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CENTRO DE INVESTIGACIOH Y ESTU~IOS AVAHZADOS-IPH 

UHIDAD IRAPUATO 

REPORTE DE LAS ACTIVIDADES REALIZADA POR EL DEPARTAMEHTO DE 

IHGEHIERIA GEHETICA DEHTRO DEL PROYECTO: 

RBSISTUCB TO VDl08IS IR POTATO: 

DBVBLOPllBllT OP POTATO PLUl'l'S BDRIBG llBSISTAllCB TO POTATO VIRUS 

PVX, PVY, PVS HD PLRV BY COllBIBBD llOLBCULJ.ll DD IR VITRO PLU1T 

COLTUTB TBCJDIIQUBS. 

PERIODO: ABRIL-OCTUBRE DE 1990 

En la reunion de organizaci6n del del segundo afio del 

proyecto que se realiz6 en Irapuato, Gto. Mexico en Marzo de 

1990, se porgram6 para el CINVESTAV-Irapuato, las actividades 3.1 

y 3.4.3. A continuaci6n se desgloza el informe de lo realizado en 

los primeros seis meses: 

Actividad 3.3 Construccion de genes guiaericos de resistencia a 

virus: 

PVX 

El gen de la prote1na de la capside del PVX (CP-PVX) 

recibido del grupo colaborador argentino, fue amplificado por 

medio de la tecnica de Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

usando la enzima termosensible Taq y dos oligonucleotidos 

sintetizados en base a las secuencias publicadas del virus. 

Aunque este gen cuenta con todas las senales para expresarse 

adecuadamente en la planta, no ten1a sitios de restricci6n que lo 

hicieran facilmente manipulable. El oligonucle6tido del extremo 

5' (25 bases: GCGGTTAAGTTTCCATCGATAATTG) introduce un sitio Clal 

(subrayado) para dirigir su clonaci6n en la orientaci6n adecuada. 

Al oJigo del extreme 3' (30 bases:ATTTATATTATTCATACAATCAAACCAGAA) 

.:. _; 
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no se le anadi6 ningun sitio nuevo puesto que se contemplo 

subclonarlo como extremo rasurado. El tamaiio del oligo 3' es 

mayor porque esta region del gen tiene un alto contenido de A-T, 

lo que disminuye la estabilidad de oligos pequenos. 

La amplificacion se hiz6 incubando el plasmido original 

enviado por el laboratorio de Esteban Hopp, los oligos antes 

mencionados y la enzima Taq (con su respectivo buffer y 

deoxinuclec tidos). El us<' de la enzima termosensible (Taq) nos 

facilita el proceso puesto que no hay que aqregar enzima (DNA 

polimerasa) despues de cada ciclo. Cada ci,clo consistio de una 

incubaci6n de 1 min. a 95 c para abrir la doble cadena, 1 min a 

37 c para permitir el apareamiento de los oliqos con el plasmido 

y 3 minutos de incubaci6n a 70 C para permitir la sintesis y 

extension de los oligos (primers). El proceso (ciclo) se repitio 

25-30 veces y el resultado se analiz6 por electrof oresis en gel 

de agarosa al 1\. Al teiiir con bromuro de etidio, se observaba 

una unica banda de aproximadamente 840 pb. Esta banda fue 

rescatada del gel y purificada por el metodo de GENCLEAN. El 

material purificado fue ligado en un plasmido Bluescript (BS) 

previamente diqerido con SmaI (extremos rasurados), y este 

material se us6 para transformar E. coli. 

