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RESISTANCE TO POTATO VIRUS PVX, PVY AND PVS BY COMBINED 
MOLECULAR AND IN VITRO CULTURE TECHNIQUES 

PNUD,IUNESCO/ONUDI DP/RLA 83/003 

PARTICIPANTES: 

ELIZABETH HUBERT S. 
CRISTINA THEODULOZ L. 
JULIO SAEZ V. 
FERNANDO POBLETE C. 
LAB. BIOQUIMICA VEGETAL 
UNIVERSIDAD DE TALCA 

ANDRES CONTRERAS H. 
UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE 

ENRIQUE GONZALEZ V. 
CLAUDIO VASQUEZ G. 
LAB. BIOLOGIA MOLECULAR 

COORDINAOOR: LUIS HEZA·-BASSO 
PROGRAHA DE BIOLOGIA VEGETAL 
UNIVERSIDAD DE TALCA - CHILE 

A. TAREAS A REALIZAR 

A. Coordinar en Chile las actividades del proyecto especifico, llevando 
a cabo las actividades listadas a continuaci6n: 

1. Caracterizaci6n 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 reacci6n especifica de resistencia 
y la concentracion de los virus. 

Infecci6n in vitro de protoplastos de papa obtenidos de genotipos 
sensibles y de dos genotipos resistentes a PVX. An4lisis de la 
replicaci6n viral por ~1 m6todo de ELISA, hibridaci6n molecular e 
inmunofluorescencia. 

3. Purificaci6n y clonaje molecular de los genomas de PVX y PVY. 

4. Purificaci6n y clonado molecular del genoma de PVS 

5. Selecci6n de clones cDNA viral con caracteristicas especiales para su 
an6lisis con objeto de identificar secuencias que puedan ser 
utilizadas para confeccionar genes de resistencia. 

6. Busqueda y selecci6n de claves de cDNA codificante.s para la prote!na 
de capside de PVS. 

7. Puesta a punto de las t6cnicas de transformaci6n de papa de inter~s 
para Chile. 

B. Intercambiar informaci6n con lo~ laboratorios de los otros 
participantes. 
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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 GERHOPLASHA Y CULTIVARES DE PAPAS LOCALES 

La muestra analizada corresponde a 532 clones 
pertenecientes a la colecciOn chilota del banco de germoplaema chileno 
de papa. Esta colecci6n se encuentra a disposici6n de los 
investigadores en el Instituto de Producci6n y Sanidad Vegetal de la 
Universidad Austral de Chile. 

En primera instancia, el analisis de sensibilidad y/o 
potencial resistencia a los virus PVX y PVY se realiz6 en 211 clones de 
esta colecci6n. Para tal efecto, se utilizaron p1antas indicadoras; 
Gomphrena globosa para el virus PVX y Nicotiana tabacum para el virus 
PVY. Los respectivos virus fueron gentilmente proporcionados por el 
Dr. Gaston Apablaza, Pontificia Universidad Cat61ica de Chile, 
Santiago. 

C.1. DETERHINACION DE SENSIBILiuAD HEDIANTE EL USO DE PLANTAS INDICADORAS 

• 

Inoculaci6n de Nicotiana tabacum 

Se extrajo la savia de las hojas de cada uno de los clones 
frot6.ndolas sobre papel lija. El jugo vedetal obtenido, se aplic6 
frotando suavemente con una mota de algod6n a cada una de las hojas de 
la planta indicadora, tratada previamente con carborum. Luego de este 
procedimiento, la hoja inoculada fue lavada con asua destilada. 

Inoculaci6n de Gomphrena globosa 

La inoculaci6n de G. globosa se realiz6 siguiendo la 
metodologia utilizada en N. tabacum. Esta vez la inoculaci6n se 
realiz6 en varias hojas lo que permiti6 el an!lisis de varios clones de 
papa a la vez usando una planta indicadora unica. 

AnAlisis de las ~lantas inoculadas. 

Luego de 10 a 15 d!as post-inoculaci6n, se determin6 
positiva la reacc16n por la apararici6n de s!ntomas de necrosis o 
mosaico. El virus X produjo en G. globosa lesiones locales necr6ticae 
con borde rojizo y no ee hizo sistemico. A diferencia de lo ocurrido en 
N. tabacum donde el virus PVYN produjo un mosaico sist~mico. Esta 
metodologia permiti6 encontrar lo resumido en la tabla 1 de la pAgina 
siguiente. 

De acuerdo a estos reeultadoe, ee eeleccionaron alsunos 
clones representativos con propiedades de eensibilidad o reeietencia 
potencial a los virus PVX y PVY. 
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TABLA 1 

NO clones 

Resistencia Potencial 58 
a I'VX y PVY 

Sensibles a PVX 34 

Sensibles a PVY 75 

Sensibles a PVX y PVY 44 

C.2 ESTABLECIMIENTO DE PROTOCOLOS PARA DE'l'ECCION DE LA ENFERHEDAD VIRAL 

• C.2.a. Purif icaciOn de los virus PVX y PVY 

Los virus PVX y PVY se illantuvieron y aislaron a partir de 
tejido foliar de la planta indicado~a N. tabacum ( White Burley ). La 
purificaci6n de PVX se realiz6 homogenizando el tejido foliar en un 
tamp6n fosfato 0,1 H ( pH 7,4 ), 0,1% Acido tioglic6lico, eter/CCl~ 
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 purificaci6n para PVY 
se realiz6 homogenizando tejido foliar infectado ( 100 g) en tamp6n 
borato de eodio 0,1 H pH 8.0, EDTA 0.05 M y acido asc6rbico 0,3%. El 
material fue ultracentrifusado en un colch6n de sacarosa (10-40%) y el 
contenido, fraccionado en un colector convencional, conservAndose 
aquellaa fraccionea con una raz6n A2eo/A2eo cercana a 2. En el caso de 
PVY se trabaj6 con dos cepas: PVYO y PVYN. 

C.2.b. Purificacion del virus PVS 

Los viriones de PVS fueron purif icados a partir de 
hojaa de Chenopodium quinoa infectadas. Este material fue sentilmente 
cedido por el Dr. E. Hop?. El procedimiento utilizO 80 s de hojas. La 
homogeneizaci6n se efectuo por molienda con N2 liquido. El polvo fue 
resuspendido en 200 ml de tamp6n fosfato 0,1 H (pH 8,0), 0,15% 2-
mercapto etanol y 10% etanol. El homogeneizado fue filtrado a traves 
de gasa est~ril y centrifugado a 5.000 x s durante 20 min .. Los 
viriones del sobrenadante fueron precipitados mediante la adiciOn de 
triton-XlOO al 1% y PEG-6.000 al 4%. La suspension se mantuvo con 
agitac16n a 4oc por 60 min. El precipitado fue sedimentado por 
centrifugaci6n a 5.000 x s durante 10 min. y posteriormente 
resuspendido en 20 ml de tamp6n fosfato 50 mM ( pH 8,0) y 2 mM EDTA, 
{tamp6n B) Las particulas no suspendidas fueron eliminadas por 
centrifugaci6n a 10.000 x e durante 20 min. El sobrenadante fue 
aplicado a tuboe de centrifuga (rotor Beckmann SW-26) y fraccionado a 
trav6s de un gradiente de sacarosa del 10 al 40%. La 
ultracentrifuaaci6n fue realizada a 100.000 x g durante 60 min. El 
•radiente fue f:accionado, determinindose la A2eo y A2eo para cada 
fracci6n. La~ iracciones conteniendo el virue fueron reunidas y 
centrifuaadao por 90 min. a 160 k x g a fin de aedimentar lea viriones 
purificadoe. El:eedimento fue resuspendido en 1 ml de tamp6n B. 

3. 



C.2.c. Hicroscop!a electr6nica de los virus 

El grado de pureza de las preparaciones virales fue 
analizado por H.E. ( Phillips modelo EH 300) por tinci6n negativa. Las 
microfotografias de la figura 1 (paneles A. B, C )se muestran a 
continuaci6n: 

Figura 1 

'· 

A. PVX 

,. 
.> 

j_; 

B. PVY C. PVS 

C.2.d. Preparaci6n de antisueros contra PVX. PVY y PVS 

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

Los antisueros fueron purif icados adicionalmente mediante 
cromatografia en una columna de DEAE-celullosa en buffer Tris-HCl 50 mM 
pH 8,4. Se aplicaron 6 ml de antisuero cada vez y luego de lavar la 
columna con el buffer de equilibrio, la muestra fue elu!da mediante un 
gradiente lineal de NaCl entre 0 y 0.1 M. Se colectaron fracciones de 
aprox. 6 ml y se reunieron aquellas que mediante anAlisis 
electrofor~tico e inmunodots contenian la fracci6n IgG anti-viral. El 
perfil se muestra en la figura 2 (Pagina 5). 

C.2.e. Hontaje de DAS-ELISA y determinacion del range de sensibilidad. 

