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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO

El objetivo del presente protocolo es describir la metodologia aplicada en el Laboratorio
de Bacteriologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria para la deteccion e
identificacion de Xylella fastidiosa y sus subespecies mediante las técnicas moleculares:
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en sus variantes punto final, PCR tiempo
real y tipificacion de secuencias multilocus (MLST). Este protocolo aplica para tejidos
vegetales, como hojas, brotes, peciolos y ramas, de diferentes cultivos hospedantes de
X fastidiosa que presenten sintomas caracteristicos como quemadura o escaldadura
en hojas y marchitez, asi como tejidos asintomaticos, y debera ser aplicado a insectos
portadores/vectores (miembros de familia Cicadellidae).

La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que respalda los resultados quese
obtengan al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la metodologia
especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no
esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protocolo de
forma correcta.

El protocolo fue desarrollado en las instalaciones del Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria (CNRF), de la Direcciéon General de Sanidad Vegetal (DGCSV) del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (Senasica), y esta dirigido a
los Terceros Especialistas Fitosanitarios de los Laboratorios Aprobados y al personal
técnico de los laboratorios oficiales del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria. La
presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial
de cambios.

2. INTRODUCCION

2.1 Informacion sobre la plaga

Los sintomas de X. fastidiosa se observaron por primera vez en 1892 en cultivos de
vid ubicados al sur de California, Estados Unidos de Norte America, y anos mas tarde,
el sindrome fue nombrado "Enfermedad de Pierce”.

La baucteria X fastidiosa en las plantas es habitante del xilema Yy su colonizacion
ocas ona la obstruccién de los haces vasculares. Un sintoma caracteristico en plantas
es el secado marginal de las hojas o escaldadura (Anexo 81, Figural3ayb). El principal
meé’.odo de dispersion es por material propagativo infectado a otras regiones y paises,
Y por insectos vectores de las familias Cercopidae y Cicadellidae que se alimentan de
lasavia. Los insectos adquieren a la bacteria al alimentarse de plantas infectadas, esta
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se aloja en el cibario y posteriormente la transmiten a plantas sanas durante su
alimentacion (Lee et-al, 1291; He et al., 2000).

Actualmente X fastidiosa esta presente en Costa Rica, Estados Unidos de América, y
México (Senasica, 2019), en Sudamérica en Argentina, Brasil y Paraguay, mientras
gue en el continente europeo se encuentra en Espana, Francia e Italia (CABI, 2019),
Se estima que existen mas de 563 especies de plantas hospedantes (EFSA, 2018)
muchas de ellas asintomaticas. La bacteria causa enfermedades en muchas plantas
cultivadas como aguacate, alfalfa, almendro, arandano, café, citricos, ciruelo, maple,
melocoton, mora, nogal pecanero, olivo, olmo, roble y vid (Harris, 2015). Esta bacteria
presenta amplia diversidad genomica, lo cual le confiere especificidad en el rango de
hospedantes (Nunney, 2014).

La descripcion de la bacteria fue realizada en 1987 por Wells y colaboradores. Los
diferentes estudios gendmicos realizados desde entonces, han propuesto seis
subespecies de la bacteria: X fastidiosa subsp. fastidiosa (Schaad, 2004), X. fastidiosa
subsp. multiplex (Schaad, 2004), X. fastidiosa subsp. pauca (Schaad, 2004), X.
fastidiosa subsp. sandyi (Schuenzel, 2005), X. fastidiosa subsp. tashke (Randall, 2009)
y X. fastidiosa subsp. morus (Nunney, 2014).

En Meéxicoy con base en la NIMF No. 8, “Determinacion de la situacion de una plaga
en unarea’, Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa es una plaga Presente, sujeta a control
oficial (Senasica, 2019). De esta forma, se tienen establecidos requisitos fitosanitarios
para la importacion de productos hospedantes de la plaga y se cuenta con el
Programa de Vigilancia Fitosanitaria (Senasica, 2020). En 2002, se establecié la
Campana Nacional contra la enfermedad de Pierce con el objetivo de controlar a la
bacteria y sus insectos vectores. Actualmente la campafa continda en operacion y
los municipios Valle de Guadalupe en Ensenada Baja California, Parras de Ia Fuente,
Coahuila y Ezequiel Montes, Querétaro se encuentran bajo control oficial fitosanitario
(Senasica, 2018).

N
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2.2 Informacion taxonémica

Nombre:

Nombres comunes:

Posicién taxondmica:

N

Xylella fastidiosa Wells et al,, 1987

X fastidiosa subsp. fastidiosa (Schaad, 2004)
X. fastidiosa subsp. multiplex (Schaad, 2004)
X. fastidiosa subsp. pauca (Schaad, 2004)

X. fastidiosa subsp. sandyi (Schuenzel, 2005)
X. fastidiosa subsp. tashke (Randall, 2009)

X. fastidiosa subsp. morus (Nunney, 2014)

Quemadura de la hoja
Enfermedad de Pierce

Leaf scorch disease (inglés)
Maladie de Pierce (francés)

Citrus variegated Chlorosis (inglés)
Clorosis variegada de los citricos
Phony Peach Disease (inglés)
Desecamiento rapido del olivo

Enanismo de |a alfalfa

Bacteria, Proteobacteria, Cammaproteobacteria,
Xanthomonadales, Xanthomonadaceae, Xylellq,
Xylella fastidiosa

(Saddler y Bradbury, 2015)

\
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3. DETECCION E IDENTIFICACION

La deteccion de la bacteria puede realizarse a partir de plantas y barbados sintomaticos
0 asintomaticos, asi como en insectos (Cicadélidos). Debido a la importancia regulatoria
del patogeno, el andlisis debe realizarse utilizando por lo menos dos técnicas alternas:
mediante PCR punto final con al menos dos pares de iniciadores y PCR tiempo real.

