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RESISTANCE TO VIROSIS IN POTA
TO: DEVELOPME~i OF POTATO -
PLANTS BEARING RESISTANCE TO 
POTATO VIRUS PVX,PVY,PVS AND 
PLRV BY COMBINED MOLECULAR -

AND IN VITRO PLANT CULTURE -
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Pro:; '::C tG: 

Peri0do: 

Algunos de los 
incluidos en en 
al periodo 12/88 

INFORME DE AVANCES 

Tecnico administrativo 

"Res i st enc i a a \" i r ,_.::: i s 
OP/RLA/83/003 

Oivisi(rn Ci tog~net:>::._ 
Montevideo, URlGlA\. 

. B.C. E. 

Diciemhre 1988 - ~o\ie~~re 1989 

items contenidos en est~ 

el "lnforme de avances". 
4/89. 

informe fueron 
correspondiente 



Coordinacion 

Se realizaron reuniones con "'l Ing. Agr. L•.•i_; \"icg;:, 
y personal del Laboratorio de Biot ... nologia d0 la ~~cultnd 

dP. Ag:·onomin d·· la l'.niversidad .J,: ~a Repl'1bli<:•1. 
t•ff>clos de conrdinar su p.u·ticir:'tcion en .d 
pro1·ec'tt) y e\·aluar lc1 s avances lo,br·.::ios. 

··esen t •· 

£: 
fit o t r,'.n 

labotatorio culmin6 la 
y d.-:mas f.'tc i l i dndes y 

ins:s1aci6n de CbmA~~; 
ha C• sarrol lad•) t_r'cr..-:.ts 

ti po 

propag.-lcion y 1·egcne?·acion de teji-1..::.o \·egetale~. 

A traves de un convcnio d-= colab<)r.·,, i i)u 

iniciacio experimentos de transfor;~ . .:.,:i..Jn de t.:tl•<•co 
sistt•mc. de Agrnbact·~rium tum~f;:.cienc. 

ht~ni,)S 

<•-'n el 

Se obluvieron transformantes ~ontrolcs con re::~~tencia 
.i kanamicina que han r<'gent"?:·ad•"'>. L;:,;e plantas fucro11 "l••\"Hda:; 

a tierra, ~- estnmos rc::dizando los .. xperimentos tf'nc: .. nt<>~; a 
confirr.iar la tr·nnsformacitlfl. 

AD'.': 
P~ rsona I d·d 
de plantas trans.·• rmada!.: ,: n•• : 1·ans f orm11das 

Viaje de entrenamie~to 

-:_; i 

De acuerdo a lo solicjtet.jn u:. miembro d.·J 1.1:. r·.i'.-::r1-; 

antes mencionado, la Ing. Agr. 1er•! .. ~ Barbal <.ump; i··· t·:1 fd 
periodo compr~~ndido entre ·~l ::> y :;:: de mayo. ur ... ·::;t.,dj,, 
<le entrenamientc t-n •d I.abc1rul<H'i( de Geneli\~a dt-! '. .'\.T .. \. 
Castelar bajo 1'1 direccii111 d"!l :-1r. :>;te:ba11 11,>rp. ('.: .• 1.ijli!,l.1 

el informe prese11tado). 

E l ob j e t i v o d {! 1 a e ~; t ad 1 a f u ~ 1 o g r a r e n t. r e n ri m . d 1 t o • ! n 
lecnicas de obtencion y cultivo de proi.opla!ito~ d•.· paptt ·~ 

infeccion con 
resistentes. 

virus parn y de 

El mantenimier.to de csta~ lineas !;e incor11crara al 
prograua de deteccii.n de polimorfismos y mapeo de &e11e!> de 
resistencia a virus, n!.i como a la i111c.ia<i•H1 dt~ 

experimentos de transformaci6n y re~eneraci6n de ph~a. 



Analisis de una genoteca de cDNA de S. co•mersonii Dum 

AntRriormente se cons~ruy6 una genoteca de cDKA 
proveniente de mensajeros de hoja en el f~~o Lambda gtlO. 

El 
E~ta gPnoteca no se 

objetivo del periodo 
habia analizad~ hasta el 

que cubre inf orme 
momenta. 

fue la 
d~terminaci611 

utilidad en 
del nfimero y tamafio de i~~~rtos 

hibridizaciones en blots p&~a la 
asi como 
busqueda 

SU 

de 
polimorfismos en frctgmentos de restri<:cic:·,. 

Para ello, placas de lisis aisladas se tran~firieron a 
~~ rDr proc~dimientos standard. 

