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Aviso

El presente Protocolo de Diagndstico Fitosanitario fue desarrollado en las instalaciones del Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), de la Direccién General de Sanidad Vegetal (DGSV)
del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), con el
objetivo de diagnosticar especificamente la presencia o ausencia de las diferentes subespecies de
Xylella fastidiosa. La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que respalda los resultados
obtenidos 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.

La presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial de
cambios.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO

Describir la metodologia aplicada en el Laboratorio de Bacteriologia del Centro Nacional de
Referencia para la deteccion e identificacion de las diferentes subespecies de Xylella fastidiosa
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), técnicas moleculares con la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) y PCR cuantitativa
(gPCR por sus siglas en inglés de quantitative Polymerase Chain Reaction), bajo las condiciones
de uso de reactivos que aqui se detallan.

Este método es apropiado para tejido vegetal (hojas, brotes, peciolos y ramas) de diferentes cultivos
hospedantes de X. fastidiosa que presenten signos y sintomas caracteristicos como quemadura o
escaldadura en hojas, marchitez y momificacion de frutos. Es importante no descartar material
asintomatico.

Este método también debera ser aplicado en posibles insectos portadores/vectores de X. fastidiosa.

Es responsabilidad del usuario asegurarse de que trabaja con material vegetal adecuado para la
correcta identificacion de X. fastidiosa.

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 América, y afios mas tarde, el sindrome fue
nombrado “Enfermedad de Pierce”. Actualmente esta bacteria esta ampliamente distribuida en
el continente Americano y en la region mediterranea (Italia, Francia y Espafia).

X. fastidiosa es una bacteria Gram negativa, aerobia, con forma de baston, generalmente mide
de 0.1 — 0.5 um por 1 - 5 um. No presenta flagelos y no forma esporas. Se reproduce
asexualmente por fisién binaria y su crecimiento es lento en diferentes medios de cultivo
artificiales, en los cuales se desarrolla después de 15 a 28 dias a 28 °C con un pH 6ptimo de 6.5
a 6.9 (CABI, 2019).

X. fastidiosa esta presente en muchas plantas cultivadas en América, como aguacate, alfalfa,
almendro, arandano, café, citricos, ciruelo, maple, melocotén, mora, nogal pecanero, olivo,
olmo, roble y vid (Harris, 2015). Se estima que existen mas de 563 especies de plantas
hospedantes (EFSA, 2018). Esta bacteria presenta amplia diversidad genomica, lo cual le
confiere especificidad en el rango de hospedantes (Nunney, 2014).
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X. fastidiosa es habitante exclusivo del xilema de las plantas y su colonizacion ocasiona la
obstruccion de los haces vasculares. Los sintomas caracteristicos en plantas es el secado
marginal de las hojas o escaldadura (Anexo 8.1, Figura 7ay b).

La bacteria se dispersa principalmente por material propagativo infectado a otras regiones y
paises, y por insectos vectores de las familias Cercopidae y Cicadellidae que se alimentan
principalmente de los fluidos del xilema. Los insectos adquieren a la bacteria al alimentarse de
plantas infectadas, esta se aloja en el cibario y posteriormente la transmiten a plantas sanas
durante su alimentacion (Lee et al., 1991; He et al., 2000).

La descripcion de la bacteria fue realizada en 1987 por Wells y colaboradores. Los diferentes
estudios 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).

2.2 Informacion taxondmica

Nombre: 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)

Nombre comun: Enfermedad de Pierce, Clorosis variegada de los citricos,
Quemadura de la hoja

Posicion taxondmica:

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xylella
Especie: 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 o
asintomaticos, asi como en insectos (posibles vectores). Debido a la importancia del patogeno, el
analisis debe realizarse utilizando por lo menos dos técnicas alternas; mediante la técnica de
ELISA, PCR punto final con al menos dos pares de primers y PCR tiempo real.

El material vegetal recibido en el laboratorio debe ser inspeccionado para admitir 0 no su recepcion
y comenzar con el proceso de diagndstico. El tejido debe estar en buen estado, es decir, fresco y
sin fenolizacion u oxidacion excesiva, tampoco debe tener presencia de organismos saprofitos.

Observar si el material vegetal presenta sintomas caracteristicos. El tejido vegetal 6ptimo para
realizar la deteccion de la bacteria, son las zonas en donde se confina y concentra, las cuales
comprenden los tejidos del xilema, por lo que, la muestra debe incluir hojas con sintomas o
asintomaticas, peciolos, brotes y ramas.

3.1 Aislamiento bacteriano

Debido a que X. fastidiosa es de crecimiento lento (de 12 a 30 dias), el aislamiento de ésta es
con fines de investigacion y no se considera una técnica de diagnoéstico, sin embargo, se incluye
la metodologia para fines del interesado.

Un factor importante en el éxito del aislamiento, es la seleccion del tejido a partir del cual se
pretende extraer a la bacteria. Este debe contener alta poblacion bacteriana ya que tienden a
acumularse en partes especificas de la planta como son los tejidos vasculares y peciolos de las
hojas, por lo que éstas se consideran muestras aptas para realizar los aislamientos.

El siguiente método fue proporcionado por el Dr. D. Wenbin Li (USDA, APHIS, PPQ, CPHST,
Laboratorio Nacional de germoplasma y Cuarentena de Plantas Bldg 580, BARC- East,
Beltsville, MD 20705) y adecuado/estandarizado por el Laboratorio de Bacteriologia del CNRF.

