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INFORME ANUAL DEL PROYECTO "RESISTENCIA A VIROSIS EN PAPA" 

Dr. Horacio Esteban Hopp 
En re~resentaci6n de los laboratorios arg~ntinos: Instituto de Biologia 
Molecular CICV-INTA Castelar, INGEBI-cc:.ICET, Buenos Aires, catedra de 
Genetica Facultad de Agronomia Universidad de Buenos Aires, Instituto 
de Fitovirologia INTA-C6rdoba, EEA INTA-Balcarce, Buenos Aires y EEA 
INTA-Lujan de cuyo, Mendoza. 

Junio 1991. 
ORGANIZACION DEL INFORME: 

I>- Descripci6n de lo realizado en los servicios cr~prometidos en el 
contrato con ONUDI para el sequndo ano) 

Servicio A.- Firma del contrato 

Servicio B.- Busqueda de qenes de resistencia. Infecci6n "in vitro" de 
protoplastos obtenidos de qenotipos resistentes de papa v evaluaci6n de 
la replicaci6n viral. 

Servicio c.- Busqueda v selecci6n de clones codificantes para la 
capside viral de PLRV. 

Servicio D.- Construcci6n de qenes quimericos de resistencia a virosis 
D.1- PVX 
D.2- PVY 
D.3- PLRV 

Servicio E.- Establecimiento de !as tecnicas de transformaci6n de papa 
de interes para Arqentina. 

Servicio F.- Transformaci6n de plantas de papa 
F.1- PVX 
F.2- PVY 
F.3- PLRV 

F.4- Entrenaniento de una estudiante qraduada en Mexico. 
Se1vicio G.- Presentaci6n de informes semestral v anual. 

II>- Presentaciones a conqresos v publicaciones. 

III>- Intercambios e interacciones con otros paises participantes del 
proyecto. 

IV>- Evaluaciones de cumplimiento de Arqentina. 
I>- Desarrollo de actividades: 

Servicio B.- Busqueda de qenes de resistencia. Infecci6n "in vitro" de 
protoplastos obtenidos de qenotipos res!stentes de papa v evaluaci6n de 
la replicaci6n viral. 

1- Se obtuvieron protoplastos de papa de variedades locales (Huinkul, 
susceptible a PVX~ S.errana-IlfTA, in11une a PVXl v extranieras (Spunta, 
de a11plia difusi6n en la Arqentina v susceptible a PVX), obteniendose 
un promedio de 106 protoplastos viables por qramo de teiido (hoias) de 
pa::-tida. 
2-El PVX se ais16, purific6 v cuantific6 
Protoplastos obtenidos de cultivares 
infectaron con PVX en alta multiplicidad 

en base a su absorbancia. 
de papa susceptibles al PVX se 
de inf ecci6n en presencia de 

., 

1£ 



fus&Jenos qu1n1cos (PEG). Un 60 t de protoplastos sobreviven al 
tratamiento y de estos, •as de un· 70 t queda infectado con virus. 

· 3- La •ultiplicaci6n viral a lo largo del tiempo se analiz6 to•ando 
alicuotas a distintos tie•pos post inf ecci6n hasta completar 40 horas 
mediante los siguientes para•etros: a) Incorporaci6n de aminoacidos 
•arcados (JH-Leu) a proteina de cubierta por iruaunoprecipitaci6n. b) 
Desaparici6n y posterior reaparici6n (sintesis) de proteina de cubierta 
por ELISA con anticuerpos policlonales y coniuqados monoclonales 
anti-PVX. c) Sintesis de RNA gen6nico viral por hibridaci6n molecular 
•ediante la tecnica del •dot-blot• con la sonda pXl (cDNA de PVX). d) 
Inmunofluorescencia de los protoplastos. 
4- Los resultados obtenidos hasta ahora indican que tras un periodo de 
aproxinadanente 15 horas (valle del ELISA) se dispara la sintesis de 
proteina de cubierta en forma continua alcanzando un plateau a las 30 
hs. La sintesis de RNA gen6mico empieza unas 5 hs. antes siquiendo una 
tendencia si•ilar a la de la proteina de cubierta. 
5- Por otro lado, se prob6 la infecci6n en paralelo de protoplastos de 
variedades de papa susceptible e inmune al PVX a las siquientes 
densidades de infecci6n: 0.01 ng PVX/protoplasto viable/ul: 0.1 nq 
PVX/protoplasto viable/ul y 1 ng PVX/protoplasto viable/ul: los 
resultados indican que en condiciones de baio in6culo (densidades de 
infecci6n de 0.01 y 0.1) la concentraci6n de antfgeno de capside viral 
en los protoplastos de la variedad innune, nonitoreada nediante la 
tecnica de ELISA, muestra un 90 % de reducci6n respecto a la de 
protoplastos de variedades susceptibles: sin ellbarqo, cuando el in6culo 
es alto (densidad de infecci6n de 1 nq), la cinetica de replicaci6n 
viral en los protoplastos de la variedad innune nedida a traves de la 
producci6n de antfqeno es analoqa a la de la variedad susceptible 
control. 
6- Experimentos de "slot-blot• realizados con infecciones de 
protoplastos de las variedades susceptibles e inmunes en paralelo, a 
densidades de infecci6n baias (0.1 nq) confirnaron una nenor producci6n 
de RNA viral por protoplasto viable en la variedad inmune respecto a la 
producci6n de RNA viral observada en la variedad susceptible, lo cual 
suqeriria que la disminuci6n relativa de producci6n de antiqeno de 
capside observada en protoplastos de la variedad inmune Serrana se 
verfa acompanada por una disminuci6n en la cantidad de RNA qen6ico 
viral. 
7- Experimentos de inmunofluorescencia realizados con protoplastos de 
las variedades susceptibles e inmunes infectados a una densidad de 
infecci6n baia (0.1 nq), muestran una menor acumclaci6n de antiqeno 
(capside viral) por protoplasto (fluorescencia mas debil) en la 
variedad innune respecto a la obs€rvada en los protoplastos de la 
variedad susceptible control; estos resultados estarfan indicando que 
la diferencia en la producci6n viral entre ambos tipos de protoplastos 
susceptibles e inmunes no se deberfa a una infecci6n v replicaci6n 
diferencial del virus en una sub-poblaci6n celular de sex-..t:ana sino a 
una inhibici6n de la multiplicaci6n viral que existirfa en todas las 
celulas de esta variedad. 
8- Ademas de estos experimentos realizados con protoplastos de ambos 
tipas de cultivares de papa, se reali?.aron Westerns y Northern blots a 
partir de hoia de cultivares de papa (suscepti.ble e innune) infectados 
y no infectados con PVX (controles), cuvos resultados confirmaron que 
in__v:i_v.o la inhibici6n de la replicaci6n viral en el cultivar innune es 
practicanP-nte del 100 t, dentro del narco de sensibilidad que estos 
sistemas de detecci6n permiten. 
9- Gran parte de estC1s resultados se publicaron el ano pasado v durante 
el presente ano (Saladriqas et al. 1990a v 1990b, Ceriani et al. 1990 
v Tozzirii et al. J.Q91). 