El protocolo empleado corresponde basicamente al descrito 
por Clarck y Adams (1977). Las fracciones IgG tuvieron titulos 
superiores a 1:2000, pudi6ndoee detectar entre 5 y 10 ng de antigeno. 
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Figura 2: Purificaci6n de la fracci6n IsG anti proteina viral. 
fracciones seleccionadas se encuentran entre flechas 

Las 

C.2.f. Western blotting 

Las proteinas de las capsides fueron analizadas por 
electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente, 
transferidas a papel de nitrocelulosa de acuerdo al ~todo descrito por 
de Tsang et al, 1983. La transferencia se efectOo a 75 mA usando como 
tamp6n 0,025 H Tris base, 0,192 H 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 superf icie del gel y fue procesado por inmuodetecciOn 
del antigeno. empleando anticuerpos contra las proteinas de la capside 
de cada virus en particular. La sefial fue amplificada empleando como 
segundo anticuerpo la fracci6n anti IgG de conejo crecida en cabra y 
conjugada a fosfatasa alcalina. 

9.2.g. Infecci6n in vitro de protoplastos de papa 

g.1 Hicropropagacion del material 

Fuente de explantes: 

Se trabajaron diversos clones con caracteristicas 
potenciales de resistencia a PVX y PVY, seleccionados de acuerdo a lo 
descrito en C.1. Los explantes se obtuvieron a partir de yemas de 
tub~rculos de papa para los clones 58, 40, 70, 82, 296, 57, 262, 297, 
62. 1, 4 y 34. Los tub~rculos fueron mantenidos previamente a 
temperatura ambiente y en o~curidad para inducir la br.otaci6n. 

La desinfecci6n superficial de las yemas 
sisuiente manera: 1. lavado con asua corriente; 
hipoclorito de sodio al 30~ durante 5 a 10 minutos; 
etanol al 70% durante 1 minuto; 4. enjuage tree 
destilada esteril. 

se realiz6 de la 
2. enjuage con 

3. enjuage con 
veces con agua 
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g.2 Protocolo para obtenciOn de protoplastos 

1. Se seleccionaron plantas micropropagadas de va~iedades 
susceptibles y potencialmente resistentes. 2. De cada plantula se 
subcultivaron el apice y segmentcs nodales en los medios de cultivo 
para micropropagaci6n precisados en Anexo 1 y el tejido foliar se 
utiliz6 para la obtenci6n de los protoplastos. 3. Las hojas fue~on 
depositadas en una placa petri conteniendo aproximadamente 10 ml del 
medio de digesti6n enzimatico descrito en el Anexo 2. El raquis fue 
eliminado y la lamina cortada con un bisturi para permitir una mejor 
penetraci6n enzimatica. 4. El material asi obtenido fue colocado en un 
matraz Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 30 ml del medio de digestion 
enzimatico e incubado en oscuridad y agitaci6n durante la noche. 5. El 
material digerido fue filtrado a traves de un filtro de 50 um de tamafio 
de poro en un vaso de precipitado de 100 ml. Se tom6 la precauci6n de 
que el filtrado escurriera por las paredes del vaso con el fin de no 
dafiar los protoplastos. 6. El filtrado se centrifug6 a 100 x g durante 
15 minutos a 4oc. 7. Se descart6 el sobrenadante y los protoplastos 
precipitados fueron resuspendidos en 30 ml de manitol 0,4 H. Se 
centrifug6 a 100 x g por 15 minutos y se descart6 el sobrenadante 
dejando los protoplatos en un minimo volumen. 8. Se tom6 una alicuota 
de la suspension de protoplastos obtenidos y se realiz6 el recuento 
utilizando una camara de Neubahuer. Un preparaci6n tipo se muestra en 
la figura 3. 

{*) Los medios de micropropagaci6n y digesti6n enzimatica se detallan 
en Anexo 1 y 2. 

Figura 3: Protoplastos aislados de papa 

g.3. Protocolo para la infecci6n viral 

La infecci6n con virus PVX se llev6 a cabo incubando 
durante 1,5 minuto~ los protoplaetos en un tubo de centrifusa de 15 ml 
conteniendo PBG-6000 al 25%, CaCl2 3 mM y virus en una proporciOn de 30 
ng PVX por cada 300 protoplastoe por ul de soluci6n. Loe controles 
fueron sometidos, al mismo procedimlento, excepto que ~atos rao fueron, 
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infectados. Se centrifug6 a 100 x g durante 15 minutos a 4oc_ Se 
descart6 el soorenadante y los protoplastos fueron lavados mediante 
centrifugaci6n 2 veces con manitol 0.4 M y CaCl2 1 mM con 
aproximadamente 15 ml, descartando el sobrenadante cada vez y 
finalmente se sometieron a un lavado con manitol 0,4 M. Se centrifug6 
y se dej6 en minimo volumen. Se realiz6 el recuento utilizando una 
camara ce Neubahuer. Se tomaron alicuotas de los protoplastos post­
infecci6n y se incubaron durante 0. 20 y 40 horas en exceso de media A 
(descrito en Anexo 2) a 21oc con iluminaci6n constante. Una vez 
transcurridos los tiempos de incubaci6n los tubos conteniendo los 
protoplastos fueron guardados ~n el congelador. 

g.4 Seguimiento de la infecci6n viral 

• 
Protocolo para DAS-ELISA (Tecnica de biotina-estreptavidina/. 

Para la realizaci6n de esta tecnica se utilizaron los 
antisueros policlonales obtenidos en el laboratorio . 

1. Las muestras correspondientes a los diferentes tiempos 
de incubaci6n post-infecci6n (0, 20 y 40 horas) y controles fueron 
descongelados y centrifugados a 100 x g durante 1.5 minutes. Se 
descart6 el exceso de medio A y se tom6 una alicuota para el test de 
ELISA. 2. A cadei. -;ma de las alicuotas se les agreg6 tamp6n BEV ibuffer 
de extracci6n de los virus) en cantidad suficiente para completar un 
volumen final de 200 ul. 3. Para sensibi!izar la placa se agregaron 
200 ul de lg Anti PVX en tamp6n Coating y se dej6 durante la noche a 
4oc. 4. Se realizaron 3 lavados durante 5 minutos con tamp6n PBS­
Tween. 5. Se bloguearon los sitios no especificos con tamp6n PBS­
Tween-Leche durante 30 minutos a 37oc. 6. Idem 4. 7. Se agregaron las 
alicuotas de protoplastos a cada pocillo sensibilizado previamente. Se 
incub6 durante 60 minutos a 37oc. 8. Idem 4. 9. Se adicion6 el 
segundo anticuerpo (Anti Rabbit IgG biotinilado) a una concentraci6n de 
2.5 ug/ml en tamp6n PBS-Tween-leche y se incub6 dur&nte 60 minutos a 
37oc. 10. Idem 4. 11. Se agreg6 la estreptavidina a una concentraci6n 
de 2.5 ug/ml en tamp6n PBS-Tween y se incub6 entre 15-30 minutos a 
37oc. 12. Idem 4. 13. Se adicion6 la enzima peroxidasa biotinilada en 
tamp6n PBS-Tween a una diluci6n de 1:2000 y se incub6 entre 15-30 
minutos a 37°C. 14. Idem 4. 15. Se agreg6 el sustrato y se esper6 el 
desarrollo de color (10-15 minutos). 16. La densidad 6ptica fue 
determinada a 492 run enun lector de ELISA Labsystems Uniskan I. 

g.5. Resultados de los experiment1·s de infecci6n in v.itro 

De acuerdo a los protocolos descritos en C.2.g (1-4) 
fueron aislados protoplastos e infectados a partir de diversos clones. 
La cantidad de prote1na viral de PVX en los protoplastos, en los 
controles as1 como en los diferentes tiempos de iricubaci6n post­
infe~ci6n, fue determinada mediante el test de ELISA utilizando una 
curva de calibraci6n. Un ejemplo de estos experiment~s corresponde a 
la infecci6n in vitro con el virus PVX a diferentes concentraciones. 
El test de ELISA entreg6 los siguientes resultados: 
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Hrs.post-infecciOn ng Virus 
protoplasto x 1000 

Clon 70 0 0.8 
20 1.2 
40 5,0 

Clan 297 0 0,6 
20 0,9 
40 3,0 

Cl on 58 0 0,69 
20 0,57 
40 0.67 

Clan 4 0 0,03 
10 0,08 
20 0.98 
30 1.96 
40 2.47 

La f igura 4 representa la apariciOn de proteina viral 
expresada en ng de PVX por protoplasto a trav~s del tiempo. De acuerda 
a la graf ica se observa que en el clon 58 la ~antidad de proteina viral 
se mantiene aproximadamente constante versus el tiempo con respecto al 
tiempo 0 de infecciOn. Por otra parte el comportamiento de los clones 
70, 297 y 4 e~ relativamente similar not6~dose una misma tendencia en 
el aumento de la ca.ntidad de proteina viral. Este aumento se hace mas 
significativo a partir de las 20 hrs. post-infecci6n. De acuerdo a los 
resultadoe se podria esperar que el clon 58 presenta un mayor grado de 
resistencia contra el virus PVX a diferencia de los restantes clones 
analizados. 
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Figura ~: Virus PVX, infecciOn 1n vitro 



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

Se determin6 el estado fitosanitario para los virus PVX. 
PVY y PVS en 530 clones de la Colecci6n Chilota del Banco de 
Germoplasma de Papa de la Universidad Austral de Chile. Para llevar a 
cabo estos ensayos se utiliz6 la tecnica de NCH-ELISA. La replicaci6n 
y puri!icaci6n de los tres virus se efectuo en nuestro Laboratorio, 
obteniendose ar.ticuerpos policlonales especificos para PVX y PVS. En 
tanto que los anticuerpos contra PVY no fue lo suficientemente 
espec1fica por lo que se utiliz6 una preparaci6n cedida por el Dr. 
Luis Salazar, Laboratorio de Virologia. Centro Internacional de ia 
Papa. 

