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RESUMEN

Se evalud la resistencia a la acumulacién del virus PLRV en los clones transgénicos de
‘Solanum phureja cv. yema de huevo, AT49, 63 y 100 y los clones AT14 y 81 obtenidos
por organogénesis de hoja (Franco, 1898), empleando como testigo absoluto el clon1. La
evaluacion se realizé en condiciones de invernadero en la Estacién Experimental [CA-

San Jorge ubicada en €l municipio de Soacha Cundinamarca a 2800 msnm.

Los clones micropropagados in vitro y adaptados a condiciones de invernadero fueron
inoculados por injerto utilizando como pua |a especie Solanum tuberosum cv. Maris Piper
portador del virus. La evaluacion de resistencia se hizo en la segunda inoculacién, bajo
un disefio experimental completamente al azar, que permitié comparar los titulos virales
en hojas y tallos laterales a los 30, 60 y 90 dias de inoculacién, Con esta evaluacion se
determind, que los clones ftransformados presentaron una acumulacion viral
significativamente menor a la presentada en los clones no transformados y estos a su vez

con el testigo clon1, atribuyéndose a la expresion del transgen.

De igual forma se evaluo, bajo el mismo disefio experimental |a produccién de tubérculos,
determinando que hubo una respuesta significativamente mayor en los clones
transformados AT48, 63 y 100 comparados con los no transformados y clon1. La relacion
entre la acumulacién de virus en tallos y hojas con la produccién de tubérculos, presentd
una relacién inversamente proporcional con un coeficiente de determinacion del 92,33% vy

69.59% respectivamente.



Por otro lado, las evaluaciones moleculares por PCR y "Dot Blotting" efectuadas,
determinaron la presencia fisica del gen de la capside en los clones transformados y su
estabilidad durante las fases de propagacion clonal. Finalmente con la técnica de
"Southern Blotting", se determind el nimero de insertos del transgen presente en los
clones AT48, 63 y 100, sefalando que no se presentaron diferencias significativas entre el

numero de insertos y la resistencia a la acumulacién viral en estos clones.



SUMMARY

The resistance was evaluated to the accumulation of the virus PLRV in the trangenic lines
of Solanum phureja cv. Egg yolk, AT48, 63 and 100 and the lines AT14 and 81 obtained
by leaf organogenesis (Franco, 1998), using as absolute witness the clon1. The evaluation
was carried out under greenhouse conditions in the Experimental Station ICA-San Jorge

located in the municipality from Soacha Cundinamarca to 2800 altitude.

Lines AT and clone1 adapted to greenhouse were graft-inoculated with scions from
infected “ Maris Piper” plants. The resistance evaluation was made in the second
inoculation, under an experimental design totally at random that allowed to compare the
viral titles in leaves and lateral stem to the 30, 60 and 90 days of inoculation. This
evaluation it was determined that the transformed lines presented a significantly smaller
viral accumulation to the one presented in turn in the not transformed lines and these with

the witness clone1, being attributed te the expression of the transgen.

Of equal formed it evaluated, under the same experimental design the production of
tubers, determining that there was a significantly bigger answer in the transformed lines
AT43, 63 and 100 compared with those no transformed and clon1. The relationship among
the virus accumulation in stem and leaves with the production of tubers. indicated a

relationship inversely proportional of 92,33% and 69.59% respectively.

On the other hand, the molecular evaluations for PCR and Dot Blotting, they determined

the physical presence of the coat protein gene in the transformed clones and their stability



during the phases of propagation clonal. Finally with Southern Blotting's technique, the
number of insert of the present transgen was determined in the lines AT49, 63 and 100,
indicating that significant differences were not presented between the insert number and

the resistance to the viral accumulation in these lines.



INTRODUCCION

La introduccién de caracteristicas Gtiles en las plantas por medio de las técnicas
tradicionales de Mendel, ha transformado el mundo haciendo la llamada “revolucién
verde®. Sin embargo, las técnicas tradicionales son dispendicsas y consumen gran
cantidad de tiempo para seleccionar y establecer una caracteristica particular y deseable
€n un cultivar; a menudo, es imposible incorporar algunas caracteristicas empleando
estos medios convencionales. La biotecnologia junto con la tecnologia del DNA
recombinante, en cambio, posee un gran potencial para la introduccién de caracteristicas
deseables en plantas, complementando los esfuerzos del mejoramiento vegetal clasico.
No obstante, esta tecnologia no debe considerarse como un fin sine como un instrumento
adicional para alcanzar el objetivo final de modificar y mejorar las plantas (Roca, et-al,

19893, Cubillos, 1990).

La introduccién estable de genes foraneos en plantas representa uno de los desarrollos
significativos en los continuos avances de la tecnologia para la agricuitura, (Gasser y
Fraley, 1989). Genes de virus, bacterias y especies vegetales no relacionadas, que
codifican para una amplio grupo de caracteres han sido exitosamente transferidos a
plantas superiores (Roca, 1993). Esta tecnologia ha pemitido el desarrollo de nuevas
variedades de plantas que aumentan la produccion de los cultivos a la vez que
incrementan sus valores nutricionales, como también la modificacion de flores de ornato
de gran valor estético y comercial (Glick and Pasternak, 1994), de igual forma se han
obtenido plantas resistentes a herbicidas que permiten el control de malezas (Chaparro,

1995).



La ingenieria genética para el mejoramiento de los cultivos se enfoca en la transferencia
individual de genes o de grupos de genes que se introducen en las plantas por
transformacién (Von Wettsein, 1988; Glick and Pasternak, 1994). Se asume que esta
estrategia es prometedora si se conocen los genes que codifican para enzimas o

proteinas que proveen una propiedad valiosa a una planta (Von Wettsein, 1989).

Un caso particular de la transformacién aplicade a la virologia vegetal, ha sido el
desarrollo de la proteccién derivada de estos patégencs. Parte de la informacion genética
derivada del virus vegetal se inserta en el genoma de una planta, haciéndola en alguna
medida resistente al virus donante (Acosta et al, 1995). Se han utilizado genes que
codifican para la proteina de la capside viral (CP), tanto en versiones antisentido como
versiones con sentido (Van den Elzen et-al., 1989), genes que codifican para satélites de
ARN viral (Harrison et-al, 1987); versiones de genes antisentido complementarios (Rezain
et-al., 1988; Pang et-al, 1993) y genes de las replicasas virales (Rubino et al, 1993). Con
estas técnicas se han logrado obtener plantas con resistencia a enfermedades causadas
por virus. Aunque el mecanismo no es completamente conocido, hay una amplia
evidencia que muestra que la expresién constitutiva de proteinas de la cépside viral
reduce la infeccion significativamente (Thomson, 1994), retrasando el desarrolio de
sintomas y disminuyendo la acumulacidn de virus en las plantas infectadas, como se ha
demostrado con TMV, PVX, PVY, PVS y PRLV entre otros (Tremaine, et al, 1990; Dudits

et al, 1992; Mayo, et al, 1993; Dougherty, et al, 1993; Jones, 1997).

Uno de los cultives alimenticios més importantes a nivel mundial es la papa. En Colombia
este cultivo ocupa el tercer lugar en importancia después del café y el banano;

desempefia un papel fundamental en |a economia del pais ya que representa alrededor



del 4.7% del producto interno agropecuario. En el afio 2000 se cultivaron alrededor de

154.000 hectareas, involucrando cerca de 100.000 productores (Min. Agricultura, 2000).

Se estima que entre el 15 y 20% de los costos de produccién por hectérea del cultivo de
la papa estan representados por el control de plagas y enfermedades. Los resultados del
mal manejo de plagas y enfermedades del cultivo en el pais han conducido a la induccién
de resistencia de algunos insectos plagas en algunos casos vectores de virus, con una
disminucion notoria de |a poblacién de fauna benéfica (Rodriguez, 1996), de igual forma,
por la ampliacion de areas de cultivo en paramos y el mal manejo de plaguicidas se ha
observado alteraciones ecoldgicas que han afectando los nacimientos de agua la fauna y

su flora de estos lugares (Pineda, 1998).

En el caso de los virus, se han realizado estudios que muestran claramente la reduccion
en rendimiento, llegando en muchos casos a ocasionar perdidas hasta del 60% del
material cosechade, cuando se presentan PVX, PVY, PVS y PLRV en los diferentes
mosaicos. Ademas |as enfermedades virdgenas son las principales responsables de la
progresiva degeneracion de la semilla de la papa, ya que se transmiten en forma
sistémica de generacién en generacion y en forma acumulativa, deteriorando visiblemente

los rendimientos (Estrada, 2000).

En el caso particular de la papa criolla (Solanum phureja var. yema de huevo), una
especie que se caracteriza por sus cualidades organolépticas y nutritivas, de gran
consumo en Colombia y en la cual FEDEPAPA tiene gran interés para que se convierta
en un producto importante en el sector campesino colombiano (Del Valle; 1994; Arguello,

1996), es susceptible a la infeccién por virus, principalmente por el causante del



enrollamiento de la hoja de papa (PLRV, por sus siglas en inglés), un luteovirus de RNA
de cadena sencilla, transmitido de manera persistente por mas de diez especies de &fidos
entre las que sobresale el Myzus percicae Sulz (Acosta et al., 1995); convirtiéndose este
en un problema para tales propésitos. La obtencién de plantas transgénicas origina una
alternativa para el control de dichos patégenos: en los paises desarrollados este enfoque
ha sido aplicadc exitosamente en |a produccién de plantas transgénicas de papa

resistentes a los virus econémicamente importantes.

En la presente investigacion se establecié como objetivo principal evaluar la respuesta de
las plantas transgénicas de S. phursja c.v. yema de huevo obtenidas por Franco (1998) a
la infeccion del PLRV en condiciones de invernadero, en el centro experimental ICA San
Jorge; relacionandola con el nimero de inserciones del gen de la capside del virus
presente en cada uno de los clones, frente a la variedad sin transformar. De igual forma
se evalud el efecto de la infeccion viral en la produccion de tubérculos, determinando_su

efecto negativo en el rendimiento.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

» Realizar la caracterizacién molecular de los clones transformados determinando |a

presencia del inserto,

» Determinar la resistencia de las plantas transformadas y no transformadas de Solanum
phureja c.v. yema de huevo a la infeccién del virus del enrollamiento de la hoja de papa

(PLRV),

2.2. Objetivos especificos

» Determinar el nimero de inserciones presentes en cada clon transformado por

“Southern blotting” y relacionarlos con la resistencia presentada a la infeccidn viral.

» Establecer la presencia del inserto por amplificacién con PCR de una regién de la

capside, tanto en las generaciones clonales por tubérculo come in vitro.

» Cuantificar los titulos virales de la infeccién con PLRV en tallos y hojas, utilizando la
técnica de ELISA y realizar la comparacion entre plantas transformadas y no

transformadas.
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» Determinar sintomas de enrollamiento en hoja en los clones transformados y no

transformados como consecuencia a la infeccién viral.

» Comparar la produccién de tubéreulos en los diferentes clones evaluados y determinar

la relacion entre titulo viral y produccion.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Solanum phureja Juz. et Buk.

La especie S: phursja esta distribuida desde el norte de Bolivia hasta el sudeste de
Venezuela, en el area de la cordillera de los Andes, y presenta un centro de diversidad
genética en el sur de Colombia (Carrasco y Pineda, 1993). Esta especie es una variedad
nativa de papa cuyo tubérculo es ampliamente consumido, especialmente en Colombia.
S. phureja parece haber evolucionado a partir de Solanum stenotomum por seleccién
humana, siendo sus principales caracteristicas la diploidia de su genoma, la rapida
maduracién y baja dormancia de los tubérculos una vez cosechados (Hawkes, 1988).
Esta especie es cultivada desde los 2000 hasta aproximadamente 3500 msnm., en
condiciones un poco mas célidas que S. fuberosum subespecie andigena preferiblemente

en lugares donde no se presenten heladas (Marifio, 1982).

Segun Hawkes (1890), la seleccién de diferentes grupos indigenas pudo haber conducido
a una evolucién polifiletica. Sin embargo, estudios mas recientes realizados en el Centro
Internacional de la papa, a partirde 163 accesiones colectadas en los valles célidos de la
cordillera Andina (entre 2000 y 3700 m.s.n.m), desde Bolivia hasta Venezuela y
analizados mediante la técnica de RAPD, sugieren que S. phursja es una especie
homogenea, que es diferente de ofras especies silvestres de papa. Esta especie tiene una
larga historia de domesticacién en los Andes que pudo habera mantenido relativamente

aislada (Ghislain, 19986).
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Una caracteristica importante de S. phureja es que algunos de sus clones han sido
utilizados como inductores de dihaploidia en S. tuberosum. En esta técnica, se fertilizan
flores tetraploides de S. tuberosum con polen de S phureja con el fin de preducir semillas
dihaploides de S. fuberosum. Teniendo en cuenta el éxito de esta técnica, es posible
suponer que en la naturaleza existe una muy poca posibilidad de que ccurra este evento.
Infortunadamente, el clon 1 no ha sido estudiado para determinar si tiene la capacidad

para fertilizar flores de S. tuberosum (Liu, 1993).

