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PROTOCOLO DE DETECCION DE BACTERIAS VIABLES POR QPCR
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Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap), agente causal de la mancha
bacteriana en Prunus spp, es un patogeno importante en melocotonero,
nectarino, ciruelo y almendro. Xap provoca sintomas en hojas, frutos, ramas y
troncos de los arboles y, en infecciones severas, puede afectar a la
produccion. Esta bacteria distribuida mundialmente esta clasificada por la
Union Europea como organismo regulado no cuarentenario.

Las organizaciones nacionales e internacionales de proteccion fitosanitaria
recomiendan protocolos de diagnéstico de enfermedades que permitan una
mejor gestion del riesgo y establecen recomendaciones para el control
sanitario de las especies de importancia econdmica para la agricultura.
Muchas técnicas de deteccion y diagnostico, y especialmente aquellas
basadas en técnicas de biologia molecular, no atienden a la viabilidad de los
microrganismos, lo que suscita en ocasiones dudas sobre el peligro
epidemioldgico que suponen las muestras positivas. En este contexto, se ha
estudiado el desarrollo de un protocolo de deteccién de bacterias viables
mediante qPCR combinada con el uso de agentes intercalantes de ADN.
Estos agentes penetran en células muertas que tienen la membrana
comprometida, intercalandose covalentemente al ADN, e impidiendo su
posterior amplificacion por PCR.

En este trabajo se ha estudiado la utilizacion de distintos agentes
intercalantes antes de la amplificacion por gPCR. Los ensayos se realizaron
tanto a partir de cultivos puros de Xap como de material vegetal inoculado con
esta bacteria, determinandose la capacidad de la técnica para la deteccidn
exclusiva de bacterias viables y estimandose parametros como la posible
interferencia de los agentes intercalantes en el protocolo de qPCR o en la
viabilidad de Xap.

Concluimos que el método de diagnéstico propuesto ofrece resultados
prometedores para laboratorios de diagnodstico y en estudios de investigacion,
ya que la adicidon de agentes intercalantes permite determinar la presencia de
bacterias con verdadera capacidad infectiva. Este protocolo pretende
contribuir a la mejora de la sostenibilidad medioambiental al proporcionar una
metodologia que permitira ajustar las medidas de control a las necesidades
reales.
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