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1.  ANTECEDENTES GENERALES DEL PROYECTO

NOMBRE DEL PROYECTO:

Mejoramiento genetico asistido por marcadores molaculares para seleccion de variedades de
papa con resistencia miltiple a nematodo dorado y virus

Agriceftura y Rubro: Mejoramiento genétice
Ganaderia

Region(es) de Ejecucion: #.8,10 Regiones

Linea Teméatica:

Fecha de Inicio: Octubre 2001 )
_ DURACION: 48 meses
Fecha de Término: | Septiembre 2003
AGENTE POSTULANTE:
Nombre INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGRCOPECUARIAS (INIA)
Direccian :Fidel Oteiza 1956 pisos 11-12 Ciudad y Regién: Santiago, RM
RUT :
Teléfono ;2097740 y 2097969 Fax y e-mail: 2699526
Cuenta Bancarnia (tipa, N°, banca): direccion-nacional@inia.cl

AGENTES ASOCIADOS:

REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:
Nombkre: Franciscao Javier Gonzalez del Rio
Cargo en el agente postulante: Director Nacianal

RUT: Firma:
Direccién: Fidel Oteiza 1958 pis¢s 11-12 Ciudad y Region: Santiago, RM
Fono: 2097740 y 2097969 Fax y e-mail: 269385286

fgonzale@inia.cl

COSTO TOTAL DEL PROYECTO

{Valcres Reajustados) -
FINANCIAMIENTO (J'\L{CIT DO 446
{Valores Reajusta G -
APORTE DE CQAI Y 55.4
(Valores ReajusiBgng 3
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2. EQUIPO DE COORDINACION Y EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO

2.1. Equipo de coordinacién del proyecto
(presentar en Anexo A informacion solicitada sobre los Coordinadores )

COORDINADOR DEL PROYECTO [ \ X \, \
NOMBRE RUT \:lRMi 0
Julio Kalazich Barassi \ <
AGENTE DEDICACION \
PROYECTO
Centro Regional de Investigacion Remehue, INIA (%/ano})
35%
CARGO ACTUAL CASILLA
Investigador, encargado del programa de mejoramiento genético de 23-0
papa
DIRECCION CIUDAD
Panamericana Km &, Ruta 5 noirte QOsorno
FONOQ FAX E-MAIL
(64)-233515 (64)-237746 kalazic@remehue.inia.cl
.
COORDINADOR ALTERNO DEL PROYECTO / [
NOMBRE RUT IRy
Boris Sagredo Diaz /\
AGENTE NEACION
~pROYECTO
Centro Regional de Investigacion Remehue, INIA %/ANO
35%
CARGO ACTUAL CASILLA
Investigador, encargado del labcratorio de biotecnologia, Centro 23-0
Regional de Investigacion Remehue
DIRECCION CIUDAD
Panamericana Km 8, Ruta 5 norte Osorno
FCNO FAX EMAIL
(64)-233 515 (64)-2 377486 bsagredo@ remehue.inia.cl



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


FYNDAL

COBIERNO BE CHILE

N PARS A

INMNCWYAQON ALILARA

2.2 . Equipo Técnico def Proyecto
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(presentar en Anexo A inform

cion solicitada sobre los mie

bros def equipo técnico

Nombre Completo RUT Profesion Especialidad Funcidn y Dedicacion
y Firma Actividaden el | al Proyecto
Proyecto (%/ano)
Julio Kalazich Barassi Ing. Agrénomo, | Fitomejorador Coordinador general | 35%
Ph.D
Boris Sagredo Diaz Bioquimico, Bidlogo Motecular | Coordinador Allemo | 35%
Ph.D.
José Santos Rojas Ing. Agronomo, |Fisidlogo de Ensayos de A%
Rojas Ph.D plantas resistencia a virus
Prospeccion y
Andrés France (4) Ing. Agronomo. | Nematdlogo ensayos de 20%
Ph.D. resistencia a ND
Ensayos de
Caros Sierra Ing. Agrénomo, | Agrénomo resistencia a ND 15%
Ms. Sc.
German Holmberg F. Ing. Agénomo Economista Gestién econdmica | 15%

Ms. Sc.
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3. BREVE RESUMEN DEL PROYECTO

En Chile, la Papa Solanum tuberosum L. &5 un cultivo de primera importancia, ocupando el
primer lugar en rendimiento por hectarea, €l segundo en preduccion y el tercer lugar en area, entre los
cultivos basicos (INE, 1997). Sin embargo, enfermedades y plagas tales como las producidas por
virus y nematodos, pueden producir importantes pérdidas de rendimientc y de calidad en la
produccion. En nuestro pais, los virus mas imporlantes desde el punto de wvista agronémico vy
economico son el Virus del Enrollamienio de las Hojas de la Papa (PLRV), el Virus Y (PVY) y el Virus
X (PVX), los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y también en Chile. Por olro
lado, 1a plaga cuarentenaria del Nematode dorada (ND) de |a papa (Globodera rosfochiensis), que fue
introducido desde Europa en la década de los 60, que por la accion eficaz del SAG, ha podido
mantenerse confinada las zonas centro-nore y central de pais, también es considerado una limitante
muy importante al cultive, Y por otro lado siempre existe la amenaza latente de que la plaga se
disemine al sur de Chile, donde esta !a zona produciora de semilla, la cual abastece con este insumo
a todo el pais y a otras naciones de Latinoameérica.

La mejor estrategia de controlar y evitar los problemas ocasionados por los virus (PLRY, PVY,
PVX) como por el Nematodo dorado, es a través del uso de resistencia genética incorporada en ias
variedades de produccion comercial. El INIA, a través de su Programa de Mejoramiento Genético de
Papa, el cual recibié un importante apoyo del FIA entre los afios 1981-1991, ha desarrcllado algunas
variedades con resistencia a virus y nematodo dorado como Yagana (ND, PVX, y PLRV), Ona
{PLRV), PUKARA (PLRV), e introeducido otras como progeniteres para resistencia a estos problemas
como Serrana-INTA (FVX y PLRV), y Cardinal (ND). Sin embargo, debido a la demanda creciente por
nuevas variedades que se adapten al mercado de papa para consumo fresco y a la pujanie industria
del procesamiento {puré, papa frita en hojuelas y bastones, almiddn, etc.}, es necesario acelerar el
proceso de desarrollo de nuevas variedades que, por un lado respondan a las necesidades del
mercado y, por otro, sean resistentes a enfermedades y plagas, Debido a la alta complejidad de!
mejoramiento genético de este cultivo, 5. fuberoswim (2n=4x=48), el proceso de seleccién y liberacion
de una variedad puede tomar 10 0 mas anos. Ademas, caracteres de resistencia a enfermedades o
plagas que son dificiles de evaluar hace que esta actividad sea aun mas dificil, laboriosa y costosa.

Aforlunadamente, el actual desarrollo de la biologia molecular y 1a genética, que cuenta con
técnicas que permiten monitorear la presencia de un gen en individuos a partir de su ADN, se ha
constituide en una poderosa herramienta en el mejoramiento genetico de especies, incluyendo el
cultivo de la papa. La idenlificacién y utilizacion de marcadores moleculares (MM) estrechamente
ligados genes de imporiancia agrondmica tales como de resistencia a plagas y enfermedades,
permite seleccionar tempranamente genotipes que portan estos valiosos genes.

En este proyecto se pretende impiementar métodos de seleccion asistida por marcadores
moleculares (SAMM) para identificar tempranamente genctipos que posean genes de resistencia a
PVY, PVX, PLRV y al Nematodo dorado en poblaciones segregantes. Se estima que con la
implementacion de estas nuevas técnicas maleculares de seleccidn, el pericde tiempo necesarie para
desarrollar estas nuevas variedades de papa mulfiresistentes se acoriaria ostensiblemente. El
impactc de estas variedades resistentes tendra un gran efeclo en los pequenos agricultores, los
cuales no tienen acceso a una semilla de papa de buena calidad, y por efecto de estas plagas
obtienen bajos rendimientos. Este sector representa al 83% de los 90.1994 productores del pais.
Ademas, el desarrollo de nuevas variedades resistentes a nematodo dorado, permitird por un lado
controlar la peste disminuyendo el riesgo que estas se expandan hacia las zonas semilleras del sur, y
por otro, potenciara el desarrollc del rubro en las regiones donde esta plaga ya existe. La proyeccién
econdmica de este proyecto, considerando un horizonte de 16 afios y comparando los dos escenarios
posibles, con proyecto y sin proyecto, arrojo un valor actual neto (VAN) de 3.627.604 668 y una taza
interna de retorno (TIR) de un 47%, indicadores que demuestran la conveniencia de desarrollar este
proyecto. Es importante sefialar, que realizar seleccion para resistencia multiple a virus y nematodos
por métodos tradicionales resulta costoso y complejo, § por ello actualmente no se esta realizando en|
nuestro programa de mejoramiente genético.d "-T" -con la implementacion de métodos de SAMM‘ y
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

En Chile, la Papa Solanum fuberosum L. es un cultiva de primera importancia, ocupando el
primer lugar en rendimiento por hectarea, el segundo en produccion y €l tercer lugar en area, eptre los
cultivos basicos (INE, 1997). Sin embarge, enfermedades y plagas tales como las producidas por
virus y nematodos, producen imporiantes pérdidas de rendimiento y de calidad en la produccion.

Los virus mas importantes desde el punto de vista agrondmico y econdémico son el Virus del
Enroliamiento de las Hojas de la Papa (PLRV), el Virus Y (PVY) y el Virus X (PVX), los cuales se
encuentran ampliamente distribuidos en e/ mundo y también en Chile. Eslos virus se pueden
transmitir a traves de los lubérculos sernillas empleados en la plantacion y también pueden
diseminarse en el cultivo a través del contacto mecanico entre plantas enfermas y sanas y/o por
insectos veclores, produciendo el fendomeno conocido como “degeneracion de la papa®. Esle
fendmeno consiste en una perdida progresiva e irreversible del rendimientoc del cultive a medida que
se incrementa el nivel de infeccidn de las plantas en el campo. De este modo, generalmente el
agricultor después de uno o0 mas afios, dependiendo de la zona, se ve forzado a renovar su material
de plantacién comprando semilla cerlificada, o semitla ‘del sur’ no certificada pero de origen conocido
¢on un minitno de infeccidn de estos wvirus, la cual generalmente no es accesible a todos los
productores, especialmente a los peguefios agricultores -que representan at 91% de ios productores
de papa (mas de 85.000)-, por su elevado precio. De ahi que st el pequeno agricultor contara con
mas variedades resisientes a los virus, la frecuencia de cambio de la semilla disminuiria, mejorando
la rentabilidad del! cultivo.

Por oiro lado, a mediados de los afios sesenia fue introducido desde Europa a Chile el
Nematodo dorado (ND) de la papa (Globodera rostochiensis), el cual es considerado una plaga muy
importante y de cardcter cuarentenario; esto es, la produccion no puede ser exportada a zonas libres
de la plaga. Hasta fechas recientes, las medidas cuarentenarias implementadas por el SAG habian
podide mantener confinada esta plaga a ias zonas centro-norle y cenirat de pais. En Diciembre del
2000, el SAG anuncio que en Magallanes fueron detectados una serie de focos de nematodo del
quiste, aparentemente G. pallida, con lo cual esa zona con un buen petencial para exportar semilla de
papa, ha quedado en duda si algun dia podra desarrollar ese potencial. Con este hallazgo, se vuelve
a renovar el temor de la amenaza constante de introduccion de los nematodos del quiste a las zonas
productoras de semilla de papa de las regicnes X, IX y VIl [0 que ha puesto nuevamente presion a
parar la diseminacion de la plaga y el convivir con ellas en las zonas donde ya ha sidc detectada.
Entre las tacticas mas recomendadas esta {a de cullivar variedades resistentes. Sin embargo, en
zonas donde hay mas de una raza 0 especie presente, como serian la |V y V regiones, es
recomendable el uso de mas de una variedad, y cultivando al menos una vez cada cuatro anos una
variedad susceptible (Brodie, 1896, 1999). En Chile, desde hace mas de una década, la Unica
variedad resistente que ha estado en cultivo en la IV y V regiones es Cardinal, con resistencia a la
raza Ro1 {gen H1), situacion que ha influido en la aparicién de la especie G. palfida. Es necesario
gue el pais cuente ¢on otras variedades resistentes a G. rostochiensis para cultive en las regiones IV
y V ¥y con buena aceptacion para el mercado y adaptadas al cultivo de papa fuera de estacidn gue
predomina en estas 4reas, y al cual no todas las variedades se adaptan.

La mejor forma de controlar y disminuir [os problemas ocasionados por los virus (PLRV, PVY,
PVX) y el Nematodo dorado en el cultivo de papa es a través del uso de resistencia genética
incorporada en las variedades utilizadas en la produccidn comercial. Afortunadamente, en especies
silvesires de papa se han encentrado fuentes de resistencia genética a las enfermedades virosas y a
nematodos.  Asi, a través de imporlantes esfuerzos realizados  en distintos programas de
mejoramiento genético en el mundo, incluido Chile a través del prograrna de papa del INIA, estos
valiosos genes se han podido im;?(imrar en algunas variedades comerciales. El INIA, a traves de su
Programa de Mejoramiento Gendlicglde Papa, el cual recibié un importante apoyo del FIA entre las
afos 1981-1991, ha desarrollaga "’A‘ s(iedades con resistencia a virus y nematodo dorado como
Yagana (ND, PVX, y PLRV} A3 < KARA (PLRV), e introducido otras como progenitores

debido a la demanda creciphq? okik 3 hriedades que se adapten al mercado de papa para
censumg fresco y a la puja : pcesamiento (pure, papa frita en hojuelas y bastones
almiddn, etc), y a los proble

que conformen un elememo imperiante en €l coniral integrado de éstos. \

arriba con el nematodoe dorado, es necesano ace!erar s !

a-INTA (PVX y PLRV), y Cardinal (ND). Sin embargo; f’:““::
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER (continuacion

Debido a la naturaleza autotetraploide de la papa cultivada (Solanum tuberosum, 2n=4x=48) y
a su alto nivel de heterocigocidad, el proceso de mejoramiento genético es allamente complejo y
requiere trabajar con grandes poblaciones de individuos segregantes (>80.000), En estas condiciones,
aun cuando se realizan buenos cruzamientos utilizando progenitores adecuados, el proceso de
seleccion y liberacion de una variedad puede toemar 10 0 mas afios, y mas aun si se requieren
incorporar caracteres de resistencia mualtiple a enfermedades y plagas como las que se pretende con
esle proyecto, La seleccion de resistencia a virus requiere de tiempe y recursos de personal para
identificar !a resistencia y evitar escapes en |a inoculacion mecanica, (PVY, PVX), y de costosas
pruebas masivas de ELISA y de grandes experimentos de campo que toman dos afios para evaluar y
seleccionar individuos resistentes a PLRV. Ademas, en el caso del Nematodo dorado, por ser una
plaga cuarentenaria, no se puede irabajar con ella en ia Xa Region, sede del Programa de
mejoramiento de papa del INTA.

Este proceso de seleccion puede ser tremendamente facilitade por el uso de marcadores
moleculares, A través de un métede de seleccion asistida por estos marcadores, ligados a los genes
de interés, que puede realizarse tempranamenie en un programa de mejoramiento, acortaria y
facilitaria el proceso de seleccion de genotipos resistentes a las enfermedades y plagas de interés.
Por otro lado, la incorporacién de estas modernas técnicas de seleccion en el programa de
mejoramiento le dara un imporiante valor agregado al actual programa de mejoramiento de papa del
INIA- el unico actualrente en desarrollo en Chile- mejorando también con ello sus expectativas de
desarrollar variedades no sole aptas para Chile sino también para el mercado internacional, camino
ya abierto por la variedad Pukara.

En este proyecto se pretende implementar un meétodo de seleccion asistido por marcadores
moleculares ligados a los caracieres de interes a través de la identificacion de marcadores PCR
(AFLP, SCAR, RAPD) de seleccion temprana multiple para identificar genotipos que posean {os
genes de resistencia a PVY, PVX, PLRV y al Nematodo daorado en poblaciones segregantes, y asi
seleccionar variedades con resistencia milliple a estas enfermedades y plaga.
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La papa es un cultivo de una considerable importancia en €l mundo, tanto desde el punto de
vista econdmico como alimenticio, ocupando el primer lugar en produccion de alimento por hectarea
y por dia y el cuarlo lugar en produccidn después del Arroz, trigo y maiz (Scott, 2000), En Chile, se
produce 1.304.696 ton totales, en un area de 80.629 hectareas con un rendimiento promedio de 16,2
ton/ha {INE, 1997), ocupando el tercer lugar en area, el segundo en produccion y el primero en
rendimiento por hectarea entre los cultivos basicos. En investigaciones recientes, se ha demostrado
que bajo condiciones de riege les rendimientos en las regiones centro-norle pueden llegar a 54,6
ton/ha (La Serena) y a 83,6 ton/ha en la zona productora de semilla {Osorna}; (Rojas, 2000),

En nuestro pais las producciones de papa son principalmente destinadas al mercado interno
como papa de consumo fresco, pero las exporiaciones a Brasil ¥ otros paises sudamericanos esta
aumentando y, aparentemente, existe un gran petencial para abrir nuevos mercados en
Latinoamérica y otros continentes. Durante 1999 Chile exporto 4.736 T de productos de papa,
destacando entre ellos la exportacién de papa consumo (2.6891T), producto deshidratado (1.321 T),
tubérculos semillas (545 T) y preparadas congeladas (117 T), destinados principalmente mercados
sudamericanos y por un valor total de US5%3,18 millones. Pese a que astas cifras en exporacién de
productos de papa son importantes, eilas representan solo el 1% de nuestra produccidn y equivalen a
un 25% del valor iotal de las imporlaciones de productos de papa que se hizo el pais ese mismo afia
(US3 12,73 millones), principalmente papas preparadas congeladas (Rojas, 2000). En paises como
Holanda un 55% de la cosecha de papa se destina a la agreindustria (FAO, 1995) debido
fundamenlalmente al alto valor agregado que se les incorpara a la produccion y también porque los
produclos procesados son muy utilizados en la preparacion de "alimentos rapidos” (fast food), moda
alimenticia en plena expansion en todo el mundo.

En Chile, a pesar del aumento del use de papa procesada en 1a ultima década, el proceso de
industrializacién es todavia incipiente. Una de los mayores facleres limitantes a la produccién de
papas para la industria en Chile, es |la pequena superficie plantada con variedades especializadas
para la agroindusiria apropiadas a las exigencias de los mercados externos. La mayoria de las
variedades mas cultivadas en nuestro pais son variedades destinadas principalmente al consumo
fresco como son las variedades Desiree y Cardinal. La excepcidn la hace la variedad Yagana-INIA
(alrededor del 10% del mercado) que posee excelentes caracieristicas para la produccién de papa
puré y también es apropiada para la preparacién de papa frita en bastones. La mayoria de la
produccion de puré elaborado por Nestlé Chile para los mercados intemo como exlernos esta siendo
elaborade utilizando la variedad Yagana-INIA. Esta variedad esta siendo utilizada por Néstle Chile
para la elaboracién papa pre-frita congelada para el mercado nacional, al igual que en la preparacion
de otros de productos procesados (papa duguesa, etc.), siendo |a principal variedad utilizada por esta
Industria (Néstle, comunicacidn personal). Cuando |a variedad Yagana fue seleccionada por el INIA,
la agroindustria de la papa prefrita no estaba adn desarrollada en el pais y la elaboracion del puré era
aan marginal, por lo que esta variedad no fue seleccionada especificamente para estos propositos.
No obstante lo anterior, la gran calidad culinaria y para procesamiente que redne esta variedad le ha
permitido ser usada exitosamente en una variada gama de usos. En paises desarrollados los
prograrnas de mejoramiento genético crean variedades con caracteristicas especiales para la
agroindustria y son las de mayor uso mayoritario en la produccidon de maleria prima destinada al
procesamiento agroindustrial.  Asi, por ejemplo, nacid la variedad Shepody, seleccionada en
Canadd para papa frita congelada, siendo actualinente una de las variedades mas importantes
cultivadas actualmente en Norteamérica con este propgsito, o Atlantic, seleccionada en USA para fa
elaboracidn de chips. Por la importancia que esta adquiriendo en Chile la industria del procesamiento
de papa, el programa de mejoramienis, gengtico del INIA ha estado concentrando gran parte de sus
esfuerzos en Ja obtencian de variedgdts\espa] i i

variedades con ese proposito en g v: s.a#hg. Con la creciente globalizacion de los mercados,
las variedades del INIA tambiéf > ".‘ yra satisfacer las necesidades de los mercados
externos. De hecho esto ya esi S varledad de papa PUKARA desarrollada por el

Enero de 2001 a través de un :

ltalpatate de Italia (Prof Luigi Fru5t;| : po[es com. personal). 3
Otro factor que limita un mayor dgsarrollo dei cultivo de papa son las enfermedades, cle las

cuales se han descrito mas de 200 (Horlon, 1992), muchas de las cuales causan pérdidas
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO {continuacion

significativas en rendimiento. En Chile ias enfermedades y plagas mas imporlantes son las
producidas por los virus, principalmente el del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV), y los virus
¥ y X de la papa (PVY y PVX, respectivamente), y las producidas por los hongos Fusarium spp,
Rhizoctonia solani, Alternaria solani y Phytophthora infestans, |la bacteria Erwinia spp., |05 insectos
Fhihorimaea opercullela, Linomyza tuidobrensis y Myzus persicae, este ultimo por ser vector de
muchos virus, Se suman a estas, el nematodo dorado del quiste de la papa (ND) gque es una plaga
cuarentenaria, la gque se encuentra presente en !as regiones IV, V, RM, y VL. Por su naturaleza
cuarentenaria, es un serio riesgo para la produccion de papa del pais si esta plaga es introducida a fas
regiones productoras de semilla de papa (Prov. de Arauco en Ia VIl regién al Sur). Todos ellos, en
ausencia de un conirol adecuado, pueden producir perdidas considerables a las producciones del
cultivo.

Actualmente, el contrel de enfermedades fungosas y de plagas de insectos y nematodos se
basa en el uso de grandes cantidades de funguicidas, insecticidas, y nematicidas, respectivamente,
los cuales ademas de ser costosos, representan un riesgo, para la salud de las personas y el medio
ambiente. Por otro lado, el control de las enfermedades virales, se puede efectuar mediante el control
de los vectores que los transmiten generalmente insectos como [os afidos a través de insecticidas
siendo solo parcialmente efectivo puesto que es un control indirecto, o reemplazando la semilla
infectada por material sang, libre de virus (Salazar, 1985), la gue es cara y normalmente no esta al
alcance del pequefio productor que es el mayoritario en el pais, habiendo mas de 85.000 de ellos que
producen papa, del total de 91.994 productores {INE, 1997).

La mejor estrategia de control de plagas y enfermedades es indudablemente la aplicacion de
un manejo integrado de ellas en el cultivo de papa. En el manejo integrado de plagas y enfermedades
se hace uso de factores genéticos, agronémicos y culturales, reduciendo a un minimo la necesidad
del uso de productos quimicos en el contrel. Un aspecto importante en el desarrollo de estrategias de
manejo integrado es el uso de resistencia genética (Rowe, 1993),

El uso de variedades resisteniles a plagas o enfermedades reduce al minimo la necesidad de
usar productos quimicos en su control. Es importante mencionar que los pesticidas son usualmente
toxicos para organismes benéficos que pueden usarse en estrategias de control bioldgico y - por lo
tanlo- el uso de variedades resistentes favorece este tipo de control, el cual tiene un tremendo
potencial de desarrollo en la implementacidn de una agricultura limpia, sustentable y amiga del medio
ambiente. Afortunadamente, ia papa es un cultivo que tiene una inmensa riqueza genética, con 228
especies silvestres reconocidas {Hawkes, 1994) y muchas de sllas contienen genes muy valiosos
tales como de resistencia a enfermedades y plagas, y también para mejorar la calidad del
producto tanto fresco como procesadoe (Plaisted and Hoopes, 1889). Actualmente la mayoria de los
programas genéticos de mejoramiente de papa modernos se encuentran avocados a identificar e
incorporar estos imporlantes genes en variedades de cultivo {Ross, 1986).

El programa de mejoramiento de papa del INIA de Chile, ubicado en Osorno, ha estado
empenado en desarrollar y/o introducir nuevas variedades de papa que respondan a 1as necesidades
del mercado y que ademas sean resisientes a enfermedades y plagas. Desde su formacién este
programa a liberado 6 nuevas variedades (Yagana, Pukara, Ona, Fueguina, Pehuenche y Puren) y a
introducido otras como Atlantic, Kennebec, Shepody y Ranger Russet. Es importante sefialar que en
esta tarea se ha contado con un importante aporte de la Fundacidn para la Innovacion Agraria (FIA)
durante |la década 1981-1881. Hoy, la variedad Yagana ocupa alrededor del 10% del area plantada
con papa en el pais y es la principal variedad utilizada por la agroindustria nacional de papa en la
elaboracion de puré en escamas y papa en bastones pre-congelada, siendo parte de esta produccion
exportada. Esta variedad, ademas de otros genotipos, estd siendo evaluada en [talia, USA y
proximamente en Brasil. La variedad Pukard, inscrita oficialmente en Italia en el 2001, esta también
en ensayos de prueba en paises como Escocia y USA y estd comenzando o obtener un lugar
interesante en [a produccion de papa temprana en Chile.

El problema nematoldgico producide por la presencia de Globodera rostochiensis en las
regiones Centro-norte y central del pais ha poedido ser confinado solo a esas regiones e impedido sy
propagacion al sur de Rio Maule gracias a la oportuna y eficaz accion del SAG (France, A.

comumcacmn personal). Por otro lade, la introduccién de la variedad Cardinal, la cual es resistente.a:[-
Snematado dorade, también ha servido para mantener baja la poblacion de esta plaga en los Iugares '

_|mamente el problema con este tipo de nematodos ha vuelto a cobrar relevanc;akcon ia "
@ihde Globodera paliida en Punta Arenas, lo que indica que la diseminaciin demplagas B
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guarentenarias 5on una amenaza latente para las dreas productoras de tuberculos semillas de las
zonas sur y austrai de nuestro pais. Sin embargo, el uso repetide por muchos anos de una variedad
con un determinado gen de resistencia puede conducir al incremento de otras razas de la plaga si
éstas estan presentes (Cook and Evans, 1987), situacion que ha sido observada en USA y Europa
(Brodie, 1989). En el caso en Chile, donde el uso casi exclusivo de la variedad Cardinal por mas de
15 afios en las Regicnes IV y V, puede ser que esté ocurriendo este mismo fenémeno. La experiencia
de USA y Eurgcpa indica que g5 aconsejable hacer rotaciones de variedades resistentes, alternando al
menos una vez cada cuatro afios una variedad susceptible, dande con ello mas flexibilidad a ios
agricultores en el uso de variedades, y evitando la aparicion de nuevas razas (Brodie, 1999; Cook and
Evans, 1987). De lo anterior se desprende que es importante contar con una mayor gama de
variedades de papa adaptadas a la regién centro norle que posean resistencia al nematodo dorado vy,
a su vez, sean apropiadas a los mercados de papa para consumo fresco y/o el procesamiento. Esto
potenciard no salo un mayor desarrollo def rubro en las regiones amagadas por €l nematodo dorado,
sino que también ayudara a disminuir el riesge de expansion de la plaga hacia las regiones
productoras de papa del sur de Chite.

