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IWXJMEN. Se amplificó un fragmento de ADN de 540 pares de 
bases (Pb) mediante la reacción en cadena de la polimerasa, usando 
como cebadores la secuencia aminoacídica de la proteína de enlace 
con la toxina responsable del desencadenamiento del proceso pa- 
togénico. El fragmento amplificado se clonó y se empleó como 
sonda de alta homología frente a un grupo de ADN genómicos 
provenientes de variedades de caña de azúcar. Los resultados de la 
hibridación mostraron la presencia de varias bandas, al emplear 
dos enzimas de restricción, pero que no permiten establecer nin- 
guna correlación. Se sugiere aumentar el número de enzimas y 
variedades a emplear para descartar sí este fragmento juega ó no 
algún papel en la expresión de la resistencia a esta enfermedad. 

ABSTBACT. A 540-bp DNA-fragment was amplitied by PCR, 
using the aminoacidic sequence of the binding protein responsible 
of the pathogenesis to eyespot disease in sugarcane as primers.The 
DNA fragment was cloned and used as a high homology probe 
with restricted genomic DNA from a group of sugarcane commer- 
cial varieties. Although hybridization analysis showed severa1 
bands, no correlation with disease resistance could be established. 
These results suggest to increase the different enzymes and sugar- 
cane varieties, trying to determine the possible role of this frag- 
ment in the resistance expression. 

INTRODUCCION 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR)’ se ha 

convertido en una de las tecnologías de mayor uso en la Bi- 
ología experimental contemporánea. La popularidad de la 
PCR es primariamente motivada por su aparente simplicidad 
y alta probabilidad de éxito. 

La capacidad de sintetizar grandes cantidades de un 
fragmento específico de ADN (en magnitud de orden expo- 
nencial), a partir de una ínfima cantidad de ADN de molde, ha 
facilitado significativamente los subsecuentes análisis.’ Re- 
ducido a los términos más básicos, la PCR incorpora la com- 
binación de una muestra de ADN como molde o patrón, con 
los oligonucleótidos como cebadores (iniciadores de la reac- 
ción), desoxinucleótidos trifosfatos (dNTP) y la enzima Taq 
ADN polimerasa en un tampón adecuado, para luego reit- 
eradamente calentar y enfriar la mezcla por varias horas 
hasta obtener la cantidad deseada de ADN amplificado.2 Uno 
de los factores que ha permitido la amplia utilización de esta 
técnica es la sustitución de la enzima ADN polimerasa 
proveniente de E.co/i por otra termoestable aislada de Ther- 

mus aquafic~s,~ lo que permite hacer en un ciclo completo la 
separación de las cadenas de ADN (=94 “C), el anillamiento 
(~54 “C) y la extensión (~72 “C), reiterando dicho ciclo varias 
veces. 

La enfermedad mancha de ojo causada por el hongo 
Drechslera sacchari libera una toxina (DS) que es el determi- 
nante del proceso patogénico.4 Esta toxina se enlaza 
específicamente con una proteína (MJ-l), cuya secuencia 
aminoacídica primaria ha sido descrita.5 

EcoR I 

En este trabajo, se describe la amplificación de secuen- 
cias de ADN, cuyo producto, la proteína de enlace con la tox- 
ina DS, juega un papel importante en el mecanismo de la re- 
sistencia a dicha enfermedad. 

MATERIALES y METODOS 

Material vegetal 

Se utilizaron hojas primordiales de plantas de 3 a 5 me- 
ses de edad, correspondientes a un grupo de variedades de 
caña de azúcar de comportamiento conocido frente a la enfer- 
medad, tres variedades obtenidas por cultivo de tejido in vitro6 
CC 4-83 y CC 1-83 altamente resistentes (AR), CC 2-83 (re- 
sistente (R)yC8 7-51 altamente susceptible( AS) y que fue la 
variedad donante para el proceso de cultivo de tejidos. 

Preparación de ADN genómico 

Los ADN genómicos, tanto el molde para la reacción, 
como los empleados para el análisis molecular, se aislaron 
según el procedimiento de Dellapotta y COI.,~ ap artird el as 
variedades antes descritas. 

Cebadores 

Los cebadores se diseñaron y sintetizaron a partir de la 
secuencia aminoacídica conocida de la proteína de enlace 
con la toxina que provoca la enfermedad.5 Los oligonucleóti- 
dos se obtuvieron en un sintetizador Gene Assembler Plus- 
DNA (Pharmacia-LKB), añadiéndose a cada cebador el sitio 
de reconocimiento para las enzimas EcoR I y Hind III, respec- 
tivamente, para facilitar la clonación del fragmento de ADN 
amplificado. La secuencia de los cebadores utilizados fue: 

Cebador I : 5’-G CGAATT CGACATT GTCCAT TTCAGTT GG-3 ’ (29 mers) 
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siendo el primero el original a partir de la secuencia conocida 
y el segundo, complementario y en sentido inverso al original. 

PCR 
La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 40 pL 

que contenía 10 mmol/L Tris-HCI pH 7,6; 50 mmol/L KCI, 

2,5 mnwl/L MgCl2, 0,001 % gelatina, 0,l mmol/L de cada de- 

soxinucleótido, 400 ng del ADN molde y 1 UI Taq polimerasa. 

