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Objetivo:

¢PCR en el diagnostico? }

A partir de una mezcla compleja de ADN,

se puede realizar la amplificacion con primers especificos
de un fragmento dado de ADN de una bacteria

y luego visualizar el amplicon en un gel de agarosa
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Obtener un gran nimero de copias de un fragmento particular de ADN
a partir de una cantidad minima original.
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[ Multiplex PCR para HLB}

® Procesamiento del material vegetal
® Extraccion de ADN ( CTAB, Murray & Thompson, 1980)
® Multiplex PCR

Primers Secuencia (2-3) Tamafo Referencia
RPLA? TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT Clas: 703bp Hocquellet
Claf: 669bp et al, 1999 .
RPLJ5 CAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA PM jszDN CLas ClLam Sano Sano
; ClLas
GB1 AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT 1027bp  Teixeira ' ClLam
et al, 2005 1500pb-
GB3c CCAACTTAATGATGGCAAATATAG 1000pb- : 1027pb
94°C ‘ 94°C 750pb= . e -~ 703pb
. 0 0 500pb-
_62°C /' 1min 305‘ 5min 250pb-
45s

35 ciclos
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Controles posi‘rivos}

L A  -ADN plantas infectadas con CLam y CLas (FUNDECITRUS, Brasil)
@ -ADN planta infectada con CLas (SENASICA, México)

[C’. Liberibacter spp. no es culTivabIe!!]/ |

Cepas de E. coli productoras
de pldsmidos
Controles positivos de

- \ / (' forma ilimitada

Desventajas:

(; Solo control de PCR, no control de extraccion
Ausencia de matriz

Plasmido recombinante Célula competente
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¢Como identificar
Falsos negativos?
N
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Control interno:

Un fragmento de ADN que se
amplifica simultdneamente
con el ADN blanco en

«—— el mismo tubo de reaccion.
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CLam (ng)

40 20 10 5 2o 0,63 0,32 sano sano s/ADN
1000pb- 1027pb
500pb-

ClLas (ng)

40 e Qb S otn = EEOE i 639 (120
1000pb-
500pb- 703pb
250ph- 305pb

Primers Secuencia (5-3) Referencia
28C GCTATCCTGAGGGAAACTTC Cullings, 1992
28new TCTGACATGTGTGCGAGTCAAC Richero, 2012
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Muestras:

~. .~ 500ng de ADN muestra por reaccion
®® Controles positivos:

2ng ADN plasmidico

500ng de ADN planta sana

PM  s/ADN muestras Clam sano Clas « py
— e R W R R R e sano

1000pb-

500pb-
250phb-
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¢PCR Readl Time?}

Permite amplificar y simultdneamente cuantificar é’@
el ADN amplificado.
Se emplean sondas marcadas con fluorocromos.
e Fluoréforo T::?::n Quencher
' e, 2,000,000 —
) - B )
v Reverse PCR primer ARN — _F‘Iateau
oimeriacis i Sample PCR Real Time PCR convencional
o Q » 1,000,000 —
..... / Log/exponential phase Amplificacion y deteccion  Amplificacion y deteccion
- . oo simultanea en dos etapas separadas
v Desplazamiento de Threshold Ct
Fluorescencia la sonda y escision l l ' y
s Deteccion durante la fase  Deteccion en punto final
alhiie% bace Aq ol No template equngnmal temprana  (efecto plateau)
l I (méxima eficiencia)
weeeecoso ~ 0 20 40
Itad e g
Al PeR eyele number Mayor especificidad con ~ Menor especificidad
, : el uso de sondas
—_ savas 9 Ct: el numero de ciclo de la PCR donde la
Pracucance e B emision de fluorescencia es mayor que el Equipamiento e insumos ~ Equipamiento y reactivos

nivel minimo de deteccion (umbral). muy costosos de menor costo
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[HLB por PCR Real Time]

® Basado en protocolo USDA (WI-B-T-D-2)

Un par de primersy Un par de primersy
sonda marcada con FAM sonda marcada con TET
especificos para especificos para
Ca. Liberibacter spp. citocromo oxidasa de
plantas — [Modificaciones}
-~ o iy
Control negativo: Ct =0y Ct...=0 @@ ® Volumen de reaccion 25/12,5

