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Segundo informe correspondiente Mayo 1991, Dr. M. Jordan. 

A. Firma del Contr.;to. Indicad~ 
de 1·?·?:). 

er• el primer infc0rme de O·:tubre 

f:. Optirr1i-za.-1.~.n dF- 1 1:·s si~ten1.:.s de rr.-:.-'f~·t?r··:'o~.o~·:i-.:·i-,. 
L.:. tc•:r.·:.~c,~i.; de ir.cb·:•_.!.-:-· de t;·c·lE-= ;:.. i:-.:~·tit· de h.:.j~~ y·? fue 
i:!F~·:~- :t3 ante:-· ic•':'"1T . .-:..~·J ; ~-t Li~~ -:::=gv'! ?1·r-·-?n!.e et· e) 
lat .. :•:e>t.c~·ii: .. !i~p:-·~· -"'=--.. -'- _.._ -'= .- p•:·~ible in•::·eme:-.tar };:. 
cantjdad de t.~··:d:E"=o pc•1 e .;- 1 ar-1~t:-· '~.a~:z. 1::·:-:=E-·-·::i6n'! mc·~!~~.-cr.:i·:· 
lev~~~~te la~ hormona~.L~5 rondiciones de cult.ivo r~~p· ~r 

basan F~ e! us~ de m~~io~ ~9~·os~-MS con ~.5 mg/I de ze~ti,a ~ 
0.02~·: C·IA. La:·~ bYr:•te= ·=·~- ... ~:-.jd.:·~ ::.e- sut .. :L:l~:-~-..~··:•r, er; f=:?c;~.:· ..... -.-:-­
(>.::~ rr:~.:1 ct'.· t~A;·,, ,. '••:..- .-•. ;: .. l (i .. ~)j frlC•.:. Oe !3~?, ·=·:,~·! l•:r -:u~J 

se Jo~ra crei:imiento de plan•~~ enteras. Varia~te5 som2~lon~le~ 
derivad~~ de e~te ~~teria1 se vi5u2li=aron m~di6nte 

electroforesis de GOT. 

Plantas. se regeneraron tambi~r, a partir de callo, c.un;:;•!f este 
pr•: .. :esc• indirect•:•! que :mp11.:a. suLcultivos, e~ nd·-=:: 1Er.tc .• Unc. 
variante en esta estrate;ia fu~ Jograr la iniciaci6n m1ltiple dE 
microcallc ? partir de secciones intevnodales e tra'~~ de 
culti·-·c·s dua!e::: c·:·-·::..1lti\.·.:-c0 ::'"=' ·:or. t~,be·:-:·.~~ us-. r!= ::,4-!".· ,:.:L::.ula 
igualm2nte le desdiferen~~2cit~ ~e ~~::do~ ~ cs:lo. 

La tercera mod~~idad de i~ducci6n de plantas con posible 
varia.:i·~·r• e.-s c.. tr.:ove-:: de s'-•spensic•nes celulc.Yes. Este m~tcod·:• n·=· 
es eficiente por el tiemp0 que se requiere para inducif 
morfog~nesis; igualmente 1~ re~eneraci6n es escasa , err~tica e 
insatisfactori~ para 12 0btenci6n de r1umero~os regenerantes en 
papa. Igualmente aqJi E! ~sc del ::,4-~ es fun~amen~~l pst2 ~; 
i~i:i2ciln , m2ntEn:i6~ __ s~5;~ns~ones ce:ulare? er- pa~6. 