En Colombia se cultivan comercialmente varios morfotipos de S. phureja, pero solo la
variedad conocida como "papa criolla” o "yema de huevo', que produce tubérculos
amarillos y redondos es ampliamente cultivada. Basado en las caracteristicas
morfologicas y modelos electroforéticos de proteinas totales, se han identificado 11

genotipos diferentes (Carrasco y Pineda, 1993; Carrasco, 1994).

Estos morfotipes son susceptibles a algunas plagas que atacan Solanum fuberosum,
especialmente a la gota (Phytophtora infestans) y al gusano blanco de la papa
(Premnotrypes vorax), como tambien existen reportes de susceptibilidad a la polilla
guatemalteca (Tecia solanivora) (Carrasco 1894). En cuanto a virus, se sabe que algunos
dones son susceptibles a PLRV, PVX y PVY, aunque no se han hecho estudios detallados
para cada morfotipo, se determin6é que S. phurgja clon1 es muy afectado por PLRV

(Artunduaga 1989).
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3.2. Enfermedades causadas por virus

Los virus son los patégenos mas daiiinos en la papa porque causan grandes pérdidas en
rendimiento (degeneracion) y porque se mantienen indefinidamente en el cultive por su
propagacion vegetativa. En las zonas templadas, sobre los 25° de Iatitud sur o norte, los
virus son un factor crucial y los rendimientos disminuyen en casi 20% en cada generacion
sucesiva si no se renueva la semilla. Lo mismo ocurre en las zonas tropicales por debajo
de los 2500 m. En el altiplano tropical, sobre los 3000 m, la degeneracidn progresa mas
lentamente porque los agricultores no se han preocupado en usar continuamente semilla

certificada (Estrada, 2000).

La infeccion natural por virus se realiza por contacto, heridas causadas en las plantas por
el hombre, los animales, las maquinas o el viento, como en el caso de PVX; por &fidos
solamente como en PLRV; por contacto y por afidos como en PVY, PVA, PVS y PVM:; por

nematodos como en TRV, o por hongos como en PMTV (Salazar, 1995).

Los métodos de transmision artificial son por inoculacién con virus presente en la savia,
por injertos de tallos o tubérculas y por infeccién con insectos (De Bokx, 1972, Ross,
1978). Una vez inoculados los virus se replican y son transportados entre células a través
de los plasmodesmas y a otras partes de la planta a través del sistema vascular
(Carrington, 1996). Sélo permanecen libres de virus la semilla madura y los meristemos
apicales, aunque existen algunos virus que pueden infectar la semilla, Los cultivares
infectados se pueden liberar de virus por medio del cultivo axénico de los meristemos
apicales. Los sintomas son tipicos para cada tipo de virus y varian con el genotipo del

hospedante, su edad y el ambiente. PVA, PVM, PVS, PVY y TRV se expresan claramente
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por |a alternancia de manchas mas claras sobre el color verde normal de las hojas

(mosaicos o0 moteados). (Salazar 1995).

Cada virus se presenta en forma de diferentes variantes o biofipos en la naturaleza. Las
variantes pueden distinguirse por a) los sintomas que producen, b) sus caracteristicas
fisicas y quimicas, c) su concentracion en el huésped y d) sus reacciones serolégicas

(Chugquillanqui, 1992).

La composicién de la poblacién de las variantes de un virus puede cambiar cuando
nuevas variantes entran a una regién, cuando cambia el espectro de los cultivares por
cambios en el cultivo o cuando aparecen nuevos mutantes. Las variantes que producen
sintomas muy suaves en los cultivares de amplia difusién son muy peligrosas porque |as
plantas enfermas son dificiles de reconocer. También resulta mas laboriosa la produccion

de semilla sana de tales cultivares (Ross, 1988).

Después de la invasién por virus, los genes de resistencia del hospedante se pueden
activar y originar diferentes reacciones (Salazar, 1995). La resistencia a |a infeccién (o
resistencia de campo) es una reaceion general de defensa de las plantas frente a todos
los virus y se observa en diferentes grados en cada variedad. Barker (1984) observé que
los cultivares con resistencia a la multiplicacién de PLRV contenian menos virus que los
cultivares susceptibles y que son fuentes pobres de indculo para la adguisicién de PLRV

per afidos,

El efecto de la resistencia de campo es menor en comparacion con los tipos de

Tesistencia necrogénica, Sélo se logra una proteccién satisfactoria cuando lg presion de la
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infeccion es mas bien baja. El grado de resistencia a la infeccién se determina por el
porcentaje de plantas infectadas durante el ciclo vegetativo. Se ha probado que la

multiplicacion del virus estéa relacionada con la resistencia de los cultivares (Ross, 1983).

Desde que los virus pueden infectar protoplastos in vitro, es posible efectuar una
seleccion por resistencia a la infeccion a nivel celular. Se pueden establecer diferencias
cuantitativas entre el nimero de protoplastos infectados. Estas diferencias reflejan las
diferencias de resistencia a la infeccién entre diferentes genotipos. Esto economizaria

anos de pruebas en campo (Ross, 1986).

Si se quiere obtener una progenie a partir de clones con resistencia a la infeccién
controlada por genes menores, es necesario que ambos padres tengan un nivel
intermedio de resistencia, pues si uno de los padres tiene una resistencia muy baja, la

progenie tendra un nivel de resistencia bajo (Estrada 2000).

En contraste, los tipos de resistencia necrogénica, como la hipersensibilidad localizada o
resistencia extrema, confieren una proteccién absoluta, por ser localizada y mas intensa,
En casos de resistencia extrema (genes Rx, Ry) no aparecen sintomas o apenas se notan
puntos necroticos como de aguja en las hojas superiores; en los injertos se observa una
necrosis del borde de las hojas (gen Ry). El tallo principal del brote deja de crecer y las
yemas laterales se desarrollan y producen tallos sanos. Las pruebas seroldgicas

muestran resultados negativos en ambos casos (Salazar, 1995).

Los genes mayores para la reaccion necrogénica generalmente se presentan en

condicion simplice en los cultivares y lineas seleccionados. Al cruzar Jas plantas que
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contienen estos genes con un progenitor susceptible, aproximadamente el 50% de la
progenie tiene la misma resistencia completa. La seleccién de plantulas resistentes se

puede hacer inoculando el virus con una pistola a presion (Ross, 1986).

La mayorfa de los genes mayores no son especificos para las variantes (Cockerham,
1970; Ross, 1983) y no se ha observado la pérdida de esta resistencia. Robinson (1976)
la lama, en forma apropiada, ‘resistencia vertical congelada”. La escasa presencia de
mutantes de virus que rompen la resistencia puede deberse a las pocas unidades de
informacién que un virus puede almacenar en su codigo genético. Se ha observado que
es mucho mas dificil para un virus que para un hongo romper la resistencia del
hospedante. Rara vez se ha visto en experimentos de invernadero que [as variantes de

PVX y PVY rompan la resistencia de los genes mayores.

Una importante defensa contra los virus transmitidos por afidos pueden estar eonst‘rtuic_ios
por los tricomas glandulares que se encuentran en algunas especies silvestres de papa
(Mehlenbacher y Plaisted, 1983), Tanto los tricomas de tipo A, de cuatro Iébulos, como los
de tipo B, simples, atrapan fisicamente a los &fidos y los inmovilizan. Los tricomas B
secretan ademas una feromona de alarma que afecta el comportamiento del afido
(Gibson, 1984). Se ha observado que la herencia de la densidad de los tricomas y el
tamafio de los l6bulos, en el caso de |a especie S. x berthaultii, es de tipo cuantitativo. Sin
embargo, el porcentaje de infeccidn con diversos virus transmitidos por afidos puede

variar entre el 22% y 100% en pruebas hechas en S. x berthaultii.
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3.2.1. Virus del enrollamiento de la hoja (PLRV)

Uno de los mayores desafios del mejoramiento genético de papa es la incorporacion de
un tipo de resistencia a PLRV que pueda excluir a este virus del cultive. En varios paises
se ha obtenido hipersensibilidad localizada y resistencia extrema para los virus PVA, PVS
y PVY, pero no para PLRV. Un cultivar que pueda excluir a PLRV y PVY haria innecesaria
la aplicacién de aficidas y permitiia que los agricultores de papa de los paises en
desarrollo usaran semilla de su propia cosecha. Los altos costos de los tratamientos
quimicos y de la semilla certificada constituyen un gran obstaculo para extender e! cultivo

de papa en estos paises (Estrada, 2000).

PLRV es transmitido por varias especies de afidos y el mas comun es Myzus persicae.
Este afido transmite el virus en forma efectiva y lo hace durante toda su vida. Ei 20-40%

de los cultivares contraen la infeccién cada afio segln las condiciones (Salazar, 1995).

Se han encontrado tres tipos de resistencia a PLRV: resistencia a la infeccién, resistencia
a la multiplicacién e intolerancia. Esto puede deberse a razones anatémicas ya que PLRV
estd restringido al floema y se mueve por este medio sin atravesar el parénquima

(Weideman , 1982; Barker, 1990).

La resistencia a la infeccién se hereda por efecto de genes menores (Baerecke, 1958 y
1961, Davidson, 1973; Hamann, 1979). Para evaluar este tipo de resistencia, se realizan
gnsayos de campo en regiones que tienen una infestaciéon mediana y estable de afidos.
Se siembran diez plantas de cada clon en surcos intercalados con plantas infectadas. El

ano siguiente se siembran uno o mas tubérculos de cada plantula para detectar el virus
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por indexacién de tubérculos o usando antisueros. El porcentaje de infeccién anual puede
oscilar entre el 10% y 70%, segun los genotipos, bajo condiciones apropiadas para |a
infeccion. Otra prueba consiste en distribuir afidos infectivos en pléntulas de pocos

centimetros de altura. Después de pocas semanas, se reconocen las plantulas enfermas

(Chuquillanqui, 1980).

Entre los materiales resistentes podemos citar a S. demissum y a los hibridos tuberosum-
andigena, a las “razas W" de Milller y a los cultivares originados de la familia MP| 44335,
que proviene del clon MPI 19268, ancestro de muchos cultivares holandeses resistentes.
Se ha observado alta resistencia en retrocruzamientos de hibridos de S. acaule x S.

tuberosum subsp. tuberosum, como el MP| 441046/10.

Otras fuentes promisorias de germoplasma con alta resistencia a la infeccion pueden ser
obtenidas de las especies S. eutuberosum y S. brevidens, nativas de Chile y Argentina, o

de S, acaule.

Hawkes (1947) observé que S. brevidens no mostré infeccién por PLRV en un ambiente
de alta infestacién de afidos y Jones (1879) no logré infectar esta especie con FLRV por
medio de afidos. Rizvi (1983) tampoco pudo infectar hibridos de S. eutuberosum x S.
pinnatisectum por medio de afidos o mediante injertos de patrones con PLRV. Austin
(1985) logrd hibridos de S. brevidens x S. phureja por fusién, que luego fueron inoculados
con afidos que portaban PLRV. La mayoaria de los clones mostraron la misma resistencia

a la multiplicacion de virus que S. brevidens.

RINLIDTECA AGROFECUARIA

BR SusOp@a
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Mediante cruzamientos de S. stoloniferum S. brevidens se obtuvieron dos resultados
practicos sobresalientes: los hibridos 84-75-16 y 84-630-4. El primero se adapté muy bien
en Bolivia, donde mostré resistencia al tizén tardio (P. infestans), al nematodo del rosario
(Nacobbus aberrans) y a PLRV; fue lanzado como el nuevo cultivar "Jaspe". El segundo
hibrido, obtenido del cruzamiento StoPl.160225.6 x brd P1218228.2, también ha mostrado
resistencia al tizén y a PLRV, alto rendimiento y excelente calidad para el consumo fresco
-como papa salada y al horno- pues su textura es harinosa. Este hibrido dio origen al cv.

Morita (Estrada, 2000).

Seglin Ross (1986), otra fuente de resistencia es S. acaule, que parece mostrar un tipo
nuevo de resistencia no necrética a la multiplicacién de virus, en la cual no se puede

detectar al virus por inoculacién por injerto (Brown, 1984Db).

Otro tipo de resistencia es la hipersensibilidad sistémica o intolerancia encontrada en los
cultivares Apta, Carla, Ida, Monza v Sedira de Alemania y en Kama de Polenia (Arenz,
1956; Baerecke, 1958 y 1968). Si la variedad también presenta resistencia a la infeccion,

puede permanecer completamente sana.
3.2.2.Virus Y (PYY)

Las plantas infectadas con PVY frecuentemente sufren dafios mas severos que las
plantas infectadas con PLRV, Otra caracteristica desfavorable de PVY es que puede
presentarse en forma de variantes suaves que causan sintomas leves e incluse en forma
latente @ no visible. Su transmisién por Myzus persicae y otros afidos es de tipo no

persistente, o sea, que requiere corto tiempo entre la adquisicion y la inoculacion (Kostiw,
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1981). Los aficidas comunes no son efectivos porque inducen una fase hiperactiva de los

afidos (Schepers, 1972; Mufler y Hettich, 1983).

Se conocen tres grupos de variantes de PVY. Las variantes comunes (PVY?®) causan los
sintomas primarios tipicos como lineas oscuras en el envés de las hojas y caida de las
hojas inferiores primero y de las superiores al final también. En generaciones posteriores
la planta puede mostrar un mosaico severo. Algunas progenies muestran falsos sintomas
de PVY debido a factores genéticos. Estc se puede observar en plantulas de semilla

botanica. (Estrada, 2000).

