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RESUMEN: El agente causal de Huanlongbing (HLB) en
Guatemala es la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus,
la cual es transmitida por el insecto Diaphorina citri. La
enfermedad es muy dificil de diagnosticar, siendo las pruebas
moleculares las més confiables en el caso de defeccion. Se
realizaron modificaciones en cuanto a los protocolos y la
receta de reactivos de amplificacién para obtener un
protocolo estandarizado para la deteccién de casos de HLB
en su vector en Guatemala. Se evalué el protocolo de
extraccién de dcidos nucleicos descrito por Beard & Scott
(2013) y el de Hung y colaboradores (2004). Como método
de amplificacién, se comparé entre el par de cebadores
HLB1999, propuesto por Hung et al. (1999) para amplificar
una regién de ADN gendmico de 226 pb de la bacteria y
el par de cebadores Olc-Ol2¢ de Texeira et al. (2005) que
amplifican un fragmento de 1160 pb del gen 16S de ARN
ribosomal. La enfermedad HLB puede detectarse en el vector
con un mayor porcentaje de certeza utilizando los cebadores
HLB1999 (p=0.0068x10) con un intervalo de confianza
del 95%. Se analizaron 250 insectos provenientes en diferente
proporcién, de 8 departamentos de Guatemala; 82 fueron
confirmados como casos positivos de HLB. El mayor
porcentaje de infeccion se detecté en Santa Rosa (54.17%),
Escuintla (46.67%) y Alta Verapaz (45.61%). El método de
deteccién de la bacteria en el vector a nivel molecular es
confiable y de mediano costo, para ser implementado en
las estrategias de vigilancia de la enfermedad HLB en
Guatemala.

PALABRAS CLAVE: Huanglongbing, Ciiricos, Reaccién en cadena
de la polimerasa, Candidatus Liberibacter asiaticus, Psilido.

Molecular detection of the bacteria that causes HLB disease,
Candidatus Liberibacter asiaticus, in the vector Diaphorina
citri (Hemiptera: Psyllidae)

ABSTRACT: The Huanglongbing (HLB) disease is caused by the
bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus in Guatemala and
is carried by the insect Diaphorina citri. The current disease is
difficult to diagnose, molecular tests are the most reliable
methods for the disease detection. Modifications were made
regarding the protocols and amplification reagents to obtain
a standardized protocol for the detection of HLB cases through
the vector in Guatemala. Nucleic acid extraction protocols
from Beard & Scott (2013) and Hung et al. (2004) were
evaluated. As amplification method, primer pairs HLB1999
from Hung et al. (1999) which amplify a 226 bp genomic DNA
sequence from the bacteria were compared to the Olc-Ol2¢
primer pair from Texeira et al. (2005) which amplify a fragment
of 1160 bp of the 165 ribosomal RNA gene sequence. The
HLB disease can be diagnosed in the vector with more accuracy
by the primer pair HLB1999 (p=0.0068x10¢) with 95%
confidence interval. Two hundred and fifty insects from eight
Guatemalan departments in different proportion were analyzed,
where 82 were confirmed as positive cases of HLB. The highest
percentage of infection was in the departments of Santa Rosa
(54.17%), Escuintla (46.67%) and Alta Verapaz (45.61%). The
molecular defection method of the bacteria is reliable and of
medium cost, ready to be implemented in the surveillance of
the HLB disease in Guatemala.

KEYWORDS: Huanglongbing, Citrics, Polimerase Chain Reaction,
Candidatus Liberibacter asiaticus, Psyllid.
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Introduccion

El Huanglongbing cuyo acrénimo es HLB, es un nombre derivado
del chino mandarin que significa “dragén amarillo”, pero debido
a la apariencia de la planta enferma se le denominé también
“Greening” o moteado foliar o enverdecimiento. Es una
enfermedad que afecta a la mayoria de especies de citricos.
Ha causado alarma a nivel mundial alcanzando niveles de
incidencia desde 26% (Brasil) hasta 100% (China). En México,
a diferencia de los efectos que ha tenido el HLB en naranja
dulce (Citrus cinensis L.) en Brasil y en Estados Unidos (Florida),
el mayor efecto ha sido en limén, las pérdidas, por ejemplo, en
Colima en limén mexicano han alcanzado el 62% y en limén
persa en Yucatdn del 17.3%. La incidencia de drboles
sintomdticos entre 4 a 10 afios en Colima México, ha alcanzado

hasta el 90% (Mora-Aguilera G, 2014).