En primera instancia el material vegetal (Anexo 82) debe ser inspeccionado para
proceder o no a su analisis. El tejido debe estar fresco, sin fenolizacion, oxidacion o
presencia de organismos saprofitos, el cual debe incluir hojas, peciolos, brotes y ramas
con o sin sintomas

3.1 Identificacion molecular

Los metodos de diagnéstico molecular basados en la deteccidn de acidos nucleicos
se caracterizan por su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez. La deteccién del
material genético se realiza mediante la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)
y sus diversas variantes como punto final, qPCR o PCR multiplex. Estas técnicas
permiten producir in vitro grandes cantidades de una secuencia de DNA especifica
durante varios ciclos repetidos.

3.1.1 Extraccién de DNA total

La extraccion de acido desoxirribonucleico (DNA) total debe realizarse a partir de
nervaduras centrales de las hojas, peciolos, punto de unién del peciolo con la rama
0 material vegetal que presente sintomas caracteristicos (Anexo 81). En caso de no
observar sintomas, tomar la muestra aleatoriamente de las zonas en las que
pudiera existir infeccion latente.

Nota: pesar de 300 a 500 mg de tejido vegetal en una balanza analitica.
Para la extraccion de DNA total a partir de insectos, tomar la cabeza, (en el cibario
del insecto se concentra la bacteria) y remover los 0jos para evitar inhibicién en la

reaccion de PCR.

Se recomienda emplear los siguientes kits comerciales y seguir las instrucciones del
fabricante.

¢ DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
* PlantDNAzol™ Reagent

La extraccion de DNA total también puede realizarse con CTAB 2 % (Anexo 8.3) \'\
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Puede emplearse algun otro protocolo de extraccion de DNA total, siempre vy
Cuando este cumpla con los parametros de calidad e integridad (Seccién 3.1.2).

Nota: Antes de comenzar con el proceso de extraccion de DNA es necesario
descontaminar el area de trabajo y superficies. Se recomienda emplear
descontaminantes efectivos contra RNAsa, DNAsa y DNA.

Utilizar guantes y cubrebocas nuevos y desecharlos al final del proceso.
3.1.2 Calidad y cuantificacién del DNA total por espectrofotometria

1) Cuantificar de 1.0 a 2.0 pyL de DNA total extraido mediante espectrofotometria
para conocer su concentracion en ng/pL. Utilizar un espectrofotémetro
NanoDrop 2000c¢ de Thermo Scientific™ (seguir las instrucciones del manual del
fabricante para su uso) u otro equipe con la misma funcionalidad.

2) La pureza del DNA total extraido, debera presentar valores de absorbancia (A)
entre 1.8 y 2.0 para la relacion Auxo/Asxoe y entre 20y 2.2 para la relacion Aseo/Asxo
Una relacion menor indica impurezas proteicas o fendlicas.

Nota: para las muestras que no cumplan con el rango optimo de pureza, se
recomienda realizar una nueva extraccién de DNA o comprobar mediante
amplificacion de algun gen endégeno, que el DNA es amplificable.

3.1.3 Verificacién de la calidad del DNA total en gel de agarosa

1) Verificar la calidad del DNA en gel de agarosa al 1.5 % en buffer TAE 1X.

2) Cargar en el gel 5 yL de DNA mezclado con 3 ML de buffer naranja G 6X
previamente tefido con el colorante GelRed™ (Seccién 8.4, buffer naranja G 6X).

3) Correr la electroforesis por 30 min a 95 V y observar el gelen luz UV.

Nota: el tiempo y voltaje aplicados en la electroforesis dependera del tamanio
de la camara utilizada, de acuerdo con ello ajustar estos dos parametros.

4) Deberan observarse los fragmentos de DNA bien definidos, sin impurezas ni
degradacion, de lo contrario, se recomienda realizar una nueva extraccion de
DNA o comprobar mediante amplificacion de algun gen endogeno, que el DNA
es amplificable.

N
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3.1.4 PCR punto final

La PCR punto final es una variante de la PCR, en la cual, el producto final es
visualizado en un gel de agarosa, esta proporciona evidencia cualitativa de la
presencia de un fragmento de DNA de interés en la muestra analizada.

Se han desarrollado diversos iniciadores para la deteccion de X. fastidiosa (IPPC,
2018; Lee et al, 1991 y EPPO, 2019). Se sugiere emplear tres pares de iniciadores:
FXYgyr429 y RXYgyr907 (Rodrigues et al, 2003), RST31 y RST33 (Minsavage et al,
1994) y HLS y HL6 (Francis et al, 2006) (Cuadro1).

Cuadro 1. Secuencias de iniciadores empleados para la PCR punte final

Tipo m”‘izgzzde' Secuencia (5 - 3) {;g]“’m
Sentido FXYqyr499 CAGTTAGGGGTGTCAGCG
Antisentido RXYQyro07 CTCAATGTAATTACCCAAGGT o
Sentido RST3] CCOTTAATTTITCCAAGTCATTCOATTGC )
Antisentido RST33 CACCATTCGTATCCCCGTG o
Sentido HLS AAGCCAATAMACCCCCALCTA
Antisentido HL& COTTTTGCTCACTCGCAACA -

3.1.4.1 Preparacion de la muestra

1) Descontaminar el area de trabajo, superficies y cabinas de PCR con
removedores de ARNasa, DNAasa y DNA. En caso de no contar con alguno de
los productos mencionados, la limpieza puede realizarse con una solucién de
hipoclorito de sodio al 1 %, después de 15 min limpiar con papel humedecido
con agua destilada y finalmente con etanol al 70 % para secar rapidamente las
superficies. Adicionalmente, las cabinas deberan descontaminarse con luz UV
durante 10 min.

2) Diluir el DNA para obtener concentraciones de 20 a 30 ng/uL.

3) Descongelar sobre hielo los reactivos y preparar la mezcla de reaccién con las
cantidades indicadas en el Cuadro 2.