ESTUDJ_Q_J)}: __ ~_ ~XeR~SJ;ON_J)f!__L_ GEN DE RESISTENCIA ~ acl A NIVEL CELULAR y 
TISULAR. 

La inoculaci6n se realiza en las hoias medias de la plantula y al cabo 
de 1 mes, las hoias inoculadas con virus o con buffer no presentan 
diferencias entre si. Un 11es despues de la infecci6n, RNA aislado de 
hoias infectadas con PVX o buffe~ (control) de los cultivares 
susceptibles auinkul MAG y Spunta, y resistente SP-rrana INT.A, se corri6 
electroforetica11ente en qel desnaturalizante de aqarosa al 1.: t El 
Northern blot, revelado con una sonda diriqida contra qenes tempranos y 
tardios de PVX, el clon de cDNA de doble cadena 5x41, 11ostr6 
hibridaci6n po~itiva contra RNA qen6mico y otros RN.As de menor peso 
molecular, en el caso de las muestras susceptibles, pero no asi en el 
caso de la muestra proveniente del cultivar in•une. 
En paralelo a los RN.As 11encionados se corri6 el viri6n entero, que en 
las condiciones electroforeticas mencionadas, corre como una 
nucleoproteina de 8.7 kb. Se incluy6 ademas en la corrida un escalera 
de RNA (•ladder•, BRL) para la cuantificaci6n del peso molecular en Kb 
de los RNAs subqen611icos. RN.As controles provenientes de hoia 
pseudoinoculada de 1 mes, con buffer y sin virus, muestra hibridaci6n 
neqativa. Ade11as de la banda correspondiente a RNA qen611ico de 6.4 Kb 
y RNA-proteina asociada de 8.7 Kb, existen numerosas bandas 
correspondientes a posibles RN.As subqen6micos virales. Alqunas de esas 
bandas son netas y claras (bandas de 4, 3, 2.5, 2.2 y 2 Kb) pero otras 
son difusas, suqiriendo heteroqeneidad de tamano en los RN.As 
componentes. La intensidad autoradioqrafica relativa de las bandas 
depende de la cantidad de especies de RN.As por un lado, y de la calidad 
de estos RNAs, por el otro, (por eiemplo larqo de la especie 
subqen6mica). Pareceria que las especies mayoritarias son las 
correspondientes a los RN.As de ranqo de peso molecular de alrededor de 
5.2 Kb y 4 Kb. Le sequirian en orden, RN.As de ranqo de peso molecular 
baio: 1.1-1.6 V 0.1-0.9, y por ultimo, los RNAs de peso molecular 
intermedio 3, 2.5, 2.2 v 2. 
La estrateqia de replicaci6n a traves de RN.As subqen611icos 
intermediarios no es novedosa v de hecho, con respecto a PVX, va 
existen trabaios publicados en donde se 11uestran Northern blots 
realizados con RN.As extrafdos de hoia o celulas infectadas que hibridan 
con distintas especies de RN.As de menor tamano que el qen6mico (Dolia, 
1987: Karasev,1987 : Adams,1985). Sin embarqo, los pesos moleculares 
asiqnados a esos RN.As subqen611icos varfan sequn el qrupo de trabaio 
(Dolia, 1987:Karasev A.V,1987). Se han informado por lo menos 6 tipos 
de RN.As subqen6nicos, todos 3' co-terminales v con analoqos de doble 
cadena (Dolia, 1987). 
El subqen6nico de nenor peso molecular, o. 9 Kb, es la expresi6n in viv_o 
del qen de la capside viral: a traves de este subqen6mico el virus 
produce protefna de capside necesaria para la fornaci6n de v1r1ones y 
aunque de su funci6n ya no quedan dudas, existen diferencias en cuanto 
al peso molecular asiqnado al nisno: nientras un qrupo inforn3 0.9 Kb 
(Dolia, 1987) otro informa 1 a 1.3 Kb (Karasev, 1987). Nuestr.os 
resultaaos estarian mas a favor de los del primer qrupo (0.9-0.1 Kb). 
En cuanto a los otros, pueden encontrarse similitudes en el peso 
molecular para alqunos de ellos (3.6/4, 3/1, 2.112.2, 1.8/2, 
1.4/(1.6-1.1) v 0.9/(0.9-0.1)), pero nuestros resultados arroian claras 
diferencias en lo que respecta a por lo nenos dos: Una banda 
mavoritaria de alto peso molecular (alrededor de 5.2 Kb) y otra banda 
menor pero tambien clara de 2.5 Kb. 
Se atribuye a cada especie subqen6mica simple cadena (de iqual 
polaridad que el RNA qen611ico viral, por definici6n) su correspondiente 
de doble cadena (Dolia, 1987). Si esto es cierto, ~l aislamiento de RNA 
bicatenario a partir de una preparaci6n de RNA total de hoia inf ectada 



