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RESUMEN 

CAÑEDO DV, CISNEROS F. 2004. Clones de papa transformados con la toxina de Bacillus thuringiensis (Berliner) 
contra la polilla de la papa, Phthorimaea operculella (Zeller). I. Transformación de clones de papa y verificación de la presencia 
del gen crylA(b). Rev. per. Ent. 44.- La transformación de clones diploides de papa se realizó usando el sistema de trans
ferencia de genes por Agrobacterium tumefacíais, utilizando el gen crylA(b) producido por Bacillus thuringiensis (Bt), con 
dos construcciones de Agrobacterium: 3290 y 3370 (con uno y dos promotores, respectivamente), dando como resultado 
ocho líneas de KW PTM29,71 de MI 4910 y 77 del cv. Desirée. La presencia del gen fue verificada mediante pruebas bio
químicas de Southern blot, determinándose que hubo 1-4 eventos independientes de inserción del gen por cada geno-
ma haploide (1-4 copias). 
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SUMMARY 

CAÑEDO DV, CISNEROS F. 2004. Potato clones transformed with Bacillus thuringiensis (Berliner) toxin against the 
potato tuber moth, Phthorimaea operculella (Zeller). I. Transformaron of potato clones and verificatiou of the presence of the gene 
crylA(b). Rev. per. Ent. 44 - Diploid clones of potato were subjected to Agrobacterium-mediated transformación using the 
gene crylA(b) produced by Bacillus thuringiensis (Bt). Two Agrobacterium constructions were used: 3290 and 3370 (with 
one and two promoters, respectively), giving eight Unes of KW PTM29, 71 of MI 4910, and 77 of cv. Desirée. Presence of 
the Bt gene was determined by Southern blot biochemical analysis. The number of Bt genes ranged from one to four 
copies per haploid genome. 
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Introducción 

La polilla de la papa, Phthorimaea opercule
lla (Zeller), es una de las principales plagas de 
la papa a nivel mundial por los daños que cau
sa en campo y almacén, pudiendo arrasar con 
el 1 0 0 % de la producción si no se ejerce ningu
na medida de control. El uso de la biotecnolo
gía por medio de la ingeniería genética intro
duce genes exóticos que confieren una caracte
rística deseada, en este caso, resistencia a la 
polilla. Debido a que para obtener actividad 
insecticida se requiere de la expresión de una 
sola proteína de d-endotoxina, los genes de la 
toxina de Bacillus thuringiensis (Bt) se convir
tieron en los candidatos ideales para transfor
mar plantas. El desarrollo de la tecnología del 
ADN recombinante ha permitido manipular el 
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ADN de la bacteria, codificar la producción 
del cristal proteico de Bt, y transferirlo a otros 
organismos, especialmente a plantas, dando 
lugar a las plantas transgénicas productoras 
de la toxina para el control de insectos. La po
lilla de la papa es susceptible a las toxinas Cry 
del Bt (EBORA et al. 1 9 9 4 , JANSENS et al., 1 9 9 5 , 
CAÑEDO et al. 1 9 9 9 ) . Los objetivos de la presen
te investigación fueron 1) transformar clones 
diploides de papa con el gen Bt crylA(b); y 2) 
verificar la presencia del gen mediante prue
bas bioquímicas. 

Material y métodos 

El presente trabajo se llevó a cabo en el La
boratorio de Biotecnología del Centro Interna
cional de la Papa (CIP), Lima, Perú. Su desa
rrollo comprendió la transformación de los clo
nes de papa con el gen Bt crylA(b) y la verifi
cación de la presencia del gen Bt en los clones 
de papa mediante pruebas bioquímicas de 
Southern blot. 
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TABLA 1.- Denominación, caracterización, procedencia y especies parentales involucradas de los clones diploides 
de papa seleccionados para su transformación transgénica. 

MR* = Moderadamente resistente. 

Material 

1. Seis clones diploides de papa provenien
tes del CIP: MI4910, KWPTM 24, KWPTM 29, 
PI123050.2, 2 x ( V 2 ) 7 , 2 x ( V 3 ) 6 , seleccionados por 
su resistencia a la polilla de la papa y a los vi
rus PVX y PVY y la variedad Desirée de origen 
holandés y susceptible a la polilla de la papa 
(Tabla 1). 

