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RESUMEN
El objetivo principal de este trabajo fue obtener clones del gen que codifica la cubierta proteica (CP) del
virus X de la papa (PVX). Para lograrlo se estudió un aislamiento colombiano del PVX obtenido de
muestras de plantas de papa recolectadas en el páramo de San Jorge (CORPOICA). Después de la ino-
culación sobre Datura stramonium, se tomó una lesión local producida sobre este hospedero y se inocu-
ló sobre Nicotiana tabacum, de cuyo tejido se purificó el PVX. El RNA genómico extraído de las
partículas virales purificadas presentó un tamaño de aproximadamente 6 Kb. La síntesis del cDNA,
utilizando el primer 4DT/KPN, se evidenció mediante la incorporación de Digoxigenina. La amplifica-
ción por PCR del gen CP, a partir del cDNA sintetizado, se realizó utilizando el primer OX6 junto con
el primer LK/pn, complementario a la secuencia del extremo 5´ del primer 4DT/KPN. El producto de la
amplificación presentó el tamaño esperado de aproximadamente 870 pb, en adición a otros productos
de 600-123 pb. Estos fragmentos amplificados fueron clonados en el plásmido pMOSBlue. Los recom-
binantes fueron analizados en “minipreps”, digiriendo el plásmido con Sma I y Hind III o utilizando el
método de amplificación con PCR directamente de la colonia. Las colonias transformadas con el inser-
to apropiado fueron almacenadas en glicerol a –70 °C.

Palabras clave: Virus X de la papa, clonación, cubierta proteica, reacción en cadena de la polimerasa.

ABSTRACT
In this work we describe the construction of potato virus X coat protein (PVX-CP) gene clones from a co-
lombian isolate. Virus was isolated from field potato plants cultured at páramo de San Jorge. PVX parti-
cles were purified from Nicotiana tabacum leaves infected with a local lesion taken from Datura

stramonium plants. The genomic RNA present in the virus particles consisted of a single species of about
6 Kb. cDNA synthesis representing genomic RNA was followed by Digoxigenin incorporation after pri-
ming with oligonucleotide 4DT/KPN. PCR amplification of CP gene sequence was made by using oligo-
nucleotides OX6 and L/Kpn. An expected fragment of 870 bp, besides some 600-123 bp fragments, was
obtained after PCR. The blunt-ended fragments were clonned into the PCR cloning pMOSblue plasmid.
The insert size of the selected recombinant cDNA clones was determined by restriction analysis of the
plasmid DNA with Sma I and Hind III enzymes. Positive clones were also screened by direct colony PCR
screening. The selected recombinant cDNA clones were stored in glycerol at –70 °C.

Key words: potato virus X, cloning, coat protein, polimerase chain reaction.

INTRODUCCIÓN

El virus X de la papa (PVX) es un miembro típico del gru-

po de los potexvirus (Mathews 1982); morfológicamen-

te, es una barra flexuosa con simetría helicoidal. El

genoma monopartito del PVX está compuesto por una

molécula lineal de RNA de sentido positivo, compuesta

53

1 Departamento de Microbiología. Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Javeriana. Cra. 7 No. 43-82, Bogo-
tá, D.C., Colombia.

2 Unidad de Bioquímica, Instituto de Biotecnología. Univer-
sidad Nacional de Colombia. A.A. 14490, Bogotá, D.C.,
Colombia.



por 6.435 nucleótidos en cepas europeas (PVXcp), sin

contar la cola de poli (A) (Huisman et al. 1988) y por

6432 nucleótidos en cepas suramericanas (PVXHB)