El mejoramiento para resistencia es de dos tipos: resistencia a la infeccion e
hipersensibilidad. La primera se basa en genes menores y se observa como una reaccion
necrética en algunos cultivares y en clones de S. phureja y S. stenotomum. Los métodos
de seleccion son similares a los de PLRYV. La temperatura debe estar por encima de 1300

cuando se hace la inoculacién con pistola (Ross, 1988).

Los genes mayores Ny y Ry participan en la resistencia necrogénica. La reaccion
depende mucho del biotipo de virus. Los genes Ry proveen una proteccion completa y
controlan la resistencia extrema. Esta fue encontrada por Stelzner (1950) y Cockerham
(1970) en S. stoloniferum y el gen no es especifico para razas (Fernandez, 1983).
Algunos genotipos con el gen Ry tienen resistencia extrema a PVA, el cual estd

relacionado con PVY.

En estado temprano las plantulas se pueden seleccionar por su resistencia inoculandolas

en bandeja o semillero con una pistola cargada con la savia del virus (Ross, 1960;
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Wiersema, 1861 y 1972; Brown, 1981). Las pléntulas que no muestran sintomas deben
inocularse de nuevo para evitar errores por infecciones latentes. Para asegurarse de la
presencia del gen Ry en la poblacion, se deben hacer injertos de prueba en varios de los

clones selectos.

Los cultivares que poseen el gen Ry, segln varias publicaciones, son Sante, Corine,
Bzura, Pilica, San, Szignal, Barbara, Bison, Fanal, Cordia, Esta, Forelle, Pirola y Wega.
Barbara tiene ademas el gen Rx para resistencia extrema a PVX. La resistencia de todos,
excepto de Corine, proviene de S. stoloniferum. Estos cultivares son el resultado de
retrocruzamientos con fuberosum de tercero a séptimo grado. Un progenitor muy
empleado ha sido el MP| 61.303/34 que posee genes de andigena, acaule (Rx),
demissum, spegazzini (Fb) y stolonifrum (Ry). También se ha detectado resistencia
extrema en cultivares de la subsp. andigena, que se hereda por un gen dominante

(Mufioz, 1975; Galvez, 1980).

3.2.3. Virus X (PVX)

El virus X se transmite por contacto por medio de heridas y ocasionalmente por hongos
del suelo. Tiene una afta infectividad. El mejoramiento para resistencia es de tres tipos:
resistencia a la infeccién, hipersensibilidad local y resistencia extrema. La resistencia a la
infeccién es muy y afta en algunos cultivares; pero sélo se mantiene en la progenie
cuando ambos padres tienen alta resistencia. Si un padre es susceptible, se obtiene sdlo

un 50% de progenie resistente (Estrada 2000).



Las variantes del virus estan divididas en varios grupos segin su reaccion a diferentes
genes y el mejoramiento se basa en las reacciones de hipersensibilidad (Nb, Nx) y

resistencia extrema (Rx) (Ross, 1986).

Los cultivares con Nx reaccionan con acronecrosis y permanecen siempre libres del virus.
La variante agresiva PVXus se halla en el 7% de los cultivares bolivianos e invade las
plantas con los genotipos Nb, Nx, Rx y Rxs (Moreira et al., 1980). Brown (1984) encontré

un gen de resistencia extrema al biotipo HB en S. sucrense.

La seleccién para hipersensibilidad y resistencia extrema se puede realizar inoculando las
plantulas con una pistola de aspersién. Se puede obtener mayor precision por medio de
injertos. La variedad alemana Clivia es la més conocida por su hipersensibilidad a PVX

pero no se conoce ni el tipo ni el origen del gen.

El gen Rx (Mills, 1965; Cockerham, 1970) se origind en la variedad chilena Villaroela de S.
tuberosum y ha sido transferido a los cultivares Atlantic, Cariton y Saco y a la linea 41956

de USDA.

El gen Rx., fue detectado por Wiersema (1961) en la subsp. andigena CPC 1873 que
también resiste a los patotipos de Globodera Ro-1 y Ro-4. El gen Rx fue hallado en S.
acaule (Ross, 1954; Cockerham, 1970; Delhey, 1974) y se incorporé en los cultivares
Aguti, Barbara, Natalie, Saphir y Serrana-INTA, por cruzamiento con el hibrido MPI
44.1016/10. Algunos hibridos de S. acaule x S. stoloniferum x tuberosum tienen ambos

genes, Ry y R, (Ross, 1954; Davidson, 1879).
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E!l CIP tiene en sus listas de hibridos para distribucién varios clones avanzados con
resistencia al tizén combinada con resistencia a PVX a PVY o a ambos virus (Estrada,

2000).

3.2.4. Virus S (PVS)

PVS y PVM son dos cariavirus que estan muv relacionados. Sélo se puede hacer un buen
diagnéstico de estos virus por ELISA. La reduccion del rendimiento a causa de PVS varia
entre 10% y 15%. La forma de transmision mas comun es por heridas y en algunas
variantes por afidos (Bode y Weidemann, 1971; Kostiw, 1981). Los sintomas son muy
leves y por ello es dificil la deteccion sintomatoldgica; algunos cultivares tienen altos
porcentajes de infeccién. Por eso se requiere el cultivo de meristemos para un programa
de semilla (Ross, 1986).

El cultivar Saco de EE.UU. tiene alta resistencia de campo a la infeccion. Para la

seleccidn, se usan los mismos métodos que para PVY

3.2.5. Virus A (PVA)

PVA es un miembro del grupo potyvirus y esta relacionado con PVY. Los sintomas son
diferentes y parecen mas como un mosaico o moteado. Su distribucién es limitada y esta
controlada por el gen Na hipersensitivo. El gen Rys, para resistencia extrema a PVY

también es (til con PVA (Ross, 1958; Cockerham, 1870).
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3.2.6. Virus “Rattle” del tabaco (TRV)

Algunas variantes de este virus causan un moeteado oscuro o verde mas claro en las hojas
de papa. Infecta sdlo los tubérculos en formacion; éstos se deforman y pueden presentar
arcos necréticos en la pulpa. En algunos casos los sintomas se asemejan a los sintomas
del virus mop top, TRV se transmite por nematodos del género Trichodorus (Beemster y

Rozendaal, 1972).

3.2.7. Viroide del tubérculo ahusado (PSTVd)

Los viroides son moléculas infecciosas de RNA sumamente pequefias y circulares, de
bajo peso molecular, que carecen de cubierta proteica. Posiblemente se originaron por
evolucién de los genes del nicleo En muchos casos no producen sintomas en el follaje;

los tubérculos se alargan, se deforman y se cuartean (Pfannenstied, 1881).

Este viroide es muy peligroso no sélo porque induce la deformacion de los tubérculos y la
reduccién del rendimiento, sino porque se transmite por semilla boténica y por contacto. Si
se contaminan los progenitores de un cruzamiento, se produce un problema para la
produccién de nuevos cultivares; por eso, se debe tener mucho cuidado cuando se envia
semilla botanica a otro pais. Este viroide se difunde mas en altas temperaturas y es raro

en las zonas andinas, sobre los 2500 m (Pfannenstied, 1981).

Ningln cultivar tiene resistencia extrema a PSTVd. Bagnall (1972) inoculd S.
guerreroense y lo encontrd libre en pruebas posteriores. Salazar (1881) no logrd infectar

el clon Och 11603 de S. acaule por inoculacion mecanica, pero si por injerto y también
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con Agrobactenium como portador del plasmido Ti transformado con secuencias

completas de PSTVd.

3.3. Resistencia derivada del patégeno

Como se anotd anteriormente, se han identificado varios tipos de resistencia contra PLRV
en diferentes especies de papa. Una altenativa para obtener resistencia al virus fue
propuesta por Hamilton (1980), quien propuso la introduccion de genes derivados del
patogeno. Esta forma de resistencia podria trabajar por expresion de los genes del

patdgeno en la planta interrumpiendo el ciclo del virus e interrumpiendo la infeccién.

Los experimentos de Powell (1986) demostraron que plantas transgénicas de tabaco que
expresan el gen de la capside del mosaico del tabaco (TMV) fueron resistentes a la
infeccion con este virus. Subsecuentemente una serie de experimentos fueron realizados
para generar resitencia a virus por transformacion de plantas con genes estructurales del
virus, tal como el gen de la capside viral y genes no estructurales, como replicasas,

proteinas de movimiento y regiones no codificantes (Franco, 1999).

3.3.1. Resistencia generada por la proteina de la capside (CP)

En plantas de tabaco se han logrado introducir y expresar genes que codifican para la
proteina de la capside (CP) viral y que confirieron resistencia contra el virus del mosaico
del tabaco (TMV) (Nejidat, 1990); el virus del sonajero del tabaco (TRV) (Angenent, 1990);
el virus del rayado del tabaco (TSV) (Van dun, 1988). También el tabaco se ha utilizado

como modelo para estudiar la proteccion mediada por genes CP en virus que atacan ofras
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especies: virus X de la papa (PVX) (Hemenway et al., 1988), virus del mosaico del
cohombro (CMV) (Candelier ~Harvey, & Hull 1983), virus del anillado de la papaya (PRV)

(Ling. et al 1991), y virus del dorado temprano de arveja (PeBV) (Van dun et al., 1988).

La interferencia en el ciclo de multiplicacién viral, similar a la que ocurre en la proteccién
cruzada, es una de |las explicaciones tedricas sobre la proteccion mediada por genes CP.
Esta explicacién es sostenida entre ofras razones en que ambas pueden ser superadas
por altas concentraciones de virus y poseen una baja efectividad contra inoculaciones

con RNA (Van den Elzen et al., 1989).

Estudios que buscan extender la proteccién mediante una CP determinada contra varios
virus, han llegado a demostrar que se requieren altos grados de homologia. Alrededor del
60%, entre las CP y los virus que se quieren controlar (Nejidat & Beachy, 1990). El
mecanismo propuestc para este tipo de proteccién es el de la heterccapsidacion
(Candelier-Harvey & Hull, 1893). Dentro de |os ensayos exitosos reportados en este
contexto se encuentran: proteccion contra el virus del mosaico del cohombro (CMV) por la
CP del virus del mosaico de la alfalfa AIMV (Candelier-Harvey & Hull, 1893); proteccion
diferencial contra varios potivirus por la CP del virus del anillado de la papaya (PRV) (Ling
et at., 1991); proteccién diferencial contra varios tobamovirus por la CP del virus del
mosaico del tabaco (TMV) (Nejidat y Beachy, 1990): proteccién contra el virus del dorado
temprano de la arveja (PeBV) por la CP del virus del mosaico del tabaco (TMV) (Van dun

et al., 1988).

Estos ensayos demostraron la existencia de un posible riesgo, la interaccién entre el

transgene y el genoma viral infectivo, produciendo enfermedades virales superinfectivas
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(Candelier-Harvey y Hull, 1983). Para contrarrestar este riesgo los mismos investigadores
propusieron la contencion biolégica, consistente en manipular la regién del gene CP
involucrada con el vector de transformacién para eliminar interacciones con genomas

virales.

Estudios de heredabilidad de genes CP fueron realizados con CMV mediante ensayos de

ELISA, encontrandose una herencia mendeliana para un gen simple (Ling et al., 1991).

Kawchuck y colaboradores (1990) transformaron tabaco y papa con el gen de la CP de
PLRV bajo el control del promotor 35S de CaMV. Se observaron niveles relativamente
altos de RNA del transgen que fueron observados en algunas lineas, pero bajas
cantidades de CP fueron detectados. Posteriormente fue transformado el cultivar de papa
Russet Burbank, con tres diferentes constructos, llevando el gen de CP de PLRV, bajo el
control del promotor 35S del CaMV. Dentro de los resultados obtenidos se determiné que
el nimero de copias del transgen no determinaba la expresién del mismo (Kawchuck et

al., 1991)

El cultivar Désirée fue transformado con dos constructor, conteniendo el gen del CP en
orientacion con sentido y antisentido, ambos bajo el promotor 35S del CaMV. El gen de
CP en orientacién antisentido expresa mas bajas cantidades de RNA que el gen con
sentido. Por otro lado, la proteina de la CP no fue detectada, usando varios antisueros en
ninguna de las 25 lineas y en una de las lineas que expresa el gen antisentido no se

observo reduccién en la acumulacion del virus (van der Wilk et al., 1991).
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Barker y colaboradores (1992) en una transformacién realizada al los cvs. Désirée y
Pentland Squuire, con un constructo que contiene el gen de CP de PLRV bajo el
promotor 35 S del CaMV, determinaron una alta cantidad de RNA transcrito, pero la
proteina no fue detectada en el cultivar Désirée, mientras que en el cultivar Pentland
Squire se detectaron pequefias cantidades. La cantidad de proteina detectada no fue

relacionada con la resistencia.

Finalmente, Watherhouse y colaboradores (1997) obtuvieron plantas de papa que tienen
el gen de la CP de PLRV bajo el control de dos promotores especificos para sistema
vascular, el promotor Ro/C de Agrobactenium rhizogenes y el promotor Sh del maiz. Los
resultados obtenidos muestran que las plantas portadoras del gen de CP bajo el promotor
RolC presentaron resistencia a la acumulacién del virus y una alta expresion en floema, al
igual las lineas que tenian el gen bajo el promotor Sh presentaron resistencia a la

acumulacién del virus aunque su expresion en el floema fue més baja.