Nota: Utilizar guantes y cubrebocas nuevos.

\
) \
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Cuadro 2. Preparacion de la mezcla de reaccién para la PCR punto final

R = Contfe'ntraciOn Concentracién Volumen (uL)
Inicial final X

Buffer de PCR 10X 1% 25
MgCl 50 mM 15 mM 0.75
dNTP 10 mM 016 mM 04
Iniciador FXYgyr4399, RST31 0 10 M 0.4 UM 10
HLS
Iniciador RXYgyr207, RST33 10 UM 0.4 UM 10
o HL6
Tag DNA Pol S U/uL 0.06 U/uL 03
DNA 20-30 ng/uL 4 -10 ng/uL 50
Agua grado biologia 14.05
molecular

Volumen final 25

4) Programar el termociclador de acuerdo con el par de iniciadores empleados
en la mezcla de reaccion, Cuadros 3, 4 v 5.

Cuadro 3. Pragrama de termaociclaje para los iniciadores FXYgyr499 y RXYgyroQ7

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95°C Smin 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacién B0C 30s 25
Extensién 72°C 455
Extensién final 200 7 min ]

Cuadre 4. Prograrna de termociclaje para los inicadores RST3) y RST33

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 °C 1 min ]
Desnaturalizacién 95°C 30s
Hibridacién 58 °C 30s 40
Extension T2 455
Extensién final TR0 7 min 1

Cuadro 5. Programa de termociclaje para los iniciadores HLS y HL&
Temperatu ;
Etapa rape Tiempo Ciclos

Desnaturalizacién inicial 95 °C 2 min 1
Desnaturalizacién a5 o 30s

Hibridacién B0 °C 30s 35
Extensién TR 455

Extensién final 72°C 5 min ]
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5) Los productos de PCR (10 uL) mezclados con 3 ul de buffer de corrida (naranja
G 6X) previamente tefido con GelRed™ deben correrse por electroforesis
durante 60 min a 95 V en un gel de agarosa al 15 % en buffer TAE X,
preferentemente. Incluir en ambos extremos del gel un marcador de peso

>

molecular que permita estimar el tamano del amplicon.

Nota: el tiempo y voltaje aplicados en la electroforesis dependera del tamano
de la camara utilizada, de acuerdo con ello ajustar estos dos parametros.

Nota: si se utiliza el método de tincién con GCelRed se sugiere tenir
previamente el buffer de corrida con CelRed™, adicionando 10 pL del
colorante a 2 mL de buffer de corrida (naranja G 6X). Mezclar perfectamente
para su utilizacion y almacenar a 4 °C.

Nota: Puede utilizarse otro método de tincién como el bromuro de etidio
siempre y cuando permita la interpretacion de los resultados.

3.5.1 PCR cuantitativa (QPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR) amplifica y cuantifica simultaneamente los productos
mientras estan siendo generados, es decir, en tiempo real. Esta técnica cuantifica la
fluorescencia de una molécula reportera (sonda), la cual es medida a lo largo del

termociclaje.

Para la deteccion de X fastidiosa mediante qPCR, se sugiere utilizar tres pares de
Iniciadores y sondas: XF-F y XF-R y la sonda XF-P (Harper et al, 2010; 2013), HLS v
HL6 y la sonda HL-P (Francis et al, 2006) y XF16Sf y XF16Sr y la sonda XF16Sp (Li et
al, 2013) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Secuencias de iniciadores y sondas empleados para la gPCR

Nombre del Tamafio
Ti ke ia(s -3"
po iniciader Secuencia ( 37 (pb)
Sentido XF-F CACCGCTGGTAACGGAAGA
Antisentido XF-R GOCTTGCOTGGTCAAATCAAG
= - ¢ C; y 2 4
p— s BFAM-TCGCATCCCGTGGCTCAGTCC TagMan 71
BHQ-1
Sentido HLS AACCCAATAAACGCGCACTA
Antisentido HL& GGTTTTGCTCACTGCCAACA
TGGC 5C. CT-
i s FAM-TCGCACGCAGCAACGATACGGCT TagMan 201
8HOI
Sentido XF16sf CGGCAGCCACCTTGGTAGTAA
Antisentido XF165r CCCGATGTATTCCTCACCCGTC
Sonda XF165p FAM-CATGGGTGGCGACTCGE-BHA] TagMan 62 \\
Versicn 20
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3.1.5.1 Preparacion de la muestra

1) Descontaminar el area de trabajo, superficies y cabinas de PCR con
removedores de ARNasa, DNAasa y DNA. En caso de no contar con alguno de
los productos mencionados, la limpieza puede realizarse con una soluciéon de
hipoclorito de sodio al 1 %, después de 15 min limpiar con papel humedecido
con agua destilada y finalmente con etanol al 70 % para secar répidamente las
superficies. Adicionalmente, las cabinas deberan descontaminarse con luz UV
durante 10 min.

2) Diluir el DNA para obtener concentraciones de 20 a 30 ng/uL
3) Descongelar sobre hielo los reactivos y preparar la mezcla de reaccién con las
cantidades indicadas en el Cuadro 7.

Nota: Utilizar guantes y cubrebocas nuevos.

Cuadro 7. Preparacion de la mezcla de reaccion para la gPCR

PRt Conc.e.ntraciOn Concentracion Volumen (pL)
Inicial final ™
Buffer de PCR 10% 1X 22
MgCl 50 mM 4.0 mmM 1.76
dNTP 10 mM 03mM 06
Iniciador XF-F, HLS o XF165f 10 UM 03 uM 06
Iniciador XF-R, HL6E o XF165r 10 UM 03 uM 06
Sonda XF-P, HL-P o XF16Sp 10 UM 0.04 uM 01
Tag DNA Pol 5 W/ul 0.09 U/uL 04
DNA 20 -30ng/ulL 364 -9 ng/uL 40
Agua grado biologia _ ) .74
molecular
Volumen final 22

Nota: usar tubos o placas opticas para gPCR de acuerdo al tipo/marca de
termociclador utilizado.

4) Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en los Cuadros 8,9610.
Cuadro B. Programa de termociclaje para los iniciadares XF-F y XF-R v la sonda XF-P

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Estabilizacién 50°C 2 min 1 |
Desnaturalizacién inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacién 94 °C 10s
Hibridacién 62 °C 40 s 33

N
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Cuadro 9. Programa de termogiciaje para los iniciadores HLS y HLE v la sonda HL-P

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Estabilizacién 50°C 2min 1
Desnaturalizacién inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacién 9820 1558 P
Hibridacién 62 °C 60s

Cuadre 10. Programa de termociclaje para los iniciadores XF165f y XF16Sr v la sonda XF16Sp

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Estabilizacién 50°C 2 min 1
Desnaturalizacién inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacién 94 °C 10s -
Hibridacién 60 °C 40 '

3.2 Controles para las pruebas moleculares

En todos los ensayos de PCR punto final y gPCR descritos en este protocolo, es
necesario incluir los siguientes controles con una repeticion.

Control positivo: provee un patrén de referencia con el cual comparar los resultados
positivos de las muestras, en caso de haberlos. El control positivo estd conformado
por una concentracion conocida de DNA gendmice o DNA plasmidico.

Control negativo de matriz: corresponde al DNA extraido de tejido vegetal sin X
fastidiosa. Asegura que no exista reaccién cruzada con la matriz o contaminacion
durante la extraccion.

Control negativo de reactivos: material que contiene todos los componentes de la

reaccion, pero sin acidos nucleicos. Permite descartar falsos positivos y
contaminantes en la reaccion de PCR.

3.3 Interpretacion de resultados

3.3.1 Interpretacion de resultados de PCR punto final

) ﬁ Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:
e El control positivo con el par de iniciadores FXYgyr499 y RXYqyr207 debe
/ generar un amplicon de 429 pb (Figura ).
N
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Q1 POSILIVO CON el par ae Iiniciadores s RN, \-II

6n de 733 pb (Figura 2)

ol positivo con el par de iniciadores HLS v HL6. debe nerar uf
on de 221 pb (Figura 3
) gativos de reactivos y de matriz no deberan presentar

pb MM 2 3 4 5 67 89 1071 1213 MM

650
500
400
300
200
100

429 pb

Figura 1. Amplificacién de los productes de PCR con los mluadores FXngMSQy
vaqyrQO? ]] 2) f 3] 4)

: 7), 8), 9) v I’JJ ! 1) et 12) v 13) Mue
M ir (MM} 1 Kb Amplicon esperado de 429 pb

pb MM 1 2 6 fi 8 MM

(¥
+

800
700
600
500

733 pb

400

Figura 2 Amplificacién de los productos de Df“l?con Josmrc.adores RST31y RST33.
1) v 2) f i 3] jativo o i1 5) v )

5879 7) v 8) M tra 19| ecular (MM pb. Amplicdn esperado
de 733 pb



pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MM

400
300
200

100

Figura 3. Ampilificacién de los productos de PCR con los iniciadores HLS y
v 2) negat 3) v 4) eqativo d

- 221pb

HL&.7)

5) v 6)

7). 8),9) y 10) Muest jor Molecular (MM) 1 Kb. Amplicdn

esperado de 221 pb

3.3.2 Interpretacién de resultados de PCR tiempo real

qguantimication o Ct de Cyvcle threshold) Cq
Figura 4a)

o El control nec

Cqg =0.00) (Figura 4c).

era permanecer en la linea basal por debajo del ur

“Threshold” (Figura 4d) y no debera presentar ning

. \ » como resultado positivo a aquellas muestras que generen
valor de Cq = 15.00 y < 35.00 (Figura 4b)
° Ca col sidel Mo resultado negativo a Ique ;f\i'_'-- muestras gue generer




<
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N
-

Amplification
- : - . - — — 3
1000 § 7]+
800 + = b
2
200 + £
< d
0 T == i — . ¥ - ¢
0 10 20 K9] 40

Cycles
Figura 4. Amplificacién de las muestras mediante gPCR con los iniciadores XF-F yXF-Rysondala
XF-P. Unidades de fluorescencia relativa frente a los ciclos de amplificacion a) Cantrol positivo,
b} Muestras y ¢) Control negativo de reactivos. d) Umnbral (threshold). Fluordforo FAM. Valor de
cuantificacion esperado, Cg 2 1500 y < 2500

3.4 |dentificacion del patégeno

Para reportar la identificacion positiva de X fastidiosa, es necesario la deteccién en
conjunto de las siguientes pruebas: amplificacién positiva del ensayo de PCR punto
final con al menos dos pares de iniciadores (Cuadro 1) y amplificacion positiva del
ensayo de gPCR con al menos un par de iniciadores (Cuadro 6).

Como prueba de corroboracion, se sugiere secuenciar el amplicén obtenido en el
ensayo de PCR punto final de al menos dos de los pares de iniciadores mencionados.

En caso de detectar a X, fastidiosa en un cultivo diferente a vid, u otra subespecie es
necesario que se envie al CNRF para su corroboracion y realizar pruebas de
patogenicidad.

3.5 MLST (Multilocus sequence typing) para la identificacién de la
subespecie de X. fastidiosa

Esta técnica permite asignar la Secuencia Tipo (ST por sus siglas en inglés de
Sequence Typing) a la que corresponde cada aislamiento de X, fastidiosa y con cual
de la subespecie se agrupa. Fue propuesto en 2010 por Yuan y colaboradores.

