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INFORME DE AVANCES

Técnico administrativo

Prozecto: "Hesistencia a virezis <2 papa”
DP/RLA/83/003
Participantes: Division Citogenet:<a. - [ . B.C.E.

Montevideo, URUGUAY.

Pericdo: Diciembre 1988 - Noviem:-r«< 1989

Algunos de los items contenidos en este¢ informe fueron
incluidos en en el "Informe de avances”. correspondiente
al periodo 12/88 - 4/89.




Coordinacion

Se realizaron reuniones con 1 Ing. Agr. Luis Viega
¥ personal del Laboratorio de Biote.nologia de¢ la Tacultad
de Agronomia de la Universidad 43¢ la Repablica, a 1oy
efectos de coordinar su particifFacion en el yresente

s .

bobe

proyecto y evaluar les avances logra

E: laboratorio culmind la ins-alacion de camar=z: Lipo
fitotrén v demas facilidades y ha c-sarrolilade tecn.cas  de
propagacion y regeneracion de teji-vz vegetales.

A travées de un convenio de colaboradion henos
iniciado experimentos de transformacion de tabacoe on el

sistema de Agrobacterium tumefacienc.

Se obtuvieron transformantes controles con resistencia
4 kanamicina que han regenerado. lz: plantas fucron ~!evadas
a tierra, y estamos realizando los <xperimentos tend.ontes a
confirmar la transformacion.

Personal del citado laborator:c realizdo extracs i.ones do
ADN de plantas trans.»rmadac Yy no :ransformoadas 25
digestiones enzimaticas ¥y trancferwrnoias tipo Sonih.:

Viaje de entrenamiento

De acuerdo a lo solicitado un miembro do1 lat. . ratcrio
antes mencionado, la Ing. Agr. Terae.a Barbat cumpiico. en el
periodo comprendido entre ¢l 15 y 722 de mayo, e cutadiac
de entrenamientc en el lLaboratoric de Geneética de ! .N.T.A
Castelar bajo la direcciéon del Dr. Zsteban Hopp. [5- adjunta
el informe presentado).

El objetivo de la estadia fue lograr entrenam.onto on
téecnicas de obtencion y cultivo de proioplastos d.. papa e
infeccidn con virus para gselecoidn y regenerac. ion de
resistentes.

El mantenimiento de estas lineas se incorpcrara al
prograna de deteccién de polimorfismos y mapeo de genes de
resistencia a virus, aui como a la intciacion de
experimentos de transformacién y rezeneracion de papa.




Analisis de una _genoteca de cDNA de S. commersonii Dum

Anteriormente se consiruyo una genoteca de <c¢cDNA
proveniente de mensajeros de hoja en el f.zo Lambda gtl0.

Fcta genoteca no se habia analizad> hasta el momento.
El objetivo del periodo que cubre el informe fue la
determinacion del numero y tamano de ir:ertos asi como su
utilidad en hibridizaciones en blots para la busqueda de
polimorfismos en fragmentos de restriccic:.

Para ello, placas de lisis aislada: se transfirieron a

RBM oror procaZdimientos standard.

Los clones individuales se ampii:ficaron en medio
tiquido NZY probando varios micromeétod: s convencionales
para obtener lisis adecuada.

La visualizacién de insertos sclo “Ze posible después

de:

digestion corn Eco RI,

[

2) rellenado de extremos con 4dATP marcac> con ?*32P,

2} electroforesis en geles de agarosa a. !.3%, ¥

1) autorradiografia.

Se analizaron en dos tandas 28 =:-lones y se pudo
determinar:

1) 12 clones contienen insertos visializables en estas
condiciones (aproximadamente el 46%:.

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

3) que en la muestra analizada el taxifio de los insertos
es heterogéneo, indicando procedencia de distintos
mensa jeros o distintos fragmentos de =2llos.
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Caracterizacion _de clones _de cDNA en transferencias tipo
Soutihkern

Se realizo la evaluacion de estos clones en  ©iots
conteniendo ADN de S. commerscnii digerido con difer=ntes
enzimas.

Después de marcar gpor e! metodo de "multipriming”. el
ADN recombinante fagico se hitridizo sobre transferenci:s de
ADN total digerido de S. commersonii. {dos aislados'! + de
Solanum tuberosum var. Red Pontiac.

las enzimas utilizadas fueron: Hpa II, Hind TI1I 3z}
I1I, Xba I y Bam HI.

En estas condiviones, 3 después de varios tiempcs Ce
exposicion, incluvende pantalla intensificadora, i sa

obtuvo buena calidad de la senel.

Se concluyo gue aingque 21 tamano de insertos de
unica es adecuade para (i Investigacion de  polimor

ellos solo representan promcd. :imente el 0,01 % del ADN

vector, lo que haeoce dificii su utilizacion diresia —owo
sondas ya que requieren muy alta marcaciéon espaecifi-a ¥
largos tiempcs de expacsicidn para la obtencidon de  raial

interpretable.

Este +vuelve a los c(loncs provenientes de esia gerns
inconvenientes para su utilizacion en grandes cantidad:s en
la busqueda al azar de KFLP:.

