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RESUMEN

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) es la responsable del chancro bacteriano del kiwi, una enfermedad que se ha
extendido rdpidamente en los principales paises productores causando importantes pérdidas econdmicas. Para intentar
frenar la dispersion del patégeno y controlar el desarrollo de esta enfermedad, es necesario utilizar técnicas de diag-
nostico precoz. El objetivo de este estudio fue aplicar un método de detecciéon temprana en muestras asintomaticas. Se
seleccionaron 20 plantas de kiwi (15 de Actinidia deliciosa, 3 de A. arguta y 2 de A. kolomikta) en las que se habia confir-
mado previamente la presencia de Psa, localizadas en Pontevedra (Espana). La recogida de muestras se realizé durante
el reposo vegetativo, tomando de cada planta cuatro ramas del afio, con diferente orientacion, que se subdividieron en
tres submuestras y fueron procesadas mediante lavado interno con una solucion salina tamponada. Tres alicuotas de
cada submuestra se analizaron por técnicas moleculares y se sembraron en medio King B. Las colonias obtenidas con
morfologia tipica de Psa también se identificaron por técnicas moleculares. La bacteria fue detectada en el 55% de las
plantas muestreadas, pero no en todas las ramas de una misma planta. En las ramas que resultaron positivas, Psa se
aislé y detecto en las tres submuestras analizadas.
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RESUMO

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) é a bactéria causadora do cancro bacteriano da actinidea, uma doenga que se ex-
pandiu rapidamente nos principais paises produtores causando importantes prejuizos. Para tentar conter a propagagao
do agente patogénico e controlar o desenvolvimento desta doenga, é necessario utilizar técnicas de diagndstico precoce.
O objetivo deste estudo foi aplicar um método de detegao precoce em amostras assintomaticas. Foram selecionadas 20
plantas de kiwi (15 de Actinidia deliciosa, 3 de A. arquta e 2 de A. kolomikta) em que ja se tinha confirmado a presenga de
Psa, localizadas en Pontevedra (Espanha). A amostragem foi realizada durante o repouso vegetativo, colhendo 4 ramos
do ano de cada planta, com orientagdes diferentes. Foram subdivididos em 3 sub-amostras e processado por lavagem
interna uma solucao salina tamponada. Trés aliquotas de cada sub-amostra foram analisadas por meio de técnicas
moleculares e colocadas em meio King B. As colonias obtidas com morfologia tipica de Psa também foram identificadas
por técnicas moleculares. A bactéria foi detetada em 50% das plantas amostradas, embora nao em todos os ramos da
mesma planta. Nos ramos positivos, a Psa foi isolada e detetada nas 3 sub-amostras analisadas.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa, Actinidia arguta, Actinidia kolomikta, cancro bacteriano de kiwi, repouso vegetativo

206 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2015, 38(2): 206-212



Introduccion

El chancro bacteriano del kiwi, causado por Pseu-
domonas syringae pv. actinidiae (Psa), se detectd por
primer vez en Japon en 1989 (Takikawa et al., 1989)
y posteriormente en Corea (Koh et al., 1994) y China
(Wang et al., 1992), llegando a Italia, en 1992 (Scorti-
chini, 1994). En 2008, en este mismo pais se produce
un rebrote muy agresivo de la bacteria (Balestra et
al., 2009; Ferrante y Scortichini, 2009), apareciendo
mas tarde en Portugal (Balestra et al., 2010), Fran-
cia (Vanneste et al., 2011), Espafia (Abelleira et al.,
2011; Balestra et al., 2011), Suiza, Turquia (Bastas y
Karakaya, 2012) y Alemania (EPPO, 2013) asi como
en dos de los principales paises productores, Nue-
va Zelanda (Biosecurity New Zealand, 2011) y Chile
(EPPO, 2011). Actualmente se la considera la princi-
pal causa de pérdidas econdmicas en el cultivo de
kiwi (Vanneste et al., 2012), ocasionando mermas en
la produccion de fruta y un aumento en la mortali-
dad de plantas (Scortichini et al., 2012). Esta bacteria
afecta principalmente a A. deliciosa y A. chinensis, las
dos especies mdas comercializadas en todo el mun-
do, pero también se ha detectado en A. arguta y A.
kolomikta, dos especies con un area de cultivo mas
reducida (Serizawa et al., 1989; Ushiyama et al., 1992).

