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Ciiad de 1a Hatara, 26 de Noviemhre de 1991.

Informe Anual / 1991 (contrato No.91/014), de 1las activi-—
dades realizadas po- el Centro de Ingenieria Genética y

Papa. (DP/RLA/83/003).

En »sie Informe damos respuesis a l1os siguientes aspectos
sTordados et €l referido contrata:

Aclividad 1: Dewsarrollo de sistema ELISA para la deteccidn

del virus "Y" de la papa (actividad 1.4 del proyecto qgenerall.

e boned setshlecor un siofsra de diagrastico tipn FLISA
A la Hebercad de!l o viraz YT o5 1a papa. utilizando ant: -
e e ety T onalee o ommnoe Tang Joe gnt D -PVYL

£ d e S A S oo toe Wite elabrradeo- DNAra3
TAanmee b e ae teee gy ege, BPUY L PED D A by mara Vi, 1) Par sadn
S Tt - St e el Mosraeterio e Ta ABnriculttu-a e
T T T AL BN R R ol Yo N ST N O tada Ia <cemilla agritnla
“arional que e empleari en !3 provima campana (91/92) de
CE b o RIz s, wwtoaloents ! Inatit e Nacinra!l de
Sanrda! AEATAARE Foe, pecte s nara diannasticar estas

A A e A A L T B N At S B < P I
£4o T3 FRINTIN fo tanty afirmar - .o retag artividad se cumplié

tafalmente pre Ya ftara cnn 1ns ~==i:] tadns esperados.

Nrtiviclad Z: hhtencidn de genes que coditfican para la
proteina de 1a cApside del PIRV (actividad 3.1 y 5.2 del
proyecto general ).

Pars  Alstar el gen que coc-tica para la proteina de la
Sapsaide del PLRY O (CP-PLRV) <o <1gquid la siguiente estrategia
Fig, 7: e pur1ficd @1 ARN ge~dmico del virus y se realizd un
cADN, posteriormente se diseraron oligonucledtidos de la
region 9y L7 del gen que codi‘ica para la CP-PLRV; en base a
is sequenilso del virus reportocs en la literatura se realizd un
PUR freenladn en cadena de la .. 1merasa) a partir del cADN. El
fraguenic ampliticado tenia v Lamasro de 670 pb como era de
aprerar, oy tue antroducido en €. vector puC-j8. kEn este vector
ey fie pos.bis: aeter tar nive 23 aprecliables de expresion;

R LT VA ST SR SRR PETE I 6 B - ol lidau vei mARKN de nuestro
ety LU e e o TR i e ot L pedera, Fousteriormente se
e C e o oo Lor e eapros1idOn pEXL-JS,
o J S T SR VLG ad, Grade segun btanley K.

. . ) et 3 Carrespondientes a . a

S g gt inas totales pueden

N oo : ., et ot g iAant e la wutilizacion de




TRV qre sdoe o c-e de los clones que  contori-
: R AR S T ‘A F"};’j(‘ltje v_"el f)LR\'I’ CLI-JY'!dC -

Cuande estng ¢ 7o mpe fro-nn icducidos a 420 y analizados e~
SDS-PAGE =2 obsered tna hiada -~uy funrte correspondiendc a -
nreso melezolar Ze 114 x4, Ee 3nAlisis por western blcxw.
empleandn 1¢7 anti-PILRY, <o se ohservd sesal positivas en icz
clones donce la p--teira de la canarde estama fusionads a i3
l-galactosidssa. ’
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Activ dad 3: Secuen-iacion de clones de PLRV (actividad

3.2.1 del proyectn:.

