr. Gastén Apablaza, Pontificia Universidad Catélica de Chile,

Santiago.

C.1. DETERMINACION DE SENSIBILIDAD MEDIANTE EL USO DE PLANTAS INDICADORAS

Inoculaciétn de Nicotiana tabacum

Se extrajo la savia de las hojas de cada uno de los clones
frot&ndolas sobre papel 1lija. El jugo vegetal obtenido, se aplicéd
frotando suavemente con una mota de algodén a cada una de las hojas de
la planta indicadora, tratada previamente con carborum. Luego de este
procedimiento, la hoja inoculada fue lavada con agua destilada.

Inoculacién de Gomphrena globosa

La inoculacién de G. globosa se realizé siguiendo 1la

metodologia wutilizada en N. tabacum. Esta vez 1la inoculacién se

‘ realizé en varias hojas lo que permitié el andlisis de varios clones de
papa a la vez usando una planta indicadora unica.

Andlisis de las plantas inoculadas.

Luego de 10 a 15 difas post-inoculacién, se determiné
positiva la reaccién por la apararicién de sintomas de necrosis o
mosaico. El virus X produjo en G. globosa lesiones locales necréticas
con borde rojizo y no se hizo sistémico. A diferencia de lo ocurrido en
N. tabacum donde el virus PVYN produjo un mosaico sistémico. Esta
metodologia permiti6 encontrar lo resumido en la tabla 1 de 1la péagina

siguiente.

De acuerdo a estos resultados, se seleccionaron algunos
clones representativos con propiedades de sensibilidad o resistencia
potencial a los virus PVX y PVY.
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N© clones

Resistencia Potencial 58
a FVX y PVY

Sensibles a PVX 34

Sensibles a PVY 75

Sensibles a PVX y PVY 44

C.2 ESTABLECIMIENTO DE PROTOCOLOS PARA DETECCION DE LA ENFERMEDAD VIRAL

C.2.a. Purificaciétn de los virus PVX y PVY

c.2

Los virus PVX y PVY se mantuvieron y aislaron a partir de
tejido foliar de la planta indicadora N. tabacum ( White Burley ). La
purificacién de PVX se realizé homogenizando el tejido foliar en un
tampén fosfato 0,1 M ( pH 7,4 ), 0,1% &cido tioglicdlico, éter/CCla
1:4. Luego fue centrigugado a 3.800 x g por 20 min. y el sobrenadante
ultracentrifugado a 80.000 x g. El protocolo de purificacién para PVY
se realizdé homogenizando tejido foliar infectado ( 100 g) en tampbn
borato de sodio 0,1 M pH 8.0, EDTA 0.05 M y &cido ascérbico 0,3%. El
material fue ultracentrifugado en un colchén de sacarosa (10-40%) y el
contenido, fraccionado en un colector convencional, conservandose
aquellas fracciones con una razén Azsc/Az2ec cercana a 2. En el caso de
PVY se trabajé con dos cepas: PVYC y PVYN,

.b. Purificacion del virus PVS

Los viriones de PVS fueron purificados a partir de
hojas de Chenopodium quinoa infectadas. Este material fue gentilmente
cedido por el Dr. E. Hop». El procedimiento utiliz6 80 g de hojas. La
homogeneizacién se efecttio por molienda con N2 liquido. El polvo fue
resuspendido en 200 ml de tampébn fosfato 0,1 M (pH 8,0), 0,15% 2-
mercapto etanol y 10% etancl. El homogeneizado fue filtrado a través
de gasa estéril y centrifugado a 5.000 x g durante 20 min.. Los
viriones del sobrenadante fueron precipitados mediante 1la adicién de
triton-X100 al 1%¥ y PEG-8.000 al 4%. La suspensidn se mantuvo con
agitaci6tn a 4°C por 60 min. El1 precipitado fue sedimentado por
centrifugacién a 5.000 x g durante 10 min. vy posteriormente
resuspendido en 20 ml de tampén fosfato S50 mM ( pH 8,0) v 2 mM EDTA,
{tampdn B) Las particulas no suspendidas fueron eliminadas por
centrifugacién a 10.000 x g durante 20 min. El1 sobrenadante fue
aplicado a <tubos de centrifuga (rotor Beckmann SW-28) y fraccionado a
través de un gradiente de sacarosa del 10 al 40%. La
ultracentrifugacién fue realizada a 100.000 x g durante 60 min. El
gradiente fue fraccionado, determin&ndose la Az2eo0 y Azeo para cada
fraccién. Las fracciones conteniendo el virus fueron reunidas vy
centrifugadas por 90 min. a 160 k x g a fin de sedimentar lcs viriones
purificados. El sedimento fue resuspendido en 1 ml de tampén B.




C.2.c. Microscopia electrdénica de 1os virus

El grado de pureza de las preparaciones virales fue
analizado por M.E. ( Phiilips modelo EM 300) por tincidén negativa. Las
microfotografias de la figura 1 (paneles A, B, C )se muestran a
continuacidn:

Figura 1

c.2.d. Preparacién de antisueros contra PVX, PVY y PVS

Los anticuerpos contra cada uno de los virus fueron
desarrollados en conejo, inyvectando subcutaneamente 0,2 mg de cada
particula viral en 10 mM NaCl y 3 ml de coadyuvante de Freund completo,
seguido por dos inyecciones separadas por 10 dias de 1los virus con
coadyuvante incompleto. A fin de decidir el dia del sangramiento, el
titulo del suero fue seguido por la técnica de Outchterlony.

Los antisueros fueron purificados adicionalmente mediante
‘ cromatografia en una columna de DEAE-celullosa en buffer Tris-HCl 50 mM
pH B8,4. Se aplicaron 6 ml de antisuero cada vez y luego de lavar la
columna con el buffer de equilibrio, 1la muestra fue eluida mediante un
gradiente lineal de NaCl entre O y 0.1 M. Se colectaron fracciones de
aprox. 6 ml y se reunieron aquellas que mediante andlisis
electroforético e inmunodots contenfan la fraccién IgG anti-viral. El
perfil se muestra en la figura 2 (Pagina 5).

C.2.e. Montaje de DAS-ELISA y determinacion del rango de sensibilidad.

El protocolo empleado corresponde basicamente al descrito
por Clarck y Adams (1877). Las fracciones 1IgG tuvieron titulos
superiores a 1:2000, pudiéndose detectar entre 5 y 10 ng de antigeno.
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Figura 2: Purificacién de la fraccién IgG anti proteina viral. Las
fracciones seleccionadas se encuentran entre flechas

C.2.f. Western blotting

Las proteinas de las cépsides fueron analizadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente,
transferidas a papel de nitrocelulosa de acuerdo al método descrito por
de Tsang et al, 1983. La transferencia se efectio a 75 mA usando como
tampén 0,025 M Tris base, 0,192 M glicina, 0,1% SDS y 20% metanol a pH
8,5. Luego de 10 horas de transferencia, el papel de nitrocelulosa fue
removido de la superficie del gel vy fue procesado por inmuodeteccién
del antigeno, empleando anticuerpos contra las proteinas de la cépside
de cada virus en particular. La sefial fue amplificada empleando como
segundo anticuerpo la fraccién anti IgG de conejo crecida en cabra y
conjugada a fosfatasa alcalina.

..Z.g. Infeccién in vitro de protoplastos de papa
g-1 Micropropagacion del material
Fuente de explantes:

Se trabajaron diversos clones con caracteristicas
potenciales de resistencia a PVX y PVY, seleccionados de acuerdo a 1lo
deecrito en C.1. Los explantes s8e obtuvieron a partir de vemas de
tubérculos de papa para los clones 58, 40, 70, 82, 296, 57, 282, 297,
62, 1, 4 y 34. Los tubérculos fueron mantenidos previamente a
temperatura ambiente v en oscuridad para inducir la brotacién.

La desinfeccién superficial de las yemas se realizé de la
siguiente manera: 1. lavado con agua corriente; 2. enjuage con
hipocloriteo de sodico al 30X durante 5 a 10 minutos; 3. enjuage con
etanol al 70%¥ durante 1 minuto; 4. enjuage tres veces con agua
destilada esteri].