El HLB es una enfermedad causada por la bacteria Gram
negativa, restringida al floema de la planta, que se encuentra
en baja concentracién y de distribucién heterogénea, llamada
Candidatus Liberibacter spp., que se cree originaria de China.
Actualmente se sabe que la enfermedad se presenta en al menos
40 paises, distribuida en el continente africano, asidtico,
americano y en Oceanta. Es la enfermedad més peligrosa para
los citricos, ademds, se caracteriza por presentarse en lugares
con climas célidos (Timmer et al. 2002, Bové 2006).

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son
principalmente el aparecimiento de brotes amarillos y moteado
amarillo difuso y asimétrico en las hojas y en ramas, caida
excesiva de frutos y hojas y nervaduras prominentes y amarillas.
Oftros sinfomas son el tamafio pequerio de los frutos, deformacion,
inversién del color de maduracién, aumento del grosor de la
céscara y color anaranjado o marrén en la insercién del
pedinculo y la columnela. Los frutos poseen un sabor
anormalmente amargo, asi como un alto contenido en dcidos
y bajo contenido en sélidos solubles y las semillas se muestran
pequedas, oscurecidas y abortadas (Timmer et al. 2002, Bové
2006, da Graga 2008).

La enfermedad puede transmitirse por medio del uso de injertos
infectados y por medio de dos especies de insectos del orden
Hemiptera, los cuales actéan como vectores de la enfermedad
(Timmer et al. 2002). Trioza erytreae es el insecto que fransmite
la enfermedad en Africa y Diaphorina citri es el que la transmite
en Asia y regiones de América (Halbert & Manjunath 2004). En
cuanto a la ubicacién de la bacteria en la planta, ésta se aloja
Unicamente en el floema, haciendo tapones que impiden la
circulacién de nutrientes y los sintomas se han reportado mds
fuertes en dreas secas y cdlidas (Bové 2006).

La presencia de la enfermedad en Guatemala se detecté en el
2010, por lo cual se emitié una alerta fitosanitaria mediante el
Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria
(OIRSA). Los primeros casos se defectaron en Alta Verapaz,
Petén e lzabal. En el afio 2012 se confirmé la presencia de la
enfermedad en plantaciones comerciales y comunitarias de
Zacapa, mds tarde su expansion a El Progreso y Chiquimula y
en el 2014 se detect6 por primera vez en Santa Rosa. Mds de
5000 hectdreas a nivel nacional se encuentran bajo vigilancia
y posible control, mientras que se ha iniciado la deteccién de
la bacteria causante de la enfermedad en cortes de tejidos de
las plantas mediante PCR de punto final en las instalaciones de
la Universidad del Valle de Guatemala. Un aspecto inferesante
es la perspectiva piblica de la enfermedad, puesto que se tiene
el concepto que es un virus y no una bacteria; a pesar que la
enfermedad afecta a varias plantaciones, no se ha dado una
gran divulgacién de la situacién nacional actual' %(Tapia 2010,
Villagran 2014).

El HLB es una de las peores enfermedades de citricos, puesto
que actualmente no existe un método para controlarla o revertir
los dafios; la Unica manera de combatirla es evitar la dispersion.
No existe una cura para dicha enfermedad, las Unicas estrategias
han sido la eliminacién sistematizada de plantas infectadas y el
control del vector mediante plaguicidas. El diagnéstico mediante
observacion de sintomas se hace dificil, puesto que tiene un
periodo de latencia entre 6 y 12 meses en el cual las plantas
infectadas no muestran sintomas. En ocasiones, la deteccién
por técnicas moleculares puede ser dificil, puesto que las hojas
sin sinfomas aparentes pueden tener muy baja concentracién
de la bacteria y una distribucion heterogénea dentro de la planta

(Bové 2008).