C.3.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS. 

• Se colectaron e identif icaron 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 tamp6n de 
extra~ci6n ( TBS-EDTA ) que contiene 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 M NaCl, 
20 mM EDTA y 0.02 % NaNa 

C.3.2. PROTOCOLO PARA NCH-ELISA. 

• 

Se aplic6 30 ul de savia vegetal de cada una de las 
muestras en una membrana de nitrocelulosa 12 x 8 cm. Se agregaron 25 
ml de tamp6n TBS-leche {2.0 % leche descremada) a manera de bloquear 
los sitios libres de la membrana y se incub6 por 60 minutos. 
Posteriormente, se descart6 esta soluci6n y se agreg6, en diluci6n 
apropiada, 25 ml de soluci6n de los anticuerpos especificos, en TBS­
leche. Se incub6 con agitaci6n durante la noche. Despuee. ee lav6 la 
membrana 3 veces durante 5 minutos con T-TBS CTBS-0.05 % Tween). Se 
adicionaron 25 ml de Anti-IsG conejo conjugado a fosfatasa alcalina, 
diluido 1:1000 en tamp6n TBS-leche y se incub6 60 min .. Se lav6 la 
membrana tres veces durante 5 min. con tamp6n T-TBS. Finalmente, se 
agresaron 20 ml de sustrato de la fosfatasa alcalina ( 2 mg de NBT. 1 
mg de BCIP en 20 ml de tamp6n 0,1 M Tris pH 9.5. 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl2 
y 0.2 % NaN3 ) y se esper6 entre 15 y 30 minutos para visualizar la 
reacci6n. 

El analisis de 530 clones permitio encontrar que un del 
total de la colecci6n el 2,8 % se encuentra infectado solo por PVX, el 
10.6 % solo infectado con el PVS, el 8,5 % eolo infectado con PVY Y 6 
clone~ simultaneamente sanos a PVX, PVY y PVS. La expresi6n srAfica de 
estos resultados se encuentra a continuaci6n en la figuras 5. Cabe 
senalar que para determinar la sanidad de cada uno de los clonee. se 
realizaron dos eneayos con un intervalo de 1 mes aproximadamente. El 
an4lieie fitosanitario de los 530 clones se repiti6 en la temporada 
1991, manteni!ndose en una gran proporci6n ( > 96 % ) los resultados 
obtenidos en la temporada 1990. El rel5Ultado de cada uno de las 
entradas del banco de germopla1511la chileno de papa se detalla en el 
listado del Anexo 3. 
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FITOSANIDAD A LOS VIRUS PVX, PVY Y PVS. 

(•) lnfectadaa ( .. ) Sanaa 
Total de P'antaa anallzadaa : 630 
T6cntca utlllzada: NCM-ELISA 

PVX-PVY-PVS (•)34.0$ 

Figura 5. Relacion porcentual del analisis fitosanitario 
mediante NCM-ELISA. Porcentajes con respecto a los virus 
PVX, PVY y PVS. (*) plantas infectadas (**) plantas sanas. 

~C.4. INFECCION FORZADA DE I.OS CLONES A NIVF.L DE PLANTA 

Cuatro de los seis clones que mostraron sanidad a los 
virus PVX, PVY y PVS analizados por NCM-ELISA y plantas indicadoras 
fueron forzadoe mecanicamente a la infecci6n ccn preparaciones de los 
tres virus purificados. El ensayo se prolong6 por 30 dias, analizando 
muest~ae de tejido foliar cada 10 dias. 

Luego de la inoculaci6n con los 3 virus individuales y mas 
precisamente luego de 10 d!as, algunas plantas mostraron sintomas 
claros de enfermedad viral (mosaico clor6tico y defoliaci6n), mientras 
que las plantas controles permanecieron as!ntomAticas. La fotografia 
de la figura 6 de la p4gina 11 muestra el dano producido por !a 
infecci6n forzada con PVX. La planta de la derecha corresponde al 
control sin infectar. 
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Figura 6: Plantas infectadas (A) y control (B) con PVX. 

La detecciOn de PVX y PVS se realiz6 mediante el ensayo de 
NCH-ELISA, DAS-ELISA y weetern blot, en tanto que para la detecci6n de 
PVY se emple6 la tecnica NASH. La raz6n de este cambio de tecnica se 
debi6 a que los anticuerpos policlonales obtenidos en el laboratorio no 
fueron lo suficientemente especificos para asegurar un resultado 
confiable . 

Las f otograf ias de la f igura 7 y la tabla 2 de la pagina 
12 muestran el resultado del ensayo NCM-ELISA de los clones inoculados 
con PVX and PVS. Luego de la inoculaci6n. el virus PVX fue detectado 
en todos los clones ensayados. Sin embargo. en la figur.a 8 (Panel A) 
en el clon 315 se aprecia una disminuci6n de la senal de infecci6n a 
los 30 dias {t3l en comparaci6n a lo que ocurre en a los 10 dias (t 1 ) y 
veinte dias (t2). Este resultado podria ser explicado aduciendo una 
degradaci6n de la proteina viral. Un resultado similar fue observado 
por el Dr. Esteban Hopp al infectar protoplastoe in vitro con PVX. 
(lnforme semestral proyecto "Resistencia a virosis en papa, 1989 p.1-
23). Haat da una explicae:i6n diferente a la disminuci6n de la 
concentraci6n viral, diciendo que la planta enferma deja de constituir 
un habitat adecuado para la multiplicaci6n del virus (Maat, D.Z. 1989. 
Purificaci6n de los virus. In: J.A. de Bokx (ed.) Virosie de la papa y 
de la semilla de papa. Waseningen. Netherlands, p. 65-78). Por otra 
parte. la multiplicacion viral en loe otroe clones en cambio es 
ascendente. 

ll. 
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Figura 7. Analisis NCH-ELISA. 
(Panel A) y PVS ( Panel BJ. 
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lnfecci6n forzada el virus PVX 

TABLA 2. 
-----------------------~------------------------------------------------

Cl on 

315-UA-1553 
400-CON-921 
407-CON-928 
~47-CON-99:3 

to ti 

+ 
+ 
+ 
+ 

PVX 
t2 t3 

+ 
+ + 
+ + 
+ + 

PVS 
to ti t2 t3 

+ 
+ + + 
+ + + 

12 . 

to: tiempo 0; ti. tz, y t3: ~1estras tomadae a los 10. 
luego de la inoculaci6n, resrectivamente. 

y 30 d1a::: 

-------------------------------------------------------------------·---

Con respecto a los clones inoculados con PVS, el clon 400 
presenta una sefial positiva al tiempo to. Sin embargo. no se detect6 
ninguna evidencia de enfermedad a las tiempoa posteriores. Este 
result,;Jdo pr.>drfa ser atributdo a una infecci6n local izada sin el 
desarrollo de la enfermedad sistemica. debido probable mente a la. 
activaci6n de mecanismos de resistencia. El clon 315 parece ser 
resistente a PVS, dado a que a la reaci6n ne~ativa en el test de NCH­
ELISA, en ~anto guA loe clones 407 y 447 pare~~n ser sensibles a esta 
~nfermedd~d viral. 
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La fotografia de la figura 8 muestra el resultado obtenido 
a trav~s del analisis DAS-ELISA pdra los cuatro clones inoculados con 
PVX. Como se aprecia, cada uno de los clones presenta un aumento de la 
concentraci6n de la proteina viral versus el tiempo. Esta tendencia 
fue observada hasta el tiempo t2, sin embargo, al tiempo ta existe una 
disminuci6n que es mas marcada en el clon 400. Estos resultados se 
correlacionan con exactitud con los obtenidos a traves del ensa10 NCM­
ELISA, lo que indica por lo tanto que los cuatro clones ser1an 
sensibles a PVX. 

PVX 
M11ksola4Ge-

1 

u 

1D :IO ao 
DIM 

Figura 8. Aparici6n de la proteina de la capside del virus PVX 
a traves del tiempo en los clones inoculados. La determinaci6n 
fue realizada mediante DAS-ELISA. Los tiempos de analisis 
corresponden a los de la Tabla 2 . 

En lo relative a la infecci6n con PVS, la fotografia de 
la f igura 9 de la pagina siguiente muestra que los clones 407 y 447 
presentan un aumento de la concentraci6n de la proteina viral versus el 
tiempo posterior a la inoculaci6n. Por otra parte, el clon 315 y el 
400 muestran una concentraci6n viral constante, sugiriendo la 
existencia de una capacidad para inhibir la replicaci6n viral. Estos 
resultados confirn.an lo obtenido a traves del ensayo NCM-ELISA. Todoe 
los clones alcanzaron la maxima concentraci6n de la proteina viral al 
tiempo t2. Luego de este tiempo, la concentraci6n viral decreci6 
significativamente. Este comportamiento ha sido observado en 
experimentoe de laboratorio y de campo por Singh, qui6n inform6 
descensoe de hasta un 70% en la concentraci6n de PVS en el tiempo 
{Singh, R.P. et al. Can. J. Plant Sci. 69: 1347-1352). 