Control interno: 0 < Ct .. <38 | ® TET/HEX
Control positivo: 0 <Ct ., , < 32 |
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=0 zgg_ Control positivo ADN CLam
1000 - 500 Ciram 2497 24,96
Cinex 20,55 20,10 HEX
2 T 400- FAM
= 5p0-
200 -
, —
- —_— T - B A Y S 0 0 A Y 0 S A A
-100 — - 1 5 10 15 20 25 30 35 40
1 5 10 15 20 25 30 35 40 Cycle
e 7o Control positivo ADN ClLas
Conc. C; C; 600 P
C 241 2245 HEX
10ng 1668 1661 . o I
’ _ Cowex 17,27 17,18
1ng 20,71 20,76 = FAM
16_.51_3 . " - : a 200 -
0,1ng 2417 2424 | og Quantiy |
Efficiency = 81,819%; 05
001ng 28,09 28,07 y =-3.851x + 20 528: R2 = 0,9992 ot
1 5 10 15 20 25 30 35 40

0,001ng 32,27 32,19

Cycle
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Perspectivas:

Validacién de la deteccion de HLB en tejido vegetal por PCR en tiempo real:
Sensibilidad, Repetibilidad y Reproducibilidad

Ensayos Interlaboratorio con:

- Estacion Nacional de Epidemiologia, Cuarentena y Saneamiento Vegetal (SENASICA, México)
- Laboratorios FUNDECITRUS, Brasil

Optimizacion de la extraccion de ADN del vector

Puesta a punto de la deteccion de HLB en el vector por PCR en tiempo real.
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/Alineamien’ro de secuencias
del gen de la ARN 28S (Clustal

99 pertenecientes a plantas
(las mds similares a Citrus)
50 pertenecientes a hongo

\

‘\\\\

W)

iia

10010y Hskonel g0 v gasion AJropscusiin
JRABOUAY

X
A

Numero de acceso

/

gil| 30230581 |gb|AYZE0012 .1
gi|57340754 |gb|AYT27935. 1|
gil19519600 |gb|AF473155.1]
gi| 57340755 |gb|AYT27940.1]
gil| 57340767 |gb|AYT27952 (1|
gi| 57340763 |gb|RYT27954 1|
gi|188526360| gb| EUS44383 1|
gil15519631 |gb|AF473150 .1
gi| 5759443 | gh |AF2T4651 1|
gi| 5759444 |gb |AF2T4646. 1]
gi|195195&8 |gb|AF473127 .1
gil133318089) exb |AMZ35557 1]

PLANTAS

gi| 425905829 gb| ECO15062. 1]
gi| 425905828 | gb| KCO15061.1]
gi|291170420|gb| GUZ50524.1]
gi| 296905299 gb| GQ2Z54672. 1|
gil| 219960795 gb| FT562335_ 1|
gi|215960610| gb| FT5€28150.1]
gi|213960723 | gb| FTSE28323. 1]
gilZ13960608 | gb| FTEE2148. 1]
gi| 215960752 | gb| FT568332._1|
gi| 21596078 6| gb| FT5E8326. 1]
gi| 219960782 | gb| FT568322_1|
gi| 219960777 gb| FT562317_ 1|

HONGOS

gi| 21595e07e0|gh| FET5eB300_1]

GROCCGT T TEARR SR RO AR GER GTCTR R AT CTETEEGRGT GTTT
GROCCET T TR R R SR RO AR CER T TR R AT CTETEEGRGT GTTIT
GEOCCET T TEARR SR RO C AR GER T TR R AT CTETEEGRGT GTTIT
GEOCCETCT TEARR CROGEROC AR GER GTCTR R AT TOGTEEGRGT GTTE
GEOCCOETCT TEARR CROGEROC AR GER GTCTR R AT CTETEEGRGT GTTT
GECCCETCT TEA AR CRCEEROC AL ECA CTCTA RMCAT CTETECGAGTETTT
GECOCETCT TEA AR CRCEEROC AR ECA CTCTA MCATCTGTECGAGTGTTIT
GECOCETCT TEA AR CRCEEROC AR ECA CTCTA MCATCTGTECGAGTGTTIT
GEOCCET T TEARR SR RO C AR GER T TR R AT CTETEEGRGT GTTIT
GEOCCET T TEARR SR RO C AR GER T TR R AT CTETEEGRGT GTTIT
GEOCCETCT TEARR SRR AR GER GTCTR R AT CTGTEEGRGT GTTT
GEOCCOETCT TEARR CROGEROC AR GER GTCTR R AT CTETEEGRGT GTTT
GEOCCOETCT TEARR CROGEROC AR GER GTCTR R AT CTETEEGRGT GTTT

Zona a 305pb downstream del primer 28C existe una secuencia altamente conservada e
plantas que difiere claramente de la secuencia conservada en hongos




