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DETECCION DE FITOPLASMA EN PALTO (Persea americana Mili.)
MEDIANTE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR).

DETECTI ON OF PHYTOPLASMA | N AVOCADO (Persea americana
MIl.) BY MEANS OF THE TECHNI QUE OF THE POLYMERASE CHAI N
REACTI ON ( PCR) .

Palabras indice adicionales: anplificar, fitoplasm, palto,
PCR di recto, PCR-nested.

RESUMEN

Esta investigaci 6n tuvo por objetivo detectar por nedio de
la técnica PCR (reaccion en cadena de |la polinerasa) |a
presencia de fitoplasma en palto con sintomas de
fitoplasnpbsis de la zona de Qilloén, 8% Regi6n. A las
muestras recol ectadas en octubre de 1999 y novienbre del
2000 se les extrajo el ADN total, el que fue enfrentado a
diferentes pares de cebadores universales que reconocen |a
porci 6n del gen 16S rARN de los fitoplasmas. La
anplificacion se realiz6o posteriormente por PCR directo o
PCR-nested, y el ADN anplificado se cargd en geles de
agarosa para visualizar |as bandas. Solamente con |a
técnica PCR-nested fue posible obtener bandas desde |as

nmuestras de palto con sintonmas, resultados que confirman |a



asoci aci 6n de un fitoplasnma con |a sintomatol ogi a observada
en palto.

ABSTRACT

The main objetive of this research was to detect by PCR
(pol ynerase chain reaction) the presence of a phytopl asma
in avocado tree fromthe area of Quilldén, 8° Regi6n, Chile,
showi ng synptons of phytoplasnosis. Total DNA was extracted
from sanpl es taken in october 1999 and novenber 2000, and
anplified using different pairs of universal priners that
recogni ze the 16S rRNA gene of phytoplasmas. Anplification
was performed using direct PCR or nested-PCR, and the
anplified DNA was | oaded on agarose gels to visualiza the
bands. DNA bands of the right size were obtained when
anplification was performed using nested-PCR only, thens
confirmng the presence, of a phytoplasma in synptomatic
avocado trees.

INTRODUCCION

Los fitoplasmas son procariotas pertenecientes a la dase
Mol i cutes, desprovistos de pared celular, caracteristica
que le da a esta Clase el tener gran plasticidad,
pl eonorfisno, resistencia a |as sustancias antibacterianas
gue degradan o inhiben la sintesis de peptidoglicano, y ser
sensibles a las tetraciclinas (Avinent y Ll acer, 1996).

Est os son organi snos que i nducen o estan asoci ados a



pat ol ogi as vegetal es, muchas econodni canente inportantes en
arboles frutales y ornanmentales. En l|la planta estan
asoci ados al floema, a nenudo alineados paralelanente a |la
longitud de |os tubos cribosos (Ahrens and Seemiller, 1992;
Avi nent and Ll acer, 1996; Avinent et al., 1997, Creen et
al., 1999; Qundersen and Lee, 1996; Lee et al., 1994; Nanba
et al., 1993). Son transmsibles por injerto pero no pueden
transmtirse por |a inoculacio6n de savia, ni cultivarse 1iIn
vitro (Genn et al., 1999; Nanba et al., 1993). En la
natural eza son disem nados por insectos vectores que se
alinmentan del floenma, principalnente cicadélidos, y tanbién
pueden ser transmtidos por plantas parasitas conb Cuscuta
sp. (Avinent y Llacer, 1996; Lavifia y Batlle, 1997).

Los sintomas generales que presentan l|as plantas
infectadas con fitoplasmas son clorosis general
enrojecimento precoz de |las hojas, esterilidad de |as
flores, virescencia de flores (filodia), proliferacio6n de
yemas adventicias (escobas de brujas), enanisno
general i zado, enrrollamento de las hojas, necrosis del
floema y decaimento general (Avinent y Llacer, 1996;
Lavifia y Batlle, 1997; Lavifa et al., 2000).