2. El gen truncado crylA(b) de Bacillus thu
ringiensis subsp berliner 1715 (HOFTE et al. 1986) 
obtenido del Instituto Plant Genetic System 
(PGS), de Gent, Bélgica, que en ensayos de toxi
cidad ha demostrado ser altamente activo con
tra la polilla de la papa (JANSENS et al. 1995). 

Métodos 

Transformación de clones: La planta de papa 
responde a muchas técnicas de cultivo de tejidos, 
pero la habilidad de regeneración depende mu
cho de la variedad. Las formulaciones de los me
dios de cultivo (comercialmente disponibles) ma
yormente utilizadas están basadas en MURASHIGE 
& SKCOG (1962). Los requerimientos nutricionales 
de los medios de cultivo están en función de la 
ploidia de las variedades de papa (KARP et al. 
1987). Por ello fue necesario identificar los me
dios de regeneración adecuados y las concentra
ciones de antibióticos que cada clon puede tolerar 
a fin que se pueda realizar la transformación. 

Medios de regeneración: Se realizó esta prueba 
para determinar el medio de cultivo en el cual 
los clones de papa se regeneraron en menor 
tiempo y con mejores características. Se utilizó 

tres medios de regeneración: PGS (modificado 
de D E BLOCK 1988), CD3Z (modificado de HOE-
KEMA et al. 1989) y el método de CARDI et al. 

(1993). Veinticinco explantes (fragmentos) de 
hojas se colocaron sobre los medios de regenera
ción, a razón de cinco por placa, cambiándolos a 
medio fresco semanalmente. La evaluación se 
realizó después de 15 d de iniciado el ensayo, re
gistrando el número de explantes con callos, el 
número de callos, y el número de hojas con bro
tes para obtener el porcentaje de regeneración. 

Concentraciones de antibióticos: En el proceso 
de transformación se utilizaron los antibióticos 
cefotaxima y kanamicina, el primero con la fina
lidad de eliminar todo exceso de la bacteria 
Agrobacterium tumefaciens y el segundo como 
marcador del gen crylA(b). Esta prueba tuvo la 
finalidad de determinar las concentraciones de 
antibióticos a las cuales los clones en estudio se 
regeneran sin dificultad. Las concentraciones 
utilizadas fueron 25, 50, 75 y 100 mg/1 para la 
cefotaxima, y 12,5,25, 37,5 y 50 mg/1 para la ka
namicina. Se utilizó 10 explantes de follaje por 
cada tratamiento, distribuidos en dos placas. 

Co-cultivo: Se utilizó dos construcciones de 
A. tumefaciens para la transformación de las 
plantas, la 3290 (con un solo promotor pTFD16) 
y la 3370 (con doble promotor pTRAVl), conte
niendo el gen truncado crylA(b). Se sembró dos 
colonias de A. tumefaciens en 5 mi de medio mi-
nimal glucosa, dejándose durante toda la noche 
a 28 ° C . Se cortó los explantes de hoja o entrenu-
do de papa y se colocaron 20 explantes por pla
ca petri descartable, conteniendo 10 mi del me
dio 302 (MS + 2 % de sucrosa) a una concentra
ción del Agrobacterium de 5 x 10 7 cél/ml, mante-
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FIGURA 1.- Regeneración de brotes del clon de papa KW PTM 29 en medio conteniendo kanami-
cina; b) un brote magnificado. 

FIGURA 2.- Autodiagrama del genoma de líneas transgénicas de MI 4910, KW PTM 29 y Desirée 
por medio de Southern blot que contiene el gen Bt. 
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niéndose a 23 °C durante 48 h y oscuridad total. 
Este trabajo se llevó a cabo en 1994 y 1995. 

Regeneración: Semanalmente los explantes 
fueron cambiados a medio fresco durante nue
ve semanas, hasta obtener brotes (regenera
ción). A cada planta proveniente de un brote se 
le llama "línea", que puede ser transgénica o no. 
Para determinarlo se tuvo que realizar la prue
ba de kanamicina, con una concentración mu
cho mayor del antibiótico (200 mg/1) para selec
cionar aquellas líneas que contenían el gen de 
resistencia a la kanamicina. 

