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Hibridacion 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 de C m subsp. sepedonicus, 1 Pseudomona solanacearum, 1 Erwinia ca-
rotovora subsp. carotovora, 7 del género Arthrobacter y 30 sapréfitos de tomate fue-
ron hibridadas mediante la técnica Dot-Blot con la sonda especifica de C m subsp. mi-
chiganensis, MIC1, para determinar la especificidad y sensibilidad de esta sonda en la
deteccidn del agente causante del Chancro del tomate.

S. LLamas y C. NovAL. Subdireccién General de Sanidad Vegetal. Veldzquez, 147.

28002 Madrid.
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INTRODUCCION

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

El diagnéstico de la enfermedad es dificil.
Por una parte los sintomas que pueden ma-
nifestar las plantas son variables y dependen
de las practicas culturales o del cultivar
afectado; ademas el patdgeno es capaz de
encontrarse latente en la planta durante pe-
riodos bastante largos (EPPO, 1992).

El empleo de semillas infectadas es la
fuente principal de transmisién de la enfer-

medad (EPPO, 1992). Aunque se sabe que
esta transmisién ocurre a niveles menores
del 1%, este porcentaje de infeccién 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-
cion de la enfermedad, basados principal-
mente en tincién de inmunofluorescencia in-
directa y en siembras en medios semiselecti-
vos (FATMI y SCHAAD, 1989, GIATITIS et
al., 1989, NovaAL, 1991, RAT, 1984, VAN
VAERENBERG y CHAVEAU, 1987, VAN VAE-
RENBERG et al., 1993).

Debido a la importancia que presenta la
deteccion temprana del patégeno y a las di-
ficultades que pueden entrafiar los métodos
precedentes, el Grupo de Expertos en Bacte-
rias de la CE, estd llevando a cabo un pro-
yecto en el que se estudia, entre otras técni-
cas, la hibridacién 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) empledn-
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dose también desde hace algunos afios para
la deteccién de organismos fitopatdgenos
(SCHAAD et al., 1986). En el caso de Cmm
se han realizado diversos estudios que han
conducido a la obtencién de sondas para
este patogeno (JOHANSEN et al., 1989,
THOMPSON et al., 1989). Sin embargo, la
gran analogia existente entre los genomas
de las especies de Clavibacter michiganen-
sis (VIDAVER, 1982, VIDAVER y STARR,
1981) hace dificil encontrar sondas especifi-
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 MICI1 (desarrollada por el Engi-
neering Group Lyngby, Dinamarca) frente a
Cmm y otras bacterias.

MATERIAL Y METODOS
Cultives y mantenimiento de las bacterias

Se estudiaron 64 microorganismos, entre
los que figuran 15 aislados de Cmm, 8 de
Clavibacter michiganensis subsp. insidio-
sus (Mc 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, S g; glucosa monohidrato, 10 g;
agar, 15 g; agua destilada, 1 litro).

Sonda

La sonda ensayada MIC1, con un tamafio
aproximado de 800 pares de bases (pb), fue

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

Preparacién de las muestras
para la extraccion de los acidos
nucleicos

Los aislados, precultivados en YPGA,
fueron multiplicados en 50 ml 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 dias sobre un agitador
orbital a temperatura ambiente. Previo a la
extraccién de dcidos nucleicos, 5 ml de cada
muestra fueron conservados a —20 °C, y 50 ul
fueron sembrados en placa con YPGA para
determinar la concentracién de cada cepa
(Cuadro 2).

Con las muestras conservadas a =20 °C se
prepararon escalas conteniendo 1 ml de las
concentraciones 10% a 10' cel/ml para Cmm
y viales con concentracién préxima a 108
cel/ml en el caso de los restantes microorga-
nismos.

Extraccién y purificacién de los acidos
nucleicos

La extraccién y purificacién de los dcidos
nucleicos se realiz6 seguin el protocolo indi-
cado para Cms en un trabajo precedente
(LLAMAS et al., 1993).