Los métodos de deteccién de la enfermedad incluyen la
microscopia electrénica, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) y la Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Halbert
& Manijunath 2004, Bové 2006). En cuanto a defeccién molecular,
Hung y colaboradores (1999) desarrollaron un par de cebadores
para amplificar un fragmento conservado de 226 pares de bases
de ADN gendmico de la especie C. Liberibacter asiaticus. Teixeira
y colaboradores (2005) por otro lado, desarrollaron un set de
cebadores que puede discriminar entre las tres especies de C.
Liberibacter. Dichos cebadores amplifican un fragmento del gen
16S ARN ribosomal, el cual consiste en 1160 pares de bases
para las especies C. Liberibacter asiaticus, C. Liberibacter
americanus y C. Liberibacter africanus. Técnicas mds recientes
incluyen la amplificacién mediante PCR en tiempo real,
demostrando mayor sensibilidad que un PCR convencional (Li
et al. 2007).

! Prensa Libre (Redaccién). 2010. Confirman virus de HLB en Guatemala. Periédico Prensa Libre. hitp://www.prensalibre.com/economia/ Confirman-

virus-HLB-Guatemala_0 240575984 himl

2 El Peri¢dico (Redaccisn). 2012. Amenaza plantaciones de limén. Economia, Diario El Perisdico. http://www.elperiodico.com.gt/es/ 20120409/

economia/210498/ 2action=z{fihtvbg
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La evaluacion de la presencia de C. Liberibacter asiaticus también
se ha reportado que se puede hacer con el vector, (Diaphorina
citri) y mediante pruebas preliminares en el Laboratorio de
Profeccién Vegetal, se pudo determinar que la deteccién de la
presencia de esta bacteria en el vector por ser sistémica fue
mucho mds efectiva que en la planta. Ademés, los resultados
de estos andlisis pueden utilizarse para predicciones de futuros
sitios de infeccién y determinar perfodos de riesgo de infeccién
en el afo.

El objetivo del presente estudio fue establecer un protocolo de
defeccién para la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus en
el vector psilido Diaphorina citri mediante PCR de punto final
basdndose en la comparacién entre dos pares de cebadores
que amplifican secuencias diferentes de la bacteria.

Materiales y métodos

Colecta e identificacién de muestras. El estudio se realizé en el
afio 2014 con psilidos de citricos, Diaphorina citri, colectados
durante los afios 2013 y 2014 en los departamentos de Alta
Verapaz, Escuintla, Santa Rosa, lzabal, Jutiapa, San Marcos,
Suchitepéquez y Zacapa. Las muestras fueron colectadas por
personas individuales, productores de empresas citricolas y
entidades asociadas al monitoreo de HLB en Guatemala. Los
insectos fueron almacenados en viales con etanol al 80% y en
un cuarto de almacenamiento a 4°C. La identificacién de los
insectos se realizé6 mediante observacién de caracteristicas
morfolégicas bajo un estereoscopio: Inclinacién de térax y
abdémen de 40 a 45° respecto a posicionamiento de las patas
sobre una superficie, patrén de maculacién y pigmentacién café
en alas, cabeza aplanada levemente dorsoventralmente y procesos
genales en forma cénica (Figura 1).

Optimizacion de extraccion de ADN

Se trabajé con muestras provenientes de Alta Verapaz. Cada
proceso se realizé con un solo insecto completo y antes de
iniciar con el protocolo de extraccién, los insectos se dejaron
secar sobre una servilleta de papel para remover el exceso de
etanol. Se trabajé en base a dos protocolos de extraccién (Beard
& Scott, 2013) y (Hung y colaboradores, 2004) de los cuales
se realizaron optimizaciones.

Protocolo de extraccion (Beard & Scott 2013) con modificaciones: Se
macerd el insecto en tubo de 1.5ml en 100 ul de tampén CTAB
2X (2% CTAB, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0,
1.4 M NaCl), se incubé por 2 horas a 65°C. Se agregaron 100
ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité de 2 a 5
minutos y centrifugd 15 min. a 6000 g. El sobrenadante fue
removido y se coloc en un tubo nuevo de 1.5 ml en 80 ul de
isopropanol, se mezcl6 por inversién e incubé a -20°C por 2
horas. Se centrifugd por 15 min. a 12,000 rpm, se descarté el

Figura 1. Proceso genal cdnico en cabeza de psilido del citrico, Diaphorina citri (Garcio-Pérez
etal. 2013)

sobrenadante, el precipitado se lavé con etanol 70% y centrifugd
a 10,000 rpm por 5 min. Se secé el precipitado a tfemperatura
ambiente (25°C) y se suspendié en 50 ul de tampén EB (10 mM
Tris-HCl pH 8.5).

