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Resumen

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) produce cancro citrico en todas las especies citricas comerciales. La bacteria
puede diseminarse mediante material vegetal de propagacion contaminado y asintomatico. Con el objetivo de optimizar
técnicas de deteccion de bacterias para el anlisis de rutina de material vegetal citrico asintomatico, se compararon las
técnicas ELISA, Inmunoflorescencia, PCR, gRT_PCR e inoculacion en plantas indicadoras (bioensayo). Las pruebas se
realizaron a partir de diluciones al décimo entre 108 ufc.mLty 10? ufc.mL de un cultivo puro de cepa 49b. El nivel de deteccion
obtenido fue de 1,8 x 102 ufc. mL*utilizando inmunoflorescencia, 1,8x10*ufc.mL* con ELISA indirecto, 1,8x10° ufc. mL*
mediante la técnica de PCR, 10 ufc. mLatravés de qRT_PCR,y 230 ufc.mL *en plantas inoculadas de naranjo amargo.
En base a estos resultados y teniendo en cuenta que para el andlisis masivo de muestras es importante ademas de la
sensibilidad, el costo y la practicidad, las técnicas de PCR e inoculacion en plantas hospedero fueron las que reunieron las
mejores caracteristicas para ser evaluadas en material vegetal asintomatico.
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Summary

Biological, Serological and Molecular Technigques to Xanthomonas
Axonopodis pv. Citri Asymptomatic Detection

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) produces citrus canker disease in all citrus commercial species. The bacteria can
be disseminated through vegetative propagation material in asymptomatic form. To optimize bacteria detection techniques
applicable to asymptomatic citrus plant tissue routine analysis, ELISA, Immunofluorescence, PCR, gRT_PCR and host plant
inoculation (bioassay) diagnostic techniques were compared. Tests were made from decimal dilutions between 108ufc.mL* and
102 ufe.mLusing a pure culture of 49b strain. The detection level obtained was 1.8 x 102 ufc.mL* using Inmunofluorescence; 1.8x10*
ufc.mLtwith indirect ELISA, 1.8 x 10° ufc.mL by means of PCR; 10 ufc.mL*through of gqRT_PCR and 230 ufc.mL?* in sour
orange inoculated plants. The experiment was repeated at least three times for each technique. Considering this result, and
taking into account that sensitivity, practicity and cost, are important when a great number of plants need to be tested, the PCR
and inoculation in host plants were those that met the best characteristics to be evaluated in asymptomatic plant material.
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Cancro citrico