C. Inciurci~n v ca,s~~~~i:2ci6n de variante~ somaclon~les 
(:c•r1 el f:.ir-, C~· · .. ·~c·_ · -..:: -.:'·-~.:,~ ~.·:-~.-;,:"''· ~.:,r .. 12l ri.--tturc.l c-: .. :;·:t::-.t~ 
en e-1 mc.te1·ic.J de-···:!.'<=-··:': ~E" e· .. ;:.l.;:.ntF.s de- hcaj.;.~ ~-f- L15,;,...or1 J.:.5 
p~t. ?' •:1!9;e~ dt· mi £;'f c .. : i ·~ r, ~: t=": - t. r •:r ~ :!r .. ~ -~-· i ( C-. J~ j SC•E?r,7 :i n;C-~:; ~-: ~ ·-; ~ e:o-:d····:-: ~ 
la En:jm,:. 9lLd..2rr.E.t•:· .- -:-~C-.·E-te<t 1:• 'tz.:-,5._:r;,:ir1::0£.<:- ((;;:-... ·:, ~··" ~--
t?:.~::1L~~~dC1Ll c. ternp:-•t?r.-::t_·; ,:. .. r:~~~:~!~;'!°C ·• !~ fi!t·:-~1:t?~.-' -=i--

El 
40 
40 

• I 
.- r.i r I• 

Z ~ f"i1.: 191 2~.C. dE ·: c :_ .~ 
m~ C::e: tE- _: ;c'.· frc-:.:•:• 
ul c~ bt·ffer de E'-~~c·:c~~~· c;·. 

. - :.· ~ i- ; ' . ~r :· :.. '::, -..• ~· 

- ".t ~-, :i j e-<:, me. :e · 2'··.c. __ 
L -.,- ~- - -· - ·-' . ~-· ... ' . ·- ;:-;:: f -· 

e:prd.~ifL;9.;..o:j.~·r-: e; f.•:rt·a--"".:....{:_4 r,~~. ,-?Yg.?d·:· e:· ... , ,_,,.. <;•E r--:~:· ... -
pr:'·!.;._,:r: ~.-1::. ~! 7 ~,:, ~e ~-' .. •:T:~~t~· c.\ E'lE--:~t:".:·!·:··fe-t.:=i~ p.:···· e~;-:~.~ 

3 hrs • .:- 1':. mC. •• rE--·r~J.:·-::.- E-~ 1 .. ,f<e-:' '!F:IS-HCl :IF".=.·~· F: 1 F?" 
ac it':.:~)~Yt~·~·:r<T,,·.:.c:'-:.·.t~J.; c1t ... Le·::.. "tfr:.•lt.:.:i·~·~ dE· ;:i:.i:·~.;.;i.~ 
seme.jantei: c- ~"'~ L:€'-·:~··:7°·:··e::~:. ;;.~·='.:c'.~: £-,..el ir.'f·:·r..e: =··~, 
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Con relaci6n ~ la inducci6n de variaci6n inducida, se utilizaron 
Apice~ y entrenudos del clon 1031 y cv. Desire~ los que fueron 
sometidos a irradiaci~n con luz UV y tratamient0s con agentes 
quimicos de efecto mutag~nico. Para la exposici6n a UV se 
colocaron los e~pl~ntes en pJacas de cuarzo en condiciones 
e~~eriles. Los explantes SP :.~r~disron entre 10 y 30 min .; la luz 
UV a ~: ·:m cit-}"-, ft.1~ ........ 2 dF Y:"':.2-:i..'•n, o::...:1tivAndc•se pc•steri·:·rmente 
par.; la indu•:.:i{•n di: r.ai..::es y planta~. L•:•s m~·t~.ge:-.:-- .;_dmicc·s 
u~a~k·s- fue'..:••• Naran.jc. de A·:t·idinc. y E:romurc· de Et:?dic• e;, 
cc•n•:ent.~a·:iones de 0.1 m9/l di..ir"c.nte ~·~· Ja;:is . .:· de 1(1 1T1in.; 1::·0 
h•~•Y Cl~-. 