Protocolo de extraccion (Hung et al. 2004) con modificaciones: Se lavo
el insecto mediante agitacién en tubo de 1.5 ml agregando 500
ul de tampén de extraccion (Tris-Base 0.1M; EDTA 0.1M; NaCl
0.25M, pH 8.0) o agua destilada, se descarté el liquido. Se
agregaron 270 ul de tampén de extraccién y macerd usando
un pistilo estéril. Se agregaron 30 ul de sarkosyl 10% y 3 ul de
proteinasa K (20 mg/ml), se mezclé con pipeta y se incubé a
55°C por una hora. Se agregaron 200 ul de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé y centrifugd por 10 min.
a 12,000 rpm. El sobrenadante se removié y se colocé en un
tubo nuevo, se agregaron 500 ul de etanol al 95%, se mezclé
por inversién. Finalmente se introdujo en la centrifugadora por
15 minutos a 12,000 rpm, se descarté el liquido, se puso a
secar el precicpitado a temperatura ambiente y se resuspendié
en 30 ul de tampédn TE.

El producto de la extraccién fue cuantificado mediante un
espectrofotémetro UV. Se realizaron diluciones de cada muestra
en proporcién 1:99 de ADN/Agua destilada, utilizando agua
destilada como control cada 3 muestras. Para determinar la
concentracién de ADN se utilizé la férmula: (ng/ul) = (A260-
A320)*50%100, “A”" indica la absorbancia a la longitud de onda
indicada, “50” el factor de conversién y “100" es el factor de
dilucién. Adicionalmente se deferminé la pureza del ADN extraido
mediante el cociente entre las absorbancias 260 y 280
(A260/A280). Se comparé la pureza y concentracion entre
ambos métodos de extraccién tomando el promedio y desviacién
esténdar entre los resultados de ambos protocolos.
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Optimizacion de la reaccion de amplificacién. Se realizé mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final. La
mezcla de amplificacién inicial en un volumen de 25 ul consistio
en agua fratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC), tampén de
amplificacion MgCl, 1X, MgCl, 4 mM, dNTPs 0.2 mM, cebador
forward 0.2 UM, cebador reverso 0.2 uM, 0.75 U de Tag
polimerasa y 1 ul de ADN en una dilucién entre 50 y 100 ng/ul,
segun producto de extraccién de Beard y Scott. Los cebadores
utilizados para su comparacién fueron los de Hung vy
colaboradores (HLB1999) F: 5-CACCGAAGATATGGACAACA-
3'y R: 5-GAGGTTCTTGTGGTTTTTCTG-3'y los cebadores de
Texeira 'y colaboradores F: 5'-
GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3' y R: 5'-
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3.

Las condiciones de amplificacién iniciales utilizadas en el
termociclador T-100 BioRad® fueron las siguientes: 1 ciclo a
94°C por 3 min para desnaturalizacién; 30 ciclos de 94°C por
1 min, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min y un ciclo de 72°C por
10 min para la extensién final. Se utilizé un PCR de gradiente
para determinar la temperatura de hibridacién (Tm) éptima para
los cebadores HLB 1999, consistiendo en un intervalo de 16°C
del cual la temperatura central fue 57°C, que es la Tm teérica
para estos cebadores.

Los productos de amplificacién fueron observados en gel de 2%
de agarosa en el caso de los productos de los cebadores Hung
etal. (1999) y al 1% para los productos de los cebadores de
Texeira et al. (2005) segin el tamafo de cada producto
amplificado. Para su visualizacién se utilizé gel Red en proporcion
de 1:3. Elvoltaje inicial de corrida fue de 85V en la cdmara
de electroforesis Sigma Aldrich modelo SHU, usando tampén
TAE 1Xy se hicieron optimizaciones tanto en tiempo, voltaje de
corrida y porcentaje de agarosa; los geles fueron observados
y fotografiados en un transiluminador UV, marca UVP modelo

M-20.

Deteccion de casos y comparacion de cebadores

Luego de la estandarizacién del procedimiento de extraccién y
amplificacién de dcidos nucleicos, se realizé el andlisis de la
presencia de la bacteria en psilidos provenientes de los 8
departamentos descritos. Dado que el nimero de individuos
colectados por departamento fue variable, el resultado se
transformé a porcentaje de casos positivos segin el nimero de
individuos por departamento.

