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13.- Avances en las tecnologfas de diagndstico en el laboratorio de

Fitopatologia, técnicas moleculares:
PCR-REAL TIME

INTRODUCCION.

En el afio 2012 el Laboratorio de Fitopatologia
comienza a establecer la PCR como técnica de
rutina para el diagnéstico de virus.

Comparada con la técnica ELISA, técnica emplea-
da hasta el momento para la identificacion de
virus, la PCR es mas sensible, precisa, rapida,
aplicable a un mayor abanico de muestras y, por
tanto, mas econdmica a la larga.

Ese mismo afo se adquiere un equipo de PCR en
su variante a Tiempo Real (PCR - Real Time),
reduciendo el tiempo y el coste del analisis.

FUNDAMENTOS DE LA TECNICA PCR.

Partiendo de un material genético (ADN) extraido
previamente, la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) es un método para la amplificacién de
regiones especificas del ADN produciendo canti-
dades perceptibles y medibles. Esta técnica se
fundamenta en la propiedad natural de las enzi-
mas ADN polimerasas para replicar cadenas de
ADN. Es una técnica que recrea una actividad
propia de las células utilizando para ello ciclos de
diferentes temperaturas. Se emplean termocicla-
dores que permiten alternar ciclos de altas y bajas
temperaturas para la separacion 6 desnaturaliza-
cion del ADN, unién de los cebadores y finalizar
con un paso de extension o copia completa del
fragmento identificativo de la especie a determi-
nar. Estos tres pasos se repiten hasta obtener la
cantidad de material genético (copias del frag-
mento) perceptible por el ojo humano tras su
tincion.

Las temperaturas, el tiempo aplicado y el nimero
de repeticiones dependen de la especie a identifi-
car.

La PCR se considera una técnica mas versatil y
economica que la técnica ELISA para la variedad
de muestras a procesar, debido a que los reacti-
VOS hecesarios para una especie u otra de paté-
geno difieren Unicamente en los fragmentos espe-

cificos o cebadores, de precio menor y durabili-
dad mayor que los sueros para la técnica ELISA.
El resto de variables, como los parametros de
temperatura, tiempo y n°® de repeticiones, son
perfectamente ajustables y optimizables a través
del sistema informatico del equipo de la PCR.

La mayoria de virus poseen ARN como material
genético, en vez de ADN, y para ello se necesita
un paso previo para pasar el ARN a ADN que es
el punto de partida para la técnica PCR.
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Esquema del proceso de la PCR.

VARIANTE PCR A TIEMPO REAL

La Unica diferencia radica en el método de detec-
cion de los fragmentos amplificados, simplifican-
do la técnica en cuanto a equipo, materiales,
tiempo y manejo de las muestras, disminuyendo
asi las posibilidades de error y/o de contamina-
cion. La PCR a Tiempo Real (Q-PCR) se basa en el
uso de una sustancia fluorescente visible y medi-
ble por el equipo y que el técnico visualiza a través
de un programa informatico a la vez que ocurre la
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amplificacién, de ahi su denominacion “a Tiempo
Real”. Se trata de una deteccion mas sensible que
en el caso de la PCR convencional, confiriendo la
ventaja principal de detectar cantidades de ADN
infimas del orden de nanogramos (10-° g).

La ausencia o presencia de la sefial fluorescente
indica la ausencia o presencia de la especie a
identificar y/o confirmar. Esta técnica es una
herramienta ampliamente utilizada en la confirma-
cion o en el descarte de un diagndstico sintomati-
Co previo.

USO EN EL LABORATORIO FITOPATOLOGICO
- Virus de las hojas amarillas en cuchara del
tomate: TYLCV

Para la implantacién de la PCR de forma rutinaria,

en el 2012 se optimizo el protocolo de diagnéstico

del virus de la cuchara en el tomate, TYLCV. Para

verificar el éxito de la técnica se planteé comenzar

con dicho virus debido a:

- amplia distribucion en la isla

- sintomatologia tipica y facilmente reconocible

- distribucién homogénea en la planta

- apoyo bibliografico importante

- Unico virus horticola conocido con ADN en vez
de ARN como material genético.

Tras la extraccién del ADN del TYLCV por el méto-
do optimizado de Accotto et al., y la amplificacién
del mismo por Q - PCR, se comprobd que se trata
de una técnica que implica menor tiempo y gasto
para la deteccidon de este virus en comparacién
con la técnica ELISA, anteriormente utilizada.

Grafica de la amplificaciéon por Q - PCR de dife-
rentes muestras de plantas de tomate. La presen-
cia de una curva exponencial implica la presencia
del virus TYLCV en las muestras. Las dos mues-

tras que no presentan una curva, en verde, corres-
ponden a un negativo y a un blanco, cuya ausen-
cia de amplificacién indica que no ha habido con-
taminacién y que los cebadores no amplifican otra
region del genoma y, por tanto, los resultados son
fiables. Asi mismo, hay un control positivo que se
corresponde a la curva roja.

Eje Y: unidades de fluérofo SYBR Green captadas
por el sensor del equipo de la Q — PCR emitidas
durante la amplificacién. Sin amplificacion no hay
emision, RFU = 0.

Eje X: indica el ciclo durante el cual la cantidad de
copias del fragmento en cuestion supera el
umbral de copias cuya fluorescencia puede ser
captada.