JX?r· colunnas de CF-11 v posterior corrida en qel de aqarosa 
~esnaturalizante deberia mostrar un patr6n electroforetico de bandas 

· equivalente. Se vislullbran dos bandas nuy tenues en la autoradioqrafia, 
de peso molecular iqual a 6.4 v 5.7 aproximadamente, presentes en la 
muestra de RNA bicatenario. La no aparici6n de otras bandas, no es 
prueba de la no existencia de otros posibles intermediaries 
bicatenarios, ya que es posible que utilizando cantidades mavores a 100 
uq de RNA total (en este experimento se utilizaron 100) en el 
aislaniento de RNAs bicatenarios por colunna CF-11, puedan 
visualizarse. Lo interesante de estos resultados es que las bandas que 
aparecen cono nayoritarias, las especies de 6.4 v la de 5.2 Kb, 
tendrian su contraparte bicatenaria, a iuzqar por las bandas que 
aparecen en la foto D (6.4 v 5.7 Kb). 

En base a su interacci6n con los qenes de hipersensibilidad Nb v Nx, o 
con el qen de resistencia extrema Rx, las cepas de PVX pueden 
clasificarse en 5 qrupos: 
--

Genotipo qrupo de cepa viral 
1 2 3 4 HB ---·--------- ---- --- -- -- ---- ---- --------

nx nb sa s s s s 
Nx nb R s R s s 
nx Nb R R s s s 
Nx Nb R R R s s 
Rx(acl) R R R R s 
Rx(adq) R R R R s 

aR=Resistente; s=susceptible. La resistencia esta asociada a un alelo 
doninante, nientras que la susceptibilidad a un alelo recesivo 
(Tavantzis 1990; modificado de Cockerham, ,955) El primer tipo de 
resistencia extrema al virus fue informc.da par Schultz v Raleiqh 
(1933). La resistencia parecia estar codiiicada por un unico qen 
doninante (CockP.rhan,1970). 
La resistencia provenia de un cul ti var sal va ;e S9Janu11_ _ _a_ndi_g_e_na v fue 
transferida al clan Solanum tuberosum USDA 41956. Este qen, llamado 
Rx(adq), fue incorporado a cultivares conercjales norteanericanos. 
otro caso de resistencia extrema fue informado por Ross en 1954, v fue 
encontrado en ~Qlanun aq~ule. Este qen se denonino Rx(acl), v ha sido 
incorporado a alqunos cultivares europeos. La relaci6n entre Rx(adq) v 
Rx(acl) es desconocida. 
Una cepa o qrupo de cepas de PVX desiqnada PVX-HB, conun en el 7 % de 
los clones bolivianos, se comporta como un aislado virulento frente a 
este qen, es decir, es capaz de replicar en aquellos cultivares que lo 
poseen. Tambien replica en cultivares que poseen los qenes de 
hipersensibilidad, sin embarqo, no lo hace frente a SQ1_am1JI\_ sucrense, 
un cultivar que posee un qen dominante denominado Rx(scr), que le 
conf iere "inmunidad" extrema contra PVX-HB. 
Hasta hoy, varias decadas despues de la incorporaci6n de los qenes 
Rx(adq) v Rx(acl) a cultivares conerciales, no existen evidencias que 
cepas del qrupo HB constituyan una amenaza importante para aquellos 
cultivares norteamericanos o europeos que poseen esos qenes. Por le 
tanto, siendo estos qenes de resistencia extrema de alto valor 
aqron6nico, es nuy deseable su caracterizaci6n. 

caracterizaci6n de los qenes de virulencia de 1os aislamientos 
arqentinos v extranieros de PVX. Se infectaron razas fisiol6qicas 
indicadoras de papa a fin de clasif icar dos aislamientos realizados por 
la Fae. cs. Aqrarias de C6rdoba y compararlos con otras razas 
carac~erizadas. Los resultados preliminares indican que en condiciones 
de lahoratorio, son capaces de superar el qen Rxacl presente en Serrana 



INTA v en entradas de s. acaule •anifestando ~ co•portamiento que 
rer.qerda a la raza HB. Sin elllbarqo, analisis inmunol6qicos realizados 
en el CIP indicaron que ambos aislamientos no tienen relaci6n con el 
ilamado qrupo andino de razas de PVX al que pertenece HB. 

PUESTA A PUNTO Y UTILIZACION DE LIPOFECTINA PARA LA TRANSFORMACION DE 
PAPA E INOCULACION ARTIFICIAL DE PROTOPLASTOS DE PAPA CON VIRUS: 

1) In6culo adsorvido: 
El In6culo (PVX) adsorvido por lipofectina es nenor al adsorvido por 
PEG (en qeneral del 3 al 6 % del adsorvido nor PEG). 
El viri6n en contacto con los protoplastos parece tener una entrada 
espontanea a lo larqo de las 2 hs de incubaci6n. La presencia de 
lipofectina no incrementa demasiado esta entrada de viri6n. La 
producci6n de viriones proqenie a partir de un in6culo viral con o sin 
Jipofectina parece ser equivalente a las 48 hs. 
La presencia de PEG v no de lipofectina es lo que determina la entrada 
eficiente de virion a la celula. Esto se desprende de los controles de 
infecci6n viral realizados seqtln el trabaio del Dr.Chua para 
transfecci6n estable con DNA en protoplastos de arroz. En este paper, 
donde se dice loqrar la transfecci6n estable utilizando una combinaci6n 
de PEG-lipofectina no se inc!uve el control correspondiente de 
transfecci6n con la misma densidad de PEG sin lipofectina. Cabe uno 
prequntarse si la transfecci6n positiva loqrada en dicho trabaio se 
debi6 o no a la lipofectina. 