Distribucion y fijacién de las muestras
sobre las membranas de nylon

A las suspensiones de 4dcidos nucleicos se
incorporaron 300 ul de solucién desnaturali-
zante (7,5% formaldehido, 10 X SSC). Los
viales fueron calentados a 95 °C durante 15
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Cuadro 1.-Identidad y origen de los aislados
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Aislado Identidad Hospedante Pais
PD-37 Cms Patata USA
PD-323 Cms Patata USA
PD-239 Cmi Alfalfa USA
LMG-3675 Cmi Alfalfa -
LMG-3676 Cmi Alfalfa -
LMG-7323 Cmi Alfalfa USA
7324, Cmi Alfalfa USA
7324, Cmi Alfalfa USA
LMG-7325¢, Cmi Alfalfa N. Zelanda
LMG-7325t, Cmi Alfalfa N. Zelanda
PD-1386 Cmm Tomate Italia
LMG-2891 Cmm Tomate Hungria
LMG-3690 Cmm Tomate R. Unido
LMG-3694 Cmm Tomate Sudafrica
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 Hungria
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. polychromogenes - -
PD-1958 Ps Patata Colombia
PD-578 Ecc Patata Holanda
ST-6,ST-8 a ST-14, ST-17 y ST-19 a ST-24  Desconocida Tomate Espaiia
SS-1 a SS-15 Desconocida Tomate (semilla) Espafia
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. insidiosus.
Cmm:  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
A: Arthrobacter.

Ps: Pseudomonas solanacearum.

Ecc: Erwinia carotovora subsp. carotovora.

ST: Saprdfito de planta de tomate.

SS: Saprdfito de semilla de tomate.
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Cuadro 2.-Condiciones de la multiplicaciéon bacteriana y concentracién obtenida

Multiplicacion

Concentracion
Cepas Precultivo en YPGA Cultivo en YPG Bacteriana (Cel/ml)
(dias) (dias)
PD-1386 5 1 9.8x 108
RPZBC-1680 5 1 4.7 x 10°
RPZBC-1683 5 1 1.0 x 10°
RPZBC-1910 5 1 42x10°
RPZBC-2405 5 1 7.6 x 108
RPZBC-2408 5 ] 53x 108
RPZBC-3108 5 1 7.2x 108
LMG-2891 5 1 3.6 x 10}
LMG-3690 5 1 1.1x10°
LMG-3694 5 1 4.6 x 10°
LMG-5602 5 1 1.3x10°
LMG-5604 6 1 1.7 % 108
LMG-5610 5 1 42x10°
LMG-5724 5 2 7.8 x10°
LMG-7333 5 1 2.8x 108
PD-1958 2 1 8.6 x 108
PD-578 \ 1 7.5% 108
ST-6 2 1 7.6 x 108
ST-8 2 2 5.7% 108
ST-9 5 2 9.2 x 108
ST-10 7 1 9.8 x 10°
ST-11 2 1 8.4 x 108
ST-12 6 2 8.6 x 107
ST-13 2 1 9.4 x 108
ST-14 2 1 1.1 x10°
ST-17 6 1 5.8x 108
ST-19 2 1 4.1x108
ST-20 5 2 20x 108
ST-21 5 2 7.6 % 108
ST-22 5 3 8.0 x 10°
ST-23 6 3 4.6x 108
ST-24 6 3 5.4 %108
SS-1 S 1 6.4 x 108
SS-2 6 2 24 %108
SS-3 5 1 9.4 x 108
SS-4 6 1 1.8 x 108
SS-5 5 2 6.6 x 108
SS-6 6 2 1.4 x 108
SS-7 5 1 2.6 x 108
SS-8 8 2 8.4 x 103
SS-9 4 1 45x%x 108
SS-10 7 3 6.2x 108
S8-11 4 1 74 %108
SS-12 6 3 3.7x 108
SS-13 4 2 43 %108
SS-14 5 1 1.6 x 108
SS-15 6 2 2.8 x 108
PD-37 7 2 4.1x10°

Continda
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Cuadro 2 (Continuacién)—Condiciones de la multiplicacién bacteriana y concentracién obtenida

Multiplicacién .
Concentracién
Cepas Precultivo en YPGA Cultivo en YPG Bacteriana (Cel/ml)
(dias) (dias)