13. 
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Figura 9. Aparici6n de la proteina de la capside del virus PVS 
a traves del tiempo en los clones inoculados. La determinaci6n 
fue realizada mediante DAS-ELISA. Los tiempos de analisis 
corresponden a los de la Tabla 2. 

Un tercer tipo de analisis se realiz6 con los cuatro 
clones en estudio y este se refiere al analisis western. La Table 3, 
resume estos resultados, encontrandofe una excelente correlaci6n con 
respecto a los analisis NCM-ELISA y DAS-ELISA 

TABLE 3 

Analisis Western blot de los clones inoculados con PVX y PVS 

PVX PVS 
Cl on to t 1. t2 t3 to t l. t2 t3 

315-UA-1553 + + 
400-CON-921 + + + 
407-CON-928 + + + + + 
447-CON-993 + + + + + 

to: tiempo O; ti, t2, y t3: muestras tomadas a los 10, 20 y 30 dias 
luego de la inoculaci6n, respectivamente. 

Las fotograf ias de las figuras 10 y 11 corresponden a 
membranas de nitocelulosa reveladas por el procedimiento descrito 
anteriormente utilizando anticuerpos contra la proteina de la cApside 

14. 



proteina de la capside de PVX. La primera de estas expresa el resultado 
de la transferencia de extractos celulares de los clones 315 y 400. En 
tanto que la figura. 11 corresponde al ana.lisis de los clones 407 y 447. 

315-UA 1553 488-CON 928 

Kd 
- 180 

-116 
- 84 

- 58 

- 48.5 

- 36.5 = ;.:.:;:.., ~ -26.6 

Figura 10. Western blot de los clones 315 y 400 inoculados con 
PVX. Los tiempos de analisis corresponden a lo de la Tabla 2. 
(*) virus PVX purificado. 

407-CON 928 447-CON 993 

to ti t2 ta to ti t2 t:a * PK 

----

Kd 
-180 

-116 

- 14 

-H 

-48.5 

- 36,5 
... -28,6 

Figura 11. Weetern blot de los clones 407 y 447 inoculadoe con 
PVX. Los tiempos de analisis corresponden a lo de la Tabla 2. 
(*) virue PVX purificado. 
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Las f otograf 1as de las f iguras 12 y 13 corresponden a 
membranas de nitocelulosa reveladas por el procedimiento descrito 
anteriormente, esta vez utilizando anticuerpos contra la prote1na de la 
capside de PVS. La figura l.t. da cuenta del resultado de la 
transferencia de extractos celulares de los clones 315 y 400 y la 
figura 13 c0rresponde al anAlisis de los clones 407 y 447. 

315-UA 1553 400-CX>N 926 

to ti t2 ta to ti t2 ta & PH 

Kd 
-180 

-116 

- 84 
- 58 

- 48.5 
- 36.5 

- 26.6 

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

447-<X>N 993 

···- --

Kd 
-180 

-116 

- 84 
- 58 

-48.5 
,.. - 36.5 

~ :s- 26.6 

-----
Figura 13. Western blot de loe clones 315 y 400 inoculados con 
PVS. LOs tiempos de anAlisis corresponden a lo de la Tabla2. 
{*) virus PVS purificado. 
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C.5. Detecci6n de PVY mediante hibridaci6n molecular 

C.5.1. Obtenci6n del vector que contiene clonado el fragmento para la 
detecci6n de PVX y PVY. 

La sonda para la detecci6n de los virus PVX y PVY fueron 
proporcionadas por el Dr. Alejandro Ment.aberr~r del 

Investigaciones en !ngenier1a Genetica y Biologia 
Aires. Argentina. 

gentilmente 
Instit-uto de 
Molecular. Bs. 

La cepa de E.coli JM 107 con el vector Bluescript M 13+ 
conteniendo un fragmento de alrededor de 750 pb de la c~pside del virus 
PVY fue cultivada en medio Terrific broth <triptona 12 gr. extracto de 
levadura 24 gr. glicerol 4 ml y agua destilada esp 1 1). Una vez 
esterilizado. se agreg6 ampicilina a una concentraci6n final de 60 
ug.1ml y se ajust6 el pH adiccionando 100 ml de una soluci6n fosf ato 
diacido de potasio 0,17 M. fosfato dibasico de potasio 0.72 M. Previo 
al cultivo. un prein6culo de esta cepa fue cultivado en 2 ml de medio 
Luria-Bertani y ampicilina a una concentraci6n final de 60 ug/ml. El 
cultivo se mantuvo en un agitador orbital a 200 rpm durante la noche a 
2soc. Las celulas fueron cosechadas por centrifugaci6n ·.; el DNA del 
plasmido fue obtenicio mediant.e el pro~edimiento de lisi:: alcalina. Una 
preparaci6n tipo se muestra en la fotografia de la figura 14. 

1 2 3 

Figura 14. Obtenci6n del plasmido 
Blueskript con inserto de PVY. Gel de 
agarosa al 1% en tamp6n 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. Sulfonaci6n de la sonda. 

El plAsmido conteniendo la sonda fue diluido a 0,5 mg/ml y 
luego denaturado por calentamiento a 100°C por 10 min y enfriamiento 
rapido en hielo. Se siguieron a continuacicn las indicaciones del 
proveedor del kit de sulfonaci6n ( Sigma Chemical Co.). 

C.5.3. Preparaci6~ de las muestras para la prueba de NASH. 

Se colectaron muestras de las partes apical y media en 
bolsas plAsticas. Se cort6 y macer6 discos foliares de aproximadamente 
1 cm de diametro. La maceraci6n se efectuo mecanicamente utilizando 1 
en tamp6n TBS suplementado con 20 mM EDTA por cada disco. Se tom6 500 
uL de este extracto en un tubo de microcentrif uga y se agreg6 un 
volumen de tamp6n 20 X SSC (0,3 H citrato de sodio, pH 7,0, 3 H c~oruro 
de sodio) suplementado con formaldeh1do al 18,5 % concentraci6n final. 
Posteriormente, ee adicion6 un volumen de fenol:cloroformo:alcohol 
isoam1lico { 25:24:1 ). Se centrifuge por 10 min y se sembr6 20 ul de 
la fase acuosa superior sobre una membrana de nitrocelulosa previamente 
tratada con 10 X SCC. La siembra se realiz6 con un equipo de 
multifiltro al vacio. El RNA viral se fij6 a la membrana. horneandola 
por 2 horas al vacio. 

C.5.4. Detecci6n de los virus mediante NASH. 

La hibridaci6n molecular se efectu6 de acuerdo a Sambrook 
(Sambrook et al, 1989 Molecular Cloning. A laboratory manual) en tanto 
que la visualizaci6n de la reacci6n se realiz6 seg(in las indicaciones 
del proveedor, Sigma Chemical Co. 

C.5.5. Analisis de resistencia a PVY 

En relaci6n al estudio de fuentes de resistencia al virus 
PVY se utilizaron los miemos 4 clones empleados para la inoculaci6n 
forzada con PVX y PVS. El resultado de este an4lisis se muestra en la 
fotografia de la figura 15, en la cual se aprecia que la hibridaci6n 

a/inf. 
315 

inf. 

1/inf. 
400 

Inf. 

I/inf. 

401 
inf. 

1/ittf. ,,7 
Inf 

,. 

• • 
+ 

+ 

Figura 15: Analisis de resistencia 
al virus PVY por hibridaci6n de 
4cidos nucl~icos realizado sobre 
loe 4 clones en estudio. Los 
tiempos ti, t2 y ta posteriores a 
la inoculaci6n corresponden a los 
de la tabla 2. 
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con la sonda sulfonada no detectO presencia de PVY en los clones 
ensayados. Solo dieron reacci6n positiva un extracto de planta 
sensible infectada con PVY y la preparaci6n viral en si. Esta ultima 
provey6 la fuente de los virus utilizados en la inoculaci6n forzada. 
La fotografia correspondiente muestra la membrana de nitrocelulosa una 
vez finalizado el ensayo. 

Resumiendo. el anAlisis de fitosanidad de la colecci6n 
chilota que permiti6 la selecci6n de los 4 cuatro clones que mostraron 
sanidad a los virus PVX. PVY y PVS simultaneamente. Estos 4 clones 
fueron inoculados con lo~ tres virus individualmente y el resultado de 
l~ busqueda de fuentes de .csistencia se resume en la tabla 4 . 

.1.ABLA 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-993 PVX :-• PVS PVY 

C.6. PURIFICACION DKl RNA GENOKICO DE PVS (gBHA). 