Realizar la ampilificacion individual de los siete genes de mantenimiento (Cuadro 1):
2-isopropylmalate synthase (leuA); ubiguinol cytochrome c¢ oxidoreductase CI
subunit (petC); ABC transporter sugar permease (malF); sirohaem synthase (cysG);
DNA  polymerase |l holoenzyme chi subunit (holC); NADH- ubiquinone

W
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oxidoreductase NQOI12 subunit (nuoL); and glutamate symport protein (gltT). El flujo
de trabajo de esta técnica se puede consultar en la base de datos de MLST de Xylella

fastidiosa (http//pubmist org/xfastidiosa).

Cuadro 11. Secuencias de iniciadores empleados en el MLST

Tipo ":;_’:":;’d“' Secuencia (5° ~3°) Tamafio (pb)

Sentido leuA-for CCTGCACGCCA AATCGAATG

Antisentido leud-rev CTATCGTTGTGGCGT ACACTG o
Sentido petC-for GCTOCCATTCG TTGAAGTACCT

Antisentido petC-rev CCACGTCCTCCCAAT AAGCCT e
Sentido malF-for TTCCTGOTCCT GCGCTGTTG 5

Antisentido malF-rey CACAGCAGAAGCAC CTCCCAGAT- -
Sentido cysG-for GCCCGAAGCAGT GCTGGAAG

Antisentido cysC-rev GCCATTTTCCATCAG TGCAAAAG o
Sentido holC-for ATGGCACGCGC CGACTTCT-

Antisentido holC-rev ATGTCCTGTITGTTC ATGTGCAGG- =2
Sentido nuol-for TAGCGACTTALC GGTTACTGGGC- _

Antisentido nuol-rey ACCACCCATCCACA ACGCAT -
Sentido gltT-for TCATGATCCAAA TCACTCGCTT-

Antisentido gltT-rev ACTGCACCCTGCCTC GTAMACC-3 o

3.5.1 Preparacién de la muestra

1) Descontaminar el area de trabajo, superficies y cabinas de PCR con removedores
de ARNasa, DNAasa y DNA. En caso de no contar con alguno de los productos
mencionados, la limpieza puede realizarse con una solucion de hipoclorito de
sodio al 1%, después de 15 min limpiar con papel humedecido con agua destilada

k‘y y finalmente con etanol al 70 % para secar rapidamente las superficies.
Adicionalmente, las cabinas deberan descontaminarse con luz UV durante 10
min.

A 2) Diluir el DNA para obtener concentraciones de 20 a 30 ng/uL

gl N
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3) Descongelar sobre hielo los reactivos y preparar la mezcla de reacciéon con las
cantidades indicadas en el Cuadro 12.

Nota: Utilizar guantes y cubrebocas nuevos.

Cuadro 12 Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR punto final del MLST

Reactivos Co:::::’;:racibn Conﬁc:::tramén Volurmen (uL) X

Buffer de PCR 10X X 25
MgClz 50 mM 15 mM Q75
dNTP 10 i 076 mM 0.4
Primer Sentido 10 M 0.4 uM 10
Primer Antisentido 10 uM 0.4 M 1.0
Tag DNA Pol 5 U/uL 0.06 UfuL 03
DNA 20-30 ng/ulL 4-10 ng/ulL 50
Agua grado biologia ) 14,05
molecular

Volumen final 25

4) Programar el termociclador de acuerdo en lo indicado en el Cuadro 13.

Nota: Las condiciones de amplificacion son las mismas para todos los pares
de iniciadores del MLST.

Cuadro 13. Programa de termociclaje para los iniciadores del MLST

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacién inicial 95 °C 3Imin 1
Desnaturalizacion a5 °C 30s
Hibridacién 65 °C 30s 35
Extension 72°C 60s
Extensién final 72°C 10 min ]

5) Los productos de PCR (10 uL) mezclados con 3 WL de buffer de corrida (naranja G

6X) previamente tefido con GelRed™ deben correrse por electroforesis durante

v 60 min a 95 V en un gel de agarosa al 1.5 % en buffer TAE 1X. Incluir en ambos

5(/ \R extremos del gel un marcador de peso molecular que permita estimar el tamafno
del amplicon.

)
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Figura 5. Amplificacién de los productos de PCR con los iniciadores JeuA-for y
leuA-rev.1) v 2) T t e react 3)v4) t t le matriz
E 7) < nuestra, 8) v 9) tra. Marcadar Mol (MM
Amplicén esperado de 708 pb
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Figura 6. Amplificacién de los productos de PCR con los iniciadores petC-for y
petC -rev. 1) 21 Nt | tivos, 3) v &) t eqgy ) e matriz
7). 8) 9] 10) Muest - - lar (MM) 1 Kb Amplicén
esperado de 533 pb
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Figura 7. Amplificacién de los produuos de PCR con los iniciadores malF- Fc,r y
malF-rev l; 2) ¢ I ega je react 5] 4) Cant ] | atri:
5) v 6) Cor 51t ie X ] 1 3

3 7),8),9) v10) Muestras. M 1l lolecu MM
Amplicén esperado de 730 pb
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Figura 8. Amplificacién de Io&. productos de PCR con los iniciadores (.ysG for y

cysG-rev.1) v 2) it E) v _ﬁ, 4)

5: 6) IAG - X fastic bsp. fastidiosa A ;
B79 7) v B) Muestra. Marc M MM b Amplicén esperado

de 600 pb

pb MM ] 2 3 4 5 6 7 B MM
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Figura 9. Amplificacién de los productos de PCR con los II"\ICIadO'PS holC-for y

*r{)a‘C rev.1) v 2) Control neg t 3) v 4) Cont ega i tri; |
5879 7) v 8) lestra. M : 101¢ MM Amplicén esperado _;"
de 379 pb
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557 pb

Figura 10. Amplificacién de los productos de PCR con los iniciadores nuo/L-for y

nuol-rev.1) ?] ant egat i t 3) v4)C ‘ }

5) v 6) - NA g ) de X fastidios p. fastidiosa ATCC®
872, 7) v 8) Muestra. Marcad 10l ar (MM Amplicén esperado

de 557 pb

Figura 11 Amphﬂcac Or1 de los productos de PCR con los |P|cladores gitT-fory gitT-
rev]) Jativo de reactive 3; 4] tro ) de matriz. 5) v 6)

7] 8} 9) v 10) Mus tarcador Mol MM) 100 pb. Amplicén
esperado de 657 pb




fastidiosa (http//pubmist org/xfastidiosa), con ello se determina con cual alelo
tiene identidad. La combinacién del numero de alelos por cada gen determina
la Secuencia tipo (ST) y de igual forma determina la subespecie a la que

yd

pertenece.