E£-2 Protocolo para obtenci6én de protoplastos

1. Se seleccionaron plantas micropropagadas de variedades
susceptibles y potencialmente resistentes. 2. De cada plantula se
subcultivaron el 4&pice y segmentcs nodales en los medios de cultivo
para micropropagacion precisados en Anexo 1 y el tejido foliar se
utilizé para la obtencidtn de los protoplastos. 3. Las hojas fueron
depositadas en una placa petri conteniendo aproximadamente 10 ml del
medio de digestién enzimidtico descrito en el Anexo 2. El raquis fue
eliminado y la lamina cortada con un bisturi para permitir una mejor
penetracién enzimética. 4. El material asi obtenido fué colocado en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 30 ml del medic de digestidn
enzimdtico e incubado en oscuridad y agitacién durante la noche. 5. El
material digerido fue filtrado a través de un filtro de 50 um de tamafio
de poro en un vaso de precipitadc de 100 ml. Se tomé la precaucién de
gque el filtrado escurriera por las paredes del vasc con el fin de no
dafar los protoplastos. 6. El filtrado se centrifugé a 100 x g durante

. 15 minutos a 4°C. 7. Se descarté el sobrenadante y los protoplastos
precipitados fueron resuspendidos en 30 ml de manitol 0,4 M. Se
centrifugé a 100 x g por 15 minutos y 8Se descartd el sobrenadante
dejando los protoplatos en un minimo volumen. 8. Se tomdé una alicuota
de la suspensidén de protoplastos obtenidos vy se realizé el recuento
utilizando una camara de Neubahuer. Un preparacién tipo se muestra en
la figura 3.

{*) Los medios de micropropagacién y digestién enzimadtica se detallan
en Anexo 1 y 2.

Figura 3: Protoplastos aislados de papa

g£.3. Protocolo para la infecci6n viral

La infeccién con virus PVX se 1llev6 a cabo incutando
durante 1,5 minutoe los protoplastos en un tubo d= centrifuga de 15 ml
conteniendo PEG-68000 al 25%, CaClz 3 mM y virus en una proporcién de 30
ng PVX por cada 300 protoplastos por ul de solucién. Los controles
fueron sometidos al mismo procedimiento, excepto que éstos no fueron




g.4

infectados. Se centrifugd a 100 x g durante 15 minutos a 49C. Se
descartd el sobrenadante v los protoplastos fueron lavados mediante
centrifugacién 2 veces con manitol 0,4 M y CaClz 1 mM con
aproximadamente 15 ml, descartando el sobrenadante cada vez vy
finalmente se sometieron a un lavado con manitol 0,4 M. Se centrifugé
y se dejé en minimo volumen. Se realizd el recuento utilizando una
camara de Neubahuer. Se tomaron alicuotas de los protoplastos post-
infeccién y se incubaron durante 0. 20 y 40 horas en exceso de medioc A
(descrito en Anexo 2) a 219C con iluminacién constante. Una vez
transcurridos 1los tiempos de incubacién 1los tubos conteniendo los
protoplastos fueron guardados en el congelador.

Seguimientc de la infeccidn viral
Protocolo para DAS-ELISA (Técnica de biotina-estreptavidina).

Para la realizacién de esta técnica se utilizaron 1los
antisueros policlonales obtenidos en el laboratorio.

1. Las muestras correspondientes a los diferentes tiempos
de incubacio6tn post-infeccién (0, 20 vy 40 horas) y controles fueron
descongelados y centrifugados a 100 x g durante 1,5 minutos. Se
descarté el exceso de medio A y se tomd una alicuota para el test de
ELISA. 2. A cads una de las alicuotas se les agregé tampdn BEV (buffer
de extraccién de los virus) en cantidad suficiente para completar un
volumen final de 200 ul. 3. Para sensibilizar la placa se agregaron
200 ul de 1Ig Anti PVX en tamp6n Coating v se dejé durante la noche a
40C., 4. Se realizaron 3 lavados durante $ minutos con tampén PBS-
Tween. 5. Se bloguearon los sitios no especificos con tampdn PBS-
Tween-Leche durante 30 minutos a 37°C. 6. lIdem 4. 7. Se agregaron las
alicuotas de protoplastos a cada pocillo sensibilizado previamente. Se
incubé durante 60 minutos a 37°C. 8. Idem 4. 9. Se adiciond el
segundo anticuerpo (Anti Rabbit IgG biotinilado) a una concentracién de
2.5 ug/ml en tampdn PBS~Tween-leche y s8e incubdé durante 60 minutos a
370C. 10. 1ldem 4. l11. Se agregd la estreptavidina a una concentracién
de 2.5 ug/ml en tampén PBS-Tween y se incubdé entre 15-30 minutos a
37°C. 12. Idem 4. 13. Se adicioné la enzima peroxidasa biotinilada en
tampén PBS-Tween a una dilucién de 1:2000 y =se incubé entre 15-30
minutos a 37°C. 14. Idem 4. 15. Se agregé el sustrato y se esperd el
desarrollo de color (10-15 minutos). 18. La densidad 6ptica fue
determinada a 492 nm enun lector de ELISA Labsystems Uniskan I.

£.5. Resultados de los experiment e de infeccién in vitro

De acuerdo a 1los protocolos descritos en C.2.g (1-4)
fueron aislados protoplastos e infectados a partir de diversos clones.
La cantidad de protefna viral de PVX en los protoplastos, en los
controles asi come en los diferentes tiempos de incubacién post-
infecciébn, fue determinada mediante el test de ELISA utilizando una
curva de calibracién. Un ejemplo de estos experimentos corresponde a
la infeccién in vitro con el virus PVX a diferentes concentraciones.
Fl test de ELISA entreg6 los siguientes resultados:




Hrs.post-infeccion ng Virus
protoplasto x 100C

Clon 70 0 0.8
20 1,2
40 5,0
Clon 297 (0] 0,6
20 0,9
40 3,0
Clon 58 0 0,69
20 0.57
40 0.67
Clon 4 0 0,03
10 0,08
20 0,98
30 1.96
40 2.47

La figura 4 representa la aparicion de proteina viral
expresada en ng de PVX por protoplastoc a través del tiempo. De acuerdo
a la gréfica se observa que en el clon 58 la cantidad de proteina viral
se mantiene aproximadamente constante versus el tiempo con respecto al
tiempo O de infeccién. Por otra parte el comportamiento de los clones
70, 297 y 4 es relativamente similar notéandose una misma tendencia en
el aumento de la cantidad de proteina viral. Este aumento se hace més
significativo a partir de las 20 hrs. post-infeccién. De acuerdo a los
resultados se podria esperar que el clon 58 presenta un mayor grado de
resistencia contra el virus PVX a diferencia de 1los restantes clones

analizados.

ag PVX ! proteplesio X 1000
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Figura 4: Virus PVX, infeccion in vitro




C.3. SCREENING FINAL DEL ESTADO FITOSANITARIO DE LA COLECCION CHILOTA

Se determindé el estado fitosanitario para los virus PVX,
PVY y PVS en 530 clones de 1la Coleccidn Chilota del Banco de
Germoplasma de Papa de la Universidad Austral de Chile. Para llevar a
cabo estos ensayos se utilizé la técnica de NCM~ELISA. La replicacién
vy purificacién de los tres virus se efectio en nuestro Laboratorio,
obteniéndose anticuerpos policlonales especificos para PVX y PVS. En
tanto que 1los anticuerpos contra PVY no fue lo suficientemente
especifica por lo que se utilizé una preparacién cedida por el Dr.
Luis Salazar, Laboratorio de Virologia, Centro Internacional de 1ia
Papa.

C.3.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se colectaron e identificaron en bolsas plasticas
hojas provenientes de las zonas, basal, media y apical de cada uno de
los clones crecidos en invernadero. Se cortaron discos de 1 cm de
diametro de cada hoja y se maceraron en presencia de 3 ml de tampén de
extrazci6tn ( TBS-EDTA ) que contiene 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 M NaCl,
20 mM EDTA y 0.02 % NalNa

C.3.2. PROTOCOLO PARA NCM-ELISA.

Se aplicé 30 ul de savia vegetal de cada una de las
muestras en una membrana de nitrocelulosa 1Z x 8 cm. Se agregaron 25
ml de tamp6n TBS-leche (2.0 % leche descremada) a manera de bloguear
los sitios libres de 1la membrana y se incubé por 60 minutos.
Posteriormente, 8se descarté esta solucibén y se agregd, en diluciodn
apropiada, 25 ml de solucién de los anticuerpos especificos, en TBS-
leche. Se incub¢ con agitacién durante la noche. Después, se lavd la
membrana 3 veces durante 5 minutos con T-TBS (TBS-0.05 % Tween). Se
adicionaron 25 ml de Anti-IgG conejo conjugado a fosfatasa alcalina,
diluido 1:1000 en tampén TBS-leche y se incubé 60 min.. Se lavdé la
membrana tres veces durante 5 min. con tampdn T-TBS. Finalmente, se
agregaron 20 ml de sustrato de la fosfatasa alcalina ( 2 mg de NBT. 1
mg de BCIP en 20 ml de tampén 0,1 M Tris pH 9.5, 0.1 M NaCl, 5 mM MgClz
y 0.2 % NaNa ) y se esperéd entre 15 y 30 minutos para visualizar la
reaccidn.