La deteccion de fitoplasmas es dificil debido a la
distribucidn irregular y a la baja concentraci é6n presente

en el tejido vegetal (Avinent y Llacer, 1994; Avinent y



LI &cer, 1996; G oen et al., 1999; Uundersen and |,ce, 1996

Lee et. al., 1994; l.orenz et al., 1995; Nanba et al., 1993).
Los fitoplasmas han sido diagnosticados por m croscopia
Optica, mcroscopia electroénica, innunoensayo por dot bl ot,
sondas nol ecul ares, |ISEM hibridacion de ADN, serologia

ELI SA y tinsion DAPI (Ahrens and Seemil |l er, 1992; Avinent y
LI &cer, 1996; Creen et al., 1999; Qundersen and Lee, 1996;
Lavifa y Batlle, 1997; Lee et al., 1994; Lorenz et al.,
1995; Waterwork and Mock, 1999); sin enbargo estos nétodos
tienen una sensibilidad linmtada y no son practicos para
trabaj ar un gran nanero de nuestras.

La principal técnica usada para detectar fitoplasnas es
la reaccion en cadena de |la polinerasa (PCR) (Avinent vy
LI &cer, 1996; Genn et al., 1999; @undersen and Lee, 1996;
Wat erwor k and Mock, 1999). PCR anplifica secuencias del gen
16S rARN de los fitoplasmas wutilizando cebadores de
oligonucl edétidos especificos derivados de ADN
fitoplasmatico (Ahrens and Seenmiller, 1992; Avinent vy
LI acer, 1994; Avinent y Llacer, 1996; GQundersen and Lee,
1996; Laviina y Batlle, 1997; Lee et al., 1994; Nanba et
al., 1993). Esta técnica posee la ventaja de ser versatil
de relativa sinplicidad, especificidad, y de alta
sensi bilidad; ademas, el patdégeno no necesita ser

purificado antes del analisis (Henson and French, 1993;
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Lorenz et al., 1995). La utilizacion del nétodo PCR es
conveniente para poder realizar estudios etioldgicos de
enf ermedades rel aci onadas; con Citoplasms, conp tanbién
para asegurar |la sanidad de procesos f j.tosan i tarios en la
propagaci 6n de plantas |ibres de pal 6genos (Gundersen and
Lee, 1996).

En Chile, e palto os un Frutal que posee una gran
i mportancia economica. El consunb de es Le nanifiesta una
tendencia al aument o, principal mente por pai ses
i nportadores combp EE.UU y la C E E. (MERCADO. .., 2001)
Chile se encuentra entre |o0s paises productores vy
exportadores nmas inportantes en el anbito nundial junto a
Mexi co, EE.UU., Israel, Espafia, Sudafrica, y Republica
Dom ni cana ( MERCADO. .., 2001; PALTAS..., 2002).

La superficie destinada al cultivo del palto en Chile
al canza las 21 000 hectareas, con una producci O6n cercana a
las 120 000 tonel adas para |a tenporada 2000/2001, de |a
cual el 50% aproxi madanente se destina a exportaci on en
fresco, siendo su principal conprador EE.UU, seguido de
Europa y Japon (PALTAS..., 2002).

La principal zona productora de paltas en Chile es la V
regi 6n con un 58% de |la superficie plantada, seguida de |la
R M con un 22% vy la VI regién con un 10% La IV regiédn

destaca por su desarrollo alcanzando con el 8% de | a



superficie pl ant ada.

La variedad mas importante producida en Chile
corresponde a Hass, por sus buenas caracteristicas
organol épticas, nejores condiciones de productividad y un
excel ente conportami ento para |a exportaci 6n, derivado de
su mayor resistencia de postcosecha (MERCADO. .., 2001).

En 1999 se detectdé en Espafa (Lavifa et al., 2000)
paltos que presentaban sintomatologia caracteristica de
enf er medades produci das por Ctoplasmas. Para determinar |a
presencia de Citoplasnas, analizaron el tejido vegeta
utilizando la técnica de PCR, determ nando positivanente
este tipo de patogeno en |as plantas sintomaticas.

Sintomas simlares a |os encontrados en Espafa
(enani sno, clorosis gener al , entrenudos cortos,
proliferaci 6n de yemas, deformaci 6n de hojas nuevas) fueron
observados en un huerto de paltos Hass en Qillon, VII
Regi 6n, en Cctubre de 1999.