La amplificación se realizó en un termostato programable 

Gene ATAQ (Pharmacia-LKB), programado para 40 ciclos de 

1 min a 92 OC, 2 min a 50 OC y 3 min a 72 OC El ADN genó- 

mico de la variedad resistente CC 4-83 se usó como molde 
de la reacción. Se empleó además, una muestra libre de ADN 

como control de calidad del proceso. El análisis de los pro- 

ductos de la PCR, se realizó sobre un gel 1,5 % agarosa Nu- 

Sieve, que permitió la purificación posterior de los fragmen- 

tos. 

Análisis del ADN genómico, la transferencia y 
la hibridación 

Los ADN genómicos aislados fueron digeridos’ em- 

pleando las enzimas de restricción EcoR I y Hind III y luego 

transferidos sobre una membrana de nylon (Amersham), de 
acuerdo con los woductores. 

El fragmento amplificado luego de su clonacton fue em- 

pleado como sonda. La hibridación con ADN genomlco de dl- 

ferentes variedades y el donante, mostro una alta homolcgla 

(Fig. 2). 
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EcoRI Hind III 

El fragmento amplificado se clonó en un plásmido M-13, 

según lo recomendado por los productores (Stratagene). Los 
clones positivos se identificaron por el crecimiento de colonias 

blancas. La sonda se marcó por el método de nick transla- 

Fig. 2. Autoradiografia de ADN genómlcos hlbndados con S sonda 

correspondiente al fragmento ampllflcado. Las vanedades 

empleadas fueron digendas con EcoRl (a) y Hlnd III (b). 

C 87-51 AS (carnl 1) ; CC 1-83 AR (carril 2) ; CC 2-83 R [cami 3) , 
CC 4-83 AR (carril 4). 

tion’ con [32P]-dATP. Después de la hibridación, las membra- 

nas se lavaron dos veces a 65 OC por 20 min y luego, se ex- 
Tanto para la digestión con la entlma EcoR 1 como con 

pusieron con placas de rayos X a -70 OC 
la Hind III, se observaron varias bandas entre 3,2 y 9,8 kb Rc- 

sul?a interesante señalar que hasta el momento, no SC ha ob- 

RESULTADOS y DISCUSION 

La amplificación desarrollada a partir del ADN genómico 

de la vanedad CC 4-83, altamente resistente a la enferme- 

dad, dió como resultado la síntesis de un fragme;Ito unlco de 

540 pares de bases (bp)(Fig. 1). La amplificación de la mue:- 

tra control no mostro presencia de ADN, lo que descartó la 

posibilidad de falsos positivos por artefacto.2 Se observó 

igualmente la presencia, al final de la corrida, de una banda 

que se correspondio con un exceso de cebadores en la mez- 

cla de reacción. 

tenido hibridación entre la sonda obtenrda y cl AUN mltoco 

drial. Estos resultados pudieran sugerir que cl fragmento ws 

lado corresponde a secuencias repetidas dentro del gcnoma 

nuclear de la caña 

A pesar de que la proteína MJ-1 es comunmerltc 41sldd,1 
de la fraccion mitocondrial, dicha proteina dcbc ser codlllwdd 

probablemente a nivel de genoma nuclear, sintctt/<ldn cn cl 

citoplasma y posteriormente importada, como ocurre con un 

gran conjunto de proteínas tanto de mitocondrw.g como dc 

cloroplastos.‘0 

La utilización de PCR en este trnbcrlo pcrrnltw ~~tfcm~~s 
de la identificación de una secuencia CS~CC:I~IC~I ilnrl r,lpldcr 

clonación de los fragmentos ampllfic;ldo:; 

El hecho de estar presente IH protcln<t M\I 1 l,~nto cn V,I 

riedades susceptibles como reslstcntc:, rl Ir! onfcrmcd,ld ” 

implica la necesidad de un estudio rw1:> ~lrc)lulltic) ,i I~IVV llt: 

nético, de las diferencias detcctdd<jä cn Irl :Z~IIOIII.I~I tl(: ri~r~i 

noácidos. El empleo de este frdgmenio corno WI>&I Ir’oIcc(I 

lar, combinado con otras enlimas de rcsrrIccIor plrdlor,l per 

mitir la determinscion de su poslblc papel en el prtx;oso dc ro 

sistencia a la enfermedad 

La deteccion de secuenclas cspeciflcns dentro d(>l (~I’II~ 

ma de las plantas en muchas ocasIones ha sldo dlllcll CI~~III 

do se trata de secuencias únlcas Mediante cl uso dp I;I P(:fi 

es posible amplificar una secuencia deseadA. r~ p,~rf~r tl(> II~I<I 

cantidad mrnima de material de partida, facllltdndo d(> ~::~i 101 

ma el estudio postenor del fragmento ampllfwdo f II OI (;,I:,o 

de genes relacionados con la resIstencId ri orilc~nlod,~(jc~:. 1~1 

aplicación de la PCR permite una carrlc1erI/~Iclotl IWI:, I+I&I 

de ellos, facilitando su uso en los sIstemas tic‘ ::o/o~:(:1on y 11, cI 
gramas de mejoramlento 

Ftg 1. Productos de PCR teñidos con bromuro de etldlo, luego 

de la amplificación del ADN de CC 4-83 variedad AR (carril 1); 

control negativo sin ADN (carril 2). El patrón de pesos moleculares 

corresponde al plasmldo pBR 322 digerido con Alu I(carnl M). Se 
aprecla la presencia de una banda Intensa de aproximadamente 

540 bp. La banda inferior Indica el exceso de cebadores 

en la mezcla de reacclon. 
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