1) En condiciones de asepsia, cortar el tejido vegetal (peciolos) con tijeras o bisturi estériles y
colocarlo en un vaso de precipitado estéril. Etiquetar con los datos de identificacion de la
muestra.

2) Agregar alcohol (etanol) al 70% hasta cubrir el tejido y dejar reposar por 2 min.

3) Decantar el alcohol y transferir el tejido a otro vaso de precipitado estéril. Agregar
hipoclorito de sodio al 2 % y dejar reposar por 2 min.

4) Decantar el hipoclorito de sodio y enjuagar el tejido con agua destilada estéril tres veces.
Reposar por 3 min el Gltimo enjuague.

5) Repetir los pasos 3 (agregar hipoclorito de sodio al 2 %) y 4 dos veces.

6) Decantar el Gltimo enjuague y cortar el tejido en trozos mas pequefios sobre una caja Petri
esteril.
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7) Colocar el tejido en medio de cultivo liquido PW, PD2 o0 CS20 (20 mL) (Anexo 8.3). Dejar
reposar de tres a cuatro horas a temperatura ambiente. Agitar periodicamente.

8) Tomar 1 mL del medio PW, PD2 o0 CS20 inoculado y agregarlo en 10 mL de medio liquido
PW, PD2 o CS20 nuevo.

9) Sembrar 50 uL de este dltimo medio liquido (PW, PD2 o0 CS20) en medio solido PW, PD2
0 CS20 (Anexo 8.3), colocar el medio liquido a manera de gota en un extremo de la caja 'y
posteriormente inclinarla para que las gotas resbalen a lo largo de la misma. Incubar las
cajas a 28 °C.

Nota: tomar en cuenta que el crecimiento de la bacteria en los diferentes medios de
cultivo es lento, aproximadamente entre 12 y 30 dias en ambiente aerobio. También
presenta diferencias en el tamafio de las colonias.

3.1.1 Interpretacion de resultados del aislamiento

Los aislamientos bacterianos pueden presentar dos tipos de colonias:
e Blancas convexas y pulvinadas u opacas, lisas y con bordes enteros.
e Opacas rugosas, convexas y con bordes ondulados.

La superficie de la porcion convexa de las colonias es lisa mientras que las porciones menos
elevadas son rugosas. Ambos tipos de colonias miden 0.6 mm de didmetro después de 10 dias
de incubacion y més de 1.5 mm de didmetro después de 30 dias (Figura 1).

'5\:4 Vo, Moo TSN NMNEN, . 0y . \
: ,-"b s § g '. " .. » .1 .0 ..’. s '?..' . 3
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Figura 1. Colonias de X. fastidiosa en medio BYCE

Los analisis bioquimicos y fisioldgicos realizados por (Wells et al., 1987) revelaron que este
tipo de bacterias son Gram negativas, oxidasa negativa, catalasa positiva, estrictamente
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aerobias, no fermentativas, no haléfilas, no pigmentadas y no mdviles (carecen de flagelos).
La temperatura Optima de su crecimiento oscila entre 26 y 28° C con pH Optimo entre 6.5 y
6.9.

Nota: se recomienda preservar los cultivos puros de las bacterias mediante liofilizacion
0 almacenamiento a -70°C con glicerol al 30% o dimetilsulfoxido.

3.2 ELISA

Para la deteccion de X. fastidiosa se utiliza la técnica seroldgica ELISA que estd basada en la
relacion inmunoldgica, entre anticuerpos que reconocen y se unen a un antigeno especifico. Es
una técnica confiable y rapida para la deteccion de bacterias fitopatdgenas. Se considera como
prueba complementaria.

Se pueden emplear los siguientes kits comerciales para la deteccion de X. fastidiosa:
e Reagent Set for Xylella fastidiosa (Xf) (Nim. de catalogo. SRA 34503/1000, Agdia®).
o Xylella fastidiosa LOEWE®FAST kit (Nam. de catalogo LF07119/50).

Nota: seguir las instrucciones del fabricante.
Utilizar el control positivo y el control negativo que incluye el kit. Cuando aplique.

3.2.1 Interpretacion de resultados de ELISA

Para evaluar los resultados, se deberd medir cada uno de los pozos de la placa con un
espectrofotometro a través de un lector de placas de ELISA.

Nota: eliminar las burbujas, si estan presentes, antes de realizar la lectura.
Realizar las lecturas cada 15 min, después de adicionar el sustrato
Los resultados seran validos solo bajo los siguientes criterios:
e La densidad optica (DO) del control negativo deberé ser menor a 0.03.
e La DO de las muestras positivas y del control positivo deberan ser mayores a 0.10.

La reaccion se considerard como positiva si la lectura de DO es mayor o igual a tres veces la
media del control negativo. Si el control negativo presenta en promedio valores de DO
menores de 0.03, solo se consideraran positivas aquellas muestras con DO mayores a 0.10.

Cuando solo uno de los pozos es positivo y/o si la diferencia con su repeticién es mayor o igual
al 50 % de su valor, la muestra debera procesarse nuevamente para determinar la presencia de
la bacteria.
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3.3. Identificacién molecular
3.3.1. Extraccién de DNA total con el método de CTAB 2%

La extraccion de acido desoxirribonucleico (DNA) total debe realizarse a partir de nervaduras
centrales de las hojas, peciolos, punto de union del peciolo con la rama o material vegetal que
presente sintomas caracteristicos (Anexo 8.1). 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 de insecto (en el cibario
se concentra la bacteria) y remover los ojos para evitar inhibicién en la reaccion de PCR.

