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Sensibilidad de la técnica PCR para cepas
de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

S.LLAMAS y C. NOVAL

Cuatro cepas de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, con tres concen-
traciones diferentes, fueron amplificadas mediante la técnica PCR con los iniciadores
CM; y CM,. El producto de amplificacién fue detectado por electroforesis en geles de
agarosa e hibridacién dot-blot. Para la electroforesis, las muestras de mayor concentra-
ci6n fueron tratadas con enzimas de restriccion Hinf I 'y Sal I. La hibridacién fue reali-

zada con la sonda MIC1.
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INTRODUCCION

Todo ser vivo, animal, planta o microor-
ganismo, excepto algunos virus, poseen en
su interior ADN.

La composicién en bases nitrogenadas
(adenina, timina, guanina y citosina) y su
disposicién conforman la estructura prima-
ria del ADN, residiendo en ésta la diferencia
genética entre los distintos organismos
vivos. Dentro de cada grupo biolégico exis-
ten semejanzas entre unos individuos y
otros, pero también existe informacién ge-
nética especifica de cada especie que les
hace ser diferentes del resto. Estudios sobre
el ADN han llevado a determinar el geno-
ma, o parte del genoma, de diversos orga-
nismos (BECK y ZINK, 1981, VAN WEZEN-
BEEK et al., 1980), hecho que ha permitido
conocer enfermedades, algunas de origen
genético (ENGELKE et al., 1988, WONG et
al., 1987) y otras producidas por microorga-
nismos (FITTS ef al., 1983, GRIDMONT et
al., 1985, MANULIS, 1992).

El mayor problema que presenta el estu-
dio de la molécula de ADN es la necesidad
de contar con cantidades suficientemente
grandes para trabajar con ella. El problema
se puede solventar mediante clonaje de un
fragmento del genoma que quiere estudiarse
en un vector, normalmente un plasmido de
amplificacién, consiguiendo asi la multipli-
cacién de ese fragmento (MESSING, 1983), o
con el empleo de la técnica PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa) descrita por pri-
mera vez en 1985 por SAIKI et al., que per-
mite amplificar un fragmento de ADN de
manera exponencial.

La amplificacién del ADN con la técnica
PCR, se lleva a cabo en presencia de los cua-
tro nucledtidos y de una polimerasa que sin-
tetiza ADN en presencia de iones Mg?*, utili-
zando como catalizador 2 fragmentos de
ADN de aproximadamente unos 20 nucledti-
dos llamados cebadores o iniciadores, que
son complementarios cada uno de ellos a una
regién de las cadenas moldes y que limitan la
region a amplificar. Partiendo de cantidades
muy pequefias de ADN, 10-° ug, pueden ob-
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tenerse entre 0,5 y 1 ug en 30 6 35 ciclos.
Cada ciclo consiste fundamentalmente en un
primer paso de desnaturalizacion de la doble
cadena, una segunda fase de apareamiento de
los iniciadores con la cadena molde y una
tercera fase de polimerizacién del fragmento.

La técnica se ha visto considerablemente
mejorada con la introduccién de un termoci-
clador (MULLIS y FALOONA, 1987) y la susti-
tucién del fragmento Klenow de la ADN po-
limerasa de Escherichia coli por una ADN
polimerasa termoestable purificada de Ter-
mus aquaticus, Taq ADN polimerasa (CHIEN
et al., 1976), que permite realizar hasta 30 6
35 ciclos sin necesidad de afiadir nueva enzi-
ma en cada ciclo (SAIKI ef al., 1988).

El empleo de la técnica PCR se ha difun-
dido mucho en clinica humana y forense
(ALMOGUERA et al., 1988, HIGUCHI er al.,
1988, OU et al., 1988). También en el
campo de la patologia vegetal existen diver-
sos trabajos (CENIS, 1993, NAVOT et al.,
1992, STEFAN y ATLAS, 1988), y se espera
que su utilizacién se incremente debido a
sus innegables ventajas en la deteccién y
diagnosis de patégenos vegetales.

Uno de los agentes nocivos que més daito
puede producir en las plantaciones de toma-
te es Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis (Smith) Davis et al., 1984
(Cmm), causante del Chancro bacteriano del
tomate. La dificultad que entrafia el diag-
ndstico de la enfermedad, en especial la de-
teccién del patégeno en las semillas, hace
que se considere de gran interés la bisqueda
de nuevas técnicas que permitan elaborar
métodos para su deteccién y diagndstico
mds sensibles y especificos que los actuales,
por lo que el Grupo de Expertos en Bacte-
rias de la CE, estd llevando a cabo un pro-
yecto en el que se estudia el empleo de la
PCR como posible técnica para el diagndsti-
co de la enfermedad.