(Orman et al. 1990; Querci 1993). Este virus se encuen-

tra encapsidado por una proteína de 29 KDa (Acosta et

al. 1991) El extremo 5’ tiene un nucleótido metilado lla-

mado “CAP” (m
7

G
5´

pppGp), mientras el extremo 3’ pre-

senta una cola de poli(A) (Peñaranda, 1996). En el

genoma de las cepas estudiadas se reporta la presen-

cia de cinco marcos de lectura abiertos para la traduc-

ción (ORF), los cuales son numerados de 1 a 5,

comenzando por el extremo 5’. La proteína 166 KDa

está codificada por el primer ORF, la proteína 25 KDa

está codificada por el segundo ORF, las proteínas 12

KDa y 8 KDa están codificadas por el tercer y cuarto

ORF, respectivamente (Seeppänen et al. 1997; Beck, et

al. 1991; Beck et al. 1994, Morozov et al. 1991). El últi-

mo ORF codifica la proteína de la cubierta proteica

(CP) (25KDa). Este virus se encuentra entre los que

afectan los cultivos de papa. En sinergismo con otros

virus ha causado pérdidas en la producción del tu-

bérculo hasta en 61.2 % (Guerrero, 1978). Esto consti-

tuye un grave problema, teniendo en cuenta que la

papa ocupa el cuarto lugar de importancia en los culti-

vos alimenticios mundiales (De Block, 1988; Acosta et

al. 1994). Una buena parte de la tecnología transgéni-

ca incluye la transformación de plantas con genes (o

sus versiones antisentido) (Beachy et al. 1990; Wilson

1993) derivados de los mismos patógenos, particular-

mente de virus que las infectan. Dentro de esta estrate-

gia se han aislado genes o partes de genes que

codifican la cubierta proteica del virus (CP), la replica-

sa y la proteasa. Particularmente se han obtenido plan-

tas transgénicas de variedades comerciales de papa

resistentes al PVX, virus Y de la papa (PVY) y el virus

del enrollamiento de la hoja de papa (PLRV) (revisado

en Acosta et al. 1994). El objetivo principal de este tra-

bajo fue obtener clones del gen que codifica la CP del

PVX, con el propósito de ser utilizados en trabajos pos-

teriores de transformación de plantas de Solanum tu-

berosum.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento del virus

Se recolectaron 32 muestras de plantas de papa del pá-

ramo de San Jorge (CORPOICA), las cuales fueron

guardadas a 4 °C con silica gel. Para la recolección de la

muestra se tomó en cuenta que las plantas presentaran

síntomas característicos de infección con el (PVX). La

presencia del PVX en las plantas de campo fue determi-

nada mediante la prueba serológica de ELISA. El método

de ELISA utilizado fue, esencialmente, el descrito por

Clark y Bar-Joseph (1985).

Las alícuotas de los tejidos de papa positivas en la

prueba de ELISA se utilizaron para propagar el PVX ini-

cialmente en Datura stramonium, usada como planta filtro,

antes de la inoculación en tabaco (Nicotiana tabacum).

Posteriormente los extractos obtenidos de las lesiones lo-

cales individuales de la Datura stramonium fueron inocu-

lados en plantas de tabaco libres de virus para la

propagación sistémica del virus.

Purificación del virus

A partir de los resultados obtenidos con la prueba de

ELISA, se escogieron las muestras positivas para PVX

con el objeto de purificar el virus. Para la purificación del

virus se utilizó como referencia el método descrito por

Camacho et al (1991). Se pesaron 50 g de las muestras

positivas de las plantas de tabaco y se homogeneizaron

en licuadora a 4 °C con buffer Na2HPO4 0.1 M pH 8.0,

ajustado con ácido cítrico al cual se le adicionó EDTA 10

mM, DIECA 0.5%; 2- ME 0.1%. El homogeneizado se fil-

tró a través de dos capas de gasa y luego se clarificó con

una mezcla compuesta por cloroformo, butanol, alcohol

isoamílico al 20, 10 y 5% (V/V), respectivamente. Des-

pués, la fase acuosa se centrifugó a 20.000 g durante 25

minutos. El sobrenadante se sedimentó a 100,000 g du-

rante 2.5 horas a través de un colchón de sacarosa al

30%. El virus precipitado se resuspendió en el mismo

buffer seguido de una baja centrifugación a 12000 g du-

rante 10 minutos. La suspensión viral se sometió a otro

ciclo igual de sedimentación a través de un colchón de

sacarosa al 30%. El virus purificado fue resuspendido fi-

nalmente en buffer NaH2PO4 0.1 M, pH8.0, se centrifugó

a 12000 g durante 10 minutos. La suspensión del virus

purificado se cuantificó espectrofotométricamente a 260

nm, se determinó el espectro de absorción entre 200-300

nm y se estableció la relación A 260/280. El virus purifica-

do se almacenó a –70 °C.