En ambos casos, se sugiere emplear la metodologia propuesta en los protocolos de diagndstico
de IPPC y EPPO (IPPC, 2018 y EPPO, 2018), la cual se describe a continuacion:

1) Colocar la muestra en mortero estéril y macerar con nitrégeno liquido hasta obtener
consistencia de polvo. En caso de no contar con nitrégeno liquido, la muestra puede ser
congelada a -80 °C y posteriormente macerarse.

2) Depositar el polvo en un tubo estéril de 2 mL y agregar 1.5 mL de buffer bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés de Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide) al 2% (Anexo 8.4, Buffer CTAB 2 %) previamente calentado a 80 °C y 100 pL
de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%.

3) Incubar los tubos con las muestras en bafio Maria a 80 °C por 15 min.

4) Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente de 3 a 5 min y centrifugar 15 min a 13 000
X g.
5) Transferir 1000 uL del sobrenadante a otro tubo estéril de 2 mL y agregar 500 uL de una

mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). 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: &cido acético glacial (9:3:1), 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) (Seccion 8.4.2 Acetato de sodio
3 M). Centrifugar a 13 000 x g por 5 minutos.

9) Decantar el sobrenadante, sin perder la pastilla y lavarla con 500 pL de etanol al 70 %.
Centrifugar a 13 000 x g por 5 min.
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10) Dejar secar la pastilla y resuspender en 50 0 100 pL de agua grado biologia molecular.

Nota: la extraccion de DNA total, también puede realizarse con el kit comercial
PlantDNAzol™ Reagent (NUm. de catdlogo 10978021, Invitrogen®) o DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se puede emplear algun otro protocolo de extraccion de DNA total, siempre y cuando
el DNA extraido cumpla con los pardmetros de calidad e integridad.

3.3.2 Cuantificacion del DNA total por espectrofotometria

1) Cuantificar de 1 a 2 uL de DNA total extraido mediante espectrofotometria para conocer
su concentracion en ng/uL. Utilizar un espectrofotometro NanoDrop 2000c de Thermo
Scientific™ (seguir las instrucciones del manual del fabricante para su uso) u otro equipo
con la misma funcionalidad.

2) Realizar las diluciones correspondientes del DNA para trabajar con concentraciones de 20
a 30 ng/pL.

3) La pureza del DNA total extraido, debera presentar valores de absorbancia (A) entre 1.7 y
2.0 para la relacion Azeo/Azso. Una relacion menor indica impurezas proteicas o fenolicas.

Nota: en el caso de las muestras que no cumplan con el rango 6ptimo de pureza, se
recomienda realizar una nueva extraccion de DNA o comprobar mediante
amplificacion de algin gen enddgeno que el DNA es amplificable.

3.3.3 Verificacion 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 uL. de DNA mezclado con 3 pL de buffer naranja G 6X previamente
tefiido con el colorante GelRed™ (Seccidn 8.4, buffer naranja G 6X).

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

4) Deberan observarse bandas bien definidas, 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.

3.3.4 PCR punto final

La PCR es un método de deteccion altamente sensible, por lo que se han desarrollado diversos
primers universales que amplifican DNA de las variantes de X. fastidiosa (IPPC, 2018; Lee
etal., 1991 y EPPO, 2019). Para la deteccion de X. fastidiosa, se sugiere emplear tres pares de
primers: FXYgyr499 y RXYgyr907 (Rodrigues et al., 2003), RST31 y RST33 (Minsavage
etal., 1994) y HL5 y HL6 (Francis et al., 2006) (Cuadro 1).
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Nota: los primers FXYgyr499 y RXYgyr907 detectan el gen gyrB de la DNA gyrasa
B, el cual es necesario para la duplicacion de la bacteria y cualquier aislamiento de
Xylella lo emplea para su reproduccién (comunicacion personal Dr. Jorge L. Mazza
Rodrigues, University of California — Davis).

Cuadro 1. Secuencias de primers empleados para la PCR punto final

Tipo Nog:ibr;grdel Secuencia (5" - 3") Tamafio (pb)
Sentido FXYgyr499 CAGTTAGGGGTGTCAGCG
Antisentido RXYgyro07 CTCAATGTAATTACCCAAGGT 129
Sentido RST31 GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC
Antisentido RST33 CACCATTCGTATCCCGGTG 3
Sentido HLS AAGGCAATAAACGCGCACTA
Antisentido HL6 GGTTTTGCTGACTGGCAACA 2

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

Nota: las concentraciones y volimenes de la mezcla de reaccion deberén aplicarse para
los tres pares de primers.

Cuadro 2. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR punto final

Reactivos Concent_racién Conce_ntracién Volumen (uL)
Inicial final 1X
Buffer de PCR 10X 1X 2.5
MgCl: 50 mM 1.5 mM 0.75
dNTP 10 mM 0.2mM 0.4
Primer FXYgyr499, RST31 o HL5 10 yM 0.4 uM 1.0
Primer RXYgyr907, RST33 0 HL6 10 uM 0.4 uM 1.0
Taq DNA Pol 5 U/uL 0.06 U/uL 0.3
DNA 20 - 50 ng/puL 4 - 10 ng/pL 5.0
Agua grado biologia molecular - - 14.05
Volumen final 25

2) Programar el termociclador de acuerdo con el par de primers empleado en la mezcla de
reaccion, Cuadros 3,4y 5.