El analisis de 530 clones permitidé encontrar que un del
total de la coleccién el 2,8 % se encuentra infectado solo por PVX, el
10.6 % s8olo infectado con el PVS, el 8,5 % solo infectado con PVY y 6
clones simultaneamente sanos a PVX, PVY y PVS. La expresion grafica de
estos resultados se encuentra a continuacién en la figuras 5. Cabe
sefialar gque para determinar la sanidad de cada uno de 1los clones, se
realizaron dos ensayos con un intervalo de 1 mee aproximadamente. El
eandlisis fitosanitario de los 530 clones se repiti6é en la temporada
1881, manteniéndose en una gran proporcién ( > 96 % ) los resultados
obtenidos en la temporada 1990. E]l resultado de cada uno de las
entradas del banco de germoplasma chileno de papa se detalla en el
listado del Anexo 3.




FITOSANIDAD A LOS VIRUS PVX, PVY Y PVS.

PVX-PVY (%) 12. 3%3 - PVS (*) 8.6%

PVX-PVS "} 4.0%

PVY (*) 10.6%

£ il Pvx () 26%
e e PVX-PVY-PVS(**)0.8%

i

PVX-PVY-PVS (*)34.0%
Figura 5. Relacidén porcentual del andlisis fitosanitario
mediante NCM-ELISA. Porcentajes con respecto a los virus
PVX, PVY vy PVS. (*) plantas infectadas (**) plantas sanas.

PVY-PVS (°) 27.2%

(+} Infectadas (++) Sanas
Total de piantas analizadas : 530
Técnica utllizada : NCM-ELISA

‘C.4. INFECCION FORZaDA DE [0S CLONES A NIVFL DE PLANTA

Cuatro de los seis clones gque mostraron sSanidad a los
virue PVX, PVY y PVS analizados por NCM-ELISA y plantas indicadoras
fueron forzados mecanicamente a la infeccidén ceon preparaciones de los
tres virus purificados. El ensayo se prolongé por 30 dfas, analizando
muestrae de tejido foliar cada 10 dias.

Luego de la inoculacién con los 3 virus individuales y més
precisamente luegc de 10 dias, algunas plantas mostraron sintomas
claros de enfermedad viral (mosaico clorético y defoliacidn), mientras
que las plantas controlee permanecieron &asintomdticas. La fotografia
de la figura 6 de 1la pégina 11 muestra el dafio producido por la
infecciétn forzada con PVX. La planta de la derecha corresponde al
control sin infectar.

10.
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Figura 6: Plantas infectadas (A) y control (B) con PVX.

La deteccion de PVX y PVS se realizé mediante el ensayo de
NCM-ELISA, DAS-ELISA y western blot, en tanto que para la detecrcidén de
PVY se empled la técnica NASH. La razén de este cambio de técnica se
debidé a que los anticuerpos policlonales obtenidos en el laboratorio no
fueron 1lo suficientemente especificos para asegurar un resultado
confiable.

Las fotografias de la figura 7 y la tabla 2 de 1la péagina
1Z muestran el resultado del ensayo NCM-ELISA de los clones inoculados
con PVX and PV3. Luego de la inoculacién. el virus PVX fue detectado
en todos los= clones ensayados. 3$in embargo. en la figura 8 (Panel A)
en €l clon 315 se aprecia una disminucion de la serial de infeccidén a
los 30 dias (ta3) en comparacién a lo que ocurre en a lus 10 dias (t1) y
veinte dias (tz2). Este resultado podria ser explicado aduciendo una
degradaciodn de la proteina viral. Un resultado similar fue observado
por el Dr. Esteban Hopp al infectar protoplastos in vitro con PVX.
({Informe semestral proyecto "Resistencia a virosis en papa, 1989 p.1-
23). Maat da una explicacién diferente a la disminucién de 1la
concentracién viral, diciendo que la planta enferma deja de constituir
un habitat adecuado para la multiplicacién del virus (Maat, D.Z. 1989.
Purificacién de los virus. In: J.A. de Bokx (ed.) Virosis de la papa ¥y
de la semilla de papa. Wageningen, Netherlands, p. 65-78). Por otra
parte, la multiplicacion wviral en 1los otros clones en cambio es
ascendente.

1i.
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Figura 7. An&lisis NCM-ELISA. Infeccién forzada el virus PVX
(Panel A) y PVS ( Panel B).

TABLA 2.
PVX PV3

Clon to ti1 t2 ta3 to ti1 tz ta

315-UA-1553 - o+ o+ - - - = -

400-CON-921 -+ o+ # +y - - -

407-CON-928 -+ o+ o+ -+ o+ o+

447-CON-993 -+ o+ o+ -+ o+ %
to: tiempo 0; ti, tz2., y t3: muestras tomadas a los 10, 20 y 30 diacs

luego de la inoculacidn, resrectivamente.

Con respecto a los clones inoculados con PVS, el clon 400
presenta una sefial positiva al tiempo to. Sin embargo. no se detectd
ninguna evidencia de enfermedad a los tiempos posteriores. Este
resultade podria ser atribuifdo a una infeccidén localizada sin el
desarrollo de la enfermedad sistémica. debido probable mente a la
activacién de mecanismoz de resistencia. El1 clon 315 parece ser
resistente a PVS, dado a que a la reacién negativa en el teat de NCM-
ELISA, en tanto que losg clones 407 y 447 parecen ser sensibles a esta
enfermeddad viral.
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La fotografia de la figura 8 muestra el resultado obtenido
a través del andlisis DAS-ELISA para los cuztro clones inoculados con
PVX. Como se aprecia, cada uno de los clones presenta un aumento de la
concentracién de 1la proteina viral versus el tiempo. Esta tendencia
fue observada hasta el tiempo tz, sin embarge, al tiempo tz existe una
disminucién que es mé&s marcada en el clon 400. Estos resultados se
correlacionan con exactitud con los obtenidos a través del ensayo NCM-
ELISA, 1o que indica por lo tanto que los cuatro clones serian

sensibles a PVX.

PVX

Figura 8. Aparicién de la proteina de la capside del virus PVX
a través del tiempo en los clones inoculados. La determinacién
fue realizada mediante DAS-ELISA. Los tiempos de anédlisis
corresponden a los de la Tabla 2.

En lo relativo & la infeccidn con PVS, la fotografia de
la figura 9 de la pédgina siguiente muestra que los clones 407 y 447
presentan un aumento de la concentracidén de la proteina viral versus el
tiempo posterior a la inoculacién. Por otra parte, el clon 315 y el
400 muestran una concentracién viral constante, sugiriendo la
existencia de una capacidad para inhibir la replicacién viral. Estos
resultados confirnan lo obtenido a través del ensayo NCM-ELISA. Todos
los clones alcanzaron la miAxima concentracidén de la proteina viral al
tiempo tz2. Luego de este tiempo, la concentracién viral decrecié
significativamente. fiste comportamiento ha sido observado en
experimentoe de laboratorio y de campo por Singh, quién informé
descensos de hasta un 70% en la concentracién de PVS en el tiempo
(Singh, R.P. et al. Can. J. Plant Sci. 69: 1347-1352).
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Figura 9. Aparicidon de la proteina de la cédpside del virus PVS
a través del tiempo en los clones inoculados. La determinacién
fue realizada mediante DAS-ELISA. Los tiempos de andlisis
corresponden a los de la Tabla 2.

Un tercer tipo de andlisis se realizéd con los cuatro
clones en estudio v éste se refiere al andlisis western. La Table 3,
resume estos resultados, encontrandose una excelente correlacidén con
respecto a los analisis NCM-ELISA y DAS-ELISA

An&lisis Western blot de los clones inoculados con PVX y PVS

PVX PVS
Clon to t1 tz ta to t1 t2 ta
315-UA-1553 - + + - - - - -
400-CON-921 - - + + + - - -
407-CON-928 - -+ + -+ + 4+
447-CON-993 - -+ o+ -+ + o+

to: tiempo 0; ti, tz, y ts: muestras tomadas a los 10, 20 y 30 dias
luego de la inoculacién, respectivamente.