Cuadro 14. Relacién entre Secuencias Tipo y subéespecies de Xylella fastidiosa (OEPP/EPPO, 2019)

ST leuA  petC  malf  cysG holC nuol ghtT subsp Referencia
] ] 1 1 1 1 1 1 fasticliosa Yuan et al, (2010)
2 1 1 &% 1 1 1 1 fastidiosa Yuan et al, (2010)
3 1 1 1 20 1 1 1 fastidiosa Yuan et al, {2010)
4 1 ] ] 4 1 1 ] fasticliosa Yuan et al (2010)
5 2 2 2 2 2 2 2 sandyi Yuan et al, (2010)
5] 3 3 3 3 3 3z 3 multiplex Yuanet al, (2010)
7 3 2 k4 7 3 3 3 multiplex Yuan et al, (2010)
Fruftiblax Nunney et al,
8 3 3 5 5 4 3 7 B (2013)
9 3 3 & 4 multiplex Yuan et al, (2010)
10 4 3 % 3 multiplex Yuan et al, (2010)
i Nunney et al,
n 7 7 7 g 10 8 8 P (2013)
Nunney et al ,
12 7 7 13 8 LD (2013)
13 7 10 8 pauca Yuan et al, (2010)
14 8 8 8 1 12 g paucag Yuan et al, (2010)
. y Nunney et al.,
15 g 3 3z 3z % 3 5 multiplex (2013)
diticd Nunney et al,
16 7 6 8 10 n 8 8 P (2013)
L Nunney et al,
7 1 1 10 12 18 10 1 fostisican (2013)
Nunney et al,
18 g 1 9 13 14 5 10 fastidiosa (2013)
e Nunney et al,
19 10 1 10 14 15 n 1 fastidiosa (2013)
L Nunney et al,
20 1 1 10 2 17 n 1 fastidioso (2013)
\ Nunney et al,
2 10 1 10 14 15 n 12 Rastidlicen (2013)
Nunney et al,,
22 3 3 5 12 4 3 3 multiplex (2013)
; Nunney et al,
2% 3 3 5 3 6 3 3 rmsitiplex (2013)
) Nunney et al,
2 3 3 5 3 4 3 7 multiplex (2013)
Nunney et al,,
25 K 3 17 3 3 3 multiplex (2013)
26 5 3 3 6 3 multiplex Yuan et al. (2010)
i Nunney et al,
27 6 3 5 6 7 3 7 Il (2013)
. Nunney et al,,
28 6 3 5 18 7 4 7 maHipiey (2013)
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

4

42

43

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

58
59
60

61

18

19

21

24

25

12

&

12

3

&

21

14

15

morus
maorus
maorus

multiplex

fastidiosa/s
andyi

multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
mulitiplex
fastidiosa
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
fastidiosa

pauca

fastidiosa/s
andyi

fostidiosa

fastidiosa/s
andwyi

fastidiosa
multiplex
fastidiosa

fastidiosa

fastidiosa/s
andyi

Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,,
(2013)
Nunney et al,
{2013)

Yuan et al (2010)

Nunneyet al.,
(2013)
Nurnney et al,
{2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,,
{2013)
Nunney et al,
[2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013}
Nunneyet al,
(2013)
Nunneyet al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,,
(2013)
Nunney et al,,
(2013)
Nunney et al,
(2013)
Nunney et al,,
(2013)
Munney et al,
(2013}
L Nunney (pers.
cornm.)

L Nunney (pers.

comm,)
Nunney et al,
(2013)
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X

r

69

70

72

73

T4

75

76

78

79

80

81

82
83
84
85
86

87

4 3 6 18
5 & 3 3
7 7 7 9
7 6 7 g
7 8 g8 10
5 3 8 3
14 8 8 n
7 6 7 g
14 7 8 1
5 g 8 n
12 12 15 26
7 6 8 27
7 6 8 28
g ] 10 29
12 13 15 26
I 1 & 30
= 6 7 9
3 3 3 26
7 6 17 3]
3 3 3 32
3 3 5 12
6 3 5 33
7 6 7 34
7 6 8 10
5 6 ] 10
5 3 5 3

(¥ ]

10

24

26

23

2]

morus
multiplex
pauca
pauca
pauca
multiplex
pauca
pauca
pauca
pauca
sandyi
paucg
pauca
fastidiosa
sandyi
fastidiosa
Pauca
multiplex
pauca

multiplex

multiplex

multiplex
paucg
pauca

pauca

multiplex

Nunney et al,
(2013)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Coletta-Filho et al,
(2017)
Loconsole et al,
(2016)
Loconsole et al,,
(2016)
Jacqgues et al,
(20186}
Jacqueset al,
(2016)
Loconsole et al,
(2018)
Bergsma-Vlami et
al, (2017)
Tolocka et al,
(2017)
Denanc_eet al,
(z017)
B. Landa (pers.
comm.)
B Landa (pers.
comm,)

Ferguson (2016)
Ferguson (2016)
Safady et al, (2019)
Safady et al, (2019}

Safady et al, (2019)
Marchi et al,

(2019), Saponari et al,

(2019)

En caso de que se quiera esquematizar las ST en un &rbol fllogenético, se deben
descargar las secuencias de los siete genes de las 87 ST de referencia en la pagina

(http//pubmist.ora/xfastidiosa).