Se procesaron 500 ul de la resuspensi6n anterior a fin 
extraer el gRNA. Para cumplir este objetivo se adicionaron 500 ul de 
fenol saturado en caliente (700C). Se mantuvo la mezcla durante 5 min. 
a esa temperatura y las fases fueron separadas por cen·trifugaciOn. La 
fase acuosa fue transferida a un tube nuevo repiti~ndose el tratamiento 
anterior. La fase acuosa fue mezclada con un volumen de CHCl3/alcohol 
isoamilico (24:1) para extraer los restos de fenol y la fase acuosa fue 
precipitada por la adici6n de 3 v~lumenes de etanol absoluto y 
mantenida a -1ooc per 30 min. El RNA fue sedimentado por 
centrifugaci6n y resuspendidos en 200 ul de agua esteril. El sRNA fue 
precipitado (dos veces) por la adici6n de 2 volumenes de acetato de 
sodio 4,5 H ( pH 5.2 ) y mantenido a -70°C por 3 Hre. Luego de la 
sedimentaci6n el gRNA fue colectado por centrifugaci6n y resuspendido 
en 10 ul de agua esteril (con una concentraci6n final de 0,5 grs/l. 

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

El gRNA obtenido en !a etapa anterior fue utilizado 
como mol·ie para la s1ntesil!5 del cDNA. Se e111ple6 el kit de sintel!5il!5 de 
cDNA de .\mersham y se sig11ieron las indicaciones del proveedor. 
Brevemente, para eintetizar la primera cadena ee emplearon 2,5 ug de 
gRNA como molde. La mezcla de s1nteeil!5 (20 ul) contenia inhibidor 
placentario de RNAea a fin de evitar la degradaci6n del molde, una 



mezcla de los desoxirribonucleOtidos. 32P-dCTP y oligo dT como 
partidor. La transcriptasa reversa utilizada (2 U) provenia del virus 
de la mieloblastosis de aves. Luego de incubar 40 min. a 42oc, una 
al1cuota de 2 ul fue analizada por electroforesis en gel de agarosa 
alcalino. El gel fue posteriormente secado al vacio y 
autoradiografiado. El resultado confirma la eficiencia de la sintesis 
de la primera cadena del cDNA. Se procedi6 entonces a sintetizar la 
segunda hebra. La mezcla de reacci6n de la etapa previa fue diluida 5 
veces y se le adicion6 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 22oc. 
Posteriormente. se agreg6 DNA polimerasa de T4 Cl U) incubandose por 30 
min. a 370_ El cDNA obtenido fue precipitado por adici6n de 3 
volumenes de etanol absoluto y mantenido a -1ooc durante 2 horas. 
Luego de colectar el cDNA por centrifugaci6n, el sedimento fue 
resuspendido en un volumen final de 20 ul (aprox. 50 ng/ul). Una 
fracci6n de la suspension (5 ul) fue analizada en un gel de agarosa 1%. 

C.7. CLON.AMIKNTO MOLECULAR DE cDNA DEL VIRUS PVS. 

Con el fin de amplif icar el cDNA sintetizado y disponer 
de suficiente material para la construcciOn de sondas moleculares. el 
cDNA obtenido en la etapa anterior fue clonado u~ando come vector el 
plasmidio pUC-12. Experimentalmente. se procedi6 coma sigue: 5 ug de 
pUC-12 fueron linearizados mediante digesti6n con la endonucleasa 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 prepar6 una mezcla de ligaci6n 
conteniendo 1 ug del vector lineal. 2 ug cDNA, ATP, 1 mM. tamp6n ligasa 
5X (proveido por BRL, Inc.) y 5 Ude ligasa de T4, en un volumen final 
de 50 ul. Se incub6 durante 16 hrs a 8°C. Esta me?.cla de ligaci6n fue 
utilizada para transformar celulas competentes de E. coli JM 107 seg-Un 
el procedimiento descrito por Chung y cols. (PNAS 86:2172-2175, 1989). 
Tras sembrar las bacterias transf ormadas en placas Luria-agar 
conteniendo ampicilina (40 ug/ml), IPTG 0,1 mM, X-gal 0,01%, se detectO 
la presencia de colonias recombinantes conteniendo plasmidios hibridos 
entre el pUC-12 y el cDNA de ~IJY. 
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C.8. PUESTA A PONTO TECNICAS DE TRANSFORMACION DE PAPA 

Al respecto, se utlizaron dos protocolos: uno de los 
cuales se basa er. la t~cnica de los discos foliares descrita por 
Herrera-Estrella y Simpson (1988) y el otro utiliza como fuente de 
explantes. segmentos nodales (JordAn. H .. comunicaci6n personal). 

En ambos casos se trabaj6 con la variedad Desire6 de 
amplio consumo en el pais. El agente transformante utilizado 
correspondi6 a una cepa de AgrobacteriWD twnefaciens 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. H~xico. 

C.8.1. MICROPROPAGACION: 

Los explantes se obtuvieron a partir de yemas del 
tu~rculo. 6stos fueron mantenidos previamente a temperatura ambiente y 
luz difusa para inducir la brotaci6n. La desinfecci6n superficial de 
las yemas se realiz6 de la siguiente manera: lavado con agua potable, 
luego enjuague con hipoclorito de sodio al 30% durante 5 a 10 minutos. 
Posteriormente se realiz6 un enjuague con etanol al 70% durante 1 
minuto y f inalmente se realizaron tres lavados con agua destilada 
esteril. 

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

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

C.8.2. TECNICA DE LO~ DISCOS FOLIARES 

Se inocularon 3 ml de medio A ( 4.5 g KH2P04, 10.5 s 
K2HPQ4, 1 g (NJ-14)2804, 0.5 g Citrato de Sodio x 2 H20, 0.2 s HgS04 x 7 
H20. 0.2 g Glucosa por Lt ajustado a pH 5.9 ) con la cepa de A. 
tumefaciens y se incub6 a 280C durante la noche. Se agregaron 20 ml de 
medio K3 ( se describe en Anexo 4) conteniendo 0.2 H de sacarosa. sin 
antibi6ticos ni hormonas a una placa petri est6ril. ~uego se colocaron 
las hojas sobre el medio K3, teniendo la precauci6n <le poner el haz de 
la hoja en c~ntacto con el medio. De estas hojas se cortaron discos, 
de aproximadamente 1 cm de diametro con ayuda de un sacabocado est~ril. 
Se adicionaron 5 ml de medio K3 a una cApsula petri pequena y se 
colocaron 5 discos foliares. Posteriormente , se agregaron 50 uL del 
cultivo de A. tumefaciens realizado el dia anterior. Se sellaron las 
placas petri con parafilm y se incubaron en una c~mara de cultivo a 
25oc, con fotoperiodo de 16 hrs. luz, durante dos dias. Transcurrido 
ese tiempo, se adicion6 200 ug/ml de claforan (cefotaxima, Hoechst). 
Finalmente, se sembraron los discos de hojas en el medio de 
regeneraci6n (SIM) conteniendo 100 ug/ml de rifampicina y 50 ug/ml de 
kanamicina. El medio SIM se describe en Anexo 4. 
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RESUMEN DE ACTIVIDADES CUMPLIDAS 

1. En primera instancia. la busqueda de posibles fuentes de 
resistencia a los virus PVX, PVY y PVS implic6 el analisis del 
estadc fitosanitario de 532 clones pertenecientes al jardin chilote 
del banco de germopiasma de la Universidad Austral de Chile. El 
barrido fue parcialmente empleando plantas indicadoras y 
posteriormente. mediante la t~cnica de NCH-ELISA. Se constat6 que un 
99,2 % de los clones est .. a infectado con al menos uno de los tres 
virus analizados \PVX. PVY, PVS) en tanto que un 0.8 % presento 
sanidad simultanea a estos virus. Se trabaj6 a continuaci6n. 
siempre a nivel de planta. forzandc la infecciOn a traves de medios 
mecanicos. encontrando a! menos dos clones con resistencia multiple 
a los virus PVS y PVY. Actividad cumplida. 

2. Los clones seleccionados en 1., aparentemente resistentes a PVX, 
fueron analizados mediante infecciOn 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 obtenci6n de protoplastos, los que 
fueron infectados. La replicaci6n viral fue seguida por la 
aparici6n de la proteina viral lo que permiti6 evaluar el grade de 
resistencia o sensibilidad a nivel c~lular. Actividad cumplida. 

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

4. Purificaci6n y clonaje molecular del ~enoma del virus PVS. Los 
viriones de PVS fueron purif icados a partir de hojas de Chenopodium 
quinoa infectadas con el virus. Luego se procediO a la purificaci6n 
del RNA gen6mico de PVS (gRNA), el que se utiliz6 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 NO 5 y 6 se detuvieron por la 
falta de reactivos . 

7. Puesta a punto de t~cnicas de transformaci6n. Para realizar este 
trabajo se utilizaron dos protocoloe: uno, la t~cnica de discos 
foliares descrita por Herrera-Estrella y Simpson <1988) y dos. el 
protocolo que utiliza come fuente de explantes, sesmentos nodales 
(Jordan. H.). En ambos casos se trabaj6 con la variedad Desire~ 
previamente cultivada in vitro. La infecci6n se realiz6 con una 
cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene el plAsmidio pG 2260 
(p Esc 4) 160390 con genes de resistencia a rifampicina y 
kanamicina; puesto a disposiGi6n por el Dr. Herrera-Estrella, el 
CINVESTAV. M~xico. Los explantes se obtuvieron a partir de yemas de 
tub6rculos de papa. A partir de los discos de hojas no se obtuvo 
regeneraci6n alguna. En el caso d~ los segmentos nodales. con ambos 
protocolos se obtuvo regeneraci6n de vAstagos en un 70%. Se obtuvo 
material que creci6, form6 brotes y raices en presencia de 
rifampicina ( 100 ug/ml ) y kanamicina ( 50 ug/ml ). 