2) Toxicidad de lipofectina: 
La tenperatura de incubaci6n con lipofectina es critic~ en lo que 
respecta al cultivar utilizado: mientras que para alqunos temperaturas 
de hasta 37 oc v no lavado de la lipofectina lueqo de la incubaci6n 
pueden ser inocuas (SPUNTA), para otros la meior viabilidad se obtiene 
con baias temperaturas y lavado de lipofectina lueqo de la incubaci6n 
con la misma (HUINI<UL,SERRANA). En estos ultimos casos se observa 
incluso un meioramiento y mantenimiento de la fluorescencia en qeneral 
tanto en controles no infectados como en celulas infectadas con el 
virus a lo larqo del ciclo viral. A horas ~as alla de las 48, se han 
observado fiquras en divisi6n celular (otra indicaci6n de la inocuid~d 
de los liposomas). 
En conparaci6n con el metodo del PEG, la utilizaci6n de los liposomas 
permite utilizar de partida un menor numero de celulas (usualmente un 
orden de maqnitud inferior) por la poca toxicidad que estos 
poseen,manteniendose una buena viabilidad a lo larqo de todo el ciclo 
de replicaci6n viral. Aquellos protoplastos infectados o 
pseudoinfectados por el metodo del PEG, muestran una mayor tasa de 
mortalidad a lo larqo del ciclo viral que los tratados con lipofectina, 
posevendo ademas, ya desde el tiempo o del ciclo viral, una viabilidad 
tanbien nenor con nayor preponderancia de f luorescencia del tipo verde 
palida a roiiza. 
Una cantidad 6ptina de lipofectina a utilizar parece estar en el ranqo 
de 30 a 45 uq/mill6n de protoplastos viables. Dado que la utilizaci6n 
de cualquiera de estos dos valores produio resultados equivalentes en 
lo que respecta a la viabilidad celular y a la producci6n de viri6n, se 
ton6 cono concentraci6n de elecci6n la nenor. No se probaron 
concentraciones menores o mayores de liposomas para infecci6n o 
transfecci6n via RNA. 

3) Transfecci6n via lipofectina: 
El netodo de la lipofectina pernite la transfecci6n y expresi6n de RNA 
viral en protoplastos. 
Utilizando una misna densidad de infecci6n (30 nq RNA/ JOO pv/ul) e 



independientemente del metodo d~ preparaci6n de RNA (quanidina o 
. !l'AE/SDS) , la elecci6n de la temperatura es critica: ba ias te•perat1Jras 

perniten una mayor entrada de RNA y su expresi6n (producci6n de 
antiqeno viral) puede detectarse va a las 20 hs por ELISA. En cambio, 
tenperaturas navores (allbiente: 25-JOOC) parecen hacer nenos eficiente 
la captura de RNA por la celula, de modo que la producci6n de antiqeno 
solo es detectable a partir de las 40 hs (fin del ciclo viral). 
Un corto periodo de preincubaci6n a O oc (usualmente 10 min) del 
compleio liposomas/RNA parece contribuir a la ef iciencia de entrada del 
acido nucleico. 
Se probaron dos densidades de transfecci6n via lipofectina diferentes: 
Una de baio in6culo di6 neqativa la producci6n de antiqeno viral por 
ELISA a las 40 hs (10 pq RNA viral/pv/ul), en canbio un in6culo un 
orden ma·for (100 pq RNA viral/pv/ul) di6 infecci6n positiva. 

Se compar6 este protocolo de transfecci6n via lipofectina con otro de 
transfecci6n via PEG ( sacado de Maule y Boulton.• 1980, J. Gen. Virol. 
47:199-200). Este ultimo protocolo tambien se prob6 a dos densidades de 
infecci6n distintas (las mismas que para lipofectina) resultando no 
s6lo neqativa la producci6n de antiqeno de capside por ELISA a 40 hs 
post infecci6n, sino tambien un efecto notablemente deletereo sobre la 
viabilidad y la tasa de nortalidad en qeneral, lueqo del trataniento 
con el PEG. 
Es de notar que en el trabaio oriqinal de Maule et al. se parte de una 
cantidad de celulas a infectar dos 6rdenes de maqnitud mayor de la que 
se parte en forma estandard en nuestro caso (lxl07 v lx105 
respectivamente) y de una cantidad tambien notablemente mayor de RNA 
( 0 • 5 mq RNA) • 
Otros protocolos sinilares de transfecci6n de RNA via PEG, si bien 
pueden ser efectivos utilizando densidades de trdnsfecci6n menores que 
las nuestras con lipofectina (entre a a 50 pq RNA/pv) necesitan tallbien 
partir de una cantidad de celulas del orden de 107 por la alta 
mortalidad que provoca el tratamiento, lo que tambien implica poder 
contar con cantidades de RNA considerablemente mayores (del orden del 
miliqramo en muchos casos). 
En nuestra experiencia de transfecci6n de RNA viral con lipofectina, la 
alta viabilidad post-transfecci6r. obtenida permite partir de cantidades 
celulares y de RNA una o dos orderaes de maqnitud menores a las 
utilizadas en protocolos convencionales de transfecci6n via PEG. 

-C~C_TERIZACI_QN_ OE .. _tfl.l_EVOS GENES D~ lmt11NI DAD ~EL GERMOPLASMA OE; PAP.\: 

Durante 1990 se caracteriz6 la cinetica de replicaci6n viral mediante 
ELISA, inmunoprecipitaci6n, inmunofluorescencia, hibridaci6n de acidos 
nucleicos, etc. en protoplastoa de entradas d~l ban=o de qernoplasna de 
s.acaule que tienen el qen de reacci6n a PVX Xi de Ross, tambien 
llamado Rxacl (ver Saladriqas et al. 1990, Ceriani et al. 1990, Hopp et 
al. 1991); asi como de otras entradas con qenes de resistencia axtrema 
que estanos ~aracterizando (Tozzini et al. 1991) de las especies 
S.sparsipillum, s.oplocense, s.tuberosum andiqena, etc. observandose 
una clara inhibici6n de la replicaci6n viral que estaria afectando la 
transcripci6n o r·eplicaci6n del qenoma virC:tl. El detalle de todo lo 
hecho en este punto esta claramente expresado en el tranaio de Tozzini 
et al. aceptado para publicarse que se adiunta a este informe. 
Actualmente se continua la caracterizaci6n molecular y se est~n 
implementando distintas estrateqias para aislar los qenes de 
resister.cia. 