Por este notivo, se planificd |la presente investigacién,
cuyo objetivo es determnar si existe una asociacion de
fitoplasmas con la sintomatologia observada en palto,
utilizando para ello |la técnica de |a reacci 6n en cadena de
| a polinerasa (PCR), y cebadores universal es que reconocen
y anmplifican |la secuencia del gen 16S rARN, la region

espadadora intergénica 16S-23S rARN o parte del gen 23S



rARN de | os fitopl asnas

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Virol ogia
Veget al del Departanmento de Producci 6n Vegetal, Facultad de
Agronom a de | a Universidad de Concepci 6n.

Colecta del material vegetal

Las nmuestras de palto fueron recol ectadas en Octubre de
1999 y Novi enbre del 2000, desde una parcela en Quill on,
VI1l Regién, y correspondieron a brotes de palto que
presentaban | os sintomas caracteristicos de infeccidn por
fitoplasmas. Cada muestra se conservdé a -20°C para su
posterior uso. Cono control positivo se usO renpolacha con
sintomas de marchitez amarilla, y conmo control negativo se
utilizo cotiledones de plantulas sanas de renolacha
(Vargas, 2001).

Extraccion de ADN

La extracci 6n del ADN total de las mnuestras se realizo de
acuerdo a la metodol ogia descrita por Zhang et al. (1998),
con al gunas nodificaciones. Se utilizd principalnente |as
nervaduras centrales de las hojas de los brotes, las que
fueron cortadas en pequefios trozos. Se pes6 1 g y fue
honogenei zado en un nortero con 8 nL de tanpdén de
extraccion (100 mM Tris pH 8; 20 nM EDTA; 1,4 M NaCl; 3%

w/v CTAB) con nercaptoetanol al 0,2% (v/v). Luego, el



macerado fue col ocado en tubos Eppendorf y se incub6 a bafio
Maria durante 20 minutos a 65°C, a continuaci 6n se traspaso
a tubos plasticos de centrifugaci 6n agregando igual vol unen
de cloroformb y se centrifugé en un rotor SS-64 a 10 000
revol uci ones por mnuto (rpm durante 10 mnutos a 20°C. E
sobrenadante fue transferido a otro tubo, agregando i gual
volumen de isopropanol, y para precipitar |os acidos
nucl eicos se incub6 a -20°C durante 30 mnutos. Luego se
realizé una centrifugacion a 10 000 rpm durante 15 mi nutos
a 5°C, obteniendo un pellet en |la base del tubo. Este se
lavé con etanol al 70% se secO a tenperatura anbiente, se
resuspendi 6 en 150 pL de tanpén Tris 5 nM (pH 8), y se
al macené en un tubo Eppendorf a -20°C para su posterior
utilizacion.

Amplificacion de ADN

Para realizar |la anplificacion del ADN de fitoplasm se
utilizo dos alternativas de PCR PCR directo, técnica que
realiza una anplificaci é6n del ADN y PCR-nested, técnica que
real i za dos anplificaciones del ADN

PCR Directo

La anplificacién del ADN del patdégeno se realizdé con
diferentes pares de cebadores wuniversales para detectar
fitoplasmas: P1/Tint, que anplifica un fragnmento ribosona

de 1600 pares de bases (pb) de longitud que conprende el



gen 16S rARN y wuna porcion de la region espadadora
intergénica 16S-23S rARN (Smart et al., 1996); P1/P7,
anplifica un fragnento ribosomal de aproxi nadamente 1800 pb
de longitud, que conprende el gen 16S rARN, la regiébn
espadadora intergénica 16S-23S rARN y una porcién de

extreno 5 del gen 23S rARN de los fitoplasmas (Creen et
al., 1999; Lorenz et al., 1995; Smart et al., 1996);
R16F2n/ R2, que anplifica un fragnmento ribosomal de 1200 pb
de longitud, que conprende el gen 16S rARN (Gundersen and
Lee, 1996; Lee et al., 1994); Pl/Ayint, que anmplifica un
fragmento ribosomal de 1500 pb de longitud, que conprende
el gen 16S rARN y |l a regi 6n espadadora intergénica 16S-23S
rARN (Smart et al., 1996).