Los clones individuales se amplificaron Pn medio 
liquidu NZY probando varios 
pa1a obtener lisis adecuada. 

micrometo.:: · s con-1.·t n·~ ionales 

Ln visu&lizaci6n de insertos solo ~~8 posible 
d~: 

l; di~~sti0n con Eco RI, 

2) rellenado de extremos con dATP marc~c~ con 3 zp, 

3J e~~ctroforesis en geles de agdrosa a: !.5~. y 

~) autorradiografia. 

s~ analizaron 
determinar: 

en dos tandas 28 ~lanes y 

12 clones contienen insertos vis~~lizable~ 

condiciones (aproximadamente e! 46%l. 

se pudo 

en estas 

2) su longitud varia entre 1800 y 300 pares de bases, con 
un promedio de unas 400 bases; 

3) quP en la muestra analizada el ta~~fio de los 
es heterogineo, indicando procedencia de 
mensajeros o distintos fragmentos dP ~llos. 

insertos 
distintos 

,,, ..... ,·Y:~1 
>I 



C_a_r_a_c_t_e_r_i_z_a_c_i_o_n ___ d_e ___ c_l'-(-'-"--c::...~ "'""!;_d_,"""e_cDN A en transfer enc i as t ipo 
Sou:.hern 

Se realizo L:• .,.-..-.
0.Jua·:i•)n de estos clones 

~ommersonii digerido con 
En ~·: tJ t 5 

conteniendo AD~ de S. 
enzimas. 

difer-~ntes 

Despues de marcar pur el m~todo de "multipriming-. el 
AD~ recombinante f~gico s~ hitridiz6 sobre transferenci~s de 
ADX total digerido de S. commersonii. {dos aislados! y de 
Solanum ~uberosuru var. Red Pontiac. 

Las enzimas utilizad~s ~u~ron: Hpa I I, Hind III 3g1 
II, Xba I y Bam HJ. 

En est.as ~~or;di·:i.-•ri•:<;, ~- despues de vari•)S t~ .. n::r•:c: ce 
e:xposicion, incluy•~ndo pa:1tal la intensificado1·a. r•·- S"' 

obtuvo buen.:i cal id,,..-: cie ~a !;•':~cl. 

Se 
uni ca es 

concluy<) -:iu..- r.s Hi'-i''"' °"l tamnn<:.' de ins+!rtos 
r-sJP.c ... uadc. pc, r·c-:. .1 i ;·_ · .. · ... _. -:.; t. i £F&C: On d~ Ji·O 11 Di·! r f ~: --.. }~ ... 

l!llos sole, repr•~::+·nlrtn rro1i.1··~- dmen~e el 0,01 % d•~l -\)~: .. ~.:,l 
·,·ector, lo qu+~ h,;..:.-· difi· i: ~~u uti.li::.aci.)n dii-.~-~" ···.)!H.) 

sondas ya que requieren muy eilta marcacion esp·~cifi··::i y 
!argos tiemp0s d~ e:xposici6~ par3 la obtenci6n <le ~~R~l 

interpretable. 

Esto vuelve a }or; Llnr,,_·..: prov•::nientes de >'!s1.a b.:·r:·:,!;.<1 

inconvenientes parr.. su utilizaci6n en grandes cantidhci0s en 
1 a busqueda a 1 a ZR r df' [·S:.P:-;. 

El subclonami<o>ntn de los insertos de cD:\A en pla~;.,-,idos 
es en este sentido una soluci6n laboriosa y cara. 

Por estas rr..zones se decidi6 construir direct.a~·~nte 

una genotcca gen6micR pttrcial en pl~smidos que permi:iera 
una utilizaci6n m~s dir~clH de !os recombinantes. Est~ tipo 
de genotecas proveen ttde~~3 secuencias unicas no g6niceis que 
pueden proporc i <•nar ?;ondtts p<:t ra pol i mor f i smos <!n ruayor 
cantidad que las provenientes de una gen6teca de cDKA, como 
ha sido demostrado en otras .-:speciP.s. 



Construccion de un~oleca parcial en pUC 13 

El ADN es extraido a partir de hojas de S. 
var. Atlantis mediante el metodc de CTAB. 

lub•?rosum 

* 10 ug 
totalmente 
Barn HI. 

de ADN de al to peso molecular se dii:;i r i ·~r.)n 
con Sau 3A, y 5 ug de pCC 13 se digirieron con 

* 4 ug de} ADN digerido de S. tuberosum y 2 ui; del ve-ctor 
se ligaron con 3 unidades de ligasa T4 en un volumen de l00 
ul y se incubaron to<la la noche a 19°C. 

La reacci6n de ligaci6n se verific6 en minigel con los 
controles adecuados. 