Electroforesis de la proteína estructural
del virus

Las proteínas virales fueron disociadas mediante la adi-

ción de un volumen de buffer de disociación 2X de

Laemmli (1970), seguido de incubación en agua hirvien-

do durante 3 minutos. La proteína estructural fue analiza-
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da en el sistema SDS-PAGE de Laemmli (1970), a través

de un gel de concentración al 4% y un gel de separación

del 12% de poliacrilamida. La proteína separada en el gel

fue visualizada con azul de Coomassie. Se utilizó una

mezcla de marcadores de peso molecular para proteínas

que contenía albúmina bovina (68000), ovoalbúmina

(45000), quimotripsina (25000) y β- lactoglobulina

(18000).

Purificación del RNA genómico del PVX

Para la extracción del RNA genómico viral se partió del

virus purificado y se utilizó el método del Trizol (Gibco

BRL) (solución mono-básica de fenol e isotiocianato de

guanidina) (Chomezynki y Sachi, 1987). El RNA genómi-

co purificado se separó en una electroforesis en gel de

agarosa al 1.2 %, en una cámara submarina Horizon 58

(Gibco BRL). La electroforesis se corrió a 100 voltios

constantes durante 1 hora, se tiñó con bromuro de etidio

(ETBr) (0.5µg/ml), durante 15 minutos y se visualizó en

un transiluminador UV. El tamaño de las bandas forma-

das se calculó utilizando el marcador de peso molecular

“escalera de RNA” (Gibco BRL) (MW 9.5, 7.5, 4.4, 2.4,

1.4 y 0.24 kb) y el método gráfico de Bozart y Harley

(1976).

Obtención de cDNA de cadena sencilla
a partir del RNA

Para sintetizar la primera cadena de cDNA se utilizó el “kit”

SuperScript Choice System for cDNA Synthesis (Gibco

BRL). A 1 µl de RNA viral (1µg), se le agregó 1 µl (10 mM)

del primer 4DT/Kpn (Gibco BRL), 10mM(5’ATCCGCGG-

GCCCATGGTACCTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’) , se dejó a

70 °C durante 10 minutos y luego a 20 °C durante 15 minu-

tos. La mezcla se puso sobre hielo y después se le agregó

un coctel compuesto de 6.25 µl de mezcla de nucleósidos

trifosfato (dNTP mix) (10 mM) (Boehringer-Mannheim) que

contenía el análogo Digoxigenina, 1 µl de RNAsin, 5 µl de

buffer de reacción de transcriptasa reversa 5X (10 mM

Tris-HCl; 5 mM MgCl2; pH 8,3), 10 µl de KCl (250mM) y 2 µl

de la enzima transcriptasa reversa (RT) del virus de la leu-

cemia murina Moloney (MMLV)-RT (200 Unid) y se incubó

a 37 °C durante 1 hora. El cDNA de cadena sencilla sinteti-

zado se almacenó a 4 °C. El cDNA se separó en una elec-

troforesis en gel de agarosa al 0.8 % en una cámara

submarina Horizon 58 (Gibco- BRL). La electroforesis se

corrió a 60 V durante 1 hora. Además de la muestra se usa-

ron como marcadores de referencia del funcionamiento de

la corrida electroforética fragmentos de fago λ digerido con

Hind III (MW 23.1, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0 y 0.564 kpb) (Gibco

BRL). El gel se coloreó con ETBr (0,5 µg/ml) durante 20 mi-

nutos. Luego se observó en un transiluminador de UV.