En relacion a los virus, los mas imporiantes desde el punto de vista agroanomico y econémico
son el Virus del Enrollamiento de las Hojas de la Papa (PLRV), el Virus Y (PVY) y el Virus X (PVX),
los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y también en Chile (Rojas, 2001).
Estos virus se pueden transmitir a través de los tubéreulos semillas empleados en la plantacion y
también pueden diseminarse en el cultivo a través del contacto mecanico entre plantas enfermas y
sanas (PVY y PVX) y/o por insectos vectores{PVY y PLRV), produciendo el fendomeno conocido
como “degeneracion de la papa”. Este fenémeno consiste en una perdida progresiva e irreversible del
rendimiento del cultivo a medida que se incrementa el nivel de infeccion de las plantas en el campo.
De este modo, generalmente el agriculior después de uno o dos anos se ve forzado a renovar su
material de plantacion comprando semilla cerlificada, o con un minimo de infeccién de estos virus, la
cual es cara y no siempre accesible a todos los productores, especialmente a los pequenos
agricuitores (Rojas, 2001). En Chile a pesar que existen varias empresas, instituciones y productores
de semilla certificada que podrian abastecer de buen material a los agricultores y asi mejorar
ostensiblemente la calidad y los rendimientos del cullive, se estima que solo alrededor del 6 % de
agricultores, que corresponde a fa suma de grandes y medianos productores, con el 33% dei area
plantada, usa esta categoria de tubérculos-semillas (ODEPA 2000). El restanie nimero de
productores y de la superficie plantada con papa en el pais se hace utilizando semilla de su propia
cosecha o semilla corriente de dudosa calidad, lo que se traduce en bajes rendimientos y deficiente
calidad de la produccion.

Esfuerzos realizados en varios programas de mejoramiento genético de papa en el mundo,
principalmente en paises de Europa, Norleamérica, Latinoamérica e instituciones como el Centro
Internacional de |a Papa (CIP) y el INIA de Chile, se han traducido en el desarrollo de gerrmoplasma
que contiene genes de resistencia a virus PVX, PVY, PLRV y también al nematodo dorado. En este
germoplasma mejorado se incluyen la generacion de nuevas e importantes variedades de papa
(Kanona, Rosa, Hudsen, Hampton, Elba, Salem, Altegany, Genesee, Steuben, Pike, Andover, Reba,
Eva, Yagana, Ona (Ka!aznch 2001; NIVAA, 2000; Plaisted, 1987, Ross 1986). Todas tas variedades
liberadas por el programa de mejoramlento de papa de la Universidad de Cornell en las uiimas dos
décadas (13) tienen resistencia al nematodo dorado de la papa (R.L. Plaisted, Universidad de Cornell,
comunicacion personal). Varias de estas variedades y clongs con resistencia especifica a virus han
side introducidas como progeniteres al Programa de Mejoramiento de Papa del INIA con el propésite
de desarrcliar variedades locales aptas para nuestras condiciones de cultivo y de mercados.

El mejoramiento iradicional de este cultivo es complejo y los periodos de tiempo requeridos
para seleccion y evaluaciones son bastante largos (Bradshaw and Mackay, 1994; Plaisted, 1985)
principalmente debide a la naturaleza autotetraploide y altamente heterocigota de la papa cultivada,
Solanum tuberosum (2n=4x=48). Normalmente identificacion de genctipos superiores, debido al alte
Erado de segregacién de caracteres que se presenta aln en condiciones de una buena cruza y caon

ores adecuados, requiere de pablaciones iniciales de gran tamario. Asi, facilmente durante el
de seleccion y liberacion de una variedad puede tomar 10 o mas afios (Bradshaw and
94: Plaisted, 1985). El tamafio de las poblaciones iniciales y el tiempo requerido para
a un buen genotipo es directamente proporcional a la cantidad de genes que se deseen|
i} 'u a planta, cuando los metodos de seleccion son convencicnales (Bradshaw and Mackay
Pldisted, 1985).
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La incorporacién de nuevas herramientas de seleccion como es el case de los marcadores
meleculares puede ayudar tremendamente el mejoramiento genético de la papa. Esios marcadores
usados correctamente podrian reducir el tiempo de seleccién al identificar tempranamente aguellos
individuos que porlan ellos) gen(es) de interés (Tanksley et al., 1988). Genes de resistencia a PVY,
PVX y Nematodo dorado ya han sido mapeados en el genoma de papa (Bendahmane et al., 1997,
Brigneti et al., 1997; De Jong et al., 1897, Gebhardt et al., 1993; Hamalainen et al., 1997: Pineda et
al., 19893; Ritter et al., 1891; Tommiska et al., 1998) y existen diversos tipos de marcadores
moleculares que pueden ser utilizados para mejorar la eficiencia de incorporacidén de estos genes en
nuevas variedades. Los genes de resistencia a PLRY, por otro lado, debido a la complejidad de su
herencia, aun no s& han mapeado ni clonado. Es de interés de! programa de mejoramiento genético
de papa del INIA, incorporar métodes de seleccion basados en marcadores moleculares para acelerar
el desarrolio de nuevas variedades de papa, que se adapten a las nusvas condicicnes de mercado
y sean resislentes a plagas y enfermedades.

Estas nuevas herramientas mejoraran la eficiencia de seleccion, aumentando la rapidez y
precision en identificar genotipos resistentes a PVX, PVY, PLRYV y Nematodo dorado, v permitiendo la
seleccion simultanea de resistencias maltiples en genotipos de papa, caracteres que en su evaluacion
convencional requieren ensayos complejos y costosos, El uso de marcadores permitira diagnosticar,
con un alto grado de precision en etapas muy tempranas, cuales son (05 genotipos que portan estos
genes, Este primer paso, que consolidara la modernizacién de nuestro programa de mejoramiento de
papa al incorporar marcadores moleculares en la deteccidn de genotipos resistentes a PVX, PVY,
PLRY y ND, tambien posibililara en el futuro inmediato |a introduccién de marcadores moleculares
ligados a otros caracteres de interés en este cultivo, y de paso ponerse a la vanguardia de los
programas de mejoramiento de papa de los paises en desarrollo y a |a par de los programas de los
paises desarrollados, produciendo variedades con un mayor valor agregado y consolidando de esta
forma su presencia en mercados externos, camino ya abierlo por la variedad Pukara, inscrita
oficialmente en Italia en Enero del 2001.
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El mejoramiento genético de cultivos ha sido un practica constante del hombre, y la forma de
hacerio ha ido variando con el desarroflo de las culturas y €1 conocimiento. Inicialmente nuestros
ancestros se dedicaban a la recoleccién y seleccion de plantas en sus lugares de origen ¢ donde
estas tenian posibilidades de cruzarse producir progenies (Friborg, 1974). A principios del siglo 20 con
el redescubrimnientio de las leyes de genética de Mendel, que explicaban los mecanismos de
transmision de la herencia, y con el posterior desarrollo de la genética cuantitativa, el mejoramiento
genético de cultivos tuvo un avance notable, que junto con la aparicién de los agroquimicos hicieron
posible la conocida revolucion verde (Borlaug, 1875). Cultivos tradicionales como el trigo, el maiz, el
arroz y la papa incrementaron sus rendimientos significativamente. A pesar de ello, debido a que la
mayoria de estos nuevos genotipas mejorades se desarrollaron sobre la base de pocos cultivos con
una estrecha base genética, estos son vulnerables al ataque de pestes o plagas {Bradshaw and
Mackay, 1994). Europa nunca olvidara el desastre ocasionado por el hongo FPhytophthora infestans a
mediado del siglo 19 que diezmo el cultivo de papa, y que ocasieno la hambruna del pueblo irlandés
(Fry and Goodwin, 1985). El posterior desarrollo de nuevas variedades de papa que llevan
incorporado genes resistencia, provenientes de especies silvastres de este cultivo o cercanas, han
sido una importante herramienta en el control de esta enfermedad (Bradshaw and Mackay, 1994)).
Sin embargo, en este cullivo se han descrito mas de 300 plagas enfermedades (Hortdn, 1992), de ias
cuales varias tienen importancia econdmica. Entre ellas destacan los problemas ocasionados por 10s
virus P¥X, PVY y PLRV, y también los problemas ocasionado por 105 nernatodos.

La gran rigueza que posee la papa en especies silvestres, con mas de 228 descritas (Hawkes,
1984), ha facilitado el descubrimiento de genes de resistencia encontrados en ellas a muchas
enfermedades y plagas y su posterior traspaso a la papa cultivada. Es asi como los genes de
resistencia a PVX que se encontraron en S. andigena (Rx1) y §. acaule (Rx2) han sido incorporados
en variedades Europeas y Morteamericanas y lo mismo ha sucedido con el gen de resistencia a PVY
proveniente de S. tuberosum spp andigena (Ryaq,) (Bradshaw and Mackay, 1994; Salazar, 1996). El
gen Rx1 confiere resistencia extrema a todos las razas de PVX excepto la raza HB, y el gen Rx2
confiere resistencia extrema a todas |as razas de PVX Por olro lado el gen Ry de resisiencia
exlrema a PVY es efectivo contra todas las razas de este virus, Estos tres genes recién mencionados,
actian en forma dominante y se heredan de una manera simple (Bradshaw and Mackay, 1994). Hasla
la fecha se han descrito mas de 7 y 9 fuenles de resistencia a PVX y PVY, respectivamente {Salazar,
19986). Resistencia a PLRY también ha sido encontrada en diversas especies de papa (Bradshaw and
Mackay, 1994 Salazar, 1996), pero a diferencia de los anteriores {odas presenlan una herencia
poligénica y mas compleja, con diferente mecanismos de resistencia a PLRYV, tales como resistencia
hipersensitiva (S. tuberosum cvs Apta y Carla), resistencia a la infeccion (S. acaule, 3. tubersoum, S.
x edinense), resistencia a la multiplicacion del virus {S. acaule OCH 13823/24), y a mecanismos
combinados de resistencia a la infeccidn, resistencia a la multiplicacién y resistencia al vector {S.
bravidens) (Bradshaw and Mackay, 1994, Salazar, 1996). En el caso de nematodo dorado (Giobadera
rostochiensis) que en cual se reconocen 5 diferenles patotipos (Kont et al,, 1977), el gen H1 que
confiere resistencia a los patotipos Ro1 y Ro4, que ha sido descrito en la especies S. andigena CPC
1673 has sido el mas ampliamente utilizado (Bradshaw and Mackay, 1994). También se han descrito
varios otros genes de resistencia de G. rostochiensis y G. pallida, tales como el H2 de $S.
multidissectunt, los genes A y B de S. kurtzianum, y los genes Fa, Fb y Fc en 5. spegazzini (Franco,
1994; Ross, 1986)

La incorporacién de estes genes de resistencia antes mencionado en variedades de S.
tuberosum ha significado grandes esfuerzos humanos 'y econdémicos, debido a la inherente
complejidad genética de este cultivo. Su naturaleza autoletraploide y su alto grado de
heterocigocidad, y por lo tanto sus progenies tiene un alta grado de segregacion, hace del
mejoramiento genético una tarea dificil, que aumenta a medida que se quieran incorporar mas
caracieres a la nueva variedad. Facilmenie el periodo de tiempo comprendido entre una buena cruza
ogenitores, seleccién y evaluacion de genotipos, y liberacion de una variedad puede tomar 10 a
%(Bradshaw and Mackay, 1994; Plaisted, 1887).

| Centro Internacional de la Papa {CiP) basados en una estrategia de mejuram’l}i;n o
Brgional, concentrd sus esfuerzos en desarrollar gennttpos con resistencia a factores de g_sgreSw
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patégenos mas dafinos para el cultive de papa en el mundo. Sumado estos se encuentran las plagas
de la Polilla de |a papa, el Escarabajo Colorado de |a papa, y los nematodos del guiste y nudo, que
aun estando resiringidas en zonas geograficas especificas, representan un gran problema para el este
cultivo (Mendoza 1992). Los esfuerzos del programa de mejoramienio del CIP se han traducido en la
produccién de germoplasma, que se ha obtenide a partir de fuenies de resistencia presentes en
diferentes especies de papa, genotipos valiosos que podrian usarse como progenitores en ctros
programas de mejoramiento {Mendoza 1966). El programa de mejoramiento genético de papa del
INIA, ha incorporado varios de estos clones provenientes del CIP con resistencia a los virus PVX y
PVY con la perspectiva de usarlos como progenitores en el programa de mejoramiento de papa.
Entre ellos hay varios con resistencia combinada ‘simplex’ {con una copia del gen) a PVY y PVX y
otros ‘duplex’ para resistencia a PVY. También el CIP se ha caracterizado por poner a disposicion de
los paises en desarroillo variedades generadas por otros programas de mejoramiento con
caracteristicas d interés, como es el caso entre otros de la variedad Serrana-INTA desarrollada en
Argentina con resistencia extrema a PVX (Rxgy) vy alta resistencia al virus PLRV (Kalazich,
comunicacion personal). Sin embargoe, por la complejidad que significa el tamizado de individuos
segreganies a virus PVX y PVY aun no ha sido posible utilizar estos materiales en el programa de
mejoramienio del INIA.

Los recientes avances de la genética y de la biologia molecular estan entregando nuevas
herramientas que pueden facilitar tremendamente el proceso de mejoramiento de cultives. El
desarrollo de técnicas que permiten estudiar directamente el ADN, la macromolécula responsable de
la herencia, ha permitido implementar métedos de deteccidn de polimorfismos entre individuos y
poblaciones (Tanksley et al., 1989), los cuales se conocen con el nombre de marcadores moleculares
{(MM). El estudio de poblaciones segregantes utilizando MM ha posibilitado el desarrollc de mapas
genéticos de la mayoria de las especies de interés agrondmico, incluyendo papa (Bonierbale et al.,
1992b; Bonierbale et al,, 1993; Gebhardt et al.,, 1994; Gebhardt et al.,, 1989). Los caracteres
fenotipicos que segregan en estas poblaciones pueden asociarse a estos marcadores MM mediante
analisis de ligamiento en el caso de caracteres simples o0 mediante regresion lineal y/o analisis de
QTL para los caracteres complejos (Bonierbale et al., 1992a; Tanksley et al., 1989). También se han
descrito metodologias mas simples de encontrar asociacidn entre un caracter en especifico con MM,
asi es el caso del método descrito por (Michelmore et ai., 1891) de andlisis de grupos segregantes.
Una de las grandes ventajas de estos MM es su caracler neuiro, que se refiere a que no es afectado
por el medio ambiente, y que no dependen del estado fisioldgico o tejido de la planta (Tanksley et al.,
1989).

Los marcadores mas ampliamenie usados son los RFLP (Restriction Fragmenti Lenghi
Polymorphisms), los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), los AFLP {Amplified Fragment
Lenght Polymerphisms) y los SSR {(Simple Sequence Repeat); (Powell et al.,, 1996; Rafalski and
Tingey, 1993b; Tanksley et al., 1988; Tingey et al., 1894). Los RFLF fueran los primeros en utilizarse
y consisten en la deteccidn de sitios de restriccion polimorfismas, producidos por endonucleasas,
usando una sonda de ADN gue hibridiza consigo misma en el ADN digeride. Estéa técnica, si bien es la
mas informativa, es tediosa y cara, porque requiere enzimas de restriccion, membranas de nylon o
nitrocelulosa, una libreria genomica de donde provienen las sondas, entre otras. Los RAPD se basan
el la amplificacion de fragmenios por PCR utilizando parlidores pequefios de 9-11 bases, de disefio
aleatorio {Rafalski and Tingey, 1993a). Esta {écnica tiene la gran ventaja de necesitar muy pocas
cantidades de ADN como templado y ne necesita un conocimiento previc del genoma a esludiar. Sin
embarge, se han reporiado problemas de reproducibilidad desde un laboratorio a otro. Los AFLP que
delectan silios polimerficos combinados entre sitios de reslriccion de endonuclaesas y alineamienlos
de partidores, si bien requiere digestiones con enzimas, y de un equipamiento complejo para realizar
eleciroforesis en geles de sequencia, es un método muy poderoso debido a que en una sola reaccidn
se amplifican un alto numero de fragmentos de ADN polimorfices, ¥ con gran reproducibilidad (Vos el

4), Por otro lado los SSR también se basan en reacciones de PCR, pero requieren parlidores
”7‘ Estos marcadores son codominantes por lo que al igual gue los RFLP son capaces de

2ijre individuos heterocigotos y homocigotos, ¥ una vez mapeados se pueden usar como.|-

WM combinados de RFLP, RAPD, AFLP y SSR. Una vez que un MM que esta i:gado'a\ un;!
yortante es identificado, estos se pueden clonar, secuenciar y a partir de su secueqcsa de;
disefiar partidores especificos que permitan amplificar por PCR un fragmento de :ADN,

5 lde referencia en distintas poblaciones. La mayoria de los mapas genéticos actuales MR My
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que después de una digestion con enzima de restriccion se puede discriminar entre los
diferentes alelos amplificades. Este tipo de marcadores codominantes se denominan CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence) (Konieczny and Ausubel, 1993). Un marcador similar, que se
disefia a parlir de la sequencia de otro marcador clonado ¢ gen, pero gue no requiere digestion se
denomina SCAR (Sequence-characterized Amplified Regions {Paran and Michelmore, 1883). Un
método facil de visualizar polimerfismos entre fragmentos de ADN amplificados de regiones alélicas,
es a través de la formacion de fragmenios heteroduplex. Estos fragmenios se pueden formar entre
dos regiones alélicas con un alto porcentaje de homologia, las cuales hibridizan por
complementariedad de bases, pero que debido a las diferencias puntuales se forman pequefios
*missmatch-loops” que alteran su movilidad electroforética, los cuales pueden ser detectados con
mayor facilidad en geles de acrilamida con urea al 1% (White et al., 1992).

La ventaja de usar marcadores moleculares en mejoramiento gengético ha sido rapidamenie
asimilada por los diferentes grupos de investigadores dedicados al producir mejores cultivares. En el
caso del cultivo de |a papa, la mayoria de los programas de mejoramiento de Europa y Norleameérica,
incluyendo el CIP han incorporado estas nuevas herramientas para realizar seleccion asistida por MM
(aungue en €l caso del CiP los MM estén siendo siendo utilizados fundamentalmente en identificacion
de especies y duplicados de la coleccidn de germoplasma y en estudios de tizon tardio) (Ghislain,
2001; Ewing, 2000). Es asi comeo varios genes importantes de este cultivo han sido mapeados, y
alguncs ya han sido clonados. La ventaja de desarrollar marcadores MM a parlir de genes clonados y
secuenciados, 5 que estos son muy seguros y estables, por el hecho que no hay recombinacién
posible entre el gen y el marcader, situacién comdn en MM gque estan en las cercanias del gen, pero
no en el gen en si mismo. Los genes Rx1 y Rx2 provenientes de S, andigena y 5. acaule fueron
mapeados en el cromosoma XlI y V respectivamente (Ritter et al., 1991). El gen Rx1 se encuentra
junto al gen Gpa2 de resistencia a G. pallida, y el gen Rx2 s& encuentra en un cluster que contiene el
gen R% de resistencia a Tizon tardio, el gen Nb de resistencia a PVX y al gen Gpa3 de resistencia a
G. pallida. Ambos genes han sido clonados y secuenciados (Bendahmane et al., 2000), lo que
significa un gran avance para introducir estos en variedades pre-existentes mediante métodos de
trasgenia o para desarrollar marcadores tipo SCAR, CAPS y/o heteroduplex los cuales se pueden
usar en seleccion asistida por marcadores moleculares (SAMM) para desarrollar nuevas variedades.
El gen Ry.q, de resistencia a PVY también fue mapeado, en el cromosoma XI, por (Brigneti et al.,
1997: Hamalainen et al., 1997), y luego “clonado” por (Hamalainen et al., 1998). Basado en la
secuencia de los genes alelos de un genotipo sucsceptible se ha disefiado partidores tipo SCAR que
son capaces de detectar el gen Rya.q, entre 103 diferentes cullivos de Europa, Nortearmérica y Japdn,
con diferente background genético (Kasai et al., 2000). Este marcador sera muy (til para introducir
este gen en nuevas variedades medianie SAMM.

El gen H1 de resistencia a Nematodo dorado también ha sido mapeado, en el cromasoma V,
por (Pineda et al., 1893) y (Gebhardt et al., 1993). Ambos grupos usaron poblaciones segregantes
diploides y RFLP como marcadores moleculares. Pineda et al. Encontraron que el gen H1 esta a un
extremo de cromosoma ¥V, entre los marcadores CD78 y TG80 v a una distancia de 2,7 cM y 54 ¢cM
de estos marcadores, respectivamente. Después, otros marcadores mds estrechamente ligados al
gen H1, que los anteriores, han sido desarroliados, los que aclualmente estan siendo exitosamente
usados en lamizado de resistencia a nematodos en el pregrama de mejoramiento genético de papa
de Comell, y son los marcadores TG689, desarrallado por Cornell, y CP58 desarrollado por le grupo
de C. Gebhardt en Alemania (Brodie, 1999; S Tanskley v W. de Jong, Universidad de Comell,
comunicacién persanal). Por otro iado el grupo de Gebhardt et al {1993), encontraron una sonda de
RFLP (CP113) que comigraba con el gen H1 (0% recombinacion) en una peblacion de 91 individuos.
El clonamiento y secuenciacion de estos marcadores de RFLP en marcadores mas simples de
usar, basados en PCR tales como CAPS, no han sido exitosos. En el ultimo tiempo con el
desarrollo de marcadores SSR (Milbourne et al., 1998) y su integracion al mapa de papa, a permitido
identificar marcadores de este tipo que flanquean el gen H1, donde los marcadores STM1031 y
20 mapearon a 4 y 3 ¢cM de la sonda CP113 gue comigra con el gen H1, en las poblaciones de
dt et al (1983). EI gen Grol, que también confiere resistencia a la raza Rot de ?}';_ p“
fensis, fue mapeado en el cromosoma 7 (Barone et al., 1990), el que seria equivalente al gén| b
Bjente de 8. spegazzini (Pineda et al, 1993). f{‘f
A Hiferencia de PVY y PVX, la genética de resistencia a PLRV, no es simple sino poligéﬁi‘ca
386), es decir gobernada por varios genes. A 5uU VEZ 5€ conocen varios tipos de resistencia_:._

N\
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independientes, pero que pueden complementarse en un genotipo: resistencia a la multiplicacion, a la
infeccion, al vector, hipersensitividad y tolerancia. Cada uno de estos mecanismos puede estar
gobernado por varios o pocos genes (Salazar, 1996). Estudios de Barker et al.(1984), que analizaron
la resistencia a la multiplicacidn que se expresaba en dos clones (G7445 y G7032), ulilizando
familias de cruzas reciprocas de una variedad susceptible cv "Maris Piper”, y familias producto de
autocruzamientos encontré que la resistencia a la multiplicacién de PLRV esta controlado por l2
accion de dos genes dominantes y complementarios. Este estudio es muy importante puesto que la
resistencia a la multiplicacién es uno de los mecanismas de resistencia mas usados en la actualidad
para resistencia a PLRV. Si hay pocos genes invelucrados, |a posibilidad de detectar MM ligados a
QTL es mayor, los que podrian implementarse mas tarde como parte de un método de SAMM.
Varias de las variedades con las que cuenta el programa de mejoramiento genetico de papa del INIA
tiene resistencia a la multiplicaciéon, tales como Yagana, Ona, Pukara, el Clon 76 y la variedad
Argentina Serrana-Inta. Hasta el momenio no se ha reportado el mapeamiento de genes de
resistencia a PLRY. De ahi que el desarrollo de marcadores moleculares para resistencia a este
importante virus a través de este proyecto no solo sera importante para el programa de mejoramiento
genético de papa de Chile sinc servira para otros programas en desarrollo en el mundo.

El desarrolio de un mélodo de mejoramientc genético de papa basado en SAMM, pondra a
nuestro pais en la vanguardia de los programas de mejoramiento de papa del mundo en desarrallo y
a la par de programas de paises desarrollados, a la vez que acelerara la insercion de variedades con
mayor valor agregado desarrolladas por Chile a través de! INIA con el apoyo del FIA, en el mercado
internacional, camino ya trazado por la variedad Pukara, inscrita oficialmente en ltalia en el ano 2001.
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7. UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO

Las actividades relacionadas con la obtencion de semillas, produccion de plantas y tubérculos,
ensayos de resistencia a virus PVY, PVX y PLRV se realizaran en ef Centro de Investigacion Regicnal
Remehue del Instituto Nacional de Invastigaciones Agropecuarias de Chile (INIA-Remehue), Osomo,
X Regidn, lugar donde se centran la actividades del programa de mejoramiento genético de papa del
INIA.

Las actividades relativas a evaluacién de resistencia a Nematodo dorado se realizaran en los
centros regionales de investigacién Quilamapu e Intihuasi del Institutc Nacional de Investigaciones
Agropecuarias de Chile, ubicados en Chilan y La Serena, respectivamente.

Las actividades relativas a evaluacion de marcadores moleculares y de biologia molecular, estaran
centradas en e! laboratorio de biotecnologia del INIA-Remehue, Osomo, X Region.
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8. OBJETIVOS DEL PROYECTO

8.1. GENERAL:

El objetivo general de este proyecto es implementar métodos de seleccion asistida por
marcadores moleculares {(SAMM) para acelerar el desarrolio de nuevas variedades de papa con
resisiencia multiple a virus (PVX, PVY, PLRV) y al nematodo dorado (Globhodera rostochiensis).
Estos nuevos cullivares también tendrian incorporadas caracteristicas que 1as hicieran aptas tanto
para &l consumo fresco y/o la agreindustria y con posibilidades de satisfacer 1os requerimientos de los
mercados intemos y externos.  Ademas, estas nuevas variedades de papa, resistenles a
enfermedades virosas y el nématodo dorado, propiciarian el desarrollo de una agricultura limpia y
sustentable, potenciando asi su aceptacion tanto en los mercados internos como extemos.

8.2. ESPECIFICOS:

Ob.1.- Desarrollar un método de seleccion asislida por marcadores moleculares (SAMM) de
genotipos de papa resistentes a PVY, mediante marcadores SCAR especificos para el gen de
resislencia Ry,qg, &n poblaciones segregantes.

Ob.2.- Identificar marcadores moleculares asociados a genes de resistencia a virus PVX, para
desarrollar un méiodo de SAMM de genolipos resistentes a este virus, en poblaciones de
papa segreganies,

Ob.3.- Desarrollar un método SAMM para seleccion de genotipos altamente resistenies a PLRV
mediante la identificacidn de marcadores moleculares asociados a genes de resistencia a
PLRYV en poblaciones de papa segregantes.

Ob.4.- Desarrollar un método de SAMM para seleccionar genotipos que contengan genes de
resistencia a Globodera rostochiensis, en poblaciones segregantes, usando marcadores tipo
RFLP y SSR que estan ligades al gen de resistencia H1.
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

ESTRATEGIA GENERAL DE EVALUACION DE MARCADORES Y DISENO DE
METONDOS SELECCION ASISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES (SAMM).