T 17 heros cnrciuido totalmente, ya aue .

te 7:otrin3 de la capside del aisls—-
d 1ere en 3launos nucledtidos ceon ctra-

sequencrass publicadas arterio-mente. En estos momentos ez
o

encont i

Feste a<czz=ct
SEeCyUenc . ~25

tubana Fig. 3.0,

OoTeUae nTieng1as para cerrobo-ar 06 & -
nnsibles frusrgen - oan

Gctividad 4: Ndaptiac ion e técniras de transformacidn de .
pana A la varsodad Déve g o

BPatA D0 FRpEr sister ;o brse s e mae A Lsamos plar tan
PEpsH nategenc=  de las siguientes variedadefz
Al R X I Tounta. T uiica o fhieftain, crecicdas s 2T
T i R o e 1y s antensidad ceo PO00 lise:, Lo
axplantne ¢ o TIrarrops,ades. tada 4 semanas, transfirien--

i o seyment o gel tailoe : ecoterniendo una hoja y una yemal) a el
media MS “Moragshige aad Sicog 1942 modificado (sales dej M-,
4cido giterel-rco C.1 mwa i ., qlicina 2 mg/l . acido ni:cotiri-o O.°
mg/l , pir:dec-ina G.9S meo “hiar'na 0.4 mg/L).

Regenerazidn:

la regere-acidn de plartas de papas es un proceso comnle -
que depernds del ‘*tipo e errltantes que se wutilize y i
composicién depl  ~edic 3 emnlcar, Hasta el momento e -
repnrtado '3 regrrericiédn o riarns de tubérculos, tallaos .
disccs de *gjas (Stiekems, 1990; Newell in press; Tavazra.
19688; Wenzle-, 198P y Ne RBk-k, !1988). Nosotros hemos obten:~-
meinres res: ' tadous en los & rer:rentos de regeneracinn g nart: -

1

de discos "2 ho:as que e ficos  de tubérculns, Para !z
regener ac 14 Je clantas e 1mae g evaluaron dijfrnrent-
medins (1at . 3. 1y, v acore - Ing resuyltadns obtenicdor r-
patne ere-lTenteoe] colers g cme para evaluar la canpae o -
de regener o in de las Arforcot - arieades, lae medios (077
Wen, ler T WL L itk T e trabhaios relacionades, -
la Fece st din , Ve g 7 S de papa se et e
IAVIRT o TR fer L Pheairte, s @aty [ FIEE RN
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s farmac idn Deeuttic g de Plantas e Parsa.

.1 las exporimontoc de transformac:on <@ usaron hpotas de un
t3r 3% de S X Smm, provententes de plantas crecidas "in vitro”.
3< cepas de N. tumefaciens: rGV3850::pCiU—GZX631,
SEVIRSH:iptlib Y IA Yy pY3gs0::pCib-RiLG se creciernn hasta la
4

pY

arz  eataci1onar 4. l_a holas tuecron rortadas en la hase Y
coriceadas von el ONVE 2 hacta arrihs  en  una placa petri,
cornvensendo ura dilucion de 1710 del Agrobarterium en medio MS.
Heaauds e P dias de co-cultivacion a 1870 en la oscuridad, los
exraistos s Javaron con medic MS para quitar el exceso de
fgrabcterium Yy posteriormente se pusieron scbre medio CD3Z,
fontentendo  Clatoran (500 mg/l.) y Kanamir:na (100 mg/L) hasta

v

15 *tc-maciétn de brotes.
Toedes, e & semanas lne. brotes se incfiv:dualizaron y se€
pusiaeron en el medio de propagacion pars pspad, el cual contenisa
ins  dos  antobidticos anteriormente mencicnados. Se probaron
Aifaerontes tipos vy roncentrarciones de seatina can el proposito
A  asumentar la caparidac de r =qeneracion de Jos explantes
fTamia. X))

Balel) e connce aue 1a aretos:rigina epctimula la
s e tecc 160, nnooterns resliramos 3 guno” svyperimentns en éste
cee e, on 2! nbietivo de aumentar i3 BT Ti0NC1a de nues_ras
te 2 At MACLONES {fTabl>, 41, :

e trvidac ﬁQ,Tranﬁformacihn e plantas de papa con h; bridos
que cadifican para la proteina de la capside del PVX, PVY vy
iRV,