..... ...... 
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ANEXO 1 

Hedios de cultivo: 

Las yemas obtenidas fueron 
siguientes medios de cultivo: 

LRa : MS + 1 mg/l BAP + 0.01 mg/l ANA + 
LRa*: MS+ 1 mg/l BAP + 0,01 mg/l ANA + 
Pi HS+ 0.4 mg/l BAP 
P2 MS+ 1 mg/l 2iP 

micropropagadas 

0,1 mg/l AG3 
0,5 mg/l A Gs 

p3 HS + 1 mg/l BAP + 1 mg/l AIA + 10 mg/l GA3 
p4 HS+ 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l GA3 + 2 mg/l Pantotenato 

en los 

de Ca 

Abreviaturas: BAP, 6-benzilaminopurina; ANA, 4cido naftaleno acetico; 
AG3, acido giberelico: 2iP, N-isopentenilaminopurina; AIA, acido indol 
acetico; 2,4-D, Acido 2,4-diclorofenoxiacetico; MS, Medic basal de 
Murashige-Skoog (1962) 

A) Inorganicos 

Nff4NQ3 
KN03 
CaCl2x2H20 
MgS04x7H20 
Kli2P04 
Na2xEDTA 
FeSO•x7H20 
H3B03 
MnS04x4ff20 
znso •. 4H20 
KI 
Na2HoO .. x2H20 
CuSO"x5H20 
CoCl2x6H20 

Tambi~n 

A) Inorganicos 

NH .. N03 
KN Os 
Ca(NOs)2 
MgS04x7H20 
Kli2P04 
Na2xEDTA 
FeS04x2H20 
KCL 
H3B03 
MnS04xH20 
ZnS04x7H20 
KI 
Na2Mo04x2H20 
CuS04x5H20 
CoClx8H20 

f ue 

mg/L 

1650 
1900 

440 
370 
170 
37,3 
27,8 
6,2 

22,3 
6.6 
0,63 
0,25 
0,025 
0,025 

utilizado 

mg/L 

536 
2690 

300 
419 
274 

37 
28 

350 
6,3 

22,3 
6,6 
0,63 
0,25 
0,025 
0,025 

B) Organicos mg/L 

Mio-inositol 100 
Glicina 2 
Acido nicot1nico 0,5 
Piridoxina X HCl 0,5 
Tiamina X HCl 0,1 
Sacarosa 30.000 
Agar 

el medio MP (Mason et al, 

B) Org6.nicos 

Sacarosa 
Agar 

10.000 
7.000 

7.000 

1987). 

ms/L 



ANEXO 1 ...... ContinuaciOn 

El pH de los medics de cultivo fue ajustado a 5,8 con NaOH 
0.1 M y esterilizados en autoclave a 1 Atm. y 121oc durante 20 minutos. 
Los sub-cultivos se realizaron cada ? a 8 d!as. La temperatura de la 
camara de crecimiento se mantuvo entre 26-28or. y el fotoperiodo en 16 
horas de luz y 8 de oscuridad. La mejor respuesta en cuanto a niimero 
de brotes. tamano y numero de hojas se obtuvo utilizando el medio LRa*. 
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ANEXO 2: 

ObtenciOn de protoplastos 

Medio de digesti6n 

COMPUESTOS: expresados en mg por litre 

A) InorgAnicos B) OrgAnicos 

KN03 2500 Manitol 73.000 
NaH2P04 150 ANA 1 

CaCi2x2H20 750 2.4-D o.~ 

MgSQ4x7H20 250 BAP 1 
FeS04x2H20 28 
Na2EDTAx2H2C> 37 

Las enzimas fueron agregadas al more=nto de usar y posteriormente el 
medio se esteri!izO por filtraci6n. 

Macerczima 
Celulasa 

MEDIO A 

o.3 % 
0,3 % 

COMPUESTOS: expresados en mg por litro 

A) Inorg6.nicos B) 

KN03 2500 Glucosa 
NaH2PO• 150 Inositol 
CaCl2x2H20 750 Manitol 
MgS04x7H20 250 ANA 
FeS04x2H20 28 2,4-D 
Na2EDTAx2H20 37 BAP 
ff 3BQ3 3 
MnS04xlH20 10 
ZnS04x7H20 2 
KI 0,75 
Na2Mo04x2H20 0,25 
CuSQ4x5H20 0,025 
C0Cl2x6H20 0,025 

Org6.nicos 

1.500 
5.000 

50.000 
1 
0.2 
1 
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AtEXO N8,3 

R.sultados in •xt.nso d•l .n•lisis fit~itaric del Jardin Chilote 
del Banco de 6er11Dpla..a Chilena de PapA. 

VIRUS 
Identificaci6n PVX PVY PVS 

1 UA 1016 + + 
2 UA 1116 + + + 
3 UA 1692 + + 

4 UA 1005 + 
5 UA 1009 + + + 
6 UA 1545 + 
7 UA 1587 + + 
8 UA 1193 + + 

9 UA 1358 
10 UA 1519 + + + 
11 UA 1690 + + 
12 UA 1264 + + 
13 UA 1236 + 
14 UA 1550-A + + 
15 UA 1284 + + 
16 UA 1364 + + 
17 UA 1252 + + 
18 UA 1144 + 
19 UA 1171 + 
20 UA 1113 + 

21 UA 1594-A + + 
22 UA 1225 + 
23 UA 1229 + + 
24 UA 1600 + + 
25 UA 1045 + + 

26 UA 1141 + + 

27 UA 1547 + + ~ 

28 UA 1582 + 

29 UA 1601-A + + + 

30 UA 1335 + + 

31 UA 1399 + 

32 UA 1581 + 

33 UA 1560 + 

34 UA 1592 + 

35 UA 1049 + 
36 UA 1551-A + 

37 UA 1565 + ~ 

38 UA 11:5 + 

39 UA 1138 + + 
40 UA 1263 + + 
41 UA 1294 + + 

42 UA 1392 ~ + + 
43 UA 1146 + 

44 UA 1224 + 
4~ UA 1375-A + ~ 
46 UA 1388 + + 
47 UA 10~4 + + 
48 UA 11~3 + + 
49 UA 1021 + 
~0 UA 1373-A + + 

Iduntificaci6n 
51 UA 
52 UA 
53 UA 
54 UA 
55 UA 
56 UA 
57 UA 
58 UA 
59 UA 
60 UA 
61 UA 
62 UA 
63 UA 
64 UA 
65 UA 
66 UA 
67 UA 
68 UA 
o9 UA 
70 UA 
71 UA 
72 UA 
73 UA 
74 UA 
75 IJA 
76 IJA 
-c7 1JA 
/8 !JA 
79 UA 
80 UA 
81 UA 
82 IJA 
83 IJA 
84 UA 
85 UA 
86 IJA 
:-37 UA 
88 UA 
89 UA 
90 UA 
ql UA 
92 UA 
'~3 UA 
q4 UA 
95 IJA 
96 UA 
97 UA 
98 UA 
99 UA 

100 UA 

1170-A 
1170-B 
1028 
1534 
1024 
1121 
1503 
1514 
1593-A 
1567-A 
1069-A 
1143 
1186 
1515 
1078-A 
1075 
1053 
1120 
1258 
1557 
1381 
1296 
1190 
1142 
1290 
.!.164 
.:.::98 

1186-B 

1233-A 

1395 
1400 
1606 
1270 
1198 
1098 
1103 
1101 
1306 
l.221 
1224-A 
1298 
1595-A 
1065-A 
13~9 

13~7 
1019 

VIRUS 
PVX PVY PVS 

+ + + 

+ + 

+ + 

+ + 
+ + 
+ 
+ + 

+ 
+ 
+ + 

+ 
+ + + 

+ + + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

+ 
+ 

+ + + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ 

.... 

+ + 
+ 

+ + + 
+ + 

+ + 

+ ~ 

+ 
+ + .... 