La estrategia general de evaluacion del uso de marcadores moleculares para genes de resistencia
a PVX, PVY, PLRV y ND tendra tres etapas. 1) La primera sera de identificacion de marcadores
asociados a los genes de resistencia respectivos y la estandanizacion de métodos moleculares, ii) la
segunda serd la de evaluacion de progenitores, y iii} la tercera sera la de validacidén del (los)
marcador(es) en poblaciones segregantes {progenies).

i) La primera etapa, sera diferente de acuerdo a si hay o no marcadores descritos para el gen
respectivo.

En ¢l caso de marcadores ya desarrollados como los de PVY (Kasai er af, 2000} y Nematodo
dorado (Pineda ef g/, 1993 y Milbourne ef g/, 1998), los cuales ya sc han evaluado en otros programas
con otro germoplasma, la estrategia serd 1a de utilizar estos marcadores con germoplasma de reaccidn
conocida al patégeno o plaga (en este caso rosistente) establecida a través de la evaluacion v
caracterizacion de progenitores realizada en el proyecto y ver st el marcador detecta el gen de resistencia.
Los marcadores del tipo SCAR para el gen Ry, las secuencias de los partidores asi como el ADN
control de genotipos resistentes y susceptibles que contienen y no contienen el pen Ry,
respectivamente, serdn facilitados por Dr. Jari Valkonen (Genetic Centre, Swedish University of
Agricultare Sciencies). Los marcadores moleculares de RFLP CD78 y TG60 que serdn utilizadas como
marcadores del gen HI de resistencia a ND seran facilitadas por la Universidad de Comell. En el caso de
los marcadores SSR STMI1031 y STM1020 descritos por Milhourne et al (1998), que son los que
flanquean el gen HI que otorga la resistencia al nematodo dorado, los partidores respectivos (secuencia
publicada por Milbourne ef af, 1998) se¢ obtendran en la empresa [DT Inc. de E.U. Posteriormente, una
vez comprobada la eficacia del marcador se procedera a la evaluacion de segrogantes y establecer
finalmente la estrategia que s¢ seguurd para discfiar el programa de mejoramiento basado cn estos
marcadores.

En el caso de marcadores no desarrollados por otros programas y/o no publicados como son los
casos de los genes para resistencia 2 PVX y PLRV, deberan desarrollarse a través del proyecto.

En PVX, los genes de resistencia (Rx]1 y Rx2) o parte de su secuencias han sido publicadas
{Bendahmane et al, 1999, 2000}. Sin embargo, hasta ahora no s¢ ha publicado algin marcador factible
de ser usado en seleccion asistida. En este proyecto, se propone desarrollar marcadores tipo heteroduplex
a partir de sus secuencias de DNA que estan publicadas en las bases de dato como por ¢jemplo EMBL
{(EMBL: SAC249448, STUG11801). Los detalles de la metedologia para obtener los marcadores se
describe en este mismo capitulo, letra I (pag. 28).

En el caso de PLRV que es un caracter complejo que presenta una herencia de distribucion
continua, no hay reportes de marcadores moleculares, por lo que todo su desarrollo debera realizarse por
el proyecto. En este caso, la etapa de identificacion conternplara la evaluacion de progenitores y
scleccion de una progenie adecuada, sepregante, para realizar un mapeamiento de los genes que
confieren resistencia a PLRYV, usando AFLP v RAPD. Luego, se identificaran ios marcadores mas
cercanos, se aislaran y clonaran para ser secuenciados, a partir de esta se disefiaran marcadores tipo
CAPS.

r’a‘) E\'aludcién de progcnitores Esta ctapa consistira en verificar y/o 1dentificar los gcnotipo's

! , a través de la correlacion con su(s) respectivo(s) maxmdor(es} molecular(es). [—.n mm.has
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M-—“"M
O e
«h LA -Hfddf,qc_‘\.\

ades descritas en catdlogos, hay errares en el pedigree por lo que no nectadrmmbnte una |+
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS (continuacion
varicdad que es deserita como resistente -por gjemplo a virus PVY-, realmente lo sea, ejemplos practicos
de este tipo hay muchos (Walter De Jong, Cornell University, comunicacion personal), por lo que es
altamente necesario ¥y conveniente caracterizar bien los progenitores que se usaran en este proyecto.
También cs posible que las variedades al pasar por cultivo de tejido in fr vitro estos pueden sufrir
variaciones somaclonales (Perazo et al 2001). Adicionalmente, este andlisis de progenitores {incluyendo
clones avanzados) en los cuales se correlacionara la presencia o ausencia de un determinado gen{es)
(resistencia PYX, PVY, PLRV y ND) con la presencia de sus marcadores respectivos, dara una pruncra
aproximacion de la efectividad de estos marcadores de detectar genotipos resistentes, en sus respectivas
familias segregantes.

iffy La ultima etapa de evaluacion de progenies ticne como objetivo validar el uso de estos
marcadores moleculares en poblaciones segregantes, donde se espera que a través una prucba de ADN
(SCAR, CAPS, Heteroduplex, SSR y/o RFLP) diferenciar los genotipos resistentes de los susceptibles.
En el caso de los marcadores para el gen H1 de resistencia a ND se estipula una segunda prucba de
progenie, en una poblacion segregante de mayor tamafio, dado gue estos no se encuentran sobre el gen de
resistencia, como es el caso de los marcadores para los de genes de resistencia a PVX y PVY | sino que a
2,7 cM y 5.4 cM para los marcadores de RFLP CD78 v TG60, respectivamonte v 4.0 y 3.0 ¢M para los
marcadores de SSR STM 1031 y STM 1020, respectivamente. La evaluacion de esta poblacion de mayor
tamano entregara informacion acerca posibilidad de error de seleccion por recombinacién entre el
marcador y ¢l gen, para las pruebas de RFLP y SSR, respectivamente. Por otro lado, los marcadores de
PLRYV. seran orniginados dc una familia segregante de en las ultimas etapas del proyecto, cuya validacion
como marcador util para realizar SAMM surgird de este mismo estudio de identificacion, en poblacienes
tetraploides segregantss.

A.- Manejo del material vegetal, obtencidn de familias segregantes y ensayos de resistencia

En general, las actividades de obtencion v mangjo del matenal vegetal, asi como los trabajos
relativos a emasculacion y cruzas para producir progenies segregantes, obtencion de semillas,
genminacion y obtencion de plantas, mantenimiento y propapgacion de plantas in vitro, crecimicnto de
plantas en condiciones de invernadero y campo, v obtencion de tubérculos, para los respectivos ensayos,
seran realizadas en el Centro Regional de Investigacion Remehue (CRI-Remehue) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias ubicado en Osomno, X* Region de Chile. En este lugar sc concentran
la actividades del programa do mejoranuento genético de papa del INIA a nivel nacional.

Los cnsayos de resistencia a PVX, PVY, PLRV sc rcalizaran bajo condiciones de invernadero
(ver detalles mas adelante) en el CRI-Remehue del INLA en Osomo. Por otro lado, actividades asociadas
a ensavos de resistencia a Glohodera rostochiensis, por ser esta una plaga cuarentenara presente en la
Regién centro-norte v central de! pais, seran limitadas a los Centros Regionales de Investigacion INIA-
Quilamapu y INIA-Intihuasi, ubicados en Chillan y La Serena, respectivamente.

B.- Evaluacidn de resistencia a virus PYX y PVY

Plantas de progemtores y progenies seran crecidas y mantenidas en condiciones controladas y de
aislacién en invernadero. Durante etapas temprana de su crecimiento, las hojas de estas seran inoculadas
mecdnicamente con savia que contengan cepas agresivas de PVX 6 PVY mediante la ayuda de un
abrasivo {carborundum) segun Salazar (1993). La fuentes de inoculos de cepas agresivas de PVX y
PVY geran mantenidas en plantas susceptibles de la variedad Atlantic para PVY y Shepody para
PVX(ver tabla 1), ademas de¢ otros huéspedes altemmantes susceptibles {Nicotina tabacum, Nicotiana
glutinosaete). La evaluacién de resistencia y/o susceptibilidad de los materiales se comenzard a
v 'u—’fa partir de segunda y tercera semanas después de fa imoculacién por sintomas visuales y también,
m técnicas serologicas de ELISA segin Salazar (1995). Para evitar escapes, los individuos
seran nucvamente moculados y ensayados para resistencia a PVX y PVY, respectivamente.. B
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C.- Evaluacian de resistencia a virus PLRV

La evaluacion de resistencia a PLRV se hara de acuerde a Chuquillanqui y Salazar (2000), con
algunas modificaciones. Cada genotipo a evaluar, progenitores y progenies seran, infectadas con afidos
{Myzus persicae) viruliferos previamente crecidos y alimentados en plantas de Datura stramonium
portadoras de PLRV. A las cuatro semanas después de la mfestacion, la resistencia serd medida como
grado de antixenosis a M. Persicae por conteo de afidos y también evaluada la resistencia a la infeccton
por sintomatologia y métodos serclogicos de DAS-ELISA (Salazar, 1995).

D.- Evaluacién de resistencia a nematodo dorado

Aislamiento de patotipo 1 y multiplicacién de quistes de Globodera, Se colectaran y
seleccionaran quistes provenientes de cultivos de papa, mediante el método Fenwick, en las localidades
mas infectadas con nematode dorado de la TV region, tales como Pan de Azucar, Coquimbito, Condor
del Norte y El Romero. De los aislamientos colectados se scleccionaran al azar 10 quistes viables, se
desintectaran superficialmente con selucion de thimerosal al 0.1% por 3 minutos (France y Bredie,
1995) vy se depositaran individualmente en macetas con plantas de papas del cultivar susceptible Desiree,

Todas Jas macetas s¢ mantendran debidamente identificadas, separadas entre ellas y sobre

mesones de malla, evitando ¢l salpicado de agua y la posible contaminacion cruzada.
Las plantas de las variedades susceptibles seran obtenidas mediante el cultivo de brotes etiolados y
enraizados, provenientes de plantas madres a las cuales se cortaran los apices de crecimiento (3 cm de
largo}, la base se untard con acido absicico comercial {Rootone) y se plantaran en bandejas con
vermiculita. A los 15 dias v luego de la formacion de raices se transplantaran a macetas con suelo
estéril. El riego, ferulizaciéon v control de plagas se realizardn de acuerde a los requerimientos del
cultivo,

Los quistes s¢ muitiplicaran por al menos 5 generaciones antes de iniciar las prucbas de
identificacion. Se realizaran observaciones marfométricas en al menos 40 individuos para identificar las
posibles especies. Cada poblacion sera evaluada usando los diferenciales propuestos por CIP (Canto y
Scurrah, 1977), que incluye los siguientes clones para G. rostochiensis.
¥ Solanum tuberosum spp. fuberosum (Desiree),
¥ 8 tuberosum spp. andigena (H1),

* 8. kurtzianum KTT/60.21 .19,
* S vernei GLKS.58.1642.4 y
* & vernei (VIn)262.33 3.

Estos clones seran propagados de acuerdo al método de brotes etiolados, descrito anteriormente,
La inuculacion se realizara al estado de 5 hojas expandidas, enterrando a 3 em de profundidad 10 guistes
viables contenidos en una bolsa de muselina. Estos quistes seran evaluados previamente para determinar
el nimero de hueves y larvas en su interior, de manera de ajustar una dosis de 30 huevos y
larvas/maceta. Las bolsas d¢ muselina seran retiradas posteriormente para el recuento de individuos
residuales y determinar la poblacion inicial (Pi)/maceta. A los 100 dias post-inoculacién se voltearan las
macetas y se realizara el recuento de la poblacion final (Pf). La relacion Pi/Pf de los diferenciales
determinara la susceptibilidad de los cultivares y el patotipo correspondiente. Este ensayo se repetira al
menos dos veces, en nn disefio completamente al azar y con 3 repeticiones por cada cultivar,

Todos los materales se evaluardn por medio del sistema de inoculacion de macetas, siguiendo el
mra determinacion de especies y patotipos de Globodera cn los diferenciales descritos

o Completo al Azar con 5 repeticiones. Se evaluaran materia seca, y relacion Pi/PT de

. Cada ensayo sera repetido dos veces, sometido a Andlisis de Varianza y separacion..dgZ[;

ey !P-’I\fa}'j\‘“\\
liante la prucba protﬂ.g,ida dc Flshu {Gomc*z ¥ Gomcz 1984). ‘f\.:::ﬂ‘ 4’\
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ensayo tendra un disefio de Blogues Completos al Azar con cuatro repeticiones. Se evaluara materia
seca, rendimiento de tubérenlos, calibres y relaciéon Pi/Pf de nematodos. Los ensayos se repetiran tres
veces, aprovechando la ventaja del sector de La Serena de poder realizar dos cultivos al afic. Los
resultados serdn sometidos a Andlisis de Varianza y separacion de medias con la prucba protegida de
Fisher (Gomez y Gomez, 1984).

E.- Extraccion de ADN de plantas

Las extraccioncs de ADN se¢ haran a partir de hojas liofilizadas (o congeladas -80°C) de
acuerdo a Fulton et al (1993), ajustando las cantidades de material inicial y volumenes de reactivos de
extraccion de acuerdo a los ensayos a realizar: sc realizaran micro-extracciones para aquellos genotipos
que seran sometidos solo a cnsayos de reacciones de PCR (SCAR, CAPS, AFLP y/o RAPD),
obteniendo alrededor de 3 ug o mas de ADN. Y sc someterdn a macro-extracciones de¢ ADN los
genotipos que requieran ser analizados mediante pruebas de RFLP, obteniendo 20 ug o mas de ADN,
Los ADN rccuperados seran resuspendidos en buffer T.E. (10 mM Tris-HCL, ImM EDTA). v las
cantidades seran estimadas por absorbancia a 260 nm. La calidad de los ADN extraidos sera evaluada
¢n geles de agarosa teiidos con bromuro de etidio de acuerdo a Sambrook ¢t al. (1939).

F.- Reacciones de AFLP

Las reacciones de AFLP seran realizadas segan Vos et al. (1993). El ADN de cada genotipo
seran digeridos completamente con las enzimas EcoRI/Msel o Pstl/Msel. Luego se igaran adaptadores
de sitios EcoRI/Msel o Pstl/Msel, en presencia de la enzima T4 DNA ligasa y rATP. Esta mezela sera
diluida y pre-amplificada por PCR utilizando partidores que contienen la secuencia de los adaptadores
mas | nucleotido extra, Tag DINA polimerasa, y dNTPs Luego de la pre-amplificacion se hara otra
diluctont (1:30) la cual sera usada come templado para las reacciones selectivas de AFLP. Estas sc
realizardn en presencia de un partidor marcado en la posicién 57 con P¥, que se alinea en el sitio EcoR|
o Pstl. Las condiciones de PCR para pre-amplificacion y amplificacion selectiva seran las mismas que
se recomiendan en ¢l catalogo “‘Kit para AFLP” de Gibco-BRL, y se utilizara un Termociclador M)
Research PTC100. Una vez amplificados los fragmentos seran separados por electroforesis en geles de
acrilamida al 3%, a 90 watts por 2.5 hrs. Los geles serdn traspasados papel filtro, secados y expuestos a
placas auto-radiograficas, las cuales se desarrollaran después de 35 hrs o hasta obtener una buena sefial.
En cada gel se incluird los respectivos progenitores de cada familia segregante. Una vez identificado los
fragmentos de AFLP de interés mediante los respectivos analisis de segregacion y ligamiento, se
reemplazara el método de marcacion radiactiva por un método de visualizacion de bandas de AFLP por
tinciones con “plata”, ¢sto ultimo se realizaran de acuerdo a los pratocolos descritos por Briard et al
{2000). Los métodos de AFLP que usan isdtopos radiactivos resultan ser mas sensibles v resultan
convenientes cuando se trata de ensayar un gran numero de diferentes combinaciones de partidores de
AFLP, pero una vez identificado los fragmentos de interés

G.- Reacciones de SSR y RAPDs

Las reacciones de SSR (Simple Sequence Repeat) serdn realizadas segun Milbourne et al
(1998), usando de partidores que producen fragmentos del tipo 17, que va estin mapeados y solo
producen bandas claramente defimdas. A partir de 20 ng de DNA gendmico, partidores de SSR
especificos (0.3 uMoles de cada uno), 200 uM dNTPs y 0.5 unidades de Taq DNA polimerasa en buffor
de PCR 1X (10 mM tris-HCI pH8.3; 1.5mM MgCI2; 50mM KCI}, s¢ realizaré la amplificacion de PCR

\ 94°C por 3 min, seguido por 23 cycles de 94°C por 30 s, Tm por 30 s, 72°C por 30 s, scguldo pnr.

5 min, La solucién de reaccion serd mezelada con igual volumen de buffer de carga (93 B s

72°0 pp ‘
iida, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.5 mg/ml xylene cyanol and azul de bromotenol ). Los plOdliCT.Ub o [

g INCIONES CON ‘p}ata"’ segun las rr.con'lu]dacmncs de Promagba Corporalion Y Briard et al

5

I electroforesis en geles de secuenciacion y las bandas de ADN amplificadas se wsu*_illzar':una v
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H.- Clenamiento de fragmentos de AFLP y/o RAPD, y disefio de CAPS

Los fragmentos de AFLP y RAPD que requieran ser clonados se insertaran en el vector T/A
pCR2.1 {Invitrogen} de acuerdo a Meskem et al (1995). Con ayuda de un bisturi, los fragmentos de
ADN seran removidos de los geles sceos, v luego rehidratados con buffer T.E 1X. Estos seran
congelados v centrifugados a 12.000 rpm por diez minutos, €l sobrenadante que contendra los
fragmentos de ADN de intercs se incubara con el vector T/A pCR2.1 en presencia de T4 DNA ligasa v
rATP. Luego la mezcla ligamiento sera usada para transformar E. coli competentes, Se recuperaran las
colonias recombinantes y se creceran en medio de coltivo (LB) hasta obtener suficientes bacterias para
recuperar el plasmido recombmante por el método de extraccion alcalina (Sambrook, 1989). Previo a su
secuenciacign se confirmara su tamafio mediante reacciones de AFLP o RAPD. El ADN plasmidial
purificado serd enviado a un laboratorio de servicio para su secuenciacion. En acuerdo a su secuencia se
clegiran los partidores y enzimas de restriceion para amnplificar mediante PCR los fragmentos de interés
por un lado, y por otro, a través de Ja digestion con las respectivas endonucleasas vy posterior
electroforesis en geles de acrilamida o agarosa, diferenciarlos del resto de los genes alelos. Esta actividad
sera realizada con la ayuda del Dr. Walter De Jong en la Universidad de Comell, mediante una estadia
de Borns Sagredo en el laboratorio del Dr. De Jong por un periodos estimado de 45 dias el afio 4 del
provecto (ver Carta Gantt adjunta).

I.- Reacciones de SCAR para seleccionar genotipos resistentes a virus PVY

Se utilizaran los partidores 3.3.3s y ADG23R (Kasai et al 2000), cuya secuencia exacta es 3'-
ATACACTCATCTAAATTTGATGG-3” ¥y 5’-AGGATATACGGCATCATTTTTCCGA-3,
respectivamente, que amplifican Ia region de secuencias caracterizadas (SCAR) RYSC3 del gen (o
ligadas muy cerca de €l) de resistencia a PVY, Ry, Las condiciones de amplificacién seran las misma
que describieron Kasai et al (2000). Se preparard un mezcla de reaccidn de 30 ul con buffer PCR 11X
(10 mM tris-HCI pH&.3; 1.35mM MgCI2; 50mM KCI), 0.1 mM de cada nucledudo {dNTPs), 0,25 uM
de cada partidor. 1 unidad de Taq DNA polimerasa v 30 ng de ADN genomico, y s¢ someterd a varios
ciclos de amplificacion de PCR (usando un tennociclador MJ Rescarch PTC-100} de acuerdo a las
siguientes condiciones: Y3°C por 9 minutos, seguido por 35 ciclos con 94° C por 45 s, 60°C por 43 s, y
72°C por 60 s, y finalmente una fase de extension a 72°C por 3 minutos. Los productos amplificados
seran analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%, v teiiidos con bromuro de enidio. Se cspera
que los genotipos que coniengan el gen de resistencia a PYY amplifiquen un fragmento de 321 parces de
bases Para una mejor optimizacion de esta téenica se utilizaran DNA genémicos controles, resistentes v
susceptibles, los cuales estin siendo gentilmente donados por el Dr. Jari Valkonen {Genetic Centre,
Swedish University of Agriculture Sciencies).

J.- Evaluacion de pruebas de RFLP usando las sondas CD78 y TG60, para identificar genotipos
que contienen el gen de resistencia a nematodo HI

por la Untversidad de Cornell. Sus msertos seran amplificados Esta actividad sera realizada de
acuerdo a los protocolos que actualmente se usan en la Umversidad de Comell, USA, los cuales serdn
transferidos a través de un periodo de entrenamiento corto en los laboratorios de los Dres. Walter De
Jong y Bill Brodie, a los que asistira ¢l Dr. Bons Sagredo.  El entrenamiento se estima en 45 dias cn el
afio 2 del proyecto (ver Carta Gantt adjunta) . Los plasmidos que contienen las sondas que flanquean el
gen HI de resistencia a nematodo dorado CD78 y TG60 {Pineda et al, 1993), y otros que puedan estar
en uso actualmente seran donadas mediante PCR usando partidores universales. Una vez obtenidos cstoq
fragmentos serdn precipitados en alcohol, lavados y secados. Luego estos seran marcados con P-
ATPymediante el método de “random primer labbeling” (Sambrook et al 1989). Por otro lado los
pRaomicos de progenitores (resistentes o susceptibles a nematodo derado) seran digcndos (.Dn
s\enzimas de restriccion que reconocen secuencias de 6 nucledtidos, y sus fragmentos, scmn
Yor electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. Luego serin transferidos a munbr’dnas de’
fshdas para hibridizar las respectivas sondas marcadas, scgun Pineda et al (1993). Los; perhica :
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de RFLP de progenitores resistentes y susceptibles seran comparados, y selo en aquellos casos que sc
detecten fragmentos polimorficos se procederd a cvaluar una poblacion pequeiia de individuos resistentes
v susceptibles. Esto ultimo servird para verificar que los fragmentos polimorficos generados estén
ligados al gen de resistencia HI.

H.- Evaluacion de las secuencias SSR (STM1020 y STMI1013) para identificar genotipos
resistentes a nematodo dorado.

Los respectivos pares de partidores de secuencia sinple ropetida (SSR) STM 1020 v STM 1013
descritos por Milbourne et al (1998), quec flanquean el gen H! serdn ensayados en los posibles
progenttores resistentes v susceptibles a nematodo dorado. Los diferentes perfiles de fragmentos de ADN
amplificados seran comparados entre los individuos resistentes y susceptibles. Los fragmentos

polimorficos que se observen seran evaluados en familias scgregantes para verificar su ligamiento al gen
H1.

I.- Bisqueda de marcadores asociados al gen de resistencia a virus PVX, mediante generacion de
fragmentos heteroduplex y/o CAPS.

A partir de las sccuencias de los genes de resistencia Rx | y Rx2, (Bendahmane et al, 1999;
Bendahmane et al, 2000) se disefiaran partidores que pertenezcan a regiones conservadas de estos genes,
pero que contengan regiongs polimorficas. Los fragmentos amplificados mediante PCR seran analizados
para detectar formacion do secuencias heteroduplex (White et al, 1992), comparando los perfiles de
amplificacion y migracidn electroforetica de los individuos susceptibles, resistentes, y mezclados (DNA
templado de susceptible + resistentes). Alternativamente, los nusmos fragmentos generados mediante
PCR seran digeridos con enzimas de restriccion y evaluar una posible identificacidn de marcadores tipa
CAPS

J.- Analisis de grupos segregantes (bulk segregant analysis), usande AFLP y RAPD como
marcaderes moleculares.

Este método de andlisis fue previamente descrito por Michelmore et al (1991). Los individuos de
las poblaciones scgregantes seran separados entre resistentes y susceptibles, para reststencia a PLRY.
Este agrupamicnto resultard de los respectivos ensayos biologicos donde se identifique €l fenotipo de
acuerdo a su repuesta en presencia del virus PLRV. Debrdo en la poblacion segregante para resistencia a
PLRYV sc espera una distribucion compleja, se elegiran aquellos individuos que se encuentren en los
extremos, altamente resistente y susceptible a PLRV, respectivamente. Una vez identificados los grupos,
sus ADN seran mezclados formando grupos de individuos resistentes por un ladeo y susceptible por otro.
Cada grupo constard de un madximo 8 individuos, v se analizaran un minimo de 120 individuos.
Mediante reacciones de AFLP y RAPDs estos grupos se compararan y se identificaran aquellos
fragmentos amplificados que estén presente solo en los grupos de resistentes o susceptibles. Una vez que
s¢ identifiquen cstos fragmentos, se procedcra a abrir la poblacion analizando cada genotipo por
separado. Con esta informacion sc estimard el porcentaje de explicacién de la varianza (R%) para cada
marcador asociado a la resistencia, mediante regresion lineal simple, v luggo se procedera a un andlisis
de regresion miltiple que incluira a todos aquellos que tengan un alto R,

K.- Confeccion de mapa genético de familia tetraploide usando marcadores de AFLP y 5SR, y
mapeamiento de QTL envueltos en resistencia a PLRY.

" Con el propésito de conocer mas en detalles la naturaleza de la resistencia a PLRV en el{ "

medsutor clegido y a como este caracter se hereda en las progemes se procederd a su mapcamiento,

iﬁl} parcadores tipo AFLP y SSR. El mapeamiento de los loci responsable de la resistencia a PLRV |, =
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genoma, 10 cual es importante para el disefio de estrategias para obtener genotipos con resistencia

multiple a PVX, PVY, PLRV y ND., tal como por cjemplo, si estos genes de resistencia a PLRV estan

ligados a caracteres (positivos o negativos) de conocida posicion en el genoma de papa, que hayan sido
publicado por otros autores.

El mapa genético de la fanulia tetraploide segregante (120 genotipos) para PLRV se realizara de
la siguiente manera. Las semillas correspondiente a cada genotipo serdn genminadas en condiciones ix
vifro, v se propagara producinendo 4 replicas identicas. Una de ellas serd mantemda in vitro como
poblacion de respaldo. La otras replicas de esta poblacion de mapeo serin transferida a macetas y
aclimatadas en invernadero. Se dejaran crecer v se colectaran hojitas para extracr ¢l ADN de cada
genotipo. Luego estas mismas plantas seran inoculadas v ensayada para resistencia a PLRV, obteniendo
el fenotipo de cada una, Por otro lade los ADN extraidos seran usados para generar un mapa molecular,
usando marcadores de AFLP y SSR. Las reacciones de AFLP y SSR dc cada genotipo seran sembradas
juntos en los geles de secuencia y/o agarosa, junto a las reacciones de cada progenitor, respectivamente.
Los fragmentos amplificados (AFLP y/o SSR) seran escrutados como presente o ausente (1/0), serdn
separadas segiin procedencia parental y se identificaran aquellos marcadores que segregan 1:1 (simples)
y 5:1 (duplex) mediante pruebas de Chi*. Otro tipo de segregacion no sera incluido para efecto del
mapeamiento de fanulia tetraploide. En la confeccidn de los apas tetraploide, uno para cada
progenitor, se haran de acuerdo a Hackett et al (1998) y Luo et al (2001). Asumiendo un modelo de
meiosts donde cxiste pareamiento de cromosomas al azar de cromosomas y ausencia de segregacion de
cromatidas (doble reduccidn), se estableceran grupos de ligamiento solo en base ligamiento en fase
“coupling” de los marcadores clasificados como “simplex”, usando un criterio de LOD>4.0 y distancia
r<35. Se establecera ¢l mejor orden lineal de estos marcadores mediante andlisis de multilocus. Luego
los marcadores “duplex” serdn agrupados segin su liganuento Duplex-duplex (“coupling™ o repulsion),
y estos serdn utilizados en busca de ligamientos simplex-duplex, cn repulsidn o “coupling™. Este ultimo
andhsis serd atil para reconocer e identificar ¢romosomas homélogos, La identidad de los cromosomas
s¢ hard en base a su ligamiento con marcadores conocidos de SSR (Milbourne et al 1998). Los analisis
de ligamiento y confeccion de los mapa genéticos de los progenitores de la poblacién segrepante para
registencia a PLRV sera facilitado mediante el uso del software Joinmap (Stam 1993).

