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Hibridación molecular de Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis y otras bacterias con la sonda MIC1 

S. LLAMAS y C. NOVAL 

Quince cepas de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, 8 de C m subsp. 
insidiosus, 2 d e C m subsp. sepedonicus, 1 Pseudomona solanacearum, 1 Erwinia ca-
rotovora subsp. carotovora, 7 del género Arthrobacter y 30 saprofitos de tomate fue
ron hibridadas mediante la técnica Dot-Blot con la sonda específica deCm subsp. mi
chiganensis, MIC1, para determinar la especificidad y sensibilidad de esta sonda en la 
detección del agente causante del Chancro del tomate. 

S. LLAMAS y C. NOVAL. Subdirección General de Sanidad Vegetal. Velázquez, 147. 
28002 Madrid. 
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INTRODUCCIÓN 

Clavibacter michiganensis subsp. michi
ganensis (Smith) Davis et al (Cmm) es el 
patógeno causante de la enfermedad conoci
da como Chancro bacteriano del tomate u 
Ojo de párajo que fue descrita por primera 
vez en 1910 en EE.UU. (Smith, 1910). 
Como consecuencia de la importación de 
semillas americanas la enfermedad aparece 
en Dinamarca en 1922 (WEBER, 1922). Ac
tualmente ha sido detectada en las principa
les áreas tomateras de todo el mundo. En Es
paña es a partir del año 1978 cuando el pató
geno comienza a localizarse gradualmente 
en puntos diversos, tanto en cultivos al aire 
libre como en invernadero (NOVAL, 1990). 

El diagnóstico de la enfermedad es difícil. 
Por una parte los síntomas que pueden ma
nifestar las plantas son variables y dependen 
de las prácticas culturales o del cultivar 
afectado; además el patógeno es capaz de 
encontrarse latente en la planta durante pe
ríodos bastante largos (EPPO, 1992). 

El empleo de semillas infectadas es la 
fuente principal de transmisión de la enfer

medad (EPPO, 1992). Aunque se sabe que 
esta transmisión ocurre a niveles menores 
del 1%, este porcentaje de infección en los 
semilleros puede motivar un 100% de infec
ciones en los transplantes (ENDO, 1975, 
GROGAN y KENDRICK, 1953). 

Existen diferentes métodos para la detec
ción de la enfermedad, basados principal
mente en tinción de inmunofluorescencia in
directa y en siembras en medios semiselecti-
vos (FATMI y SCHAAD, 1989, GIATITIS et 
al, 1989, NOVAL, 1991, RAT, 1984, VAN 
VAERENBERG y CHAVEAU, 1987, VAN VAE-
RENBERG et al, 1993). 

Debido a la importancia que presenta la 
detección temprana del patógeno y a las di
ficultades que pueden entrañar los métodos 
precedentes, el Grupo de Expertos en Bacte
rias de la CE, está llevando a cabo un pro
yecto en el que se estudia, entre otras técni
cas, la hibridación molecular con sondas de 
ADN. 

Esta técnica es ampliamente utilizada en 
diagnosis de enfermedades humanas y de 
animales (EDELSTEIN, 1986, ROSEN, 1987, 
VAN BRUNT y KLAUSNER, 1987) emplean-



dose también desde hace algunos años para 
la detección de organismos fitopatógenos 
(SCHAAD et al., 1986). En el caso de Cmm 
se han realizado diversos estudios que han 
conducido a la obtención de sondas para 
este patógeno (JOHANSEN et al, 1989, 
THOMPSON et al, 1989). Sin embargo, la 
gran analogía existente entre los genomas 
de las especies de Clavibacter michiganen
sis (VIDAVER, 1982, VIDAVER y STARR, 

1981) hace difícil encontrar sondas específi
cas. En este trabajo se exponen los resulta
dos que se han obtenido en nuestro laborato
rio al estudiar la especificidad y sensibilidad 
de la sonda MIC1 (desarrollada por el Engi
neering Group Lyngby, Dinamarca) frente a 
Cmm y otras bacterias. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivos y mantenimiento de las bacterias 

Se estudiaron 64 microorganismos, entre 
los que figuran 15 aislados de Cmm, 8 de 
Clavibacter michiganensis subsp. insidio-
sus (Me Culloch) Davis et al, 1984 (Cmi), 
2 aislados de Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus (Spieckermann y Kott-
hoff) Davis et al, 1984 (Cms), 7 del géne
ro Arthrobacter, un aislado de Erwinia ca-
rotovora subsp. carotovora (Jones) Bergey 
et al, 1923 (Ecc), un aislado de Pseudomo
nas solanacearum (Smith, 1896) (Ps) y 30 
saprofitos, 15 de ellos procedentes de plan
tas de tomate (ST) y otros 15 de semillas 
de tomate (SS). En el Cuadro 1 se especifi
can la identidad y origen de los microorga
nismos. 