Prueba de kanamicina: La prueba se realizó pa
ra seleccionar aquellas líneas que eran resisten
tes a la kanamicina (gen marcardor), lo que sig
nifica que tienen presente el gen de Bt y por lo 
tanto son transgénicas. Se utilizó los medios de 
cultivos seleccionados para cada clon y se les 
adicionó 200 mg/1 de kanamicina. Se utilizó 20 
hojas por cada línea y se colocaron cinco por pla
ca, más una hoja como testigo, proveniente del 
mismo clon sin transformar. Se realizó cuatro re
peticiones por línea. La evaluación se efectuó 
después de 15 d de instalado el ensayo y se re
gistró la regeneración y la mortalidad de hojas. 

Verificación de la presencia del gen Bt: Análisis 
de Southern blot: Esta prueba se realizó con la fi
nalidad de determinar el número de copias o in
serciones del gen de Bt por genoma haploide de 
cada línea. Para el análisis de Ssouthern blot es 
necesario extraer el ADN genómico de papa. 
Esto se hizo mediante el método de DELLAPORTA 
et. al. (1983). Luego que el ADN fue aislado del 
follaje de las líneas transgénicas, así como sus 
testigos, fue digerido con las enzimas de restric
ción apropiadas y fraccionado por electroforesis 
en un gel de agarosa al 0,9 %, transferido a una 
membrana de nylon e hibridizado usando una 
sonda Bt marcada con P 3 2 . Para la determina
ción del número de copias del Bt, 10 mi de ADN 
de las líneas transgénicas de los clones MI 4910 
(7), KW PTM 29 (8) y Desirée (7) fueron digeri
dos con HindIII, que corta los extremos de la re
gión Bt. El análisis de Southern blot fue realiza
do mediante la técnica de Southern (SAMBROOK 
et al. 1989). 

Resultados y discusión 

Medios de regeneración: El que mostró mejores 
resultados fue el propuesto por CARDI et al. 
(1993), seguido por CD3Z. Los seleccionados tu
vieron entre 20 y 100 % de regeneración. Los clo
nes KWPTM 24 y (V^g no regeneraron en nin
guno de los medios evaluados. Los medios selec
cionados fueron CARDI et al. (1993) para PI 
1230540.2, ( V 2 ) 7 , y Desirée, CD3Z para MI4910; y 
KWPTM29. 

Concentración de antibióticos: Solo un clon di-
ploide (MI4910) y el cv. Desirée regeneraron a di

ferentes concentraciones de antibióticos, inclu
yendo las más altas (100 mg/1 de cefotaxima y 50 
mg mg/1 de kanamicina). Los clones PI 
1230540.2 y KW PTM 29 mostraron regeneración 
solo con los niveles más bajos de los antibióticos, 
25 y 12,5 mg/1 de cefotaxima y kanamicina, res
pectivamente, lo que significa que esa concentra
ción es la máxima a la cual estos clones sin trans
formar, se pueden desarrollar. Los clones (V 2 ) 7 , 
( V 3 ) 6 y KW PTM24 fueron susceptibles a todas 
las concentraciones de ambos antibióticos. 

Transformación (co-cultivo): El clon KW PTM 
29 (en el medio CD3Z) tuvo un 4 % de regenera
ción (con explante de hojas), utilizando la bacte
ria 3290. Los resultados mostraron regeneración 
de los clones MI 4910 y Desirée en el medio 
CD3Z, y en ambos casos el mayor porcentaje de 
regeneración se obtuvo con la bacteria 3370. El 
clon PI 123050.2 logró regenerar en el medio de 
CARDI et fl/.(1993) de igual manera que el cv. De
sirée. Se pudo observar que con este tipo de ex
plante cinco de los siete clones regeneraron en 
los dos medios conteniendo kanamicina. Tanto 
el clon PI 123050.2 como el MI 4910 obtuvieron 
mayores porcentajes con la bacteria 3370, mien
tras los clones KW PTM 29, (V2)7 y el cv. Desirée 
lo hicieron con la bacteria 3290. El explante de 
entrenudo fue fácilmente regenerado. 