E! analisis de asociacidn entre marcador (AFLP y SSR) vy resistencia a PLRV se¢ realizara
mediante regresion simple (p<0.01), v luegoe segun el numero de marcadores significativos, se procederd
a un analisis de regresion miltiple. Finalmente, se analizaran cada cromosoma o grupo de ligamiento en
busca de posibles QTLs usando ¢l programa MapManager QTX (Meer et al 2001).

L.- Plantas progenitores y clones

Los clones y progenitores a evaluarse para resistencia a PVX, PVY, PLRY y/o Glebodera
rostochiensiy estan descritos en Ja Tabla 1. Inicialmente, ¢l criterio de seleccion de progenitores y
familias a estudiar se ha basado en varios aspectos importantes para los fines del mejoramicnto genético,
tales como: resistencia a algunos de los patogenos estudiados, por su alto grado de transmitir buenos
caracteres agronomicos a su descendencia, ser portadores de otros gencs importantes (tricomas
glandulares. resistencia a polilla de la papa), buenas caracteristicas para procesamiento, precocidad, v
color pulpa y picl. La mayoria de estos clones y progenitores forman parte del germoplasma de elite que
s¢ usa en ¢l programa de mejoramiento genétice de papa del INIA, v algunos de ellos son clones
avanzados que muy pronto se podrian convertir en variedades Estos clones seran enfrentados
irectamente mediante ensayos biologicos a los patégenos antes mencionados tal de verificar y/o
[ 1si estos son resistentes o susceptibles al respectivo patdgeno, y cuando corresponda ser|=-
ide reproducir el respectivo marcador molecular. Esta evaluacion de progenitores y cloned|

i

gir correctamente los genotipes parentales gue se usardn para producir las progenics
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M- Poblaciones y prucbas de progenies

Las poblaciones segregantes que se generaran para identificar validar ¢l uso de marcadores
moleculares asociados a PVX, PLRV y ND (Nematodo Dorado} corresponderan a la cruza entre clones
resistentes y susceptibles, respectivamente, que se definiran a partir de la primera ctapa del proyecto de
caracterizacion de progenitores.

Tabla 1.- VVariedades y genotipus de papa a usar en el programa de cruzamientos destinado a
evaluar genes de resistencia/susceptibilidad a PLRY, PVY, PVX y Nematodo dorado (Globodera
rostochiensis).

N
1 Atlantic M3 g R R Chips y cocida |
2 | Asterix MS B ~ MS R Cocida, frita y prefrita |
3 | Baraka  MS R R S Frita y cocida 1l
4 | Cardinal MR MR MR R Cocida
5§ | Desirge MS ~ MS§ MR S Cecida v prefrita
6 Dorado R R g R Cocida y prefrita |
7 Oscar 3 MR R R Cocida, frita y prefrita |
8 Ona R S/ S S Chips y frita |
| 8 | Pehuenche B i S 8 g Cocida i
10 | Pukara MR | MR | MR S | Cocida, frita y chips |
11 1 Purén MS S/l sl . S Puré y almidon
12| RangerRusset | § R ] B S/l | Frita y prefrita
s Rosara MR R M3 R Cocida
[ 14 | Pike [ Sil S/l =i s Chips y frita
| 16 | Shepody | il | S S s Frita y prefrita
| 18 | Yagana R | MR I R Cocida y chips |
| 17 | Serrana R R S | il Cocida B
18 | C-76 R SA S/ | 3 Cocida
19 | RO1130-05 S/ S S | sl Chips y fritura ¥ cocida
| 20 | RX80020-48 5 Sil | 5/ | 54 Chips y fritura ¥ cocida
21 RE&C160-5 St SA S/l [ 5/ Chips y fritura y cocida
22 | R91193-1° S s/l s/ 1 S/l ' Chips y fritura y cocida
23 | RB0213-6 S S/ S/ | Si Chips y fritura y cocida
24 | RO1011-1 I s S/l s/l Chips y fritura y cocida
25 | RO0213-55 S S/ S/ Si Chips v fritura y cacida
26 RB87008-28 S/l 3/ S S/ Chips y fritura y cocida
27 RX90020-1 SA 8 Si 84 Chips y fritura y cocida |
28 | RB8g067-28* S 5/ Jo 15 ] §A Consumo fresco
29 | RB89063-84 s S/l s | sa Consuma fresco
[ 30 | ©-115-6 s/ s/ | S/ ] Resist. Plagas, cocida
Fuente. - World Catalogue of Potato Varieties, AgriMedia, 1999

- Catdlogo Holandés de Variedades de Papa, 2000

- Seed Potatoes from Canada, 1975

- Kalazich, J. Variedades de Papa, SQM Comercial §.A.-Chile, 2001

- AINIA-CHILE Programa de Mejcramiento Genético de Papa, Osorno, 2001
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10. ACTIVIDADES DEL PRQYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual parala
totalidad del proyecto)

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
Estandarizacién de método de PCR basados en
Cb.1 Al secuencias SCAR para detectar el gen Ryaqg Enero Mayo

que confiere resistencia a PVY 2002 2002

Obtencién de plantas de progenitores y clones
de elite para obtener hojas y tubérculos, que se

0b.1,2,3,4 A2 usaran en la exiraccién de ADN y ensayos de
resistencia a nematodo dorado, Enero Julio
respectivamente 2002 2002
Ewvaluar progenitores y clones de elite para Febrero Mayo
0b.A1 Al resistencia a PVY 2001 2002

Cruzas de progenitores para obtener progenies
que seran evaluadas como posibles familias
para experimentos de blisqueda de marcadores
moleculares asociados a genes de resistencia
y/o poblaciones de mejoramienlo. (Fara adsefantar
liampo, esla actividad de cruzamisntos, sera
realizada antes de evaluar los respectivos
progenitores, cuyas semilfas resultantes se
almacenaran hasta verificar y/o identificar sus Enero Junio
0b.1,2,34 A2 respectivos genes de rasistencia) 2002 2002
Disefiar y obtener partidores que amplifiguen
regiones de los genes Rx1 y Rx2 que confieren
resistencia a PVX y evaluar formacion de

fragmentos heteroduplex como posibles Diciembre | Mayo
Ob.2 A8 marcadores del gen de resislencia. 2002 2003

Evaluar progenitores y clones de elite para Julio Sept
Ob.2 A4 resistencia a PVX 2002 2002

Evaluar progenitores y clones de elite para Octubre Feb
0b.3 A5 resistencia a PLRV 2002 2003

Evaluar progenitores y clones de elite para Mayo Enero
Ob.3 Ab resistencia a Nematodo Dorado 2002 2003

Usando el marcador SCAR de Ry, evaluar |3

presencia de resislencia a PVY en progenitores | Agosto Octubre
Ob.1 A7 y clones de elite 2002 2002

Disefiar y obtener partidores que amplifiquen
regiones de los genes Rx1 y Rx2 que confieren
resistencia a PVX y evaluar formacion de
fragmentos heteroduplex como posibles Diciembre | Mayo
Ob.2 A8 marcadores de! gen de resislencia. 2002 2003
Estandarizacion de métodos moleculares (RFLP
y SSR) para detectar el gen H1 de resistencia a

A1 N.D., incluye un periodo de enlrenamiento en la | Junio Octubre, z=(:
Universidad de Cornell 2002 2002 2Zomk !
Implementacion de técnicas de AFLP y RAPDs | Marzo M@yo}:‘ N

A22 que se ulilizaran el mapeamiento de l0s genes | 2002 20(&2 '"E"'ERDE

de resistancia a PLRV ! Y PRO|/G
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTQ (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha

Especif. N® N® Inicic Término

Evaluacidn de marcadores heteroduplex en Julio Sept
Ob.2 A.9 progenitores y clones de elite 2003 2003

Evaluar los marcadores de RFLP (CD78 y

TGH0) ligados al gen H1, de resistencia a ND,

en progenitores y clones de elite, para ver si es

posible discriminar clones resistentes de Febrero Mayo
Ob4 A.10 susceptibles 2003 2003

Evaluar los marcadores de SSR {(STM1020 y

STM1013) ligados &l gen H1 en progenitores ¥

clones de elite, para ver si es posible Febrero Mayo
Qb4 A1 discriminar clones resistentes de susceptibles 2003 2003

Evaluar progenies para resistencia a PVY y

segregacion del marcador SCAR para el gen Junio MNov
Ob.1 A3 RYaqq 2003 2003

Evaluar progenies para resistencia a PVX y

segregacién de posibles marcadores Diciembre |Mayo
Ch.2 A.14 heteroduplex 2003 2004

Evaluar progenies para resistencia a ND y

segregacién de marcadores de RFLP (CD78y | Mayo Diciembre
0b.4 A.16 TGGH0) y SSR(STM1020 y STM1013) 2003 2003

-
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO {adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N°© [nicio Témmino
Junio Octubre
Oh.3 A.15 Evaluar progenies para resistencia a PLRV 2004 2004
Definir poblaciones para experimentos de
bisqueda de marcadores moleculares para Noviembre | Diciembre
0Ob.3 AAT PLRV 2004 2004
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto)

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha

Especif. N° N° Inicio Término

Biasqueda e identificacion de marcadores

moleculares asociados a genes de resistencia a

PLRV, usando el método analisis de grupos

segregantes y mapeamiento genetico a nivel Enero Junio
Ob.3 A.18 tetraploide 2005 2005

Clonamiento y secuenciacién de marcadores

moleculares asociados a resistencia a PLRY, Julio Diciembre
0b.3 A.20 diseio de partidores CAPS 2005 2005

Disefio de método de método de SAMM para

obtener variedades de papa resistenies a virus | Oct Piciembre
Obh. 1,2,3,4 A.19 |y nematodo dorado. 2005 2005
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11. RESULTADQS ESPERADOS E INDICADORES

11.1. Resultados esperados por objetivo
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Obj. Resultado Indicador Meta Parcial
Esp.
N° Final Meta Plazo
Metodo seleccidn Capacidad de Validar el uso de ios | Estandarizacion de
temprana de detectar por PCR marcadores SCAR | téenica de PCR para
genotipos el gen Ryay, &n del gen Ryadq para detactar el gen Ryaag "2";5;
resistentes a PVY, progenies seleccianar de resistencia a PVY,
Ob.1 | usando marcadores segregantes genotipos usando marcadores
moleculares. resistentes a PVY, SCAR
en el proegrama de Clasificacion de
mejeramiento pregenitores y clones
genetico de papa del | de elite en funcién de | Octibre
INIA resistencia a PVY, y 2002
presencia del gen
RYaug
Validacidn de Noviembre
marcador SCAR para 2003
el gen Ryagqg, €n
familias segregantes
Ob.2 | Método seleccion Identificacién de Identificar y Generacidn de Mayo
temprana de marcadores desarrollar marcadaores 2003
genotipos moleculares marcadores heteroduplex para los
resistentes a PVX, asociados a molecutares genes Rx1 y Rx2
usando marcadores |resistencia a PVXy |asociados a los Caracterizacién
maoleculares capacidad de genss de resistencia | fenotipica de
detectar por PCR los | @ PVX, y validar su | progenitores y ciones | Septiembre
genotipos uso para seleccion de elite (30 genotipos) 2003
resistentes a PVX, temprana de y estudio de posible
en progenies genotipos ligamientc de
segregantes resistentes a PVX, resistencia a PVX con
en et programa de 1os marcadores
mejoramiento heteroduplex
genético de papa del | validar marcadores Mayo
INIA ligados & resistencia a 2004
PVX en familias
segiegantes
Ob.3 |Método seleccidn Identificacién de Identificar y Evaluacion de
temprana de marcadores desarrollar germoplasma, Fetrero
genotipos moleculares marcadores variedades y clones 2003
resistentes a PLRY, |asociados a moleculares de elite para
usando marcadores |resistencia a PLRV y | asociados a los resistencia a PLRV
moleculares capacidad de genes de resistencia | Identificacion de
detectar por PCR a PLRY, y validar su | marcadores
los genotipos uso para seleccion | moleculares
resistentes a temnprana de asociados a Jz'ﬂg
PLRV, en ger!otipos resistencia a PLRV,
progenies ;?‘sztz?ézsraam?:e\!. g;ﬁdp:nge analisis de
s de -]
segregantes mejoramiento segregantes y /{—@ s
genélica de papa del | mapeamiente a nivel | 4@}
INIA tetraploide -5 Uen _’
;ﬁd ¥ Fﬁ'O}’Ea
V. AT
§on
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Clonamiento y
secuenciacién de Diciembre
fragmentas de AFLP 2005
y/o RAPD, y disefio de
marcadores CAPS
Ob.4 | Determinacion del Evaluacion y Evaluar y comparar | Estandarizacién de

mejor método de comparacian de el uso marcadores técnicas de RFLP, Mayo

seleccion para marcadores de de RFLP y SSR para | SSR, y evaluacién del 2003

genatipos RFLP y/o SSR para |identificacion de germoplasma,

resistentes a ND, identificar genotipes | genctipos vartedades y clones

mediante RFLP y/o | resistentes a ND resistentes 2 ND en | de elite, para el gen

SSR el programa de H1

mejoramiento de Evaluar progenies de Mayo
papa del INIA pragenitores que 2003
cantengan el gen H1
Evaluar y comparar el
uso de marcadores .
RFLP y SSR ligados dunie
al gen H1, para i)
identifcar genotipos
resistentes a ND, en
poblaciones
segregantes
T
e LA Ly

,»,;%
/]




Pagina
Y 35
Lo » GOBIERNO DF, CHILE i
; " FUNDACION PARA LA Ndmero
MNOVACION AGIARIA

11.2. Resultados esperados por actividad

Obj. | Activid Resultado Indicador Meta Parcial
Esp. .
N Ne Final Meta Plazo
Ob.1 A Capacidad de ‘ Se amplificara un | Optimizar las Obtencién de Ene
detectar el gen de fragmento de condiciones de partidores y ADN 2002
resistencia Ryagg 321 pb en | PCR para controles
mediante ‘ controles amplificar Optimizacion de Mayo
marcadares SCAR | positivos selectivamente el | condiciones de PCR | 2002
marcador SCAR para detectar el gen
| del gen Ryadg RYaeq
Ob.1 AZ Obtencion hojas y | Obtencién de Obtener material Preparacion de Enero
Ob.2 tubérculo de material vegetal, | para extraccion de | semilla y plantacion | 2002
Ob.3 progenitores y hojas y ADN vy tubérculos | en campo
: clones de elite tubgreulos, de al | para ensayos de Colecta de hojas Abril
Ob.4 menos 30 resistencia a para extraccion de 2002
genotipos nematodo ADN
Cosecha de Julio
fubérculos 2002
Ob1 | AZ3 Clasificacién de Evaluacién de 30 | Mediante ensayos | Seleccion de semilla | Feb
progenitores y genotipos, de resistencia a y plantacidn en 2002
clones de elite, en variedades y PVY en macetas
funcién de su clones de elite_l invernaderc Crecimiente de Abril
resistencia a Pvy |Para resistencia | clasificar plantas en 2002
r kb ' a PVY progenitores y invernadero e
| clones de elite, Inoculacion de virus
como resistentes o | PVY en plantas
susceptibles Evaluacion de Mayo
sintomas v 2002
determinacion de
virus Y en plantas
por metodos de
ELISA
Ch2 Ad Clasificacion de Evaluacién de 30 [ Mediante ensayos | Seleccion de semilla | Junio
progenitores y genotipos, de resistencia a y plantacién en 2002
clones de elite, &n variedades y PVX en macetas
funcion de su EmeE dg elite, | iyeinabar Crecimiento de Agost
resistencia a PVX | Pam@ resistencia clas1f|ciar plantas en 2002
a PVX pragenitores y invernaders e
clenes de elite, Inoculacién de virus
como resistentes o | pyx en plantas
susceptibles .
Evaluacion de Sept
sintornas y 2002
determinacion de
virus X en plantas
por métodos de
ELISA
Cb.3 A5 |Clasificacion de Evaluacién de 30 | Mediante ensayos | Seleccion de semilla | Oct
progenitores y | genotipos, | de resistencia a y plantacién en 2002
clones de elite, en | variedades y PLRVY en macetas
funcién de su | clones de elite, ir;verfnadero Crecimiento de Dic
: ; | para resistencia | clasificar plantas en 2002
resistencia a PLRV) a PLRY progenitores y invernadero e
| clanes de elite, inoculacién de virus
como resistentes o | PLRV en plantas . |7
susceptibles Evaluacién de % ¢
sintomas y ,';’;f
determinacion de
virus PLRV en 'l
plantas por métodos.,
de ELISA
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Ob .4 A6 |Clasificacion de Evaluacién de 30 | Mediante ensayos | Obtencién de Julie
progenitores y genotipos, de resistencia a tubérculos y envio 2002
clones de elite, en variedades y Nematodo derade | de material a INIA-
funcién de su clones de elite, patotipo 1, Quilamapu _
resistencia a para resistencia | identificar Aislamiento de May
Nematode dorado a Nematodo variedades y nematoda dorado 2002
dorado clones que patetipo 1 y crianza
contengan el gen | de colonias
de resistencia H1 | Montaje de ensayo Junio
de resistencia e 2002
incculacian de
tubérculos
Determinacion de Enero
resistencia o 2002
susceptibilidad en
diferentes genolipos
Ob.1 A7 |Caracterizacidn del | Identificacién de | Evaluar el Colectar hojas y Agosto
germoplasma de progenitores y germoplasma de | exiraer ADN de cada | 2002
elite, en funcidn la clanes de elite de | elite (30 genotipos | genctipo
presencia del gen acuerdo a la entre variedades y | Realizar ensayocs de
R¥adg presencia a clones), en funcién | PCR para Oct
ausencia del de la presencia del | marcadores SCAR 2002
marcador SCAR | gen Ry.qq, para evaluar
para €l gen Ryaqg | mediante presencia de gen
marcadores SCAR | Ry,a, en
germoplasma
Op.2 A.8 | Marcadores tipo Obtencién de Disefio de Obtencidn de Enero
heteroduplex a partir | partidores que partidares que secuencias de genes | 2003
de las sequencias amplifiguen por | amplifiquen Rx1y RxZ de bases
de |os genes de PCR regiones de | regiones de los de datos y disefic de
resistencia a PVX los genes Rx1y |genes Rx1y Rx2y |partidores que
Rx2 evaluacién de amplifiquen regiones
farmacion de de estos genes
fragmentos Evaluacion de Mayo
heteroduplex formacién de 2003
fragmentos
heteroduplex en
genotipos
heterocigotes
Ob 2 A9 |Primera Evaluacian de Evaluar Obtencidn de ADN | Agosto
apraximacion de germoplasma germoplasma de genotipos (ya 2002
ligamiento entre para farmacién (variedades y obtenido en
heteroduplex y heteroduplex clones) para actividad 7)
genes de resistencia formacion de Ensayos de
a PVX heteroduplex y formacian de Sept
correlacionarlo can | hetercduplex a partir | 2003
resistencia a PVX | de ADN de
genotipos del
cermoplasma y
anélisis de
correlacion
Ob4 | A0 |Evaluacion dalos Caracterizacién | Evaluar Obtencian de ADN | Agosto
marcadores de de progenitores y | progenitores y de genotipas del 2002
RFLP [CD78 y clones de elite, clones de elite con | germoplasma {ya
TG60) ligados al gen | con las pruebas | de los marcadores | abtenide en
H1 de RFLF de RFLP {(CD78y |actividad 7)
TGGO) ligados al Estandarizacion de Abril ™
gen H1de pruebas de RFLP 2003

resistencia a ND,
en, para ver si es
posible diseriminar
clanes resistentes

| de susceptibles

usando ADN
controles y varias
combinaciones de’
enzimas de
restriceidn
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3 L Evaluar progenitores | Mayo
y clanes de elite con | 2003
las pruebas de RFLP
e identificar posibles
marcadores alelos
ligados al gen H1
Ob .4 A 11 | Evaluacion de Caracterizacion | Evaluar Obtencion de ADN Agosto
marcadores de de progenitores y | progenitores y | de genotipos del 2002
SSR (STM1020 y clones de elite, clones de elite con | germoplasma (ya
STM1013) ligados | %N las pruebas | de los marcadores | ubt_enido en
al gen H1 de SSR de S8R (STM1020 | actividad 7)
y STM1013) Estandarizacion de Abril
ligados al gen pruebas de 8SR 2003
H1de resistencia a | usando ADN
ND, en, para ver si | controles y varias
es posible combinaciones de
discnminar ciones | enzimas de
resistentes de restriccién
susceptibles Evaluar progenitores | Mayo
y clones de elite con | 2003
las pruebas de B8R
¢ identificar posibles
rmarcadores aielos
ligados al gen H1
Ob 1 A.12 | Obtencién de Obtencion deal | Cruzar Seleccion de
Ob.2 progenies de menos 2 progenitores semiilas y plantacién | Enero
: progenitores tanto progenies por resistentes x de progenitores en 2002
Ob.3 para evaluar progenitor suscepiibles, y invernadero
Ob.4 efectividad de I resistente a PVY, | generar Colecta de polen,
marcadeores, coma | PYX,PVLRyND, | poblaciones emasculacion y Abrit
para generar respectivamente | segregantes para | cruzamiento de 2002
poblaciones de ser evaluadas pragenitores
blsqueda y mapeo como posibles Colecta de bayas y
de marcadores familias para obtencién de semilla | Junio
experimentos de | potanica de 2002
busq‘ueda de MM progenies
asociados a genes
R yfo poblaciones
de mejoramiento
Ob.1 | A.13 |Evaluacién de Evaluacién de ai | Evaluar 2 Germinacién de Junio
matcador SCAR en [ menos 2 progenies en que | semillas de 2003
progenies pequefias | diferentes el gen RYagy poblaciones
para identificar progenies (con segrege y, evaluar | segregantes en
genatipos 30 genotipos efectividad de los | almacige
resistentes PVY cada una} que se | marcaderes SCAR | Traspaso de
originen de un de Ryagg € plantulas a macetas, | Julio
progenitor que diferentes aclimatacion y 2003
contenga el gen | background crecimiento en
Ryaug geneticos invernadero.
Colecta de hojas Sept
para extraccion de 2003
ADN
Ensayos de MNov
resistencia a PVY 2003
Ensayos de
marcadores SCAR Nov
para identificar 2003
marcador RYadq ATy LA N
Identificacion de Evaluacién de al | Identificar Germinacian de &
progenies que manos 2 progenies gue semillas de LURARRE E
segregen para diferentes segregan para poblaciones by vapo3er
resistencia a PYX, y | pragenies {con resistencia a PVX, | segregantesen . UL
evaluar efectividad | 30 genotipos y correlacionar su | almacigo ) £
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de posibles cada una} que se | segregacién con la | Traspaso de
marcadores originen de un segregacion de plantulas a macetas, | Epero
heteroduplex praogenitor | posibles aclimatacion y 2004
resistente a PVX | marcadoras crecimienta en
| heteroduplex para | invernadero.
los genes Rx1 y/o | Caolecta de hojas Marza
Rx2 para extraccidn de 2004
ADN
Ensayos de Mayo
resistencia a PVX 2004
Ensayos de
maicadores 'l_ﬂayo
Heteroduplex para 2004
identificar marcador
para Rx1 y/a Rx2
Ob.3 | A.15 |Evaluacion de Evaluacion de al | Identificar Germinacion de
progenies para menos 2 progenies que semillas de Junie
resistencia a PLRY | diferentes segregan para poblaciones 2004
progenies (con resistencia a PLRY | segregantes en
30 genotipos almacigo
cada una) que se Traspasec de
originen de un plantulas a macetas, | April
progenitor aclimatacion y 2004
resistente a crecimiento en
PLRV invernadere.
Colecta de hojas May
para extraccion de 2004
ADN
Ensayos de Oct
resistencia a PLRV 2004
Ob.4 A 16 | Evaluacion de Evaluacion de al | Identificar Germinacion de Mayo
progenies para menas 2 progenies que semillas de 2003
resistenciaa ND y diferentes segregan para poblaciones
evaluacién de progenies (con resistenciaa ND y | segregantes en
marcadores de 30 genatipos evaluar efectividad | almacigo
RFLP ¥y 8SR cada una) que se | de marcadores de | Traspaso de Junio
eriginen de un RFLP y 53R para | plantulas a macetas, | 2003
progenitor identificar el gen aclimatacion y
resistente a H1 crecimiento en
Nematodo invernadero.
dorado Colecta de hojas Julio
para extraccion de 2003
ADN
Ensayos de Dic
resistencia a 2003
Nematodo dorado
Ensayos de Dic
marcadores RFLP y | 2003
S5R para identificar
marcador para H1
Obtencién de Identificar Analisis de Analizar segregacian
poblacion para poblaciones segregacion de de progenies de Dic
experirmentos de segregantes para | poblaciones de actividad A15, ¥ 2004

blisqueda de
marcadoras
moleculares para
PLRV

PLRV

pequefas
{actividad A.15 ) y
definir poblaciones
adecuadas para la
bisqueda de
matcadores para