PD-323 7 2 1.5x 10°
PD-239 5 2 1.0x10°
LMG-3675 4 2 8.4 x 108
LMG-3676 1 4 8.6 x 108
LMG-7323 2 2 4.0x10°
7324, 6 3 8.4 x 108
7324, 6 3 4.8x 10"
LMG-7325,, 3 2 9.2x 107
LMG-7325,, 3 2 2.6 % 10!
NCIMB-8910 4 2 2.7 x 10!
NCIMB-8912 5 2 1.5x 10"
NCIMB-9066 4 3 3.6 x 10°
NCIMB-9333 4 3 1.9 x 10°
NCIMB-9499 4 2 7.0% 108
NCIMB-9541 4 3 6.8 x 10"
NCIMB-10267 5 3 1.9%x 10°
minutos y enfriados en hielo mientras se RESULTADOS

procedia a su aplicacién sobre las membra-
nas de nylon suministradas con el kit de de-
teccion. La aplicacién de las muestras se re-
alizé mediante el Hybrid Dot Manifold de
BRL, conectado a una bomba de vacio y las
membranas se sometieron a 80 °C durante 2
horas para permitir la fijacion de los acidos
nucleicos a las mismas.

Prehibridacién, hibridacién y deteccién

La prehibridacién, hibridacion y detec-
cién 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 favorecian la deteccion y asi,
la temperatura de lavado con 0.1 X SSC,
conteniendo 1% SDS, fue de 60 °C, el volu-
men de solucién de bloqueo fue de | ml/
cm’ de membrana, el tiempo que estuvieron
sumergidas en 1 X tampén final de lavado
fue de 90 minutos y la permanencia con el
agente de deteccion en oscuridad a 37 °C de
30 minutos.

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

Para determinar la sensibilidad de la
sonda frente a 15 aislados de Cmm se reali-
zaron los ensayos 1 y 2, empledndose una
escala de concentraciones entre 108 y 10!
cel/ml para cada uno de ellos. Se obtuvieron
seiiales positivas con LMG-5602, LMG-
5604 y LMG-7333 para concentraciones
mayores o iguales a 10® cel/ml. Una concen-
tracién minima 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 requiridé una
concentracién minima de 108 cel/ml para vi-
sualizar RPZBC-1910. Con dos de los aisla-
dos, RPZBC-3108 y LMG-5610 no se obtu-
vieron seflales 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, | Ecc, 8
Cmi, 7 Arthrobacter sp. y 3 aislados de
Cmm. Se obtuvieron seifiales positivas con
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Cuadro 3.-Distribucién y resultados del ensayo de sensibilidad n.® 1 con la sonda MIC1

1 2 3 4 5 6 7 8
Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm
PD-1386  RPZBC-1680 RPZBC-1683 RPZBC-1910 RPZBC-2405 RPZBC-2408 RPZBC-2891 RPZBC-3108
A 108 108 108 108 108 108 108 108
+ + + +?7 + + + -
B 107 107 107 107 107 107 107 107
+ + + - + + + -
C 108 100 100 108 106 106 108 106
D 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10°
E 10* 104 10* 10* 10* 10* 10+ 10*
F 10 10} 10° 10° 10° 10° 103 10°
G 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10°
H 10! 10! 10 10! 10! 10! 10! 10!
Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
+: Senal positiva.
- Sefial negativa.
+ Sefial incierta.

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

1 2 3 4 5 6 7
Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm Cmm
LMG-3690 LMG-3694 LMG-5602 LMG-5604 LMG-5610 LMG-5724 LMG-7333
A 108 108 108 108 108 108 103
+7? + + + - +? +
B 107 107 107 107 107 107 107
+? + + + - + +
C 100 108 106 108 10° 108 100
- - +? + - - +?
D 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10°
E 10* 104 10* 104 10* 10* 10*
F 10} 10 103 107 10° 10° 103
G 10° 10? 10° 10° 10° 10° 10°
H 10! 10! 10! 10! 10! 10! 10!

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
+: Seiial positiva.

- Seifial negativa.