Transferencia del cDNA

La transferencia electroforética del cDNA en el gel se reali-

zó en una cámara de transferencia (Sigma- Aldrich Semi

–Dry Blotter), como lo describe Sambrook et al. (1989).Una

vez transferido y fijado el ácido nucleico a la membrana de

nylon (Hybond Amersham) se procedió a hacer la detec-

ción del cDNA marcado con Digoxigenina, utilizando el “kit

Dig-Sistem for nucleic acid labeling and detection” (Boeh-

ringer-Mannheim). Para el revelado la membrana seca se

colocó en contacto con una película de rayos X en un case-

te de exposición durante 45 minutos.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificación del gen CP se realizó en una reacción

que contenía 5 µl de dNTPs (2 mM); 2,5 µl de cada oli-

gonucleotido (10 mM) [primer OX6 (Gibco BRL) (5’

TTGAGCGGTTAAGTTTCCA 3’); primer L/Kpn (Gibco

BRL) (5’ATCCGCGGGCCCATCG- TACC3’)]; 4,5 µl de

MgCl2 (25 mM); 5 µl de cDNA molde; 1 µl Taq DNA poli-

merasa (2,5 U); 5 µl de buffer de PCR 10X; 24,5 µl H2O;

y una capa de aceite mineral. El programa del termoci-

clador utilizado fue: 94°C durante 60 segundos; 25 ci-

clos de: 92°C durante 10 segundos; 50 °C durante 15

segundos; 72°C durante 30 segundos, seguido de 72°C

durante 5 minutos. El producto de PCR se almacenó a

4°C. Para visualizar la banda del producto esperado se

realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1 % utili-

zando una cámara Horizon 58 (Gibco BRL). La electro-

foresis se condujo a 55 v durante 1.5 horas, el gel se tiñó

con ETBr (0,5 µg/ml) durante 20 minutos y se visualizó

en un transiluminador UV. El tamaño de los productos

de PCR se calculó utilizando el marcador de peso mole-

cular del genoma del fago λ Hind III (MW 23.1, 9.4, 6.5,

4.3, 2.3, 2.0 y 0.564 kpb) digerido con Gibco BRL. El ta-

maño de las bandas de DNA se calculó con relación a la

movilidad del marcador de peso molecular.
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Clonación del producto de PCR

La clonación del producto de PCR se llevó a cabo en el

plásmido pMOSBlue que hace parte del “kit” de clona-

ción de productos de la amplificación con extremos ro-

mos (Amersham). El plásmido de las colonias positivas

fue purificado por “miniprep” y visualizado después de la

electroforesis en un gel de agarosa al 1% en una cámara

submarina Horizon 58 (Gibco-BRL) a 55 v durante 1.5

horas, junto con los marcadores de peso molecular Hind

III (MW 23.1, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0 y 0.564 kpb) (Gibco

BRL) y la escalera DNA 123 (MW 12.3, 11.07, 9.8, 7.38,

6.15, 4.92, 3.69, 2.46, 0.123, kpb) (Gibco BRL). El gel fue

coloreado con ETBr (0.5 g/ml).