PVX, PLRV y ND

definir ia mejor
poblacidn
segregante para
mapear los genes de

resistencia a PLRV 47_ Rk
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Ob.3 | A.18 |\dentificacién de identificar al Identificar Germinacion de Enerc
marcadores menos un marcadores semillas i vitro, y 2005
moleculares {AFLF | marcador de moleculares duplicacion de
y/o RAFD) ligados al | AFLP o RAPD, azociados a genes | poblacién {120
el{los) gen{es) de ligades al(los) de resistencia a genotipos) o
resistencia a PLRV | gen{es) de PLRV, usando el | Traspasa de una Marzo
resistencia a método analisis de | copia de la 2005
PLRV, en una grupos poblacion a
pohlacion segregantes y macetas,
segregante mapeamiento aclimatacion y
| genetico a nivel cregimiente en
tetraploide, en una | invernadero. La ofra
poblacion de 120 poblacion se
genotipos mantendra jn vitre
Colecta de hojas y Marzo
extraccion de ADN 2008
Ensayec de Junio
resistencia a PLRV 2005
en invernadero
Ensaycs de AFLP y | Junio
RAPD y SSR 2006
Andlisis de Junio
fragmentos 2005
amplificados y
mapeamiento
Identificacién de Junio
marcadores 2005
asociadas y analisis
de QTLs
Ob4 | A.19 |Obtencion de una Marcadores Definir las familias | Analisis de Oct
estrategia de moleculares |y las etapas dentro | segregacion entre 2005
| seleccion asistida utiles para | del proceso de marcadores de
por MM para aplicar | detectar los | seleccion donde se | Ryadg, Rx, Rewrvy
| en el programa de genes de | puede aplicar N.C en progenies
mejoramiento de resistencia a SAMM para Evaluacion de la
papa. PVY, PVX, PLRV | desariollar conveniencia y Dic
y N Dorado variedades de determinacion de 2005
papa resistentes a | metodo de SAMM
PVY, PVX, FLRV y | para seleccionar
N.D. genotipos con
resitencia multiple a
N.D. y virus
Ob.3 | A.20 |Obtencién de Qbtener al Clonar y Aislar de geles y Agost
partidores CAPS Menos un secuenciar los clonar fragmentos 2005
ligados a genes de | marcador marcadores de AFLP y/o RAFD
resistencia a PLRV, |asociado a genes | moleculares ligadas al{los)
parte de esta de resistencia a | asociados a gen{es) PLRV
actividad sera FLRV resistencia a Secuenciar Qct
realizada en fa PLRV, y disefiar fragmentos y a panir | 2005
Universidad de de partidores da su secuencia
Carnell | CAPS disefiar partidores
especificos
Realizar digestiones | MNov
enzimaticas para 2005
identificar alelo
ligado a los genes
_de resistencia Wi
Evaluar marcadores | -Dig W
42005

segregantes .,

CAPS en progenies £~ '
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Ob4 | A.21 |Estandarizacion de|Métodos de Ser capacesde | Colecta de tejido | Junio
métodos MM para |deteccién de realizar técnicas de plantas 2002
detectar el gen H1 | H1 por RFLP y | de RFLP con las | portadoras dei gen
de resistencia a SSR sondas CO78y | H1 y extraccion de
N.D. funcienando TGE0 y los ADN
marcadores de Entrenamiento en | Agosto
SSR STM1020y | la U. de Cornell | 2002
STM1013 para usar sondas
de RFLP CD78 y
TG60
Adquisicidn de Oct
partidores de SSR | 2002
para STM1020 y
STM1013 e
implementacion de
técnica de
- | amplificacion |
Ob.3 | A.22 |Estandarizacion de | Ser capaces de | Implementar los Ceolecta de tejido | Marzo
métodos de AFLP | realizar métodos de de plantas 2002
¥ RAPDs reaccionesde |[AFLP y RAPD resistentes y
AFLP y RAPD | para utilizarlo susceplibles a
en progenitores | como MM en PLRV
mapeamiento Adquisicion de Abril
| genético partidores de 2002
RAPD y
optimizacién de
reacciones |
Adquisicion de Mayo
enzimas y 2002
partidores de
AFLP y
optimizacidn de
reacciones
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Evaluacion de Resistencia de Germopldsma™ 5 L 12610703

1 3 |Ev. germoplasma para resktencla a PVY \ | 2 |31/05/02

2 4 |Ev. germoplasma para reskstencla a PVX ‘%.-MW 30/08/02 4 S

3 5  (Ev. germoplasia para resbstencla a PLRY 0110102 26/02103 | l E
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Y1 ViVl NQIDYAND
T1HD 30 ONIIIE00

01/01/02  [31/05/03
1 1 |Estand. SCAR para Ryadg de resistencla a PVY (/01702 {1/05/02
1234 2 |Obtenclén de hojas y miberculos de germoplasma 01/01/02  |28/06/02
2 8 |Dbefiar y obtener MM para genes Rx 01/12/02  [31/05/03
4 21 |Estand. de MM para N.D. (RFLP y SSR) & Entren. En U. Comnell 01/06/02  [31A10/02
3 22 Implementacion de Téc. AFLP y RAPD 01/03/02 |23/05/02
Evaluacién Molecular de Germoplasma o1/08/02  |30/09/03
1 7 |Ev. De MM 5CAR de Ryadg en germoplasma 01/08/02 3110402
2 9 |Ev. De MM heteroduplex para Rx en germoplasma 01/07/03  |30/09/03
4 10 [Ev. De MM RFLP de H1 en germoplasma 01/02/03  |31/05/03
4 11 |Ev. MM SSR de HI en germoplasma 01/02/03 .@1.'05.'03
o H05HS:
Evaluacién de Progenies 01/01/02 (31/10/04
1,2,34 12  |Cruzas de progenitores para obtener progenies 01/01/02  [30/06/02
1 13  |Ev. MM SCAR para Ryadg en progenles 01/06/03  [30/11/03
2 14 |Ev. MM hetereduplex de Rx en progenies 0112/03  [31/05/04
3 15 |Ev. de progenles para resbtencla a PLRY 01/06/04  [31/10/04
4 16 |Ev. de MM RFLP y SSR para Hi en progenles 01/05/03  13112/03
T e
Map. e identif. de MM de resistencia a PLRV 01711704 14112005 | |
N N - 3 2
3 17 Definir poblaciones para mapear genes de resistencia a o104 3124 =
PLRYV 3
1}
3 18 |Map. e identif. de MM de genes de resistencia a PLRY |01/01/05 |30/06/05 o
o
01/07/05 [14/12/05 | &
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12. IMPACTO DEL PROYECTO
12.1. Econémico

1.- Seleccion temprana de genotipos resistentes mediante marcadores moleculares, por un lado
disminuira significativamente la cantidad de material a ensayarse directamente contra el
patogeno, y por otro, disminuira ostensiblemente el numero de genotipos para las siguientes
etapas de evaluacion. Esto redunda en un ahorro de recursos, liempo, ¥ en definitiva disminuye
el costo de produccién de una variedad. Actualmente, dado el allo costo de realizar
masivamente multi-ensayos de resistencia a estos patdgenos, estos sencillamente no se realizan
en nuestra programa de mejoramiento. La factibilidad de realizarlos a traves de este proyecto
permitirda aumentar el valar agregado de las variedades con resistencia multiple, incrementando
con eflo su potencial de aumentar el area cubierta con ellas asi como también su potencial para
exportarlas.

2.- La liberacién oporuna de nuevas variedades aptas para ¢l mercado fresco y de productos
procesados, resistentes a las plagas y enfermedades cubierdas por este proyecto, permitiria
abastecer e! mercado interno  y proyectarse en el mercado internacional con variedades que
presentan grandes ventajas comparativas frente a otras, y a regiones del mundo donde eslos
problemas son tan o mas serios que en Chile (Africa, Asia, Europa del Esle, Canads).

3.- Disminuirian las perdidas producidas por el fendmeno degenerativo de la papa, donde Jas
infecciones acumutativas de los virus en el cultivo explican el 40% de dichas perdidas. Los
pequeiios agricultores serfan los mas beneficiados dado es esle ¢l sector es el mas afectado por
este fenémeno degenerative porgque no tienen la capacidad de renovar sus materiales por
semilla de buena calidad que usualmenie es costosos y dificil de adquirir. Este sector representa
et 93% de los 91994 productores del pais, con 85563 produccicnes de papa.

4.- Ademas los pequenos agricultores tendrian variedades que les permitirian disminuir la frecuencia
de cambio de semilla por tener esia resistencia a virus, lo cual les permitiria disminuir ¢ostos de
produccién aumentando la rentabilidad del cultivo, y por ende los ingresos de 105 pequefos
productores.

5.- Al contar con mas variedades resisientes al nematodo del quiste dorado de la papa, disminuye la
probabilidad de infestacidn de las zonas libres, con lo cual se mantiene el potencial de
produccion de las zonas libres, y no se debe incuriir en enormes costes de erradicacién o los
asociados a las medidas cuarentenarias.




1.- A través del uso de marcadores moleculares para los genes de resistencia PVX, PVY, PLRV y

2.~ El uso de variedades resistentes a enfermedades virosas ocasionadas por PVX, PVY y PLRV,

3.- La seleccion de variedades resistentes a virus y nematodo dorado, diminuira el uso de peslicidas,
con un impacto importante en |a salud de ias personas que laboran en trabajos agricolas
relacionados con |a produccién de papa, y en el medio ambiente.
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12.2. Sociaf
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MNematodo dorado, se seleccionaran variedades con resistencias maltiples a las mas importantes
enfermedades y plagas presentes en el pais como son los virus PVY, PLRV y PVX y ¢l nematodo
dorado, ademas de otras caracteristicas aptas para el mercado de [a indusiria de procesamiento,
otorgando con ello mayores oporiunidades a los agricultores de eleccion de variedades,

disminuiria la tasa de degeneracion de la semilla de papa, por lo tanto disminuiria las perdidas
ocasionadas por la semilla de mala calidad y aumentaria el rendimiento de la produccion,
aumentando con ello la rentabilidad del cultivo y Ios ingresos de los pequefios agricultores. Esta
situacién favorece mayoritariamente a los mas de 85.000 productores de papa del pais
catalogados como pequefios productores, guienes no cuentan con recursos suficientes para el
cambio de semilla con la frecuencia necesana de variedades hoy en cultivo en el pais como son
Desiree (60 % del mercado} y Cardinal (18% del mercado) (Rojas et al, 2000), las cuales son
susceptibles a estos virus. La variedad Yagana, que cubre alradedor del 7% del mercado {Rojas
et al, 2000), es altamente resistente a este virus, situacion muy apreciada por los pequefios
agricultores que la cultivan.

=

@ WS
= ‘d!ﬁ“ﬁlf‘

L)

X

-‘?:.9 .
N



Pagina
p GOBIERNG DE CHILE Ndmero 4

FUNDACION PARA LA
INNCWACION AGRARIA

impacto Técnicos:

1.- Aumentara la precisién de identificar individuos con resistencia mditiple a PLRV, PVY y PVXy
nematodo dorado.

2.- El uso de marcadores moleculares permite la idenfificacién de progenitores duplex, triplex y
cuadruplex, lo que permite aumentar rapidamente a frecuencia de los genes de resistencia en
las poblaciones de mejoramiento. Dosis de genes duplex segregarian en una proporcion de 5:1,
para resistentes y susceplibles, vy, las dosis triplex y cuddruplex producirian progenies todas
resistentes.

3.- La implementacion de meétodos de seleccion asistida por marcadores moleculares (SAMM) para
las enfermedades y plagas antes mencionadas, posibilitara desarroflar métodos similares
aplicados a otros caracteres importantes a mejorar en este cultivo, tales como bajo nivel
azicares reductores, alto contenido de materia seca, color de pulpa, etc..Algunos de estos
caracteres ya han sido mapeados.

4.- La generacion de una pablacién segregante para resistencia a PLRV y su mapeamiento mediante
marcadore molecuadlres (AFLP y S8R) posibilitara el estudio de otros caracteres que también
segreguen.
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13. EFECTOS AMBIENTALES
13.1. Descripcion (tipo de efecto y grado)

Los resultados de este proyecto a mediano y largo plazo sclo generaran efectos ambientales
positivos. La posibilidad de desamollar variedades resistentes a plagas y enfermedades ocasionadas
por los virus PVX, PVY, PLRV y el nematodo dorado, posibilitara el desarrollo de estrategias de
control integrado de plagas y enfemmedades, que disminuiran considerablemente el uso de pesticidas.
Actualmente, para evitar contagio de enfermedades virosas se recurre al uso de insectidas que
reducen las poblaciones de insectos vectores, y en el caso del nematodo dorade se recurre al use de
nematicidas {(aunque en el caso de Chile el usc de nematicidas aun es bajo), ambos tipos de
productos quimicos tienen un aito grado de toxicidad para guienes loc manipulan y para el medio

ambiente. El usc de variedades resistentes a estas plagas, por lo tanto promovera el desanollo de
una agricultura limpia y sustentable, amigable con el medio ambiente,

13.2. Acciones propuestas

13.3. Sistemas de seguimiento {efecto e indicadores)
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16. ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO
16.1. Criterios y supuestos utilizados en el analisis

Indicar criterios y supuestos utilizados en el calculo de ingresos (entradas) y
costos (salidas) del proyecto

Criterios utilizados en &l analisis econdmico

E! criterio que se utilizé para abordar el analisis econdmico fue e de "disminucién de costos" y
"disminucion de perdidas" por efecto de la implementacion del proyecto

Esta disminucién de costos afecta en forma directa a tres situaciones factibles de ser
medidas:

1. Disminucion del costo del Programa de Fitomejoramiento en Papa del INIA

En la actualidad y con la metodologia que se dtiliza en el Programa de fitomejoramiento, ta
obtencidn de una variedad es un proceso que demora alrrededor de 12 afios

Con las técnicas y la metodologia propuesta per el proyecto se logra una reduccién del
tiempo que se tarda en liberar una variedad y es posible lograra variedades multi resistentes
El Programa de Fitomejoramiento en papa tiene un costo total anual de 91 millones de pesos,
para poder hacer comparables las situaciones con y sin proyectos se calculd un costo anual
con la utilizacion de ta metodologia propuesta en el proyecto

2. Disminucién del costo de productores paperos por concepto de reposicion de semilla

La semilla de papa sufre un proceso de degeneracion una una de sus causas mas potentes
son las virosis, en la actualidad la tasa premedioc ponderada de sustitucion en el pais es de
3.26 anos

Con la existencia de variedades multi resistentes esta tasa (como promedio ponderado)
puede llegra a 4.56 anocs, situacion que redundarai en un beneficio directo para los
productores

3. Disminucién de perdidas de produccién al utilizar variedades multi resistentes
Con variedades multi resistentes a virus y nematodos se disminuyen las pérdidas causadas
por estos agentes patégenos

Supuestos Utilizados

Que el programa de Fitomejoramiente obtendra una variedad multi resistente, pasados los 8
anos que tarda el proceso

(lue la nueva variedad liberada tendra un comportamiento en el mercado como el descrito en
la curva de adpcién disefiada

Que variedades multi resistentes pueden lograr mejoras de rendimiento al menos de un 40%
con respecto al promedio nacional (ceteris paribus los demas factores que influyen en el
rendimiento)

Que estas variedades alargaran (de 3.26 a 4.58 arios) el tiempo de recambio de semilla

s del proyecto se uthzé un horizonte de evaluacién de 16 anos
N proyecto de tipo empresarial, en la evaluacion no se considero
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17. RIESGOS POTENCIALES Y FACTORES DE RIESGO DEL PROYECTO

17.1. Técnicos

Las metodologias propuestas en este proyecto responden al nivel de conocimiento que existe
en el mundo, genético y molecular, de los genes de resistencia a PVX, PVY, PLRV y N.D. Para cada
uno de los objetivos propuesties, segin el patdgeno, existen elapas comunes, que Son )
estandarizacion de técnicas moleculares, iy evaluacion de germopiasma (progenitores y clanes de
elite) y if)) evaluacién de progenies segregantes. El desarrollo de cada una de estas etapas serén
indispensables para implementar un método de seleccidn asistida por MM que consistira en
diferenciar los clones de papa resistentes de los susceptibles, en las poblaciones del programa de
mejoramiento genético de papa del INIA. Sin embargo debido a los diferentes grados de informacidn
que existen para los genes de resistencia y sus respectivos MM, la importancia de cada una las
actividades asociadas a las etapas seran diferentes, por lo tanto también sus riesgos. Es importanie
deslacar que nuestro grupo esta en constanie contacto con ofros programas de mejoramiento
genético y laboratorios en USA y Europa que son vanguardia en estudios genéticos de papa, esto
significa que cualquier nuevo conocimiento, que se genere en [0S proximos afos, acerca de 10s genes
de resistencia mencionados podra ser rapidamente asimilado e incorporado en nuestra estrategia de
SAM para desarrellar nuevas variedades de papa con resistencia muftiple a virus y N.D.

Nivel de ETAPAS
Informacion: Método de
Fuente de seleccicn por
o] resistencia y RIESGOS POR CADA ETAPA MM
=
o MM T T : TS
o Estandarizacion | Evaluacién de Evaluacién de
- de técnicas germoplasma progenies
o | Moleculares (Ensayo (Ensayo
bioiégico ¥ biologico y
proeducecion de produccién de
| MM) ,_ MM)
Genes Rx1 y Rx2 Producir  heterodu- | Cualquier problema | Cualguier problema | Para este ohjetive
han sido clonado y plex entre genes ale- | solo podria inducir | solo podria preducir | existe el riesgo de no
secuenciado. No los na sera dificil, pe- | retrasos, perao la acti- | retrasos, pera la | producir un fragmen-
existen marcadores ro asociarlos al gen | vidad nmo estaria en | actividad no estaria | to hetereduplex Unico
g disponibles. de resistencia puede | riesgo, Esta etapa es | en riesgo. En esta | para los genatipos
o verse dificultado si | muy importante para | etapa se evalla |z | resistentes.

los hetzroduplex no
diferencian un genoti-
po resistente de uno |
susceptible.

identificar los genoti-
pos resistentes y
susceptibles del ger-
maoplasma de INIA

factibiidad de
identificar & gen de
resistencia Rx en una
familia segreganie

Gen Ry,g, existe un | Oligonucleatidos  y | Cualquier problema Cualquier problerna | Segin el nivel de
marcador tipo PCR | condiciones de reac- | solo podria inducir sole podria producir | informacién no  se
disponible. Esle [ cion de PCR ya | retrasos, perola acti- | retrasos, pero Iz | esperan mayores
marcador se ha | estdn descritas. vidad no estaria en actividad no estaria | riesgos en las
utiizado para riesgo. Estaetapaes | en riesgo. En esta | actividades
; caraclerizar muy imporiante para | etape se evalla la | asociadas a este
i germoplasma en identificar los genoti- | factibilidad de | objetiva,
Europa, Japén vy pos resistentes y identificar ef gen de
USA. susceptibles del ger- | resistencia Ry.g, en
moplasma de INIA una familia
segregante
Se cuenta con En este proyecto si iniciaran estudios moleculares de la resistencia a | Dependera

PLRY

germopfasma
fesist ; te, pero ng
se harri repotados

PLRY, los cuales también requiere cumplir con las mismas etapas de
estandarizacién de técnicas moleculares (AFLP, SSR yfo RPAD) que
en aste caso marcaran ¢l inicio de un trabajo de mapeamiento de estos
genes de resistencia, Luego una vez elegido los progenitores para
generar una familia segragante se mapearan los sectores del genoma

invelucrados en la resistencia a PLRV. Una vez identificade MM
psociades se procedera a clonarlos ¥ secuenciarlos para generar

e harcadores mas faciles de usar en SAM. Sin embargo, el éxito de esta

iitima etapa dependera del nivel de complejidad genética del caracter,
i 1a resisiencia 8 PLRV es multigenica donde muchos sectores del
genoma estén aportando a la expresidn de esta, |a factibilidad de usar
marcadores asociados para seleccién se reduce.

exclusivamente dej
grado de complejidad
genélica de la
resistencia a PLRY.

Muchos y pequefios,+ [a%®

QTLs asociados ~
descartarian —par
ahora- un métede de
seleccion par MM
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Gen H1, s& han Existen marcadores | Los ensayos | Cualquier problema | La  capacidad de
reportado de RFLP y estos se | hiolbgicos se | solo pedria producir | identificar genotipos
marcadores de han estado usando | realizardn en Ghillan | retrasos, pero la | portadores del gen
RFLP y SSR en ka Unhersidad de | (INIA-Quilamapu). actividad no estarfa | H1 usande MM no

N. Dorado

Cornefl. Sondas ¥
metodelogia  serdn
adquiridas  mediante
un breve pericdo de
tiempo en asa
universidad.

Las Marcadares SSR
para H1 serian mas
faciles de usar dado
que requigten una
reaccion simple de
PCR, per se
evaluard sU
conveniencla

respecte a los RFLP

Esta aclividad es
similar a los ensayos
para caracterizar

progenitores
resislentes a virus.
Solo e podria

refrasar en caso de
problemas, los cuales
nc se esperan. Esta
etapa es muy
importarte para
identificar los genoti-
pos resistenfes y
susceplibles del ger-
moplasma de INIA

en riesgo, En esta
etapa se ewvalla la
factibilidad de
identificar e gen de
resistencia H1 en
familias segregantes

esta en riesgo, sin
embargo los
resultados de eske
proyecio nos indicara
la conveniencla de
usar los marcadores
de RFLP yfa SSR
descritos para el gen
H1

17.2. Economicos

No se vislumbran factores econémicos que pudieran comprometer Ja realizacion de este proyecto, si
todas las parte involucradas cumplen con |o planificade.

17.3. Gestion

No se vislumbran factores de gestion que pudieran compromeler la realizacién de este proyecto. Los
investigadores responsables tienen una alto nivel formacién académica y poseen una experiencia en
el desamallo de proyectos de investigacion. Por otro lado el agente postulante INIA posee una
organizacién y estructura adecuada para asegurar el cumplimiento de las actividades comprometidas.

17.4. Qtros
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17.5. Nivel de Riesgo y Acciones Correclivas

Riesgo Nivel Acciones
Identificado Esperado Propuestas

imposibilidad de detectar heteroduplex | Compromete [a realizacién | En caso de no detectar heteroduplex ligados al gen de resistencia, se

ligados a kos genes de resislencia virus | det objetivo Obj.2. procederd al clonamiento y sesuenciaciin de los olros alelos de fos

PVX (Rx1 yio Fo2) genes que en este caso serian los de susceptildlidad a PVX que se
amplifiquen por PCR, y se analzardn sus diferencias nucledtidicas
con tal de dsesiar paridores especificos para ampiificar fregmentos
SCAR o CAPS. Esta aclividad se realizaria en la Universidad de
Comell en el aboratonc ded Dr. Weker De Jong durante el ultimo ano
del Proyecto.

Ensayos bioligicos de resistencia a| Son indispensables pam | Bajo condiciones de invernadero y de Jaboratoric na deberian Fallar.,

PVX, PVY, PLRY identificar germoplasma | Si eso flegase a suceder los ensayos tienen que repetirse.

resislente en progeniiores y
progenies. Atraso en fa meta
del objetivo.

Complejidad genélica de factores de
resisiencia a PLRY

Compromete la realizacidn
del objetivo Obj.3.

Si la resistencia esla modulada por muchos genes y ninguno
presenia un alo porcentaje de enplicacidn de la vadanza, (2
posibilidad de usar MM para sefeccién asistida serfa muy complicada
en el maco de este proyecta. En el futuro la posibilidad de adauirir
equipos con mayor capaciclad de andlisis de fragmentos de ADN
podria aywdar a realizar este objetivo.  Sin embargoe, la identificacidn
de marcadores y su efectie es en si un importants resultado.

Ensayos biokigicos de resistencia a
Nemalodo dorade

Atraso en los trabajos de
carackerizacion de
progenitores por
disponbilidad de matenial
bioligica da nemdatodos o
bien por problemas de error
experimental en [os ensayos

En caso de atraso en la disponibiiidad de material bioldgico para las
pruebas, o! experimento se desptazara en ¢f tlempo solamente pero
se realizara a la brevedad, En caso de enw experimental por
problemas con el nemalodo como par ejermplo que =& muneran Bs
larvas 0 problemas de esa indole, se repetird o experimento a fa
brevedad,

identificacion de MM SSR para
sefeccionar gendtipes resistenles a N.
Dorado usando el método de seleccion
asistida por MM

Que los MM 55R na
delecten resistencia en las
variedades resisteies ¥
conocidas de poseer ef gen
H1 que lenemos &n nuestio

germoplasma

El poyecio conternpla ef uso de MM RFLP ¥y SSR. Los MM RFLP
ya estan en uso praclico en el programa de papa de la U, de Comell,
USA, por fo no s& anficipan riesgas en SuU USO en NUASire programa.
Silos MM 55R e funclanan, simplemente nos quedaremos con ks
marcadores RFLP. El daseo de seleccionar MM mas simples como
e 55R se debe a que son mas baratos y simples de usar, en
cortraste al RFLP. El uso de RFLP es complgjo y mas costeso que
SSR. Perg el resultado del ohietive 4 no esta en fiesgo.
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18. ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

En papa, la mejor estrategia para transferencia de resultados, y en forma especial cuando se
trata de variedades mejoradas de papa, es a traveés de semilla certificada de papa. El INIA posee un
programa de produccion de semilla basica y certificada de papa ubicado en el Centro Experimental
La Pampa, en Purranque, Xa Region. Este Centro, administrade por el propio programa de papa del
INIA, tiene la capacidad suficienie para producir 50 ha de semillas basicas anuales, con lo cual se
puede potencialmente praducir semilla suficiente para plantar mas de 14.000 ha de semilla certificada
C3, en un programa que requiere multiplicacién externa con productores, lo cual el INIA ha realizado
en multiples oportunidades a través de la colaboracién con INDAP. En el marco de este proyecto,
semilias de las nuevas variedades seran preducidas en La Pampa, realizando ensayos demaostrativos
en las distintas zonas del pais previo a la liberacion de las vaniedades. Una vez tomada la decision
de liberar una variedad, la semilla basica producida por el INIA sera traspasada a productores de
papa arganizados con la colaboracion de INDAP. Los semilleros comunitarios permitirdn prodtcir
semillas @ menar costo para los productores, con lo cual las semillas se podran distribuir con mayor
facilidad. EI INIA dara franquicias especiales a los productores de semilla asociados para el uso de
estas variedades.

Par otro lado, el INIA imprimira folletos divulgativos con la descripcion detallada de las
caracteristicas de cada variedad, indicando su uso y adaptacion a las distintas regiones productoras
del pais.

En la medida que se vayan cbteniendo los resultados intermedios y finales, estos seran
publicados en revistas especializadas en el ¢aso de los resultados relacionados a los marcadores
moleculares. Las variedades una vez liberadas igualmente serdn publicadas en revistas nacionales e
internacionales.

Los investigadores del equipo tecnico participarén al menos en dos congresos nacicnales
donde se presenten los resultados de este proyecto.

El equipo técnico de este proyecio se compromeie a elaborar y maniener una pagina WEB
divulgativa a panir del afio 2002 (Junio), cuyo fin sera facilitar el acceso a nuesiros resultados y
promover la discusion cientifica y iecnoldgica, especialmente en lo que respecta al mejoramiento de
cullivos a través de métodos biotecnologicos innovativos, que junto con acelerar desarrollo de nuevas
variedades, también potencian el desarrollo de una agricultura limpia y sustentable. Esta pégina Web
seré ampliamente promocionada a través de los medios de comunicacion a los cuales tiene acceso el
INIA (g). Revista del Campo, Revisla Tierra Adentro) y también serd incluida como “link” en otras
paginas VWeb relacionadas con investigacidn agricola y papa, lales como Red de Papa de
Latincamérica y Potato Association of America, CIP, y al propic FIA si obtenemas su autorizacion,
etc.
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PROYECTQ

19.1. Antecedentes y experiencia del agente postulante y agentes asociados

(Adjuntar en Anexo B el Perfil Institucional y documentacion que indique la naturaleza
juridica del agente postulante)

El INIA ha venide desarrollando actividades de mejoramienlc genético de papa desde su
creacion en 19684, En sus inicios, evalud variedades introducidas desde el exterior, producto de cuyos
trabajos selecciono y libero para el comercio en el pais entre olras la variedad Desiree, la cual hoy es
lejos la variedad de mayor cultivo en Chile. En 1981, el FIA comienza a financiar un proyecto de
mejoramiento genélico de papa al INIA, proyecto que dura hasta 1991, el cual fue dirigido por el
Director del actual proyecio que se postula. Durante la realizacién de ese p[proyecto, se libero al
comercio del pais las variedades Yagana (hoy con cerca del 10% del area de papa del pais,
concentrado en la Xa region donde se estima tiene un area de un 30%), Ona, y Pehuenche. Unpa de
las lineas experimentales que se desarrollo durante este proyecto fue liberada en 1993 como la
variedad Pukara, hoy inscrita oficialmente en Italia, abriendo &) camino a variedades Chilenas en el
exlerior.