Posteriormente se deben concatenar los siete genes del aislamiento de interés y se
debe realizar el alineamiento multiple (Clustal W, Clustal O, Clustal X, MUSCLE,
MAFFT, T-Coffee, etc) de los siete genes concatenados, incluyendo las ST de

referencia.

Version 2.0
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La inferencia filogenética puede realizarse en el programa MECGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis), en donde se debe seleccionar el método (Maximun
Likelihood, Neighbor-Joining, Minimum Evolution, UPGMA, Maximun Parsimony, etc.)
y el modelo de sustitucion nucleotidica (Jukes-Cantor JC, Kimura 2 parametros KP2,
Felsentein F81, Hasegawa-Kishino-Yano HKY85, Tamura-Nei 1993 TN93, etc.). Tambien
se puede realizar inferencia Bayesiana (MrBayes).

La visualizacion y edicion del arbol reconstruido puede realizarse en Figtree 6 iTOL
(Interactive Tree of Live) (Figura12).
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3.6 Deteccion de subespecies de Xylella fastidiosa por qPCR

Hasta 2020 se tienen reportados varios pares de iniciadores que permiten la
deteccion de las diferentes subespecies de X fastidiosa (Dupas et al, 2019).

Cuadro15. Secuencias de iniciadores empleados para detectar subespecies de Xylella fastidiosa por gPCR

Nombre

e Tamafio

Tipo del Secuencia (5-37) (pb) subespecie
iniciador
Sentido XEE-F TTACATCGTTTTCGCGCACG
Antisentido XFF-R TCCGTTGATCGCAATACCCA 100 fastidiosa
Sonda XFE-P HEX-CCCCACTCGGCGCCGTTCCA-BHQI TagMan
Sentido XFESL-F TAGTATGCGTGCGAGCGAC
N KFFSL- . ) .
Antisentido l; B CGCAATGCACACCTAAGCAA 75 fastidiosa
XFFSL- HEX-CGCGTACCCACTCACCCCGE-
.
Sonda 5 BHOT agMan
Sentido XEM-F ACGATGTTTGAGCCGTTTGE
Antisentido XFM-R TOTCACCCACTACGAAACGG 88 multiplex
ROX-
M-P .
SonaN AF ACGCAGCCCACCACGATTTAGCCG- BHQ2 Taapaa
Sentido XFMO-F TAACGCTATCGGCAGGTAGE
Antisentido XFMO-R GCATCAGCTTCACGTCTCCT 123 morus
Sonda XFMO-P Cy= TagMan
GGTTCCGCACCTCACATATCCGCCE - BHO2 4
Sentido XFP-F TGCGTTTTCCTAGGTGGCAT
Antisentido XEP-Rids GTTGGAACCTTGAATGCGCA 154 pauca
CY5- CCAAAGGGCGCCCACCTCGE-

Sonda XFP-P B TagMan

BHQ2

3.6.1 Preparacion de la muestra

1) Descontaminar el area de trabajo, superficies y cabinas de PCR con removedores
de ARNasa, DNAasa y DNA. En caso de no contar con alguno de los productos
mencionados, la limpieza puede realizarse con una solucién de hipoclorito de
sodio al 1%, después de 15 min limpiar con papel humedecido con agua destilada
y finalmente con etanol al 70 % para secar rapidamente las superficies.
Adicionalmente, las cabinas deberan descontaminarse con luz UV durante 10

min.

2) Diluir el DNA para obtener concentraciones de 20 a 30 ng/ul

.
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3) Descongelar sobre hielo los reactivos y preparar la mezcla de reaccién con las
cantidades indicadas en el Cuadro 16. Utilizar guantes y cubrebocas nuevos.

Nota: Se puede emplear por separado cada par de iniciadores (con su
respectiva sonda), o en mezcla de hasta cuatro pares (multiplex). Es
importante indicar que no se deben utilizar los iniciadores y sonda de X
fastidiosa subsp. fastidiosa (XFF-F/XFF-R/XFF-P) y X fastidiosa subsp.
fastidiosa sensu largo (XFFSL-F/XFFSL-R/XFFSL-P) en la misma mezcla de
reaccion ya que estan marcados con HEX. De igual forma no utilizar los
iniciadores y sonda de X fastidiosa subsp. morus (XFMO-F/XFMO-R/XFMO-
P) y X fastidiosa subsp. pauca (XFP-F/XFP-R/XFP-P) en la misma mezcla de
reaccion ya que estan marcados con CY5.

Cuadro 16. Preparacion de la rmezcla de reaccion para detectar subespecies de X fastidiosa por gPCR

Concentracién

Reactivos Concentracién inicial final Volumen (uL)
Buffer PCR 10X X 22
MgCh 50 mM 172 mMm 076
dNTP 10 mM 0.27 mM 06
Iniciador sentido 10 UM 027 uM 06
Iniciador antisentido 10 pm 027 uM 06
Sonda 10 uM 02 uM 044
Taq DNA Pol 5U/uL 0.09 U/uL 0.4
DNA 20-30 ng/ulL 364 -9 ng/uL 40
Agua grado biologia - - 12.4
molecular

Volumen final 22

Nota: usar tubos o placas opticas para gPCR de acuerdo al tipo/marca de
termociclador utilizado.

@ﬁ"
yd

|
.

4) Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 17.

P Cuadro 17. Programa de termociclaje para detectar subespecies de Xylella fastidiosa por qPCR
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 °C 3min 1

Version 2.0



-ﬂ.’:—e

L9

Desnaturalizacién 95 °C 155
40
Hibridacién 60 °C 30s
4. REGISTROS

Conservar los registros y evidencia del proceso de diagndstico de X, fastidiosa con
forme al Sistema de gestion de Calidad de la institucion.

¢ Mantener el material vegetal que no fue utilizado en el diagnéstico con los datos de
identificacion, en refrigeracion a 4 °C (+ 2 °C) hasta finalizar el proceso de diagnostico.