Teniendo en cuenta la alta severidad y las especies
susceptibles a la bacteria, la Organizacién Europea
y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO)
decidio incluir a Pseudomonas syringae pv. actinidiae
en su lista A2 como patdgeno de cuarentena desde
el ano 2012, y la Comision Europea publicd la De-
cision 2012/756/EU para evitar nuevas introduccio-
nes y la propagacion de la enfermedad, obligando
a los paises de la Unién Europea a realizar inspec-
ciones oficiales anuales.

Los sintomas del chancro bacteriano aparecen ge-
neralmente en hojas en la primavera asi como en
yemas y ramas en el otofo, cuando las condiciones
climatologicas son mas favorables para el desarro-
llo de la enfermedad (bajas temperaturas, abun-
dantes lluvias y alta humedad) (EPPO, 2012).

Debido a los dafios que ocasiona y a que existen pe-
riodos en los que la planta afectada no manifiesta
sintomas es necesario disponer de técnicas que per-
mitan un diagndstico precoz de la bacteria en plan-
tas asintomaticas, de forma que se puedan tomar
medidas en fases previas a la aparicion de los sin-
tomas y reducir la propagacion de la enfermedad.

Diferentes autores han propuesto con éxito téc-
nicas de deteccidon precoz, para el diagnostico de
distintas bacterias, mediante el uso de bombas de
vacio o de jeringas para forzar el paso de una solu-
cion a través de material lefioso (Bazzi et al., 1987,
Bazzi et al., 1990; Scortichini, 1991; Cambra, 1997).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
un método de lavado interno de ramas para la de-
teccion de Psa en plantas asintomaticas durante la
parada vegetativa que pueda ser aplicado para la
deteccion temprana de la bacteria.

Material y Métodos

Seleccion del material vegetal y toma de muestras

El material vegetal se obtiene de dos plantaciones
adyacentes de Actinidia spp. situadas en la provin-
cia de Pontevedra (Espafia). Una constituida por
plantas de A. deliciosa ‘Hayward’ con un sistema
de conducciéon en T y un marco de plantacion de
4,5 x 5 m, y otra de menor tamano, con plantas de
diferentes variedades de A.arguta cv. ‘Larger’, ‘Me-
ader’, ‘Ananasnaja’ y ‘74 -49" y de A.kolomikta cv.
‘Krupho’, ‘Pavlov’, ‘Senty’ y ‘Arotna’, con un siste-
ma de conduccion en pérgola y una marco de plan-
tacion 4 x 5 m. En ambas plantaciones, existia un
sistema de riego con aspersores, uno por planta,
y se regaban una vez al dia durante los meses de
primavera y verano.

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron 20
plantas asintomaticas en madera en las que se ha-
bia confirmado el afno anterior la presencia de Psa
en hojas: 15 de A. deliciosa ‘'Hayward’, 3 de A. arguta
(una del cultivar ‘71-79’, otra del cv ‘Larger’ y la
tercera del cv ‘Meader’) y 2 de A. kolomikta (una del
cultivar ‘Krupho’ y la segunda del cv ‘Pavlov’). Las
muestras se recogieron en el mes de Febrero del
afio 2014 durante la parada vegetativa de invier-
no. De cada planta seleccionada se tomaron cuatro
ramas del ano situadas en la parte superior de la
misma y de diferente orientaciéon; noroeste (NO),
suroeste (SO), noreste (NE) y sureste (SE), recolec-
tandose un total de 80 ramas: 60 de A. deliciosa, 12
de A. arquta y 8 de A. kolomikta.

Hasta su analisis en el laboratorio las muestras

fueron conservadas a 4 °C durante un periodo ma-
ximo de una semana.
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Procesamiento de las muestras

Para la deteccion de Psa, a partir del material reco-
gido en campo, se utiliz6 un protocolo adaptado de
Cambra (1997) y Bazzi et al (1987) que consiste en
el lavado y aspiracién de una solucién tamponada
a través de la muestra a analizar.