Servic!o c.- Busqueda y selecci6n de clones codificantes para la 
c~pside viral de PLRV. 



------~~ 

Se localizaron y caracterizaron las secuencias nucleotidicas virales de 
los extre•os 5' qen6micos y codificantes de la proteina de capside del 
PI.RV con el prop6sito de construir los primero~ qenes de resistencia 
que interfieran la estrateqia de replicaci6n viral. En este contexto, 
se loqr6 aislar clones conteniendo parte de la capside viral del PI.RV a 
partir de una qenoteca construida a partir de un aislamiento uruquayo y 
se con£tr~yeron nuevas qenotecas especif icamente del qP.n de la capside 
por la tecnica de PCR (polymerase chain reaction) con oliqonucle6tidos 
sintetizados •ad hoc•. 

Obtenci6n, busqueda e identificaci6n del qen de la s··Junidad de capside 
;riral del PLRV: 
Se cuenta (qracias a la colaboraci6n con el Instituto de 
Investiqaciones Biol6qicas Cle•ente Estable del Uruquay) con una 
qenoteca de cDNA (hecha en el fasmido Bluescript) sintetizado mediante 
la tecnica de iniciaci6n al azar a partir de RNA viral purificado. 
Esta qenoteca fue rastreada mediante hibridaci6n con oliqonucle6tidos 
sintetizados •ad hoc•. 

2. El oliqo 1 hibrida con el extrema 3' de la zona de RNA viral que 
codifica para capside y el oliqo 2 hibrida con el cDNA sintetizado con 
la transcriptasa inversa usando el oliqo 1 como primer, en la zona 
correspondiente al extremo 5' de capside viral. Esto se muestra 
esquematicamente en la Fiqura Nol: 

Fiqura Nol: 

RNA viral 5'AUGAGUACGGUCGUGGUUAA----//----CUUUGCAAAACCCCAAAUAG 3' 
11111111111111111111 

Oliqo 1 3'<-------<---------<-----------GAAACGTTTTGGGGTTTATC 5' 
111111 II 11111I111111 

Oliqo 2 5'ATGAGTACGGTCGTGGTTAA-------->--------->----------> 3• 

Se fii6 DNA correspondiente a 25 clones de la qenoteca a una membrana v 
se realiz6 una hibridaci6n con allbos oli~os a la vez, Marcados con 
a32P-ATP, como sondas. Se detectaron dos clones positivos, el 69 y el 
55. La idea oriqinal era usar estos clones como templados alterntivos 
para, mediante el metodo de PCR, loqrar la amplificaci6n del qen de la 
proteina de la capside. Para evaluar si esto es posible, se realiz6 un 
mapeo de restricci6n de esto~ dos clones, utilizando las enzimas Hinf 
I, Bam HI, Ode I, Hha I y Pvu II. En ninqun caso se obtuvieron bandas 
del tanano esperado si el inserto de estos clones contuviera 
infonnaci6n para la capside viral. 
Esto ultino hizo que fuera imprescindible la repetici6n del 
relevamiento de la qenoteca, marcando, esta vez, a 10s dos oliqos por 
separado (de esta manera si un mismo clon hibrida con los dos oliqos 
estariamos sequros que contiene el qen de la proteina de la capside 
completo) e hibridando en paralelo con dos membranas identicas. 
Esta vez se utilizaron membranas de Nylon (Z-probe, Bio Rad), y se 
siqui6 las instrucciones del fabricante tanto para el fiiado del DNA a 
la membrana como para la hibridaci6n en si (ver Materiales y Metodos). 
Para el marcado de los oliqonucle6tidos se utiliz6 un kit comercial 
para marcado de extremos 5' romos de IBI. La actividad especifica de 
anbas sondas fue del orden de 107cpn/µ.q DNA. Otra diferencia con el 
experimento antes informado es que se separaron los oliqonucle6tidos 
marcados del ATP no incorporado mediante el uso de columnas de Sephadex 
comerciales (Nu-clean 025 de IBI) y no mediante precipitaci6n con 
acetato de anonio y etanol, lo cual disninuy6 el fondo inespecifico. 
En este caso, se sembr6 en las membranas 100 nq de DNA de 22 clones que 