Las fotografias de ias figuras 10 y 11 corresponden a
membranas de nitocelulosa reveladas por el procedimiento descrito
anteriormente utilizando anticuerpos contra la proteina de la cépside
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proteina de la capside de PVX. La primera de éstas expresa el resultado
de la transferencia de extractos celulares de los clones 315 y 400. En
tanto que la figura 11 corresponde al andlisis de los clones 407 y 447.

315-UA 1553 400-CON 925

to ta2 tz taz to ti1 tz ta x PM

—116
— 84
- 58

- 48,5
— 36.5

e - 26,6

Figura 10. Western blot de los clones 31& y 400 inoculados con
PVX. Los tiempos de andlisis corresponden a lo de la Tabla 2.
(¥} virus PVX purificado.

407-CON 928

447-CON 993
to ti1tz tatot: tz2 ta x PM
Kd
~180
-116
~ 84
~ 68
— 485
___ —— - 36,5

e —266

Figura 11. Western blot de los clones 407 y 447 inoculados con
PVX. Los tiempos de

andlisis corresponden a lo de la Tabla 2.
(x) virug PVX purificado.




Las fotografias de las figuras 12 y 13 corresponden a
membranas de nitocelulosa reveladas por el procedimiento descrito
anteriormente, esta vez utilizando anticuerpos contra la proteina de la
capside de PVS. La figura 12 da cuenta del resultado de la
transferencia de extractos celulares de los clones 315 y 400 y 1la
figura 13 corresponde al analisis de los clones 407 v 447.

315-UA 1553 400-CON 926
to ti tz ts to t1 t2 ts & PM

Kd
-180

-116
-84
- 58

- 485
- 3865

- 26.6

Figura 12. Western blot de los clones 315 y 400 inoculados con
PVS. LOs tiempos de anédlisis corresponden a lo de la Tabla2.
(*) virus PVS purificado.

407-CON 928 447-CON 993
to t1t2ta to ti1 tz ta & PM

Kd
-180

Figura 13. Western blot de loe clones 315 y 400 inoculados con
PV5S. LOs tiempos de andlisis corresponden a lo de la TablaZ2.
(*) virue PVS purificado.
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C.5

. Deteccidén de PVY mediante hibridacién molecular
C.5.1. Obtencién del vector gue contiene clonado el fragmento para la
detecciétn de PVX y PVY.

L,a sonda para la deteccidén de los virus PVX v PVY fueron
gentilmente proporcionadas por el Dr. Alejandro Mentaberry del
Instituto de Investigaciones en Ingenisria Genética A Biologia
Molecular, Bs. Aires, Argentina.

La cepa de E.ceoli JM 107 con el vector Bluescript M 13+
conteniendo un fragmento de alrededor de 750 pb de la ca&pside del virus
PVY fue cultivada en medio Terrific broth (triptona 12 gr, extracto de
levadura 24 gr. glicerol 4 ml y agua destilada c¢sp 1 1). Una vez
esterilizado, se agregé ampicilina a una concentracidén final de 60
ug/ml v se ajusté el pH adiccionando 100 ml de wuna solucién fosfato
diacidce de potasic 0,17 M, fosfato dibasico de potasio 0.72 M. Previo
al cultivo. un preindculo de esta cepa fué cultivado en 2 ml de medio
Luria-Bertani vy ampicilina a una concentracién final de 60 ug/ml. El
cultivo se mantuvo en un agitador orbital a 200 rpm durante la noche a
289C. Las células fueron cosechadas por centrifugacidén ; el DNA del
rlésmido fue obtenidc mediante el procedimiento de lisis alcalina. Una
preparacién tipoc se muestra en la fotografia de lz figura 14.

123

Figura 14. Obtencién del plésmido
Blueskript con inserto de PVY. Gel de
agarosa &l 1% en tampén TBE. Carril
1: plasmido blueskript no
recombinate. Carril 2 y 3:
preparaciones de plasmido Blueskript
con inserto PVY, carril 2: 10 ul,
carril 3: 5 ul.
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C.5.2. Sulfonacién de la sonda.

El plésmido conteniendo la sonda fué diluido a 0,5 mg/ml v
luego denaturado por calentamiento a 100°C por 10 min y enfriamiento
rapido en hielo. Se siguieron a continuacién 1las indicaciones del
proveedor del kit de sulfonacién ( Sigma Chemical Co.).

C.5.3. Preparacién de las muestras para la prueba de NASH.

Se colectaron muestras de las partes apical y media en
belsas plasticas. Se cortdé y macerd discos foliares de aproximadamente
1 cm de didmetro. La maceracidén se efectiio mecanicamente utilizando 1
en tampén TBS suplementado con 20 mM EDTA por cada disco. Se tomé 500
ulL de este extracto en un tubo de microcentrifuga y se agregd un
volumen de tampén 20 X SSC (0,3 M citratc de sodio, pH 7,0, 3 M cioruro
de so0dio) suplementado con formaldehido al 18,5 % concentracién final.
Posteriormente, se adicioné un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico ( 25:24:1 ). Se centrifugé por 10 min y se sembré 20 ul de
la fase acuosa superior sobre una membrana de nitrocelulosa previamente
tratada con 10 X SCC. La siembra se realizé con un equipo de
multifiltro al vacio. El RNA viral se fijé a la membrana. horneéndola
por 2 horas al vacio.

C.5.4. Deteccién de los virus mediante NASH.

La hibridacién molecular se efectud de acuerdo a Sambrook
{Sambrook et al, 1989 Molecular Cloning. A laboratory manual) en tanto
gque la visualizacidén de la reaccidén se realizé segin las indicaciones
del proveedor, Sigma Chemical Co.

C.5.5. An4lisis de resistencia a PVY

En relacién al estudio de fuentes de resistencia al virus
PVY se utilizaron 1los mismos 4 clones empleados para la inoculacién
forzeda con PVX v PVS. El resultado de este ané&lisis se muestra en 1la
fotografia de 1la figura 15, en la cual se aprecia gque la hibridacién

Ly tbty
s/ inf. - Figura 15: Andlisis de resistencia
s : i al virus PVY por hibridaci6én de
- &cidos nucléicos realizado sobre
, i ® N los 4 clones en estudio. Los
o/ inf, . . .
400 tiempos ti, ¢tz y t3 posteriores a
inf, o * la inoculacién corresponden a los
v de la tabla 2.
o/inf.
407
inf,
s/ind.
447
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con la sonda sulionada no detect6® presencia de PVY en los clones
ensayados. Solo dieron reacci6n positiva un extracto de planta
sensible infectada con PVY y la preparaciédn viral en si. Esta 1dltima
proveyé la fuente de los virus utilizados en la inoculacién forzada.
La fotografia correspondiente muestra la membrana de nitrocelulosa una
vez finalizado el ensayco.

Resumiendo. el andlisis de fitosanidad de 1la coleccién
chilota que permitidé la seleccidén de los 4 cuatro clones que mostraron
sanidad a los virus PVX, PVY y PVS simultaneamente. Estos 4 clones
fueron inoculados con los tres virus individualmente y el resultado de
l1a bisqueda de fuentes de .cesistencia se resume en la tabla 4.

1ABLA 4
CLON SENSIBILIDAD RESISTENCIA
. 315-UA-1553 PVX PVY y PVS
400-CON-921 PVX PVY y PVS
407-CON-928 PVX y PVS PVY
447-CON-952 PVX v PVS PVY

C.6. PURIFICACION DE1 RNA GENOMICO DE PVS (gRNA).

Se procesaron 500 ul de la resuspensién anterior a fin
extraer el gRNA. Para cumplir este objetivo se adicionaron 500 ul de
fenol saturado en caliente (709C). Se mantuvo la mezcla durante 5 min.
a esa temperatura y las fases fueron separadas por centrifugacién. La
fase acuosa fue transferida a un tubc nuevo repitiéndose el tratamiento
anterior. La fase acuosa fue mezclada con un volumen de CHCla/alcohol
isoamilico (24:1) para extraer los restos de fenol y la fase acuosa fue

‘ precipitada por la adicién de 3 volimenes de etanol absoluto vy
mantenida a -700C por 30 min. El RNA fue sedimentado por
centrifugacidén y resuspendidos en 200 ul de ague estéril. El1 gRNA fue
precipitado (dos veces) por la adicion de 2 voluimenes de acetato de
sodio 4,5 M ( pH 5,2 ) vy mantenido a -70°C por 3 Hre. Luego de 1la
sedimentacién el gRNA fue colectado por centrifugacién y resuspendido
en 10 ul de agua estéril (con una concentracién final de 0,5 gre/l.