Introduccidn

El cancro citrico producido por Xanthomonas axonopo-
dis pv. citri (Xac) es una enfermedad que afecta a todas las
especies citricas comerciales, produciendo pérdidas en
rendimientoy calidad de la fruta (Graham et al., 2004). Sin
embargo el problema principal son las restricciones cua-
rentenarias impuestas por los paises importadores a los
productos provenientes de zonas donde la enfermedad esta
presente. Para permitir su ingreso, deben cumplirse condi-
ciones (Lopez, 1996), tales como la ausencia absoluta de
fruta con sintomas de cancro citrico, ya que la presencia de
una fruta con lesiones determina el rechazo de la partida.
Esta condicion requiere estrategias de manejo muy exi-
gentesy costosas y vuelve imprescindible evitar el ingreso
de la enfermedad en las nuevas plantaciones. Xac se dise-
mina a corta distancia (dentro de un cuadro) por lluvia y
viento (Graham et al., 2004) y a larga distancia (entre pai-
ses, regiones o entre cuadros) por el material de propaga-
cion generalmente asintomatico (Graham et al., 2004; Ma-
vrodieva et al., 2004; Hartung et al., 1996; Lopez, 1996).
Por ello, se recomienda tener especial cuidado con las
plantas de vivero, para evitar esta via de ingreso de indculo
primario (Goto, 1992). De acuerdo con Hartung et al. (1996)
en areas infestadas la produccion de plantas sanas solo es
posible si se dispone de técnicas sensibles y especificas
que permitan detectar la presencia de Xac. Se han desa-
rrollado diferentes métodos para su deteccion e identifica-
cion siendo los més clasicos el crecimiento del patégeno
en diferentes medios de cultivo (Timmer, 1988) y bioensa-
yos en plantas u hojas desprendidas (Koizumi, 1971). En
los ultimos afios se aplicaron técnicas seroldgicas, princi-
palmente ELISA, utilizando sueros mono y policlonales
(Alvarez, 2004; Alvarez et al., 1991; Verniére et al., 1998;
Civeroloy Fan, 1982) y PCR con distintos tipos de cebado-
res (Hartung etal., 1993; Cubero y Graham, 2002; Mavro-
dieva et al., 2004). Xac es dificil de detectar en bajas con-
centraciones, como ocurre sobre materiales inertes,
arboles asintomaticos o lesiones de menos de tres meses
de edad (Mavrodieva et al., 2004). Existen evidencias de la
permanencia de Xac por cierto tiempo en tejido asintomati-
co (Goto, 1992; Rossetti et al., 1969) y recientemente se
comprobd su capacidad de formar biofilm (Rigano et al.,
2007), caracteristica que favoreceria su sobrevivencia en
bajas concentraciones. El limite de deteccion logrado me-
diante la técnica de ELISA es cercanoa 10 ufc.mL* (Cive-
roloy Fan, 1982); sensibilidad que fue aumentada a 10%-
10%ufc.mL* mediante Inmunofloresencia (IF) (Brlansky et
al., 1990) y posihilité la deteccion en tejido asintomatico (Br-
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lansky et al., 1990; Aubert et al. 1982). A pesar que esta
técnica requiere equipos especiales y personal entrenado
en lainterpretacion del material observado, fue utilizada para
determinar la diseminacion de Xanthomonas campestris
pv. citrumelo (Gottwald et al., 1988). La mayor sensibilidad
se reporta con los test moleculares PCR y gqRT-PCR (PCR
cuantitativo en tiempo real) logrando detectar 160 células de
Xac por reaccion de amplificacion por PCR (Lopez etal.,
2009). Esta sensibilidad puede llegar a aumentar a 10 célu-
las si los productos de amplificacion son detectados por
hibridizacion por Southern-blot (Hartung et al., 1996). La
técnica de qRT-PCR recientemente desarrollada, ademas
de la deteccion e identificacion en forma répida, confiable y
sensible de bacterias fitopatdgenas, posibilita su cuantifica-
cion (Schaad y Frederick, 2002; Weller et al., 2000; Scha-
ad et al., 1999). El uso de PCR en tiempo real para el
diagnéstico de cancro citrico utilizando cebadores disefia-
dos para detectar todas las cepas productoras de cancro,
permite llegar al diagndstico en un tiempo total de cuatro
horas con una sensibilidad menor a 10 ufc a partir de lesio-
nes (Mavrodieva et al., 2004). La organizacion de protec-
cion de plantas de Europay el Mediterraneo (EPPO), lue-
go de un andlisis detallado de los métodos propuestos, de-
sarrollé un protocolo para el diagnéstico de Xac en tejido
cony sin sintomas que integra mas de una metodologia
(Lopez et al., 2009). Por otro lado, se recomienda que,
ademas de la deteccion de Xac, se determine su viabilidad;
condicion que requiere aislar la bacteria en medios de cul-
tivoy producir la enfermedad inoculando plantas indicado-
ras (Lopez etal., 2009). Todas las especies y variedades
de citricos conocidas son sensibles a Xac, pero las que
presentan mayor susceptibilidad son buenas candidatas
para su utilizacion como plantas indicadoras, como es el
caso del pomelo, el limén y algunas variedades de naranja
dulce (Peltier, 1924).

Con el propdsito de brindar una herramienta que facilite
la deteccion de Xac en el material de propagacion, este
trabajo tuvo como objetivo evaluar la sensibilidad de las
técnicas de deteccion de bacterias para proponer las que
presentan el mejor potencial para su ajuste sobre material
vegetal asintomatico.

Materiales y métodos

Preparacion del cultivo

Se utilizd la cepa 49b aislada de fruto de limén y caracte-
rizada por Del Campo et al. (2009). El cultivo madre fue
mantenido en glicerola-70°Cy cultivado en medio NBXac
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(23 g.L™- Nutrient broth, Oxoid, 1g.L* glucosa), en agitacion
(150 rpm) a 28 °C durante 24 h. A partir de este cultivo se
realiz6 una suspension DO, =0.240 correspondiente a
108 ufe.mL* (constatado posteriormente por recuento de
colonias en placas con medio de cultivo NBXac suplemen-
tado con 15 g.L*de agar (NBXac agar)). A partir del mis-
mo, se realizaron las diluciones: 10%, 102, 10, 10%, 10, Y2
10%,%410%, 1/8 10, 10 que fueron centrifugadas a 13000
rpm durante 5 min. Los precipitados obtenidos se resus-
pendieron en 2 mL de tampon fosfato salino (PBS: 8 ¢g.L?
NaCl, 0,2 g.L * KCI, 1,44 g.L * Na,HPO,, 0,24 g.L*
KH,PO,) y 100 L de cada una de las diluciones fueron
sembrados en medio NBXac agar para su cuantificacion,
y el resto de la suspension fue utilizado en las distintas
técnicas de diagnostico empleadas.