no··se habian incluido antes (adenas de los anteriores 25 clones y, por 
~upuesto del control neqativo: DNA del plasmido Bluescript sin 
inserto). 
El resultado de la hibridaci6n usando el oliqo 2 cono sonda, indic6 un 
s6lo clon positivo, el numero 32. 
La hibridaci6n usando el oliqo 1 cono sonda no arroi6 ninqtin positivo. 
A continuaci6n se analiz6 mediante el uso de enzimas de restricci6n al 
DNA del clon 32. Por un lado se liber6 el inserto cortando DNA 
purificado del clon 32 con dos enzimas, Bam HI y Pst I. Por otro lado, 
se cort6 DNA de este clon y del plasmido Bluescript por separado con la 
enzima Hinf I, lo cual libera siete fraqmentos: uno de ellos aumenta su 
tanano proporcionalnente al tanafto del inserto. Se corri6 un qel de 
poliacrilamida al 5% sembrando el resultado de todas estas 
restricciones y un marcador de peso molecular. De esta manera se 
deternin6 qt;e el inserto del clon 32 es muy corto, tiene unas 50 pb. 
En el inforne anterior, se reporto la realizaci6n de una reacci6n de 
PCR, utilizando los oliqonucle6tidos como iniciadores y la primer 
cadena de cDNA (obtenida utilizando RNA de rlanta infectada como 
templado y transctiptasa inversa) como templado. Esta reacci6n no dio 
resultados, es decir, a pesar de que se comprob6 que se sintetizaba 
cDNA, no hubo amplificaci6n del qen de la proteina de la capside. Como 
tanbien se explic6 en ese inforne, esto pudo haber ocurrido porque el 
templado para la reacci6n de PCR, si bien era suficiente para 
detectarlo, narcado con a-32P-CTP en un qel de aqarosa, no era 
suficiente para comenzar la reacci6n de amplificaci6n. Un problema 
importante es que, nornalmente, para una reacci6n de sintesis de primer 
cadena de cDNA hace falta partir de 1 µq de RNA templado. Como se 
contaba con RNA total de planta infectada para usar como templado, para 
poner 1 µq de RNA viral, habria que utilizar unos 200 µq de RNA total, 
lo cual es metodoloqicamente dificultoso. 
Es por esto que se comenz6 la busqueda de templados alternativos en los 
clones de la qenoteca. Como no se detect6 alqtin clon que contuviera el 
qen de la proteina de la capside completo, estos clones no sirvieron 
como templados alternativos. 
Fue inportante entonces, volver al punto de partida, el RNA extraido de 
planta infectada, y tratar de enriquecerlo en RNA viral. Para ello se 
aplic6 la tecnica de liberaci6n de! hibrido. 
Se fiiaron 5 µq de DNA de c/u de los clones 55, 69, y 32 en una 
membrana de nylon seqtin el protocolo descripto en Materiales y Metodos. 
Se eliqieron los clones 55 y 69 porque tienen insertos muy qrandes 
(aprox.2 kpb), y el clon 32 porque contiene un inserto correspondiente 
al de capside sequn se desprende del experimento descripto 
anteriornente. 
Una vez finalizados los lavados (ver Materiales y Metodos), se liber6 
de la membrana el RNA que hibrid6 con alquno de esos clones por 
calentamiento. Se precipit6 el RNA, se lo resuspendi6 en aqua y se lo 
corri6 en un ~el desnaturalizante. Se obtuvo una s6la banda de RNA, a 
diferencia de las varias bandas que se ven cuando se corre RNA total de 
planta infectada (correspondientes a RNA ribosomal de citoplasma, 
cloroplastos y mitocondrias). En total se obtuvieron 3 µq de RNA. 
Identif icaci6n del RNA viral rescatado con clones de cDNA por la 
tecnica de liberaci6n del hibrido: 
Se fii6 DNA y RNA a un filtro de nylon, y realiz6 una hibridaci6n de 
este filtro usando el clon 32 marcado por iniciaci6n al azar como 
sonda. Lo que interesa demostrar es que el RNA liberado en el 
experinento anteriormente descripto hibrida con el clon 32 que, ya se 
sabe, contiene parte del qen de la proteina de la c4pside. Se observ6 
una fuerte hibridaci6n de la sonda con el RNA liberado y con el control 
positivo, y alqo de hibridaci6n inespecifica con el tRNA. No hay 
hibridaci6n con el, RNA total, lo cual era esperable ya que, durante el 



exf;>i!rinento de liberaci6n del hibrido, de 
.obtuvieron 3 µq de RNA liberado. Este resultado 
es de oriqen viral y puede ser usado cono m0lde 
una qenoteca de cDNA. 

200 µq de RNA total se 
nos indica que el RNA 
( tenplado) para qe,1erar 

Para su amplificaci6n y clonado se utiliz6 ~n kit de Invitro-qen 
utilizando los oliqonucle6tidos arriba detallados. El fraqmento 
anplificado nostr6 un conportaniento electroforetico coherente con lo 
esperado. A su vez, al ser transferido mediante Southern blot a una 
membrana de nitrocelulosa e hibridi~ado con sondas del clon arriba 
mencionado, mostr6 una alta senal de hibridaci6n. Despues de ser 
subclonado e introducido en un fasmido vector en E.coli, se prepar6 
cantidad suficiente para secuenciaci6n, la cual se encuentra 
actualnente en curso. 

Servicio D.- Construcci6n de qenes quimericos de resistencia a virosis 

-D. l__y_Q_,. 2- PVX y PVY: 

Como se inform6 anterionnente, a partir del conocimiento y de los 
clones de cDNA obtenidos para PVX y PVY se realizaron distintas 
construcciones quimericas con el obieto de introducirlas en plantas de 
papa y obtener resistencia. Se prosiquen dos estrateqias paralelas: 
1) Por un lado se intenta introducir y expresar las respectivas 
capside~ virales ~n papa (cross protection). Se dispone ya de tres 
constr~cciones constituidas par los qenes de capside de PVX v PVY baio 
el control del promotor constitutivo doble dcl transcripto 35S del 
CaMV. 
2) Por otro lado se intenta inhibir la replicaci6n viral por expresi6n 
constitutiva en la planta de transcriptos de polaridad neqativa que 
corresponden a reqiones del qenoma consideradas clave en el ciclo de 
replicaci6n. Se dispone de tres construcciones "antisentido" (baio la 
direcci6n del promotor doble arriba mencionado) de la reqi6n 5' no 
codificante del qenoma de PVX v PVYn y de la reqi6n 5' del mensaiero 
subqen6mico de la capside viral de PVX. Para ello se realiz6 el 
subclonado en vectores de tipo Ri de aqrobacterias. 

3 p L R v 

Servicio E.- Establecimiento de las tecnicas de transformaci6n de papa 
de interes para Arqentina. 

Puesta a punto de tecnoloqia de reqeneraci6n y transformaci6n ue 
cultivares de papa de uso local: 
Paralelamente se realizaron experimentos de puesta a punto de 
transformaci6n y reqeneraci6n de los cultivares de papa Huiukul MAG y 
Spunta (de uso en Arqentina) y Alfa (de uso en Mexico). 
Ya han sido determinadas las condiciones que permiten reqenerar plantas 
a partir de discos de hoias v minituberculos. Se realizaron P.nsavos de 
transformaci6n de discos de hoia y, en menor medida, de cortes de 
minituberculo variando los metodos de infecci6n y utilizando distintas 
cepas de Aqrobacterias capaces de transferir a la planta marcadores 
qeneticos de facil identificaci6n (resistencia a antibi6ticos v 
herbicidas y expresi6n de qlucuronidasa). Estas condiciones se 
utilizaran para la transferencia de las quimeras descriptas y de otros 
qenes de interes. 
Ensayo de reqeneraci6n a partir de discos de tuberculo: Se realiz6 un 
ensayo de reqeneraci6n utilizando mini tuberculos libres de virus 
obtenidos en invernadero, del cultivar de mayor utilizaci6n en la 
Arqentina, Spunta. 