C.5.c SINTESIS DEL DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) AL gRNA

El gRNA obtenido en la etapa anterior fue utilizado
como molie para la sintesis del cDNA. Se empleé el kit de sintesis de
cDNA de Amersham y se siguieron las indicaciones del proveedor.
Brevemente, para sintetizar la primera cadena se emplearon 2,5 ug de
gRNA como molde. La mezcla de sintesis (20 ul) contenia inhibidor
placentario de RNAsa a fin de evitar la degradacién del molde, una




mezcla de los desoxirribonucleoétidos. 32p-dCTP y oligo dT como
partidor. La transcriptasa reverss utilizada (2 U) provenia del virus
de la mieloblastosis de aves. Luego de incubar 40 min. a 429C, una
alficuvota de 2 ul fue analizada por electroforesis en gel de agarosa
alcalino. El gel fue posteriormente secado al vaclio Yy
autoradiografiado. El1 resultado confirma la eficiencia de la sintesis
de la primera cadena del cDNA. Se procedié entonces a sintetizar 1la
segunda hebra. La mezcla de reaccidén de la etapa previa fue diluida 5
veces vy se le adicioné RNAsa H (1 U) y DNA polimerasa de E. coli (2 U).
La nueva mezcla fue incubada durante 1 hora a 60°C y 1 hora a 22°C.
Posteriormente. se agregé DNA polimerasa de T4 (1 U) incubandose por 30
min. a 37¢. El1 cDNA obtenido fue precipitado por adicidén de 3
volimenes de etanol absoluto y mantenido a -70°C durante 2 horas.
Luego de colectar el cDNA por centrifugacidén, el sedimento fue
resuspendido en un volumen final de 20 wul (aprox. 50 ng/ul). Una
fraccién de la suspensioén (5 ul) fue analizada en un gel de agarosa 1%.

C.7. CLONAMIENTO MOLECULAR DE cDNA DEL VIRUS PVS.

Con el fin de amplificar el cDNA sintetizado y disponer
de suficiente material para la construccidn de sondas moleculares. el
cDNA obtenido en la etapa anterior fue clonado usando comc vector el
plasmidio pUC-12. Experimentalmente, se procedié como sigue: 5 ug de
pUC-12 fueron linearizados mediante digestidén con la endconucleasa Smal
que genera extremos romos. El cDNA sintetizado anteriormente fue
tratado con nucleasa Si a fin de asegurar que sus extremos no posean
segmentos de hebra simple. Se preparé una mezcla de ligacién
conteniendec 1 ug del vector lineal. 2 ug cDNA, ATP, 1 mM, tamp6n ligasa
5X (proveido por BRL, Inc.) vy 5 U de ligasa de T4, en un volumen final
de 50 ul. Se incub6 durante 16 hrs a 8°C. Esta mezcla de ligacién fue
utilizada para transformar células competentes de E. coli JM 107 segin
el procedimiento descrito por Chung y cols. (PNAS B86:2172-2175, 1989).
Tras sembrar las bacterias transformadas en placas Luria-agar
conteniendo ampicilina (40 ug/ml), IPTG 0,1 mM, X-gal 0,01%, se detecté
la presencia de colonias recombinantes conteniendo plasmidios hibridos
entre el pUC-12 y el cDNA de pVY.
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C.8. PUESTA A PUNTO TECNICAS DE TRANSFORMACION DE PAPA

Al respecto, se utlizaron dos protocolos: wuno de los
cudles se basa er la técnica de los discos foliares descrita por
Herrera-Estrella y Simpson (1988) y el otrc utiliza como fuente de
explantes. segmentos nodales (Jordan. M.. comunicacién personal).

En ambos casos se trabajé con la variedad Desireé de
amplio consumo en el pais. El agente transformante utilizado
correspondié a una cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene el
plasmidio pG 2260 (p Esc 4) 160390 con genes de resistencia a
rifampicina y kanamicina, gentilmente cedido por el Dr. Herrra-
Estrella, CINVESTAV, México.

C.8.1. MICROPROPAGACION:

Los explantes se obtuvieron a partir de yemas del
tubérculo, éstos fueron mantenidos previamente a temperatura ambiente y
luz difusa para inducir la brotacién. La desinfeccién superficial de
las yemas se realizd de la siguiente manera: lavado con agua potable,
luego enjuague con hipocloritc de sodio al 30% durante 5 a 10 minutos.
Posteriormente se realizé un enjuague con etanol al 70% durante 1
minuto y finalmente se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril.

Las vemas obtenidas fueron micropropagadas en el
siguiente medio de cultivo:

Murashige-Skoog + 2 mg/l pantotenato de Ca + 0.1 mg/l acido giberélico

C.8.2. TECNICA DE LOS DISCOS FOLIARES

Se inocularon 3 ml de medio A ( 4.5 g KH2PO4, 10.5 g
K2HPO4, 1 g (NH4)2504, 0.5 g Citrato de Sodio x 2 H20, 0.2 g MgSO4 x 7
H20, 0.2 g Glucosa por Lt ajustado a pH 5.9 ) con la cepa de A.
tumefaciens y se incubd a 28°C durante la noche. Se agregarcn 20 ml de
medio Ka ( se describe en Anexo 4) conteniendo 0.2 M de sacarosa, s8in
antibiéticos ni hormonas a una placa petri estéril. Luego se colocaron
las hojas sobre el medio Ka, teniendo la precaucidén de poner el haz de
la hoja en contacto con el medio. De estas hojas se cortaron discos,
de aproximadamente 1 cm de didmetro con ayuda de un sacabocado estéril.
Se adicionaron 5 ml de medio K3 a wuna cépsula petri pequefia y se
colocaron 5 discos foliares. Posteriormente , se agregaron 50 ul del
cultivo de A. tumefaciens realizado ¢l dia anterior. ©Se sellaron las
placas petri con parafilm y se incubaron en una cé&mara de cultivo a
259C, con fotoperiodo de 16 hrs. luz, durante dos dfias. Transcurrido
ese tiempo, se adicioné 200 ug/ml de claforan (cefotaxima, Hoechst).
Finalmente, se sembraron los discos de hojas en el medio de
regeneracién (SIM) conteniendo 100 ug/ml de rifampicina y 50 ug/ml de
kanamicina. El medio SIM se describe en Anexo 4.




RESUMEN DE ACTIVIDADES CUMPLIDAS

1. En primera instancia. la busqueda de posibles fuentes de
resistencia a los virus PVX, PVY y PVS implicé el analisis del
estadc fitosanitario de 532 clones pertenecientes al jardin chilote
del banco de germopiasme de la Universidad Austral de Chile. El
barrido fue parcialmente empleando plantas indicadoras v
posteriormente. mediante la técnica de NCM-ELISA. Se constatdé que un
99,2 % de los clones est”a infectadc con al menos uno de los tres
virus analizados {(PVX, PVY, PVS) en tanto que un (.8 % presento
sanidad simultanea a estos virus. 3e trabajdé a continuacién.
siempre a nivel de planta. forzandc la infeccidén a través de medios
mecdnicos. encontrando al menos dos clones con resistencia miltiple
&z los virus PVS y PVY. Actividad cumplida.

2. Los clones seleccionados en 1., aparentemente resistentes a PVX,
fueron analizados mediante infeccio6n in vitro. Se seleccionaron
plantas micropropagadas de variedades susceptibles y resistentes.
De cada plantula se subcultivaron el apice y segmentos nodales y las
hojas se utilizaron para la obtencién de protoplastos, los que
fueron infectados. La replicacién viral fue seguida por la
aparicién de 1la proteina viral lo que permitidé evaluar el grado de
resistencia o sensibilidad = nivel celular. Actividad cumplida.

3. Esta actividad fue descontinuada por acuerdo con el Coordinador.

4. Purificacién y clonaje molecular del zenoma del virus PVS. Los
viriones de PVS fueron purificados a partir de hojas de Chenopodium
guinoa infectadas con el virus. Luege se procedi6é a la purificacion
del RNA genémico de PVS (gRNA), el que se utilizé como molde para la
sintesis del cDNA. El cDNA doble hebra sintetizado fue clonado
usando como vector el plasmidio pUC-12. Actividad cumplida.

5 y 6. Las actividades comprometidas N° 5 y 6 se detuvieron por la
falta de reactivos.