Entre 1996 y 2001, esta en ejecucion un proyecto sobre mejeramiento genético de papa para
desarrollo de variedades de tubérculo e hibridos de semilla botanica de papa, el cual fue financiado
por £l Gobierno Regional de la Xa Regidn de Los Lagos. Este proyecto es dirigido por el Dr. Jose
Santos Rojas, quien tambien es colaborador de este proyecto.

Entre 1983 y 2001, se ejecuto dos proyectos FONDEF relacionades a la produccién de
variedades de papa con resistencia genética a [a bacteria patégena Erwinia, mediante transfermacion
genética. Este proyecto fue dirigido por el actual director del proyecto que se postula.

En las ultimas dos décadas, se han gjecutado un gran numero de proyectos internacionales
relacionados con mejoramiento genético de papa. Varios de ellos con el Centre Internacional de la
Papa (CIP), y en conjunto con los paises del Mercosur, notablemente el proyeclo PROCIPA,
financiade por el BID a traves del CIP (1993-1985), todos ellos dirigidos por el actual director del
proyecto que se postula. Actualmente, se encuentran en ejecucion otros dos proyectos con el CIP,
uno de los cuales es relacionado a mejoramiento genético para resistencia al virus PLRY, y el otro es
relacionado a mejoramiento para produccién de variedades con fines agroindustriales (proyecto
FONTAGRQO, financiado por el BID) (2000-2003). También actualmente, se encuentra en ejecucidn
un proyecto internacional para mejoramiento para resistencia & insectos en papa, en el cual ademas
del INIA, participan EMBRAPA de Brasil, y las Universidades de Cornell y Dakota del Norte de £. U.
Este proyectc es financiado por la Fundacion McKnight de E. U. Cuando se postulo en 1994, ese
proyecto fue uno de Ios 468 proyectos presentados, quedando seleccionados finalmenie solo ocho de
ellos, abarcando todos los cultivos {(18895-2001). Recientemente, para renovar el financiamiento por
otro pericdo {2001-2003), este proyecto se postulo junto a otros 330 proyectos, quedando finalmente
seleccionados solo 21 de ellos, Este proyecto también ha sido dirigido por el direclor del actual
proyecto que se postula.

El responsable alterno de esle proyecto, Dr. Beris Sagredo, recientemente ha culminado sus
estudios de doctorado en Biologia Celular y Molecular en 1a Universidad del Estado de North Dakota,
EE.UU., y posee una amplia experiencia en el uso de marcadores molecufares para mapeamiento
genético de especies, especialmente papa (S. fuberosum). En su tesis doctoral trabajo con
poblaciones segregante tetraploides, y mediante marcadores tipo AFLP y SSR mapeo e identifico
ge lé}de resistencia a insectos, provenientes de a especies silvestres 5. berthaultii y 8. chacoense.
] integracidn al programa de mejoramiento genético de papa del INIA responde a la necesidag‘gs;

eTilZar~Jos procesos de seleccion y mejoramiento de este cultivo integrando herramie@téb‘
' como es el uso de marcadores moleculares en seleccion mediante métodos/SAMM

ﬂ si&LNa por marcadores moleculares). /:‘E:‘W”;Q*D
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PRQYECTO (Continuacion)

También su trabajo contempla actividades relacicnadas con el traspaso y evaluacion de genotipos en
gondiciones de invernadero y/0 campo. Estas actividades son periddicas y conslantes durante lgs
cuatro afos de duracion del proyecto. Dada su amplia experiencia en enfermedades virosas de
papa, bajo su responsabilidad estaran las actividades relacionadas con los ensayos de resisiencia a
virus PVX, PVY y PVLR en invernadero.

El Dr. Andrés France, es especialista en nematodos, y bajo su direccién estaran las
actividades de prospeccion y aislamientios de lineas de nematodo dorado, asi como los ensayos de
resistencia a ND de progenitores y progenies.

Carlos Sierra, Ms Sc., es guien coordinara las actividades de manejo de material en campo
en IV Regién, durante lus ensayos y evaluaciones de resistencia @ nematodo dorado

19.2. Instalaciones fisicas, administrativas y contables

1. Facilidades de infraestructura y equipamiente importantes para la ejecucion del proyecto.

El Centro Regional de Investigacion Remehue del INIA, ubicado en Osorno, cuenta con un
campo experimental con 474 ha fisicas, de las cuales 50 ha se usan para papa en una rotacién de 5
anos, utilizandose alrededor de 10 ha anuales para los ensayos del programa papa. Lo anterior
asegura pleno espacio para la investigacion en este proyecto. Cuenta con toda la maguinaria
especializada para plantacién y cosecha de papa. Ademas, cuenta con 220 m2 de bodegas para el
almacenamiento del producto cosechado de los ensayos.

En este Ceniro se cuenta con alrededor de 370 m2 de invernaderos divididos en 7 cuerpos,
equipados con calefaccion, luz especial para trabajos de papa (lamparas de Haluro metdlico de 400
W, una por cada 10 m2}, riego automatizado en la mayoria de 105 cuerpos de invernadero.,

En relacién con los laboratorios, se cuenta con 550 m2 de una infraestructura nueva de
laboratorio, recién inaugurada en Marzo 2000. En ella existen 7 laboratorics para distintos usos, mas
una sala general de lavado, cuatro camaras de crecimienio y una cdmara de frio, mas una sala
oscura para trabajos de biologia molecular. Dos de estos laboratorios de alrededor de 70 m2 total,
son de biologia molecular. Este laboratorio cuenta con equipamien{o bdsico que permitirdn
desarrollar el proyecto en postulacion, tales como un termociclader (MJ Research PTC-100),
centrifugas, barfios termoregulados, fuenies de poder de alto voltaje, transiluminador UV, sistema
fotografico, cAmaras de electroforesis para geles de agarosa y secador de geles, entre olros, Sin
embargo se solicitan algunos equipos especificos que son indispensable para la buena ejecucion de
este proyecto.

Ademds, se cuenta con un laboratorioc cuenta de cultivo de tejidos para muitiplicacion y
limpieza de materiales genéticos de papa, el que ademas esta equipado para realizar la prueba
serologica ELISA para virus.

Otro de los laboratorios es de Fitopatologia, completamente equipado para trabajos de papa,
y dos otros laboratorios para trahajos especificos en semillas, y calidad culinaria de papa y otros
vegetales, todos los cuales también estaran a disposicion de este proyecto.

almente esie laboratorio esta equipado con una sala general de equipos que es compartida
por ta s 'los labpratorios especificos, la que cuenta con equipos lales cemo hornos, cdmara de

crecimienio ala de lavados

-\ '
El S bde Investigacion Quilamapu. ubicado en Chillan, cuenta con un completo e
12 '-_ 4 b ihuelndgeros para nematologia, equipadas para los trabajos de nematodoes que eslan,f'
caripimetlids/eh&4le proyecto. =y

o B & YF
£ egional de Investigacion Intihuasi, ubicado en La Serena, cuenta también con un

. R v
Ental para el desarrollo de los trabajos de campo a desarrollar en este proyecto, y*
laboratorios de suele y agronomia general. También, en este Centro normalmente se realizan
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ensayos en campos de agricultores, lc que también se hara en este proyecto, para prueba de clones
con resistencias seleccionadas con el método de SAMM, para la evaluacion agrondmica de estas
{ineas, especialmente las seleccionadas con resistencia a nematodo dorado, y las de resistencia
multiple que cuenten con esta resistencia.

Para {a ejecucién de este proyecto se contara ademas con la colaboracion de los Drs. Walter
de Jong, Genetista Molecular, Assistant Prof. Plant Breeding, y del Dr Bill Brodie, Nemnatologo, Prof.
Plant Pathology, ambaos del Colegio de Agricultura y Ciencias de |a Vida de la Universidad de Cornell,
lthaca, NY, E.U. Ambos tienen actualmente como el foco de su investigacion, el desarrollo de
resistencia genética y de marcadores moleculares para el nematodo dorado del guiste de la papa,
para los patotipos Ro1 y Ro2. Ellos han ofrecido toda su colaboracion para este proyecto a traveés de
la donacion de marcadores moleculares y entrenamiento para personal del proyecto.

2. Capacidad de gestién administrativo-contable.

El INIA cuenta con una Subdireccion Nacional de Administracion y Finanzas, la que tiene
personal especifico en cada Centro Regional a través de las Subdirecciones Regionales de
Administracién y Finanzas, las que estan a cargo de un Subdirector, y cuentan con personal
especializado para llevar contabilidad de proyectos. El INIA desarrolla mas de 500 proyecios
anualmente, los cuales son llevados contablemente por este personal.

Ve 7,
«F UNHAD DE EATY
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20. OBSERVACION SOBRE POSIBLES EVALUADORES

(ldentificar a el o los especialistas que estime inconveniente que evaluen la
propuesta. Justificar)
Nombre Institucién Cargo Observaciones
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ANEXO A

ANTECEDENTES DEL EQUIPO DE COORDINACION Y
EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO




CURRICULUM VITAE
Julio Cesar Kalazich Barassi, Ph. D.

Sub-Director de Investigacion y Desarrollo e Investigador en Mejoramiento Genético de
Papa del Centro Regional de Investigacion Remehue del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA)

Casilla 24-0 - Osomo - Chile

Teléfono: (56) (64) 233515 - Fax: (56) (64) 237746

jkalazic@remehue.inia.cl

DATOS PERSONALES
Nacido en Porvenir, Provincia de Tierra del Fuego, XII Region, ¢l 7 de Noviembre de
1953. Es Casado y tiene 3 hijos, de 21, 19 y 10 aflos de edad.

ESTUDIOS

1958-1966 Ensefanza de kinder, primaria y 1° y 2° Humanidades en la Escuela Fiscal N°]
de Porvenir

1967-1970 3°-6° Humanidades en el Liceo de Hombres de Punta Arenas

1971-1977 Ing. Agronomo Produccion Vegetal, Universidad Austral de Chile.

1985-1989 Estudios de Doctorado (Ph.D.} en la Universidad de Comell, [thaca, New York,
U.S.A., en Mejoramiento Genético de Plantas como especialidad principal y
Produccion Vegetal y Fitopatologia como campos de especialidad secundaria.
Titulo de Ph.D. otorgado en Enero de 1989.

EXPERIENCIA PROFESIONAL ‘

1977- Investigador Mejoramiento Genético de Papa, Centro Regional de’ Investigacion
(CR1) Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA}), Osomo.

1985-1988 Estudiante graduado del programa de doctorado, Deptartment of Plant
Breeding and Biometry, Cornell University, Ithaca, New York, U.S.A.

1989-- Miembro Comité Directivo CRI Remehue.

1992-1994 Coordinador Nacional Programa Papa INIA.

1994-1997 Director Departamento de Produccion Vegetal, CRI Remehue

1998- Subdirector Regional de Investigacion y Desarrollo, INIA CRI Remehue.

AREAS DE INTERES PROFESIONAL
Mejoramiento genético de Papa, resistencia genética a enfermedades de papa, agronomia,
produccion de semillas y cultivo de tejidos; Ingenieria genética.
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de papa. pp. 127-150. En: Accatino, P., Rojas, J.S. y Kalazich, J. (eds.).
Metodologias para Mejorar la produccion y uso de tubérculos - semillas de papa en
Chile. Estacion Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
INIA, Osorno. Sene Remehue N°51. 169 p.

Pino, M. T. y Kalazich, J.C. 1995. Papa bajo un régimen de riego y cortavientos en
Magallanes. Revista Tierra Adentro N°1: 19-21.

Kalazich, J,, J. S. Rojas y A. Kido. 1995. Semilla de papa, calidad sanitaria y fisiologica.
pp. 12-23. En: Seminario Produccion de Papa en la 1V Regién. Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA, Centro Regional de Investigacidon Intihuast,.
La Serena, IV Region, 21 de Junio de 1995, Serie Intihuasi N°6.

Kalazich, J. y J. S. Rojas. 1995. Produccién intrapredial de semilla. pp. 67-76. En: Curso
Manejo y Fertilizacion en Papa. Programa de Capacitacion de Agentes de Extension
del Programa de Transferencia de Tecnolégica INDAP IX Region.  Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA, Centro Regional de Investigacién Carillanca,
Temuco, IX Region, 11-12 Diciembre de 1995. Serie Carillanca N° 47.

Kalazich, J. 1995. Principales variedades de papa, aptitudes y usos. pp. 77-90. En: Curso
Manejo y Fertilizacion en Papa. Programa de Capacitacion de Agentes de Extension
del Programa de Transferencia de Techologica INDAP 1X Region. Instituto de

Investigaciones Agropecuanas, INIA, Centro Regional de Investigacion Caritlanca,

Temuco, 1X Region, 11-12 Diciembre de 1995. Serie Carillanca N° 47.

Rojas, J. S. y Kalazich, J. 1995. Plantacién y practicas culturales. pp. 91-101. En: Curso
Manejo y Fertilizacién en Papa. Programa de Capacitacion de Agentes de Extension
del Programa de Transferencia Tecnologica INDAP IX Region. Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA, Centro Regional de Investigacion Carillanca,
Temuco, [X Region, 11-12 Diciembre de 1995, Serie Carillanca N° 47.

Rojas, J.S. y Kalazich, J. 1995. Cosecha y almacenamiento. pp. 103-119. En: Curso
Manejo y Fertilizacion en Papa. Programa de Capacitacion de Agentes de Extension
del Programa de Transferencia de Tecnologica INDAP IX Region. Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA, Centro Regional de Investigacion Carillanca,
Temuco, IX Region, 11-12 Diciembre de 1995, Serie Caritlanca N° 47.

Malagarnba, P., R. Cabello, J. 1zquierdo, J. Kalazich y H. Loépez. 1995. Manual Técnico
Produccion de Papa a partir de Semilla Sexuval. Curso Audiovisual. FAO/CIP/IMA.

¢ Kalazich, J. 1996. Semilla boténica de papa, promesa tecnologica del siglo
ista Tierra Adentro N°9: 16-18.
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Rojas, José S. y J. C. Kalazich. 1996. La Papa. Revista SAGQ, Afio 1(4). Septiembre, pp.
5-12.
Kalazich, J. ; Bortelameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lépez, H.; Uribe G., Marco y Gutiérrez M.,
Manuel. 1996, Variedades de papa INIA : Yagana. Tierra Adentro N°11, Ficha 1,
Nov.-Dic. p. 25.
Kalazich, J. ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lopez, H.; Unbe G., Marco y Gutiérrez M,
Manuel. 1996, Vanedades de papa lNlA Pukara Tnena Adentro N°11, Ficha 2
Nov.-Dic. 1996. p. 26.
Rojas, J.S. y Kalazich, J. 1996, E! cultivo de papa en Chi]e y sus proyecciones. Centro
Regional de Investigacion Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
INIA. Boletin Técnico N°238. 16 p.
Kalazich, J. ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lopez, H ; Unbe G., Marco y Gutiérrez M.,
Manuel. 1997. Variedades de papa INIA: Ona. Tierra Adentro N°12, Ficha 3,
Ene.-Feb. 1997. p. 23.
Kalazich, ], ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lopez, H.; Uribe G., Marco y Gutiérrez M.,
Manuel. 1997. Variedades de papa INIA | Pehuenche Tierra Adentro N°12, Ficha
4, Ene.-Feb. 1997 p. 24,
Kalazich, J. ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lopez, H.; Uribe G., Marco y Gutiérrez M.,
Manuel. 1997, Variedades de papa INIA : Desirée. Tierra Adentro N°13, Ficha 5,
Mar.-Abr. 1997, p. 19.
Kalazich, J. ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.S. ; Lopez, H.; Uribe G., Marco y Gutiérrez M,
Manuel. 1997 Variedades de papa INIA : Purén.  Tierra Adentro N°13, Ficha 6,
Mar.-Abr. 1997, p. 20.
Kalazich, ). ; Bortolameolli, G. ; Rojas, J.8. ; Lépez, H.; Unbe G., Marco y Gutiérrez M.,
Manuel. 1997 Variedades de papa INIA : Pehuenche. Tierra Adentro N°14, Ficha
7, May.-Jun.. 1997, p. 43
Pino, M. T. y Kalazich, J.C. 1997. Efecto de la cortina cortaviento y del riego sobre la
praduccion de papa (Solanum tuberosum L) cv Desirée en Magallanes. Agricultura
Técnica (Chile) 57 (3): 184-1809.

Pino, M. T. y Kalazich, J.C. 1997 Efecto del cortaviento (malla Rasheli) sobre la
produccion de 10 cultivares de papa en Magallanes. Agricultura Técnica {Chile) 57
(3): 190-194,

Rojas, J.S., Kalazich, J.,, Barrientos, C. y Lopez, H. 1997. Produccién y utilizacion de la
semilla botanica de papa o TPS en la explotacion comercial del rubro. 237-244 pp.
En: Anuario del Campo: Alternativas para la modernizacion y diversificacion de la
Agricultura. Publicaciones Lo Castillo S.A. {eds.). 300 p.

Lépez, H., Kalazich, J. y Rojas, J.S. 1997, Papa para la industria: una alternativa vigente.
245-254 pp. En.  Anuario del Campo: Altemnativas para la modernizacion y
diversificacion de la Agricultura. Publicaciones Lo Castillo S.A. (eds.). 300 p.

Torres, H.; Kalazich, J.; Septlveda P; Lopez, H.; Rojas, I. 1998. El Carbon de la Papa.

Una enfermedad cuarentenaria en Chile. Boletin Técnico N® 251 INIA Remehue




Arce, P., Moreno, M., Acufia, 1, Gebauer, M., Dell Orto, P., Torres, H., Oliger, P.,
Venegas, A., Jordana, X, Kalazich, J. and Holuigue, L. 1999. Enhaced Reststance
to Bacterial Infection by Erwinia carotovora subsp. atroseptica in Transgenic Potato
Plants Expressing the Attacin or the Cecropin SB-37 Genes. Amer ] of Potato
Research 76; 169-177.

Rojas, J.S., Kalazich, J., Barrientos, C. y Lopez, H. 1999, Produccion y utilizacion de la

semilla botanica de papa o TPS. Revista de la ACHIPA : Papa, Universal delicia.
Ao 1 N°3 Diciembre 1999. p. 8-10.

Serrano, C., Arce, P. Torres, H., Gebauer, M., Gutiérrez, M., Moreno, M., Jordana, X,
Venegas, A., Kalazich , J. and Holuigue, L. 2000. Expression of the chicken
lysozyme gene in potato enhances resistance to infection by Erwinia carotovora
subsp. arroseptica. Amer J of Potato Research 77; 191-199.

Lépez, H,, Kalazich, J. y Rojas, J.S. 2000. Papa para la industria: una alternativa vigente.

Revista de la ACHIPA : Papa, Universal delicia. Afio 2 N°4 Abril 2000. p. 8-10

Kalazich, J., Rojas, J.S., Lopez, H., Barrientos, C., Unbe, M., Rios, J.,, Winkler, A,
Catalan, P. y Inostroza, J. 2000. Pukara-INIA, variedad de papa para el cultivo de
primores. Informativo Remehue N°19. 2 p.

PARTICIPACION EN CONGRESOS NACIONALES E INTERNACIONALES
(Desde 1990)

Kalazich, J.C,, J.S. Rojas, C. Fernandez, H. Guglielmetti, M. Uribe. 1991. Cuatro nuevas
variedades de papa para la agricultura chilena. XV Congreso de la Asociacion
Latinoamericana de la Papa, Lima, Peru, Septiembre de 1991. (Resumen).

Kalazich, 1993. Third International Symposium on the Molecular Biology of the Potato.
Santa Cruz, California, U.S.A., Noviembre de 1993. (Asiste sin presentacion de
trabajo). el

Kalazich, J.C. y Acuiia, 1. 1995. Principales enfermedades fungosas que afectan el cultivo
de la papa en Chile. pp 15-19. In: PROCIPA/INIA(CIP (Programa Cooperativo de
Investigaciones en Papa /Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de
Uruguay/Centro Internacional de la Papa) 1995. Control integrado de las principales
enfermedades fungosas de la papa. Memonas del taller realizado en Bellavista,
Uruguay, 4-6 de octubre de 1993, Lima, Peri. 139 p. (conferencia oral)

Kalazich, J., J. 8. Rojas y H. Lopez. 1995, Avances en mejoramiento genético de papa en
Chile. XVI1 Reunion de Asociacion Latinoamericana de la Papa. Mérida, Venezuela,
9-14 de Julio de 1995. (Resumen). {conferencia oral)

Kalazich, J. 1995. Producciéon de Papa Semilla Certificada en Chile. En: I Seminario
Latinoamericano del Cultivo de Papa y Feria Agricola. Cuntiba, Brasil, 7-11 de
Marzo de 1995. (conferencia oral)

Kalazich, J. 1995 Papa: Problemas encontrados en la produecion y en el mejoramiento
genético del cultivo. Taller sobre Tubérculos y Raices. REDBIO'95. Segundo
Encuentro Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal. Puerto Iguazi, Argentina, 4-9

X€ gonferencia oral)

Annual Meeting of the Potato Association of America. 23-27 July,

Bangor, Maine, U.8.A. (Asistencia sin presentacion de trabajo).




Kalazich, Julio C. 1996. Produccion de Semilla Certificada de Papa en Chile. pp. 83-93.
En: Programas y Conferencias 111 Jornadas Técnicas de Papa Semilla. Papa Semilla
para Latinoamérica. Malargiie, Mendoza, Argentina. 14 al 16 de Febrero de 1996.
124 p. (conferencia oral)

Kalazich, J. y Holuigue, L. 1996. Advances in the utilization of genetic engineering to
produce potatoes resistant to pathogenic bacteria. In: "Development of Potato
Vaneties expressing combined resistance to fungi, bacteria and viruses".
CYTED/Comunidad Europea. Buenos Aires, Argentina. 26-29 de Noviembre de
1996. (conferencia oral)

Kalazich, J., Rojas, J.S. y Lopez, H. 1996. Potato breeding in Chile. p. 57-58. In:
Abstracts of Conference Papers, Posters and Demonstration. 13th 'Triennial
Conference of the European Association for Potato Research. Veldhoven, The
Netherlands. 14 - 19 de Julio, 1996. 714 p. (conferencia oral)

Santos Rojas, J., Kalazich, J., Pallais, N., Hidalgo, O. and Malagamba, P. 1996. A large
scale hybrid TPS production system in South of Chile. p. 36-37. In: Abstracts of
Conference Papers, Posters and Demonstration. 13th 'Triennial Conference of the
European Association for Potato Research. Veldhoven, The Netherlands. 14 - 19 de
Julio, 1996. 714 p. (conferencia oral presentada por J. Kalazich)

Kalazich, J., Franca, F., Plaisted, R., Tingey, W., Lorenzen, J]. 1997. Obtaining potaoes
less dependant on insecticides trought a type of broad spectrum resistance mediated
by trichomes and leptines. In: First McKnight Conference of the Collaborative Crop
Research Programe. The McKnight Foundation, Granlibbaken Conference Center,
Lake Tahoe, CA, U.S.A,, June 12-14, 1997. (conferencia oral).

Kalazich, J., Larrain, P., Rojas, J.S., Barrientos, C., Lopez, H., Carrillo, R., Plaisted, R.,
Tingey, W. 1997. Obtaining potatoes less dependant on insecticides trough a type of
broad spectrum resistance mediated by trichomes and leptines: Advances in Chile. In:
First McKnight Conference of the Collaborative Crop Research Programe. The
McKnight Foundation, Granlibbaken Conference Center, Lake Tahoe, CA, U.S.A,,
June 14-17,1997. (Poster).

Serrano, C., Moreno, M., Gebahuer, M., Acuiia, 1., Oliger, P., Venegas, A., Jordana, X.,
Arce, P, Kalazich, J. and Holuigue, L. 1998. pp. 369. Enhaced resistance to
bacterial infection in transgenic potato plants expressing chicken lisozyme, attacin and
cecropin CB-37 genes. In : 11l Encuentro Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal.
Julio 1-5, 1998, La Habana, Cuba. 516 p.

Kalazich, . 1998. Desarrollo de variedades de papa resistentes a bacterias. En: 111
Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal REDBIO 98.  Taller de
Biotecnologia aplicada al cultivo de la papa. 1-5 junio, La Habana, Cuba.
(conferencia oral) ’

Larrain, P, Kalazich, J., Plaisted, R, Tingey, W. and Vasquez, C. 1998. High leveis of
resistance to potato tuber moth phthorimaea operculella (zeller) (Lepidoptera :
Gelechiidae) found in adapted trichome-derived germplasm. En: 82 nd Annual
Meeting of the Potato Association of America. 25-30 july Holiday Inn Fargo, ND.
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glandulares y leptinas: Avances en Chile. pp. 25. En: XVIII Reunién de la
Asociacion Latinoamericana de la Papa. 9-13 febrero de 1998, Cochabamba, Bolivia.
(poster).

Torres, H., Mancilla, S., Kalazich, J., Rojas, J.S., A. Aguila. 1998 Control de
enfermedades de la papa en condiciones de almacenamiento. Chile. En: XVIII
Reunion de la Asociacion Latinoamericana de la Papa. 9-13 febrero, Cochabamba,
Bolivia. P. 107.

Torres H., Mansilla S., Gutiérrez M., Acufia 1., Serrano C., Moreno M., Gebauer M.,
Oliger P., Venegas A, Jordana X., Arce P., Rojas J,, Holuigue L., y Kalazich J.
1998.  Evaluacion de lineas transgénicas de papa a la infeccion por Erwinia
carotovora subsp. atroseptica. 4° Congreso Nacional de Biotecnologia, Talca, 2-4
de Octubre, 1998. (Poster).

Larrain, P.; J. C. Kalazich; R. Plaisted, W. Tingey, C. Barrientos; J. S. Rojas; H. Lopez, R.
Carrillo; F. Franca, J. Lorenzen. 1999. High Levels of Resistance to Potato Tuber
Moth and leafminer Fly found in Advanced tuberosum-brihaultii Potato Germplasm.,
pp 233-234. 14" Triennial Conference of the European Association for Potato
Research, Abstracts of Conference Papers, Posters and Demonstrations. 2-7 Mayo,
1999. Sorrento, ltaly. 749 p. (Conference Oral presentada por J. Kalazich)

Kalazich, J. C.; P. Malagamba; J. S. Rojas. 1999. INIA-CIP. Pollen Management Practices
for Improved Efficiency in Hybrid True Potato Seed Production. pp 406-407. In:
14" Triennial Conference of the European Association for Potato Research, Abstracts
of Conference Papers, Posters and Demonstrations. 2-7 de Mayo, 1999, Sorrento,
Italy. 749 p. (conferencia oral}

Sierra, C.; J. S. Rojas; J. C. Kalazich; O. Hidalgo; A. Norero. 1999. Mineral Nutrients
Absorbed by Leaves, Stems and Tubers in Two Potato Cultivars in Southern of Chile.
pp 478-479. In: 14" Triennial Conference of the European Association for Potato
Research, Abstracts of Conference Papers, Posters and Demonstrations.*2-7 de Mayo,
1999. Sorrento, Italy. 749 p.