Cuadro 3. Programa del termociclador para los primers FXYgyr499 y RXYgyr907

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min 1
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Desnaturalizacion 95 °C 30s
Alineamiento 60 °C 30s 35
Extension 72 °C 45s
Extension final 72 °C 7 min 1

Cuadro 4. Programa del termociclador para los primers RST31y RST33

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 1 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Alineamiento 55°C 30s 40
Extension 72 °C 45s
Extension final 72 °C 7 min 1

Cuadro 5. Programa del termociclador para los primers HL5 y HL6

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Alineamiento 60 °C 30s 35
Extension 72 °C 45s
Extension final 72°C 5 min 1

3) Los productos de PCR (10 puL) mezclados con 3 pL de buffer de corrida (naranja G 6X)
previamente tefiido con GelRed™ deben correrse por electroforesis durante 60 min a 95
V en un gel de agarosa ultra pura al 1.5 % en buffer TAE 1X, preferentemente.

Nota: el buffer de corrida debe ser tefiido previamente con GelRed™, 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. Puede utilizarse algun otro método de tincion
siempre y cuando permita la interpretacion de los resultados.

3.3.5 PCR cuantitativa (PCR tiempo real)

La PCR cuantitativa (JPCR) es una variante de la PCR empleada para amplificar y cuantificar
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 gPCR, se sugiere utilizar tres pares de primers y
sondas: XF-F y XF-R y la sonda XF-P (Harper et al., 2010, 2013), HL5 y HL6 y la sonda HL-
P (Francis et al., 2006) y XF16Sf y XF16Sr y la sonda XF16Sp (Li et al., 2013) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Secuencias de primers y sondas empleados para la gPCR (PCR tiempo real)

Tipo Nol;r;:ar;grdel Secuencia (5" - 3)
Sentido XF-F CACGGCTGGTAACGGAAGA
Antisentido XF-R GGGTTGCGTGGTGAAATCAAG
Sonda XF-P 6FAM-TCGCATCCCGTGGCTCAGTCC-BHQ-1 ~ TadMan
Sentido HL5 AAGGCAATAAACGCGCACTA
Antisentido HL6 GGTTTTGCTGACTGGCAACA
Sonda HL-P FAM-TGGCAGGCAGCAACGATACGGCT-BHQ1  TagMan
Sentido XF165f CGGCAGCACGTTGGTAGTAA
Antisentido XF16Sr CCGATGTATTCCTCACCCGTC
Sonda XF16Sp FAM-CATGGGTGGCGAGTGGC-BHQ1 TagMan

1) Descongelar los reactivos y preparar la mezcla de reaccion segun lo sefialado en el Cuadro

7.
Cuadro 7. Preparacion de la mezcla de reaccién para la PCR tiempo real
Reactivos Concer_1t_ra0|on Conce_ntramon Volumen (pL)

Inicial final 1X

Buffer de PCR 10X 1X 2.2
MgCl. 50 mM 4.0 mM 1.76
dNTP 10 mM 0.3 mM 0.6

Primer XF-F, HL5 o XF16Sf 10 uM 0.3 uM 0.6

Primer XF-R, HL6 0 XF16Sr 10 uM 0.3 uM 0.6

Sonda XF-P, HL-P o XF16Sp 10 uM 0.04 uM 0.1

Taq DNA Pol 5 U/uL 0.09 U/uL 0.4

DNA 20 - 50 ng/pL 3.64 -9 ng/pL 4.0
Agua grado biologia molecular - - 11.74

Volumen final 22

Nota: usar tubos o placas Opticas para gPCR de acuerdo al tipo/marca de termociclador
utilizado. Las condiciones de este ensayo se estandarizaron en el termociclador marca
Bio-Rad CFX-96 real-time thermocycler (Bio-rad Laboratoriesl).

2) Programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en los Cuadros 8, 9 6 10.

Cuadro 8. Programa del termociclador para los primers XF-F y XF-R y la sonda XF-P

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacién inicial 50 °C 2 mi 1
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Desnaturalizaciéon 95 °C 10 min 1
Alineamiento 94 °C 10s 39
Extension 62 °C 40 se

Cuadro 9. Programa del termociclador para los primers HL5 y HL6 y la sonda HL-P

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion inicial 50 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 10 min 1
Alineamiento 95 °C 15s 39
Extension 62 °C 60 s

Cuadro 10. Programa del termociclador para los primers XF16Sf y XF16Sr y la sonda XF16Sp

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacién inicial 50 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 10 min 1
Alineamiento 94 °C 10s
Extension 60 °C 40s 39

3.3.6 Controles para las pruebas moleculares

En todos los ensayos de PCR punto final y PCR tiempo real descritos en este protocolo, es
necesario incluir los siguientes controles:

Control positivo: provee un patron 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 genémico, RNA o DNA plasmidico de los siguientes
materiales: DNA gendmico extraido de la Cepa certificada por la ATTC 35877 de Xylella
fastidiosa, DNA de tejido de vid infectado por X. fastidiosa, clonas de DNA genémico de X.
fastidiosa.

Control negativo de matriz: corresponde a un extracto de matriz sin el patdgeno o plaga.
Asegura gque no exista reaccion cruzada con la matriz o contaminacién durante la extraccion.

Control negativo de reactivos: material que contiene todos los componentes de la reaccion,
pero sin acidos nucleicos adicionales a los oligonucledtidos. Permite descartar falsos positivos
y contaminantes en la reaccion de PCR.