Prueba de kanamicina: Se obtuvo seis líneas 
del clon PI 123050.2, ninguna de las cuales mos
tró resistencia a la kanamicina, ya que no hubo 
regeneración en el medio con el antibiótico, por 
lo tanto no hubo transformación. Con el clon MI 
4910 se obtuvo 254 líneas de las cuales 71 fueron 
transgénicas (kanamicina positiva) con explan
tes de entrenudos. Se comprobó que este clon es 
capaz de ser transformado por medio de entre-
nudos. El clon KW PTM 29 tuvo ocho líneas que 
fueron transgénicas (fig. 1). Del clon (V 2 )7 se ob
tuvo 13 líneas, ninguna de las cuales resultaron 
ser transgénicas. Con la variedad Desirée se ob
tuvo 242 líneas, de las cuales 77 fueron transgé
nicas. La habilidad de las plantas de regenerar y 
ser transformadas es una característica varietal. 
De los clones en estudio se ha podido determi
nar el tipo de explante capaz de ser regenerado 
y transformado. Es así que el mejor explante pa
ra el clon KW PTM 29 fue la hoja, para MI 4910 
el entrenudo, y para el cv. Desirée, aunque rege
neran con ambos explantes, el que mejor se 
comportó fue la hoja. Con esta prueba se deter
minó la resistencia a la kanamicina, que se en
cuentra asociado al gen de Bt (Tabla 2). 

Verificación de la presencia del gen Bt: Análisis 
de Southern blot: Los resultados de las pruebas 
de Southern blot (fig, 2) se manifestaron por la 
presencia de bandas, cada una de las cuales in
dica un evento independiente de inserción del 
gen por cada genoma haploide. Con relación al 
clon MI 4910, las líneas 4,15, 6,16, 9,3 y 6,9 pre
sentan una sola copia del gen, a diferencia de 
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TABLA 2.- Líneas transgénicas que resultaron positivas 
en la prueba de kanamicina. 

clon serie N° de líneas bacteria explante 

MI 4910 6 
8 

17 
54 

3290 
3370 

entrenudo 
entrenudo 

KW PTM29 23 8 3290 hoja 

Desirée 19 
21 
23 

1 
9 

67 

3370 
3290 
3370 

hoja 
hoja 
hoja 

12,0 que presenta tres eventos de transforma
ción (3 bandas = 3 copias del gen). En el caso del 
clon KW PTM 29, se observó que todas las lí
neas presentan el mismo patrón de banda, lo 
que significaría que todas provienen de una 
misma célula regenerante, por consiguiente 
constituyen una misma línea. En cuanto a Desi
rée, las líneas 4,3, 5,8, 12,7 y 14,7 presentan un 
solo evento de transformación. Las líneas 1,7, 
10,7 y 13,1 presentan dos, cuatro y tres eventos 
de transformación (expresado en diferentes 
bandas). Todas estas líneas, con excepción de la 
13,1, mostraron una mortalidad del 100 %, tan
to en pruebas de follaje como en tubérculos. La 
línea 13,1, a pesar de presentar tres copias o in
serciones del gen, en la prueba de tubérculos só
lo obtuvo un 33 % de mortalidad. Con estos re
sultados y los del clon MI 4910, podemos aseve
rar que solo se necesita una copia del gen para 
que pueda ser expresado, produciendo altos ni
veles de toxina y ocasionando alta mortalidad 
larval. La cantidad de toxina producida no de
pende del número de copias, sino de la habili
dad de la línea para producir toxinas en canti
dad suficiente para matar el 100 % de larvas. 

Conclusiones 

El medio de regeneración que dio mejores 
resultados fue el de CARDI et al. (1993). De los 
clones diploides evaluados (KW PTM24, KW 
PTM29, MI 4910, PI 123050.2, ( V 2 ) 7 y ( V 3 ) 6 ), el 
MI 4910 fue el que mejor desarrolló en los me
dios de regeneración. El cv Desirée presentó 
buenos niveles de regeneración en los tres me
dios. La construcción de Agrobacteriun tumefa
ciens 3370 (doble promotor pTRAVl) dio mejo
res resultados en las tres transformaciones. La 
construcción de la bacteria 3390 solo logró 
transformar al clon KW PTM29. Los clones KW 
PTM29 y MI 4910 fueron los diploides, de los 
que se obtuvo líneas transgénicas, siendo el se
gundo el que mostró mayor habilidad de rege
neración luego de la transformación. Mediante 
la prueba de Southern blot se pudo concluir que 
las ocho líneas transgénicas del clon KW PTM29 
corresponden al mismo evento de transforma

ción, lo que significa que todas se han originado 
de un mismo brote. En las líneas transgénicas 
del clon MI 4910 existen 1-3 eventos de transfor
mación, y en el cv. Desirée 1-4. 
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