Kalazich, J., Franca, F., Tingey, W., Lorenzen, J. 1999. “Advances in the Development of
Potato Cultivars Resistant to Insects Mediated by Trichomes and Leptines”. In: II
McKnight Conference of the Collaborative Crop Research Programe. The McKnight
Foundation Granlibbaken Conference Center, Lake Tahoe, CA, U.S. A:;-June 14-16,
1999 (Conferencia Oral).

Kalazich, J., Larrain, P., R Plaisted, R., Tingey, W., Barmientos, C., Rojas, J.5., Lopez, H.
1999.  Advances in Chile in the development of potato varieties resistant to Potato
Tuber Moth and Leaf Miner Fly. In: 11 McKnight Conference of the Collaborative
Crop Research Programe. The McKnight Foundation, Granlibbaken Conference
Center, Lake Tahoe, CA, U.S.A_, June 14-16, 1999. (Poster).’

Carrillo, R, Kalazich , I, Tingey, W_, Shlbar C., Barrientos, C., Lopez, H., Gutiérrez, M
1999. Resnstance of potato genotypes to aphids under field and laboratory
conditions”. In: Il McKnight Conference of the Collaborative Crop Research
Programe. #Fhe McKnight Foundation, Granlibbaken Conference Center, Lake
Tahoe, CA, . 3

Kalazich, J., Hojaflufe ewyed, H. , Rojas, J.S., Lopez, H., Gutiérrez, M., Mansila, S., Arce,
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37.” XIX Reunién de la Asociacidén Latinoamericana de la Papa. 28 de Febrero al 3
de Marzo, 2000, La Habana, Cuba. (Poster).

Sierra, C., Rojas, J.S., Kalazich, J., Hidalgo, O. y Norero, A. 2000. “Nutrientes minerales
extraidos por dos variedades de papa cultivadas en condiciones optimizadas en el sur
de Chile. XIX Reunién de la Asociacion Latinoamericana de la Papa. 28 de Febrero
al 3 de Marzo, 2000, La Habana, Cuba. (Poster).

Larrain, P., Kalazich, J., Quiroz, C. 2000. “Evaluation of resistant clones of potato with
and without chemical protection against the potato tuber moth”. XXI International
Congress of Entomology. 20-26 de Agosto del 2000, Foz de Iguazi, Brazil.

(Poster).

PARTICIPACION EN REUNIONES y VISITAS INTERNACIONALES

° Invitado por el Centro Internacional de la Papa (CIP), y el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Argentina a visitar el programa de investigacion
en Mejoramiento de papa del INTA en sus sedes de Balcarce y Tucuman. 4-12 de
marzo de 1991.

* Invitado por el INIA de Uruguay a visitar el programa de mejoramiento genético de
papa de esa institucion en diversas sedes del pais. 7-9 de Octubre de 1993.

o Invitado especial a la III Reunién Nacional de la Papa de Bolivia con la Conferencia:
“Produccion de Papa en Chile y Avances en la Investigacion en el rubro”.
Cochabamba, Bolivia, 22-24 de Septiembre de 1994.

. Visita las Universidades de Cormell, Ithaca, NY, Washington en su Campus de
Prosser, Washington, de Idaho en los Campus de Parma y Aberdeen, Idaho, y la
Universidad de Montana, en Bozeman, Montana, para conocer los avances en la
investigacion en papa en cada unos de los centros. 27 de Julio al 16 de Agosto de
1995.

. Invitado al Taller Regional “Riesgos Ambientales de las Plantas Transgénicas en
Centros de Diversidad: La Papa como un Modelo”. Organizado por La Comision
Consultiva Internacional sobre Biotecnologia (BAC) de Suecia y el Instituto
Interamericano de Cooperacién para la Agncultura (IICA) de Costa Rica. Parque
Nactonal Iguazui, Argentina, 2-3 de Junio de 1995, Las Memorias de este Taller estan
publicadas en Frederick, R.J. y Lindarte, E. (eds.). 1995. Riesgos Ambientales de las
Plantas Transgénicas en Centros de Diversidad: La Papa como un Modelo. BAC-

IICA. 82p.
. Invitadq a donocer las investigaciones en papa en el Scottish Crop Research Institute
(SCRF)jer® Escocia, 21 al 23 de Julto de 1996.
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Invitado a la FAO, Roma, Italia, para discutir proyectos en papa y dar una
Conferencia en el tema: “Produccion de Papa con Semilla Botanica”. 24-25 de Julio
de 1996.

Invitado a conocer la investigacion en papa en la Universidad de Napoles Federico 1,
Portici, Napoles, Italia. 28 de Julio al 3 de Agosto de 1996.

Invitado por la Empresa Solana de Hamburgo, Alemania, a visitar su programa de
desarrollo de variedades de papa. 5-6 de Agosto de 1996,

Invitado a conocer los avances en la investigacion de papa de Holanda, en la
Universidad Agraria de Wageningen. 7-9 de Agosto de 1996.

Invitado por Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) a visitar el
Programa de mejoramiento genético de papa de EMBRAPA en el Centro Nacional de
Pesquisa de Hortaligas (CNPH), en Brasilia, Brasil. 28-30 de Octubre de 1996.

Invitado especial al ‘Seminario Internacional del Cultivo de Papa’ organizado por
Soquimich-México, en Puerto Vallarta, México, 28-31 de Julio de 1997, con dos
Conferencias:

Conferencia 1: “Desarrollo Fisiologico de la Semilla y su Efecto en el Cultivo de
Papa”

Conferencia 2: “Produccion de papa a partir de Semilla Botanica (TPS)”

Invitado por la Universidades de Wisconsin, y North Dakota, U.S A., a visitar el
programa de Investigacion en Papa de ambas Universidades. 14-25 de Julio de 1997.

Invitado por la empresa SPUDCO-SASKWATER del estado de Saskatchewan,
Canada, a visitar el programa de papa de ese estado, consistente en una unidad de
6.000 ha, basada en un sistema de irrigacién a través de un embalse (Lago
Difenbaker) con conduccion de agua a cada predio, y un sistema de almacenes de
papa con alta tecnologia (18), de 17.000 toneladas cada uno. 2-6 de Agosto de 1998.

Invitado por la Embajada de Francia y el FONDEF a visitar la investigacion llevada a
cabo en Papa en los Centros de Investigacion del Instituto Nacional de la Recherche
Agronomique (INRA) de Rennes y de Ploudaniel de Francia. 16-21 de Noviembre de
1998.

Visita al Programa de Investigacion en mejoramiento genético de papa del
Departamento de Mejoramiento de Plantas y Biometria de la Universidad de Cornell,
[thaca, NY,.U.S. A, 15-20 de Julio de 1999.

0, el programa de Transferencia de Tecnologia del Estado de =
tro de Biotecnologia JOEL, La Junta, Chihuahua, empresa
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productora de semilla de Papa, una de las mas grandes de México, con una
produccidn superior a los 5 millones de minitubérculos al afio. 21-25 de Junio de

2000.

Invitado especial a la Reunion Anual del Centro Internacional de la Papa (CIP), 18-23
de Junio de! 2008, Lima, Peru.

PROYECTOS DE INVESTIGACION QUE HA DIRIGIDO Y/O TRABAJADO
COMO CO-INYESTIGADOR

A, Nacionales

1.

Titulo del Proyecto
Institucion

Afio
Cargo
Financiamiento

Titulo del Proyecto

Institucion
Afio

Cargo
Financiamiento

_ Titulo del Proyecto

Institucion
Ao

Cargo
Financiamiento

Titulo del Proyecto
Institucion

Afno

Cargo
Financiamiento

. Titulo del Proyecto

Institucion

Fitomejoramiento de Papa

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centros
Regionales de Investigacion Remehue(Osomo), Intihuasi (La
Serena), La Platina (Santiago)

1980 - a la fecha

Jete del proyecio

FIA 1981-1991; INIA 1992-

Utilizacion de Ingenieria Genética para la produccion de plantas
transgénicas de papa (Solamum tuberosum) con resistencia a
bacterias patogenas

PUC- INIA

1993-1996

Jefe de Proyecto parte INIA

FONDEF / INIA / PUC

Produccion de Semilla de Papa (Solanmum tuberosum) para la
X1I Region

INIA

1993-1996

Jefe del Proyecto

FONTEC/CORFO-INIA-PRIVADO

Promocion y Exportacion de Semilla Botdnica de Papa
INIA

1995-1997

Jefe del Proyecto

ODEPA - PROCHILE - INIA

Produccién de Variedades de Papa Resistentes a Bacterias
Patogenas Utilizanda Transformacion Genética

INIA - PUC - AGRIPAC - INAGRO

1997-2000
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. Titulo del Proyecto

Institucion
Afio

Cargo
Financiamtento

. Titulo del Proyecto

Institucidn
Afio

Cargo
Financiamiento

. Titulo del Proyecto

Institucion
Afio

Cargo
Financiamiento

. Internacionales

. Titulo del Proyecto
Institucién

Afo
Financiamiento
Cargo

. Titulo del Proyecto
Institucidn

Afio
Financiamiento

Cargo

. Titulo del Proyecto

Instituciones
Afo
Financiamient

Cargo

. Titulo del

. BID
%, 3cfe del Proyecto por INIA-Chile.

Mejoramiento Genético para la Obtencion de Variedades e
Hibridos de Semilla Botanica de Papa aptos para el Consumo
Fresco y la Agroindustna,

INIA

1997-2000

Co-Investigador, Director Alterno

FNDR Xa. Region

El Carbon de la Papa, Estudios Etiologicos y Epidemiologicos
para su Control

INIA

1996 - 1999

Co-Investigador

FONDECYT

Investigacion de factores agrondmicos para produccion de papa
como materia prima para agroindustria

INIA

1999 - 2000

Co-Investigador

Nestlé

Adaptacion de [a Papa a Dias Largos.

INIA - CIP
1980 - 1984
CIP ~

Jefe de Proyecto

Produccion de Semilla Botanica de Papa para el Centro
Internacional de la Papa.

INIA - CIP
1984 - 1996
CIP

Co-Investigador

Mejoramiento  Genético de la Papa: Investigacion y
Transferencia de Tecnologia en Papa entre los Paises del Cono
Sur (PROCIPA)

INTA-Argentina, EMBRAPA-Brasil, INIA-Chile, DIA-
Paraguay e INIA-Uruguay y el CIP, Pert.
1992-19%6




Institucidn
Afio
Financiamiento
Cargo

. Titulo del Proyecto
Institucion

Afio

Cargo

. Titulo del Proyecto
Institucidon

Afio

Cargo

. Titulo del Proyecto
Instituciones

Ao
Financiamiento

Cargo

. Titulo del Proyecto

Institucion

ANO
Financiamicnto
Cargo

. Titulo del Proyecto

Institucion

Afo
Financiamiento
Cargo

Institueion
Ao

INIA - CIP
1989 - 1992
CIP

Jefe de Proyecto

Mejoramiento  Genético de Papa Utilizando Técnicas
Convencionales e [nnovativas

INIA - CIP

1991-1995

Jefe de Proyecto

Mejoramiento (Genético de Papa para resistencia a temperaturas
subdptimas

INIA - CIP

1991-1995

Jefe de Provecto

Investigacién en Semilla Botanica de Papa
INTA-Chile

1994-1996

FAQO

Jefe del Proyecto

Obtencion de vaniedades menos dependientes de Insecticidas a
Través de un Tipo de Resistencia Genética de Amplio Espectro
Mediada por Trncomas Glandulares y Leptinas.

Nacionales: INIA-Remehue, La Platina, Instithuasi, Universidad
Austral de Chile.

[nternacionales: Universidad de Cornell (U.S.A), Universidad
de North Dakota (U.S A} y EMBRAPA (Brasil).

1995 - 2001

Fundacion McKnight, Minneapolis, U.S. A..-INIA; Chile.
Director del Proyecto, Chile

Produccion de Variedades de Papa con Resistencia a Bacterias,
Virus y Hongos a través de la Biotecnologia.

Argentina, Brasil, Chile (INIA y PUC), Cuba, Uruguay,
Venezuela, Espaiia. '

1996 - 2002

CYTED (Gobierno de Espafia)

Co-Investigador, Contacto del Proyecto en Chile.

nejoramiento de Papa para Italia
. NAPOLES - ITALPATATE (Italia)




Financiamiento . Proyecto Financiado por el Ministerio de Agricultura de ltalia a
través de ITALPATATE, Asociaciéon de Productores de Papa

[taliana.
Cargo . Jefe de Proyecto
11.Titulo del Proyecto  :  Seleccion y Utilizacion de Variedades de Papa con Resistencia a

Enfermedades para el Pracesamiento Industrial en
Latinoamérica

Institucion . Centro Internacional de la Papa, lNTA -Argentina, FONAIAP-
Venezuela, INIA-Chile, Universidad Nacional de Colombia,
CORPOICA-Colombia, INIFAP-México, FORTIPAPA-
Ecuador, PROINPA-Bolivia, CIP-Per.

Afio . 2000-2002
Financiamiento : FONTAGRO
Cargo : Jefe Proyecto en Chile
12.Titulo del Proyecto : Adaptation and utilization of advanced virus resistant clones
and progenitors
Institucién : Centro Internacional de la Papa (CIP), IN1A.
ARo . 2000-2001
Financiamiento . CIP
Cargo - Jele Proyecto en Chile

PARTICIPACION EN CONSULTORIAS

A. Nacionales ~

¢ Consultor Técnico de la empresa Ideal (empresa productora de papa frita en hO}UEﬁldS )
chips). 1991.

B. Internacionales

e La Agencia Suiza para ¢l Desarrollo (COSUDE) a través de la Cooperacidn Técnica
Suiza (COTESU) en el Ecuador, lo invita a formar parte de la mision evaluadora (de 4
miembros) del proyecto “Fortalecimiento de la Investigacién y Produccion de Semilla de
Papa en el Ecuador” — FORTIPAPA del Convenio INIAP-CIP-COTESU del Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador. Enero 4-21, 1998,

Miembro Activo de:
* Asociacion Chilena de la
1996-1998)

Bap

a (ACHIPA) (Vice-Presidente en 1994-1996 y Director en

» Sociedad Agronomids

,;;m s
* Colegio de Ingeniero ';-”'_C-"'ﬁ\ %}
.’} f"§

» Red de Biotecnologia {R
» REDBIO-Latinoamérica




Otras Actividades

) Miembro del Comité Cientifico-Econémico Internacional de! Proyecto de
Mejoramiento Genético de Papa del Ministerio de Agricultura de Itaha (1999-2001).

Resultados relevantes

° Investigador principal en la liberacion de 6 variedades de papa: Yagana-INIA (1983)
(hoy con mas de 8.000 ha en el pais y el tercer lugar de importancia entre las
variedades en cultivo en Chile); Fueguina-INIA (1983); Ona-INIA (1990);
Pehuenche-INIA (1990); Purén-INIA (1993); Pukara-INIA (1993). En 2000, se
liberara la séptima variedad. Varias de estas variedades han sido enviadas a muchos
paises para su evaluacion, entre ellos Italia, Escocia, Estados Unidos, Brasil.

. Co-investigador en la investigacion que ha desarrollado un sistema de produccion de
semilla botanica de papa, una nueva forma de producir papa a bajo costo, con ventajas
importantes sobre el cultivo convencional. Hoy, Chile exhibe esta tecnologia como
una de las mas avanzadas en el mundo. También como parte de esta investigacion, se
esta desarrollando nuevos hibridos de semilla botanica que permitiran exportar semilla
de estos hibridos como una nueva tecnologia con alto valor agregado.

. Director del pnmer proyecto que experimento en el campo con plantas transgénicas
desarrolladas en Chile. Estas, correspondieron a plantas de papa desarrolladas para
introducir resistencia a bacterias patogenas.




CURRICULUM VITAE

NOMBRE
Boris Sagredo Diaz

FECHA DE NACIMIENTO

19/08/64
EDUCACION
Universidad de Chile, Chile Bioguimico, 1994

North Dakota State University, USA Cellular and Molecular Biology Ph. D, 2000

OCUPACION ACTUAL

2000- Investigador. Labaratorio de Biotecnologia del CRI-Remehue del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Chile, Osorno. Mejoramiento y
Obtencion de Variedades de Papa Resistentes a Insectos, Usando Marcadores
Moleculares.

PROYECTOS EN EJECUCION EN QUE PARTICIPA

Inicio Final Nombre Proyecto % Responsabilidad Financiamiente

- 2001 2004 Disefio de una estrategia de 15% Coinvestigador FONSAG

control integrado orientada a {Fondo del
incrementar la calidad Servicio
fitosanitaria del cultivo de la Nacional
papa en la region sur de Chile Agricola y
(N° 24-10-100) Ganadero)
2001 2003 Obtaining  potatoes  less 1p%  Coinvestigador ~THE
dependent on insecticides McKMNIGHT
through a type of broad FOUNDATION
spgctium resistance mediated

glandular trichomes and

/-—-":_'-.\.‘

MG

/ .\h'i’\}‘ b 'DE‘T{:‘@?

Al %

A5 035N
R 748N s




INVESTIGACION Y EXPERIENCIA PROFESIONAL

1996 -2000 Tesis de Doctorado en Norlh Dakota State University, USA. Profesor
patrocinante: Dr. James Lorenzen, Plant Science Department. Mapping
Insect Resistance Genes in Potatoes, using AFLP markers.

1994-1996 Investigador asociado. Laboratorio del Dr. Carlos Mufioz. CRI La
Platina, Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Chile
(INIA). The Development and Explotation of RFLP Linkage Maps for
Breeding Potatoes with Potato Tuber Moth Resistance in Chile. PNUD
Project

1992-1994 Coinvestigador. Laboratorio del Dr. Omar Orellana. Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Regulacion de
la expresion genetica de la bacteria acidcfilica Thiobacillus ferrooxidans.

1990-1992 Tesis de Bioguimico. Laboratorio del Dr. Omar Crellana. Departamento
de Bioguimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Identificacion
y secuenciacion de la regidn espaciadora de los genes de rRNA de
Thiobacillus ferrooxidans.

PUBLICACIONES

Sagredo, B., Balbyshey, N. Lafta, A, and Lorenzen, J. H. 2000. AFLP Mapping of
Genes Assouated to Lept:ne Expressnon in Tetraploid Potatoes. Manuscrno en
preparacion

Sagredo, Boris. 2000 Mapping Insect Resistance Genes In Tetraploid Potatoes Using
AFLP Markers. Ph. D. Dissertation. North Dakota State University. Fargo, North
Dakota, USA

Sagredo,B., Hinrichsen,P., Lopez, H., Cubillos, A. and Munoz, C. 1988. Genetic
variation of sweet potatoes (/pomoea batatas L.) cultivated in Chile determined by
RAPDs. Euphytica.101(2):183-198,

Shamloul, A. M., Hadidi, A., Zhu, S. F., Singh, R. P. and Sagredo, B. 1997. Sensitive
detection of potato spindle tuber viroid using RT-PCR and identification of an viroid
variant naturally infecting pepino plants. Can. J. Plant. Pathol 19(1):89-96.

Salazar, O., 4
1994. Thiolfal
Bacteriol. (17"

Sagredo,
spacer region™s
10: 239 - 247.



PRESENTACIONES EN REUNIONES Y CONGRESOS

IDENTIFICATION AND GENETIC LOCATION OF A NOVEL PQOTATO ALKALOID.
Sagredo, Boris, Abbas Lafta, Howard Casper, and Jim Lorenzen The 85th Annual
Meeting of the Potato Association of America PAA 2001 St. Augustine, April 22-26,
2001, Flonida, USA,

AFLP MAPPING OF GENES CONTROLLING LEPTINE SYNTHESIS IN TETRAPLOID
POTATOES. Sagredo, Boris, Abbas Lafta, Howard Casper, and Jim Lorenzen The
85th Annual Meeting of the Potato Association of America PAA 2001 St. Augustine,
April 22-26, 2001, Florida, USA,

ADVANCES AT NORTH DAKOTA STATE UNIVERSITY IN DEVELOPING INSECT-
RESISTANT POTATOES. Sagredo, B., Balbyshev, N., Lafta, A., and Lorenzen, J. H.
Collaborative Crop Research, 2™ Meetmg The Mcnght Foundatlon June 1999,
Lake Tahoe, California, USA.

OBTAINING POTATOES LESS DEPENDENT ON INSECTICIDES THROUGH A
- TYPE OF BROAD SPECTRUM RESISTANCE MEDIATED BY GLANDULAR
TRICHOMES AND LEPTINES. Lorenzen, J. H., Balbyshev, N., Sagredo, B. and Lafta,
A. Collaborative Crop Research, 1* Meetlng The McKnight Foundanon June 1897
Lake Tahoe, California, USA.

DESARROLLO DE LA TECNOLOGIA DE MARCADORES RAPD PARA ESTUDIAR
LA VARIACION GENETICA EN CAMOTES CHILENOS. Sagredo, B, P. Hinrichsen,
and y Mufioz, C. 50 Congreso de la Sociedad Agronomica de Chile. 14 al 17 de
noviembre de 1894. INIA-La Platina. Santiago, Chile.

T ferrooxidans TIENE UNA TIROSIL tRNA SINTETASA DIFERENTE. Sagredo, B.,
Salazar, O. and Orellana, 0. XXXV| Reunion Anual de la Sociedad de Biologia de
Chile. 24 al 27 de noviembre de 1993, Puyehue, Chile.

ANALISIS GENETICO DE T.ferrooxidans Y SU APLICACION EN EL ESTUDIO DE
POBLACIONES NATURALES DE BACTERIAS BIOLIXIVIANTES. Orellana, O., Cadiz,
R., Andrés, E., Salazar, O., Sagredo, B., Holmes, D. and Jedlicki, E." lll Congreso
Latinoamericano de Biotecnologia. 16 al 19 de noviembre de 1933. Santiago, Chile.

ORGANIZACION Y FUNCION DE UN GEN DE AMINOACIL tRNA SINTETASA DE
T.ferrooxidans. Orellana, O., Sagredo, B., Vargas, D., Salazar, O. and Jedlicki, E
Simposio de la Sociedad de Bioguimica, 6 al 8 de agosto de 1992. La Leonera, Chile.

IDENTIFICACION Y SECUENGCIACION DE LA REGION ESPACIADORA (16/135)
DEL QPERON DE rRNA DE Tferrcoxidans. Sagredo, B. and Orellana, O. XV
Congreso de Microbiologia. 9 al 12 de octubre de 1992, Valdivia, Chile.

IDENTIFICACIGN, Y SECUENCIACION DE LOS GENES DE RNA RIBOSOMALES
idpRa~Sagredo, B. and Orellana, O. XXXIV Reunion Anual de la
NChile 21 al 30 noviembre 1981, Puyehue, Chile.




CURRICULUM VITAE

Nombre
Institucion
Lugar

Proyecto
Especialidad

Entrenamiento y Especializacién
1962 Técnico Agricola I

1965 Técnico Agricola 11

1972 Ingeniero Agrénomo

1997 Doctor of Phylosophy (Ph.D.)
Experiencia Profesional

1972 - 2001

1976 - 1980

1977 - 1991

1982 - 1985

1980 - 1981

José Santos Rojas Rojas

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
Centro Regional de Investigacion Remehue,
Osorno.

Papa

Investigador en Semillas y Agronomia del Cultivo
de Papa.

: Cultivos, Gonzalo Correa, Molina.,

: Cultivos, Sagrada Familia, Santiago.

. Fitotecnia, Universidad Catolica de Chile.

. Physiology, University of Reading England.

Investigador en Semillas de Papa y Agronomia de
Cultivo, INIA - Chile.

Responsable del Programa de Investigacion en Papa
del INIA en la Estacién Experimental Remehue y
de Produccion de Semillas Pre-Bésicas y Basicas en
la Sub-Estacion La Pampa de Purranque.

Representante de Chile en la [Xa, Xa, Xlla, Xlia,
XIVa, XVa Reuniones de la Asociacidon
Latinoamericana de Papa (ALAP) en Puerto Varas
(Chile), Pocos do Caldas (Brasil), Boyaca
(Colombia), Panama (Panamd), Mar del Plata
(Argentina) y Lima (Pert), respectivamente.

Socio Fundador y Primer Presidente de la
Asociacion Chilena de [a Papa (ACHIPA).

Beca de “Cientifico Visitante Asociado al
Departamento de Agricultura de Canad4d en las
Estaciones Experimentales de Vancouver &
Fredericton .

Lider Nacional Programa de Investlgacmn en Papa
del INIA - Chile. -

Nt



1987 - 1990 : Secretario Ejecutivo de la Asociacion
Latinoamericana de Papa (ALAP).

1983 - 1990 :  Director y Coordinador del 1 (1984), 11° (1986),
I (1989) y 1V® (1990), Curso Internacional de
Produccién, y Almacenamiento de Semillas de Papa
en Osorno, Chile: Proyecto PNUDIINIAICIP.

1986 :  Consultor del Programa Cooperativo de Papa de
Centroamérica y el Caribe (PRECODEPA).

1989 : Cientifico invitado a la 1lla Conferencia de
Planificacién: "Control of Virus and Virus - Like
Diseases of Potato and Sweet Potato, CIP, Lima,
Per.

1983 - 1991 . Represente Técnico de Chile en el Proyecto
Cooperativo de Investigaciones en Papa para el
Cono Sur de Sudamérica (PROCIPA) : Argentina,
Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay.

1995 : Instructor en Seminario sobre Produccion y Uso de
Semilla Botanica de Papa en los paises de
Centroamérica y el Caribe, Matagalpa, Managua,
Nicaragua.

8. Publicaciones Relevantes

Rojas, J.S. et al. 1996. A Large Scale Hybrid TPS Production System in South Chile. 13"
Triennial Conference of European Potato Association for Potato Research (EAPR),
Abstracs, PP 36-37.

Rojas, J.S. y Kalazich, J. 1996. Semilla Botanica de Papa: Promesa Tecnologia para €l Siglo
XXI1. Revista Tierra Adentro: p 16-18.

Rojas 1.S. y J. Kalazich. 1996. La Papa, Revista S.A.G.O, 4~ Edicién, p 5 - 11.

Rojas, 1.S., Kalazich, J. y H. Lopez. 1996. Semilla Botanica de Papa: INIA-Chile Lider en
Produccién y Tecnologia. 6 p.

Kalazich, J., J.S. Rojas, H. Lopez. 1996. Potato Breeding in Chile. 13™ Triennial Conference

y—J S./Rojas. 1996. Variedades de Papa: Desde la Reglon de Los Lagos Semlllas

h, oyl
oA i Chile y el Mundo

Rojadzlle DI@ Experiencia del INIA de Chile en Produccion de Semilla Botaruca/dem Mc
Apa: g egional sobre Semilla Sexual de Papa, Nicaragua, 12 p.