3.3.2. Pruebas de campo con plantas transgénicas transformadas con el gen de la

proteina de la capside (CP) del PLRV

Kawchuck y colaboradores (1997) seleccionaron una linea no transformada y dos lineas
transformadas que contienen dos constructos diferentes obtenidos a partir del cONA del
gen de la CP del PLRV en orientacién con sentido. L.as lineas fueron seleccionadas con
base en sus caracteristicas agrondmicas. Las tres lineas fueron evaluadas en campo para
determinar |a resistencia al virus y la severidad de los sintomas. En todas las lineas se
observé bajos niveles de virus, aunque los sintomas fueron mas severos en la linea no

transgeénicas.
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La reduccién en la dispersidn del virus del PLRV en campo, en plantas de Russet
Burbank transformadas con el gen de la capside fue observada por Thomas y
colaboradores (1997) . Ellos usaron dos constructos que contenian el gen de la CP
modificado. Cada constructo contiene dos copias del gen de la CP bajo el control
transcripcional de dos diferentes promotores: en el primer caso, el promotor 35 S del
CaMV y el promotor de la glutamina sintetasa y en el segundo caso el promotor 35 S del
CaMV y el promotor del virus del mosaico del figwort. Las lineas que contienen cualquiera
de los dos constructos fueron ‘evaluadas en campo, mostrando resistencia al virus en la
primera infeccién. Posteriormente fueron evaluadas en una segunda infeccion y mostraron

marcada resistencia a |a dispersion del virus.

3.4, Asignacion de fotoasimilados y efecto de la infeccion viral

A partir de los trabajos clésicos de Warren Wilson (1972, 1981) surgieron los conceptos

de potencial de la fuente y potencial de la demanda donde:

Potencial de la fuente (hojas)= tamafo de la fuente x actividad de |a fuente, y
Potencial de la demanda (Tubérculos y érganos en crecimiento)= tamario de la demanda

x actividad de la demanda.

La actividad de la fuente corresponde a la tasa de asimilacién neta de la planta (TAN) y el
tamario de la fuente al area foliar: la potencia de la fuente es, por tanto, la tasa absoluta
de crecimiento de la planta (TAC), es decir, el incremento de peso de la planta por unidad

de tiempo.
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La actividad de |la demanda corresponde a |a tasa relativa de crecimiento de los 6rganos
de almacenamiento y metabolismo activo, en tanto que el tamano de la demanda
corresponde al peso seco de estos tejidos; por tanto, la potencia de la demanda

corresponde a |a tasa absoluta de crecimiento de los 6rganos de demanda.

Se considera que cuando se logra aislar apropiadamente una unidad fuente-demanda en
una planta, el potencial de la fuente es igual al potencial de |a demanda, lo cuél es valido
por definicion: la tasa absoluta de crecimiento de la unidad corresponde a la tasa absoluta

de crecimiento de los 6rganos demanda.

En las plantas puede ocurrir que las limitaciones no ocurran ni en la fuente, ni en la
demanda, sino en la via que comunica estos organos; por o tanto se entraria a analizar la

relacion que se presenta en el modelo fuente-via-demanda.

Los fotoasimilados producidos en el parénquima fotosintético de las hojas deben ser
exportados a otros érganos de la planta donde son requeridos para produccion de energia
metabdlica, crecimiento y almacenamiento; el transporte de dichos compuestos se hace
por medio de un sistema especializado denominado floema (considerado como la via de
comunicacién entre la fuente y la demanda) que se encuentra localizado en los haces
vasculares (Rhodes, 1998 # 5). El proceso por el cual los carbohidratos y demas
fotosintetizados son llevados desde las células que los producen hasta el floema (y

particularmente, hasta los tubos cribosos del floema), se denomina carga del floema.

La primera parte del transporte de fotoasimilados desde el parénquima fotosintético hasta

los haces vasculares ocurre por difusion principalmente via simplasto, es decir, por el
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interior de la célula, pasando de célula a célula a través de conexiones denominadas
plasmodesmos, hasta llegar a las células del paréngquima floematico (Rhodes, 1998 #7); el
paso posterior de fotoasimilados hasta los tubos cribosos del floema puede ocurrir segun
dos posibles vias; por el apoplasto o por el simplasto (Van Belaje, 1993). En el caso
particular de la papa la descarga a los tubérculos es de tipo simplastico (Stitt &

Sonnewald, 1995).

Finalmente, el modelo fuente-via-demanda se puede ver afectado principalmente por la
acumulacién de virus en el floema. Se ha observado que el virus utiliza este tejido, como
via de dispersion y ruta de transporte en la planta, via plasmodesmos (Mushegian &
Koanin, 1893, Lucas & Gilbertson, 1894). En la mayoria de los casos se observa necrosis
asociada con la infeccién (Golinowski et al, 1987, Wilson & Jones, 1992). Barker &
Derrick (1997) determinaron que la acumulacion de virus en tallos causa alteraciones
morfolégicas en las células del floema, ellos consideran que esta afeccién es la causa
directa del rompimiento en la comunicacién entre la fuente y la demanda, generando una

reduccion en la produccion de tubérculos.

3.5. Obtencion de plantas transgénicas de Solanum phureja cv. Yema de Huevo

Franco (1998) obtuvo clones transgénicos de S. phureja cv. Yema de huevo (clont),
denominados lineas “AT", a partir de de discos de foliolos que fueron cocuitivados con la
cepa de Agobacterium tumeraciens LBA4404, que posee del plasmido pSCR107 (Barker

et al., 1992), desarrollado del pROK2, un vector binario basado en pBin19 (Bevan, 1984),
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Este vector contiene una secuencia de cDNA complementario desarrollada del genoma
del PLRV que va desde el nucledtido 3582 a 4581 e incluye el ORF3 que corresponde al
gen de la proteina de la capside (CP) del virus, bajo la regulacién del promotor CaMV

358, terminando con la secuencia de poliadeninas de la nopalina sintetasa.

Las plantas fueron obtenidas por organogénesis in vitro a partir de los discos de foliolos
de S. phureja en medios con kanamicina, incubados a 20°C y 2000 Jux. Cuando los brotes
se desarrollaron fueron transferidos a medioc MS30 con cefotaxime y kanamicina y

finaimente fueron adaptados a condiciones de invernadero (Franco, 1998).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién

Las fases de micropropagacion in vifro se realizaron en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Instituto de Biotecnologia; el trabajo de Caracterizacion Molecular
se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular del Virus de la Facultad de
Medicina, ambos de la Universidad Nacional de Colombia. Las evaluaciones de
resistencia se trabajaron en condiciones de invernadero, en la Estacién Experimental San
Jorge del Instituta Colombiano Agropecuario (ICA), ubicada en el municipio de Soacha a

una altura de 2800 msnm.
4.2. Micropropagacién y mantenimiento in vitro del material vegetal

Los clones transformados 48, 63, y 100 y los no transformados AT 14 y 81 obtenidos i:or
organogénesis de hoja de S. phureja cv. Yema de Huevo, al igual que el clon1 utilizados
en este trabajo, fueron micropropagados y mantenidos en medio liquide compuesto por
las sales de acuerdo con la formulacién Murashige y Skoog (1962), suplementado con
vitaminas Morel y sacarosa 30 g/L, el pH se ajusté 5.8 y posteriormente se esterilizé a

121°C, durante 20 minutos.

Los clones se mantuvieron en cuarto de crecimiento a una temperatura de 18°C = 2 con

un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.



4.3. Adaptacion a condiciones de campo y obtencién de tubérculos

Una vez micropropagadas las plantas de los diferentes clones, tuvieron una pre-
adaptacion a condiciones ex vitro, utilizando papel celofan en frio estéril, como tapa para
los frascos donde se mantuvieron las plantas en condiciones in vitro. Luego de 25 dias,
las plantas fueron transplantadas en materas con turba (Sunchine) en condiciones de
invernadero. Estas fueron cubiertas con vasos plasticos transparentes que se fueron
perforando hasta observar la completa adaptacion en condiciones de exterior luego de 30
dias. Posteriormente fueron transplantadas a materas con 3 Kg de suelo fertilizado con
Calfos Paz del Rio en una proporcion de 1000 kg/ha. y 500 kg/ha. de NPK 10-30-10 al

fondo de la matera dos dias antes de hacer el transplante.

Los minituberculos obtenidos de esta primera fase fueron sembrados con las mismas
condiciones de fertilizacién sefalada anteriormente. Los tubérculos obtenidos de esta

cosecha fueron utilizados para la primera inoculacion.

4.4. Evaluacion de resistencia

4.41. Primera inoculacién

Los tubérculos obtenidos de las plantas desarrolladas a partir de los mini tubérculos, se
utilizaron para realizar la primera inoculacién. Estos fueron sembrados individuaimente en

materas con aproximadamente 3.5 Kg de suelo fertilizado como se describié en la seccién

4.3,
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Luego de 30 dias cuando las plantas alcanzaban entre 20 a 25 cm de altura, con ayuda
de un hoja de afeitar nueva a 8 o 10 plantas de cada uno de los clones AT y clon1
(patrones), se les realizé una incisién oblicua de 0.5 a 1 cm de profundidad hacia abajo
en el tallo, luego se tomé un brote joven (pta) de Solanum fuberosum cv. Maris Piper,
donde habia sido aislado el virus inicialmente (Franco, 1998) y se insertd en la incision
fijandolo con parafilm, posteriormente se cubrié con una bolsa plastica transparente
previamente humedecida para mantener una humedad relativa superior al 90% evitando

la deshidratacién tanto del patrén como de la pia (Chuquillanqui & Jayasinghe, 1992).

El cv. Maris Piper fue donado por el Dr. Hugh Barker del Scottish Crop Research Institute,
Dundee, UK: es un cultivar susceptible al PLRV que presenta titulos virales altos y ha sido
utilizado como portador y transmisor del virus en varios ensayos realizados por él,

garantizando que el virus inoculado fuera solamente PLRV.

El injerto se evalud durante 5 dias consecutivos, asegurandose que la bolsa permaneciera
humedecida: después de este tiempo se retird la bolsa (figura 1) y se determin6 la
transmisién del virus con la prueba de ELISA en talloy hojas superiores a los 60 y 90
dias. Esta metodologia ha sido utilizada satisfactoriamente para transmision del virus en
estudios similares realizados por Barker & Harrison (1985), Barker & Derrick (1997) ¥

Franco (1998)

Los tubérculos obtenidos en la primera inoculacion, fueron recolectados en bolsas
perforadas de papel kraft, y almacenados durante 60 dias en cuarto frio a 4°C, para
retrasar la brotacién mientras las plantas del cv. Maris Piper se desarrollaban con el fin de

utilizarlas como plia y realizar la segunda inoculacion.
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Figura 1. Inoculacién viral ﬂ:or injerto, utilizando el cv. Maris Piper como portador del

virus.
4.4.2. Segunda inoculacion
Los tubérculos de las plantas que presentaron mayor titulo viral en la primera inoculacion,

fueron utilizados para la evaluacion de resistencia. Una vez que las plantas presentaron

una longitud de 20 a 25 cm se realiz6 de nuevo &l injerto a 15 plantas de cada uno de los

clones estudiados, utilizando el cv. Maris Piper como portador del virus, tal como se

describio en el numeral anterior.

Con el fin de obtener inoculaciones con titulos virales similares, |as plantas del cv. Maris

Piper utilizadas como pla fueron evaluadas por ELISA antes de realizar el injerto y se

Se determinaron los titulos virales con la prueba de ELISA tanto en tallo como en hojas

superiores a los 30, 60 y 90 dias después de inocular.

4.4.3. Andlisis estadistico

Para determinar diferencias entre los tratamientos (clones) evaluados en la prueba de
resistencia realizada con la segunda inoculacion, se utilizé un disefio completamente al

azar, con 10 repeticiones.

QBLIOTECA AGROPECUARIA
o aooMEIa
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4.4.4. Prueba de ELISA

Los titulos virales en tallo y hojas fueron determinados por la técnica de DAS-ELISA
utilizando el KIT comercial de AGDIA. El tejido lavado 2 veces con agua destilada esteril
fue macerando con buffer de extraccion (Sulfito sodio 1,3 g, polivinilpirrolidona (PVP) MW
24-40,000 20g, azida de sodio 0,2 g, albimina de huevo 2,0g, disuelto en 1L de PBS-T
1X, pH 7.4) en una proporcién de 0,5 g:2,5 ml. Después de centrifugar el homogenizado a
4000g por 5 minutos, se recupero el sobrenadante y se colocaron 100 il del extracto en
cada pozo de cada uno de las plantas de los clones evaluados y se incubaron toda Ia

noche a 4°C, cubriendo la placa con papel de aluminio,

Al siguiente dia se lavaron los pozos de la microplaca 4 veces con 400 ul PBS-T (Cloruro
de sodio 8,0 g , fosfato de sodio dibésico (anhydro) 1,15 g, fosfato de potasio monobasico
0,2 g, cloruro de potasio 0,2 g, Tween 20 0,5 g, pH 7,4) y enseguida se adicionaron 200l
del anticuerpe conjugado en cada pozo (solucién stock de gamma globulina especifica de
PLRYV acoplada a fosfatasa alcalina, obtenida de AGDIA, USA). Se incubé a 37°C por 4

horas en camara hiimeda.