Deteccion seroldgica. Test de ELISA

Eltest de ELISAindirecto se realizd con el kit AGDIA™,
basado en anticuerpos monoclonales que solamente reco-
nocen bacterias que producen el cancro tipo Ay el kit pro-
ducido en la Direccion General de Servicios Agronémicos
(DGSSAA) del Ministerio de Ganaderia Agriculturay Pes-
ca de Uruguay, basado en anticuerpos policlonales para
ELISA-DAS, también especifico para cancro tipo A. El pro-
cedimiento seguido con los distintos reactivos fue el sugeri-
do por los fabricantes, utilizando microplacas Nunc ™,y
analizandose las muestras por duplicado. El desarrollo de
color fue detectado y cuantificado en lector de Elisa Dynate-
ch Microscan I, a 405 nm.

Inmunofluorescencia (IF)

Se utiliz6 el anticuerpo policlonal proveniente del Instituto
Bioldgico de Campinas, Brasil, y como anticuerpo secun-
dario el Anti-rabbit IgG (whole molecule) FITC conjugate de
Sigma ®. Sobre portaobjeto alveolado se colocaron 20 uL
de ladilucion del cultivo a analizar, realizando dos repeticio-
nes por dilucion. Se secd a 37 °Cy se fijo por inmersion en
etanol absoluto durante 10 m. El anticuerpo especifico se
diluyd a una concentracion de 2 ug.mL* y se colocaron
20 uL sobre cada muestra, incubandose a 37 °C durante
60 min. Luego de dos enjuagues de 5 min cada uno por
inmersion en PBS, se seco al aire y se colocaron 20 L del
anticuerpo marcado en una concentracion de 10 ng.mL* en
PBS. La incubacion se realiz6 a temperatura ambiente duran-
te 30 min en oscuridad. Se enjuagaron igual que en el paso
anterior y se colocaron 20 pL de «antifade» sobre cada
muestra para mejorar la estabilidad de la fluorescencia. Se
cubrid con el cubreobjetos y se mantuvo en oscuridad a
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4 °C hasta su observacion en un microscopio Axioplan Z
Met de epifluorescencia con objetivo de inmersion 100 X.

Deteccion Molecular: Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Se gjustaron las condiciones de amplificacion y se com-
pararon los resultados para los siguientes pares de ceba-
dores: P2/P3 y P4/P7 (Hartung et al., 1993) y J-pthly
J-pth2 (Cubero y Graham, 2002).

Como templado para las amplificaciones en los ensayos
de seleccion de cebadores, se utilizaron diluciones de ADN
de Xac extraido por el kit de Sigma™ GenElute Bacterial
Genomic DNA Kit. Para los experimentos, la extraccion de
ADN se realiz6 utilizando dos procedimientos: a) el método
descrito en OEPP/EPPO (Xanthomonas axonopodis pv,
2005). Una colonia fue inoculada en medio NBXac e incu-
bada durante toda la noche a 29 °C y 150 rpm. Posterior-
mente, se centrifugd 1,5 mL del cultivo a 10000 rpm durante
10 miny el pellet se resuspendi6 en 500 L de tampén de
extraccion (200 Mm Tris HCl pH 8, 250 mM NaCl, 25 mM
EDTA pH 80, 5% SDS, 2% PVP). Luego de una agitacion
breve se dej6 1 h atemperatura ambiente (18 a 22 °C) a
150 rpmYy se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Cuatro-
cientoscincuenta microlitros del sobrenadante fueron trans-
feridos a otro microtubo al que se adicionaron 450 L de
isopropanol obteniéndose una mezcla homogénea, que se
dejo atemperatura ambiente durante 1 hy se conservo en
freezer a -20 °C hasta su procesamiento. b) el lisado del
cultivo por calor. Se trabajé con las siguientes diluciones en
PBS del cultivo original de aproximadamente 108 ufc.mL?:
107,102, 103, 10%,10°%, %2 105, % 10%, 1/8 10°, 10%. Cien
microlitros de cada una de las diluciones fueron plaqueados
en medio NBXac para su cuantificacion. Quinientos micro-
litros de las diluciones originales se centrifugaron a 14000
rpm durante 5 min. El pellet se resuspendié en 100 uL de
PBS, que se hirvieron a bafio maria por 2 min. Luego, se
centrifugaron por 2 min a 13000 rpm y se tomaron 2 uL del
sobrenadante para la amplificacion por PCR. Enlas mues-
tras de ADN obtenidas por lisado de las células por calor, se
evaluaron los cebadores P2/P3y P4/P7 (Cubero y Gra-
ham, 2002). A partir de este estudio se seleccionaron los
cebadores P2/P3 que demostraron mayor sensibilidad, uti-
lizdndose para la reaccion la composicion de la mix y
tiempos de ciclado descriptos por Cubero y Graham (2002).
La PCR se realizé en un termociclador Quatro TC-40. En
cada ensayo se incluyeron testigos positivos para la ampli-
ficacion de ese fragmento y negativos para controlar ban-
das inespecificas o posible contaminacion. Los productos
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de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa
2% en TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM pH 8) y se
visualizaron con luz UV por tincion del gel con bromuro de
efidio.

