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ES 2 538 825 T3

DESCRIPCION
Ensayo para deteccion de Xanthomonas axonopodis pv. allii
La presente invencion se refiere a nuevas herramientas de deteccién de Xanthomonas axonopodis pv. allii.

Xanthomonas axonopodis pv. alli es el agente causal del debilitamiento bacteriano de la cebolla, una de las
principales limitaciones sanitarias del cultivo de las aliaceas. Esta enfermedad se observé por primera vez en 1971
en Barbados (Antillas), después, en 1975, en varias islas del archipiélago de Hawai. En la década de 1980 esta
bacteria se encontré en Brasil, Cuba e isla Mauricio. De 1990 a 2000, lleg6 a Estados Unidos, Venezuela, Sudafrica
y Japon, provocando dafios importantes. Xanthomonas axonopodis pv. allii se caracterizé por primera vez en Hawai
en 1978 (Alvarez y col., Physiopathology ; 68 : 1132-1136, 1978).

Xanthomonas axonopodis pv. allii es patdgeno de las alidceas, en particular del ajo, puerro, cebolleta, chalota y
cebolla (Roumagnac y col., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 54: 15-24, 2004), tendiendo la enfermedad a ser mas grave
en la cebolla. Esta bacteria también se ha revelado como patdgeno para especies del género Citrus durante
infecciones experimentales por infiltracion (Gent y col., Phytopathology, 95 (8): 918-925, 2005) ; por lo tanto, no hay
ninguna prueba que muestre que esta bacteria es patégena en el campo para el género Citrus.

Xanthomonas axonopodis pv. allii provoca en la cebolla lesiones en los tejidos aéreos de la planta (hojas y tallos
florales), caracterizadas por la presencia de pequefias manchas acuosas lenticulares que se extienden y
evolucionan rapidamente en clorosis y después necrosis. La enfermedad se ve favorecida por las temperaturas
elevadas (superiores a 27 °C) y los principales focos aparecen rapidamente (de 7 a 10 dias) después de un periodo
de tiempo humedo y lluvioso. A causa de la reduccion del follaje, las plantas se atrofian y los bulbos disminuyen de
tamafio, lo que da como resultado pérdidas de rendimiento importante, del orden de un 10 a un 50 %. Por ejemplo,
en Estados Unidos, normalmente se observan pérdidas de rendimiento de un 20 %, o superior, en los campos
infectados.

Se ha mostrado que la bacteria podia estar presente en las semillas de cebollas (Roumagnac y col., Eur. J. Plant
Pathol., 106: 867-877, 2000), que la enfermedad se podia difundir a gran escala, en particular por los intercambios
comerciales de semillas, y que 4 semillas infectadas sobre 10000 era suficiente para desencadenar una epidemia
(Roumagnac y col., Phytophatology, 94: 138-146, 2004).

Dentro de los cultivos, el viento y el riego, en particular el riego por aspersion, pueden asegurar una diseminacion
mayor de la enfermedad, como también es el caso con las tormentas y el granizo. Ademas, la bacteria es capaz de
sobrevivir en los restos de los cultivos que a continuaciéon se diseminan mediante la adhesion a la ropa y a los
equipos de los trabajadores.

Debido a la importancia de las epidemias, y a la baja proporcion de semillas contaminadas necesarias para
desencadenar las consiguientes epidemias, esta bacteria se ha puesto en la lista de alerta de la Organizacion
Europea de Proteccion de Plantas (OEPP) en 2006. Un procedimiento esta en marcha para su inclusion en la lista
A1 de organismos en cuarentena de la OEPP.

Estan disponibles medidas de lucha contra el debilitamiento bacteriano de la cebolla, por ejemplo, uso de semillas
sanas, destruccion de rebrotes de cebollas, destruccion de restos vegetales, rotaciones, control quimico.

Ademas, las comercializaciones y los intercambios internacionales de semillas son los agentes principales de la
propagacion de esta enfermedad y representan un riesgo de introduccion del agente patégeno en zonas sanas por la
introduccion de nuevos genotipos en zonas ya contaminadas. Por lo tanto, es necesario poder garantizar la buena
calidad sanitaria de estas semillas. Para ello, son indispensables ensayos de diagndstico de rutina rapidos, fiables y
sensibles que permitan la certificacion de los lotes de semillas de Allium. En la actualidad, no existen tales
herramientas de diagndstico. Los procedimientos de identificacion usados en la actualidad se basan en el
aislamiento de la bacteria a partir del material vegetal infectado y su puesta en cultivo sobre un medio apropiado, en
particular el medio NCTM1 (Roumagnac y col., Eur. J. Plant Pathol., 106: 867-877, 2000). El aislamiento de la
bacteria necesita varios dias, y la identidad de la bacteria se debe verificar de inmediato con procedimientos
bioquimicos, tipificaciones moleculares y/o ensayos de patogenicidad (Gent y col., Phytopathology, 94 (2): 184-195,
2004; Picard y col., Phytopathology, 98 (9): 919-925, 2008). Ademas, la presencia de otras bacterias en las muestras
puede disminuir en ciertos casos la sensibilidad del ensayo y provocar la deteccion de falsos positivos.