Luego de lavario con PBS-T como se indico anteriormente, se agregd 200ml de solucién
sustrato de PNP (Buffer PNP (cloruro de magnesio 0,1 g, azida de sodio 02 g,
dietanolamina 97,0 m! pH 9,8) 1ma/ml de p-nitrofenil fosfato). Se incubé el sustrato
durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda. La reaccién se detuvo
adicionando 50 ! de hidréxido de sodio 3M. La lectura de la ODss se llevo a cabo en un

lector de ELISA (BIO-RAD modelo 550).
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Las muestras se consideraron positivas cuando los valores de ODugs fueron tres veces el

valor de media del control negativo (Torrance, 1998).

4.5. Extraccion de DNA gendmico

Se pesaron 100 mg de hojas jovenes de plantas libres de virus de cada uno de los clones
en estudio. En un mortero pre-enfriado con nitrégeno liquido se maceraron las hojas hasta
obtener un polvo fino; este fue transferido a tubos Eppendorf de 1,5ml y se adicionaron
700y de bufer CTAB 2X (CTAB 2%, NaCl 1,4M, EDTA 20 mM, Tris HCI 100 mM pH8.0,
PVP 2%) y 4ul de B-mercaptoetanol, se mezcld por inversion y se incubaron las muestras

a 65°C por 45 minutes, agitando suavemente cada 10 minutos.

Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se agregaron 700ul de
cloroformolalcohol isoamilico (24:1) en cada tubo, se mezclaron los tubos por inversion y
se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié u un tubo
nuevo y se adicionaron 50ul de buffer CTAB al 10% en NaCl 0,7M por tubo agitandolos

suavemente hasta abtener una mezcla uniforme.

Posteriormente se adicionaron 700yl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) en cada tubo,
se mezclaron los tubos por inversién y se centrifugaron a 14.000 rpm (Microcentrifuga
JOVAN BR4i) durante 5 minutos, este paso se repitié de dos a tres veces hasta obtener

un sobrenadante sin interface, lo que indicé que se habia eliminado las proteinas.
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Al sobrenadante recuperado se le agregé un volumen de isopropanol frio (500-600 ul) a

cada tubo y se mezcld por inversién suavemente, los tubos se dejaron toda la noche

a-20°C.

El siguiente dia las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 minutos, se
eliminé el sobrenadante cuidadosamente y el precipitado se dejé secar, invirtiendo los

tubos abiertos pos 30 minutos,

Se lav6 el precipitado de DNA con 1ml de etanol al 70% por tres minutos, luego se
centrifugaron las muestras a 14.000 rpm durante 30 minutos. Se eliminé el etanal al 70%
y se agregd 1 ml de etanol al 80%, se centrifugaron las muestras y se eliminé el etanol.

Finalmente se dejo secar el DNA dejando los tubos invertidos abiertos toda la noche.

Al siguiente dia se resuspendié el DNA en agua destilada desionizada estéril y se
agregaron 2 ml de RNAsa 10 mg/mi (libre de DNAsa) se homogenizaron las muestras y
se incubaron a 37°C por 3 horas. La reaccién se detuvo colocando los tubos a 4°C (Doyle

& Doyle, 1890).

4.6. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los geles fueron preparados con agarosa grado electroforesis (GIBCO BRL) en buffer
TBE 0,5X (Tris -borato 0.045 M, EDTA 0.001M) en concentraciones desde 0,7% hasta
1% dependiendo el tamafio del DNA analizado. La agarosa fue disuelta por calentamiento
con el buffer TBE. Las muestras de DNA fueron mezcladas con buffer de carga 6X (azul

de bromofenol 0.25% W/V, xilen cianol 0,25% W/V y glicerol 30% en agua destilada
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desionizada) y colocadas en el gel. Para estimar el tamarno de la banda de interés se

utilizé el marcador de peso molecular de 1KB (Promega cat. G5711).

El gel se tifid por 5 minutos en una solucién de bromuro de etidio a una concentracion de
0,5 ug/mly la separacion de las bandas de DNA fueron observadas por exposicion del gel
a radiacién UV (Sambrook et al, 1989), el resultado fue capturado en un digitalizador de

imagen (BIO-RAD) utilizando el programa Quantity One 1999

4.7. Purificacion de DNA

Las muestras de DNA gendmico fueron mezcladas con buffer de carga y colocadas en un
gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1% en TBE 0,5 X. Después de realizar la
corrida en la camara de electroforesis, el gel fue tefiido con bromuro de efidio y las
bandas de DNA total fueron localizadas y removidas con un bisturi, visualizandolas en un

transluminador de ultravioleta Hoefer Mighty Bright.

Los trozos de gel donde se ubicaron las bandas fueron colocados en tubos Eppendorf y
se les adiciond 5 volimenes de buffer (Tris-HCI 20mM pH 8,0, 1TmM EDTA pH 8,0), los

tubos se taparon y se incubaron por 5 minutos a 65°C.

Los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se les agregbé 1 volumen de phenoal,
equilibrado con Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Se mezclé con vortex por 20 segundos y se
recuper6 la fase acuosa por centrifugacion a 4000g por 10 minutos. Se realizo la re-
extraccién de la fase acuosa con 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1.

(Sambrook et al, 1889).
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La fase acuosa se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y se adiciondé 1 volumen de

isopropanol y se mezclé por inversién suavemente, los tubos se dejaron toda la noche

a -20°C.

El siguiente dia las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 minutos, se
eliminé el sobrenadante cuidadosamente y el precipitado se dejé secar, invirtiendo los

tubos abiertos pos 30 minutos.

Se lavo el precipitado de DNA con 1mi de etanol al 70% por tres minutos, luego se
centrifugaron las muestras a 14.000 rpm. durante 30 minutos. Se elimind el etanol al 70%
y se agregd 1 ml de etanol al 90%, se centrifugaron las muestras y se eliminé el etanal.

Finalmente se dejé secar el DNA dejando los tubos invertidos abiertos toda la noche.

Al siguiente dia se resuspendid el DNA en agua destilada desionizada estéril y se
alamacené a 4°C para ser utilizado en las digestiones, hibridaciones y ensayos de PCR.

(Doyle & Doyle, 1890).
4.8. Cuantificacion de DNA

La cuantificacién de DNA genémico, se realizé en un gel de agarosa al 0,7% en TBE
0,5X, tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Se compard la intensidad de la banda del
DNA del fago A (100 ng/ul) con las bandas del DNA total de los clones en estudiados

(Sambrook, 19889).
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4.9. Pruebas moleculares

4.8.1. Amplificacién del gen de la capside por PCR

La amplificacién de un fragmento del gen de la capside del PLRV por PCR sirvid como
evidencia de la transformacién realizada por Franco (1998). Con base en el protocolo del
kit para PCR de Boehringer Mannheim, en un tubo Eppendorf de 200 ul, se colocaron 2,5
ul de buffer PCR cen MgCl, 10X, 2.5 ulde dNTP's 10X, 4.5 unidades de DNA polimerasa
0,5 pl de DNA total (50 ng) y 1ul de cada uno de los “primers" CPf y CPr (20 pmol), el

volumen final de reaccidn que fue de 25 wl se completé con agua HPLC estéril.

Los “primers” utilizados en la PCR fueron reportados por Franco (1998) y sintetizados por
GIBCO BRL. Las secuencias son las siguientes:

CPf (forward): 5' TAGCATGCCAGTGGTTAGTGGTC 3

CPr (reverse):5' GCCTCGAGTCTACCTATTTGG 3'

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador Perkin Elmer 2400 usando el siguiente
programa: (i) 1eiclo de 95°C por 5 minutes, (ii) 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 30

segundos, 72°C por 30 segundos; y (iif) 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR, se analizaron en un gel de agarosa al 0,7% en buffer TBE 0,5X,
en una camara de electroforesis GIBCO BRL Horizon® 11- 14, corridos a 50 voltios por 3
horas. Posteriormente se tifié con bromuroe bromuro de etidio a una concentracion de 0,5

ug/ml durante 5 minutos; las bandas de DNA fueron observadas por exposicién del gel a



radiacién UV (Sambrook et al, 1989), el resultado fue capturado en un digitalizador de

imagen (BIO-RAD) utilizande el programa Quantity One 1999.

Para estimar el tamafo de la banda de interés se utilizé el marcador de peso molecular de
1KB (Promega). Como control positivo se uso el plasmido pSCR103 que contiene Ia
secuencia del gen de |a capside del PLRV (figura 2), donado por el Dr. Hugh Barker del

Scottish Crop Research Institute, Dundee, U.K.

TO <ArCrO

T3
Figura 2. Plasmido pSCR103 portador del gen de la capside del virus del enrollamiento

de la hoja de papa, insertado entre los promotores T7 y T3.
La prueba de amplificacion por PCR se acepta como evidencia molecular en la
transformacion genética y se utiliza como alternativa a la prueba de hibridacion de DNA
“Southern blotting” (BioFeedback, 1991).

4.9.2. Sintesis de la sonda marcada con digoxigenina

Con el fin de confirmar el nimero y presencia del inserto en las lineas AT transformadas,

se sintetizé una sonda marcada con Digoxigenina. Para la sintesis se utilizd como
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templete el plasmido pSCR103 (Barker et al, 1992), que contiene la secuencia del gen de

la proteina de la capside del PLRV (figura 2).

Utilizando el Kit de PCR de Boehringer Mannheim (Cat. No. 1636 080), en un tubo
Eppendorf de 200 1| se colocaron 5 11| de PCR buffer con MgCl. 10X, 2 u| de dNTP's
10X, 3 ul de dNTP's DIG MIX 10X, 4 (1| de primer T3y 4 1| de primer T7 (20 pmol), 100
ng de plasmido y 1 1 Ide enzima Mix Expand High Fidelity (2.6 unidades). El volumen final

de la reaccién fue 50 ul que se completaron con agua calidad HPLC estéril.

Los “pimers” utilizados en la PCR fueron reportados por Barker (1992) vy sintetizados por
GIBCO BRL. Las secuencias son las siguientes:

T7 (forward): 5' TAATACGACTCACTATAGGG 3'

T3 (reverse): 5 TAACCCTCACTAAAGGGA 3'

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador Perkin Elmer 2400 usando el siguiente
programa: (i) 1ciclo a 85°C por 5§ minutos, (i) 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 50
segundos, 72°C por 1minuto; y (iii) 1 ciclo a 85°C por 30 segundos, 50°C par 50 segundos

y 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR, se analizaron en un gel de agarosa al 0,7% en buffer TBE 0,5X,
en una camara de electroforesis Gibco BRL Horizon™ 11- 14, corridos a 50 voltios por 3
horas. Posteriormente se tifié con bromuro bromuro de etidio a una concentracion de 0,5

ug/ml durante 5 minutos; las bandas de DNA fueron observadas por exposicién del gel a



radiacion UV (Sambrook et al, 1989), el resultado fue capturado en un digitalizador de
imagen (BIO-RAD) utilizando el programa Quantity One 1999.

1
Para estimar el tamario de la banda de interés se utilizé el marcador de peso molecular de

1KB (Promega). Como control positivo se uso el plasmido pSCR103 que contiene la

secuencia del gen de |a capside del PLRV (figura 2).

4.9.3. Digestién de DNA gendémico

Para la digestion del DNA gendmico de cada uno de los clones, se tuvo en cuenta que las
enzimas utilizadas realizaran un corte en la region interna y otro en la regién externa del
inserto. Esta fue realizada siguiendo el protocolo de Promega para Hind 11l (cat. R6041) y

BamH | (cat. R6021). El volumen final de la reaccién de cada enzima para cada clon
independientemente fue de 25 L, el cual incluyd: buffer 10X especifico para cada enzima,
BSA acetilada a una concentracion final de 0,1 mg/ml, enzima de restriccién 1U/ug DNA y

8 ng de DNA total de cada uno de los clones estudiados,

La reaccion fue llevada a cabo en un tubo Eppendorf de 200 ul, a 37°C en bafio seco
(Fisher Scientific) durante toda la noche. Al dia siguiente 5 ml de cada una de las
digestiones fueron corridas en un gel de agarosa al 0,7% en TBE, a 50 voltios en una

camara de electroforesis horizontal, para determinar si la digestion habia sido completa.

Las digestiones realizadas fueron utilizadas para realizar el “Southern blotting” con el fin

de determinar el nimero de insertos en cada clon transformado.
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4.9.4. “Southern Biotting”

Los DNAs gendmicos digeridos con las enzimas Hind Ill y BamH |, fueron corridos en un
gel de agarosa al 0,7% en TBE, en una camara de electroforesis horizontal (Horizon 11

14 GIBCO BRL) durante 5 horas con una fuente de poder (GIBCO BRL Model 4001) a 50

voltios.