PCR anidada

La secuencia de reacciones de PCR anidado consistio
en una amplificacion con los cebadores P4/P7 y a conti-
nuacion la amplificacion con P2/P3. Se utilizd ADN purifica-
do con el kit comercial Sigma™ GenElute Bacterial Geno-
mic DNAKit, en diluciones conteniendo 100 ng, 10ng, 1ng,
100pg, 10pg, 1pg, y 100fg.

PCR en tiempo real (QRT_PCR)

Para la extraccion de ADN, la bacteria se cultivd en
medio NAXac hastauna DO, = 0,24 que corresponde a
108ufc.mL. Apartir de este cultivo, se realizaron dilucio-
nes al décimo y la extraccion de ADN se realizd por lisado
de la célula mediante calor como fue descripto anteriormen-
tey utilizando los Kits «Genomic DNA extraction Kit» (Fer-
mentas), «<EZ_DNA Genomic DNA lIsolation Reagent»
(Biological Industries™) y «Scorpoclean-Genomic DNA ex-
traction module» (Scorpo Diagnostics™). Cada vez que fue
necesario, la concentracion de ADN fue evaluada por es-
pectrofotometria con un equipo Nanodrop 1000 0 en geles
de agarosa, utilizando una concentracion conocida del fago
A digerido. Se optimizaron las condiciones de amplificacion
para tres sets de cebadores especificos de regiones con-
servadas de la familia génica pthA: MV1/MV2, MV3/MV4
y MV5/MV6 segun las condiciones de amplificacion utiliza-
das por Mavrodieva et al. (2004) y las del Kit Platinum
SyberGreen qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen) extraction
module» (Scorpo Diagnostics).

Para el ajuste de las curvas de calibracion, se partié de
concentraciones bajas de ADN (10 a 100 ng.mL?) y se
guardé como curva de referencia aquella que mostré una
correlacion de 0,99y alta eficiencia. Para relacionar la con-
centracion de ADN con cantidades de células bacterianas,
una alicuota de 100 pL del cultivo original fue cultivada en
medio NBXac agar a 28 °C por 48 hy se realiz el conteo
de unidades formadoras de colonias (ufc).

Inoculacion en plantas indicadoras

Se utilizaron plantas de naranjo amargo (Citrus auran-
tum L), pomelo Duncan (Citrus paradisi Macfad), limén
(Citrus limonia Osbeck) y mandarina Ponkan (Citrus reti-
culata Blanco) mantenidos en ambiente controlado a
21-25°Cy 16 h de fotoperiodo. Teniendo en cuenta el mo-
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mento de mayor susceptibilidad de la hoja (Gottwald y
Graham, 1992), se inocularon en tres plantas de cada una
de las especies, dos hojas inmaduras totalmente desarro-
lladas, por planta. Las hojas fueron inoculadas por infiltra-
cion con las alicuotas del cultivo bacteriano resuspendidas
en PBS, presionando en la cara abaxial de la hoja con una
jeringa sin aguja (Siciliano et al., 2006).

Para el calculo del volumen inoculado, se infiltraron con
agua la mitad de varias hojas con diferentes grados de
desarrollo. Con sacabocados de 1 cm? de area se tomé
una muestra de la media hoja sin infiltrar y de la mitad infiltra-
da. Por diferencia de peso entre tejido infiltrado y no infiltrado
de una misma hoja e igual area, se calculd la cantidad de
liquido introducido en la infiltracion por cm?. Este dato permi-
tio calcular la cantidad de ufc infiltradas en una hoja, cono-
ciendo la concentracion delinéculo y el area infiltrada. En
todas las plantas se inoculé una hoja con PBS como control
negativo. La zona inoculada fue marcada con marcador
indeleble para el posterior calculo del &rea infiltrada. Los
sintomas fueron evaluados a partir del tercer dia, diaria-
mente hasta 45 dias post inoculacidon (dpi). Las lesiones
fueron fotografiadas con una escala que permitié calcular el
areainfiltrada con el programa GIMP 2.2. Con el conteo de
plstulas por area inoculada y la estimacion de infiltracion de
5 ul.[cm?]*, se determind el nimero de lesiones desarrolla-
das por mililitro de cultivo. La sensibilidad del test biologico
se calcul6 por la cantidad de pUstulas producidas por las
diferentes concentraciones de cultivo teniendo en cuenta el
volumen de cultivo infiltrado en hoja de las cuatro especies
citricas. Se contabilizaron las pUstulas desarrolladas en la
zonainfiltrada y se midid la superficie infiltrada.