La anplificaci én del ADN para PCR directo se realizé de
acuerdo con |la netodol ogia descrita por Ronmero (1997). La
nezcla se realizo en un volumen total de 30 pL (Anexo la) ,
gue contenia 2,0 pL de ADN extraido, 2,5 pL de dNTPs 2 mV
0,5 pL de cada cebador a 40 pM 1,0 pL de Mg, 50 MM 1,0 uL
de la enzima Taq Polinmerasa a |UpL, 3, O uL de tampon 10X y
se completé con 19,5 pL de agua destilada estéril. La
anplificacion se realizé en un ternociclador (PTC 150, MJ.
Research, Watertown, EEUU.) wutilizando dos programas: Uno
determ nado para el par de cebadores PI/Tint que utiliza

| os siguientes parametros: desnaturalizaci on del ADN a 95°C



por 2 minutos, y 30 ciclos de: desnaturalizaci én a 94°C por
1 minuto, hibridacion de |os cebadores a 56°C por 1 m nuto,

y extension a 72°C por 2 mnutos; extensioén final a 72°C
por 5 minutos. El otro programa establ ecido para el par de
cebadores R16F2n/R2 wutiliza los siguientes paréanetros:

desnatural i zaci 6n del ADN a 94°C por 2 minutos, y 30 ciclos
de: desnaturalizaci6n a 94°C por 1 m nuto, hibridacién de
| os cebadores a 55°C por 2 minutos, y extension a 72°C por
2 mnutos; extension final a 72°C por 5 m nutos.

Las nuestras anplificadas en anbos programas se

al macenaron a -20°C hasta su analisis.

PCR-nested

Realizada la prinera anplificacidn con |os distintos pares
de cebadores se |levo a cabo una segunda anplificaci on de

ADN con | os cebadores internos fU5/rU3 (Lorenz et al.,
1995) que anplifican un fragnmento ribosomal del gen 16S
rARN de los fitoplasmas, de aproxi nadanente 880 pares de
bases de longitud (Lavifia y Batlle, 1997)

La anplificacién se realizé de acuerdo a |a netodol ogia
descrita por Ronero (1997) en un volumen total de 30 pL de
nmezcla (Anexo IDb) que contenia 1 pL de ADN anplificado
anteriormente nmedi ante PCR directo en dilucidn 1/40, 2,5 yL de
dNTPs 2 mM 1,5 pL de cada cebador a 10 pM 1,0 pL de MQA

50 MM 1,0 puL de la enzina Taq polinerasa a 1 UL, 3,0



L de tanpdén de la enzina a | OX conpletado con 18.5 pL de agua
destilada estéril. La anplificacion se realizé en el
ternoci cl ador antes nencionado. Los parametros utilizados
fueron: desnaturalizacion del ADN a 94°C por 2 mi nuto, y 30
ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por 30 s, hibridacion
de | os cebadores a 55°C por 75 s y extension a 72°C por 90
s; extension final a 72°C por 5 m nutos.

Las nmuestras anplificadas por PCR-nested se al macenaron
a -20°C hasta su analisis.
Analisis electroforético de los productos obtenidos de PCR
directo y PCR-nested
De cada producto de ADN anplificado se tomd 7 pL y se
mezcl 6 con 3 pL de colorante Azul de Bromofenol (13, 3%
(v/iv) glicerol, 3,3% (p/v) azul de bronmofenol). De la
nezcla se tomd 8 pL para cargarlos en un gel horizontal de
Agarosa al 1% (p/v), colocado en tanmp6n TBE 1X (89 mM Tri s-
HCL, 89 nmM Acido Boérico, 2 nM EDTA pH 8) (Sanbrook et al.,
1989), y se realiz6 la electroforesis a 2,5 Vcm! durante 2
horas, aproxi madanmente. Posteriornente, el gel fue tefiido
en una solucién de 0,5 pg/nL de Bronmuro de Etidio, para
| uego visualizar |as bandas de ADN en un transil um nador de
luz ultra violeta y fotografiarlas para su docunentaci on.
Se ocup6 un marcador nol ecular de 1Kpb de ADN (G lco BRL)

como referencia en | os geles para determ nar el tanmafio de



| os product os obt eni dos por PCR

RESULTADOS Y DISCUSION PCR directo

La Figura 1 corresponde a |la fotografia tomada al gel
sonmetido a tinsion, donde se observan |los productos de |a
anplificacion al ocupar el programa del par de cebadores
R16F2n/ R2 en el PCR directo.