+ 
+ .... + 

+ 
+ + 

+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 

+ + 
+ 

+ + 
+ + 
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j 
I 
I • 
: 

• 

Identific:ac:iOn 
101 UA 1022 
102 :..JA 112102 
103 UA 1206 
104 UA 1620 
105 UA 1148 
106 UA 1200 
107 UA 1023 
108 UA 1204 
109 UA 1018 
110 UA 1037 
111 UA 1291 
112 UA 1356 
113 UA 1349 
114 UA 1003 
115 UA 1020 
llo UA 1001 
117 UA 1007 
118 UA 1279 
119 UA 1238 
120 UA 1006 
121 UA 1013 
122 UA 1034 
123 UA 1371 
124 UA 1014 
125 UA 1025 
126 UA 1027 
127 UA 1127 
1:8 UA 
129 UA 
130 UA 
131 UA 
132 UA 
13::: UA 
134 UA 
135 UA 
136 UA 
137 UA 
138 UA 
139 UA 
140 UA 
141 UA 
142 UA 
143 UA 
144 UA 
145 1.JA 
140 UA 
147 UA 
148 UA 
149 UA 
1~0 UA 

1.068 
1152 
1029 
1313 
1031 
1035 
1627 
1352 
1499 
1691 
.!.517 
1039 
1629 
1355 
1513 
1368 
1032 
1374 
1061-A 
1061-B 
1216 
1338 
1373-B 

VIRUS 
PVX PVY PVS 

+ + 
+ ... + 

+ 
+ + 

+ + + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ 

+ + 
+ + 
+ 
+ + 

+ + + 

+ 
+ + 

+ 

+ + 
+ + + 

+ + 
+ + 
+ + 

+ + 

+ + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ + ... 

+ .... 

+ + + 

+ .... 

+ 

+ + 

+ + 

+ 
+ + 

+ + ... 

+ + + 

+ + + 
+ + 

+ + + 

+ + 
+ 
+ + 
+ + 

Identific:aciOn 
151 UA 1155 
152 UA 1063 
153 UA 1311 
154 UA 1166 
155 UA 1030 
156 UA 1351 
157 UA 1050 
158 UA 10'9 
159 UA 1042 
160 UA 1295 
161 UA 1071 
162 UA 1340 
163 UA 1156 
164 UA 1332 
165 UA 1248 
166 UA 1345 
167 UA 1330 
168 UA 1028 
169 UA 1147 
170 lJA 1366 
171 UA 1161 
172 UA 1637 
173 UA 1350 
174 UA 1163 
175 UA 1328 
176 UA 1084 
177 UA 
178 uH 
179 LJA 
180 UA 
181 UA 
182 UA 
183 UA 
184 UA 
185 UA 
186 UA 
187 UA 
188 UA 
189 :JA 
190 UA 
191 UA 
192 UA 
193 UA 
194 UA 
195 UA 
196 UA 
197 UA 
198 UA 
199 UA 
200 UA 

1079 
1255 
1067 
1308 
1191 
1397 
1072 
1354 
1275 
1384 
1500 
1520 
1080 
1535 
1341 
1076 
1633 
1377 
1082 
1149 
1266 
1336 
1393 
1243 

VIRUS 
PVX PVY PVS 

+ + + 
+ + + 
+ + 
+ + + 

+ + 
+ + + 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ + 

+ 
+ + 
+ + 

+ + + 

+ 

+ 

+ + 
+ 
+ 

+ 

+ + 

+ 
+ 
+ + 

+ + + 

+ + .... 

+ + 

+ 
+ 

+ + 

+ 
+ + 

+ + 

+ + + 
+ .,. 

+ + 

+ + 
+ .. 

+ 
+ + + 
... + + 

+ + 
.. + 
+ + 

+ + 
+ + 
+ + + 



Identificaci6n 
201 UA 
202 UA 
203 uA 
204 UA 
205 UA 
206 UA 
207 UA 
208 UA 
209 UA 
210 UA 
211 UA 
212 UA 
213 UA 
214 UA 
215 UA 
216 UA 
218 UA 
219 UA 
220 UA 
221 UA 
222 UA 
223 UA 
224 UA 
225 UA 
226 UA 
227 UA 
228 UA 
229 UA 
230 UA 
231 UA 
232 UA 
233 UA 
234 UA 
235 UA 
236 UA 
237 UA 
239 UA 
239 UA 
240 UA 
241 UA 
242 UA 
243 UA 
244 UA 
245 UA 
246 UA 
247 UA 
249 UA 
249 UA 
2'9 UA 

1391 
1269 
1509 
1167 
1110 
1215 
1056 
1293 
1175 
1099-A 
1092 
1093 
1097 
1291 
1105 
1094 
1157 
1091 
1099-B 
1340 
1201-A 
1499 
1201-B 
1690 
1293 
1169 
1064 
1244 
1375 
S/N 
1594 
1610 
1622 
1601-B 
1595-B 
1545-B 
1580 
1576 
1583 
1553 
1611 
1617 
1591 
1563 
1,90 
1,57 
1,99 
1,85 
1613 

VIRUS 
PVX PVY PVS Identificaci6n 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
... 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

... 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

251 UA 
252 UA 
253 UA 
254 UA 
25'5 UA 
256 UA 
257 UA 
259 UA 
259 UA 
260 UA 
261 UA 
262 UA 
263 UA 
264 UA 
265 UA 
266 UA 
267 UA 
268 UA 
269 UA 
270 UA 
271 UA 
272 UA 
273 UA 
274 UA 
275 UA 
276 UA 
277 UA 
278 UA 
279 UA 
290 UA 
291 UA 
292 UA 
283 UA 
:?84 UA 
295 UA 
286 UA 
287 UA 
288 UA 
289 UA 
290 UA 
291 UA 
292 UA 
293 UA 
294 UA 
295 UA 
296 UA 
297 UA 
298 UA 
2~9 UA 
300 UA 

1543 
160C1 
1540 
1620 
1605 
1599 
1566 
1537 
1572 
1550 
1584 
1598 
1558-A 
1558-B 
1655 
1639 
1430-B 
1625 
1664 
1675 
1672 
1632 
1674 
1661 
1370 
1390 
1109 
1203 
1432 
1104 
1512 
1302 
1352 
1618 
1633 
1661 
1666 
1593-B 
1644 
1656 
1652 
1642 
1209 
1596 
1668 
1634 
1370 
1362 
107i 
1659 

VIRUS 
PVX PVV PVS 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

... 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
... 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



I 
VIRUS VIRUS 

IdentificaciOn PVX PVY PVS IdentificaciOn PVX PVY PVS 
301 UA 1549 + + 351 CON 828 + + + 

302 UA 1641 + + 352 CON 8~ + • 
303 LIA 1482 + 353 CON 830 + 
304 UA 1645-A + + 354 CON 831 + + 

305 UA 1410-B + 355 CON 832 + + + 

306 UA 1673 + + 360 CON 881 + + 

308 UA 1551 + 361 CON 882 + + 

309 UA 1642 + 362 CON 883 + + 

310 UA 1645-B + + 163 CON 884 + + + 

312 UA 1663 + + 364 CON 885 + 

313 UA 1650 + 365 CON 886 + + 

314 UA 1545-C + + + 366 CON 887 + 

315 UA 1553 367 CON 888 + + 

316 UA 1548 + + + 368 CON 889 + + + 

317 UA 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 + + + ~~.,. 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 + 377 CON 898 + 

327 UA 1678-B + + + 378 CON 899 + 

328 UA 1662-A + 379 CON 900 + 

329 UA 1591 + 380 CON 901 • + 

330 UA 1619 + ... ... 381 CON 902 + ... + 

331 CON 755 + .. ... -:02 CON 903 + 

332 UA 166::-8 + :::a3 CON 904 + ... 
333 CON 756 + .';84 CON 905 + + + 

334 CON 757 ... + 385 CON 906 
335 CON 783 + + 386 CON 907 + + .. 
336 CON 784 + + + 387 CON 908 .. + 

337 CON 785 .. 388 CON 909 .. + 

338 CON 786 + .. 389 CON 910 + ... + 

339 CON 788 + ... + 390 CON 911 + ... + 

340 CON 789 ... + + 391 CON 912 + ... ... 
341 CON 790 + + .. 392 CON 91.~ "!- + + 

342 CON 791 + ::93 CON 914 + + 

343 CON 792 ... 394 CON ·~15 

344 CON 821 + + + .395 CON 916 + + ... 
345 CON 822 + + 396 CON 917 
346 CON 823 + + + 397 CON 918 + + 

347 CON 824 + 798 CON 919 + .. 
349 CON 825 + + + .399 CON 920 + + 

349 CON 826 + + + 400 ".:ON 921 
350 CON 827 + + 



.• 

IdentificaciOn 
401 CON 922 
402 CON 923 
403 CON 924 
404 CON 925 
485 CON 92b 
406 CON 927 
407 CON 928 
408 CON 929 
409 CON 930 
410 CON 931 
411 CON 932 
412 CON 958 
413 CON 959 
414 CON 9b0 
415 CON 961 
416 CON 962 
417 CON 963 
418 CON 9b4 
419 CON 965 
420 CON 96b 
421 CON 967 
422 CON 968 
423 CON 969 
424 CON 970 
425 CON 971 
426 CON 972 
427 CON 
428 CON 
429 CON 
430 CON 
431 CON 
432 CON 
433 CON 
434 1:0N 
435 CON 
436 CON 
4::;7 CON 
438 CON 
4::;9 CON 
440 CON 
441 CON 
44~ CON 
443 CON 
444 CON 
445 CON 
446 CON 
447 CON 
448 CON 
449 CON 
4~0 CON 

q-" . I .,;, 

~74 

•-?75 
976 
977 
978 
979 
980 
981 
~a: 

99-: 
984 
995 
986 
987 
999 
~89 

990 
991 
992 
993 
994 
99~ 

996 

VIRUS 
PVX PVY PVS 

+ • 
+ + + 

+ 

+ + 
+ + + 

+ + 

+ + 

+ + + 
+ + + 

+ + + 
+ + 

+ + + 
+ + + 
+ + + 

+ + 

+ + + 

+ + 

+ 
+ 

+ + + 
+ + 

+ 

+ 

+ 

+ .. 
+ 

... 