Cada rama recogida en campo fue cortada en tres
submuestras, con al menos tres yemas cada una.
Posteriormente, los dos extremos de cada sub-
muestra fueron sellados con Parafilm® y, a conti-
nuacion, se procedié a una desinfeccion superficial
mediante lavado con agua destilada y etanol al
70%. Una vez desinfectado el material vegetal, se
cortaron los dos extremos para renovar los cortes
de poda, bajo condiciones de asepsia, en cabina de
flujo laminar. Tras la renovacion de los cortes, uno
de los extremos de la rama se introdujo en un tubo
Falcon® que contenia 25 mL de una solucién salina
tamponada con fosfato (K,HPO,, KH,PO, y NaCl,
pH=72) y, el otro extremo, se adaptd a un tubo de
silicona de didmetro apropiado, en funcion del gro-
sor de la rama, asociado a una jeringa de 20 mL y
se tir6 del émbolo para producir, por diferencia de
presion, el paso de la solucion salina directamen-
te a la jeringa (Figura 1). Para cada submuestra se
utilizé una jeringa y se hicieron tres aspiraciones,
para recoger un total de 3 alicuotas de 500 pL cada
una. Los lavados internos obtenidos se pasaron a
tubos Eppendorf ®y se conservaron a 4°C hasta su
analisis.
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Figura1- A. Rama asintomatica de A. deliciosa colocada en
un tubo Falcén con la solucion salina tamponada y
acoplada a un tubo de silicona con la jeringa para
llevar a cabo el lavado y aspiracién de la solucion
para la deteccién de Psa. B. Detalle de la solucion
aspirada a través de la rama.

Andlisis molecular

Para el analisis se utilizaron 50 pL de cada una de
las alicuotas recogidas en cada submuestra y, se pu-
rificaron con el High Pure Purification Kit (Roche
Diagnostics, Germany) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para la amplificacion se utilizé 1uL
del lavado interno purificado como ADN molde, y
dos protocolos: PCR estandar propuesto por Rees-
-George et al. (2010) con los primers PsaF1/PsaR2
(5" TTTTGCTTTGCACACCCGATTIT 3; 5 CA-
CGCACCCTTCAATCAGGAT G 3') y duplex PCR
(Gallelli et al., 2011) con los primers KN-F/KN-R (5’
CACGATACATGGGCTTATGC 3; 5 CTTTTCATC-
CACACACTCCG 3') y AvrDdPx-F/AvrDdPx-R (5’
TTTCGGTGGTAACGTTGGCA 3; 5 TTCCGCTA-
GGTGAAAAATGGG 3).

Los amplicones obtenidos por ambos métodos fue-
ron separados por electroforesis en gel de agarosa
al 2% en TBE 0,5 X y las bandas de ADN poste-
riormente se tifieron con GelRed ™ (Biotium Inc.,
EE.UU,) y se visualizaron bajo un transiluminador
de luz ultravioleta. Los tamafios de las bandas se
compararon con un marcador molecular de 100 pb.

Aislamiento en medio de cultivo

Para la obtencién de colonias se sembraron 200 uL



del lavado interno de cada una de las alicuotas ob-
tenidas en el medio King B incubando las placas a
25°C durante 48-72 horas. Después del periodo de
incubacion, los cultivos bacterianos obtenidos eran
practicamente puros, y presentaban la morfologia
asociada a Psa, colonias pequenas y de color blan-
co brillante (Everett et al., 2011) siendo selecciona-
das para su analisis molecular. Para ello se extrajo
directamente el ADN por choque térmico de los
aislados resuspendiéndolos en 900 uL de agua con
100 pL de NaOH 0.5 mM a 95°C durante 10 minu-
tos. Las colonias fueron confirmadas por los pro-
tocolos moleculares anteriormente mencionados:
Rees-George et al. (2010) y Gallelli et al. (2011).

Resultados y Discusion

La aplicacion del método de lavado y aspiraciéon por
jeringa de una solucion salina tamponada a través
de material vegetal lefioso asintomatico, permitio la
deteccion de Psa en las tres especies del género Ac-
tinidia analizadas. En un 55% de las plantas se con-
firmo la presencia de Psa; 6 plantas de A. deliciosa
Hayward, 3 en A. arguta (74-49, Larger y Meader) y 2
en A. kolomikta (Krupho y Pavlov). De la misma ma-
nera Cambra (1997) utilizando este método obtuvo
buenos rendimientos para la extraccion de Xylophi-
lus ampelinus en sarmientos de vid.

La deteccién de la bacteria en las ramas analizadas
por especie no super6 el 40%, siendo en A. arguta
donde se obtuvo el mayor porcentaje con un 33%,
seguido por un 25% para A. kolomikta y un 22%
para A. deliciosa (Tabla 1).