Evaluacion de la especificidad de las técnicas
moleculares

Como forma de disminuir el riesgo de falsos positivos al
aplicar las técnicas moleculares, se analizaron bacterias
de diferentes especies del género Xanthomonas
(X.pruni, X.fragariae y X.campestris) y dos aislamien-
tos enddfitos: Pantoea agglomerans (Erwinia herbicola)
y Pseudomonas sp., extraidos de plantas citricas de un
lote comercial e identificados como tales por secuenciacion
delgen 16Sy comparacion con secuencias existentes en
el banco de datos Gen Bank. Cultivos de estas cepas fue-
ron tratados de igual forma que Xac, y analizados con las
mismas técnicas, en las mismas condiciones y en una
sola concentracion de cultivo, equivalente a aquella de Xac
que habia resultado inequivocamente positiva por todas las
técnicas: 104 ufc.mL 2.
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Resultados

La concentracion original de células cuantificada en pla-
cas con medio de cultivo fueronde 1,8 x 108, 2,1 x 108 y2,5
x 108 ufc.mL *respectivamente para cada una de las repe-
ticiones utilizadas. Dado que los niveles de sensibilidad al-
canzados en cada una de las tres repeticiones del experi-
mento fueron idénticos, se presentan los resultados de la
primera repeticion. Las concentraciones de bacterias en
cada una de las diluciones correspondientes a los datos
presentados se detallan en el Cuadro 1.
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Sensibilidad de las pruebas serolégicas

La determinacion seroldgica con los anticuerpos produ-
cidos en la DGSSAA de Uruguay, con el método de ELI-
SA-DAS, permiti6 detectar Xac hasta en concentraciones
1,8 x 10° ufc.mL? y frente a los anticuerpos de AGDIA®
utilizados en ELISA-indirecto se aumento la sensibilidad
una unidad logaritmica, alcanzando la detecciona 1,8 x 10*
ufc.mL? (Figura 1). La técnica de inmunofluorescencia apli-
cada sobre 10 l de las diluciones descriptas permitio la
observacion de células bacterianas hasta la Gltima dilucién
utilizada correspondiente a 180 ufc.mL* (Figura 2).

Cuadro 1. Concentracion de bacterias (ufc.mL %) en cada una de las diluciones utilizadas para evaluar la sensibilidad de las
técnicas de deteccion de bacterias * utilizando cultivos puros de Xanthomonas axonopodis pv. citri.

Diluciones
Caldo original 101 102 103 104 105 %10% Y105  1/810°% 106
1,8x108 1,8x107 1,8x106  1,8x10° 1,8x104 1,8x103 9x102  4,5x102 2,3x102  1,8x10?

Técnicas serologicas: ELISA-DAS, ELISA-Indirecto e IF; T. moleculares: PCR; T. Biolégicas: Plantas indicadoras.

Figura. 1. Diferentes concentraciones!del aislamiento 49b de Xanthomonas axonopodis pv. citri analizadas

por ELISA con anticuerpos monoclonales AGDIA® especificos para cancro citrico tipo A.
*Pocillos Al y A6 107 ufc.mL-1; A2 y A7 106 ufc.mL-1; A3 y A 8 105 ufc.mL-1 ; A4 y A9 104 ufc.mL-1; A5 y A10 103 ufc.mL™.
Fila B: el mismo disefio y concentraciones que en fila A con un aislamiento de Pantoea agglomerans aislado de flavedo de limén.

Figura 2. Test de Inmunofluorescencia sobre células bacterianas a diferentes concentra-
ciones! de Xanthomonas axonopodis pv. citriz.

A = Dilucion correspondiente a 2,3 x 107 ufc.ml?, B = Dilucién correspondiente a 1,8 x 10? ufc.ml.
2Se utilizé la cepa 49b de Xanthomonas axonopodis pv. citri marcada con anticuerpos especificos e IFTC.
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Deteccion molecular

La sensibilidad obtenida por PCR partiendo de ADN
purificado fue menor que utilizando como templado el so-
brenadante de las células lisadas por calor. En el segundo
caso se obtuvo amplificacion hasta 2,2 x 102 ufc.mL™, equi-
valente a 22 ufc por reaccion, mientras que utilizando ADN
purificado se observé amplificacion hasta 1 x 10°ufc.mL?
correspondiendo a 102 ufc por reaccion (Figura 3).