Cuando el azul de bromofenol del frente de corrido estaba préximo a salir del gel, el
corrido electroforetico fue detenido. El gel fue suspendido en seolucion de predenaturacion
(0.2 N de acido clorhidrico) agitandolo suavemente durante 10 minutos, luego el gel fue
lavado en agua destilada desionizada y sumergido en solucion denaturante (0,5 N de
hidroxido de sodio, 1,5 M de cloruro de sodio) durante 15 minutos en agitacion constante.
El gel fue lavado en agua destilada desionizada y sumergido en solucién de neutralizacion

(1 M Tris [pH 7,4], 1,5 M de cloruro de sodio) 15 minutos dos veces.

El DNA fue transferido por capilaridad a una membrana de nylon cargada positivamente
(Hybond-positive, Boehringer Mannheim). El gel fue colocado sobre dos capas de papel
Whatman 3MM que sirvié de fuente capilar, sumergido en buffer SSC 20X (3 M de cloruro
de sodio, 300 mM de citrato de sodio), dos piezas de papel Whatman 3MM del mismo
tamano del gel fueron colocadas sobre €l. Posteriormente, cerca de 5 cm de papel
absorbente fueron colocadas sobre el papel Whatman 3 MM que cubria el gel y al final de
todo el montaje se colocd una pesa de aproximadamente 1 Kg de peso. Este montaje
colocado sobre un puente acrilico sumergido en recipiente de vidrio que contenia buffer

SSC 20X se dejé durante toda la noche,
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El dia siguiente |as capas de papel absorbente junto con las de whatman fueron retiradas
y el gel fue tefiido con solucién de bromuro de etidio para observar si todo el DNA habia

sido transferido a la membrana de nylon.

El DNA fue fijado a la membrana, sometiéndola a 120°C durante 30minutos en una
incubadora. Finalmente, la membrana se lavé con agua destilada y se sect a

temperatura ambiente entre dos hojas de papel whatman (Sambrook et al, 1989).

4.9.5. “Dot Blotting”

Los DNAs genémicos de los clones estudiados, se denaturaron por calentamiento en
agua a 92°C durante 10 minutos, posteriormente los tubos fueron colocados rapidamente
en un bafo de hielo durante 5 minutos. Alicuotas de 2-3 ul de cada una de las muestras
fueron colocadas en una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-positive,

Boehringer Mannheim).

El DNA fue fijado a la membrana, sometiéndola a 120°C durante 30minutos en una
incubadora. Finalmente, la membrana se lavé con agua destilada y se seco a

temperatura ambiente entre dos hojas de papel whatman.

4.9.6. Hibridacién

Tanto las membranas de “Southern Blotting” como las de "Dat Blotting”, fueron hibridadas
independientemente bajo las mismas condiciones utilizando el Kit Dig Luminescent

Detection de Boehringer Mannheim (cat. 1363 514)



49

Las membranas fueron prehibridadas en un hibridador (TECHNE hybridiser HB-2D) con
buffer esténdar (5X SSC, 0,1% (WNV) de N-laurilsarcosina, 0,02% (W) de SDS, 1% de
reactivo de bloqueo), durante 2 horas a 60°C. Se adicionaron 3yl de sonda marcada con
digoxigenina denaturada a 92°C durante 10 minutos, por ml de solucién de hibridacién.
Las membranas fueron hibridadas durante 18-20 horas. Finalmente la solucion de

hibridacién fue recuperada y almacenada a -20°C para posteriores hibridaciones.

La membrana se lavé dos veces a temperatura ambiente por 5 minutos, con 2Xde SSCy
SDS al 1%. Luego se realizaron dos lavados por 15 minutos con 0,1X de SSC y 0,1% de

SDS a la temperatura de hibridacién, ambos lavados se realizaron en el hibridador.

Para la deteccién se lavaron las membranas durante 5 minutos en buffer de lavado (0,1
M de &cido maléico, 8,15 M de NaCl pPH 7.5y 0,3% (v/v) de Tween 20) a temperatura
ambiente; se incubaron 30 minutos en solucién de blequeo 1X (10% (w/v) del reactivo_ de
bloqueo en buffer de &cido maléico). Se diluyé el conjugado anti-DIG-AP a 75 mU/ml
(1:10000) en buffer de bloqueo (1X) y se incubaron las membranas por 45 minutos; luego
se retiro el conjugado y se lavaron las membranas 2 veces por 15 minutos con buffer de

lavado.

Las membranas de equilibraron 5 minutos en buffer de deteccién (0,1 M Tris-HCIL. 0.1 M
NaCl, pH 9,5), y se incubaron 5-7 minutos con NBT (75mg/ml de nitro biue tetrazolium salt
Boehringer Mannheim cat. 1383213 en dimetifformamida al 70% (v/v)) y BCIP (50mg/ml
de S5-bromo-4 cloro-3 indolyl phosphate, toluidinium salt, Boehringer Mannheim cat.
1383221 en 100% de diemetilformamida). Las bandas se detectaron por la aparicidén de

una coloracién azul intensa en las membranas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4. Caracterizacion molecular de clones transgénicos

5.1.1.Amplificacién del gen de la capside del PLRV con PCR

La amplificacién por PCR de un fragmento de aproximadamente 500 pb que va desde &l
nuclestido 3791 a 4327, utilizando los primer CPf y CPr descritos en la 4.9:1., que anillan
en |a regién intema del gen de la capside (figura 3), segun la secuencia del genoma viral
de PLRV (Mayo et al, 1989), evidenci6 la presencia fisica del inserto en el DNA gendmico
extraido de los clones transformados AT49, AT83'y AT100 (figura 4). Con el proposito de
verificar la especificidad de la reaccion se utilizd como control positivo de la prueba; la
amplificacién del fragmento utilizando e} plamido pSCR103 donde fue clonado el gen dela

capside (Barker et al, 1992) (figura 2).

3791 4327
5 # ¥
Primer CPf Primer CPr

Figura 3. Esquema de amplificacion en la region intema del gen de la capside del PLRV

por PCR.

Los clones AT14 y AT81 (obtenidos por organogénesis de hoja en los proceso de
transformacion) en los cuales no hubo insercion del transgen y el clon1, fueron utilizados
como confrol negativo de la reaccién, por ser derivados del clont al igual que los clones

transformados y no presentar ninguna amplificacion en la PCR (figura 4).
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AT AT AT AT AT pSCR
MPM 100 63 49 81 14 C1__ 103

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% del fragmento de la capside del PLRV
amplificado por PCR; utilizando DNA gendmico de los clones evaluados. En los
carriles 2, 3 y 4 se observa la amplificacion del fragmento del gen de interés en
los clones transformados y en el carril 8 el control positivo. Per el contrario en
los carriles 5, 6 y 7 no se observa amplificacién por tratarse de los clones no

transformados.

Con la prueba de PCR se comprobd la transformacion realizada con la cepa LBA4404 de

Agrobacterium tumefaciens por Franco (1998).

Los resultados obtenidos indican que las condiciones con las que se realizd la reaccion de
PCR fueron especificas, dado que se obtuvo la amplificacion de la secuencia esperada en
los clones transformados y el plasmido. La comprobacion de las condiciones de la PCGR
para la amplificacion de la region interna del gen de la capside del PLRV, permitic realizar

parte de la evaluacién molecular y confirmar la presencia del inserto en ¢l genoma, tanto
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en las dos fases de micropropagacién in vitro como en los tres ciclos de cultivo realizados

en condiciones de invemadero.

La estabilidad que presentd el inserto en las generaciones clonales, se comprobd a través

de esta técnica. en forma similar a lo evaluado en Solanum tuberosum por Conner (1986),

5.1.2. Construccién de la sonda

De la amplificacién con PCR del gen de la capside del PLRV presente en gl plasmido
pSCR103, se obtuvo un fragmento marcado con digoxigenina de aproximadamente
1000pb (figura 5), correspondiente al tamarfio esperado utilizado los primers T3 y T7
descritos en la 4.9.2. Este fragmento se utilizé como sonda para las hibridaciones “Dot
bloting” y “Southermn blotting" con el fin de determinar la presencia del transgen y el

numero de inserciones.

MPM SONDA

1000pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la amplificacién con PCR del gen

que codifica para |a capside del PLRV.
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El haber realizado una sintesis completa del gen de la capside del PLRV permiti6 la
hibridacién de los fragmentos obtenidos en las digestiones de DNA total de los clones

transformados con Bam HI.

5.1.3. Hibridacién de DNA total “Dot Blotting”

Buscando establecer la cantidad de DNA necesario para determinar €l nimero de insertos
y las condiciones de hibridizacién, con el DNA gendmico extraido de hojas jovenes de
plantas libres de virus de los clones en estudio, fue realizada la deteccién del gen de la

capside del PLRV por “Dot blotting”.

La realizacion del “Dot blotting”, se llevé a cabo en una membrana de nylon cargada
positivamente, donde se colocaron 1,5 ug de DNA total de todos los clones en estudio
(figura 6); como control positivo de la prueba se colocaron 100, 250 y 500ng del plasmido
pSCR103 y producto amplificado del gen de la capside por PCR, como control negativo

se Ltilizd DNA de clon1.

Los ensayos de “Dot blotting” sirvieron para determinar que la minima cantidad detectable
del gen de interés, revelando con NBT y BCIP era alrededor de 100 ng; aunque el
fabricante del Kit (Boehringer Mannheim) sefiala que se pueden detectar copias Unicas en
concentracién entre 10-50 ng, en estos ensayos no se detectd hibridacion a una
concentracién de 50 ng de plasmido. La temperatura a la cual se observé una hibridacién
especifica y en el revelado no hubo “background” fue 80°C. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos se realizé el “Southern Blotting” para establecer el numero de

insertos en los clones transformados.
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AT 100 ATB1 ATB3 AT48 AT14 Cloni

pSCR103 pSCR103 pSCR103 pSCR103 PCRCP 2yl
100ng 50ng 500ng 250ng

Figura 6. Dot blotting de DNA gendmico de los clones AT y clont, hibridado: con 'sonda
marcada con Digoxigenina. Como controles se utilizé diferentes
concentraciones del plasmido pSCR103 y amplificado del gen de la capside

por PCR.

Esta técnica junto a la reaccidn de PCR reslizada, fue otra forma de corroborar la

presencia fisica del gen de la capside en el DNA gendmico de las plantas transformadas.

5.1.4. Determinacién del nimero de insertos con “Southern Blotting”

La separacion electroforética en gel de agarosa al 0.7% de 8 pg el DNA genomico
digeridos independientemente, con las enzimas Hind lll y Bam HI € inmovilizado en una
membrana de nylon cargada positivamente, sirvio para determinar el numero de
inserciones del gen de la capside del PLRV en los clones transformados. La primera
enzima corté el fragmento insertade en Ja regién donde se encuentra ubicado €l promotor
CaMV 35, pemmitiendo que €l gen de la capside quede completo, la segunda enzima

corté el gen de la capside intermamente generandoe dos fragmentos (Figura 7), De igual

AGROFEQUAMRIA
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forma, ambas enzimas cortaron el DNA genémico de los clones generando fragmenios de

diferentes tamanos.

Regién de Hibridacion T-DNA
o vos | o vos | w ] wos |

Bam HI Hind lll

—————— ]
Sonda

Figura 7. Fragmento de T-DNA indicando los sitios de corte de las enzimas de restriccion

y la region de hibridizacion con la sonda marcada con Digoxigenina.

Esta estrategia permitid establecer (e si se detectaba una banda en las digestiones con
Hind Ill, se debian presentar dos bandas en las digestiones con Bam Hl una vez realizada
la hibridacién y el revelado con NBT y BCIP, por generar dos fragmentos hibridables a
partir de un inserto del transgen, dado gque corta internamente el gen de la capside,

indicando que &l clon en cuestién presenta una copia del inserto.

Teniendo en cuenta lo anterior, el resultado obtenido en la hibridacién muestra que los
clones AT 63 y AT 100 presentan 2 insertos del gen, mientras que el clon AT 49
solamente presenta un inserto (figura 8). En contraste, los clones AT 14, AT 81 y clon1
que no fueron transformados no presentan ningdn tipo de banda luego de realizar la

hibridizacién y el revelado (figura 8), al igual que se observé en el “Dot Blotting”.
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Hind 1lI Bam HI

AT AT AT AT ATwypm AT AT AT AT AT
CH 14 49 63 81100 100 63 81 43 14CH

3000pb

Figura 8. Southem Blotting de DNA genomico digerido con las enzimas Hind |ll y Bam
HI, hibridado con sonda del gen de la capside del PLRV marcada con

digoxigenina.

El disefio empleado en la digestion del DNA genémico permitic mantener una relacion de
1:2 en el nimero de bandas detectadas en la hibridizacion; de igual forma hubiera
permitido encontrar secuencias insertadas seguidas o en “tamdem”, en dado caso, al
haberse hallade una banda en la digestion con Hind |ll y tres bandas en la digestién con
Bam HI, se hubiera podido establecer la posibilidad de dos fragmentos del transgen en

posicién consecutiva. En los clones estudiados no se detectaron secuencias en “tamdem”.