El· · priner paso fue !.a deterninaci6n 
esterilizaci6n superficial del tuberculo. 
tratanier.tos. En todos ellos, prinero se 
deterqente y cepil-Lo. Se pelan y se tratar. 

de las condiciones de 
Para ello se ensayaron tres 
lavan los tuberculos con 
con alcohol 70% duralite un 

minuto. Lueqo se ~ratan con: 
a) lavandina 0,6%, tween 20 0,1% 
b) lavandina 1,2t, tween 20 0,1% 
cl lavandina 1,2%, tween 20 0,1% 
Se toma la parte central con un 
rodajas y se colocan en un medio 
3%, agar 5,5 q/l pH 5,7. 

durante 20' 
durante 20' 
durante 35'. 
sacabocados esteril, se 
con las sales y vitaminas 

cortan las 
MS, sacarosa 

El trataniento c) fue el que di6 neiores resu~tados, ya que no hubo 
contaminaci6n con bacterias y honqos sobre las rodaias de papa como se 
observ6 en los tratamientos a) y b). 
Una vez que se deterininaron las condiciones de esterilizaci6n, se 
realiz6 un experimento que consisti6 en deter.ninar las condiciones 
6ptimas de reqeneraci6n del cultivar Spunta a partir de rodaias de 
tuberculo. 
En 1989 Cornelissen realiz6 una tarea sinilar para las variedades 
europeas Bintie, Desiree y Escort, en donde deterinin6, lueqo de probar 
distintas hornonas (kinetina, ac. naftalenacetico, ac. indolaceti.co, 
rib6sido de zeatina) que las hormonas y concentraciones adecuadas eran: 
10 µM Zeatina/lµM IAA para Escort y Bintie, y 5 µM Zeatina/0,3 µM IAA 
para Desiree. 
Lueqo de una ~sterilizaci6n superficial (sequn el trataniento c)) de 
tuberculos de Spunta, se colocaron las distintas rodaias de unos 0,9 cm 
de dianetro y 2 mm de espesor en 7 medios diferentes seqlin las 
concentraciones de hcrmonas utilizadas. Todos los medios contenian los 
macro y micronutrientes y vitaminas de MS, sac3rosa 3%, aqar 5,5 qr/lt. 
Ver la Tabla Nol: 
Tabla Ncl: 

\ZEA(µM) 0 5 10 
IAA(µM)\-----------------------------

0 10* -·· 15 
5 15 15 
10 15 15 15 

* indica numero de rodaias ce tuberculo por tratamiento. 
** indica concentraciones no ensayadas. 

A los 14 dias de iniciado el tratamien~o, se observ6 la aparici6n de 
callos en las concentraciones ZEA 10/IAA 10, ZEA lJ/IAA 5, ZEA 5/IAA 
10, y ZEA 5/IAA 5. No se observ6 aparici6n de callos en las 
concentraciones ZEA O/IAA O, ZEA 0/IAA 10, ZEA 10/ IAA O. 
A los 35 d1as los callos eran verdes y de un diametro de entre 1,5 y 
2,5 en. No se diferenci6 ninqlin brote a partir de estcs callos. 
A los 35 dfas se observ6 la aparici6n de microcallos en el 100% de las 
rodaias de tuberculos que estaban b3io el tratamiento de ZEA 10/IAA o. 
Una semana despues, surq~eron brotes a partir de todos estos 
microcallos. Cuando los brotes alca~zaron un tamdno de unos 10 cm se 
los separar6 de las rodaias de tuberculo con un bi$tur1 y se los 
transfiri6 a medio de enraizamiento. A los 15 dias, todos los brotes 
enraizaron. El tratamiento con zeatina 10 µM/IAA o f~e, por l~ tanto, 
el de elecci6n para el ensayo de transformaci6n que se describe a 
continuac16n. 
Ensayo de transformaci6n de discos de tuberculo: Al iqual que el ensayo 
anterior se utilizaron mini tuberculos de Spunta y las mismas 
condiciones de esterilizaci6n superficial y manipuleo. 
Para la transformaci6n se utiliz6 la cepa de ~grobac~eri~m t~mefaciens 



C58tl rifr (pGSFR1280). Como control se utiliz6 la cepa de 
_Agrobacter_jYJll _ ~_ty_l_!lefaci~n~ C58Cl rifr ( pGV2260). Se real i z6 la 
coinfecci6n de 60 rodaias control y 60 rodaias con la cepa que contiene 
el plasmido pGSFR1280 que confiere resistencia a kRnamicina. 
A continua~i6n se transfirieron a tubos sin presi6n de selecci6n (20 
rodaias) o con presi6n de selecci6n. Se ensayaron dos concentraciones 
de kananicina (kan): 25 µq/nl y 50 µq/nl (20 rodaias en cada 
concentraci6n). 
El relevaniento realizado al mes arroi6 los siquientes resultados (ver 
tabla No2). 
Tabla ~02: 

km o km 25 

A 12 (60%) 15 (75%) 
pGFSR1280 B 4 (20%) 2 (10%) 

c 4 4 
D 15 (20%) 8 (15%) 

----- -------- ----- ---- -- -- - -- ---- ------

A 7 (35%) 16 (80%) 
pGV2260 B 6 (30%) 0 

c 7 4 
D 15 (35%) 16 (20%) 

----- -- - -------- --- - --- - - - --

A: rodaias necrosadas. 
B: rodaias verdes: teiido vivo. 
C: rodaias que dieron luqar a callos. 
D: rodaias que dieron luqar a brotes. 

km50 

18 (90%) 
0 
2 
2 (10%) 