Los r~sultados de dichcs tr~t2~ientos, que se visu~1iz~r en l~~ 
Tablas 1-~, indicadas m~s abajo, permitie~0~ encontrar difevent~~ 
r es(:.'Lte!:tas: 
Bajo irradiaci~n con UV se e~contraron respuestas indi~iduaJes 

diversas tales com•:• plant.a=:. rC•!:.ou~tc.sr m•:•st~·c..r·,c:k• c-:igur . .o.!: 
iniciai:i·~·n de fl',icrotubeYculc•s., pthdida iJaYcial de d.·!!.~r.a:-:.:ic. 
apical con brotaci6n de yemas axilares ~ brotes, for~aci6n Me 
callo noymal y en algunos casos, tendencia a la o~idaci6n 
tisular .El porcenta.je de rizogenesis n~ se vi6 afectado. Las 
hojas en algunos tratamientoss mostraban curvatura conve~a con 30 
min de irradiaci6n con UV CFig.5) 

Lc•s tratami~ntc·s con NA y BE provocaron amarillamiento de bYc•!:F.-s 
c~~ hojuelas lanceola~2s atipices e inducc~6~ ~~ltiple ~E Y~ice~. 
El BE, s.:e.Jv,::· tratamientc. pc•r 10 minut:s sielT•pr-t" prc1dujc· 
inhibici6n de raices en tratamientos p~r per~0dor mfr :;·c~E- ~­
el caso de NA el si!:.tema ra~io:-_•J.:e:•• r•.:-!:, !,...·'·:iadc· pero. lc.!:.­
regiones meristematicas como las ~~s E~t~Qw2~ s2 ~isuali=aban 
notablemente atrc•fiadas(F'ig. 6). En un cc-s::, ~j BE ~·<·:ockt.J..._. le 
formaci6n de microtub~rculQ en el Apice de un brote de c0lor rojo 
pc•r sintesis de antocianas· (F'ig.7) El detalle de la: diferentes 
respue~ta:. m•:•:'f.:•gerricas indu·:idas en el clc•n 1031 y el ·:v. 
Desiree e£t& indi~ad0 er las t2t~~~ 1-~ 

Tc,t~jc.:. 1: 
di ferente-5. 
er. el Cl •X1 

F:e:-spL•e;t > 
t j emp·:•s dt: 
1 (!2~ 

I r-'!c .. :· <.:::;"°r:'F::; :i ~ ., ,. 

(!"~" 'f =·£·(~r .· -~ ;:-:. 
E -.. ;:.er~. ii: Z ·~::- Cr:1n 

• r. . 
_ .. ·i, l r. 

F"e:: p ... ;e~.t z. t: 
0~.-; i d<:1·.: .i ·~··· 

! ·~ .... 

. ·izc~e;2-1-=?=..i~ 
MQB(~•te-s 't,~ , .. ,~c. 
F'c•rm. det.:allc• 
Diam.hojuFle~ reg. 

( mrr. :1 
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J •. 

-· ? -· 
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l~l~· ~J~) d~~·~i•_tF~-. ci~ f./·_. 
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Tabla 2: Re~µuesta= morfogenicas 
diferentes tiempos de exposici6n con 
en el cv. DesireP. 

inducidas en brotes 
lu= UV despu~= de 60 

MN- f ogene= is 
;: 

Tr at am i ent c•s 

Re:o:pu~~t? 
[hidaci~·n 

Contrc•l 
'7'7 , ·' 
11 

: i = •:•Qe~.e~ i ~ '°": 
NQBr~tes/planta 1 
Form. de c~llo 0 
Diam.hojuelas reg. 2 

(mm-. 

10min 
44 -. .,,.,. ..__ 
"'7C-
, ~· 

1 
0 
2 

Table, 3: RespLtEs.t.2~~ n11:··r f·:!se:-.:•:as 

2'~' 

diferente= tiempos de exposici6n con 
en el cl on 1031. 

m:i r1. 3C~ 
C"C" -·-· ........ 
..;,.: 

f/• 
1 

~{) 

"':' 

i nd; . .to: id.::~ 
lL•Z LI'-' 

IM-·· I ·-·· "ogenesi: Tr ataJ1ient•:·~ 
u Cc•nt:- C•l ~ .--\ -.: ~- 2(! min. 3:') 

I ~·E·:;:>u~:.t a 1')':' "7- C"C-, I ,_,,_, 
~xid2c :i.•k1 1 1 ·::-)1-:-1 6•) -

'.izr:•i;ene~ j ~· 11 22 14 
N.QBr ·:•tes./pl ant c- 2 1 ...... 