El analisis de los diferentes cebadores demostrd que la
sensibilidad de los cebadores P2/P3 fue de 100 pg, mien-
tras que con los cebadores P4/P7 fue de 10 ng (Figura 4).
Sin embargo, las bandas resultantes de la amplificacion por
PCR a partir de ADN extraido fueron mas nitidas y discretas

CP. 1 2 3 4 5
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que al utilizar hervido de bacterias enteras, donde se obser-
va una banda mas difusa. Utilizando PCR anidado en la
primera ronda de amplificacion con los primers P4/P7, se
obtuvieron bandas en las dos primeras diluciones (100 ng y
10 ng). Para la segunda ronda de amplificacion realizada
con los cebadores P2/P3, se utilizé como templado 1 uL de
las reacciones del primer PCR a partir de la dilucion conte-
niendo 1 ng de ADN que no habia manifestado banda visible
en el gel de agarosa. En este caso se obtuvo amplificacion
enlostubos de 1 ngy 100 pg, lo que indica un aumento de
la sensibilidad en dos 6rdenes de magnitud alcanzando a
detectar hasta 100 pg de ADN purificado (Figura 5).

Figura 3. Amplificacion por PCR de ADN de la cepa 49b de Xanthomonas
axonopodis pv. citri extraido utilizando protocolo de extraccion o lisado de la

célula por calor?.

1 = ADN extraido utilizando el protocolo OEPP/EPPO; 2 = Cultivo lisado por calor.

ZLineas 1 a 5 = diluciones en serie al décimo a partir de 2.1 x 107 ufc.mL* (C.P.), Lineas
6 a 8 = diluciones 1/3, ¥ y1/8 respectivamente de una concentracion original de 2.1 x
10% ufc.mL*.Linea 9 = 2.1x 10* ufc.mL*, C.N. Testigo blanco. ®A partir de lisado celular
se obtuvo amplificacién hasta la dilucién 5 ( 2,2 x 102 ufc.mL?, 22 ufc por reaccién)
mientras que con ADN extraido se observa amplificacién hasta la dilucién 4 (1 x 10°

ufe.mL, 10° ufc en la reaccion).

100ng 10ng 1ng 100pg 10ng

1pg

Cebadores

Figura 4. Sensibilidad de la reaccion de PCR utilizando diferentes cebadores y ADN de

Xact.

tUtilizando como templado el cultivo puro de la cepa 49b lisado por calor, se obtuvo mayor sensibilidad

con el par de cebadores P2/P3.
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100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1pg

P4y PT

P2y P3

Figura 5. Sensibilidad de la reaccidon de PCR anidado para Xanthomonas

axonopodis pv. citri® .

En el primer PCR con los cebadores P4/P7 se observan bandas del tamafio esperado hasta la dilucion
10 ng. En la segunda ronda utilizando los cebadores P2/P3 se obtuvo amplificacion en los tubos de

1 ng y 100 pg de ADN purificado.

Conlatécnicade RT_PCR, aplicando el método de ex-
traccion de lisado por calor, se logré una sensibilidad de
30 ufc.mL-1, lo que no fue posible al usar kits comerciales.

Sensibilidad en el test hioldgico

De las cuatro especies indicadoras inoculadas por infil-
tracion, laindicadora que desarrollé sintomas con menor
cantidad de bacterias infiltradas fue el naranjo amargo, don-
de se pudo observar una pustula a la dilucién de 1,8 x
10?ufc.mL* ( Cuadro 2). De acuerdo al calculo de volumen
de cultivo infiltrado en el area estimada, correspondid a la
presencia de dos bacterias en la zona inoculada. Las plan-
tas de pomelo, limén y mandarina Ponkan mostraron la
misma sensibilidad (4,5 x 102 ufc.mL?). La cantidad de ufc
necesarias para el desarrollo de al menos una pUstula fue
coincidente para todas las indicadoras estudiadas en aproxi-
madamente 2 ufc por pastula.

Comparando todas las técnicas evaluadas (Cuadro 3),
se observa que la mejor sensibilidad se obtuvo con las
técnicas qRT_PCT, inmunoflorescencia y plantas indicado-

ras. Las menores sensibilidades con las técnicas de ELI-
SAindirectoy PCR a partir de la extraccion de ADN.

Especificidad de los métodos

Para ninguno de los test de deteccion en estudio hubo
interferencia de los seis aislamientos filogenéticamente o
espacialmente relacionados con Xac utilizados. Ademas,
no se obtuvieron reacciones cruzadas en los test serolégi-
cos utilizando anticuerpos policlonales y monoclonales. Los
ensayos de PCR no dieron amplificacion en estas mues-
tras.