El subclonamiento de los insertos de cDNA en placzidos
es en este sentido una solucidén laboriosa y cara.

Por estas razones se decidid construvir directazonte
una genoteca genémica parcial en plasmidos que permitiera
una utilizacion mas directa de los recombinantes. E<cte tipo
de genotecas proveen ademas secuencias Unicas no geénicas que
pueden proporcionar sondas para polimorfismos en wmayor
cantidad que las provenientes de una genoteca de cDNA, como
ha sido demostrado en otras eccpecies.




Construccién de una genoteca parcial en pUC 13

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

* 10  ug de ADN de alto peso molecular se digirieron
totalmente con Sau 3A, y 5 ug de plC 13 se digirieron con
Bam HI.

* 4 ug del ADN digerido de S. tuberosum ¥y 2 ug del vector
se ligaron con 3 unidades de ligasa T4 en un volumen de 10C
ul y se incubaron toda la noche a 19°C.

La reaccidon de ligacién se verificé en minigel con los

controles adecuados.

Preparacion de células competentes, transformacion y plaqueo

En diversas reacciones, 20C ul de células competentes
JM109 fueron transformadas con 6, 30, 60 y 120 ng de ADN de
la mezcla de ligacion segGn protccolos standard.

Las mezclas se plaquearon en placas de Petri
conteniendo LB agar, ampicilina, IPTG y X-gal.

El titulo de la genoteca fue de 1.25 x 10?2 colonias
blancas por ug de ADN de S. tuberosum.

96 <colonias blancas fueroun picadas de las rlacas y se
mantienen ordenadas en LB amp ¥y a -2C °C en glicerol. Estos

clones fueron denominados pSt HM.

Hasta el momento se amplificaron 72 de estos clones por
el método de minipreparado alcalino. De estos resultaron
positivos los siguientes clunes evaluados por su migracion
contra controles después de la linearizacién:

pSt__HM 1 2 3 4 5 6 _ 7 8 8 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
7172

(Subrayados los clones recombinentes)




A los efectos de determiuvar la presencia de secuencias
repetidas nucleares 1y organelares se transfiri-eron los 896
clones a nitrocelulosa por e! mitodo Jde dot-blot, ¥y se
hibridizé contra ADN total marcado con *3P, realizandose los
lavados en condiciones de alta ¥y mediana astringencia.

Mostraron marcaciéon aumentada sobre el background de
los contrcles los clones 27, 3%. 17, 3%. 60, 61, 62, 65, 67.
70. 71 v 72 Todos estos c¢lones mostraroin inser 0os  entre
3000 y 250 pb en geles ce agarvoa.

Los clones 5, 7, 8. 15 ¥ 20 se linearizaron con
Hind JII ¥ se marcaron conh «}fa 32 dATP por el método de
"multipriming” hibridizandose contra blots con digestiones
de 5. commersonii y <. tuverosum Vvar. "Atlantis™. vai .
"Chifton”., var. "Kennebec” y var. "Norlan” digeridos con Xho
I, Eco RI ¥ Hind IIT.

En estas condiciones volo se identifico un
polimorfismo <¢o EcoR! entre Norlan ¥ las otras variedades
con la sonda 5.

Por otra parte, lcs dot blots utilizades con ?7P fueron
lavados de la marca mediante hervide durante 5 minutos y re-
hibridizacdos con ADN to‘tal! marcado con biotina.

Dado que los clones positivos c¢on una y otra técnica no
fueron en todos los casos los wmismos, estamos en  euntle
momento estudiando las pvosibles fuentes de estag
diferencias.

Se continuara con ecta aproximacion hasta que las
sondas preparadas puedan ser wutilizadas contra ADN de
genomas de plantas provenientes de! programa.

Estas deberian corresponder a plantas resistentes y no
resistentes a los +virus o¢n estudio, provenientes d
protoplastos regenerados "in vitro” o) por otros
procedimientos.

Para una préxima etapa sugerimos la construccion de
genotecas de cDNA diferenciales entre poblaciones de
mensajeros de variedades sensibles ¥y resistentes, a los
efectos de detectar mas rapidamente diferencias entre genes
de resistencia especificos en variedades con alta
homocigosis o cuasi isogénicas, obtenidas por otros grupos
del programa.
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Consitruccidon de una gencteca gendmica en Lambda EMBL 3

Se llevdo a cabo una extraccion de ADN de 5 g de hcjas
3 tallos de Solanum commersonii y se pasoé el homogeneizado
por gradiente de Percoll, después de lavado, para evitar la
contaminacidon cloroplastica.

La eficiencia de la reaccion fue de 20 ug/g de tejido,
siendo éste de alto peso molecular y digerible por enzimas
ce restriccion.

Se realizaron digestiones parciales ~variando la
concentracion de la enzima Sau 3A, hasta seleccionar la
acdecuada para obtener fragmentos entre 20 y 9 kb. La

digestion preparativa se corrid er agarose de bajo punto de
fusidén al 0,5%, v el ADN se extrajo del gel.

la mezcla de ligacion contuvo 0,1 ug de ADN de S.
commersonii y 1 ug de "brazos” de iambda EMBL 3 digerido con
Bam HI, con buffer ¥ 9 U de ligasa en un volumen de 10 ul.