,; . 
t::-~rtr..de- Bt-ote~ 

• -.c:"" (• -:·.::1 ..:....J -· 
NQEntrenudos/plant~ 

.,,. 
7 4 _, 

Form. de cal lo 100 77 55 
Diam. t-.c.j:..:el a: r-eg. 1 (>. 5 1 

<mm) 

,., in 
1;<) 

33 
1 ........ 

...:-..: 

,.... . ir.~ e>-nudc•:.. 
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"'~ , ... -. 
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(;. 5 
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Tabla 5: Efectc de pretratdmientos ClO min) con 
mutag~nico5 (Bromuro de Etidio y Neranja de Acridina) en 
del cv. De~iree despu~5 de 60 dias d~ cultivo. 

o~-: i Cc?·: : ·~·r. 
r· ~ - -- - =- - - -- - ~ 

N2B1-.:.tE-- -~~.:..r.~.: 
f"orm. de c.:-11 ·:· 
Diaffi.hojuela~ reg. .... 

~-

BO 88 
0 0 
(I 87 

.... ,_. ~· 
·"">C" 3: ~-· 

3 3 

Tabl~ E: EfEcto de incubaci6n per 24 y 7~ h0~as con 
muta9~nic05 CBromJr0 de Etidi0 y N9ranja de Acridina~ d~ 

del cv. De5iree de5pu~s de ~O dias de cultivo. 

Mc·r fc0gene5 i 5 . , 
'· F.'.espuEsta 

o~~ id.:..:::. ·k· 
,izc.4ene5i5 

NQBr .:.te5/J:::l c-:.t a 
Form. de cc<! lo 
Diam.hojuelas reg. 

Cmm) 

1 (l(l 
25 

100 

0 

24 hora5 
B.Et. N.A . 

E.2 so 
(I 0 
(l 1 (l(l 
r. 2 ..;.. 

0 0 
~ ::: _, 

Tabla 7: Efe:t0 de incubaci6n de 5eccione5 
De:iree pc'r !C ,·:ir., 24 , 7-:_· t1cr·c_.=. ·=·=•r; 

72 hc•ra= 
Control B.Et. 
'! r'1r•• .-,.·. 
~' 

20 0 
80 (l 

-· .-. 

(I ':' 
3 r, -

agent es 
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.:-~~:--t20: 
t·i· C•l es 

l'J.;. I ·~·--

,-. I 
100 
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:: ·~ ·= s. 
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de 
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£. 
43 
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~ tejidos i~fect~dos que debieron ser elimin6d0~. 
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[;. Infecci6n de plante><= 

La infeccion con viru~ PVX y PVY no se ha iniciad0 aun pue~t0 que 
la~ plantas obtenidas de condicione5 i~ vitro deben adaplsrse a 
la5 condiciones de in~ern6dero (ha;deningl despu~~ ~~ haber5e 
t~nsferri~~ de u~ :~~~ent~ ~ct~r~J (in ,-itro', c~tando aun 5loo 
peqLte:-r.as par a p•- cu: edef· ~ _ -~. £;: e· .. pe:-- i ir1e:r.t •:• Sir. ernbi~~ q.-. c: t· ~•i:\ 
empe;;:ad•:• e c·:·n·:e:it~·.;·- ';.~- ... -c:_ er. el lab·:·1.:<toric· del [1 • L. -f-i.:::.c- er1 
T2lca con el cu2l 5~ ~2r~n h~~~~ 125 prue~a~ dE infe~ci6n . 
E. Tran~formsci6n 