Discusion

Para resolver problemas vinculados al movimiento de
material vegetal entre paises, programas de certificacion y
estudios epidemioldgicos, se han desarrollado diferentes
métodos para la deteccion de bacterias fitopatdgenas, in-
cluida Xac. Con el propésito de disminuir el riesgo local de
comercializar material de propagacion infectado con Xac,

Cuadro 2. Nimero de pustulas promedio obtenidas en cada especie utiliza-

da como indicadora.

Ufc.mL1 infiltradas Pomelo Naranjo amargo Limon
1,8 x 104 56 71 78
1,8x103 6 16 13

9x 102 1 4 3
4,5x 102 2 2 1
2,3x 102 0 1 0
1,8 x 102 1 1 0

Se infiltraron 2 hojas en 3 plantas de cada una de las especies. Para favorecer la
expresion de los sintomas, las plantas indicadoras fueron mantenidas en ambiente
controlado a 25-28 °C y 16 h de fotoperiodo.
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Cuadro 3. Sensibilidad obtenida con las técnicas ELISA_DAS, ELISA Indirecto,
Inmunofluorescencia, PCR_ADN, PCR bacteria entera e inoculacion en plantas indi-
cadoras (pomelo, limén y naranjo amargo) aplicadas a cultivos puros de Xanthomo-
nas axonopodis pv. citri.

Técnica de deteccion Sensibilidad (ufc mL?) Nivel de deteccion (ufc)
ELISA-DAS 1,8 x 105 3,6 x10?
ELISA Indirecto 1,8x104 3,6x108
Inmunofluorescencia 180 2
PCR-ADN1 1,8 x104 108
PCR-bacteria entera? 1,8 x 103 22
Inoc.Pomelo3 450
Inoc.Limdn3 450
Inoc.N.amargos 230
qRT_PCR 30

DNA extraido mediante kit comercial. 2ADN extraido por lisado celular con altas temperaturas.
® Mediante el conteo de pUstulas por area inoculada y la estimacion de volumen infiltado de
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5 ul[cm®* se determiné el nimero de lesiones desarrolladas por mililitro de cultivo.

se estudio la sensibilidad de algunas técnicas que detectan
diferentes componentes de la célula bacteriana. Los niveles
de deteccion obtenidos en estos ensayos fueron compara-
bles a los citados por otros investigadores (Golmohamma-
dietal., 2007; Hartung et al., 1996). La IF, el test hioldgico y
gRT_PCR fueron las técnicas que demostraron los mayo-
res niveles de sensibilidad, por lo que se consideran las
técnicas mas promisorias para el analisis de muestras con
poblaciones bajas del patégeno, como es el caso de los
tejidos asintomaticos.

La técnica mas sensible resultd ser el test bioldgico, ca-
paz de detectar 2 ufc. Aunque se cita la manifestacion de
sensibilidades diferentes a Xac entre las especies citricas
utilizadas (Peltier, 1924) en las condiciones del experimen-
to, mostraron igual sensibilidad la mandarina Ponkan (me-
nos sensible) que el pomelo Duncan (muy sensible). La
capacidad de desarrollar pdstulas de cancro citrico depen-
de de factores como el estado de los tejidos inoculados, la
edad de la hoja (Gottwald y Graham, 1992) y el tiempo en
que la hoja permanece himeda (Dalla Pria et al., 2006), asi
como de factores ambientales. Estas caracteristicas que
han sido tenidas en cuenta para andlisis epidemiologicos de
laenfermedad (Dalla Pria et al., 2006; Koizumi, 1971), tam-
bién deben ser consideradas al evaluar la manifestacion de
sintomas en plantas de invernadero creciendo bajo condi-
ciones controladas. La aplicacion de esta técnica requiere
el mantenimiento de las plantas indicadoras en un entorno
Optimo de crecimiento que permita disponer de tejido sensi-

ble en forma continua, asi como un riguroso control de las
condiciones de luz, humedad y temperatura. Dentro de las
ventajas de la aplicacion de este método se encuentra la
capacidad de detectar exclusivamente la presencia de cé-
lulas vivas y capaces de inducir sintomas en los tejidos
vegetales. La principal limitacion de esta técnica parece ser
la cantidad de liquido capaz de infiltrase en el tejido de la
planta indicadora utilizada que, como se dijo, fue en prome-
dio 5 pl[cm?]. Otras limitantes radican en el tiempo que se
requiere para la aparicion de sintomas y en el alto costo de
mantenimiento de plantas en ambientes controlados (Wang
etal., 2004). No obstante, es la Ginica técnica que permite
tener certeza de la viabilidad de las bacterias detectadas, y
no deberia descartarse en los test de diagndstico de Xac
(Lopezetal., 2009).