- Virus de la clorosis del tomate: ToCV
Después del éxito con el TYLCV se comenzd a
optimizar la deteccién por PCR - RT del virus de la
clorosis del tomate, ToCV. Este virus, como la gran
mayoria, presenta ARN como material genético.

El interés en la identificacién del ToCV mediante la
PCR se debe a que no se han descrito otras técni-
cas para su deteccion. De las muestras recogidas
para la prueba hubo resultados positivos y negati-
vos. La PCR es una técnica fiable en cuanto a
resultados positivos, sin embargo en casos como
el ToCV, cuya distribucion en las plantas es poco

Gréfica de la Tm de unas muestras de plantas de
tomate. Las muestras estan por duplicado, mismo
color., asi como el blanco, en verde. Tras la PCR
en si podemos hallar la Tm, que es la temperatura
a la cual la mitad de las copias de ADN estan des-
naturalizadas.
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La Tm es una herramienta muy Util que en nuestro
caso la utilizamos con el fin de comprobar la
“pureza” de la amplificacion. Dado que copiamos
siempre el mismo fragmento, una amplificacion
correcta implica la aparicion de un solo pico y a
una temperatura practicamente igual en todas las
muestras donde haya habido amplificacién. El
tamano del pico es proporcional a la cantidad de
copias del fragmento en esa muestra. La tempera-
tura del pico es también proporcional al tamano
del fragmento, lo que nos ayuda a diferir entre
amplificaciones erréneas o por contaminacion en
el caso de aparicion de otros picos, que en teoria
siempre seran de menor altitud y a diferente tem-
peratura, normalmente menor.

Hongos: Fusarium spp.

La identificacién de hongos fitopatdgenos a nivel
de especie requiere de un largo proceso de siem-
bras y resiembras en diferentes medios de cultivo
con el fin de observar el crecimiento y la expresion
del hongo en cada uno de ellos. Todo el proceso
implica mucho tiempo de espera y un gasto de
material y medios elevado, sin la certeza de obte-
ner una conclusion clara.

La PCR no sustituye el diagndstico previo sobre
un medio de cultivo, pero si que permite acelerar
el proceso y confirmar o descartar en menor
tiempo la presencia de fitopatdgenos de interés
para el cultivo.

Durante mediados de 2012 se comenzaron los
trabajos con el género Fusarium spp, que no soélo
es un género muy amplio, sino que incluye espe-
cies y subespecies patdgenas junto con otras
consideras mas bien saprdfitas, dificilmente dife-
renciables entre si por los métodos clasicos de
estudio morfolégico. Por el momento se ha traba-
jado con Fusarium oxysporum f.sp. canariensis,
comprobando la técnica y obteniendo resultados
positivos sobre hongos ya identificados de la
micoteca del Laboratorio.

El mayor obstaculo por el momento es la extrac-
cion del ADN fungico, pues se pretende ser lo
menos dependiente de nuevos aparatos y
productos (“kits”), que elevarian el coste de la
técnica.

e

Gréafica de la amplificacién por duplicado de 3
muestras de palmera canaria mas los 2 blancos
sin amplificar. Las curvas rosas y azules son con-
troles positivos procedentes de la micoteca del
Laboratorio de Fitopatologia, y las curvas rojas
corresponden a una muestra externa.

Hongos: Thielaviopsis spp.

Actualmente se esta trabajando en optimizar el
protocolo para diferenciar, mediante PCR - RT
combinada con enzimas restrictasas, entre las
dos especies fitopatdgenas del género Thielaviop-
sis que amenazan las palmeras, T. paradoxa y
T.punctulata.

Bacterias: HuangLongBing.

Trioza erytreae, o Psila Africana de los citricos, es
una plaga que se ha detectado en los Ultimos
afios en Canarias. La Psila es un hemiptero, que
aparte de “abullonar” las hojas, presenta una
amenaza para los cultivos de citricos al ser un
transmisor potencial de una bacteria que causa el
“Amarilleo de los brotes”, enfermedad denomina-
da HLB o Huanglongbing.

Se trata de una bacteria filamentosa Gram negati-
va localizada en los tubos cribosos del floema,
donde puede ocasionar obstrucciones al crecer y
reducir el suministro de nutrientes a los diferentes
organos de la planta, llegando a causar la muerte
del hospedador.

El agente responsable del HLB ha sido caracteri-
zado por métodos moleculares como tres espe-
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cies “candidatas” (no cultivables in vitro) del
género Liberibacter (Ca. Liberibacter africanus, L.
asiaticus y L. americanus). La Trioza erytreae es la
especie de Psila identificada en Canarias y es
transmisora de la especie Ca. L. africanus.

En el Laboratorio de Fitopatologia, hemos comen-
zado a realizar muestreos para evaluar el grado de
incidencia de la plaga y la ausencia, o presencia,
de C. Liberibacter africanus utilizando la técnica
PCR-Real Time.

Actualmente no se ha detectado la bacteria en
Europa, pero debido a la gravedad de los dafios
que produce en los cultivos y que es una enferme-
dad de cuarentena, se ha optado por tomar las
medidas preventivas para su temprana deteccion.

Sintomatologia de la enfermedad HLB
sobre hojas de citrico
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