La digestión del plásmido para la liberación del

fragmento fue hecho con las enzimas de restricción Sma

I a una temperatura de 30 °C y Hind III a 37 °C durante

toda la noche. Para verificar la presencia del fragmento

esperado, se amplificó por PCR el fragmento directa-

mente de la colonia bacteriana añadiendo los componen-

tes de la siguiente forma: 27.5 µl de agua libre de

nucleasas, 5 µl de mezcla de dNTPs 2 mM, 1 µl del pri-

mer Ox6 (10µM), 1 µl del primer L/Kpn (10µM), 5 µl de

buffer de PCR10X, 0.5 µl Taq DNA polimerasa (2.5U), 2

µl de la muestra del lisado. El programa del termociclador

fue el siguiente: 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55

°C durante 1 minuto, 72 °C durante 2 minutos, seguido

de 72 °C durante 5 minutos. Los productos de la reacción

se analizaron en un gel de agarosa al 1%, corrido en una

cámara submarina Horizon (58 Gibco BRL) a 55 V duran-

te 1.5 horas. El gel se tiñó con ETBr (0.5µg/ml) y se ob-

servó en un transiluminador de luz UV. Las bandas de la

muestra se compararon con la escalera de DNA 123

(MW 12.3, 11.07, 9.8, 7.38, 6.15, 4.92, 3.69, 2.46, 0.123,

kpb) (Gibco BRL). Las colonias que presentaron el frag-

mento esperado clonado se almacenaron en glicerol al

15 % a –70°C ( Sambrook et al. 1989).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Identificación del virus

De las 32 muestras de papa recogidas, provenientes del

páramo San Jorge (CORPOICA), sólo cuatro de ellas

fueron claramente positivas a la prueba de ELISA para

PVX.

Propagación del virus

Con las muestras de papa positivas y aplicando la técnica

de ELISA, se propagó el virus inicialmente en Nicotiana ta-

bacum, y después fue reinoculado en Datura stramonium.

Esta última planta presentó síntomas que aparecieron en-

tre 15 y 20 días post inoculación (pi), los cuales se expre-

saron como manchas de color amarillo intenso en las

hojas. Los síntomas que presentó la preparación de PVX

en esta planta fueron similares a los descritos por Salazar

(1982). Los síntomas en las plantas de Nicotiana taba-

cum, inoculadas con PVX, difirieron considerablemente.

Estos síntomas empezaron a ser evidentes entre los 15 y

20 días pi y se caracterizaron por presentar zonas de color

verde claro ó cloróticas en las hojas, zonas que predomi-

naron dejando algunas áreas de color verde normal que

daban la apariencia de mosaico en las hojas. Estos sínto-

mas se evidenciaron primero en el ápice de la hoja y luego

se extendieron hacia la base.

Purificación del PVX

Por el método de centrifugación diferencial, a partir de 50

g de material de Nicotiana tabacum infectado con PVX,

se obtuvieron 4.0 mg de partícula viral total, dando un

rendimiento similar al reportado por Camacho et al.

(1989). Esta concentración se determinó por medición

espectrofotométrica. El registro correspondiente al es-

pectro de absorción del virus purificado mostró un perfil

típico de nucleoproteína (figura 1) con un mínimo de ab-

sorbancia alrededor de 240 nm y un máximo a 260 nm.

La relación de absorbancias 260 y 280 nm (A260/280)

fue igual a 1.06/0.883 =1.20,lo cual indica que el virus ob-

tenido fue de alta pureza, según los valores reportados

en la literatura (Goodman et al. 1975). El virus almacena-

do a –70 °C conservó su capacidad infectiva, como lo de-

mostró la aparición de síntomas en plantas de Nicotiana

tabacum.

Electroforesis de proteínas en gel
de poliacrilamida con SDS

La electroforesis en el sistema SDS-PAGE de la proteína

del virus purificado reveló la presencia de una banda úni-

ca de proteína de 29 KDa, correspondiente a la proteína

de la cápside intacta del PVX (figura 2, carril 2). Este re-

sultado concuerda con lo reportado (Peñaranda 1996;

Acosta et al. 1991). En la muestra de tejido infectado se

pudo observar una banda prominente que comigró con la
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proteína estructural intacta del PVX (figura 2 carril 3),