En este trabajo se muestran los resultados
de sensibilidad obtenidos en nuestro labora-
torio al aplicar a 4 cepas de Cmm la técnica
PCR con los iniciadores CM, y CM,, dise-
flados por el Genetic Engineering Group de
Lyngby, Dinamarca.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo de las bacterias

Cuatro cepas de Cmm (PD (1)-1386,
LMG (2)-5602, LMG-5604 y LMG-7333)
fueron cultivadas en placa con medio
YPGA (extracto de levadura, 5 g, glucosa
monohidrato, 10 g, agar 15 g, agua destilada
hasta 1 litro, pH 7.0) durante 5 dias a 24 °C.

Preparacion de las muestras para PCR

Con cada cepa cultivada en YPGA se pre-
pard una suspension bacteriana en agua des-
tilada estéril a una concentracién aproxima-
da de 10® cel/ml, realizdndose diluciones,
también en agua destilada estéril, desde 10!
a 1077 con cada una de las suspensiones.
Cincuenta microlitros de las diluciones 1077,
10-%, 10 y 10~ fueron sembradas en YPGA
para comprobar la concentracién de la sus-
pension inicial preparada y con 5 ul de las 3
concentraciones mayores se efectué una
lisis alcalina en 50 ul de NaOH 0.05 N
(NaOH, 2 g, H,0, destilada hasta 1 litro) a
90 °C durante 15 minutos.

PCR

Se utilizaron microviales de 0.5 ml (N.°
801-0537), aceite mineral (N.° 186-2302) y
Amp PCR Reagent Kit con Ampli Taq
ADN polimerasa (N.° 801-0055) todos ellos
de Perkin-Elmer Cetus.

Un control positivo del fago lambda y dos
controles negativos, uno con los iniciadores
de lambda y otro con los cebadores de
Cmm, fueron empleados para comprobar la
amplificacién. Las reacciones se llevaron a
cabo en volumenes de 100 ul. Para preparar

(1) PD: Culture Collection of Plant Protection Ser-
vice, Wageningen, The Netherlands.

(2) LMG: Laboratorium Microbiology Gent Culture
Collection Rijksuniversiteit, Belgique.
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las reacciones con los controles del fago
lambda se siguieron las recomendaciones
del Kit; para la amplificacién de las 12
muestras de Cmm y de su correspondiente
control negativo se empled una concentra-
cién final de 1 uM de cada iniciador y 5 ul
de ADN desnaturalizado en NaOH.

Para mejorar el contacto de los microvia-
les con el termociclador, se afiadioé en cada
pocillo, y previo a la colocacién de los via-
les, una gota de aceite mineral. Asimismo
dos gotas de aceite mineral fueron incorpo-
radas a cada microvial para evitar las pérdi-
das por evaporacion.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un
termociclador 480 de Perkin-Elmer Cetus en
35 ciclos, cada uno de ellos formado por
una fase de desnaturalizacién a 94 °C du-
rante | minuto y 30 segundos, una fase de
apareamiento a 60 °C durante 1 minuto y
una tercera fase de polimerizacién a 72 °C
durante 1 minuto y 30 segundos. Un dltimo
ciclo a 72 °C durante 10 minutos finalizé la
fase de polimerizacién.

Deteccion de la amplificacion

En la deteccién del producto amplificado
se emplearon dos métodos: electroforesis en
geles de agarosa e hibridacién dot-blot.

Electroforesis

La electroforesis fue realizada en geles de
agarosa al 2% (SAMBROOK et al., 1989) en
una cubeta «Wide mine-sub DNA electrop-
horesis» de Biorad. El tampén utilizado fue
1 X TAE (SAMBROOK et al., 1989).

Para la confirmacién del producto ampli-
ficado, las muestras con mayor concentra-
cidén fueron tratadas con dos enzimas de res-
triccién, Hinf Iy Sal 1. Veintiséis microli-
tros fueron tratados con 1 ul del enzima de
restriccion Sal I (8-12 unidades/ul), diluido
en 3 ul de 10 X tampdn de incubacion H,
comercializados por Boehringer Mannheim
y otros 26 ul tratados con 1 ul del enzima

Hinf I (8-12 unidades/ul) diluido en 3 ul de
10 X tampén de incubacién 2, ambos de
GIBCO BRL. Las muestras se dejaron incu-
bar a 37 °C durante 45 minutos.

A 20 ul del producto amplificado, tratado
y no tratado con enzimas de restriccidn, se
anadieron 2 ul de 5 X LB (azul de bromofe-
nol, 2.5 g glicerol, 500 ml, agua destilada
estéril hasta 1 litro), y 20 ul de la mezcla
fueron cargados en los geles. En uno de los
pocillos del gel se aplicé 1 mg. del marca-
dor Molecular Weight Marker VI de Boer-
hinger Mannheim diluido en agua destilada
estéril conteniendo 10% de 5 X LB.