3.3.7 Interpretacion de resultados de PCR punto final

Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:
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e EI control positivo con el par de primers FXYgyr499 y RXYgyr907 debe generar una
banda de 429 pb (Figura 2).

e El control positivo con el par de primers RST31 y RST33, debe generar una banda de 733
pb (Figura 3).

e El control positivo con el par de primers HL5 y HL6, debe generar una banda de 221 pb
(Figura 4).

e Los controles negativos de reactivos y de matriz no deberan presentar amplificacion en
ninguno de los ensayos de PCR.

e Se considerardn con resultado positivo aquellas muestras que amplifiquen el fragmento
esperado con los primers correspondientes.

e El resultado es negativo si no hay amplificacion del fragmento esperado con el par de
primers empleados.

pb MM

<« 429pb

Figura 2. Amplificacion de los productos de PCR con los primers
FXYgyr499 y RXYgyr907. 1) Control positivo. 2), 3), 4), 5), 6), 7), 8), 9), 10)
y 11) Muestras. 12) Control negativo de reactivos. Marcador molecular (MM) 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Amplicén esperado 429 pb
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Figura 3. Amplificacién de los productos de
PCR con los primers RST31 y RST33. 1) y 2)
Controles positivos. 3) Control negativo de matriz
4) Control negativo de reactivos. 5), 6) y 7)
Muestras. Marcador molecular (MM) 100 pb
DNA Ladder (Invitrogen). Amplicon esperado
733 ph

221pb

Figura 4. Amplificacion de los productos de PCR con
los primers HL5 y HL6. 1) Control positivo. 2), 3), 4),
5), 6), 7) y 8) Muestras. 9) y 10) Control negativo de
reactivos. Marcador molecular (MM) 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). Amplicon esperado 221 pb

3.3.8 Interpretacion de resultados de gPCR
Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:

e El control positivo con el par de primers y sonda empleados, deberan generar una curva
con crecimiento sigmoideal (Figura 5a). Ademas, deberd presentar tres fases: basal,
exponencial y estacionaria con un valornumérico de cuantificacion (Cq por sus siglas en
inglés de Cycle of quantificationo Ct de Cycle threshold) Cq mayor a 15.00 y menor a
35.00.
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e El control negativo de reactivos con el par de primers y sonda empleados, debera
permanecer en la linea basal por debajo del umbral establecido “Threshold” y no debera
presentar ningun valor de cuantificacion (Cq =N/A / Cq = 0.00) (Figura 5c).

e Seconsidera como resultado positivo a aquellas muestras que generen una curva sigmoidea
con un valor de 15.0 < Cq < 35.0 (Figura 5b).

e Se considera como resultado negativo a aquellas muestras que generen un Cg= 0.00 o Cq
mayor a 35.00.

e Las muestras que presenten valores de Cq entre 32.01 y 34.99 deben ser confirmadas con
una segunda prueba de gPCR.

Nota: El andlisis y cuantificacidn de los datos se realiza en la Fase Exponencial de la
reaccion

Amplification

0005 . i et SRS R AR B R ol A S s

30:).._ ................ R RRErE ........

500.: ................ ................. ................ //

- O, s T LM

RFU

500 o R Ty (X iy

0 10 20
Cycles

Figura 5. Amplificacién de las muestras mediante qPCR con los primers XF-F y
XF-R y sonda la XF-P. Unidades de fluorescencia relativa frente a los ciclos de
amplificacion a) Control positivo. b) Muestras y c) Control negativo de reactivos.
Fluoréforo FAM (Invitrogen). Valor nimerico de cuantificacion (Cq) esperado < 35.0

3.4. ldentificacion del patdgeno

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

Como prueba de corroboracién, se sugiere secuenciar el fragmento obtenido en el ensayo de
PCR punto final de al menos uno de los pares de primers mencionados.
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3.5. MLST (Multilocus sequence typing) para la determinacion 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. Es indispensable partir de un aislamiento
puro para evitar mal interpretacion de los datos.

Realizar la amplificacion individual de los siete genes de mantenimiento (Cuadro 11): 2-
isopropylmalate synthase (leuA); ubiquinol cytochrome ¢ oxidoreductase C1 subunit (petC);
ABC transporter sugar permease (malF); sirohaem synthase (cysG); DNA polymerase Il
holoenzyme chi subunit (holC); NADH- ubiquinone oxidoreductase NQO12 subunit (nuoL);
and glutamate symport protein (glItT). El flujo de trabajo de esta técnica se puede consultar en
la base de datos de MLST de Xylella fastidiosa (http://pubmilst.org/xfastidiosa).

Cuadro 11. Secuencias de primers empleados el MLST

Tipo NoFr::ibn:zrdel Secuencia (5" - 3") Tamafio (pb)

Sentido leuA-for GGTGCACGCCA AATCGAATG

Antisentido leuA-rev GTATCGTTGTGGCGT ACACTG 708
Sentido petC-for GCTGCCATTCG TTGAAGTACCT

Antisentido petC-rev GCACGTCCTCCCAAT AAGCCT >33
Sentido malF-for TTGCTGGTCCT GCGGTGTTG

Antisentido malF-rev GACAGCAGAAGCAC GTCCCAGAT- 70
Sentido cysG-for GCCGAAGCAGT GCTGGAAG

Antisentido cysG-rev GCCATTTTCGATCAG TGCAAAAG o0
Sentido holC-for ATGGCACGCGC CGACTTCT-

Antisentido holC-rev ATGTCGTGTTTGTTC ATGTGCAGG- 379
Sentido nuoL-for TAGCGACTTAC GGTTACTGGGC-

Antisentido nuoL-rev ACCACCGATCCACA ACGCAT >
Sentido gltT-for TCATGATCCAAATCACTCGCTT-

Antisentido gltT-rev ACTGGACGCTGCCTC GTAAACC-3 054

1) Descongelar los reactivos y preparar la mezcla de reaccion segun lo sefialado en el Cuadro
12.