Preparaci6n de celulas competentes, transformaci0n y plaqueo 

En diversas reacciones, 200 ul de cilulas competentes 
JM109 fueron transformadas con 6, 30, 60 y 120 ng de AD~ de 
la mezcla de ligaci6n seg~n protocolos standard. 

Las mezclas 
conteniendo LB agar, 

se plaquearon en placas 
ampicilina, IPTG y X-gal. 

El titulo de la genoteca fue de 1.25 x 
blancas par ug de AD~ de S. tuberosum. 

10 3 

96 colonias blancas 
man ti enc•n ordP.nadas t'n LB 
clones fueron denominados 

fuerun picadas 
an. p y a - 2 0 ° C 
pSt HM. 

de las placbs y SP 

en g 1 i c '" r o 1 . 

Hasta el momenta se amplificaron 72 de estos clones por 
el metodo de minipreparado alcalino. De estos resultaron 
positivos lo~ siguicntes c!unes evaluados por su migraci6n 
contra controles despuis de la linearizaci6n: 

pSt HM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
15 16 17 20 

23 24 26 27 29 
34 36 

41 42 43 45 46 47 48 
51 53 55 
61 62 63 65 67 69 70 
71 72 

(Subn1y~uios 1ns cl0nes recombinentes) 



A los efectos de <lf'tenni11,,r la rrtc•::encia dP secu1c.·ncia~ 

r.:.petidas nucleares y orgar1eL:1res S<! transfir:·"'ron los 96 
clones a nitrocelulosa por ,,; m.-·tod<J de dot-bl,::it, :y !>e 
hibridizo contra ,\Di\ total mc.nddo C<-•n 3 :P, realizando:~e lo~; 
L:t\·ados en cond i c i ones <lE' al t .~ y mlc'd i .~n"' as tr i nge'lc i a. 

los 
70. 
3000 

Mostraro:-i 
cont:-cles 

71 y 72 
y 250 pb 

marcac ion aum»n t<:idn sol:· re el background de 
los clones :~7, :s9. -Vi. s··,_ 60, 61. 62, 65. G7. 
Todo~ .:>st•>s c 1c-n"s most1·aru;1 inser os 

en gel es ce aga1 ,~-_;a. 

t·nt r·1c' 

Los clones 5, , . 3. i;; y 20 se linearizaron con 
Hind JI I y se marcaron cor. ,_.) f.-t :~2 cL\iP p,"Jr el mctodo de 
"multipriming" hibridizi'.tndnse contn-1 blots con dige;.tiones 
de '.-). commerson11 y ~- luLeru~.um vc.1-. "Atlantis", ;:ar. 
"Chi fton". var. "Kennebec" y Ynr. "\orlan" digeridos con Xho 
I , Eco RI y Hind I I I . 

En estas con·~!c1•H•f,'; ~:oln se identific··, un 
polimorfismo co 
con la sonda 5. 

EcoRI entr•· '\orl<tn y las otras \·ariedades 

Por otra parte, le'., dot LJ .. t~; utilizadr•s con 3 zp fuf'l'•)l1 

}a\·ados de la marca mediante h~r\·id" durante 5 minutos y re
hibridizados con AD'.\ l•):c.J m.:!•'•_ad•J <:un biotina. 

Dado que los clones positivos CJn una y otra tecnica no 
fueron en todos lo:. c:n.~~o~; 1.-.s m1:.mn'.~. estamos en e:,l·J 
momento ~studiando lns posibles fuente~ de eslr.t.s 
diferencias. 

Se continuara <On "~~ ta np:·n~:imacion hast a que las 

sondas preparadas puednn St!!' u ti l i ;:oda•; contra AD;.: d f, 

genomas de plantas .£1ro\·e-ni f.'1\ t•·:~ d f! 1 p,-u.,;ramd. 

~stas deberian correspond"r a plantas 
resistentes a los virus vn e~tudiu, 
protoplastos regenerados "in vitro" 
procedimientos. 

r~sistentes y no 
proven i en t •}S d 
o por otros 

Para una pr6xima etHpa sugerimus la construcci6n de 
genotecas de cDNA rliferenciales entre poblaciones de 
mPnsajeros de variedades sensibles y resistentes, a los 
efectos de detectar mas rapidamente diferencias entre genes 
de resistencia ~specifiro~ en variedades con alta 
homocigosis o cu&si isoginicas, obt"nidas por otros grupos 
del programa. 