5.2. Evaluacién de Resistencia

5.2.1. Evaluacién de la infeccién primaria

El test de ELISA realizado en tallos y hojas superiores luego de 80 dias de inoculado,
mostré una OD. entre 0.156-0.253 leido a Ags nm tanto en los clones AT y cloni,
mientras que el control para el test fue de 0.034. La prueba se repitié a los 90 dias de
inoculado, los valores obtenidos de O.D. fueron entre 0.290-0.350 leidos a Ass NM,

mientras que el control negativo presenté una O.D. de 0.038. No todas las plantas

a P g
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En ambas evaluaciones los valores obtenidos se consideran positivos por alcanzar tres
veces la media del control negativo aungue la O.D, fueran bajas (Torrance, 1999), por los

tanto se asume que hub6 transmision del virus.

Durante el ensayo l0s clones AT y clon1 no mostraron sintomas de la enfermedad, que
estd caracterizada principalmente por clorosis y enrollamiento en hojas jovenes:
generalmente esta respuesta se origina porque la distribucién de virus no es uniforme en

la infeccién primaria (Salazar, 1995).

[ Total plantas
|0 Infectadas |

NUMERO DE PLANTAS

Cl1 AT 14 AT 48 AT 83 AT 81 AT 100
CLONES

Figura 9. Porcentaje de plantas infectadas en la primera inoculacién después de 90 dias

de haber realizado el injerto.

Por esta razon, fue necesario realizar una segunda infeccion con plantas obtenidas de
tubérculos de las plantas que presentaron mayor titulo viral, tal como sefiala E.
Mihovilovich en estudios similares realizados en el Centro Intemacional de la papa (CIP)

(comunicacién personal 1989).
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5.2.2. Infeccidn secundaria

5.2.2.1. Determinacion de titulo viral en tallos

La determinacion del titulo viral con la técnica de ELISA a los 30, 60 y 90 dias después de
realizar la inoculacién por injerto con el c.v. Maris piper, en cada una de las plantas
seleccionadas, permitid evaluar que la acumulacién de virus fue fluctuante en los
diferentes clones, durante el ensayo. Presentando diferencias altamente significativas
entre los clones transformados y no transformados y estos a su vez con el clon1 (anexos
4.1. y4.2). De la misma forma se presentan diferencias altamente significativas entre los
muestreos realizados, sefialando cambios en la acumulacién de virus en el tiempo (anexo

4.3).

Durante el desarrollo de la investigacion, el incremento de virus en tallo se presento en
mayor proporcién en el clon 1y los clones AT 14 y 81, siendo el control estadisticamente
superior; por el contrario, en los clones AT 48, 63 y 100 la acumulacién de virus

disminuye significativamente hasta en un 300% comparado con el clon1 (figura 10).

En esta fase se observaron tres grupos conformados por clon1, los clones AT 14 y 81y
los clones transformados AT49, 63 y 100. Estos presentaron diferencias estadisticamente
significativas en el muestreo realizado a los 30 dias de haber hecho el injerto (anexos 1.1

y 1.2), y se mantuvieron hasta el segundo test practicado a los 60 dias (Anexos 2.1; 2.2.).

Al realizar la evaluacion a los 90 dias los tres grupos anteriores se dividen en cuatro, por

la diferencia significativa que se presenté entre los clones 14y 81 (Anexos 3.1; 3.2.).
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Esto indicaria que aunque |os clones AT 14y 81 no hayan sido transformados, se pudo
haber presentado alguna variacion somaclonal en &l momento de |2 regeneracion in viro

(van der Wilk, 1897).

1,600 I . _

1,400 - — il
m®m 30 Dias Inoc.

@60 Dias Inoc.
m 90 Dias Inoc.

1,200

1,000 -

0,800 -

0,600 -

ABS. 405nm

0,400 -

0,200 -

0,000 -

cl1  AT14 ATS81  AT49  AT63  AT100
CLONES

Figura 10. Titulo Viral Promedio en tallo de 10 plantas/clon inocutadas con PLRV. Letras

diferentes significan diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos.

En el desarrollo del tallo, las plantas de clon1 presentaron una reduccion notable en su
altura, al igual los clones AT 14y 81 en menor proporcion (figura 11), comparados con 10s
clones AT 49, 63 y 100 (figura 12). Esto indica que la acumulacién de virus en los tallos

presenta una relacion directa con su desarrollo.
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: | ‘4}5

=2 Clon AT

Figura 11. Desarrollo de plantas de clones ne transformados, después de 90 dias de

inoculacion con el virus del PLRV.



Clon AT100

Figura 12. Desarrolio de plantas de los clones transformados, después de 90 dias de

inoculacién con el virus del. PLRV
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5.2.2.2. Determinacién de titulo viral en hojas

Los resultados de las pruebas de ELISA en hojas en los diferentes clones, establecieron
diferencias altamente significativas en la acumulacion de virus, entre los clones no
transformados y los clones transformados (anexos 44 y 45). De igual forma se
presentaron diferencias altamente significativas entre los muestreos realizados (anexo
4.6), sefialando que la acumulacién de virus en las hojas fue incrementando durante el

desarrolio de las plantas.

Los test de ELISA desarrollados a los 30, 60 y 90 dias después del injerto, evidencian que
la acumulacion del virus en hojas del clon1 es siempre significativamente mayor que en
los clones no transformados AT 14 y 81, en contraste a lo anterior, se observa que los
clones transformados AT 49, 63, 100 presentan titulos virales significativamente inferiores

(figura 13).

Las pruebas de ELISA practicadas a los 30 y 60 después de realizar el injerto,
determinaron tres grupos con diferencias estadisticamente significativas conformados por
el testigo, los clones AT 14 y 81 y los clones transformados AT 49, 63, 100 (anexos 1.3,
1.4, 2.3 y 2.4). Al realizar la evaluacién a los 90 dias de infeccion, estos tres grupos se
separaron en cinco, formados por la diferencia que se presentd entre Ios clones AT 14y
81, y los clones 63 y 100. Al igual que en la evaluacion de titulo viral de tallo es posible
plantear que este resultado refuerza la hipétesis de que los clones AT 14 y 81 hubieran
presentado variacién somaclonal . En el caso de la diferencia presentada entre los clones
AT 83 y 100, es posible sefialar que se deba a la forma de expresion de los insertos

presentes en cada uno de los clones
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1,000 7

0,800 = ____|m60 Dias Inoc. = _

ci1 AT 14 AT 81 AT 49 AT 63 AT 100

) ~ CLONES

Figura 13. Titule viral promedio en hoja de 10 plantas/clon inoculadas con PLRV. Lefras

diferentes significan diferencias significativas (P<0.05) entre clones.

A diferencia de lo visto en el ensayo de infeccion primaria, en este sé observo
enrollamiento severo en hojas de las plantas del clon 1y leve en los clones AT 14 y 81
(figura 14), siendo un sintoma caracteristico de la enfermedad causada por el virus PLRV,
Por el contrario, los clones AT 49, 63 y 100 no presentaron astos sintomas. La expresion
de la enfermedad esta directamente relacionada con la acumulacion de virus (Salazar,

1995) como se pudo comprobar en esta investigacion.



Cioni

Clon AT14

Clon AT81

Figura 14, Enrollamiento en hojas causado por acumulacion del virus PLRV, en los

‘clenes no transformados, evaluados a los 90 dias de inoculacion.
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Si bien, en todos los materiales estudiados se presento acumulacién de virus en tallos y
hojas, los clones transgénicos AT49, 63 y 100 mostraron una reduccion estadisticamente
significativa en el titulo viral en todos los muestreos realizados, comparada con los clones

no transformados AT14, 81 y clon1.

En relacién con la acumulacién de virus en tallos y hojas, el efecto del namero de insertos
en los clones AT83 y AT100 en comparacion con AT49, no presenta diferencias
estadisticamente significativas (anexos 41,42 44y4b) La resistencia a la replicacion
de PLRV en lineas transgénicas transformadas con el gen de la capside del PLRV esta
relacionada con la cantidad de RNAM del gen de la cépside y no con el niamero de
inserciones del gen en los diferentes clones (van der Wilk, 1981; Mayo, 1993; Tacke,

1996).

Los resultados obtenidos confirman la hipotesis, que los clones transformados presentan
resistencia a la acumulacion de Virus. Resultados similares en induccion de resistencia a
PLRV en plantas transformadas con el gen de la capside fueron encontrados por

Kawchuk (1990), Barker (1993), Tacke (1996).

Existen evidencias que la expresion del gen de la capside bajo el promotor 355 del virus
del mosaico del coliflor (como es el caso de los clones transgénicos evaluados en el
presente trabajo), provee altos niveles de expresion en las células de plantas transgénicas
(Dudits, 19982), como también que tiene una alta actividad en floema incrementando la

resistencia a la replicacion del virus (Jefferson, 1987).
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Aunque no es perfectamente claro el mecanismo de resistencia generado por la expresion
del gen de la capside viral, se cree que puede inhibir la encapsidacién impidiendo la
replicacidn del virus ( Wu, 1990; Thomson, 1994). Por otro lado, al realizar pruebas de
ELISA en plantas libres de virus de los clones transformados, no fue posible detectar la
proteina de la capside, aunque la sensibilidad de la prueba permite detectar
concentraciones alrededor de 3,2ng virus/ g de tejido. Estos resultados son similares con
observaciones hechas por otros autores, quienes al realizar el test no pudieron detectar la
proteina (Kawchuk, 1980; van der Wilk, 1991: Presting, 1995; Franco, 1999). En otros
trabajos realizados, se determind que al hacer la purificacion de la proteina se pudo

detectar utilizando anticuerpos monoclonales (Bahner 1990),

En relacién con lo anterior, se considera entonces que la habilidad de la proteina de la
capside del transgen de inhibir la acumulacion y dispersién del virus en el tejido del
floema, es mas probablemente representado por funcién del RNA de la capside que de 1a

proteina en si (BarKer et al, 1993).

Finalmente, estudios realizados por Barker & Derrick (1997) demostraron que el RNAm
del transgen de la proteina de la capside, inhibe la expresién del gen que codifica una
proteina de 17K del virus, requerida para entrar a los plasmodesmos de las células del

~ floema, inhibiendo de esta forma la dispersién en plantas que poseen el transgen.
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5.3, Produccion de tubérculo

La figura 15, muestra [a produccion €en gramaos de los tubérculos obtenidos &n cada uno
de los clones. El anaslisis de varianza (anexo 5.1.) indica que hay diferencias altamente

significativas entre los clones.

Se presentaron tres grupos claramente definidos con diferencias altamente significativas
(anexo 5.2.), un primer grupo comprendido per el testigo clon 1, un segundo grupo
formado: por los clones no transformados AT 14 y 81 y un tercer grupo por los clones

transformados AT 48, 63 y 100.

Lo anterior indica que la transformacion genética realizada con el gen de la capside del

PLRV, evita la disminucion en la formacion de tubérculos por impedir la acumulacién viral.

| cl1 AT14 AT81 AT49 ATE3 AT100
| CLONES

Figura 15. Produccion Promedio de Tubérculos de 10 plantas/clon. Letras diferentes

significan diferencias significativas (P<0.05) entre clones.
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5.4. Relacién entre titulo viral y produccién de tubérculo

Es evidente que la produccion de tubérculos se vio directamente afectada por la
acumulacién de virus en las plantas. En primera instancia |2 regresion entre produccion
de tubérculo respecto al titulo viral en tallo (figura 16), senala que existe una relacion
inversamente proporcicnal aitamente significante con un coeficiente de determinacion del

92.33% (anexo 7).

De igual forma, la regresion entre produccién de tubérculo respecto 3l titulo viral de las
hojas, muestra una relacién inversamernite proporcional estadisticamente significante

figura 17), con un cosficiente de determinacion del 69.58% (anexo 8).
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Figura 16. Regresién lineal de peso tubérculo respecto al titulo viral en tallos de 10

plantas evaluadas por cada clon.
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Figura 17. Regresion lineal de produccion de tubérculo respecto al titulo viral en hojas

de 10 plantas evaluadas por cada clon.

La correlacion de las variables titulo viral en tallos y hojas con produccion de tubérculo,
muestra una relacion inversa estadisticamente significativa (anexo 8), es decir, que la
produccion se ve afectada por acumulacién de virus en tallo y hojas. Por el contrario, la
correlacion de ftitulo viral entre ‘tallos y hojas (figura 18), presentd una relacion
directamente proporcional estadisticamente significativa (Anexe g8); sefalando de esta
forma, que el incremento de titulo viral en las hojas fue influenciado por el incremento del
titulo viral en tallos; esto se explica porque el virus realiza su replicacion en células del
floema y se moviiiza con los componentes de 1a savia (Barker, 1897); contrario a esto, en
las plantas transformadas la reduccion en el titulo viral, puede atribuirse a la expresion
del gen de la capside que reduce la replicacion del virus (Mayo, 1993; & Watherhouse,

4997).
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Figura 18. Relacion entre acumulacion viral en tallos y hojas.

En esta investigacion los resultados obtenidos muestran que la resistencia a la
acumulacion de virus en tallo y hojas, presentan una relacién inversamente proporcional

con la produccién de tuberculos.

Lo anterior sefiala la relacion existente entre las hojas como organos productores de
fotoasimilados o fuente y los tubérculos como érganos de almacenamiento o demanda. La
comunicacion entre fuentes y demandas fiene lugar por el floema; de tal manera que es
posible hablar del modelo fuente-via-demanda propuesto’ por Wilson (1972, 1981) y la

relacién que se presento entre el titulo viral y la produccion de tubeérculos.