Nota: las concentraciones y volimenes de la mezcla de reaccion deberan ser las
mismas para todos los pares de primers.
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Cuadro 12. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR punto final del MLST

Reactivos Contl:ﬁ?cti;allmon Conc]fcsir‘r\]';rlamon Volumen (pL) 1X

Buffer de PCR 10X 1X 2.5

MgCl2 50 mM 1.5mM 0.75

dNTP 10 mM 0.2mM 0.4

Primer Sentido 10 uM 0.4 uM 1.0

Primer Antisentido 10 uM 0.4 uM 1.0

Taq DNA Pol 5 U/uL 0.06 U/pL 0.3

DNA 20 - 50 ng/uL 4 - 10 ng/uL 5.0

e radobiolog - -
Volumen final 25

2) 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 primers
del MLST.

Cuadro 13. Programa del termociclador para los primers del MLST

Etapa Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacién inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Alineamiento 65 °C 30s 35
Extension 72 °C 60 s
Extension final 72°C 10 min 1

3) Los productos de PCR (10 pL) mezclados con 3 pyL de buffer de corrida (naranja G 6X)
previamente tefiido con GelRed™ deben correrse por electroforesis durante 60 min a 95 V
en un gel de agarosa ultra pura al 1.5 % en buffer TAE 1X.

Nota: el buffer de corrida debe ser tefiido previamente con GelRed™, 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. Puede utilizarse algun otro método de tincion
siempre y cuando permita la interpretacion de los resultados.

4) Es importante verificar que los productos de PCR amplificados corresponden con el
numero de pares de bases (bp) reportado para cada gen (Cuadro 11). También resulta
necesario que exista solo una banda amplificada, es decir, que no se presenten
amplificaciones inespecificas.
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Los productos de PCR de los siete genes MLST deben enviarse a secuenciar de forma
individual.

La secuencias de cada gen se deben comparar con los alelos del gen correspondiente
reportados en la base de datos de datos de MLST de Xylella fastidiosa
(http://pubmlst.org/xfastidiosa), con ello se determina con cual alelo tiene identidad. La
combinacion del numero de alelos por cada gen determina la Secuencia tipo (ST) y de igual
forma determina la subespecie a la que pertenece.

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

ST leuA petC malF  cysG  holC nuoL gltT subsp Referencia
1 1 1 1 1 1 1 1 fastidiosa ~ Yuan et al., (2010)
2 1 1 4 1 1 1 1 fastidiosa ~ Yuan et al., (2010)
3 1 1 1 20 1 1 1 fastidiosa ~ Yuan et al., (2010)
4 1 1 1 4 1 1 1 fastidiosa Yuan et al.,(2010)
5 2 2 2 2 2 2 2 sandyi Yuan et al., (2010)
6 3 3 3 3 3 3 3 multiplex Yuan et al., (2010)
7 3 3 3 7 3 3 3 multiplex  Yuan et al., (2010)
multinlex Nunney et al.,
8 3 3 5 5 4 3 7 P (2013)
9 3 3 5 4 multiplex ~ Yuan et al., (2010)
10 5 4 3 3 6 3 5 multiplex Yuan et al., (2010)
auca Nunney et al.,
11 7 7 7 9 10 8 8 P (2013)
Nunney et al.,
12 7 7 9 13 8 pauca (2013)
13 9 10 7 8 pauca Yuan et al., (2010)
14 11 12 9 9 pauca Yuan et al., (2010)
multiolex Nunney et al.,
15 5 3 3 3 4 3 5 P (2013)
auca Nunney et al.,
16 7 6 8 10 11 8 8 P (2013)
fastidiosa Nunney et al.,
17 1 1 10 12 18 10 1 (2013)
fastidiosa Nunney et al.,
18 9 1 9 13 14 5 10 (2013)
fastidiosa Nunney et al.,
19 10 1 10 14 15 11 1 (2013)
fastidiosa Nunney etal,
20 1 1 10 12 17 11 11 (2013)
fastidiosa Nunney etal,
21 10 1 10 14 15 11 12 (2013)
multiolex Nunney et al.,
22 3 3 5 12 4 3 3 P (2013)
multinlex Nunney et al.,
23 3 3 5 3 6 3 3 P (2013)
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[19]
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10
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multiplex

multiplex
multiplex

multiplex

multiplex
morus
morus
morus

multiplex

fastidiosa/sa

ndyi
multiplex

multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
multiplex
fastidiosa
multiplex
multiplex
multiplex

multiplex

Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)

Yuan et al. (2010)

Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)

Yuan et al. (2010)

Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
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Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
Nunney et al.,
(2013)
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16
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fastidiosa

pauca

fastidiosa/sa
ndyi

fastidiosa

fastidiosa/sa
ndyi

fastidiosa
multiplex
fastidiosa

fastidiosa

fastidiosa/sa
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morus
multiplex
pauca
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multiplex
pauca
pauca
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pauca
sandyi
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pauca
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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)