“ierme de hojas de Solanum tuberosum L. C.Ve. Désiree fueron
inrectadas con ias cepas de A. tumefaciens:
pbv*H5H::pCib-G7X631, pGV3BS0: :pll1b~-Y14 vy pGV3850::pC1b-LR4,
me~13nte el protocaolo descrito anteriormente. Las plantas de
rara que contenian en Su genoma el gen Gque codifica para el
T tueron seleccionadas por su crecim:ento en kanamicina 3
i¢ ng/m) (Fig. 4). Brotes de 3 a Smm de tamaio se excindieron
y <+ colocaron en un medio de enraizamiento conteniendo
b smamicina 100 pg/ml(Fig. 5). Cuando las rplantas alcanzaron un
tamano aprovimadamente de 5 c¢m, fuercn transferidas a
1vernaderos con condiciones controladas (Fig. 6.).

o T
A

Pars demostrar la integraci6n de 1a proteina de la capside

e e wvirus PUX, PVY vy PLRV, en el genora de las plantas de

I e utilizd 1a técnica del PCH (Polymerase chain

L. 4 *10N), para ésto se purafico ADN tota! de hojas de plantas

‘o rie i madamente 30 clones diferentes pa-a cada construccion)
16 on Kanamicina 100 pg/ml .




ti *odous los cacsas ‘s ampliiicatiAn por PLR fue realrtaZa en
ur voiumen de O i e~ trencendn T mM ode Tris-HCI (pH-82.7). 20
mM  de KCl1, 2 m cde ™1, O.' 1% de gelatina, ¢.2 = de
cada dATpP, dCTP, 45TF . de; 1.1 .M de cada ocligonucliedt: ic, 1
ng ce ADN total v 2.8 ° e Tar ALY paol. (Enzibiot, CIGB. =
la amplificacion te resitrz.da e~ an ADN Thermal Cycler

_ . : . . O
Flmasr Ustus) grogramsa—T pa-a 3¢ colng de 3 min a8 9670

. o
drearatyraliraciée 1n ~al, =erurco npor 1 omin oA Y4510, —ar E
{ . NS N . - )
8t s 1 min A /.70 e productoa del PCR tueron CNEC (025050
Y 3

por electraforesi: en —~=° (e agar—sa 0O.HA. t€Anldos con et—~:171um
hroemade y toteagratizzons fRac. 7. Flg. 9 vy Fig. Iid.

Fosterrormente as barcac amplr*t:cadas fueron anailizadas J0r
1gp. £, Fig. G - +2g. 12), utilizando pa-a a3
hibridaciéon  las gene« e codifican para las proteinas ce .25

capeiies del PVX, PVY . PLR. ressectivamente.

.

sout hern blot i

Actividad é6: Entrenamiento y superacion técnica.

Mete cuanto ¢os Nige. g sves' 3adores con exper-eni.a en

hi1o.:031a8 moleci.iar s entrecamiento en Instlrius T omeEsS
pwtr3n-eras se har ingct- tnradn 3: aroyecto, consideramos o.e en
et = momerntf cra roA -h4s  fanve-iente wutilizar los eiatalinl
(iggeat . mading para entro-amiento  Con los ti1nes de as7. v
rESt T L0% oo s €A TAE ndic-ensabies pAra asenir o L
(S TR s JE TS e ! [STaRNEE Vo S WA 36 e My amo =Y = R

decsaer-ailando mi=z aceis-adamente 2e lo previsto.

Conclusiones: “rnn -2nera;. tcces los aspectos compro~2T.2C%
(OIS nosotros e 2] T-"L0 el proyecto para este EYals) e —an
Cuame L1 satistartor L renie,
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Fig. 1. Sistemas de diagnosticos desarrollados para 1la
deteccioén de los virus X, Y y LF de la papa.
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Fiq. 2. Construction of the recombinant plasmid (pEXLR6&) for
the PLRV coat protein expression in E. coli.