Purificacion y secuenciacion de ADN

Se purificaron 10 muestras utilizando el kit y protocolo descrito
de Novagen Cat. No. 70976-3AT, adaptando el volumen de
cada reactivo para contar con un tofal de 50 ul de cada producto.

3 Segun los costos de New England Biolabs
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Se enviaron 20 ul de cada producto a Macrogen en Korea,
laboratorio de secuenciacién, para ser secuenciados. Con los
resultados de cada muestra se llegé a una secuencia consenso
mediante el programa Sequencher 5.1™ y se realizé un BLAST
® para confirmar la identidad de la misma.

Resultados y discusion

Optimizacién del protocolo de exiraccién. Se determiné que el producto
de extraccién mediante el método de Beard & Scott poseia
mayor pureza en promedio, comparado con el procolo de Hung
y colaboradores con adicién de proteinasa K. El método de
Hung y colaboradores sin proteina K presenté la més alta
desviacion esténdar, por lo que se decidié modificarlo mediante
la adicién de proteinasa K para reducir las proteinas que
contaminaran. A pesar de que la desviacién esténdar disminuyd,
siempre fue aproximadamente ocho veces mdés alta que la que
presenté el método de Beard & Scott. La concentracién promedio
de ADN en ng/yl fue mayor en el método de Hung et al. pero
la desviacion estdndar fue menor nuevamente para el caso del
protocolo de Beard y Scott, como se muestra en el Cuadro 1.

Los costos también son importante tomarlos en cuenta y en el
caso de Hung y colaboradores, la adicién de proteinasa K no
produjo mejores resultados. El costo aproximado de un vial de
1 ml es de US$ 80.00°. A pesar de las modificaciones, ambos
métodos presentaron un nivel alto de impurezas, posiblemente
proteinas y ARN, por lo cual es necesario implementar algin
método de purificacién adicional. Esto podria contribuir a la
observacién de mejores bandas de amplificacion al visualizarse
en gel de electroforesis y no obtener barrido de confaminantes
al final de los geles.

Optimizacion del protocolo de amplificacion. Los reactivos que variaron
en concentracién al momento de realizar la estandarizacién
fueron los dNTPs, cloruro de magnesio (MgCl), y los cebadores.
Se observé que al variar la concentracién de dNTPs, se obtuvo
un resultado similar para las cuatro concentraciones descritas
(Figura 2). En base a la visualizacién de los productos de
amplificacion en el gel de eleciroforesis, se llegd a la concentracion

Cuadro 1. Promedio y desviacion estdndar (entre paréntesis) de lo pureza y
concentracion de ADN obtenida mediante dos protocolos de extraccion.

Protocolo Pureza Concentracion
(A260,/A280) ng/L

Hung et al. (2004) + Prot.K 2.06 (0.66) 476.17 (333.20)

Beard & Scott (2013) 1.91(0.26) 118.25 (42.6)
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Figura 2. Gel de productos de la muestra P062-2 (2) y control positivo (C+) con distintas
concentraciones de dNTPs (0.06 mM, 0.125 mM, 0.18 mMy 0.25 mM).

Cuadro 2. Concentraci6n de reactivos para la mezcla de amplificacién para un
volumen de master mix de 20 ul y 1l de ADN.

Reactivo | Concentracion de stock Concentracion
1 reaccion
H,0 DEPC Ajustar volumen a 21 ul
Tampon 10X 1.25X
Mq(l, 25mM 1.8 mM
dNTPs 2.5mM 0.125 mM
HLB 1999 F 8.25 uM 0.20 uM
HLB 1999 R 8.25 uM 0.20 uM
Tag. Pol 50/uL 1U
ADN 5-100 ng/ul
Volumen total 21l

2000
1500
1000

750

500

300

150

S0

2000
1500

1000
750
500

300
226 ph

Figura 3. Gel de productos de la muestra P061-11, PO61-13 y control positivo mediante gradiente de la Temperatura de hibridacion (Tm) para los cebadores HLB 1999

final de reactivos para la mezcla de amplificacién (Cuadro 2),
para un volumen de 21l.