NOTA: Hay que hacer notar que las ligaciones del material 

amplificado por PCR ban presentado ciertos problemas. 

originalmente intentamos cortar los fragmentos amplif icados con 

las enzimas correspondientes a los sitios introducidos (en este 

caso ClaI), sin embargo, la digestion aparenta ser muy 

def iciente. PUede ser que el sitio de restricci6n este muy cerca 

del extremo y no haya un reconocimiento apropiado. Tambien se ha 

intentado aumentar el porcentaje de ligaci6n, aumentando la 

concentraci6n de ligasa, quinando los sitios 5' del fragmento 

amplificado, o rellenando con Klenow para asegurar verdaderos 

si tios rasurados. Esta ul tima opci6n fue la que nos produjo 

mejores resultados. 
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Las. colonias con el plasmido BS sin inserto toman un color 

azul en presencia de XGal + IPTG debido a la acti vidad de B

galactosidasa. Plasmidos con insertos interrumpen el gen que 

proporciona la B-galactosidasa y se ven blancas en el medio 

anterior. 

Las colonias que resultaron blancas en las placas de Lb-Amp

XGal + IPTG fueron tomadas como posible candidatos con insertos 

conteniendo el gen CP-PVX. Un segundo escrutinio se hizo por 

aedio de hibridaci6n molecular de las colonias (colony 

hibridization) usando como sonda el gen original de CP-PVX. Se 

probaron 40 colonias y las que dieron una sefial fuerte de 

hibridaci6n (en la autoradiograf1a) fueron analizadas haciendo 

mini preparaciones de plasmidos y mediate mapeo de restricci6n. 

Se seleccion6 una colonia que conten1a un plasmido (que se 

denomin6 pIGV15) que mostr6 los sitios de restricci6n requeridos 

{especialmente el sitio ClaI que se introdujo). Para comprobar 

que durante la amplificaci1n no se introdujeron mas cambios en el 

gen, se procedi6 a secuenciar el fragmento en el plasmido pIGV15. 

El plasmido BS cuenta con un origen de replicaci6n del fx y 

presenta la f acilidad de poder generar DNA de cadena sencilla por 

medio de una infecci6n con un fago auxiliador. La cadena sencilla 

se us6 como templado en reacciones de secuenciaci6n del tipo 

sanger (dideoxyribonucleotidos). El analisis de la secuencia 

mostr6 que no hubo otras alteraciones internas. Sin embargo, 

sorpresivamente se perdieron las primeras 4 bases del oligo 3'(es 

decir, las ultimas 4 bases del fragmento). Aunque esto no afecta 

el gen de manera alguna puesto que esta fuera de la region 

codificante, esta perdida de bases puede ayudar a explicar los 

problemas presentados durante la ligaci6n. Por otro lado, este 

evento, sirve pdra llamar la atenci6n durante el disefio de 

oligonucleotidos para usarse en la amplificaci6n de genes. Es 

recomendable s~leccionar regiones fuera del gen estructural para 

que en caso de perdidas de bases, no se afecte la proteina 

esperada. 
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Una vez que se verif ic6 la calidad del gen, se subclon6 en 

el plasmido pMON858 para obtener su expresi6n en plantas. Este 

plasmido cuenta con el promotor 35 S del virus del mosaico de la 

coliflor (CaMV) para a&egurar un expresi6n constitutiva y fuerte 

en t~dos los tejidos de la planta. Del plasmido pIGV15 se obtuvo 

un fragmento ClaI-EcoRI que contenia el gen CP-PVX y se lig6 con 

el plasmido pMON85£1. previamente cortado con las mismas enzimas. 

Despues de la transformaci6n con los productos de la ligaci6n, de 

entre varias colonias candidatas, se seleccion6 aquel que 

contenia el inserto adecuado. Puesto se esperaba un plasmido 

(derivado de pMON858) de alto peso molecular (11-12000 pb) y que 

se encuentra en bajo nfuneros de copias por celulas, el analisis 

por medio de mapeo de res tr icci6n presentaba problemas. Para 

comprobar si el gen en verdad se encontraba inserta.Jo en el 

vector, se recurri6 de nuevo a la tecnica de PCR. Varias colonias 

candidatas fueron tomadas y llevadas a un tubo eppendorf 

individualmente. Las celulas fueron calentadas a 95°c por 5-10 

minutos, se enfriaron en un baflo con hielo y enseguida se les 

afiadieron las mezclas de reacci6n incluyendo los oligonucle6tidos 

mencionados arriba. Los productos fueron anal.izados por 

electrof oresis en agarcsa y 2 de 4 colonias mostraron el 

fragmento amplificado indicando que esas colonias tenian el gen 

CP-PVX. Se seleccion6 un plasmido (pMON858 + CP-PVX) y se 

denowin6 pIGV16. 