Al utilizar esta técnica con |los pares de cebadores no
se logré obloner bandas do AON do | patégeno desde |as
nmuestras de palto col ectadas en Octubre de 1999 (Figura 1)
y Novi enbre del 2000. Si se obtuvieron bandas de ADN de
tamafio esperado desde el control positivo; no se obtuvo
bandas desde el <control negativo, corroboréandose asi |a
veraci dad de | a técnica usada.

Resul tados simlares se obtuvieron al ocupar el prograna
de anplificaci 6n del par de cebadores PI/Tint.

De acuerdo a Green et al. (1999); Gundersen and Lee
(1996) y Henson and Frenen, (1993), la técnica por PCR es
el método mas sensible para |la deteccion de fitoplasmas en
tejidos vegetales. No obstante, |os problemas que se pueden
presentar en |a deteccién del ADN de fitoplasm son:
insuficiente ADN y |a presencia de inhibidores cono enzi mas
polifendlicas, conpuestos de polisacaridos y sustancias

ham cas. En este estudi o, es muy posible que |la baja



concentraci 6n de fitoplasmas en el tejido analizado haya
sido la causa por la que no se obtuvieron bandas al
anplificar por PCR directo.

PCR-nested

Las Figuras 2 y 3 corresponden a fotografias tomadas a | os
gel es sonetidos a tinsion, donde se observan |os productos
de la anplificaci 6n por PCR-nested, ocupando el prograna de
anplificacion del par de cebadores R16F2n/R2 en el PCR
directo.

En las nuestras colectadas en octubre de 1999,
utilizando el par de cebadores R16F2n/R2 seguido por
fus/rU3 se logro anplificar un. fragnmento de ADN del
pat 6geno, obteniendo bandas del tamafio esperado de
apr oxi radanente 880 pb (Figura 2, carril 4). Este resultado
tanmbi én se obtuvo al utilizar |os cebadores Pl /Tint, Pl/P7
y PI/Ayint seguido por fU5/rU3, |ogrando anplificar un
fragmento de ADN del patogeno obteniendo bandas del msno
tamafio (Figura 2, carriles 1, 2y 3).

Para |as nuestras colectadas en Novienbre del 2000 vy
utilizando |os cebadores PI/Tint, R16F2n/R2 y PI/Ayint
seguido por fU5/rU3 tanbién se logrdé anplificar un
fragmento de ADN del patdgeno obteni endo bandas de 880 pb
aproxi radamente (Figura 3, carril 1, 2y 3).

En todas |las anplificaciones realizados por PCR-nested



se obtuvo bandas de ADN del control positivo del tanafio
esperado; no se obtuvo bandas desde el control negativo,
con lo cual se corrobora la veracidad de la técnica
utilizada.

Resul tados simlares se obtuvieron al ocupar el prograna
de anplificacion del par de cebadores PI/Tint, tanto para
| as nuestras col ectadas en octubre de 1999 y novi enbre de
2000.

En esta investigacién, l|la realizacion del PCR-nested
pudo detectar ADN fitopléasmco, o que nos indica que este
nmetodo es mas sensible que el PCR directo en |a deteccidn
del patdégeno. Al respecto, Gundersen and Lee, (1996),
seflal an que |l a realizaci 6n del PCR-nested a nenudo bl oquea
el efecto de los inhibidores y aunenta el ADN especifico,
increnentando asi la sensibilidad de |a deteccion de
fitopl asmas con titul os bajos. Henson and Frenen, (1993) y
Nanba et al., (1993), afirman que el PCR-nested ofrece la
ventaja de ser un nmétodo nas sensible que el PCR directo
para detectar ADN, ya que puede anplificar fragnentos de
ADN det ect abl es con nenos ciclos de anplificacién, y nejora
| a especificidad en el diagnéstico. Por lo tanto, con |o
sefial ado anteriornmente, es reconendable realizar dos
anpl i ficaciones sucesivas del ADN del patoégeno extraido de

tejido de palto, para poder obtener bandas reproduci bl es.



Oro factor, que segun Henson and French, (1993), puede
afectar la anplificacion del ADN, es |a conposicién 6ptinma
de la nmezcla y los ciclos de tenperatura. Este ultino puede
afectar | os rendi mentos del producto, el tanmafio de este, y
| a reproduci bilidad de | a técnica.