Los aislados se multiplicaron a 24-28 °C 
en YPGA (Extracto de levadura, 5 g; bacto-
peptona, 5 g; glucosa monohidrato, 10 g; 
agar, 15 g; agua destilada, 1 litro). 

Sonda 

La sonda ensayada MIC 1, con un tamaño 
aproximado de 800 pares de bases (pb), fue 

marcada por incorporación de biotina me
diante un «nick translation» empleando el 
kit «BioNick Labelling System» de BRL 
según el protocolo recomendado por el fa
bricante. 

Preparación de las muestras 
para la extracción de los ácidos 
nucleicos 

Los aislados, precultivados en YPGA, 
fueron multiplicados en 50 mi de YPG (Ex
tracto de levadura, 5 g; bactopeptona, 5 g; 
glucosa monohidrato, 10 g; agua destilada, 
11; pH 7.2) de 1 a 4 días sobre un agitador 
orbital a temperatura ambiente. Previo a la 
extracción de ácidos nucleicos, 5 mi de cada 
muestra fueron conservados a -20 °C, y 50 ul 
fueron sembrados en placa con YPGA para 
determinar la concentración de cada cepa 
(Cuadro 2). 

Con las muestras conservadas a -20 °C se 
prepararon escalas conteniendo 1 mi de las 
concentraciones 108 a 101 cel/ml para Cmm 
y viales con concentración próxima a 108 

cel/ml en el caso de los restantes microorga
nismos. 

Extracción y purificación de los ácidos 
nucleicos 

La extracción y purificación de los ácidos 
nucleicos se realizó según el protocolo indi
cado para Cms en un trabajo precedente 
(LLAMAS etal, 1993). 

Distribución y fijación de las muestras 
sobre las membranas de nylon 

A las suspensiones de ácidos nucleicos se 
incorporaron 300 ul de solución desnaturali
zante (7,5% formaldehido, 10 X SSC). Los 
viales fueron calentados a 95 °C durante 15 



Cuadro 1 .-Identidad y origen de los aislados 

Aislado Identidad Hospedante País 

PD-37 Cms Patata USA 
PD-323 Cms Patata USA 
PD-239 Cm Alfalfa USA 
LMG-3675 Cm Alfalfa -
LMG-3676 Cm Alfalfa -
LMG-7323 Cm Alfalfa USA 
7324rl Cm Alfalfa USA 
7324r2 Cm Alfalfa USA 
LMG-7325t, Cm Alfalfa N. Zelanda 
LMG-7325t2 Cmi Alfalfa N. Zelanda 
PD-1386 Cmm Tomate Italia 
LMG-2891 Cmm Tomate Hungría 
LMG-3690 Cmm Tomate R. Unido 
LMG-3694 Cmm Tomate Sudáfrica 
LMG-5602 Cmm Tomate N. Zelanda 
LMG-5604 Cmm Tomate N. Zelanda 
LMG-5610 Cmm Tomate Brasil 
LMG-5724 Cmm Tomate Bulgaria 
LMG-7333 Cmm Tomate Hungría 
RPZBC-1680 Cmm Tomate (semilla) Taiwan 
RPZBC-1683 Cmm Tomate (semilla) Taiwan 
RPZBC-1910 Cmm Tomate Bélgica 
RPZBC-2405 Cmm Tomate Bélgica 
RPZBC-2408 Cmm Tomate Bélgica 
RPZBC-3108 Cmm Tomate Bélgica 
NCIMB-8910 A pascens Suelo -
NCIMB-8912 A. aurescens - -
NCIMB-9066 A. ramosus Suelo -
NCIMB-9333 A. oxydans - -
NCIMB-9499 A. chrystallopoites Suelo -
NCIMB-9541 A. histidinolovorans Suelo -
NCIMB-10627 A. polychromogen.es - -
PD-1958 Ps Patata Colombia 
PD-578 Ecc Patata Holanda 
ST-6, ST-8aST-14, ST-17 yST-19aST-24 Desconocida Tomate España 
SS-1 aSS-15 Desconocida Tomate (semilla) España 

PD: Culture Collection of Plant Protection Service. Wageningen, The Netherlands. 
LMG: Laboratorium Microbiology Gent Culture Collection Rijksuniversiteit, Belgique. 
RPZBC: Rijkstation Woor Plantenziekten Collection Belgique. 
NCIMB: The National Collection of Industrial and Marine Bacteria. Torry Research Station Aberdeen, Schotland. UK. 
Cms: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. 
Cmi: Clavibacter michiganensis subsp. insidiosas. 
Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 
A: Arthrobacter. 
Ps: Pseudomonas solanacearum. 
Ecc: Erwinia carotovora subsp. carotovora. 
ST: Saprofito de planta de tomate. 
SS: Saprofito de semilla de tomate. 