En estos momenta se esta transf iriendo este plasmido 

(pIGV16) a Agrobacterium tumetaciens para ser use.do para inf ectar 

explantes de papa. 

PVY 

El gen de la proteina de la capside del •1irus PVY se 

amplif ic6/mutageniz6 por medio de la tecnica de PCR descrita 

arriba. Los oligos sintetizados para la amplif icaci6n fueron: 
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a) Extremo 5'' 30 bases: TGAGGATCCCAAT~CAAATGATACAAT, el cual 

introduce un sitio BauBI (subrayado) y el codon de iniciaci6n ATG 

(doble subrayado) para permitir su adecuada expresi6n; 

b) Extremo 3', 25 bases: CGTGAATTCTTATATATCGTCCGGA, el cual 

introduce un sitio EcoRI para facilitar su manipulaci6n. 

La amplificaci6n se hizo en forma simultanea al CP-PVX, 

lograndose recuperar un fragmento con el tamafio adecuado (ca. 830 

pb). Sin embargo, debido a los problemas de ligaci6n referidos 

arriba no se pudo clonar en el plasmido BS. En esos momentos se 

decidi6 concentrarse en un solo gen y se escogi6 el CP-PVX como 

ya se describi6. Ahora que el CP-PVX esta listo para introducirse 

a plantas, se ha podido reenfocar la atenci6n al CP-PVY. Se hizo 

otra amplif icaci6n por PCR con resultados bastantes 

satisfaci:orios y en "'stos momentos se estan astableciendo las 

condiciones para la ligaci6n del fragmento amplificado en el 

plasmido BS y de ahi pasarlo a pMON858. 

NOTAS ADICIONALES A LA ACTIVIDAD: 

Tambien se ha recibido del laboratorio de Esteban Hopp otras 

clonaciones de genes de los virus PVX y PVY. Algunas venian en E. 

coli y se esta obteniendo DNA para introducirlo a A. tumefaciens 

e infectar explantes de papa. 

Por otro lado se esta trabajando en la construcci6n de un 

vector mejorado que contenga un doble promotor 35S del CaMV 

(promotor 70). El vector original (pSS) no tiene un buen sitio de 

clonaci6n multiple ya que solo se puede usar EcoRI y SmaI, por lo 

que se estan eliminando alg~nos de los sitios dobles para 

aumentar el numero de sitios unicos y tener mas variedad en la 

estrategia de clonaci6n. Este vector presentara tambien la 

posibilidad de manejar el gen de inter~s, mas las seftales para 

expresi6n de plantas (promotor y terminador), como un "cassette" 

que puede manipularse facilmente e introducir varios genes 

virales al mismo tiempo. Esto nos evitaria tene~ que hacer varias 



transformaciones (una para cada gen), pudiendo introducir dos o 

tres genes virales en un mismo evento (CP-PVY + CP-PVX). 

Acti vidad 3. 4. l Adaptar.ion de las tecnicas de transformaci6n a 

cultivares lo~ales de papa. 

Desde que se inici6 el proyecto nosotros hemos estado 

trabajando con la variedad de papa Alfa, ya que es la que mas se 

consume en Mexico. A la fecha ya se han encontrado las 

condiciones de regeneraci6n y transformaci6n de esta variedad 

aunque la ef iciencia no es tan buena como la variedad Desire que 

se ha usado como control. De esta mauera, el reporte del primer 

afio incluia la adaptaci6n de las tecnicas de transf ormaci6n a 

nuestra variedad local Alfa. A partir de la reunion de 

organizaci6n del segundo afio del proyecto, se envi6 a todos lo~ 

paises participantes un protocolo de la metodologia establecida 

con la intenci6n de que cada pais la adaptara a sus variedades 

locales. En este mismo contexto esta por llegar un visitante 

argentino que vendra por un tiempo para familiarizarse de manera 

di~ecta con nuestras tecnicas de transf ormacion de explantes 

(hoja) de papa. 