Trar.sf•:1r!!l2·:::·r: ·=·:·:: Agr·c·t·? 1:te-riu11\ t~•r.:e~i1cieo~::. B~·:·tt·~ c..-.• i?:&i·:.·:·~ 
de papa. cv. De~irE~ !~~ron cu!livaj2~ en medio J~~da~; fueror 
t-.er id·:·~ y j:>•-·5tt?r'"i..-"r,er-tE irr.~-regr.2d·:·~ .::·:•n ur. ir.o:-~u1-. de le. 
ba·:t!:~·ia ~.turr:;;!:?::F.~. p·:·:-tzti·:·r2. ::lel plas;;,jc'i·:· pf:'.".' :::.:-:£-(•i"pES·:·4~. 
que cc·difi·:a p?..··a gE:-:e~ de rei:::iste::·:ia a l.::.n2rr:ic:in<o y yjf<•::-1r·ic:inc. 
(mater-eric?l •:edidc• p·:·r E-1 Dr·. Lui5 HEn·e-:·z. -E-:-!• e!lc-·. Esto!: 
inoculos provE-~ian d~ cultivo~ del vect0r en placa~ de ~g2r-!~ria 
con los antibi~tico5 la~amicina y rif&mpicina en c0"~~ntrac~0~e~ 
de 50 y 100 Ltg/•d r e·:;:-ect i vame:-.te. 

L~ infecci6n asi establecida de los brotes de papa s~ 
mantuvo controlada mediante sucesivo5 subc~ltiv0~ e~ e! mi5mo 
me~iG, sup!eme~tado con rif2~picin5 <10~ ug/~l), por esp5ci0 de : 
5e~~nas. Posteriormente sc e:imin6 el vector subcultiva~d0 e~ un 
me-di':' .;;gar-sh.:';:,-:-·- ::.::•r-:~E:-;i,:. !00 Ltg/ml de! c-r.tib::.~·ti 0:•:· 
•:efatc·xim<:o: y 3,-:<• de l·c.nami·:inc-; el primer•:• eliir.:!-·'· . la 
ba•:te~i.:': mie·-rtl'a.= q1...1e e:J s-egunck• per·111iti6 sele.:·:.i--·;'°- .-:·~ 
tejidos que incorporaron el DNA plasmidial. 

Los tejid0s quE 5o~revivie~on fue~on s~bc~~tivad0s ~~ pl3c2~ 
de medic· .agar -:hi.'+~ ·>: !""- 3C•(• ug .-'rr.l de L =-rr am i ·: inc., j ~-''• t <:• ·: c-r: 
explantes de Desiree, que no se infectaron con A.tumefaciens, 
c omo o: c•nt r c•l • 

Er: la ac h:c-1 id.:<:' se mantiene~ plantas 
;:L';:rtt~~t.5.'11~f-1t£ tY~n~-::·?'·tr,=C:.;;:.: er1 ~u.b-:~,:t.i·~r_r 
·r:';!1~·, , ~1~~.._.:-.i:.•s ~::tt~, rc--9ene:.=-:-1~J=_: rr.~·:: 

• ·-·r.i-·= 
• -- .· t 

'"''~-"~:: t ~ ~ t. ! ( \.. [·':.:!:. i. ~l _.·: i :-, . 2·\ 

L.: 1 -: re!:L~1't2'3·:~~ Ce tri'1"1:-·fc·:·:r,2c:i·~'r' ~L:nr.~·--•t- '=··: :. 
: :· e ! ~ r.. i ~ .;- ,- e~ ;.; .: -· t:-•: 12r-. ~?"" ::•tr,et :_--,dr~1!· e·~. 5£· •: uen~ 2 r: r: '.. ...~ ' ... -

t:" - ' t-: '·~·· ;:":·did·: :·e-generciC~~ t=-r· .-... :~·-·:r:.~.fr~ 
;.r. ;.r. : ... i r,:~ (L ::-~ • ·:· ._,c· 'n:l : f c.mp i ·: i rac. ~;. E;:;. t::: - .. ·r ... ; .. -· 