esta misma banda estuvo ausente en el tejido sano de ta-

baco (figura 2 carril 4). Las proteínas restantes presentes

en el tejido de tabaco fueron comunes a las plantas sana

e infectada, incluida una banda prominente de 55 KDa

que correspondería muy posiblemente a la proteína Ru-

bisco (Ribulosa bifosfato carboxilasa) presente en todas

las plantas de tabaco y que está formada por dos tipos de

subunidades de masa molecular relativa de 55 y 15 KDa

(figura 2, carriles 3 y 4). La electroforesis del PVX purifi-

cado a partir de las plantas de Nicotiana tabacum inocu-

ladas directamente con el extracto de las plantas de papa

de campo, positivas a PVX, presentó una banda de pro-

teína de 34 KDa, lo cual revela una posible contamina-

ción con el virus PVY, cuya proteína estructural es de

este tamaño (figura 3 carriles 3, 4, 5, 6); La banda de 29

KDa correspondería a la proteína de la cápside intacta

del PVX, como lo reportaron Peñaranda (1996) y Acosta

et al. (1991). Además se presentó una banda de menor

tamaño que 27 KDa (figura 3 carriles 3, 4, 5, 6). que co-

rrespondería a la proteína Pi reportada por Koening et al.

(1978).

Extracción del RNA por el método
del Trizol

Con el método del Trizol (Gibco-BRL), a partir de 100 µl

de virus purificado a una concentración de 4 mg/ml se

obtuvieron 10 µg totales de RNA, el cual se visualizó en

un gel de agarosa al 1.2% y formaldehido al 25%. El aná-

lisis espectrofotométrico presentó un pico máximo de

252 nm y un pico mínimo de 225 nm (figura 4), mostrando

un perfil típico de ácido ribonucleico. En el gel se eviden-
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Figura 1. Barrido espectrofotométrico (200-300 nm) del

PVX purificado.

Figura 2. Electroforesis en SDS-PAGE de la proteína del

virus purificado y de los extractos de plantas sana e infec-

tada de Nicotiana tabacum, inoculada con extractos de

Datura stramonium. Carril 1: Mezcla de marcadores de

peso molecular; Albúmina (68000); Ovoalbúmina (45000);

Quimotripsina (25000); β-Lactoglobulina (18000); Lisozi-

ma (14500); carril 2: 10 µl de virus purificado; Carriles 3 y

4: 7 µl de extracto de plantas infectada y sana respectiva-

mente. La electroforesis se realizó con el sistema
Figura 3. Electroforesis en SDS-PAGE del PVX purifica-

do a partir de Nicotiana tabacum inoculada con extractos

de tejido de plantas de papa positivas a PVX. Carriles 1 y

8: Mezcla de marcadores de peso molecular Albúmina

(68000); Ovoalbúmina (45000); Quimotripsina (25000);

β-Lactoglobulina (18000); carril 2 y 7: Quimotripsina

(25000); carril 3: 5 µl de virus purificado (PVX); carril 4: 7

µl de virus purificado (PVX); carril 5: 8 µl de virus purifica-

do (PVX); carril 6: 10 ml de virus purificado (PVX).



ció una banda única de 6 Kb (figura 5), correspondiente

al RNA genómico del PVX, similar a lo que se reporta en

la literatura (Huisman et al. 1988; Orman et al. 1990).

Obtención de cDNA a partir del RNA

El cDNA marcado con Digoxigenina, sintetizado sobre un

molde de 1 µg de RNA genómico de PVX, al ser detecta-

do por su impresión sobre una película de rayos X mostró

una señal con alguna dispersión en su tamaño (datos no

mostrados), lo cual es indicativo de que el primer

4DT/Kpn se apareó eficientemente con el tramo de poli

(A) del RNA genómico permitiendo su elongación para

formar el correspondiente cDNA. Esta huella en la pelí-

cula de rayos X indica que el primer 4DT/Kpn fue elonga-

do en longitudes variables.

En las amplificaciones de secuencias de cDNA por

PCR, se obtuvo una banda clara correspondiente a un

fragmento de aproximadamente 870 pb, el cual corres-

ponde al tamaño esperado con los primers OX6 y LK/pn.

Esto sugiere que los primers utilizados, diseñados con

base en las secuencias del genoma de aislamientos euro-

peos de PVX, se aparean con el genoma del aislamiento

colombiano de PVX utilizado en este estudio. Es de espe-

rarse que el primer LK/pn se complemente con la secuen-

cia variable del primer 4DT/KPN contigua a la secuencia

oligo d(T). El primer OX6 se aparearía con una secuencia

más interna (5617-5636) en el genoma, localizada co-

rriente arriba del ORF 5 que codifica para la CP del PVX.