La amplificacion por PCR, la segunda en sensibilidad,
es altamente especifica y rapida, de forma que le permite
adaptarse a distintas necesidades comerciales (comercio
internacional de citricos o sus partes, programas de erradi-
cacion, etc.) y experimentales. El par de cebadores con el
que se obtuvo mayor sensibilidad en el PCR convencional
fue el par P2/P3, coincidiendo con Golmohammadi et al.
(2007). La secuencia amplificada con estos cebadores, de
222 ph, se encuentra representada en los dos plasmidos
portados por Xac (da Silva etal., 2002) lo que significa una
duplicacion de las secuencias presentes por célula bacte-
riana (Hartung et al., 1993). En cuanto a la preparacion del
templado a utilizar, la variante que incluye el uso de ADN
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extraido fue menos sensible que las preparaciones a partir
de células lisadas por calor. Esta diferencia puede haber
sido producida porque los métodos de extraccion de ADN
no son eficientes cuando las cantidades de ADN son muy
bajas. En la medida que con la preparacion basada en el
lisado por calor de la muestra se alcanza la maxima sensi-
bilidad obtenida en este estudio, tanto para PCR como
gRT_PCR, consideramos que es un método ventajoso por
su sencillez, rapidez y economia. Una limitante de esta téc-
nica es la sensibilidad de la enzima implicada en la reac-
cion, Taq pol. (Thermus aquaticus polimerase), a la pre-
sencia de sustancias inhibidoras como pigmentos, polife-
noles y cobre idnico entre otros, lo que da lugar a falsos
negativos (Wang et al., 2004). PCR anidada con los pares
de cebadores P4/P7y posteriormente con P2/P3 (Hartung
etal., 1996) presentd un alto potencial para ser utilizada con
material asintomatico ya que, comparada con la PCR co-
mun esta técnica demostrd ser 50 a 100 veces mas sensi-
ble en la deteccion de Xac, usando como templado ADN
purificado o células vivas (Hartung et al., 1996). Aunque la
gRT_PCR resulté un método rapido, confiable, sensible y
con la ventaja de que se minimiz6 la pérdida de material, el
costo actual de los reactivos puede ser una limitante impor-
tante en los paises no desarrollados. Con el test de ELISA
los resultados obtenidos en este trabajo mejoraron el um-
bral citado por otros autores (Civeroloy Fan, 1982). La IF
mostrd una buena sensibilidad coincidiendo con los resulta-
dos obtenidos por Brlansky et al. (1990). En términos
comparativos, la sensibilidad de los test seroldgicos fue
menor que la lograda con las técnicas moleculares, coinci-
diendo con Wang et al. (2004) donde el test de DIA (Dot
Inmunobanding Assay) fue 100 veces menos sensible que
la PCR. Unatécnica de deteccidn para aplicar sobre mate-
rial vegetal debe ser especifica, muy sensible y robusta, de
forma que permita disminuir el riesgo de falsos negativos.
El test biolégico y la amplificacion por PCR mostraron ser
las més sensibles para la optimizacion con muestras de
campo sintomaticas y asintomaticas. Es importante tener
en cuenta que la cuantificacion del cultivo inicial asi como de
sus diluciones se realiz6 en base a conteo en medio sélido
de las colonias desarrolladas luego de su incubacion a 29
°C por 48 horas sobre medio so6lido NBXac. La reciente
comprobacion de la existencia del estado de viabilidad y no
culturabilidad (VBNC) en Xac inducido por cobre (Del Campo
etal., 2009), obligaria a utilizar otro método de cuantificacion
de Xac ya que, de ocurrir este estado en medio de cultivo o
enla naturaleza, estariamos sobreestimando la capacidad
de deteccion de nuestras técnicas.

Agrociencia Uruguay

Como se menciono, las distintas técnicas detectan dis-
tintos componentes de la célula bacteriana y presentan as-
pectos limitantes. Por ello, consideramos que la evaluacion
con muestras de campo tanto sintomaticas como asinto-
méticas deberia incluir la visualizacion de las colonias de-
sarrolladas en medio de cultivo sélido, que permite la recu-
peracion de bacterias vivas y la posibilidad de corrobora-
ciones o estudios posteriores, técnicas de laboratorio de
mayor sensibilidad como la PCR y, cuando es posible sol-
ventar los costos de implementacion y ejecucion, se debe-
ria incorporar técnicas biologicas como la inoculacion en
plantas indicadoras o el indexaje en plantas.
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