.I 
i 
' 



Construccion de una~oteca genomica en Lambda EMBL 3 

Se llev6 a cabo una extracci0n de An~ de 5 g d8 hcjas 
~ tallos de Solan~m commersonii y se pas6 el homogeneizado 
p~r gradiente de Percoll, despu~s de lJvado, ?ara evitar la 
cnntaminaci6n cloropl~stica. 

La efir.iencia de la reacc1on fue de 20 <Jg/g de tejido, 
siendo iste de alto peso molecular y digRrible por enzimas 
ca~ r ·~ s t r i c c i 6 n . 

realizaron digestiones parciales .,_·ar iando la 
selcccionar la co n c e n i r a c i (l 11 J e l Ci en z i iii a Sau 3 A , 

ac•c cuada para obtener f ragm~~n to~~ 
digesti6n preparativa se corri6 er 
f u s i 6 n a 1 0 , 5 % , y e 1 AD K s e (~ ::-_ t r a j o 

entre 20 y 9 kb. La 
agarosc: de bajo punto de 
del gel_ 

La rn e z c l a de l i b a c i on cont 1 n- o 0 , -1 u g de AD?~ de S -
cornr.ierson1 I y 1 ug d•: "'braze:~·· de ; __ ;1mbda E\tBL 3 dif;er-ido con 
Bam HI. con buffer y 9 r de ligasa <=?nun ·.·olurn011 d" JO ul 

rPd vez chequedP!; •~11 db"i'il"CSn 1<>:~ 

I ;g:-tcion, se empaquetaron 5CO rig de 1a nie?cl.-i 
.;.;uerdo al protocoln de Gigapack '.St.ratage-rH:J. 

produc 1 •.>S 

" i It V i t 1· 0" 

dr 
de 

La ti.tulaci6n de la genot€!Ca dio como resultado la 
,,!,ti·nr:il")n de 5 x 10 4 pfu/ml, lo que representa, para u11 
inserto promedio de 15 kb, unos 0_75 x 10~ pb clonados de un 
g~noma de aproximadamente 1 pg de AD!'\, lo que a su ve7. 
equivaldria, en condiciones ideales. al 75% del genoma de S. 
commersonii. 

El anilisis del ADN proveniente de fagos de esta 
genoteca con la enzima de restricci6n Sal I confirmo la 
presencia de insertos en el 80% de los 16 clones analizados 
al azar. 

Proponemos completar la genoteca 
coma vector el fago EMBL ~-

u ti 1 i zando tambien 



Rii~~~da __ ~ie mi._!.tisa_le!i_~(~:>_t~_!J)(~i::~~!:i~!>J.g_s ~n (~l. __ _§•~noma dt~ la 

.?...!.~_e·~ 

Los mini..;a;__i>l i tes prim•~rc-

,-i.,t .. ctadns c-omo 1·ncimos de :S•~CU•·nct;:,o- Jisp.~rs•1~- 1·Epetida~·; <>n 

.~l genorr·;~ dt~ lns vertcbr·n.do~---:. 

En .j i f e r e n t c ~; i n d ; .,,. i d u o s c rt c: a l . ) , · u ~~ 
n(1mero c.· repe~idos de la unidaJ bb.!->iCa, 

c on t i e 11 e ci i f ·~ r e n t E 

por 1c. tanto, una 

tn7.1n1a .;..= rPstr1cci1)n (,~uy .. ~_:j ~ .i<... 1 ct l'PC<>no ... :in1i~~nto no ~-;t-

Pncuen tr· ;c- J.:nt1·0 de l;-,. s1'1.lFo:r;<.:if, rt:pe~_idn) liberc-tr;-. 
f ra,t;men: 1, c; 

s._•cuenc i _,.:; 
df: di\·erso tam.u"'io cor;:•:·niendo »Ste ti pl> d<: 

originarias del mism<..: locus cromo~~on;ico. 

Cuando el AD'.\ digerido con es;d,_, en::imas E-~ s ,,! p :'1 rad <) e n 
g•"!l<":-i df• ngar1)Sa, transf£·ridn y expuc·sto a una sonda 

hipt~r...-ariable ma1 ·-ada, cada indi...-ici;.i,) "lostrara un patron de 
hand as d i f e r ~ n t e . tan t o en p <>so mo l e cu l a r· co mo en 
1 r; tens i dad. 

Est-7 tipo de bandac; es 1an .:-._:i" 1:'ico de end;; in<li\·iduo 
que es llhmndo .. huella digitai·· dt:~l ;~)\. 

en .· Su 
s u g £· r i d c. 
rF:.r · ·;. 
d"'c~:nas 

~u ap1ic-a-.·i1-ln p•.>t•n1cial c1·m0 fuente 1'.+'- :-:1,11d;1s p;1r.-,. 
c:~~df• ... ~-:. IHtJrn•~nt<·, qut:"· pt~rmitf: bi~·-cat· pc,j in.u1·i"i~-:mo~; Ct-: 

c ·= s i t i o ~; de 1 gen<.> n; o. ii l rn i , r:. t i <'Iii p' > • 

d~; 1 'JB~·. I' .l ; l ,':: i P1·cc. ~-- c:i l i . 
....\cad. 