Lareyigs .\ S <htino, J.S RO_]EIS 1994. Tecnologia para producir Papa con Semllla, DE E5TVZ

‘a PlatmaN 56, 40 P : ,';l;::; Y PROYE




Tubérculos - Semillas de Papa. In: Santos Rojas, J. and P. Accatino: Metodologia para
mejorar €l uso, produccién y almacenamiento de tubérculos - semillas de papa.
INIA/Chile, CIP, Boletin Téenico NO 194, 97 p.

Rojas, J.S. 1992. Avances en Produccion de Semillas Sexual Hibrida de Papa en Chile, In:
Taller sobre Semillas Sexual de Papa en Latinoamérica. CIP, Lima, Peri. Septiembre,
1991, pp 47-57.

Rojas, J.S. 1990, Fitomejoramiento de la Papa en Chile. 1990. In: Hidalgo, O.A; Rincon, H.
(eds) 1990. Avances en el Mejoramiento Genético de la Papa en los Paises de! Cono Sur”.
CIP, Lima, Pera. PP. 15-18.

Rojas, J.S. 1990. Evaluacion de Resistencia a la infeccion de Campo con el Virus del
Enrollamiento de Hojas de la Papa (PLRV). In : Memorias del Taller: "Avances en el
Mejoramiento Genético de la Papa en los Paices del Cono Sur de Latinoamérica”. Buenos
Aires, Argentina, 22-29 Enero, 1988, pp. 15-18.

Rojas, J.5. 1989. Produccién de Tubéreulos - Semillas. In: "Curso de Produccion y
Almacenamiento de Papa para Pequefios Productores”. Concepcion, Chile. PP. 75-86.
Rojas, J.8. 1989. Almacenamiento y Conservacion de Papa. In: "Curso de Produccién y
Almacenamiento de Papa para Pequefios Agricultores". Concepcion, Chile. pp 87-108.
Rojas, J.8. 1989. Esquema y Metodologia de Produccién de Semilla Prebasica de Papa y
Control Sanitario. In: "Il Curso Internacional de Produccion y Almacenamiento de

Semillas de Papa”, 26 p.

Rojas, J.S. 1989. Estructura y Operacion de un Programa de Produccién de Papa - Semilla
Certificada. In : Il Curso Internacional de Produccion y Almacenamiento de Semillas de
Papa". 26p. _

Rojas, 1.5., O. Hidalgo, H. Rincon. 1988. Situacion de la Produccion de Tubérculos Semillas
de Papa en Chile. In : "Avances en la Produccién de Tubérculos. - Semillas de Papa ¢n los
Paises del Cono Sur". CIP, Lima, Pera. 199 p.

Pallais, N., N. Fong, J.S. Rojas. 1987. Production of True Potato Seed. In: "Memorias XIiI
Reunion ALAP". Panama. PP 127-136.

Pallais, N., J.S. Rojas, N. Fong y otros. 1987, Effect of True Seed and Storage on Seed Vigor.
American Potato Journal 64 :452.

Sandoval, C., 1.S. Rojas, J. Kalazich. 1987, Evaluacion del Potencial de Produccitn de Papa a
partir de Semilla Botanica y Uniformidad de los Tubérculos provenientes de varios tipos
de cruzamientos, In ; "Memorias de XI[II Reunidn ALAP". Panama.

Rojas, J. S., Granddn, M., Kalazich, J. y Sierra, C. 1982, Normas técnicas para la produccidn
de papa en la 10 Region. Estacién Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, INIA, Osorno. Boletin Técnico N°35. 19 p.

Rojas, I.S., Banse, J., Kalazich, J., Cubillos, A. 1983. Produccion, almacenamiento y
conservacién de la papa (Selanum tuberesum L.} en Chile. Estacidon Experimental
Remehue, Insttmto de Investigaciones Agropecuarias, [NIA, Osorno. 43 p.

zigh, J. 1984. Almacenamiento y conservacidn de tubérculos de papa
osum L.). En: Rojas, I.S. (Ed.). Seminario de Capacitacién en el Rubromez=ray
% \uberosum L.) Programa de Transferencia de Tecnologia INIA-IND AP - \\\\
ijde Chile. Estacion Experimental Remehue, Instituto de 'Imn::stlgamonf:sJ oE it moa ﬁ\,ﬁ
as fINIA, Osorno. 31p. R 0
ko, 1. 8., ). Kalazich y Gugllelmettl H. 1985. Papa criolla Corahllam 4
reaparece en ¢l mercado, Estacion Experimental Remehue, Instituto de Investlgacrones B




Agropecuarias, INIA, Osorno. Investigacidén y Progreso Agropecuario Remehue N°4:
21-23.

Rojas, J.S., Sandoval, C., Kalazich, J. 1986. Producciéon de papa utilizando semilla botanica.
Proxima Década v4 (47): 9-13.

Pallais, N. ; Kalazich, J. and Santos-Rojas, J. 1986. Physical relationships between berries
and seeds of potato. HortScience 21(6): 1359-1360.

Sandoval, C., Rojas, J. S., Kalazich, J. 1987. Proyecto fitomejoramiento de papa del INIA.
Estacién Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA,
Osorno. Investigacion y Progreso Agropecuario Remehue N°7: 17-19.

Monares, A., J. S. Rojas, C. Covarrubias, J. Kalazich, H. Guglielrnetti, 0. Hidalgo, 1988. La
papa en Chile: tubérculos-semillas de categoria certificada. Centro Internacional de la
Papa - Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Chile. 85 p.

Sierra, C., Kalazich, J., Rojas, J.S., Grandon, M. 1989. Epocas de plantacién de la papa en ia
Décima Region. Estacion Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, Osorno. Boletin Técnico N°145. 10 p,

Rojas, J. S. y J. Kalazich. 1990. Evaluacion de resistencia a la infeccion de campo con el virus
del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV). pp. 101 - 110. In: Hidalgo, 0. A., H.
Rincdn. (eds.). Avances en el mejoramiento genético de la papa en los paises del cono
sur. CIP, Lima. 318 p.

Kalazich, J., Rojas, J.S. y Uribe, M. 1991. Papa primor: Factores claves para su produccion.
Estacién Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA,
Osorno. Investigacion y Progreso Agropecuario Remehue N°15: 39-41.

Kalazich, J. 1991. Variedades de papa. pp. 59-71. En: Accatino, P. y Rojas, J.S. (eds.).
Metodologias para Mejorar el Uso, Produccion y Almacenamiento de Tubérculos -
Semillas de Papa. Estacién Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, INIA, Osorno. Boletin Técnico N°194. 97p.

Kalazich, J., Rojas, J. S., Guglielmetti, H., Fernandez, C., Sandoval, C., y Uribe, M. 1991.
Pehuenche - INIA y ONA - INIA dos nuevos cultivares de papa para Chile. Estacion
Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA, Osorno.
Investigacion y Progreso Agropecuario Remehue N° 12: 3-8.

Kalazich, J,, Rojas, J. S., Guglielmetti, H., Fernandez, C., Sandoval, C., y Uribe, M. 1991.
Pehuenche - INIA y Ona - INIA dos nuevos cultivares de papa para Chile. Estacion
Experimental La Platina, Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA, Santiago.
Investigacién y Progreso Agropecuario La Platina N® 63. 9-12.

Kalazich, J., Rojas, J.S. y Uribe, M. 1992. Papa primor: Factores claves para su produccion.
Estacion Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA,
Osorno. Pequenia Agricultura. Serie Remehue N°30. 4p.

Kalazich, J. Ro;as J.S., Lépez, H. y Uribe, M. 1992. Variedades de papa. Estacion

emehue, [nstituto de Investlgacmnes Agropecuarias, Osorno. Boletin

' ¢ equena Agricultura. Ficha Técnica N°27. 4 p. 7 :u‘«'mo Qf'\\
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Rojas, J.S. y Gutiérrez, M. 1993. Papa primor: 1mportan01ayfactores,~ v

//{u produccién.  Estacién Experimental La Platina, Inst1tuto de e
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Investigaciones Agropecuarias, INIA, Santiago. Investigacion y Progreso Apropecuario
La Platina N°78: 16-21.

Rojas, J.S., Accatino, P, y Kalazich, J. 1994. Mctodologias para mejorar la produccién y uso
de tubéreulos - semillas de papa en Chile. Instituto de Investigaciones Agropecuarnias,
INIA, Chile - Centro Internacional de la Papa (CIP). Serie Remehue N° 5 1. Osorno,
Chile. 169p.

Kalazich, J., Rojas, J. S, Gonzilez, H. 1994. Fundamentos de almacenamiento y
conservacién de papa. pp. 109-125. En: Accatino, P, Rojas, J.8. y Kalazich, J. (eds.).
Metodologias para Mejorar la produccién y uso de tubérculos - semillas de papa en
Chile. Estacién Experimental Remehue, Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
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Kalazich, J.; Rojas, J.S.; Lépez, H.; Uribe G., Marcoy Gutiérrez M., Manuel.  1996.
Variedades de papa INIA : Pukard. Tierra Adentro N°11, Ficha 2, Nov.-Dic. 1996. p.
26. :

Rojas, J.S. y Kalazich, J. 1996. El cultivo de papa en Chile y sus proyecciones. Centro
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En: Anuario del Campo: Alternativas para la modernizaciéon y diversificacion de la
Agricultura. Publicaciones Lo Castillo S.A. (eds.). 300 p. ~
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. dpez, H., Barrientos, C., Uribe, M., Rios, J., Winkler, A., Catalan, P.
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';';, esos Nacionales e Internacionales (desde 1990)
. A as C. Fernandez, H. Guglielmetti, M. Uribe. 1991. Cuatro nueﬁ%s ‘?h\
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Kalazich, J., J. S. Rojas y H. Lopez. 1995. Avances en mejoramiento genético de papa en
Chile, XVII Reunién de Asociacién Latinoamericana de la Papa. Mérida, Venezuela, 9-
14 de Julio de 1995. (Resumen). (conferencia oral)

Kalazich, J., Rojas, I.S. y Lopez, H. 1996. Potato breeding in Chile. p. 57-58. In: Abstracts
of Conference Papers, Posters and Demonstration. 13th 'Triennial Conference of the
European Association for Potato Research. Veldhoven, The Netherlands. 14 - 19 de
Julio, 1996. 714 p. (conferencia oral)

Santos Rojas, J., Kalazich, J., Pallais, N., Hidalgo, O. and Malagamba, P. 1996. A large scale
hybrid TPS production system in South of Chile. p. 36-37. In : Abstracts of Conference
Papers, Posters and Demonstration. 13th 'Triennial Conference of the European
Association for Potato Research. Veldhoven, The Netherlands. 14 - 19 de Julio, 1996.
714 p. (conferencia oral presentada por J. Kalazich)

Kalazich, J., Larrain, P., Rojas, J.S., Barrientos, C., Lépez, H., Carrillo, R., Plaisted, R.,
Tingey, W. 1997. Obtaining potatoes less dependant on insecticides trough a type of
broad spectrum resistance mediated by trichomes and leptines: Advances in Chile. In:
First McKnight Conference of the Collaborative Crop Research Programe. The
McKnight Foundation, Granlibbaken Conference Center, Lake Tahoe, CA, U.S.A., June
14-17,1997. (Poster).

Kalazich, J., Rojas, 1.S., Barrientos, C., Lopez, H., Larrain, P., Plaisted, R., Tingey, W,
Franca, . y Lorenzen, J. 1998, Obtenciéon de papas menos dependientes de
Insecticidas a través de un amplio expectro de resistencia mediante tricomas glandulares
y leptinas: Avances en Chile. pp. 25. En: XVIIl Reunién de la Asociacion
Latinoamericana de la Papa. 9-13 febrero de 1998, Cochabamba, Bolivia. (poster).

Torres, H., Mancilla, S., Kalazich, J., Rojas, J.S., A. Aguila. 1998. Control de enfermedades
de la papa en condiciones de almacenamiento. Chile. En: XVIII Reunion de la
Asociacién Latinoamericana de la Papa. 9-13 febrero, Cochabamba, Bolivia. P. 107.

Torres H., Mansilla S., Gutiérrez M., Acuiia 1., Serrano C., Moreno M., Gebauer M., Oliger
P., Venegas A., Jordana X., Arce P., Rojas J., Holuigue L., y Kalazich J. 1998.
Evaluacion de lineas transgénicas de papa a la infeccion por Erwinia carotovora subsp.
atroseptica. 4° Congreso Nacional de Biotecnologia, Talca, 2-4 de Octubre, 1998.
(Poster).

Rojas, J. S. & R.H. Ellis 1999, Evaluation of seed growth, development and quality in berrtes
developing on and off-plant in two contrasting hybrids grown in South Chile.pp, 438-
439 14" Triennial Conference of the European Association for Potato Research,
Abstracts of Conference Papers, Posters and Demonstrations. 2-7 Mayo, 1999. Sorrento,
ltaly.
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S. Rojas. 1999. INIA-CIP. Pollen Management Practices for
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Larrain, P.; J. C. Kalazich; R. Plaisted; W. Tingey; C. Barrientos; J. S. Rojas; H. Lépez; R.
Carrillo; F. Franca; J. Lorenzen. 1999. High Levels of Resistance to Potato Tuber
Moth and leafminer Fly found in Advanced fuberosum-brthauitii Potato Germplasm. pp
233-234. 14" Triennial Conference of the European Association for Potato Research,
Abstracts of Conference Papers, Posters and Demonstrations. 2-7 Mayo, 1999. Sorrento,
Italy. 749 p. (Conference Oral presentada por J. Kalazich)

Kalazich, J., Larrain, P., R.Plaisted, R., Tingey, W., Barrientos, C., Rojas, J.S., Lépez, H.
1999. Advances in Chile in the development of potato varieties resistant to Potato
Tuber Moth and Leaf Miner Fly. In: II McKnight Conference of the Collaborative Crop
Research Programe. The McKnight Foundation, Granlibbaken Conference Center, Lake
Tahoe, CA, U.S. A, June 14-16, 1999. (Poster).

Kalazich, J., Holuigue, Terres, H., Rojas, 1.8., Lopez, H., Gutiérrez, M., Mansilla, S., Arce,
P. 2000. “Resistencia de campo a Erwinia carotovora ssp. atroséptica en clones de
papa transgénicos que expresan los genes lisozima, atacina y la cecropina analoga SB-
37.” XIX Reunion de la Asociacidon Latinoamericana de la Papa. 28 de Febrero al 3 de
Marzo, 2000, La Habana, Cuba. (Poster).

Sierra, C., Rojas, J.S., Kalazich, J., Hidalgo, O. y Norero, A. 2000. *Nutrientes minerales
extraidos por dos variedades de papa cultivadas en condiciones optimizadas en el sur de
Chile. X1X Reunion de la Asociacion Latinoamericana de la Papa. 28 de Febrero al 3
de Marzo, 2000, La Habana, Cuba. (Poster).

Rojas, 1. S. ; J. Kalazich y Sierra,C. 2001. Cultivo Industriales: [.a Papa. Agenda del Salitre,
Edic. SQM, Soquimich Comercial, pp 657-672 '

10. Participacion en Runiones y Visitas Internacionales s
* Visita al Programa de Investigacion en mejoramiento genético de papa del Departamento
de Mejoramiento de Plantas y Biometria de la Universidad de Cornell, Ithaca, NY,
U.S.A., 15-20 de Julio de 1999.

*  Visita al Proyecto de semilla botdnica de papa de la Universidad Nacional Auténoma en
Chihuahua, el Programa de Transferencia de Tecnologia del Estado de México, Toluca, y el
Centro de Biotecnologia JOEL, La Junta, Chihuahua, empresa productora de semilla de Papa,
una de las mas grandes de México, con una produccién superior a los 5 millones de
minitubérculos al afio: 21-25 de Junio de 2000.

11. Proyectos de Invegtigacion que ha dirigido y/o trabajado como co-investigador

A. Naciona]es:s*

I Titulo d fye %} Mejoramiento Genético para la Obtencién de Varledadm
\& Jt Hibridos de Semilla Botanica de Papa aptos para el Consuf‘n O

\ . ¢ Frescoy la Agroindustria. . 1}‘ UNDAD DE EsTy)
Institucidne  IN¥E#":  INIA /FNDR T Y PROYECT
Afio - 1997-2000 aF
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Cargo
Financiamiento :
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Financiamiento

. Titulo del Proyecto

Institucion
Afio

Cargo
Financiamiento

. Titulo del Proyecto
I[nstitucién

Afio

Cargo
Financiamiento

. Titulo del Proyecto

Institucién

Institucion

2 .y . ;o o
Produccién de Semilla Botdnica de Papa en gran escalarpara

Jefe de Proyecto
FNDR Xa. Regior/INIA

Investigacion de factores agrondmicos para producciéon de papa

como materia prima para la Agroindustria
INIA
1999 - 2000
Jefe de Proyecto
Nestlé CHILE

Fitomejoramiento de Papa

Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centros
Regionales de Investigacion Remehue(Osorno), Intihuasi (La
Serena), La Platina (Santiago)

1980 - a la fecha

Co-investigador , Director Alterno

FIA 1981-1991, INIA 1992-2001

Utilizacién de Ingenieria Genética para la produccion de plantas
transgénicas de papa (Solanum iuberosum) con resistencia a
bacterias patdgenas

PUC- INIA

1993-1996

Co-Investigador

FONDEF / INIA / PUC

Promocion y Exportacion de Semiila Botanica de Papa
INIA

1995-1997

Co-Investigador

ODEPA - PROCHILE - INIA

Produccion de Variedades de Papa Resistentes a Bacterias
Patogenas Utilizando Transformacion Genética

INIA - PUC - AGRIPAC - INAGRO

1997-2000

Co-investigador

FONDEF - INIA - AGRIPAC (Cariete) - INAGRO (Cafiete)
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Cargo
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Afio
Cargo

1984 - 1996
CIP/ INIA

. . Jefe-Proyecto

Adaptacion de la Papa a Dias Largos.
INIA - CIP

1980 - 1984

CIP/INIA

Co-Investigador

Mejoramiento Genético de la Papa: Investigacién y Transferencia
de Tecnologia en Papa entre los Paises del Cono Sur (PROCIPA)
INTA-Argentina, EMBRAPA-Brasil, INIA-Chile, DIA-Paraguay ¢
INIA-Uruguay y el CIP, Peru.

1992-1996

BID/INIA

Co-Investigador

Pollen Handling and Pollen Storage Managemant.
INIA - CIP

1989 - 1992

CIP/ INIA

Co-Investigador

Utilizando

Mejoramiento  Genético de Papa Técnicas
Convencionales e Innovativas

INIA - CIP

1991-1995

Co-Investigador

Mejoramiento Genético de Papa para resistencia a Temperaturas
Subdptimas

INIA - CIP

1991-1995

Co-Investigador

Investigacion en Semilla Botanica de Papa
INIA-Chile
1994-1996

% \FAO/ INIA
o-Investigador
e, .
£ 5 / N\u\ ‘\Wo;z“-»\
& /Obtencién de variedades menos dependientes de lnser,tlcxdaé a %:\

Través de un Tipo de Resistencia Genética de Amplio Lsﬁe&‘ﬂ“dﬂ DE £ -s%}
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12, Participacion

Institucion

Ano
Financiamiento
Cargo

9.Titulo del Proyecto

Institucion
Aflo
Financiamiento

Cargo

10.Titulo del Proyecto

Institucion

Afio
Financiamiento

Cargo

11.Titulo del Proyecto

[nstitucion

Afie
Financiamiento
Cargo

*  Asoclac
*  Asociadid

~, [NIA ’ § s )

8 Investigados pfincipal en el desarrollo de tecnologia para la produccion yy
conservacion de semillas de papa para los programas de certificacién de Chile. En
esta drea destaca el desarrollo de investigacién tendiente a la produccion y uso de

Nacionales:INIA-Remehue, La Platina, Instihuasi, Universidad
Austral de Chile.Internacionales: Universidad de Cornell (J.S.A),

Universidad de North Dakota (U.5.A.) y EMBRAPA (Brasil),

1995 - 2003
Fundacion MeKnight, Minneapolis, U.S.A..- INIA- Chile.
Co-Investigador

Fitomejoramiento de Papa para Italia

INIA/U. NAPOLES — ITALPATATE (ltalia)

1998 - 2001

Proyecto Financiado por el Ministerio de Agricullura de ltalia a
través de ITALPATATE, Asocciacion de Productores de Papa
Italiana / TNIA.

Co-Investigador

Seleccion y Utilizacién de Variedades de Papa con Resistencia a
Enfermedades para el Procesamiento Industrial en Latinoamérica

Centro Internacional de la Papa, INTA-Argentina, FONAIAP-
Venczuela, INIA-Chile, Universidad WNacional de Colombia,
CORPOICA-Colombia, INIFAP-México, FORTIPAPA-Ecuador,
PROINPA-Bolivia, CIP-Per.

2000-2002

FONTAGRO/ INIA .

Co-investigador

Adaptation and utilization of advanced virus resistant clones and
progenitors

Centro Internacional de la Papa (CIP), INIA.

2000-2001

CIP/ INIA

Co-investigador

en Asociaciones y Organizaciones

o

Miambro Activo def -

ericana de la Papa (ALAP)
¢ la Papa (ACHIPA). Primer Presidente en 1982-1985
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semilla botanica de papa o TPS (TPS=True Potato Seed) en gran escala. Esta es
una forma nueva de producir papa comercial a bajo costo, con numerosas otras
ventajas sobre .el cultivo convencional usando tubérculos semiilas. Hoy Chile
exhibe esta nueva tecnologia como una de las mas avanzadas en ¢l mundo, por lo
que ahora también estd empefiado en desarrollar nuevos y mejores hibridos que
tengan amplia adaptacion a los diferentes ambientes edafoclimaticos de nuestro
pais y de las principales zonas productoras de este rubro en el mundo. De esta
manera, Chile puede exportar semilla boténica de alta calidad no sélo de hibridos
ya conocidos, sino también de otros nuevos creados en el pais. Asi se le d4 un alto
valor agregado a esta nueva tecnologia de produccidon de papa al contar con
hibridos propios, dejando a los productores nacionales con evidentes ventajas en
un escenario de economia globalizada y de mercados abiertos.

Investigador principal en el desarrollo de tecnolog{a agrondémica para la produccion
de materia prima de papa apta para el procesamiento industrial de papa frita en
hojuelas y bastones (chips and french- fries).

Co-investigador en la liberacion de 6 variedades de papa: Yagana-INIA (1983) (hoy
con mas de 8.000 ha en el pais y el tercer lugar de importancia entre las variedades
en cultivo en Chile); Fueguina-INIA (1983); Ona-INIA (1990); Pehuenche-INIA
(1990); Purén-INIA (1993); Pukara-INIA (1993). En 2000, se liberara la séptima
variedad. Varias de estas variedades han sido enviadas a muchos paises para su
evaluacion, entre ellos Italia, Escocia, Estados Unidos, Brasil.

Director, Coordinador ¢ Instructor de Cuatro Cursos Internacionales sobre
Produccion y Almacenamiento de Semillas de Papa a nivel Latinoamericano,
patrocinados por el Proyecto de Las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD),
el Centro Internacional de la Papa (CIP) y el INIA de Chile. También Director,
Coordinador ¢ Instructor de otros numerosos Cursos Nacionales sobre el Cultivo
de Papa en que se ha entrenado tanto a profesionales y técnicos de los sectores
publico (INDAP, SAG, ODEPA, Universidadesetc) y privado (Empresas de
Asistencia Técnica, Agroindustrias, Asociaciones de productores, etc).

Experimentos pioneros (Temporada 1977/78) y preliminares sobre el efecto del
riego en el rendimiento de cultivo de la papa en plantaciones de primavera en
Osomo demostraron que se podian lograr rendimientos superiores a las 76




CURRICULUM VITAE

I ANTECEDENTES PERSONALES
Nombre :" RENE ANDRES FRANCE IGLESIAS
Fecha de Nacimiento Santiago, Febrero 21 de 1957
Nacionalidad . Chilena
Domicilio laboral ~ : Centro Regional de Investigacion Quilamapu, Casilla 426,
Chillan.
II. GRADOS ACADEMICOS
1982 Ingeniero Agronomo, Universidad de Chile.
1992 Master of Science, Cornell University.
1994 Doctor of Philosophy, Comell University.

1. ANTECEDENTES LABORALES

1980 Asistente en el curso de Fitopatologia General,

1982 Profesor asistente curso de Fitopatologia, Universidad de
Chile.

1983 Fitopatologo en la Estacion Experimental Quilamapu del
Instituto de Investigaciones Agropecuanas (IN1A), Chillan.

1992 Teacher Assistant in Plant Disease Control course, Cornell
University, USA. T

1996- Profesor Catedra de Fitopatologia General. Universidad

Adventista, Chillan.

IV, RESUMEN DE ACTIVIDADES DIVULGATIVAS Y CIENTIFICAS -

26 asistencias a Seminarios y cursos

29 presentaciones en seminarios y cursos nacionales e intemacionales.
22 publicaciones divulgativas.

17 publicaciones cientificas en revistas nacionales e internacionales.

Asistencias a seminarios y cursos recientes:




Curso Marcadores Moleculares en Mejoramiento Genético y Caracterizacion de

Germoplasma: Nociones Generales y Manejo de Datos. 24-26 Septiembre, 1996, INIA,
Carillanca, Temuco.

Seminario Manejo integrado de Plagas y Enfermedades en Plantaciones Forestales. 11-12
Noviembre, 1996. Expocorma Bio-Bio, Concepcion.

Estadia de investigacion en nematodos entomopatogenos. Rutgers University, NJ, USA.
1-18 Julio, 1997.

Society of Nematologist, 36th. Annual Meeting, Tucson, Arizona, July 19-23, 1997,

National Science Foundation, Workshop on Systematics and Inventory of Soil Nematodes,
Tucson, Anzona, July 23-25, 1997,

VI Simposio de Control Biologico SICONBIOL, Rio de Janeiro, Brazil. 24-28 Mayo,
1998.

Curso de postgrado: Sistematica y biologia de nematodos parasitos y asociados a insectos.
Facultad de Agronomia y Veterinaria. Universidad Nacional del Litoral. Esperanza
(Santa Fe), Argentina. 12-17 Octubre, 1998

XX Congreso Nacional de Entomologia. Universidad de Concepcidn, Concepcion, 11-13 Noviembre,

1998,

Entrenamiento de postgrado: Produccién comercial de entomopatogenos y antagonistas
y su uso en la agricultura. Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV),
La Habana, Cuba. 19-25 Enero, 1999,

Presentaciones en seminarios y cursos nacionales e internacionales;

Patologia de pre y postcosecha en castafio europeo (Castanea sativa M.). 46° Congreso
Agrondmico, Universidad de La Serena. La Serena (Noviembre). 1995,

The Agricultural and research within INIA in Chile. The Royal Veterinary and
Agrncultural University, Department Seminars, Department of Agncultural Science,
Copenhagen, Dinamarca. Apnl 17th. 1996.




El nematodo entomopatdgeno Deladenus siricidicola y su posible introduccion a Chile
para el control de la avispa del pino. Comisién Técnica de la Controladora de Plagas
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1987 15-8 21 -8 Embrapa - Brasil Tecnologia de cero labranza
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