El potencial de la fuente esta dado por su tamano y actividad, al igual que el potencial de

la demanda. En este caso el potencial de la fuente pudo verse afectado por la

WIBLIOTECA AGROPECUARIA
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acumulacién de virus en las hojas impidiendo una buena actividad fotosintética. Se ha
demostrado que el marco de lectura abierta 0 (ORFQ) del PLRV, genera una proteina
(p28) que se cree tiene como funcién el reconocimiento del hospedero; ademas de esto,
en plantas transgénicas que acumulan niveles de RNA del ORFO del virus detectado por
Northermn blot, se observd la disminucién de RNAm que codifica para rubisco. Una
explicacién alternativa a lo anterior, es que la p28 induce bloqueo del transporte a través
del floema, resuftandc acumulacion de metabolitos en las células y subsecuentemente
supresién de la fotosintesis (van der Wilk et al, 1997). Esto sugiere que |a expresién de la
proteina p28 interviene en la fotosintesis inhibiendo |a expresion de rubisco, por ende,

genera una disminucion en la actividad fotosintética de la fuente.

Ademas del efecto que puede generar el virus sobre la fotosintesis, las alteraciones
morfolégicas como €l enrollamiento observado en las hojas de los clenes no
transformados principalmente clon1, afectan el tamafio de la fuente reduciendo el area
foliar, determinando una disminucién en la produccién de fotoasimilados (Salisbury; 1994;

Taiz, 1998)

El potencial de la demanda que en parte esta dado por su actividad metabdlica, siempre
y cuando la fuente le proporcione fotoasimilados, se puede Ver limitado por la
comunicacién gue genera el floema entre estos dos. Se ha observado que el virus utiliza
el floema, como via de dispersion y ruta de transporte en la planta, via plasmodesmos
(Mushegian, 1993: Lucas, 1994). En el casc de los clones no transformados que
presentaron menor produccion de tubérculos, la disminucién se pudo ver influenciada por
la acumulacién de virus en el floema, que puede causar dancs necréticos en la estructura

de descarga asociados con fa infeccién, ademas de las alteraciones morfolégicas de
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dicho tejido (Golinowski, 1887, Wilson,1992; Barker, 1997), impidiendo el vertimiento de

los fotoasimilados en los tubérculos.
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6. CONCLUSIONES

5 La deteccion del transgen mediante las técnicas de PRC y “Dot Blotting’ confirmé la

presencia fisica del gen de la capside del PLRV en el genoma de los clones

transformados AT 49,63 y 100.

» Se determind dos insertos del gen de la capside del PLRV en el genoma de los clones

AT63y 100y un inserto en el genoma del clon AT48 por “Southen Blotting”.

cacién de la region interna del gen de la capside del PLRV por PCR

urante las tres fases de propagacién clonal, en

» La amplifi

determiné la estabilidad del transgen d

los clones transformados.

» Se determind la resistencia a la acumulacién del virus del enrollamiento de la hoja. en

los clones transformados ATA49, 63 y 100, atribuyéndose a la expresion del transgen,

mientras que los clones no transformados AT14 y 81 Y cloni presentaron una

respuesta de susceptibilidad a la infeccién, observada por el enrollamiento en la hojas

principalmente.

ncias significativas entre numero de inserciones del transgen

7 No se observaron difere

presentes en los genomas de cada uno de los clones transformados, en relaciéon con

|a resistencia a la acumulacién viral en tallos y hojas,
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5 Se observd una relacién directamente proporcional entre titulo viral de tallos y titulo

viral de hojas e inversamente proporcional entre los titulos virales y la produccion de

tubérculos.

> La produccion de tubérculos y el desarrollo de las plantas se vio afectado de forma

directa por la acumulacion del virus en tallo y hojas en los clones no transformados AT

14y 81 ycloni, en comparacién con los clones transformados AT 48, 63 y 100
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ANEXO 1.  VARIABLE: TITULO VIRAL Aws TALLOS Y HOJAS A LOS 30 DIAS DE

INOCULACION

1.1. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE TALLOS

FUENTE GL  SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIQ  VALORF  PR>F

Clon 5 2.88646248 0.57729250 258.45"* (0.0001
Error 54 0.12015170 0.00222503
Total 59 3.00661418

R-Square  C. V. Root MSE  AbsT Mean
0.960038 9.022804 0.047170 0.522783

1.2PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE TALLOS

GRUPOSDETUKEY MEDIA N CLON
A 086800 10 Clon 1
067830 10 AT 81
0.64480 10 AT 14
0,31840 10 AT49
031320 10 AT 100
0.31300 10 ATS3

O 0 0 o m

1.3. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE HOJAS

FUENTE GL  SUMA DECUADRADOS  CUADRADO MEDIO  VALORF PR>F

Clen 5 1.84181615 0.32838323 348.56** 0.0001
Error 54 0.05087350 0.00094210
Total 59 1.68278965

R-Square C.V. Root MSE  Absh Mean
0969947 9.044844 0030694 0.339350
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1.4. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE HOJAS

GRUPOS DE TUKEY MEDIA N CLON
A 0.67730 10 Clon 1
B 0.38960 10 AT 81
B 0.35340 10 AT 14
c 0.22150 10 AT4S8
c 0.21080 10 AT 100
c 0.20350 10 AT 83

ANEXO 2. VARIABLE: TITULO VIRAL Ay; TALLOS Y HOJAS A LOS 60 DIAS DE
INOCULACION

2.1. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE TALLOS

FUENTE GL SUMA DE CUADRADOS CUADRADC MEDIO VALORF PR>F

Clen 5 4,29977053 0.85995411 390.41* <0.0001
Error 54 0.11884640 0.00220271
Total 59 441871683

R-Square C. V. Root MSE  AbsT Mean
0.973081 7.066811 0,046933 0.664133

2.2. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE TALLOS

GRUPOS DE TUKEY MEDIA N CLON
A 1.07830 10 Clon 1
B 0.85210 10 AT 14
B 0.82770 10 AT 81
c 0.41770 10 AT 48
c 0.40440 10 AT 100
c 0.40400 10 AT B3




2.3. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE HOJUAS

FUENTE GL  SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALORF PR>F

Clon 5 2.90535215 0.58107043 494.06* <0.0001
Error 54 0.06350950 0.00117610
Total 59 2,95886165

R-Square C.V. Root MSE  Absh Mean
0.978608 7.841262 0.034294 0.431850

2.3. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE HOJAS

GRUPOSDE TUKEY  MEDIA N CLON
A 0.87080 10 Cion 1
B 0.53070 10 AT 14
B 0.40160 10 AT 81
C 0.28020 10 AT 100
C 0.27280 10 AT 4g
C 0.23490 10 AT 63

ANEXO 3. VARIABLE: TITULO VIRAL Agws TALLOS Y HOJAS A LOS 90 DIAS DE
INOCULACION

3.1. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE TALLOS

FUENTE GL SUMADE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALORF PR>F

Clon 5 9.53094268 1.80518854 84578  <0,0001
Error b4 0.15939550 0.00295177
Total 59 8.68033818

R-8quarse C. V. Root MSE  AbsT Mean
0.983551 6.708396 0.054330 0.809883

94
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3.2. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE TALLO

GRUPQOS DE TUKEY MEDIA N ‘CLON
A 1.42800 10 Clon 1
B 1.11640 10 AT 14
Cc 1.02140 10 AT 81
D 0.43430 10 AT 83
D 0.43370 10 AT 100
D 0.42450 10 AT 49

3.3. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE HOJAS

FUENTE GL SUMADE CUADRADOS  CUADRADO MEDIO VALORF PR>F
Clon 5 3.36247385 0.67249479 B836.67™ <0.0001
Error 54 0.04340370 0.00080377
Total 59 3.40587765

R-Square C.V. Root MSE  Absh Mean
0987256 5951680 0.028351 0.476350

3.4.PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE HOJA

GRUPQOS DE TUKEY MEDIA N CLON
A 0.80770 10 Clon 1

B 0.8645650 10 AT 14

c 0.47520 10 AT 81
D 0.29850 10 AT 100

ED 0.27830 10 AT 49

E 025180 10 AT B3




ANEXO 4. VARIABLE: TITULO VIRAL Asos EN EL TIEMPO "TALLOS Y HOJAS"

4.1. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE TALLOS EN EL TIEMPO (TEST)

FUENTE  GL SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALORF PR>F
Clon 5 15.65085187 3.13017037 750,86*  <0.0001
Planta(Clon) 54 0.22511467 0.00416879 256"  <0.0001
Test 2 2.47298550 1.23849295 758.33**  <0.0001
Planta*Test 18 0.02663054 0,00147947 0.91™
Clon*Test 10 1.06632383 0.10663238 6540  <0,0001
Error 30 0.14674839 0.00183054
Total 179 18.58865520

R-Square C.V. Root MSE  AbsT Mean
0.862509 6.086694 0.040380 0.865600

4.2. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE TALLOS EN EL
TIEMPO

GRUPOS DE TUKEY MEDIA N CLON
A 1.12563 30 Clon'1
B 0.87110 30 AT 14
B 0.84247 30 AT 81
Cc 0.38887 30 AT 48
Cc 0.38377 30 AT &3
c 0.38377 30 AT 100

4.3. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TEST DE TITULO VIRAL DE TALLO

GRUPOSDETUKEY MEDIA N TEST

A 0.809883 60 3
B 0.664133 60 2
c 0.622783 60 1
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4.4. ANALISIS DE VARIANZA PARA TITULO VIRAL DE HOJAS EN EL TIEMPO (TEST)

FUENTE GL

SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALORF PRSE
Clon 5 7.62047738 1.52409545 858.22"* <0.0001
Planta(Clon) 54 0.09578557 0.00177381 347 <0001
Test 2 0.58811000 0.29305500 523.78** <0,0001
Planta*Test 18 0.01164544 D.00084702 1.16

Clon*Test 10 0.28926487 0.02892649 51.70"  <0.0001
Error 90 0.05035469 0.00055850

Total 179 8.65363895

R-Square C.V.
0.994181 5.688032

Root MSE  AbsT Mean
0.023654 0.415850

4.5. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TITULO VIRAL DE HOJAS EN EL

TIEMPO
GRUPQS DE TUKEY MEDIA N CLON

A 0.81883 30 Clen1
= 0.51020 30 AT 14
c 0.41547 30 AT B1
D 0.26317 30 AT 100

ED 0.25753 30 AT 48

E 0.23010 30 AT 83

4.6. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA TEST DE HOJA

GRUPOS DE TUKEY

MEDIA N TEST

A 0.476350 B0 3
B 0.431850 80 2
C 0.339350 60 1




ANEXO 5. VARIABLE: PESO DE TUBERCULOS
5.1. ANALISIS DE VARIANZA DE PESO DE TUBERCULOS

FUENTE GL SUMA DE CUADRADOS CUADRADOMEDIO VALORF PRSF

Clon 5 344430.3335 68886.0667 302.16** < 0.0001
Error 54 12310.9430 227.9804
Total 59 358741.2785

R-Square c.V. FRoot MSE  Peso T Mean
0.965481 8366731 1509902 180.4650

5.2. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY PARA PESO DE TUBERCULO

GRUPOS DE TUKEY MEDIA N GCLON
T A 260.060 10 AT 100
254720 10 AT63
250510 10 AT 48
125430 10 AT 81
110.210 10 AT 14
81.860 10 Clon 1

O w o >» »

ANEXO 6. PRUEBA DE CORRELACION ENTRE TITULO VIRAL DE TALLO, HOJA
Y PRODUCCION DE TUBERCULO

Vanable N Mean Sum Std Dev Minimum  Maximum
Abs Tallo 180 0.66560 0.33081 119.80800 0.26500 1.54800
Abs Hoja 180 0.41585 0.21887 74.85300° 0.16500 0.93800

Peso Tubéreulo. 60  180.46500 77.75900 10828 60.20000 280.40000

Pearson Correlation Coefficients
Prob > |r| under HO: Rho=0
Number of Observations
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Abs. Tallo  Abs. Hoja Peso Tubércllo

Abs, Tallo 1.00000 0.91769 -0.96087
<0.0001 <0.0001

n:180 n;180 n:60
Abs. Hoja 0.91769 1.00000 -0.83414
<0.0001 <0.0001

n:180 n:180 n:180
Peso Tubéreulo  -0,86087 -0.83414 1.00000

<0.0001 <0.0001
me0 n:60 me60

ANEXO7. ANALISIS DE VARIANZA DE REGRESION LINEAL ENTRE PESO
TUBERCULO Y TITULO VIRAL EN TALLO

FUENTE GL SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALORF PRSF

Modela 1 329368.30864 329368.30864 697.892* 0.0001
Error 58 27372.96786 471.94772

Total 59 356741 27650

R-sguare c.\V. Root MSE Deep Mean

0.9233  12.03799 2172438 180.48500

ANEXO 8.  ANALISIS DE VARIANZA DE REGRESION LINEAL ENTRE PESO
TUBERCULO Y TITULOQ VIRAL EN HOJA

FUENTE GL SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO VALOR F PR>F

Modelo 1 248217.13660 248217.13660 132.658" 0.0001
Error o8 108524.13990 1871.10586
Total 59 356741.27650

R-square C.V. Root MSE Dep Mean
0.6958 2396935 4325528 180.46500
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