7. Puesta a punto de técnicas de transformacién. Para realizar este
trabajo se utilizaron dos protocoloe: uno, la técnica de discos
foliares descrita por Herrera-Estrella y Simpeon (1988) y dos. el
protocolo que utiliza como fuente de explantes, segmentos nodales
(Jordan, M.). En ambos casos se trabajdé con la variedad Desireé
previamente cultivada in vitro. La infeccién se realizé con una
cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene el pléasmidio pG 2280
(p Esc 4) 160390 con genee de resistencia &a rifampicina vy
kanamicina; ©puesto a disposicién por el Dr. Herrera-Estrella, el
CINVESTAV, México. Loes explantes se obtuvieron a partir de yemas de
tubérculos de papa. A partir de los discos de hojas no se obtuvo
regeneracién alguna. En el caso de los segmentos nodales. con ambos
protocolos= se obtuvo regeneracién de vAstagos en un 70%. Se obtuvo
material que crecié, formé brotes y raices en preasencia de
rifampicina ( 100 ug/ml ) v kanamicina ( 50 ug/ml ).
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td




PRESENTACIONES A CONGRESOS

Sdez J.. Theoduloz C., Hubert E.. Vizcarra G., Parra C., Contreras
A., Meza L. Andlisis cuantitativo de resistencia a virosis en
cultivares de papa. ©S5éptima reunién nacional de la papa. (ACHIPA).
Valdivia, Chile, 1990.

S4ez J., Theoduloz C.. Contreras A.. Poblete F., Gonzalez E., Hubert
E. Bisqueda de resistencia genotipica a los virus PVX, PVY y PVS en
Solanum tuberosum L. 33 a. Reunién anual de la Sociedad de Biologia
de Chile y Sociedades afiliadas. Punta de Tralca, Chile, 1990.

Theoduloz C., S&ez-Vasguez J., Poblete F., Hubert E., Contreras A.,
Meza-Basso L. Técnicas de dianéstico y biusgqueda de resistencia a
enfermedades virales en papa. 42°¢ Congreso de la Sociedad Agrondmica
de Chile. Chillan, Chile, 1991.

Theoduloz C., S&ez-Vasquez J., Poblete F.. Hubert E.., Contreras A.,
Hubert E. Germoplasma chileno de papa con resistencia a 1los virus
PVY yv PVS. 35 a. Reunién anual de la Sociedad de Biolcogia de Chile y
Sociedades afiliadas. Puyehue, Chile, 1992.

PUBLICACIONES

Theoduloz C., Séez-VaAsguez J., Poblete F., Conteras A., Hubert E.,
Meza-Basso L. The incidence of potato viruses X, Y and S in the
Chilota potato colection. (en prensa). American Potatc Journal.
1992.

S&ez-Vasquez J., Theoduloz C., Pobete F., Contreras A., Meza-Basso
L., Hubert E. Chilean potato germplasm bearing resistance to potato
viruses Y and S. (enviado). American Potato Journal. 1992.

Contreras A., Alberdi M., Andrade N., Bohm L., Ciampi L., Fuentealba
J., Meza L., Romero M., Seemann P. Recolecci6n, mantencién,
evaluacién y uso potencial de la papa nativa de Chile y parientes
relacionados. Simiente. 82 (2). 61-72. 1992.

TESIS DE GRADO

Poblete F. Bdmsqueda de fuentes de resistencia a los virus PVX, PVY y
PVS en el jardin chilote del banco de germoplasma chileno de papa.
Tesis de grado para optar al grado de Licenciado en Biogquimica.

Universidad Austral de Chile. 69 pp. 1992.

23




ANEXO 1
Medios de cultivo:

Las yemas obtenidas fueron micropropagadas en los
siguientes medios de cultivo:

LRa : MS + 1 mg/1 BAP + 0,01 mg/1 ANA + 0.1 mg/1l AGs |
LRa*: MS + 1 mg/l1 BAP + 0,01 mg/1 ANA + 0,5 mg/1 AG=z |
P : MS + 0,4 mg/1 BAP |
P2 : MS + 1 mg/1 2iP

Pa : MS + 1 mg/1 BAP + 1 mg/1 AIA + 10 mg/1 GAs

Ps : MS + 0,5 mg/} BAP + 0,5 mg/1l GAs + 2 mg/1l Pantotenato de Ca

Abreviaturas: BAP, 6-benzilaminopurina; ANA, acido naftaleno acético;
AGs, acido giberélico: 2iP, N-isopentenilaminopurina; AIA, &cido indol
acético; 2,4-D, Acido 2,4-diclorofenoxiacético; MS, Medio basal de
Murashige-Skoog (1962)

A) Inorgénicos mg/L B) Org&nicos mg/L
NH4NOa 1650 Mio-inositol 100
KNOa 1900 Glicina 2
CaClz2x2H20 440 Acido nicotinico 0,5
MgSO4x7TH20 370 Piridoxina X HC1l 0,5
KH2PO4 170 Tiamina X HCl 0,1
Na2xEDTA 37,3 Sacarosa 30.000
FeSO4xTH20 27,8 Agar 7.000
HaBOa 6,2

MnSO4x4H=0 22,3

ZnS04 . 4H20 8,6

KI 0,83

NazMoO.4x2H=20 0,25

CuS0O4x5H=20 0,025

CoCl2x6H=20 0,025

También fué utilizado el medio MP (Mason et al, 1987).

A) Inorgénicos mg/L B) Orgénicos mg/L
NH4NOa 536 Sacaross 10.000
KNOs 2690 Agar 7.000
Ca(NCa)z2 300
MgSO4xTH20 419
KHzPO4 274
Na2zxEDTA 37
FeSO4x2H20 28
KCL 350
HaBOz 6,3
MnSO04xH20 22,3
ZnSO4x7TH=20 8,6
KI 0,83
NazMoO4x2H20 0,25
CuSO4x5H20 0,025
CoClx8H20 0,025




ANEXO 1...... Continuacion

El pH de los medios de cultivo fue ajustado a 5,8 con NaOH
0.1 M y esterilizados en autoclave a 1 Atm. y 121°C durante 20 minutos.
Los sub-cultives se realizaron cada 7 a 8 dilas. La temperatura de la
cadmara de crecimiento se mantuvo entre 26-28°C y el fotoperiodo en 16
horas de luz y 8 de oscuridad. La mejor respuesta en cuanto a nimero
de brotes. tamafic vy nimero de hojas se obtuvo utilizando el medio LRa*.




ANEXO 2Z:
Obtencion de protoplastos
Medioc de digestién

COMPUESTOS: expresados en mg por litro

A Inorgénicos B) Orgéanicos

KNOs3 2500 Manitol 73.C00
NaHzPO4 150 ANA 1
CaCl2x2H=0 750 2.4-D 0.2
MgS04x7H=20 250 BAP 1
reS04x2H20 28

Na>EDTAx2H=2C 37

Las enzimas fueron agregadas al mom=ntc de usar y posteriormente el
medio se esterilizé por filtracion.

Macerczima c,3 %

Celulasa 0,3 %

MEDIO &

COMPUESTOS: expresados en mg por litro

A) Inorgénicos B) Orgénicos
KNOa 2500 Glucosa 1.500
NaH2PO4 150 Inositol 5.000
CaCl2x2H20 750 Manitol 50.000
MgSO4¥»7TH20 250 ANA 1
FeS04x2H20 28 2.,4-D 0,2
NazEDTAx2H=20 37 BAP 1
HaBOa 3

MnSO4x1H=20 10

ZnS04x7H20 2

KI 0,75

Na2MoO4x2H20 0,25

CuS04x5H20 0,025

CoCl2x6H20 0,025
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ANEXD N°3

Resultados in extenso del analisis fitosanitario del Jardin Chilote
del Banco de Germoplasma Chileno de Papa.