20 (100%) 
0 
0 
0 

Como se observa en la tabla, en ambos casos hay una mayor proporci6n de 
necrosis a medida que la presi6n de selecci6n aumenta. Ademas un 10% de 
rodaias coinfe~tadas con las bacterias que ~ontienen el vector que 
confiere resistencia a kanamicina son capaces de qenerar callos y/o 
brotes a altas concentracio~es de kanamicina. 
Las rodaias coinfectadas con el vector control no fueron capac~s de dar 
luqar a callas y/o brotes en 50 µq/ml de kan, por lo que se usara en lo 
sucesivo esta concentracion de kan. como presi6n de ~elecci6n. 
Todos los brotes fuercn transferidos a media de enraizamiento con 50 
µq/ml de kan. Si alquno !oqra a enraiz~r en esta concentraci6n d~ kan, 
se ensayaran concentraciones mayores y se haran las pruebas necesarias 
para conf irmar transformaci6n. 

Ensayo de transformaci6n de discos de hoias de papa: Se siqui6 un 
?rotocolo proporcionado por la Dra. Aileen O'Connor del Centro de 
Investiqa~i6n y de Estudios Avanzados del IPN (Instituto Polit~cnico 
Nacional), Irapuato, Mexico, con el que tenemos colaboraci6n. Se 
trabai6 primero con la variedad europea Desiree y lueqo con las 
variedades Huinkul MAG y Alfa. Para la transformaci6n se utiliz6 la 
cepa de Aqrobacterium tumefacieris C58Cl rifr(pGSFR1280). 
Se hicieron dos tipos de controles. Por un lado se hizo una infecci6n 
simulada siquiendo todos los rasos detallaa:>s en el protocolo pero sin 
aqreqar el Aqrobacterium. Por otro lado se realizaron coinfecciones con 
la cepa de Aqrobacterium tumefaciens C58Cl Rifr (pGV2260) Se utilizaron 
36 discos de hoia en cada uno de Jos tres tratamien~os (transformnci6n 
y dos controles). Lueqo de dos dias de coinfecci6n, se colocaron lR 
discos de cada tratamiento en tubos con un medio sin kanamicina (sin 
presi6n de selecci6n) y 18 discos en tubos con medio al que se le 
aqreq6 50 µq/ml de sulfato de kanamicina (con presi6n de selecci6n). 
Es important:e subculti.var los explantos cada semana. 

' 



A t~s tr~s semanas se observ6 aparici6n de pequenos callos sobre los • . bordes de los explantos de todos los tratamientos que se encontraban 
sin presi6n de selecci6n, asi como aquellos con presi6n de selecci6n 
previamente coinfectados con Agrobacterium, mientras que no se 
observaron callos y si un leve amarillamiento en los explantos 
controles sin inocular que se encuentran en un medio con kanamicina. 
Para las rutinas de transformaci6n se utiliz6 el sistema de cocultivo 
de Agrobacterium sp. con hoias de plantulas crecidas "in vitro". 
Se loqraron ef iciencias de regeneraci6n de brotes a partir de hoias del 
70% para el cultivar argentino Huinkul, del 80% para gl cultivar 
europeo Desiree y del 100% para el cultivar mexicano Alfa utilizando 2 
mg/lt de zeatina. 
El ensayo de qlucouronidasa (cuando se utiliz6 un vector 
este qen marcador) dio positivo en el 60% de las plantulas 
indicando su transformaci6n. Por este motivo se eliqi6 esta 
para los ensayos posteriores. 

Servicio F.- Transformaci6n de plantas de papa 
F.1- PVX 

conteniendo 
regeneradas 
metodologia 

En la actualidad se cuenta con dos plantas regeneradas en medio 
selective (km 50 µq/ml) obtenidas a partir de hoias de Alfa 
coinfectadas con el vector pGSH163 que lleva el qen de la toxina de 
Bacillus turingiensis (BT 884) bajo ~l control del promotor PTR2 y el 
qen de la neonicina fosfotransferasa (NPTII) baio el pronotor PTRl. 
Se realizaron ensayos para detectar tanto actividad enzimatica de NPTII 
(por detecci6n en fase s6lida de neomicina fosforilada por un extracto 
de prot~inas totales y gamma ATP) como la presencia de este gen por la 
tecnica de PCR (polymerase chain reaction). 
Se estan micropropagando planta~ de Huikul MAG y de Alfa conteniendo 
construcciones con el qen Bt de Bacillus thuringiensis y de Bintje con 
el qen de capside de PVX. 

F.2- PVY 
A punto de iniciarse. 

F.3- PLRV 
Aun no iniciada 

F.4- Entrenamiento 
Se informa en el punto III (intercambios e interacciones). 
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III>- Intercambios e interacciones con otros paises participantes del 



• i:vbyecto • 
• 

Se envi6 al Dr. Luis Herrera Estrella varios clones bacterianos 
conteniendo un plas•idos reco-.binantes con construcciones capaces 
potencialmente de conferir resistencia a PVY. 

Viaje y estadia de Mariana del Vas a Mexico, estudiante de doctorado 
argentina, para realizaci6n de experiaentos de transforaaci6n de papa, 
subclonado y caracterizaci6n del genoma de PLRV en el •arco del 
proyecto conjunto y en CWlplimiento del contrato con ONUDI. 

IV>- Evaluaciones de CUJlplimiento de Argentina y del proyect~ en su 
conjunto. 

En lo referente al CWlplimiento de Argentina puede desprenderse de la 
lectura ~-1 punto I que se CUJ1pli6 con creces la gran mayoria de lo 
co•pro•etido, con excepci6n de partes de los puntos D y F (el D.3 y el 
F.2 recien se inician, y el F.3 aun nose inici6). En ambos casos se 
previ6 (ver actividades 3.3. PI.RV, 3.4.2. PVY y PI.RV del anexo I, 
proyecto global) que debian continuar en el tercer afto del proyecto, 
aunque se supuso que partiendo de un grade nayor de avance de lo 
realizado en el segundo afto). 