La electroforesis se realizé a voltaje cons-
tante de 4 v/cm.

Los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio 0.5 ug/ml. durante 1 hora y destefiidos
en agua destilada durante 10 minutos con
agitacién. Las bandas fueron visualizadas
con un transiluminador de luz ultravioleta y
el gel fotografiado con una cdmara Polaroid.

Hibridacién dot-blot

El segundo método empleado para la de-
teccion de la amplificacidn fue la hibrida-
cién con la sonda MICI1 ensayada en un
trabajo precedente (LLAMAS y NOVAL,
1994).

Veinte microlitros, tanto del control nega-
tivo, como de las 12 muestras de Cmm, fue-
ron desnaturalizados en 300 ul de solucién
7.5% formaldehido, 10 X SSC (SAMBROOK
et al., 1989), calentadas a 95 °C durante 15
minutos y enfriados en hielo mientras se
procedia a su aplicacién sobre una membra-
na de nylon suministrada con el Kit de de-
tecciéon PhotoGene Nucleic Acid Detection
System de BRL. La aplicacién de las mues-
tras se realiz6 mediante el Hybrid Dot Ma-
nifold de BRL, conectado a una bomba de
vacfo. Para fijar e] ADN a la membrana ésta
se someti6 a 80 °C durante 2 horas.

La prehibridacidn, hibridacién y detec-
cién fueron realizadas siguiendo el protoco-
lo recomendado en el Kit de deteccién; sola-
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mente algunas modificaciones a este proto-
colo fueron incorporadas. La temperatura de
lavado con 0.1 X SSC conteniendo 1% de
SDS fue de 65 °C, el volumen de solucién
de bloqueo fue de | ml/cm® de membrana,
el tiempo que estuvo sumergida en 1 X tam-
pon final de lavado fue de 90 minutos y la
permanencia con el agente de deteccién en
oscuridad a 37 °C de 30 minutos.

RESULTADOS

Concentracion bacteriana empleada

Mediante el conteo de colonias en placa
se pudo conocer la concentracién, siendo
ésta para PD-1386 de 1.5 X 10% cel/ml, de
6.6 X 107 cel/ml en el caso de LMG-5602,
1.9 X 10% cel/ml para LMG-5604 y de 2.2 X
108 cel/ml para LMG-7333.

Partiendo de estas concentraciones se rea-
lizaron la primera y segunda dilucién con
cada una de las cepas.

El calculo de las células utilizadas en cada
reaccion de PCR se realiz6 teniendo en
cuenta las diluciones que sufrieron los 5 ul
de cada muestra, y que han sido especifica-
das en parrafos precedentes, consiguiéndose
asi una cantidad de células de 6.8 X 10*, 6.8
X 10}y 6.8 X 10? para PD-1386, 3 X 104,
3X 10y 3 X 10% en el caso de LMG-5602,
8 X 10%, 8 X 10°y 8 X 10? para LMG-5604 y
1 X105 1X10%y 1 X 10° para LMG-7333.

Electroforeis

Tras el tefiido de los geles con bromuro de
etidio y destefiido en agua destilada se pudo
observar la aparicién de una banda corres-
pondiente al control positivo del fago lamb-
da de 500 pares de bases (pb). Los controles
negativos del fago lambda y de Cmm no
fueron amplificados.

Todas las muestras de Cmm PD-1386 y
LMG-5602 fueron amplificadas; sin embargo

con la cepa LMG-7333 s6lo se pudo detectar
la amplificacién en las dos concentraciones
mayores, y la amplificacién de la muestra
LMG-5604 no se consiguié con 8 X 103
pero si con 8 X 10*y 8 X 10°. En todos los
casos la banda de amplificacion obtenida re-
sulté corresponder a un fragmento de apro-
ximadamente 645 pb.

Cuando las muestras fueron tratadas con
el enzima de restriccion Hinf I aparecieron
dos bandas que correspondian a fragmentos
de 380 y 265 pb, mientras que al ser tratadas
con el enzima Sal I aparecieron también dos
bandas pertenecientes a fragmentos de 345
y 300 pb (Figuras 1 y 2).

Hibridacion

La autorradiografia realizada a la mem-
brana mostré fuertes sefiales de hibridacién
de la sonda MIC1 con todas las muestras
excepto para LMG-5604 8 X 10%, LMG-
7333 con 1 X 10° y para el control negativo
de Cmm (Figura 3).

DISCUSION

Mediante la técnica PCR y con el empleo
de los iniciadores CM; y CM;, las 4 cepas
de Cmm fueron amplificadas.