L. Nunney (pers.
comm.)

L. Nunney (pers.
comm.)
Nunney et al.,
(2013)
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)
Jacques et al.,
(2016)
Jacques et al.,
(2016)
Loconsole et al.,
(2016)
Bergsma-VIami et
al., (2017)
Tolocka et al.,
(2017)

Denanc_eetal.,
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(2017)
B. Landa (pers.
80 7 6 17 31 10 16 15 pauca comm.)
multiplex B. Landa (pers.
81 3 3 3 32 3 3 3 comm.)
82 3 3 5 12 4 3 16 multiplex Ferguson (2016)
83 6 3 5 33 7 4 7 multiplex Ferguson (2016)
Safady et al.,
84 7 6 7 3 10 20 8 pauca (2019)
Safady et al.,
85 7 6 8 10 10 8 8 pauca (2019)
Safady et al.,
86 7 6 8 10 11 20 8 pauca (2019)
Marchi et al.,
multiplex  (2019), Saponari et
87 5 3 5 3 3 21 3 al., (2019)

En caso de que se quiera esquematizar las ST en un arbol filogenético, se deben descargar las
secuencias de los siete genes de las 87 ST de referencia en la péagina
(http://pubmlst.org/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.

La inferencia filogenética puede realizarse en el programa MEGA (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.). También se puede realizar inferencia Bayesiana
(MrBayes).

La visualizacion y edicion del arbol reconstruido puede realizarse en Figtree 0 iTOL
(Interactive Tree of Live).
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Figura 6. Filogenia de subespecies de X. fastidiosa. Arbol inferido mediante método bayesiano empleando
siete genes concatenados, incluyendo secuencias de las 87 ST de X. fastidiosa mas las muestras denominadas:
vid Coahuila, vid Baja California y vid Querétaro. Se utiliz6 a X. taiwanensis como nodo raiz externo al grupo

3.6 Deteccion de subespecies de Xylella fastidiosa por g°PCR

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

Cuadro 15. Secuencias de primers empleados para detectar subespecies de Xylella fastidiosa por gPCR

Nombre Tamaro
Tipo del Secuencia (5"-3") (pb) subespecie
primer P
Sentido XF-F AACCTGCGTGACTCTGGTTT
11
Antisentido ~ XF-R CATGTTTCGCTGCTTGGTCC 8 “Detecta
solo especie
FAM-GCTCAGGCTGACGGTTTCACAGTGCA-
Sonda XF-P
BHQ1
Sentido XFF-F TTACATCGTTTTCGCGCACG
Antisentido ~ XFF-R TCGGTTGATCGCAATACCCA 100 fastidiosa
Sonda XFF-P HEX-CCCGACTCGGCGCGGTTCCA-BHQ1 TagMan
Sentido XFFSL-F TAGTATGCGTGCGAGCGAC
Antisentido XFFSL-R CGCAATGCACACCTAAGCAA 75 fastidiosa
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Sonda XFFSL-P HEX-CGCGTACCCACTCACGCCGC-BHQ1  TagMan
Sentido XFM-F ACGATGTTTGAGCCGTTTGC

Antisentido  XFM-R TGTCACCCACTACGAAACGG 88 multiplex
Sonda xemp  ROX- ACGCAGCC%ﬁ%C;ACGATTTAGCCG- TagMan

Sentido XFMO-F TAACGCTATCGGCAGGTAGC

Antisentido  XFMO-R GCATCAGCTTCACGTCTCCT 123 morus
Sonda xemop  CYS GGTTCCGCAggg(ZZACATATCCGCCC- TagMan

Sentido XFP-F TGCGTTTTCCTAGGTGGCAT

Antisentido  XFP-R GTTGGAACCTTGAATGCGCA 154 pauca
Sonda XFP-P CY5- CCAAAGGGCGGCCACCTCGC-BHQ2  TagMan

1) Realizar la mezcla de reaccion segun lo sefialado en el Cuadro 16.

Nota: Se puede emplear por separado cada par de primers (con su respectiva sonda), o
en mezcla de hasta cuatro pares (tetralex). Es importante indicar que no se deben
utilizar los primers 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 estdn marcados con HEX. De igual forma no utilizar
los primers 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 mezcla de reaccién para detectar subespecies de X. fastidiosa por gPCR

Reactivos Conc.;e!ﬂt_ramon Conce.ntracmn Volumen (uL)
inicial final

Buffer PCR 10X 1X 2.2
MgCl: 50 mM 1.72mM 0.76
dNTP 10 mM 0.27 mM 0.6
Primer sentido 10 uM 0.27 uM 0.6
Primer antisentido 10 uM 0.27 uM 0.6
Sonda 10 uM 0.2 uM 0.44
Taqg DNA Pol 5 U/uL 0.09 U/uL 0.4
DNA 20 - 50 ng/pL 3.64 - 9 ng/pL 4.0
Agua grado biologia - - 12.4
molecular

Volumen final 22
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Nota: usar tubos o placas Opticas para gPCR de acuerdo al tipo/marca de termociclador
utilizado. Las condiciones de este ensayo se estandarizaron en el termociclador marca
Bio-Rad CFX-96 real-time thermocycler (Bio-rad Laboratoriesl).

2) A continuacion, programar el termociclador de acuerdo con lo descrito en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Programa del termociclador para detectar subespecies de Xylella fastidiosa por g°PCR

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 3 min 1
Alineamiento 95°C 155
Extension 60 °C 30s .