+ 

+ 

... 

+ 
... 
... 

+ 
+ 

+ 

... 

... 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

IdentificaciOn 
451 CON 997 
452 CON 998 
453 CON 999 
454 CON 1000 
455 CON 1001 
456 CON 1002 
457 CON 1003 
458 CON 1004 
459 CON 1005 
460 CON 1006 
461 CON 1007 
462 CON 1008 
4b3 CON 1009 
464 CON 1010 
4b5 CON 1011 
4b6 CON 1012 
467 CON 1013 
468 CON 1014 
469 CON 1015 
470 CON 1016 
471 CON 1017 
472 CON 1018 
473 CON 1019 
474 CON 1020 
475 CON 1021 
476 CON 1022 
477 CON 1023 
4-78 •:ON 1024 
479 CON 1025 
480 CON 1026 
481 CON 1027 
482 CON 1028 
483 CON 10:!9 
484 •;ON 1030 
485 ,;QN 1.031 
486 CUN 1032 
487 CON 1033 
488 CON 1034 
489 CON 1035 
490 CON 1036 
491 CON 1037 
492 CON 10:::8 
493 CON 1039 
494 CON 1040 
495 CON 1041 
496 CON 1042 
497 CON 1043 
498 CON 1044 
499 CON 104~ 

~00 CON 1.046 

VIRUS 
PVX PVY PVS 

+ + + 

+ + 
+ + + 

+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 

+ + 
+ + 

+ + 

+ 
+ 

+ + + 
+ + + 

+ + 
+ + 
+ + + 

+ + 
+ + 

+ + + 
+ + ... 

+ + + 

+ + + 

+ + 
+ + 

+ + + 

... 
+ 
+ 

+ 
+ 

... 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
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VIRUS VIRUS 
Identificaci6n ?VX PVV PVS Identific:acion PVX PVY PVS 
501 CON 1047 + + 526 CON 1094 + + 
502 CON 1048 + + + 527 CON 1095 + + + 
503 CON 1049 + + 528 CON 1096 + + + 
504 CON 1050 + + + 529 CON 1097 + + 
505 CON 1051 + + + 530 CON 1098 + + + 
506 CON 1052 + + + 531 CON 1099 + + + 
507 CON 1053 + 532 CON 1100 + + + 
508 CON 1076 + 533 CON 1101 + + 
509 CON 1077 + + 534 CON 1102 + + + 

510 CON 1078 + 535 CON 1103 + + 
511 CON 1079 + + + 536 CON 1104 + + 
51~ CON 1080 + + 537 CON 1105 + + 
513 CON 1081 + 538 CON 1106 + + 
514 CON 1082 + + 539 CON 1107 + + + e 515 CON 1083 + + + 540 CON 1108 + + 
516 CON 1084 + + + 541 CON 1109 + + 
517 CON 1085 + + 542 CON 1110 + + + 
518 CON 1086 + + + 543 CON 1111 + + + 
519 CON 1087 + + + 544 CON 1112 + + + 
520 CON 1088 • + 545 CON 1113 + + + c;...,. CON 1089 + + 546 CON 1114 + + + ..., ....... 
522 CON 1090 + + + 547 CON 1115 • + + 
523 CON !091 + + .. 548 CON 1123 + + + 
524 CON 1092 + + 549 CON SIN + + 
525 CON 1093 + + + 550 CON SIN .. 
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ANEXO 4 

Medio K3 
Medio de regeneraciOn: medio SIM 

Medio la 

Compuestos: expresados en mg por litro. pH 5,6 

A) InorgAnicos 

NH .. N03 
KN03 
CaCl2 x ~ H20 "-
MgSQ4 x 2 H20 
Naff2PQ4 x H20 
(Nff4)2S04 
CaHP04 x H20 
ff3B03 
MnSO• x H20 
ZnS04 x 4 H20 
KI 
Na2MoQ4 x 2 H20 
CuS04. x 5 H20 
CoCl2 x 6 H20 
N8.2EDTA 
FeS04 x 7 H20 

250 
2500 

900 
250 
150 
134 
50 

":i ..... 
10 ,., 

"-

0.75 
0.25 
0.25 
0,025 

37.2 
27,8 

B) OrgAnicos 

Hio-lnositol 
Sacarosa 
Xilosa 
Acido nicotinico 
Piridoxina 
Tiamina 
Acido naftalen ac~tico 
Cinetina 

Medio de regeneraci6n 

Compuestos: expresados en mg por litro, pH 5,7 

Sales de Murashige-Skoog + Glicina 
Acido nicot1nico 
Piridoxina 

100 
137000 

250 

2,0 
0,5 
0,5 

1 
1 

1.0 
0.1 
0.2 

Hier Inositol 
Tiamina 

100 

Sacarosa 
Agar 

0,4 
1,0 % 
0,8 % 



DETALLE DE LOS INSl.KJS APORTADOS POR EL PROSRNIA 

PERIDDO 11 A LA FIRltA DEL CONTRATO 
tte:JNTO APR08ADO I US S 9 s 488 

1. ORDEN DE COMPF:A : N9 186/89 FECHA 19/06/89. AGITADOR OF:BllAL 
LAB-LINE INSTRUMENTS INC. VALOR LIS $ 3,825 
RECEPCION INSTRUMENTO FECHA: 25/09/89 
APLICACION: CUL TI'·JO DE BACTERIAS Y SUSPENSIONES CELLILARES '-.'EGETALES 

2. ORDEN DE CDMPRA : N• 187/89 FECHA : 19!06/8Q, POSJCIONADOR DE 
CUBETAS Y CONTROL DE TEMPERATURA DE LIN ESPECTROFOTOMETP.O 
'.jHIMADZLI 160 A 
SHIMADZU CORPORATION 
RECEPCION INSTF:UMENTO 
APLICACION: REGISTRO DE 
DE CUBETAS Y CONTROL DE 

VALOR US $ 3,992 
FECHA: 07/09/89 

DENSIDAD OPTICA CON UN SISTEMA MULTIPLE 
TEMPERATURA 

3. ORDEN DE COMPRA LOCAL : N• 312'89 FECHA 08/89, CAMARA FOTOGRAFICA 
NIKON FM-2 CON LENTE MICRO NIH.ON 5'.:· MM. 
REIFSCHNEIDER S.A.C.I. VALOR: $ 202.121 (US$ 989) 
RECEPCION INSTRUMENTO FECHA 26/07/89 
APLlCACION: IMPLEMENTACION DE UN LABORATORIO FOTOGRAFICO 

4. GASTOS MISCELANEOS US $ ~·00 (t) 

PERIODO 21 SEPTIEPIBRE B - NOYIEttBRE 38 s 1989 
f'IONTO APR08ADO 1 US • 4 11 488 
ICINTO RECIBID01 US S 4 11 - (6ASTOS "ISCELANEOS) (t) 

APl_ICACION: Esta suma fue recibida para financiar gastos m1scelaneos 
que incluyen: viaje a Argentina del Dr. Enrique Gonzdlez al 
laboratorio del coordinador del proyectos Dr. Esteban Hopp, 
vi~t1cos, viajes nacionales, react1vos, comunicaciones, servic1os de 
microscopia electr6nica, etc. 

PERIODO 31 DICIE"8RE 18s 1989 
f'IONTO RECIBID01 US S 6s386 

l'IARZO 38s 1998 
(BASTOS "ISCELMEOB) <••> 

APLICACION: Est°" fue recib1da pdra fjnanc1ar gastos 
Pen'.1 de la Ora. Elizabet.ti mi!:,celaneos que irsclLl"'/f?n: ··ii.aje a 

Hubert al l~boratorio de Virologia el 
Pape. viaticos. .11.:.je<::. r1c.cion<'!les, 
servicios de microscupia ele~trOnica, 

Centro Internacional de la 
reaclivos, comunicac1ones, 
gastos de desadL1anam.ientc, •• 



R9ndicU1n InSWIOS Aport:Mlos •••••••••• Cont:inuaci6n 

PERicmo 41 1999-1991 
l'IDNTO APR08ADO I U6 • 5s-

l. ORDEN DE COMPRA : N9 ~·0/92 FECHA : MARZO, l'T92, REACTIVOS 'f 

MATERIAL FUNGIBLE 
COLE PALMER INTERNACIONAL CO. VALOR US $ 2,32~ 

RECEPCION MATEF:IAL FECHA: SEPT£EM8RE, 19q2 

L• ORDEN DE COMPF:A : N• ~·1/92 FECHA : MARZO, 1992, MATERIAL 
FUNGIBLE V BIBLIOGRAFICI! VALOF: US $ 2,292.20 
SIGMA CHEMICAL CO. 
RECEPCION MATERIAL FECHA: SEPTIEMBRE, 1992 

(S) S.stos •isc•l.n4ms rendidos conjunt:..ent:e en Noviembre 1989 
(St) Rendicitn adjun~a al Informe final 

2. 