:-: ... ~=-~ .· ....... :-, vit,.(· d:i f~·,~·e=-·t~ n:·:··r fr:.J•:•£'{:- ~ 

E ~ ~L•:-12s. .: .:,r; =.-~re··""_·.-;.~: _ :··· J ·: y ··:· c'r: t"-.2.t-·2~( ..- cd;.:~ ·,. 
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~- Evalu~~i6n de los di5tintos e~perimentoc La5 respuestas 
morfoq~~ic2~ come la5 pruebas de electroforesi5, ju~tc con los 
proto~c·l05 ~e tr~nsform~ci6n son por ahora s~tisfa:t0ria5. Las 
plantas se est~n multiplicando p~ra poder realizar 12 infecci6n 
in vivo y e~ vitro, mante~c1 stocks y probar diferentes test que 
perffiilan co~cluir la expresi6n de los genes del vec!or E~ e~5aye. 

--- c·Ln ~ -:.~ de- E~; '!" t"' t·~~ar: i c-:--. ~ ·=-· .. 
Entre e! 15 21 3C de Marzo de 1991 asist; al 
f->~,-:-,--•---·-=-:: __ -.r.;_ el ~ic.::-1-~-~,tiCC• dt- Vit-.:0ci"' 
die lade· en 
y B:ir:•l•:!~ic-

e~ !:=:~~;_rte -:'~ !~vestiga.•:i-:•ne~ en 
'-.'eaet c:-~ e~ ~ q~•.t:: fue 
Ingenie~~2 Gen~tica 

f"l-:·l e-: _:l c-.:- ( !~·!·3~[::;-' BL1e:--..:0:: 

Cli1i:-~C· -.. 

E~ gcner~J, a tr?v~~ de seminarios de in~~~t~g~:i6~ 
entren~r ~ estudiantes y personal t~cnic0 e~ !05 

transform?:i6n, electrcforesis , ~~~ipuJa~i~~ 

~~ L :.- i:--~·=· ~ C·: 
<:-~;:-e.:t.:·~ de· 

·:•:•r. age•te~ 

inductore: de variaci6n.Cver Prese~ta~ioncs a '. J 

Serr.inar ios. 

H. Regenet-;=.ci·~·r. de papas. Se han seguido reali=~r.d·:• subcultive• 
de todos los clones de papa usados para obtene~ mat~rial 
tendiente a !2 re~lizaci6n de electroforesis , isozimas de GOT y 
ADH como tambi~n para infectar las plantas con PVX+PVV y PLRV, de 
qacuerd~ a la le~ra D. ~n I~ ~=t~alid~~ 1~5 plantas de~ivadas de 
cultivos i~ ~itYo est~~ siendo establecidas en e! ~~-~ ~~dero, en 
peque~as ffi~cetas e~ ~ondiciones no e~teriles.La me=ela usada 
consisteo· er. 50/. de una t ierra de hc•ja de Lithrc><=-.: ·:2·.•st i•:ci, . 25i: 
de arena y 25% de vermicu!ita o de turba, esteri:i=ado~ en 
estufa a 2C·OQC. 

ANEY.C' 
Presenta:i~ne~ a C0~qre~o~/Seminarios d~ Investiq:(i6~. 

:~90. E~:i~avi~ ~E !~.E~ti~a:i~~ Ei0l6gi~£. A~dYe.: Etipo. 

l ·~·? l 

E .. p~~~te~ d~ PJ~nt~!a~ de Papa (S~lanuffi 
tuberosun. co~ agentes mutag~~ic0s. 

~-=;;~·-:d:· C·:·r.gre~·~· t-l<Kia::rrial de PieotFcnc·~·=·~:ie. !!::--20 de· 
~.~·~ii dE- 1·::··?.!. '·./ir':c. dE·i Ma~·. J·:·r1~:"., r.-:., T~:=c::-, !: .. , 
;: : ·. .,;- ,. 2 r ,: . , '-. • , St _i ;:· a: , A • , · /.? 1 :. ~ q 1..1 E':: : : ; , < r ,. ~ , •. • , 
~-;. ·:·· .. in.a•:i•:•r: c ._::-·1 pl·.:1t•:;::s:•!•:· de 1.,.2n::..f·:·· r..c. )/· t-:-. t·!.:.-.~Ct.~ 
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