AT AGT ALCG GTC GTG GTT AAA GGA AAT GTC AAT GGT GGT GTg CARA CAA
CCA  AGA NAGG CGA AGA AGG CAA TCC CTT CGC AGG CGC GCT AAC AGA GTT
CAG CCA GTG GTT ATG GTC ACG GCC CCT GGG CAA CCC AGG CGC CGA  AGA
CGC AGA AGA GGA GGC AAT CGC CGL LA AGA AGA ACT GGA GTT CCC  CsA
oA CBA GGLE TCA AGL GAG ACA P10 Bi 1TT ACA AAG GAL AAC LIC GiL
Cole AAL TCC CAK GBA AT TTC ALL 130 GGG CLCG AGT CTA TCA GAC TG
w2 Buf T AAG BAT BLBA ATA Lic BAG GLC TAL CA! GAG fAT aks AT
Awc AGL ATC TTA CTT CAG 1TC GIC AGL BAG GLC TCT TCC ACC icCC TCo
GaTl Ll ATL LI TAT GAG TTL GAL CLL CAT TGC AAA GTA 1CA TCC CiC
w0 TCC TAC GTL AAC AAa TTC CAA AT1 ACG AAG GCC GGC GCC ARA ACT
1AT CAA GCG CGG ATG ATA AAC GGG GTA GAA TGG CAC GAT TCT TCT GAG
GAT CAG TGC CGG ATA CTG TGG AAG GGA AAT GGA AAA TCT TCA GAT ACC
niia GGA TCC TTC AGA GTC ACC ATC AGG GTG GCT TTG CAA AAC CCC ANA

Fig. 3. Sequences of CP-PLRV. The strikeout bases are
different from reported sequences




Hormone compdéitib( (mg/L) Shoot
Medium . . Giberelic
leatine ANA AlIA Acid BAP rFormation
RT - -— 1 10 1 0
RS 2 0.2 -—-—- 20 -——— O
o ) ) - T B ) muiti—
CD32 3 e 3 - shoot
W(I) —-—- -——= 0.2 10 2.24
multi-
Wiii; -——— -——- -— i0 2.24 snoot

ieLie. .: Megjium evaiuation In the Potato regeneration.
R7, R5, CD3Z, W(1l) and W(II) are MS basal medium
supplemented with different hormone.

Varioty Hedium Explant Shoot
number formation

(multi-shoot)

-
Red Pontiac - v -- o
CD32Z S0 6
- - T 50 12 o
Claudia =  ----mmmimmm .
Cbh3Z S50 1
T W S0 50
Spunta = -
CDh3z 50 0
T T T 50 23
Barake @~ @ -------- e L T
Cbh3Z 50 6
ST T W 50 o
Chieftain R e T R T s
Chosz S0 0
¢ 50 s
Lsire e i R I




Type

-
- -

ZZinen

Control
Ke {+

Coni:éf-
Rm (=)

Acetosy-
ringone

Acetosy-

ringone

v!vn; o

e

Explant FPlants
number number
Riboside 49 56
44 19
Zzatine Evaluation
Culitivar: Dsire
Conistruction: paV3656: :pCib-532X631.
€ total Total
explants shoots
S0 0
50 45
(+) 184 102
(-) 180 74

Acetosyringone effect in potato transformation.

Cultivar: Dsire.
Construction: pGV3850: :pCib-GZX631.




fl1q. 4. Transformation of Solanum tubercsum L. c.v. Désirée
via Agrobacterium tumefaciens.
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Fig. 11. #F.% amplification of PLRV coat protein gene from
tora. DS 2f  ~ctato transgenic plants.

N . ey e, » - -

5. .. - .rhe-n Blot analysis ot *he PCR  products from
pritate teoss-ooo - nlants containing the PLEY roat protein gene.