4. REGISTROS

Almacenar los registros y evidencia del proceso de diagnostico de X. fastidiosa conforme al
Sistema de Gestion de Calidad de la Institucion.

e Mantener el material vegetal que no fue utilizado en el diagnostico con los datos de
identificacion, en refrigeracion a -20 °C.

e Mantener los insectos en su empaque original con alcohol al 70 % y con los datos de
identificacion, a temperatura ambiente en un lugar fresco y seco.

En caso de obtener un resultado negativo:

¢ Inactivar y desechar el material vegetal.

e Inactivar y desechar las cepas bacterianas.
o Inactivar y desechar el DNA total extraido.
e Inactivar y desechar los insectos.

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

En caso de obtener un resultado positivo:

e Resguardar el material vegetal en un ultracongelador a -80 °C

¢ Resguardar los insectos en un lugar fresco y seco.

e Mantener el DNA obtenido en congelacion a -20 °C o en un utracongelador a -80 °C.

e Resguardar los resultados de las pruebas moleculares (incluyendo las fotografias de los geles,
curvas de gPCR vy secuencias, cuando aplique).
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¢ Resguardar los resultados obtenidos de la prueba de ELISA.

5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL
Correo: lab.bacteriologia@senasica.gob.mx
Teléfono: 5905 1000, ext. 51314 y 51333.

6. RECONOCIMIENTO

Este protocolo fue elaborado por el Laboratorio de Bacteriologia (Andrés Aguilar Granados,
Bérbara Hernandez Macias, Lidia Guadarrama Valencia, Sandra Lourdes Moya Hernandez);
revisado por el Departamento de Fitopatologia (Maria del Rocio Herndndez Hernandez).
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Forma recomendada de citar:
SENASICA. Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. (2020).
Protocolo de Diagnéstico: Xylella fastidiosa y sus subespecies [Version 2.0]. Autor.

8. ANEXOS

8.1 Sintomas

Figura 7. Sintomas de Xylella fastidiosa. a) Secado, desprendimiento de hojas y maduracion irregular de la
rama/tallo. b) Secado marginal de hoja en olivo. ¢) Momificacidon de frutos en vid
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8.2 Consideraciones para el envio de la muestra

En campo se deben seleccionar, tomar y enviar hojas (20 hojas) y tallos (1 a 2 tallos de 20 cm
de longitud) con sintomas de la enfermedad (Figura 7), colocarlos cuidadosamente en toallas
de papel secante e introducirlos en bolsas de plastico con cierre hermético. Identificar
correctamente las muestras y enviarlas en hielera con geles refrigerantes a fin de evitar la
oxidacion de las mismas. El envio debe realizarse el mismo dia de la colecta, de no ser posible,
las muestras deben resguardarse a 4°C y enviarse al dia siguiente, evitar fin de semana.

8.3. Medios de cultivo

Medio PW

Reactivo Cantidad
Peptona 409
Triptona (peptona de caseina) 109
Cloruro de hemina (hemin chloride) 0.01g
Sulfato de magnesio pentahidratado 049
Fosfato de potasio 12¢g
Fosfato de potasio monobasico 109
Rojo de fenol 0.02¢g
L-glutamina 409
Albumina de suero de bovino fraccion V (BSA) 6.09
Agar 15.0¢g
Agua destilada 1000 mL

Ajustar el pH en 6.8 y esterilizar durante 20 minutos a 121 °C.
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Medio PD2

Reactivo

Peptona

Triptona (peptona de caseina)
Citrato trisodico

Sucsanato de Sodio

Cloruro de hemina (hemin chloride)
Almiddn de papa soluble

Sulfato de magnesio pentahidratado
Fosfato de potasio

Fosfato de potasio monobasico
Agar

Agua destilada

. AGRICULTURA é?SENASICA

Cantidad
409
109
10g
109
0.01g
209
049
159
10g
12049
1000 mL

Ajustar el pH en 6.8 y esterilizar durante 20 min al21 ° C, cuando el medio alcance una
temperatura aproximada de 50 °C agregar por filtracion Millipore el Cloruro de hemina
previamente diluido en 5mL de agua destilada.

Medio CS 20

Reactivo

Peptona de soya

Triptona (peptona de caseina)
Cloruro de hemina (hemin chloride)
Sulfato de magnesio pentahidratado
Fosfato de amonio dibasico

Fosfato de potasio dibasico
Dextrosa

Almidon de papa soluble

L- Histidina

Albumina de suero de bovino fraccion V (BSA)

Rojo de fenol
Agar
Agua destilada

Cantidad
209
10g
0.01g
049
0.85¢g
10¢g
109
209
109
209
0.01g
15049
1000 mL

Ajustar el pH en 6.8 y esterilizar durante 20 min a 121 ° C. Los aminoéacidos (Glutamina e
Histidina) se preparan por separado, asi como el BSA, agregar por filtracion Millipore.

8.4 Soluciones
Buffer CTAB 2 %

Reactivo
CTAB
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Cantidad
20.0¢g
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Cloruro de sodio (NaCl) 82.0¢g
Tris base 2429
EDTA 146 ¢
Agua destilada 1000 mL

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

Acetato de sodio 3M

Reactivo Cantidad
Acetato de sodio 180.55¢
Acido acético glacial 45.7 mL
Agua destilada 1000 mL

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

Buffer naranja G 6 X

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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