VIRUS VIRUS
Identificacion PVX PVY PVS Identificacioéon PVYX PVY PVS
1 UA 1016 - + + S1 UA 1170-A + + +
2 UAR 1116 + + + S2 UA 1170-B + - -
3 UA 1692 - + + S3 UA 1028 - + +
4 UA 1005 - - + 54 UA 1534 - + +
S UA 1009 + + + 55 UAa 1024 - + +
6 UA 1545 + - - 56 UA 1121 - + -
7 UA 1587 + + - 57 UA 15@3 - + +
8 UA 1193 + + - 58 UA 1514 - - +
9 UA 1358 59 UA 1593-A - + -
i UA 1519 + + + &8 UA 1567-A - + +
11 UA 1690@ + + - 61 UA 1069-A - + -
12 UA 1264 - + + 62 UA 1143 + + +
13 UA 1236 + - - 63 UA 1186 + + +
14 UA 155@-A - + + 64 UA 135195 - + +
15 UA 1284 + + 65 UA 1878-A - + +
16 UA 1364 - + + 66 UA 1075 - + +
17 VA 1252 - + + &7 UA 1@S3 - + +
18 UA 1144 - - + 68 UA 1120 - + +
19 UA 1171 - - + 69 UA 1258 + - -
20 UA 1113 - - + 78 UA 1557 - - +
21 UA 1594-A - + + 71 UA 1381 + + +
22 UA 1225 - + - 72 UA 1296 - + +
23 UA 1229 + - + 72 UA 1190 - + +
24 UA 1600 + - + 74 UA 1142 + + +
25 UA 1@4S - + - 78 UA 1290 - - +
26 UA 1141 - + + 76 UJA Lls64 - - -
27 UA 1547 - + - T7oUA LI98 - - ~
28 UA 1582 - - + /8 UJA 1229 - - -
29 UA 1601-A + +* + 79 UA 1186-B - + +
30 UA 1335 + - + 80 UA 1210 - + -
31 UA 1399 - - + 81 UA L1228 + + +
32 UA 1581 - - + 82 UJA  1277-A - + +
33 UA 1560 - - + 827 UA 2II~H - - -
I4 UA 1392 - - + 34 UA 13995 + - +
IS UA 1849 - - + 25 JA 1400 + - *
I6 UA L1851-A - + - 86 UA Lod6
37 UA 1365 - + - 37 JA 1270 - - +
38 UA 1135 - - - 88 UAa 1198 + + +
Z9 UA 1138 - * - 89 UA L1298 + - .-
42 UA 263 - + + 5@ UA 1107 + + +
41 UA 1294 - - + 91 uA 1101 + - -
42 UA 1392 - + + 92 UA 1706 - + e
43 UA 1146 - + - 3 UA 122 - + +
44 UA 22 - + - 94 UA 1224-A - + +
4% UA 13273%-A - + + 9% UA 1298 - + +
46 UA 1388 - * + %6 UA 1595-A - + +
47 UA 1034 - + + 97 UA 1065-A ~ + +
48 UA 1193 - + + 98 UA 1389 + - -
49 UA 1021 - - + 99 UA 1397 - + +
@ UA L13I72-A ~ + + 100 UA LO19 - + +




Identificacion
181 UA 1022
102 JA 1002
103 UA 1206
124 UA 1620
105 uA 1148
106 UA 1200
187 UA 1823
108 UuA 1204
109 UA 1018
110 UA 1037
111 UA 1291
112 UA 1356
113 UA 1349
114 UA 1003
115 UA 1020
116 UA 1001
117 UA 1007
118 UA 1279
119 UA 1238
120 UA 10054
121 UA 10132
122 UA 10324
127 UA 71
124 UA 1014
125 UA 1025
126 UA 1027
127 UA 1127
128 UA 1068

29 UA 1182
120 UA 1029
121 ua 13
122 UA 10314
LI7 UA  1OZS
174 UA 1627
1295 uA 1252
176 UA 1499
177 UA 1691
128 UA 1517
179 UA 1029
140 UA 1629
141 UA Z39
142 UA 1517
147 UA 1768
144 UA 1072
145 UA 1374
146 UA 1061-A
147 UA 1065i-B
148 UA 1216
149 UA L2328

150

UA

1Z77-B

PVX

+

+

L+ 0+ 0

!

 +

o+ + ¢+ 1+

I+ + |

P+ 1+ + + 0

VIRUS
PVY PVS
+ +
- +
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+~ -
+ +
+ -
+ +
+ +
- +
+ +
- +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
- -
- -
+ +
+ +
+ -
+ -
+ +
+ -
-+~ -
+ +
+ 4
- +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ +
+ +

Identificacién

151
152
153
154
1355
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
172
174
175
176
177
178
179
180
181
182
182
184
185
186
187
188
189
190
191
192
192
194
1995
196
197
198
199
200
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uA
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1248
134S
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1628
1147
1366
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1637
390
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1328
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1379
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1308
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1397
1072
13354
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1500
1320
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1226
1292

1247
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VIRUS
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+ +
+ +
+ +
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- +
- L od
+ +
+ -
+ -
+ +
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+ -
+ -
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- +
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+ +
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- +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -
+ -
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VIRUS VIRUS
Identificacién PVX PVY PVS Identificacion PVYX PVY PVS
201 UA 1391 + + + 251 UA 1543 - + -

202 UA 1268 + + + 292 UA 1609 + + +
203 UA 13509 + + + 233 UA 1540 + + +
204 UA 1167 + - + 234 UA 1620 + + +
205 UA 1110 - + - 253 UA 1605 - + +
206 UA 1215 + + + 236 UAa 13599 + + -
207 UA 1056 + + + 237 UA 1566 + + -
208 UA 1283 + + + 238 UAa 13537 + - -
209 UA 1175 + + + 259 UA 1572 - - +
210 UA 1099-A - + + 260 UA 1530 - + +
211 UA 1092 + - - 261 UA 13584 + + +
212 UA 1093 - + + 262 UA 1598 - + -
213 UA 1097 + + + 263 UA 1558-A + + +
214 UA 1281 + + + 264 UA 1558-B - + +
213 UA 1185 + + + 265 UA 16355 - + -
216 UA 1094 + + + 266 UA 1639 + + +
218 UA 1157 + + - 267 UA 143Q-B - + -
219 UA 1091 + + + 268 UA 1625 + +* +
220 UA 1099-B - + + 269 UA 1664 - + -
221 UA 1340 + + + 278 UA 14675 - + -
222 UA 1201-A + + - 271 UA 1672 + + +
223 UA 1498 + + + 272 UA 1632 - + -
224 UA 1201-B + + + 273 UA 1674 - + +
225 UA 1680 + + + 274 UA 1661 - + +
226 UA 1283 - + + 27% UA 1370 - + +
227 UA 1148 - + + 276 UA 1390 + + +
228 UA 1064 - + + 277 UA 1109 - + +
229 UA 1244 + + + 278 UA 1202 * + +
230 UA 2795 + + - 279 UA 1432 + + +
231 UA S/N + + + 280 UA 1104 + + -
232 UA 1594 + + + 281 UA 1512 - - +
233 UA 1610 - + - 282 UA 13202 + + -
2Z4 UA 1622 + + - 282 UA 1352 - + +
235 UA 1601-B - + - 284 UA 1618 - + -
26 UA 1395-B + + - 285 UA 1637 + * -
237 UA 1343-B - + - 286 UA 1661 + +
2Z8 UA 1380 - + + 287 UA 1666 + + -
2Z9 UA 1376 + + + 2688 UA 1593-B + + *
240 UA 1382 + + + 289 UA 1644 + + +
241 UA 19533 - + + 290 UA 1656 * + -
242 UA 1611 + + + 291 UA 1432 - * *
243 UA 1617 + + + 292 UA 1642 + + -
244 UA 1391 - + + 29% UA L1209 - * +*
245 UA 13632 + - + 294 UA 1986 + + +
246 UA 1290 - * + 29% UA 1668 - + +
247 UA 13957 - + + 296 UA 16324 + + +
248 UA 13589 - + + 297 UA 1370 - + *
249 UA 139895 - + - 298 UA 13262 + + +
2% UA 161732 - + - 299 UA 1@77 + + +
T00 UA 1699 + + -