A continuaci6n se presenta un breve resumen del protocolo 

que se ha seguido en los experimentos de cultivo de tejidos y 

transformaci6n de papa. 

Propagaci6n del material 

Se ha trabajaa.:> con las siguientes variedades: variedad 

Desiree, obtenida del Instituto Max Planck de Cclonia; variedad 

Russet Burbank, obtenida del Centro Internacional de Papa, Lima, 

Peru y la variedad Alfa de uso local. 

Para evitar en lo mAs posible tener variaci6n somaclonal, 

las plantas han sido solo propagadas mediante meristemos, de las 

siguientes dos maneras: 
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1) Cortando el apice (1-2 cm), al cual se le quitan las hojas y 

resemb!'.'andolo. 

2) P esembrando los internodos cortados en segmentos de 

aproximadamente 1 cm de largo. Se espera a que las llemas se 

desarrollen, se cortan las plantas regeneradas y est~s se vuelven 

a resembrar. 

Las resiembras se hacen, en medio MS + o. 7% agar + 2 % 

sacarosa, cada 15-25 dias cuando las plantas ya hayan echado 

raices. 

Cocultivo para la transformaci6n 

Para infectar los explantes se ha usado una cepa de A. 

tumef aciens que contiene el gen de la glucuronidasa (GUS) dentro 

de su T-DNA. La bacteria se creci6 en medio YEB con antibi6ticos 

a 28 °C de temperatura hasta una densidad de 108 bacterial/ml 

(usualmente toda la ~oche). 

El cocultivo se hizo seleccionando las hojas mas vigorosas y 

colocandolas con 10 ml de MS liquido y 30-70 ul del cultivo de 

bacterias. El tiempo de cocultivo es de 48 hrs a 26°C. 

Regeneraci6n de los explantes transformados y enraizamiento 

Al terminar el cocultivo los explantes se transfieren al 

medio de regeneraci6n (MS + agar + gl~cosa + zeatina + 

antibioticos). Los explantes se tran~fieren a medio fresco cada 

semana. 

cuando los brotes alcanzan una talla de 1 ~ 2 cm se cortan y 

se ponen en medio de enraizamiento (MS + agar + sacarosa + 

clafortln). NOTA: Los brotes tardan aproximadamente 2 semanas 

en enraizar, pero hay que esperar hasta tener suficiente material 

para hacer las pruebas de comprobaci6n sobre la transfromaci6n 

(ensayos de NPT II y GUS y analisis por hibridaci6n molecular). 
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CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS AVANZAOOS-IPI'~ 

UNIDAD IRAPUATO 

REPORTJ:: DE L'\S ACTIVIDADES REAUZADA POR EL DEPART AMENTO DE 

INGENIERIA GENETICA DENTRO DEL PROYECTO: 

RESISTANCE -.-o VIROSIS IN POTATO: 

DEVELOPMENT OF POTATO PLANTS BEARING RESISTANCE TO 

POTATO VIRUS PVX, PVY, PVS AND PLRV BY COMBiNED MOLECULAR 

AND IN VITRO PLANT CULTURE TECHNIQUES. 

PERIODO: NOVIEMBRE 1990 - ABRIL 1991 

En la reunion de organizaci6n del segundo afio del proyecto que se 

realiz6 en lrapuato, Gto. Mexico en Marzo de 1990, se program6 para el 

CINVESTAV-lrapuato, las actividades 3.3 y 3.4.3 del proyecto original 

propuesto en Buenos Aires, Argentina. A continuaci6n se desgloza el 

informe de lo realizado en el segundo semestre: 

ACTIVIDAD 3.3 Construcci6n de genes guimericos de resistencia a virus: 

ACTIVIDAD 3.4'3 Transformaci6n de celulas de papa con los genes 

guimericos. 