De todos los reactivos utilizados para la mezcla de amplificacion,
se realizaron pruebas de variacién de concentraciones
generalmente de manera independiente. En cuanto a la
comparacién de diferentes concentraciones de dNTPs, el frente
de corrida observado en el gel puede que esté mds relacionado
a la calidad de extraccion de ADN, sin embargo, se observé un
menor frente de corrida a la concentracién de 0.125 mM. El
protocolo descrito se considerd el mds apropiado por dos
razones; primero, la reduccién de la concentracién de reactivos,
y por ende, el volumen, y segundo, a la menor cantidad de
frente de corrida posible obteniendo un producto adecuado
para visualizar mediante electroforesis.

Aunque el ADN a agregar por reaccién fue de la extraccion
pura, de igual forma puede trabajarse con dicha muestra en

dilucién con agua ultrapura (1:2); este aspecto puede variar
puesto que la concentracién de la bacteria en cada insecto es
variable, y no puede estimarse mediante cuantificacion ya que
la cuantificacién considera ADN fotal extraido. La mayorfa de
alicuotas utilizadas como controles positivos en las reacciones
provienen de extracciones de tejido vegetal con presencia de la
bacteria. Esto debido a que el ADN extraido del psilido es méds
susceptible a degradacion, a pesar de mantenerlo almacenado
a temperaturas de hasta -20°C, dichas alicuotas no eran viables
para uso luego de 4 semanas.

En base al PCR de gradiente se determiné que la temperatura
de hibridacién (Tm) para la reaccién es de 60°C, lo cual difiere
del Tm tedrico para los cebadores HLB1999 (56 ° Cy 57 ° C)
(Figura 3). Adicional al cambio de Tm, se afiadieron 2 ciclos
més de amplificacién (Cuadro 3). Dicho programa fue utilizado
de igual manera para los cebadores Olc y Ol2¢, obteniendo
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|
Cuadro 3. Programa final de reaccion para los cebadores HLB 1999y Olc-012¢

Paso Temperatura, °C Tiempo, min
1 94 3
2 94 1
3 60 1 32X
4 72 2
5 72 10
b 4 defener

MM P009 P002 PO009 POO9 B C+
6 7 8 9

2000

1500
1000
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500

300
- e 226 pb
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Figura 4. Gel de productos de amplificacién de muestras de Alta Verapaz mediante las
condiciones estandarizadas de electroforesis.

Cuadro 4. Comparacién entre dos pares de cebadores mediante la prueba
estadistica chi-cuadrado.

(ebadores Positivos Negativos Total
HLB 1999 55 43 98
0lc-012¢ 16 82 98

Resultados prueba chi cuadrado
p = 0.00068 x 10
Intervalo = 95 %
Grados de libertad = 1

productos aceptables, por lo cual puede ser estandarizado para
ambos pares de cebadores.

SegUn fuentes como Erlandson y Theilmann 2009, el Tm debe
variar entre 52-58°C o entre 54 y 62°C, por lo cual, aunque
se hayan obtenido bandas estables de producto amplificado o
51.3°C, dicha Tm queda descartada. En el caso de las
amplificaciones a 53°C y 56°C, la desigualdad y curvatura de
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las bandas probablemente se deba a baja estabilidad para los
cebadores a esta femperatura. Una posible desventaja de este
programa es la duracién (2 horas, 45 minutos aproximadamente),
por lo que la obtencién de resultados lleva més tiempo de lo
esperado.

Una de las razones para la poca deteccién de productos del
profocolo de Texeira, es que el ADN obtenido de las extracciones
se encuentra fragmentado. Los cebadores de Texeira y
colaboradores amplifican un fragmento de 1160 pares de bases
y puesto que en las muestras de ADN se observa fragmentacién,
es poco probable obtener un producto de tan alto tamario,
contrario a los cebadores HLB 1999 que amplifican un fragmento
de 226 pares de bases. Hace falta evaluar si existe alguna razén
adicional por la cual la especificidad de los cebadores Olc-
Ol2c podria ser baja para el ADN de insecto.

Las condiciones 6ptimas para la visualizacién de productos
mediante electroforesis, incluye el porcentaje de agarosa al 2%,
utilizando 0.75 ul de GelRed™ como tincién (Figura 4). Las
condiciones de electroforesis finales son de 75V por 50 minutos
de corrida, utilizando tampén TAE 1X de 4°C a 10°C de
temperatura. Esta temperatura del tampén de corrida fue
necesaria para evitar la distorsién de las bandas ya que se
corrieron los geles a un voltaje relativamente alto para que el
tiempo de corrida fuera menor. Un alto voltaje tiende a subir
la temperatura del tampén de corrida y del gel, alterando el
equilibrio que deberia proporcionar el tampén. Podria
recomendarse utilizar un voltaje mds bajo pero la corrida duraria
mds tiempo o utilizar otro tampén como el TBE (Tris-Borato-
EDTA) el cual puede dar mayor capacidad amortiguadora a
temperatura ambiente.