* Mantener los insectos en su empague original con alcohol etilico al 70 % y con los
datos de identificacion, a temperaturas de entre 21y 23 °C, hasta finalizar el proceso
de diagnostico.

En caso de obtener un resultado negativo:
¢ Inactivar y desechar el material vegetal.
* [nactivar y desechar el DNA total extraido.
¢ Inactivar y desechar los insectos.

Nota: esterilizar en autoclave durante 20 min a 121 °C y 15 Ib/in? de presion
manometrica.

En caso de obtener un resultado positivo:

¢ Resguardar el material vegetal en un ultracongelador a -80 °C (+ 2 °C) al menos por
un ano.

* Resguardar los insectos a temperaturas de entre 21y 23 °C al menos por un ano.

¢ Mantener el DNA obtenido en congelacion a -20 °C (+ 2 °C) o en un utracongelador
a-80°C (£ 2 °C) al menos por un afo. :

e Mantener los registros de los resultados de las pruebas moleculares (incluyendo
fotografias de los geles, curvas de gPCR y secuencias, cuando aplique).

N

27 Version 2.0




5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL
Correo: |lab.bacteriologia@senasica.gob.mx

Teléfono: 5305 1000, ext. 51314 y 51333,

6. RECONOCIMIENTO

Al Ing. Francisco Javier Lopez Rosas por el ajuste y edicion del documento. Al Consejo
Nacional Consultivo Fitosanitario (CONACOFI) por la coordinacién de la consulta
técnica. A la Dra. Reyna |. Rojas Martinez, Instituto de Fitosanidad (Colegio de
Postgraduados) y a la Dra. Rufina Hernandez Martinez, Centro de Investigacion
Cientifica y Educacion Superior de Ensenada, B. C. (CICESE) por su revision técnica.
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8. ANEXO

8.1 Sintomas

a
Figura 13. Sintomas de Xylella fastidiosa. a) Quemadura de las hojas desprendimiento de hojas iracion
Irregular de la rama/tallo b} Quemadura marginal de hoja en o C] Momificacion de frutos en vic

8.2 Consideraciones para el envio de muestra

En campo se deben seleccionar, tomar y enviar hojas (20 hojas) y tallos (1a 2 tallos de
20 cm de longitud) con sintomas de la enfermedad (Figura 13 a y ¢), colocarlos
cuidadosamente en toallas de papel secante e introducirlos en bolsas de plastico con
cierre hermeético. Identificar correctamente las muestras y enviarlas en hielera con
geles refrigerantes a fin de evitar la oxidacién de las mismas. El envio debe realizarse
el mismo dia de la colecta, de no ser posible, las muestras deben resguardarse a 4 °C
(£ 2°C) y enviarse al dia siguiente

8.3 Extraccion de DNA total con CTAB 2 %

1
‘l H 1) Colocar la muestra en mortero estéril Yy macerar con nitrogeno liguido hasta
= obtener consistencia de polvo. En caso de no contar con nitrégeno liquide, la
/ muestra puede ser congelada a -80 °C y posteriormente macerarse

La lisis del tejido también puede hacerse con matrices que contengan perlas de
ceramica (Lysing Matrix M, MP Biomedicals).

2) Depositar el polvo (producto del mace; ado) en un tubo estérilde 2 mLy agregar
1.5 mL de buffer bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en
inglés de Cety! Trimethyl Ammonium Bromide) al 2% (Anexo 8.4, Buffer CTAB 2

) previamente calentado a 80 °C y 100 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al

10%

3) Incubar los tubos con las muestras en bafo Maria a 80 °C por 15 min \\ fl
|
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4) Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente de 3a 5 min y centrifugar 15 min
al3000xg.

5) Transferir 1000 pL del sobrenadante a otro tubo estéril de 2 mL y agregar 500 pL
de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol iscamilico (2524:1). Mezclar por
inversion (este paso puede realizarse dos veces),

6) Centrifugar a 13 000 x g durante 15 min y transferir de 500 a 700 pL del
sobrenadante a un tubo estéril de 1.5 mL.

7) Agregar %2 volumen de una mezcla de etanol: metanol: acido acético glacial
(9:31), mezclar por inversion (si es posible, dejar toda la noche a 4°C o bien 60 min
a -20 °C) y centrifugar a 13 000 xg por 10 min.

8) Decantar el sobrenadante, procurando no tirar la pastilla y lavarla con 500 uL de
una mezcla de etanol: agua: metanol: acetato de sodio 3M (30:9:5:1) (Seccién 8.4
Acetato de sodio 3 M). Centrifugar a 13 000 x g por 5 minutos.

9) Decantar el sobrenadante, sin perder la pastilla y lavaria con 500 uL de etanol al
70 %. Centrifugar a 13 000 x g por 5 min.

10) Dejar secar la pastilla y resuspender en 50 o 100 ML de agua grado bioclogia
molecular.

iy
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8.4 Soluciones

Buffer CTAB2 %

Reactivo Cantidad
CTAB 20049
Cloruro de sodio (NaCl) 8204g
Tris base 242 g
EDTA 146 g
Agua destilada 1000 mL

Mezclar los reactivos y agregar lentamente 750 mL de agua. Si permanecen
grumos, calentar en microondas o en parrilla hasta ebulliciéon Y seguir agitando.
Aforar a 1000 mL y esterilizar en autoclave durante 20 min a 121 °C.

t sodi
Reactivo Cantidad
Acetato de sodio 18055 g
Acido acético glacial 457 mL
Agua destilada 1000 mL

Disolver el acetato de sodio en 500 mL de agua y agregar lentamente el acido
acetico glacial. Ajustar el pH a 5.2 y aforar a 1000 mL.

Buffer naranja G 6X
Reactivo Cantidad
Naranja G 60 mg
Glicerol 18 mL
Agua 40 mL

Aforar la mezcla a 50 mL y almacenar a 4 °C.
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