PVX 

El plasmido plGV16 (descrito en el reporte anterior) que contiene el 

gen de la protefna de la capside de PVX con el promoter 35S del CaMV fue 

transferido a A. tumefaciens por medio de electroporaci6n. Las bacterias 

transfomantes se seleccionaron en presencia del antibi6tico 

Spectinomicina. Para verificar si en realidad las colonias que crecieron en 

el medio con antibi6tico contenian el plasmido, se hizo un ensayo de 

hibridaci6n en colonia usando como sonda el gen CP-PVX original. El 100 % 

de la colonias dieron sefial positiva, confirmando la presencia del gen 

dentro de A. tumefaciens. Se seleccion6 una de estas bacterias y con ella 

se procedi6 a infectar explar.tes de papa (variedad alfa) y de tabaco. 

Se usa tabaco por la facilidad en la transformaci6n, y la rapidez con 

que se obtienen plantas transgenicas. Esto es muy recomendable para 

poder verificar la funcionalidad de las contrucciones nuevas, y ver los 

I 



niveles de expres1on oblenidos. Asimismo, ya que el virus PVX infecta a 
tabaco, se pueden ver los niveles de protecci6n que nuestra conslrucci6n 
ofrece. Hacerlo unicamente con papa pudiera tomar mucho mas tiempo en 
caso que se tuviera que modificar las construcciones para aumentar la 
expresi6n del nuestrc gen de interes. 

Como ya se mencion6 en reportes anteriores, los pasos necesarios 
para obtener plantas (en suelo) para iniciar los ensayos d'! resistencia, 
toman varios meses (desde el cocultivo de los explantes, inducci6n de 
callas, inducci6n de brotes y raices hasta la transferencia a suelo. 

Se obtuvieron varias plantas de tabaco qug han resistido en varios 
ensayos con Ge11tamicina (el plGV16 es derivado del pMON858 que contiene 
el gen marcador ACC-IV que confiere resistencia a Gentamicina por media 

de una reacci6n de acetilaci6n). A continuac1:>n se procedi6 a hacer los 
ensayos tendientes a 11erificar la expresi6n del gen CP-PVX. 

Desafortunadamente no se pudo encontrar expresi6n en ninguna de 
las plantas transformadas. En vista de los resultados negativos se decidi6 
revisar las construcciones obtenidas y en un analisis de secuenciaci6n se 
vi6 que la clona utilizada y obtenida por PCR contenia una mutaci6n en el 
codon de iniciaci6n ATG (ver figura anexa de la secuenciaci6n). El error se 
pudo seguir y la explicaci6n que tenemos en este momento es que cuando 
se clon6 el CP-PVX por media de PCR, se seleccionaron dos colonias que se 
manejaron indistintamente po. error. Una se secuenci6 y estaba normal. 
Sin embargo, la segunda tenia la mutaci6n antes mencionada y fue la que 

se introdujo en A tumefaciens. 
Este inconveniente nos hizo perder basta;ite tiempo y se han tenido 

que repetir las cons1rucciones usando ahora la clona verificada. Tambien 
se esta cambiando un poco la estrategia ya que los resultados que se 
habian obtenido con las construcciones derivadas del pMON858 (con 
resistencia a Gentamicina) no han sido del todo aceptables, no solo en el 
caso de papa, sino de tabaco tambien. Las construcciones se estan 
hacienda ahora en un plasmido (pSS) que contiene un promotor doble 35S 
del virus mosaico de la coliflor. Esto asegurara una expresi6n mas alta del 
gen viral. Ademas, el plasmido contiene el gen Neomicin fosfotransferasa 
II (NPT II) que confiere resistencia al antibi6tico kanamicina, el cual es 
mas confiable y facil de verificar. Para esto se digiri6 el plasmido plGV15 



(pB:uescript + CP-PVX) con Clal-EcoRV o con Clai-Smal y se clon6 entre 
los sitios Clal y Smal. del pSS. 