Cuadro 2.-Condiciones de la multiplicación bacteriana y concentración obtenida 

Continúa 

Multiplicación _, 
Concentración 

Cepas Precultivo en YPGA Cultivo en YPG Bacteriana (Cel/ml) 



Cuadro 2 (Continuación).-Condiciones de la multiplicación bacteriana y concentración obtenida 

minutos y enfriados en hielo mientras se 
procedía a su aplicación sobre las membra
nas de nylon suministradas con el kit de de
tección. La aplicación de las muestras se re
alizó mediante el Hybrid Dot Manifold de 
BRL, conectado a una bomba de vacío y las 
membranas se sometieron a 80 °C durante 2 
horas para permitir la fijación de los ácidos 
nucleicos a las mismas. 

Prehibridación, hibridación y detección 

La prehibridación, hibridación y detec
ción fueron realizadas siguiendo el protoco
lo recomendado para el kit PhotoGene Nu
cleic Acid Detection System de BRL. Sola
mente fueron incorporadas algunas modifi
caciones que favorecían la detección y así, 
la temperatura de lavado con 0.1 X SSC, 
conteniendo 1% SDS, fue de 60 °C, el volu
men de solución de bloqueo fue de 1 mi/ 
cm2 de membrana, el tiempo que estuvieron 
sumergidas en 1 X tampón final de lavado 
fue de 90 minutos y la permanencia con el 
agente de detección en oscuridad a 37 °C de 
30 minutos. 

RESULTADOS 

Se realizaron 4 ensayos cuya planifica
ción y resultados aparecen recogidos en los 
Cuadros 3, 4, 5 y 6. 

Para determinar la sensibilidad de la 
sonda frente a 15 aislados de Cmm se reali
zaron los ensayos 1 y 2, empleándose una 
escala de concentraciones entre 108 y 10' 
cel/ml para cada uno de ellos. Se obtuvieron 
señales positivas con LMG-5602, LMG-
5604 y LMG-7333 para concentraciones 
mayores o iguales a 106 cel/ml. Una concen
tración mínima de 107 cel/ml fue necesaria 
para detectar PD-1386, RPZBC-1680, 
RPZBC-1683, RPZBC-2405, RPZBC-2408, 
LMG-2891, LMG-3690, LMG-3694 y 
LMG-5724, mientras que se requirió una 
concentración mínima de 108 cel/ml para vi
sualizar RPZBC-1910. Con dos de los aisla
dos, RPZBC-3108 y LMG-5610 no se obtu
vieron señales positivas. 

Los ensayos 3 y 4 se planificaron con ob
jeto de estudiar la especificidad de la sonda 
frente a 15 ST, 15 SS, 2 Cms, 1 Ps, 1 Ecc, 8 
Cmi, 7 Arthrobacter sp. y 3 aislados de 
Cmm. Se obtuvieron señales positivas con 

Multiplicación ^ 
Concentración 

Cepas Precultivo en YPGA Cultivo en YPG Bacteriana (Cel/ml) 
(días) (días) 



Cuadro 3.-Distribución y resultados del ensayo de sensibilidad n.° 1 con la sonda MIC1 

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 
+: Señal positiva. 
-: Señal negativa. 
+?: Señal incierta. 

Cuadro 4.-Distribución y resultados del ensayo de sensibilidad n.° 2 con la sonda MIC1 

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 
+: Señal positiva. 
-: Señal negativa. 
+?: Señal incierta. 



Cuadro 5.-Distribución y resultados del ensayo de especificidad n.° 3 con la sonda MIC1 

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 
ST: Saprofito de planta de tomate. 
SS: Saprofito de semilla de tomate. 
+: Señal positiva. 
-: Señal negativa. 
+?: Señal incierta. 

Cuadro 6-Distribución y resultados de especificidad n.°4 con la sonda MIC1 

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 
Cms: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. 
Cmi: Clavibacter michiganensis subsp. insidiosas. 
Ps: Pseudomonas solanacearum. 
Ecc: Envinia carotovora subsp. carotovora. 

Arthrobacter. 
Señal positiva. 
Señal negativa. 



los 3 aislados Cmm, pero también con 2 de 
los saprofitos aislados de planta de tomate 
(ST-12 y ST-19) y con un saprofito aislado 
de semilla (SS-5). 

DISCUSIÓN 

La sonda MIC1 detectó 13 de las 15 cepas 
de Cmm analizadas, no obteniéndose seña
les positivas con RPZBC-3108 y LMG-
5610. Ensayos posteriores confirmaron que 
esas dos cepas no eran Cmm. 

Cuando la sonda fue probada con los sa
profitos de tomate y las restantes cepas se 
observaron señales positivas con 3 de los sa
profitos. Este resultado concuerda con ob
servaciones efectuadas por otros investiga
dores que encuentran reacciones cruzadas 
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