Mientras todas las muestras de PD-1386 y
LMG-5602 fueron amplificadas, LMG-5604
con concentracion intermedia y LMG-7333
en la muestra mas diluida no fueron amplifi-
cadas. Si bien en el caso de LMG-7333 (1 X
10 cel/reaccién PCR) podria pensarse que
este resultado se debia a la sensibilidad de la
técnica. Esta explicacion no es vélida ya que
las muestras PD-1386 (6.8 X 102 cel),
LMG-5602 (3 X 10? cel) y LMG-5604 (8 X
10* cel) fueron amplificadas siendo menor
su concentracién que la de LMG-7333. Por
otro lado, el no detectar amplificacién en
LMG-5604 (8 X 103 cel) y si en LMG-5604
(8 X 107 cel) hace pensar que la falta de am-
plificacion podria deberse, o bien a que la
lisis alcalina no haya funcionado en el caso
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Fig. 1.-1. Molecular Weight Marker V1, 2. control positivo de lambda. 3. control negativo de lambda, . control negativo
de Cmim. 5. PD-1386 (6.8 X 10* cel). 6. PD-1386 (6.8 X 10* cel). 7. PD-1386 (6.8 X 107 cel). 8. PD-1386 Hinf [
9. PD-1386 Sul 1. 10. LMG-5602 (3 X 104 cel), 11. LMG-5602 (3 X 107 cel). 12. LMG-5602 (3 X 10" cel).
13, LMG-3602 Hinf I, 14, LMG-5602 Sal 1.
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Fig. 2.~1. Molecular Weight Marker V1. 2. control positivo de lambda. 3. control negativo de lambda. 4. control negativo
de Cmim. 5. LMG-5604 (8 X 10¢ cel), 6. LMG-5604 (8 X 10° cel). 7. LMG-5604 (8 X 102 cel). 8. LMG-5604 Hinf 1,
9. LMG-5604 Sal . 10. LMG-7333 (1 X 10°cel). 1. LMG-7333 (1 X 10% cel). [2. LMG-7333 (1 X 10° cel),
13, LMG-7333 Hinf 1. 14, LMG-7333 Sal 1.



122 S.LLAMAS Y C. NOVAL

Fig. 3.~1. PD-1380: A (6.8 X 10" cel}), B (6.8 X 107 cel). C (6.8 X 107 cel). 2. LMG-5602: A (3 X 10* cel).
B (3 X 10%cel), C (3 X 10%cel). 3. LMG-5604; A (8 X 10" cel), B (8 X 107 ¢cel). C (8 X 102 cel),
4. LMG-7333: A (1 X 10%cel). B (1 X 10¢ cel). € (1 X 10% cel), 5. A (Cmm control negativo).

de las dos muestras no amplificadas, o bien
que por existir algiin problema en esos poci-
Hos del termociclador se haya impedido la
amplificacién (RESENDEZ-PEREZ y BARRE-
RA-SALDANA, 1990).

La deteccion del producto amplificado
por electroforesis mostré una banda corres-
pondiente a un fragmento de 645 pb.

El empleo de enzimas de restriccién ha
permitido confirmar la banda de 645 pb y
ademds mostrar la exislencia de una diana
Sal T y otra Hinf I en ese fragmento, dando
cada una de ellas 2 fragmentos de 345 y 300
pb al utilizar Sal I y de 380 y 265 pb con
Hinf I. Estos datos podrian ser interesantes
si en algiin otro caso al emplear otra bacte-
ria distinta a Cmm y amplificar con los ini-
ciadores CM, y CM,, apareciera una banda
de peso molecular muy parecido a la de 645
pb, ya que probablemente al comprobar

dicha banda mediante estas 2 enzimas de
restriccion las bandas mostradas serian dife-
rentes o incluso podrian no aparecer.

Al comparar los resultados obtenidos me-
diante electroforesis e hibridacién, se obser-
va que son similares, por lo que cualquiera
de las dos técnicas seria efectiva para detec-
tar el producto amplificado por PCR, si bien
¢l empleo de la electroforesis se hace mds
aconsgjable a la hora de cfectuar un diag-
néstico, debido a su mayor rapidez y menor
complejidad que la hibridacion.
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LraMas, S. y NovaL, C., 1995: Sensitivy of PCR technique for strains of Clavibac-
ter michiganensis subsp. michiganensis. Bol. San. Veg. Plagas, 21(1): 117-123.

Four strains of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, with three diffe-
rent concentrations. were amplified by PCR technique using CM; and CM; primers.
The amplified products were detected by electrophoreis with agarose gels and dot-blot
hybridization. For the electrophoresis, the samples with the highest concentration were
treated with restriction enzymes Hinf I and Sal I. The hybridization was done with

MIC1 probe.

Key words: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, PCR, primers, DNA

polymerase, restriction enzymes and DNA probes.
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