En setit:mbrt.
Sci. ··s.\ ( i' J l , () 8 ~! I 01·1·0::: 

c:o11tie11f· region•s hiper\·ar1c>t.l .. : . .-,,.~ tif>O cie:~c1·iln par·;'! 
.,,·erte 1,r;;;tios qu•• pueJen ~;•!I" u-· t.-,c t i>1li1~; C<>ll ~;<_>11das 

hi.(Je' vai iables hum3na~;. 

ser 
de 
par·a 

bc:tr1dd~; re~;u l to 
J a po:; j bi 1 i <lad 

LA distribuci6n e inten~ido.d d0 ~~t~~ 

espccifica de cada cultiva1-, ~ ~:e sugirio 
su utilizacion como mi:trcadc)res r3rli i:;t~nes 

caracteristicas importantt>s en ~;e]ecciou. 

c.:odificantes 

TP.niendo Pn 
b~squeda de estas 

cuenta r·~:;u 1 tadu~;, 
&enoma de 

i11.iciam1n; 1 a 

Digerimos 
Dra I y Hae II I 
los fragmentos 
de longitu~. 

secuencias en e' la pa Pii . 

AD~ total con las t>nzim<1s de rf"st1·iccion 
en presencitt dP HSP•'"rmidina 4rn\I y :;eparamos 
obtenidos en gcles de agerosa O.A% dP 20 cm 

La electrof01·esi:; duro hfi!>ta q•.·•· las frrtgmn11lo:; ffi•HlOl'•'S 

de l.:; kb df: longitud esc-ttpftl'Orl .;,~J ge], Jn cue•! lorno 

aproximadamentP ~lG horns a 2 \'/cm. r'••!;1.er·iorm•·11t" ]1i:; gi--1··~; 

fueron depurinizados <:n HCJ O.<::i ~'. y blc1!1·11rlc.·; ,a 111<·mhn1n,,:, 

Z - prob·~ m n d i an t " t ran c. f ~ r <"! n c i d a l 1 " 1 n 1 . 



Las membrana~ iueron entonces lavadas 3 veces en agua 
destilada, y prehibridizadas 6 horas a 65 °C en l \ SSC 
conteniendo l~ lp/,·; de leche en pc•lvo Poster·iormen:e SP 

hibridi:z.aron contra la sonda hipervariablc humf:ina 33.5 
(gentilmentP cedida ;or el Dr. A. Jeffreys) marcadd por cl 
mjtodo de multipri~ing con 3 zp dGTP en 1 ml de solucion 
fresca rnda 10 rm~ d~ filtro. 

La:. m»mbranas :"..ieron entonces }a,·adas 3 \·eces ( T hL 1·.~ 

cada lhvHd0) a 65 'C en 1 X y 0.5 X SSC conteniendo O.l~ 

SDS; ~ se expusi.o~·on 7 dias a -70 °C usando i:a.ntal 1a 
intt•nsificddora. 

Se observaron ~andas posi~ivas claras en la zona entre 
1.5 y 4 kb en las digestiones de S. tub~rosum var. Atlantis 
con la en~ima Hae 

En P~tos mnme~:Js estamos tratando de estandari~~1· 10s 

procedimientos a fin de detect~r la existencia de estc tipo 
otr~s \·ariedades de papa, C'studia:· el br;;dn 

de polimorfismo e ~- :.. :..; t en t e ~ r e ~~ o 1 ,. e r c u a 1 e s e n z i m ct s d •, 
rest~"i(·c~.:cn ~~on m.:~ ::ltiles ~· t~n qut} ran.go dt:~ p(1 Sd rr1u:~-·(:u1.1r 

se obser·.·a l<! mc.:;,)1 :.:tntidad de bandas. 

A~n cuando estos resultados no son conclusivos, 
penS;:iffiv~ que CS~f! ~ :r·0 de aproxirnacion podria Sf~J' muy uii) 
p-ir<i ·~1 pr·og!'d.ma d ·-~,de testar el grado de isog.H1i1.ifl;1d ·l·· 
lineas de papa. ~ p~sible ligamicnto de genes de resistencih 
con las ba.nda", hipt'·:·· . .:>ri.1bles que se d~lecten. 