Upna ver. chequedes eon  agarcs los productos de
ligacion, se empaguetaron 500 ng de 'a mezcla "in vitro” de
zeterdo al protocolo de Gigapack 'Stratagenej.

la titulacion de la genoteca dio como resultado 1la
obtencion de 5 x 10* pfu/ml, lo que representa, para un
inserto promedio de 15 kb, unos 0.75 x 10° pb clonados de un
cenoma de aproximadamente 1 pg de ADN, lo que a su vez

equivaldria, en condiciones ideales, al 75% del genoma de S.
commersonii.

El analisis del ADN proveniente de fagos de esta
genoteca con la enzima de restricciéon Sal I confirmé la
presencia de inscrtos en el 80% de los 16 clones analizados
al azar.

Proponemos completar la genoteca utilizando también
como vector el fago EMBL 3.




Bisqueda  de minisatelites hipervariables en el genoma de la
2apa

Los minisatelites hipervariables fueron primerc
detectadoas como racimos de zoecuencias dispersar repetidas en
el genora de los vertlebrados.

En Jdiferentes individuos cada locus contiene diferente

ntamero c¢.- repeiidos de la unidad basica, por loc tanto, una
enzima Ze  restricclian {(cuye sitio ce reconovimisnito no we
encuentrs dentro de la secuencia repetida) liberara

r

fragmenics de diverso tamanoe conteniendo »ste tipo  de
s»rcuenciazs originarias del misme locus cromosomico.

Cuando el ADN digerido con esias en:imas e€s separado en
geles de agarosa, transferido ¥ expuesto a una sonda
hipervariable ma1-ada, cada individuo mostrara un patron de
bandas diferente, tanto en peso molecular como en
intensidad.

Este tipo de bandas es tan evpecifico de cada individuo
gue es llamado "huella digital™ del ADN.

Su wutilidad en medicina 2c  obvia, e s ha
sugerida su aplicasion potencial ceme fuente de zondas para

RFLP 4, cesde ot momento ue ermite bii-car pojimoriicomos de
i
decenas cde sitios del genoma al m:orn, tiempo.

En setiembre de 1988, TDailea: demonird (Proc. Yatl.
Acad. Sci. SA (Po, 668316835 sue el genoma de  arrvo:z
contiene region s hipervariable:., ael tipo descrite  para
vertel,racos que pueden ser d-tectadas Ccol sondas
hipervariables humanes.

lLa distribucion e intencidad do »stas bandas resulto
ser especifica de cada cultivar, y ce sugirio Jla posibilidac
de su utilizacion como marcadores para genes codificantes
para caracteristicas importantes en seleccion.

Teniendo en cuenta estos resultados, iniciamos la
busqueda de estas secuencias en e! genoma de la papa.

Digerimos ADN total con las enzimas de restriccion
Dra I y Hae 11l en presencia de ecpermidina 4mM y  separamos
los fragmentos obtenidos en geles de agarosa (0.8% de 20 cm
de longitud.

l.La electroforesis duro hasta que los fragmentos menores
de 1.5 kb de longitud escaparon el zel ., lo  cu=? tomo
aproximadamente 36 horas a 2 V/cm. rosteriormente los gelog
fueron depurinizados en HCI 0.25 M v bloteados o membranas

7Z-probe moediante transferencia alca ina.
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LLas membranas jueron entonces lavadas 3 veces en agua
destilada, ¥ prehibridizadas 6 horas a 65 °C en 1 X SSC
conteniendo 1% (p/v: de leche en polvo. Posteriormente se
hibridizaron contra la sonda hipervariable humana 33.6
(gsentilmente cedida for el Dr. AL Jeffreys) marcada por el
método de multipriming con **P dGTP en 1 ml de solucion
fresca cada 1C em?® de filtro.

La:. membranas -ueron entonces lavadas 3 veces {1 hera
cada lavado) a 65 “C en 1 X y 0.5 X SSC conteniendo 0.:i%
SDS; v se expusicron 7 dias a -7¢ °C usando fantalia

intensificadora.

Se observaron z—andas positivas claras en la zona entre
.5 v 4 kb en las dizestiones de S. tuberosum var. Atlanti
n B

"

-

la enzima Hae I:

En ectos momer-os estamos tratando de estandaricar los
procedimientos a fin de detectar la existencia de este tipe
de secuencias en otrzs variedades de papa, estudiar el grado
de polimorficmo ex.stente, resoiver cuales enzimas deo
restriccian  son me: Gtiles v en qué rango de peso mo.eculbar
se observa la majyor -antidad de bandas.

AdQn cuando ectos resultados no son conclusivos,
pensamus que c¢ste t:po de aproximacién podria ser muy util
para -1 programa a - de testar el grado de isogenicidad .
lineas de papa. : p:zible ligamiento de genes de resictencia
con ias trancas hipersariables que se detecten.