Purificacién y secuenciacion. A pesar de haber purificado 10
muestras, Unicamente se pudo confirmar la identidad para cuatro
muestras, hizo falta obtener datos més representativos. La poca
especificidad al llegar a una secuencia consenso en las otras
muestras enviadas o secuenciacién puede indicar alta
contaminacién con ADN del vector, por lo cual, a pesar de
haber realizado un paso previo de purificacién, no fue suficiente
para eliminar todas las impurezas.

Casos de HLB en Guatemala y comparacion entre cebadores. Se
analizaron 98 muestras tanto con el par de cebadores HLB1999
como Olc-OlI2¢; de las 98 muestras, 55 fueron positivas segin
el par HLB1999 mientras que 16 fueron casos positivos de HLB
segun el par Olc-Ol2c. De acuerdo a la prueba chi-cuadrado,
existe diferencia significativa entre los resultados de ambos pares
de cebadores (Cuadro 4). Los cebadores HLB1999 son mdés
sensibles para la deteccién de HLB en el vector Diaphorina citri.
En cuanto a departamentos con mayor incidencia de HLB en el
vector, Santa Rosa es el que presentd el porcentaje mds alto
(54.17%), seguido por Escuintla (46.67%) y Alta Verapaz (45%)
(Figura 5).
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Figura 5. Casos de HLB detectados mediante PCR de punto final en Digphorina citri provenientes
de cultivos de citricos de Guatemala.

Es de mencionar que existe pseudorreplicacién en cuanto al
andlisis presentado en esta seccién, puesto que no se contd con
el mismo nimero de individuos en todos los departamentos y
el esfuerzo de muestreo no fue el mismo en todos los casos. Es
por esto que los casos positivos fueron fransformados a porcentaje,
obteniendo un método mejor de comparacién.

Existen varias razones que pueden explicar por qué no hubo
presencia de la bacteria C. Liberibacter asiaticus en los
departamentos de San Marcos y Suchitepéquez (Figura 5). El
nUmero de insectos analizados para estos deparfamentos fue
bajo y en el caso de las muestras provenientes de Suchitepéquez,
no se sabe si provienen de una misma plantacién. La bacteria
puede que se encuentre en concentraciones muy bajas en cada
insecto, por lo cual no pudo ser detectada o la tasa de infeccién
era muy baja por lo que no se detecté ningln caso. A finales
del 2014 se reportaron los primeros casos de HLB en el caso
de Santa Rosa, por lo cual los resultados presentados en esta
investigacién conforman evidencia sélida de la expansién de
dicha enfermedad a este departamento y a Escuintla. En el caso
de San Marcos, se trata del departamento geogrdficamente mds
alejado de todos los analizados, y puede que la enfermedad
adn no se encontrara presente en dicho lugar.

Conclusiones

Se establecié un protocolo de deteccién molecular de la bacteria
causante de la enfermedad Huanglongbing en citricos, Candidatus
Liberibacter asiaticus, en el vector Diaphorina citri.

El protocolo de extraccién de ADN optimizado de Beard & Scott
es el més recomendado por la calidad e integridad de ADN

que se obtiene mediante dicho método y la amplificacién de
ADN de Candidatus Liberibacter asiaticus.

Los cebadores HLB 1999 son més sensibles que los cebadores
Olc-Ol2¢ en cuanto a la deteccién de la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus en Diaphorina citri, puesto que se defectaron
mds casos con ese par de cebadores (p= 0.0068x10¢ < 0.05),
tomando en cuenta las optimizaciones en cuanto a mezcla de
reaccién, programa de amplificacién y condiciones de
electroforesis.

Se detectaron en total 82 casos positivos de HLB para 8
departamentos analizados, correspondiendo el mayor porcentaije
de casos positivos en Santa Rosa (54.17%), Escuintla (46.67%),
Alta Verapaz (45.61%) y Jutiapa (45%).
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