En algunas muestras de RNA genómico de PVX se

presentó, además del fragmento de aproximadamente

870 pb, una señal difusa en la región del gel que corres-

ponde a tamaños menores de 500 pb (figura 6). En algu-

nas de estas muestras, al ser analizadas en geles de

agarosa más concentrados (2 %), se pudo observar ban-

das de aproximadamente 700, 600, 500, 300,y 123 (figu-

ra 7, carriles 3, 6, 7). Estas amplificaciones ocasionales

en algunas muestras se podrían explicar como conse-

cuencia de apareamientos no específicos del primer in-

terno. Para probar esta hipótesis habría que secuenciar

estos productos para determinar si son parte de la se-

cuencia del gen de la CP del PVX. En algunos casos el

fragmento de 870 pb, después de ser electro eluido del

gel de agarosa, se utilizó como molde para reamplificar

este producto, obteniéndose el producto esperado de

870 pb más otro adicional de 500 pb, ocasionalmente de

mayor intensidad que el de 870 pb (figura 7, carril 4).

Tanto el background difuso como los productos de PCR

de menor tamaño que el 870 pb disminuyeron significati-

vamente cuando en la mezcla de reacción de PCR dismi-

nuyó la concentración del molde (figura 8).

Clonación del producto amplificado
en el plásmido pMosblue

Una vez corroborada la eficiencia de las células compe-

tentes para incorporar el plásmido de prueba, lo mismo

que la eficiencia en la clonación del inserto control (con-

trol positivo) y la ausencia de crecimiento de las células
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Figura 4. Barrido espectrofotométrico (200-300nm) del

RNA del PVX extraído con Trizol.

Figura 5. Electroforesis del RNA extraído con Trizol. Ca-

rril 1: 5 µg de RNA extraído con Trizol Carril 3: Marcador

de peso molecular escalera de RNA (9.49-0.24 Kb) (Gib-

co BRL).



que no han incorporado el inserto, se procedió a la clona-

ción de los productos amplificados descritos anterior-

mente. La mayor eficiencia en la clonación se obtuvo con

la relación inserto: vector 1:2.5 .

En una prueba preliminar de clonación se obtuvieron

aproximadamente 250 colonias blancas que contenían el

inserto, y 30 colonias azules que contenían el plásmido re-

circularizado. Tanto el análisis electroforético de los plásmi-

dos purificados (figura 9 A) como de los insertos liberados

con Sma I y Hind III indicó que sólo el 5 % de los insertos

tuvo un tamaño de alrededor de 600 y 500pb; el 95 % de los

insertos estuvo representado por tamaños que fluctuaron

entre 400 y 123 pb (figura 9 B). En esta primera clonación

no se obtuvo el fragmento esperado de 870 pb, a pesar de

que en el producto de la amplificación mezclado con el

plásmido en la relación antes señalada, ese fragmento de

870 pb estaba presente, aunque en una concentración re-

lativamente menor, en adición a los fragmentos de 600-123

pb.

Cuando se intentó clonar el fragmento de 870 pb

purificado a partir del gel mediante electroelución, se

hizo una reamplificación previa y se obtuvo un producto

prominente de 500pb y otro producto de 870 pb. La clo-

nación de estos fragmentos reamplificados después de

haber sido electroeluidos fue negativa. Esto puede
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del pro-

ducto amplificado de cDNA de PVX por PCR con los pri-

mers OX6 y L/Kpn. Carril 1: λ Hind III, Carril 2: 5µl de

producto PCR. del fragmento de 870 pb del PCR, Carril

6 y 7: 5 µl de los productos de PCR, Carril 8: Escalera

DNA 123.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de pro-
ductos de cDNA amplificado por PCR. Carril 1: marcador

de peso molecular λ Hind III; Carril 3: 5 µl del producto

PCR, Carril 4: 5µl del producto PCR reamplificado obte-

nido a partir de electroelución del gel de agarosa del

fragmento de 870 pb del PCR, Carril 6 y 7: 5 µl de los

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del

cDNA amplificado por PCR. Carril 1: Marcador de peso

molecular, Fago λ digerido con Hind III; Carril 3 y 5: 2µl y



deberse en parte a la contaminación con agarosa, la cual

se ha reportado como interferente en la clonación (Sam-

brook et al. 1989).