PVY 

El gen de la proteina de la c&pside del virus PVY se amplific6 y 
mutageniz6 por medio de la tecnica del PCR como se describi6 en el 
re po rte anterior. El primer intento de clonacion fracaso de bi do a 
problemas en la ligaci6n del fragmento amplificado. La nueva 
amplificaci6n produjo bastante material y se esta procediendo a clonarse 
en el plasmido pSS con el doble promotor 35S del CaMV. 

Alternativamente se esta usando una construcci6n proporcionada por 
Esteban Hopp denominada pMRKAP y que contiene el gen de la proteina de la 
capside de PVY. 

La metodologia para la transformaci6r. de papa se ha aplicado 
eficienternente a la variedad Alfa. Esta variedad es importante para 
Mexico ya que representa hasta el 70°~ de la papa consumida en el pals. Asi 
mismo se han proporcinado protocolos a los otros paises participantes 
para que la adapten a las variedades locales. En el caso de la Argentina se 
recibi6 la vis:ta de Mariana del Vas para entrenamiento en la 
transformaci6n de papa y su adaptaci6n a las variedades argentinas (ver 
Entrenamientos). 

Con la construcci6n pMRKAP se han hecho varios experimentos de 
transformaci6n con la variedad Alfa de papa. En un intento para optimizar 
las condiciones de transformaci6n se han hecho cocultivos de los 
explantee de papa con Agrobacterium (conteniendo pMRKAP) con dos 
tiempos de exposici6n (incubaci6n): 24 y 48 horas. La inducci6n de brotes 
es ligeramente superior cuando los explantes se dejan en contacto con la 
bacteria por 48 horas (antes de pasar a media con antibi6tico para 
eliminar Agrobacterium). Esto puede atribuirse a que la bacteria pasa mas 
tiempo en contacto con las celulas vegetales y puede infectar a un numero 
mayor. En cada experimento se ha empezado con alrededor de 1000 
explantes. En las fotografias adjuntas se puede observar la producci6n de 
brotes en ambas condiciones (24 y 48 horas). Estos brotes ya han sido 
pasados a un medio selective para la inducci6n de raices en presencia de 
kanamicina. La apariencia de la mayoria de los brotes que han sobrevivido 



es bastante buena, aun cuando se han mantenido en presencia del 
antibi6tico. Esto nos sugiere que dichos brotes estan transformados. En 
cuanto muestren la formaci6n de una buena raiz, los brotes seran pasados 
a macetas (suelo) para poder efectuar las pruebas de resistencia al virus 
PVY. Adicionalmente se seleccionaran algunas plantas para ser analizadas 
en ensayos tipo Southern para verificar la presencia del ~en viral en el 
genoma de la planta y ensayos tipo Northen para verificar su expresi6n. 

Definitivamente el ensayo bio16gico es el mas vaiidero para nuestros 
propositos, sin embargo conviene tener una idea de la expresi6n del gen 
viral, asi como de su numero de copias. 

Es necesario mencionar que se han usado dos tipos de explantes para 
la transformaci6n, tallo y hoja. Ambos son eficientes, sin embargo tallo es 
mucho mas f acil de manejar y no es tan delicado co mo los expla~tes de 
hoja. De esta manera se ouede decir que finalmente la eficiencia de tallo 
es mucho mejor. 

Entrenamiento y Capacitaci6n tecnicos. 

Se recibi6 la visita de Mariana del Vas del laboratorio de Esteban 
Hopp (Argentina) por casi tres meses. Durante su estancia utiliz6 la 
metodologia desarrollada para I atran:::formaci6n de las variedades Desiree 
y Alfa y la aplic6 a 2 variedades argentinas (una de elias Spunta). Los 
resultados preeliminares que obtuvo aqui fueron prometedores y se espera 
que a su regreso a Argentina se establezca la transformaci6n de dichas 
variedades. 

Al mismo tiempo estuvo trabajando en la clonaci6n del gen de la 
proteina de la capside del virus PLRV. Sus resultados seran reportados por 
el laboratorio argentino. 
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