En este estudio, esta condicidén podria ser descartada
debido a la utilizacién de dos programas para anplificar
ADN, con los cuales fue posible obtener bandas de ADN
detectables utilizando PCR-nested en |as nuestras de palto
recol ect adas en octubre de 1999 y novi enbre del 2000.

Lee et al. (1994), nencionan que en plantas perennes
i nfectadas con fitoplasmas, |a concentracion de ellos en |a
pl anta puede variar de una estacion a otra o anual nente.
Por otra parte, Geen et al. (1999), sefalan que el nejor
nmomento para reunir las nuestras para |a deteccidn de
fitoplasma es en verano, ya que en ese nonento se encuentra
el patodégeno en concentraciones mas altas en el tejido
vegetal. Esto puede ser efectivo, ya que al realizar dos
anplificaciones sucesivas en material de palto col ectado en
i nvierno, no fue posible obtener bandas.

Segun Ahrens y Seeniller (1992), para obtener suficiente
ADN anplificado de nuestras con baja concentracion del
pat 6geno, es necesario realizar 40 ciclos de anplificacioén

en el ternociclador, y asi obtener bandas visibles. Esta



podria ser una explicaci 6n de |la nenor intensidad de |as

bandas obteni das de palto en conparaci 6n con | as bandas del

control positivo.

CONCLUSION

1. El andlisis por PCR-nested de |las nmuestras de palto con
sintomas de enanisno, amarillez y defornmaci 6n de hojas
nuevas permte detectar ADN fitoplasmatico en ellos; por
lo tanto, la sintomatol ogia observada en el palto es

ocasi onada por un fitoplasna
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FIGURA 1. Anplificaci6n de ADN de fitoplasma, extraido
desde nuestras de palto colectados en Cctubre de 1999,
utilizando PCR directo. Carril 1: palto anplificado con

cebadores PI/Tint; carril 2: palto anmplificado con
cebadores P1/P7; carril 3: palto anplificado con cebadores
Pl /Ayint; <carril 4: palto anmplificado con cebadores

R16F2n/ R2; carril M marcador nolecular 1 Kpb; carril GC:
control negativo y carril C+: control positivo.
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FIGURA 2: Anplificacidén de ADN de fitoplasm, extraido
desde nuestras de palto colectados en COctubre de 1999,
utilizando PCR-nested con |os cebadores fU5/rU3 en la

segunda anplificacién. Carril 1: palto anplificado con
cebadores PI/Tint; carril 2: palto anplificado con
cebadores P1/P7; carril 3: palto anplificado con cebadores
Pl/Ayint; carril 4: palto anplificado con cebadores

R16F2n/ R2; carril GC: control negativo; carril M narcador
nol ecular 1 Kpb y carril C+: control positivo.
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FIGURA 3. Amplificacion de ADN de f itoplasm, extraido
desde nuestras de palto col ectados en Novienbre de 2000
utilizando PCR-nested con |os cebadores fU5/rU3 en la

segunda anplificacién. Carril 1: palto anplificado con
cebadores PI/Tint; <carril 2: palto anplificado con
cebadores R16F2n/R2; carril 3: palto anplificado con
cebadores Pl/Ayint; carril M nmarcador nolecular 1 Kpb;

carril G: control negativo y carril C+: control positivo.



Anexo 1. Conponentes de |a nmezcla de reacci 6n sonetida a

anpl i fi caci 6n por:

a) PCR directo

Componente Volumen Concentracidn
ADN purificado 2,0 uL -
dNTPs 2,5 uL 2 ™™
Cebador 1 0,5 puL 40 M
Cebador 2 0,5 ulL 40 wM
MgCl. 1,0 uL 50 mM
Tag ADN polimerasa 1,0 uL 1U/ul
Tampén de la enzima 3,0 pL 10X
Agua destilada estéril 19,5 uL -
Volumen total 30,0 ubL
b) PCR-nested
Componente Volumen Concentracidn
ADN amplificado en PCR
directo dilusidén (1/40) 1,0 pL -
dNTPs 2,5 uL 2 mM
Cebador fUS 1,5 uL 10 M
Cebador rU3 1,5 ul 10 M
MgCl- 1,0 uL 50 mM
Tag ADN polimerasa 1,0 uL 1U/uL
Tampdédn de la enzima 3,0 pL 10X
Agua destilada estéril 18,5 uL -
I Volumen total 30,0 pL

Fuente: Romerc (1997)