La clonación del fragmento esperado de 870 pb fue

exitosa cuando el producto de amplificación presentó en

el gel de agarosa una banda prominente del fragmento

de 870 pb y sólo una leve señal difusa en la región co-

rrespondiente a tamaños inferiores a 600 pb. Parece que

las cantidades relativas de los fragmentos en la mezcla y

el plásmido vector son importantes en la proporción de

insertos clonados. En este caso particular se obtuvieron

alrededor de 50 colonias blancas y 10 azules, el análisis

electroforético de los plásmidos purificados (figura 10) y

los insertos liberados con las enzimas Sma I y Hind III
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Figura 9. (A) Producto de la “miniprep” en gel de agarosa

al 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular λ Hind III;

carril 3: 5µl del producto de la “miniprep” del plásmido

prueba; carril 4: 5µl del producto de la “miniprep” del con-

trol positivo; carriles 4, 5, 6,: 5 µl del producto de la “mini-

prep” A, B, C, respectivamente. (B). Carril 1: Marcador de

peso molecular; carril 3: Digestión del plásmido con el in-

serto control con SmaI y XbaI; carriles 4, 5, 6,: 5 µl del

producto de la digestión del plásmido con Sma I y Hind III

de la “miniprep” A,B,C respectivamente; carril 8: Plásmi-

do prueba digerido.

Figura 10. (A) Producto de “miniprep” en gel de agarosa

al 1%. Carril 1: Marcador fago λ digerido con Hind III; ca-

rril 2: Muestra de “miniprep” del plásmido prueba; carril 3:

“miniprep” del control positivo; carriles 4, 5, 6, 7, 8: 5 µl de

los productos de “miniprep” 2, 3, 4, 5, 6.

(B) Carril 1: Marcador fago λ digerido con Hind III; carril

2: “miniprep” del plásmido prueba; carril 3, 4, 5, 6, 7, 8:

“miniprep” 7, 8, 9, 10, 11, 12.



mostró que el inserto de 870 pb (figura 11, carril 4) estuvo

presente en el 60 % de las colonias blancas y los insertos

de tamaños entre 600 y 123 pb (figura 11, carril 7) sólo

estuvieron presentes en el 40 % de ellas.

Para verificar aún más la presencia del inserto en el

plásmido de la colonia seleccionada y para comprobar la

especificidad de los primers utilizados, se procedió a am-

plificar el fragmento de 870 pb a partir del DNA extraído

de las células bacterianas mediante calentamiento en

agua hirviendo. El resultado de esta amplificación mues-

tra en el gel sólo el producto del tamaño esperado (figura

12).

CONCLUSIONES

El peso molecular de la proteína intacta de la cubierta

(CP) del PVX en aislamientos colombianos analizados

en electroforesis (SDS-PAGE) fue 29000 (Peñaranda,

1996; Acosta et al. 1991).

El RNA estimado, extraído del aislamiento colom-

biano de PVX, mostró un tamaño aproximado de 6Kb si-

milar a lo reportado para cepas europeas (Huisman

1988) y suramericanas (Orman et al. 1990; Querci 1993).

El primer 4DT/KPN utilizado para la síntesis de la

primera cadena de cDNA se apareó eficientemente con

el tramo de poli (A), permitiendo la elongación del cDNA.

Con los primers OX6 y L/Kpn se logró la amplifica-

ción de un fragmento de aproximadamente 870 pb, co-

rrespondiente al gen de la CP del PVX, el cual está

disponible para su utilización en programas de produc-

ción de plantas transgénicas de papa resistentes al PVX.
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