+2: Sefial incierta.
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Cuadro 5.-Distribucién y resultados del ensayo de especificidad n.’ 3 con la sonda MIC1
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1 2 3 4 5 6
A Cmm LMG-5602 108 ST-6 108 ST-13 10% ST-22 108 SS-4 108 SS-10 108
+ — — - — -
B Cmm LMG-5602 10’ ST-8 103 ST-14 108 ST-23 10} SS-5 108 SS-11 108
+ - - - + -
C Cmm LMG-5602 10° ST-9 108 ST-17 108 ST-24 103 SS-6 108 SS-12 108
+? - - - - -
D Cmm LMG-5604 10® ST-10 108 ST-19 108 SS-1 108 SS-7 108 SS-13 108
+ - + - - -
E Cmm LMG-5604 10’ ST-11 108 ST-20 108 SS-2 108 SS-8 108 SS-14 108
+ p— -— - - -—
F Cmm LMG-5604 106 ST-12 108 ST-21 108 SS-3 108 SS-9 108 SS-15 108
— +? — — - -
Cmm:  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
ST: Sapréfito de planta de tomate.
SS: Sapréfito de semilla de tomate.
+: Sefial positiva.
- Sefal negativa.
+2 Seiial incierta.
Cuadro 6.-Distribucion y resultados de especificidad n.’ 4 con la sonda MIC1
1 2 3 4
A Cmm PD-1386 10% Cmi PD-239 10? Cmi 7324, 108 A. histidinolovorans
NCIMB-9541 108
+ - - —
B Cmm LMG-5604 10* Cmi LMG-7323 108 Cmi 7324 , 10 A. chrystallopoites
NCIMB-9499 10%
+ _ — -_—
C Cms PD-323 10* Cmi LMG-3675 108 A. oxidans A. polichromogenes
NCIMB-9333 10® NCIMB-10267 108
D Cms PD-37 10* Cmi LMG-3676 108 A. pascens
NCIMB-8910 108
E Ps PD-1958 108 Cmi LMG-7325,, 10 A. aurescens
NCIMB-8912 108
F Ecc PD-578 108 Cmi LMG-7325,, 108 A. ramosus
NCIMB-9066 10°
Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
Cms:  Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
Cmi:  Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus.
Ps: Pseudomonas solanacearum.
Ecc:  Erwinia carotovora subsp. carotovora.
A: Arthrobacter.
+: Serial positiva.

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

DISCUSION

La sonda MIC1 detectd 13 de las 15 cepas
de Cmm analizadas, no obteniéndose sefia-
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 seiiales positivas con 3 de los sa-
profitos. Este resultado concuerda con ob-
servaciones efectuadas por otros investiga-
dores que encuentran reacciones cruzadas

ABSTRACT

no sélo con sapréfitos aislados de tomate,
sino también con determinadas cepas de
Cmi (THOMPSON et al., 1989).

Si bien la hibridacién de cepas de Cmi
con sondas de Cmm no representaria un
grave problema al ser patégenos especificos
de huéspedes distintos, no ocurre lo mismo
en el caso de la hibridacién con los saprofi-
tos del tomate, ya que la existencia de estas
bacterias es frecuente y podria inducir a
error en la deteccion del patégeno.

Aunque estudios previos con la sonda
MICI realizados por el Genetic Engineering
Group de Lingby, indican que concentracio-
nes de 10° cel/ml podrian ser también detec-
tadas, la sensibilidad que parece tener la
sonda MIC1 bajo nuestras condiciones de
trabajo es 107 cel/ml, aunque en algunas
ocasiones una concentracion de 10 cel/ml
pudo ser también detectada.

LraMmas, S. y NovaL, C., 1995: Molecular hybridization of Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis and other bacterias with the probe MIC1. Bol. San. Veg.

Plagas, 21(1): 19-27.

Fifteen strains of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, 8 of C m subsp.
insidiosus, 2 of C m subsp. sepedonicus, 1 Pseudomona solanacearum, 1 Erwinia ca-
rotovora subsp. carotovora, 7 of the genus Arthrobacter and 30 saprohytes were hy-
bred with a specific C m subsp. michiganensis probe MIC1 using Dot-Blot technique in
order to determinate the specificity and the sensitivity of that probe, in the detection of

tomato Canker bacteria

Key words: Tomato Canker, DNA probe.
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