Tabla 1 - Ndmero de plantas y ramas con presencia de Psa en Actinidia deliciosa, Actinidia arguta y Actinidia kolomikta, por
técnicas moleculares-TM (Rees-George et al., 2010; Gallelli et al., 2011) y aislamiento.

Numero de plantas Nimero Ramas Ramas
Especie positivas/Numero ramas analizadas positivas/Total | positivas/Total
total de plantas ™ Aislamiento
A. deliciosa 6/15 60 13/60 13/60
A. arguta 3/3 12 4/12 4/12
A. kolomikta 2/2 8 2/8 2/8
Total 11/20 80 19/80 19/80

Se ha observado una distribucién homogénea de
Psa a lo largo de las ramas analizadas ya que en
todas las muestras en las que se detecto, la bacteria
aparecio en todas las submuestras y alicuotas cor-
respondientes.

La bacteria, también fue encontrada en todas las
orientaciones (NO, NE, SO y SE), excepto en plan-
tas de A. kolomikta que solo fue observada en las
orientaciones NE y SE (Tabla 2).
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Tabla 2 - Niimero de ramas con presencia de Psa presentes en Actinidia deliciosa, Actinidia arguta y Actinidia kolomikta en
funcién de la orientacion: noroeste (NO), noreste (NE), suroeste (SO) y sureste (SE) por técnicas moleculares-TM
(Rees-George et al., 2010; Gallelli et al., 2011) y aislamiento.

Ramas Ramas
Especie Orientacion Positivas/Total  Positivas/Total
™ Aislamiento
NO 2/15 2/15
.. NE 3/15 3/15
A. deliciosa 30 4/15 4/15
SE 4/15 4/15
NO 1/3 1/3
A, arguta NE 1/3 1/3
SO 1/3 1/3
SE 1/3 1/3
NO 0/2 0/2
. NE 1/2 1/2
A. kolomikta 30 02 02
SE 1/2 1/2

La siembra del lavado interno de las alicuotas en
medio King B dio lugar a crecimientos puros de
colonias de Psa, no detectandose la presencia de
otras bacterias, favoreciendo y simplificando la de-
teccion e identificacion de P. syringae pv actinidiae
a partir de colonias.

No existieron diferencias de resultados en funcion
de los métodos empleados, técnicas moleculares y
aislamiento, obteniéndose por ambos el mismo nu-
mero de ramas positivas, es decir, que siempre que
se detectaba la bacteria mediante protocolos mole-

1 234 56 3 24

- o

culares se obtenia el aislado bacteriano.

De la misma manera tampoco se han registrado
diferencias entre los métodos moleculares utili-
zados (PCR estandar y daplex PCR). En la figuras
2 y 3 se muestran geles de agarosa al 2% con los
fragmentos de ADN amplificados de 15 alicuotas
analizadas de ramas asintomaticas de Actinidia de-
liciosa donde se observa la correspondencia de los
resultados de Psa segtin Rees- George et al. (2010) y
Galleli et al. (2011).

10 11 12 13 1415 M 16 17
_—

[ Jp——

- -

Figura 2 - Gel de agarosa al 2% mostrando los fragmentos de ADN amplificados con el protocolo de Rees-George et al. (2010).
Calles 1-15: alicuotas analizadas de ramas de Actinidia deliciosa, Calle 16: control positivo, Calle 17: control negativo

y M: Plues Blue DNA Ladder Marker 100bp.
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Figura 3 - Gel de agarosa al 2% mostrando los fragmentos de ADN amplificados con el protocolo de Gallelli et al., 2011. Calles
1-15: alicuotas analizadas de ramas de Actinidia deliciosa, Calle 16: control positivo, Calle 17: control negativo y M:

Plues Blue DNA Ladder Marker 100bp

Conclusiones

Aunque con el método de deteccion de Psa en ra-
mas asintomaticas mediante el lavado y aspiracion
de una solucion salina tamponada se ha obtenido
un porcentaje de éxito superior al 50%, teniendo en
cuenta que en el 100% de las plantas analizadas se
habia previamente diagnosticado la presencia de
Psa, nos indica que es necesario llevar a cabo mas
investigaciones sobre época de muestreo, trata-
miento previo de la muestra, etc., para optimizar la
deteccién de la bacteria, ya que se trata de un mé-
todo rapido, fiable, sencillo y poco agresivo para el
analisis de muestras asintomaticas enfocado prin-
cipalmente a material de propagacion.
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