VIRUS VIRUS

Identificacion PVYX PVYY PVYS Identificacion PVYX PVY PVS
381 UA 1549 - + + 351 CON 828 + + -
382 UA 1641 - + + I52 CON 829 - + et
303 UA 1482 - + - I53 CON 820 - + -
Z84 UA 1645-A - + + 354 CON 831 - + +
385 VA 1410-B - + - 355 CON 832 + + +
306 LA 1673 + + - 360 CON 881 - + +
388 UA 1551 - + - 361 CON 882 - + +
3869 UA 1642 - + - 362 CON 883 - + +
310 UA 1645-B - + + 363 CON 684 + + +
312 UA 1663 + + - 364 CON 885 + - -
312 UA 1650 - + - 365 CON B86 + + -
314 UA 1545-C + + + J66 CON 887 - - +
15 UuA 1553 - - - 367 CON 888 - + +
316 UA 1548 + + + 368 CON 889 + * +
. 317 VA 1559 - + + 369 CON 890 + - +
318 UA 1639 + + + 370 CON 891 + + +
319 UA 1671 + + + 371 CON 892 + + +
320 UA 1594-B + - + 372 CON 893 + + +
321 UA 1653 + + + 7% CON 894 - - +
322 UA 1625 - + + 374 CON 89% - + -
324 UA 1635 + + + 375 CON 896 + + +
325 UA 1567-B + + + 376 CON 897 + + -
326 UA 1601-C + - - 277 CON 898 - + -
327 VA 14678-B + + + 78 CON 899 - - +
328 UA 1662-A - + - 379 CON 990 - - +
329 UA 1591 - - + Z80 CON 901 + - +
3I0 UA 1619 + -+ - 381 CON 9@2 - + +
331 CON 7S5 - - - 82 CON 9= - - +*
332 UAR  1662-8 + - - 237 CON 9@4 - + +
33T CON 756 - + - 284 CON 905 + + +
334 CON 757 + - + 385 CON 906
335 CON 782 - + + 786 CON ©2@7 + +
@ 336con 784 + + + 387 CON 908 - s s
337 CON 785 - - > 88 CON <09 - + +
338 CON 786 - + - Z89 CON 910 - + +
39 CON 788 + - - 390 CON 911 + - +
348 CON 789 + + + 391 CON <912 + + +
241 CON 790 + + + 792 CON 912 - + +
742 CON 791 - - + T9Z CON <914 - + -
347% CON 792 - - - =94 CON 15
44 CON 821 + + + 395 CON 916 + + +
%45 CON 822 + - + 794 CON 917
46 CON 827 + + + 297 CON 918 - + +
Z47 CON B24 - - + 98 CON 919 - + +
Z48 CON 823 + + + 99 CON 920 - + +
249 CON 826 + + + 480 CON 921 - - -
280 CON 827 + - +




Identificacion
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Identificacioén
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VIRUS VIRUS
Identificacion VX PVY PVS Identificacion PVX PVY PVS

S01 CON 1047 - + - 526 CON 1094 + + =
582 CON 1048 + + + 527 CON 1095 + + +
S@3 CON 1049 - + + 528 CON 1096 + + +
504 CON 1050 + + + 529 CON 1097 - + +
505 CON 1051 + + + S3@ CON 1098 + + +
566 CON 1052 - + + S31 CON 1899 + + +
S@7 CON 1853 - - + 532 CON 1100 + + +
508 CON 1@76 - + - 533 CON 1101 + + -
S@9 CON 1@77 - + + 534 CON 1102 + + +
510 CON 1078 - + - 3335 CON 1103 + + -
511 CON 1079 + + * 536 CON 1104 + + -
512 CON 1080 - + - 537 CON 1105 - + +
S13 CON 1081 - + - S3Z8 CON 1106 + + -
514 CON 1082 - + + 39 CON 1107 + + +
515 CON 1083 + +* + 540 CON 1108 + + -
316 CON 1084 + + + 541 CON 1129 + + -
517 CON 1085 + + - 542 CON 1110 + + +
518 CON 1086 - + * 542 CON 1111 + + +
519 CON 10887 + + + 544 CON 1112 + + +
520 CON 10868 -~ + - 545 CON 1117 + + +
S21 CON 1089 Ag + - 546 CON 1114 + + +
522 CON 1290 + + + 547 CON 1115 + + +
S22 CON 1091 + + + 548 CON 1123 + + +
524 CON 1092 r * - 549 CON S/N - + +
525 CON 1093 - + * 55@ CON 3/N - + -




ANEXO 4

Medioc Ka
Medio de regeneracion: medio SIM

AL W o~ e g

. Medio Ka
% Compuestos: expresados en mg por litro. pH 5,6
? A) Inorgénicos B) Org&nicos
é NH4NO3 250 Mio-Inositol 100
s KENOa 2500 Sacarosa 137000
: CaClz x 2 HzC 900 Xilosa 250
MgS0O4 x 2 H20 250 Acido nicotinico i
NaH2P0s x H20 150 Piridoxina 1
i . (NH4 ) 2504 134 Tiamina 10
. CaHPC4 x H2C 50 Acido naftalen acético 0
a HaBOa 2 Cinetina 0
MnSO4 x H20 10
. ZnS04 » 4 H20 2
® KI G,7%
NazMoOs x 2 H20 G.25
CuS0O4 x 5 H=20 0,25
CoClz x 6 H=20 0,02%
NazEDTA 37,2
FeSO4 x 7 H=20 27,8

Medio de regeneracitn
Compuestos: expresados en mg por litro, pH 5,7

Sales de Murashige-Skoog + Glicina
Acido nicotinico
Piridoxina
Mio-Inositol
Tiamina
Sacarosa
Agar

[W
Q
OrRrOOOON

22 32

N e




DETALLE DE LOS INSUMOS APORTADOS POR EL PROGRAMA

PERIODO 13 A LA FIRMA DEL CONTRATO
MONTO APROBADO : US ¢ 7,488

1. ORDEN DE COMPRA : N®18356/87 FECHA 19/@46/8%9, AGITADOR OREITAL
LAB-LINE INSTRUMEMTS INC. YALOR US $ 3,325
FECEFCION INSTRUMENTO FECHA: 25/89/8%
APLICACION: CULTIVO DE BACTERIAS Y SUSFENSIORES CELULARES VEGETALES

Z. ORDENM DE COMFRA : N® 187/83% FECHA : 12/@56/8%9, FOSICIONADOR DE
CUBRETAS Y CONTROL DE TEMPERATURA DE UM ESFECTROFOTOMETRO
SHIMADIUL 160 A

SHIMADZU CORFORATION VALORE US % 3,992
RECEFPCIOM IMNSTRUMENTQ FECHA: @7/@2./3%

APLICACION: REGISTRC DE DERNSIDAD COFTICA CON UM SISTEMA MULTIFLE
DE CUBETAS ¥ COMTROL DE TEMFERATURA

4
.

ORDENM DE COMPRA LOCAL @ M® 312/87 FEUHA @GB/aY, CAMARS FOTOGRAFICA
MIKOM FM-2 CON LENTE MICRO MIKEOM 3% MM,

REIFSCHHEIDER 5.A.C.1. YALOFR: 3 Z6Z.1E1 (US % 78%)

FECEFCION INSTRUMENTO FECHA 26787789

AFLICACION: IMPLEMEMTACION DE UM LARORATORIO FOTOGRAF ITCO

3. GASTOS MISCELAMECS US % 500 (%)

PERIODO 2: SEPTIEMBRE 8 — NOVIEMBRE 38, 19689
MONTO APROPADO : US ¢ 4,400
MONTO RECIBIDO: US ¢ 4,008 (6ASTOS MISCELANEOS) (%)

AFLICACTION: Esta suma fue recibida para financiar gactos miccelaneocs
gue incluyen: wviaje a Argentina del Dr. Enrigque Gon:zalez al
laboratorioc del coordinador del proyectog Dr. Ecstebarn  Hopps
vidticoe, viajes macionales, reactivos, comunicaciones, servicios de
microscopla electrénica, etc.

PERIODO 3: DICIEMBRE 10, 1989 - MARZO 38, 1998
MONTO RECIBIDOs US $ 6,386 (GABTOS MISCELANEOS) (83)

APLICACTON: Esta suma fue recibida para  financiar gastos
miscelaneos gue incluyen: viaje & Perd de la Dra. Elizabeth
Hubert al laboratorio de Yirologia el Centro Internacional de la
FPapa wvidticoe, vieles nacionales, reactivos, comunicaciones,
cervicios de microscupla electrénica, gastos de desaduanamiento.,




Rendiciétn Insumos Aportados.......... Continuacién

PERIODOC 4: 1998-1991
MONTO APROBADO : US ¢ 3,000

1. ORDEN DE COMFRA : N® S@/92 FECHA : MARIO, 1972, REACTIVOS v
MARTERIAL FUNGIBLE
COLE FALMER INTERMACIONAL CO. WVALOR US $ 2,320
RECEFPCION MATERIAL FECHA: SEFTIEMBRE, 1992

Z. ORDEN DE COMFRA : N® 51/92 FECHA : MARIO, 1992, MATERIAL
s %

FUNGIRLE Y BIBLIOGRAFICOD VALOR U 2,292,208
SIGMs CHEMICAL CO.
RECEFCION MATERIAL FECHfA: SEFTIEMBRE, 31972

(%) Gastos miscelantos rendidos conjuntasente en Noviesbre 1989
(%8} Rendicitn adjunta al Informse final