Se ha desarrollado un ensayo de identificacion por amplificacion con PCR de una secuencia especifica de
Xanthomonas axonopodis pv. alli (Humeau y col., Phytopathology, 96 (12): 1345-1354, 2006; Picard y col.,
Phytopathology, 98 (9) : 919-925, 2008). Este ensayo consiste en realizar una PCR anidada usando, durante una
primera etapa, los cebadores PXaa1U (SEC ID N°: 1) / PXaa1L (SEC ID N°: 2), después en una segunda etapa los
cebadores NXaa1U (SEC ID N°: 3) / NXaa1L (SEC ID N°: 4). Sin embargo, aunque este procedimiento es sensible y
fiable, no permite la deteccién de todas las cepas, en particular las que provienen de Barbados y de Brasil. La falta
de deteccion de determinadas cepas se explicaria por la gran diversidad genética intrapatovar de Xanthomonas
axonopodis pv. allii (Picard y col., Phytopathology, 98 (9): 919-925, 2008; Gent y col., Phytopathology, 94 (2): 184-
195, 2004; Gent y col., Phytopathology, 95 (8): 918-925, 2005). Ademas, un estudio de diversidad genética mostré
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que el polimorfismo de las cepas era variable seguin su origen geografico: existen zonas con una gran diversidad (en
particular Estados Unidos, Sudafrica) y zonas con una diversidad escasa (por ejemplo Venezuela, Hawai, Barbados).

En consecuencia, dado que en la actualidad no existe ningun ensayo disponible para detectar el conjunto de cepas
de Xanthomonas axonopodis pv. allii, es indispensable el desarrollo de una herramienta de diagnéstico fiable,
sensible y que permita la deteccién de todas las cepas, independientemente de su origen geografico, para optimizar
la lucha contra las enfermedades provocadas por esta bacteria y para mejorar la vigilancia sanitaria durante los
intercambios internacionales.

Los Inventores han identificado ahora dos secuencias de ADN diana especificas de Xanthomonas axonopodis pv.
allii. Estas secuencias diana, denominadas « PIL » y « AVR », se representan en el listado de secuencias adjunto
con los nimeros SEC ID N°: 5 y SEC ID N°: 6, respectivamente.

El marcador PIL, puesto en evidencia por la técnica de amplificacién aleatoria de ADN polimorfo, o RAPD para
« Amplificacién Aleatoria de ADN Polimorfico », esta presente en aproximadamente un 70 % de las cepas de
Xanthomonas axonopodis pv. alli. Se ha comprobado que los cebadores PXaa1U (SEC ID N°: 1) / PXaa1lL (SEC ID
N°: 2) y NXaa1U (SEC ID N°: 3) / NXaalL (SEC ID N°: 4) usados por Humeau y col. (Phytopathology, 96: 1345-
1354, 2006) se hibridaban a esta secuencia diana.

El marcador « AVR », identificado por el procedimiento AFLP (para Polimorfismo de Longitud de Fragmento
Amplificado), esta al menos presente en todas las cepas que no poseen el marcador « PIL ».

Por lo tanto, debido a la complementariedad de estos marcadores, su busqueda conjunta permite el diagndstico
selectivo del conjunto de cepas conocidas de Xanthomonas axonopodis pv. allii.

Por lo tanto, la presente invencién tiene como objeto el uso de un polinucledtido aislado, para la deteccion de
Xanthomonas axonopodis pv. allii, este polinucleétido aislado, susceptible de obtencién a partir de Xanthomonas
axonopodis pv. allii, se define con la secuencia SEC ID N°: 6 y se elige entre el grupo constituido por:

a) el polinucledtido de secuencia SEC ID N°: 6;

b) un polinucledtido que tiene un 85 %, preferentemente un 90 %, y mas preferentemente un 95 % de identidad
con la secuencia SEC ID N°: 6;

c) cualquier fragmento de al menos 15 pb de dicho polinucledtido;

d) cualquier polinuclesétido complementario de uno de los polinucleétidos a) o b);

e) cualquier polinucledtido capaz de hibridarse selectivamente, en condiciones rigurosas con uno de los
polinucledtidos a), b), c) o d).

Los porcentajes de identidad a los que se hace referencia como parte de la presentacion de la presente invencion se
determina en una alineacion global de las secuencias a comparar, usando el algoritmo de NEEDLEMAN y WUNSCH
(J. Mol. Biol. 48, 443-453, 1970). Esta comparacion de secuencia se puede realizar por ejemplo con la ayuda del
software de alineacion « Geneious » (Drummond AJ, Ashton B, Cheung M, Heled J, Kearse M, Moir R, Stones-
Havas S, Thierer T, Wilson A; 2009, Geneious v4.7).

El experto en la materia puede identificar condiciones rigurosas de hibridacion, para un polinucleétido dado, en
funcién del tamafio y la composicidon en bases del polinucledtido en cuestion, asi como de la composicion de la
mezcla de hibridacién (en particular el pH y la fuerza ionica). Por lo general, se obtienen condiciones rigurosas, para
un polinucleétido de tamafio y secuencia dados, trabajando a una temperatura inferior de aproximadamente 5 °C a
10 °C a la temperatura de fusion (Tf) del hibrido formado, en la misma mezcla de reaccion, por este polinucleétido y
su complementario.

La presente invencion engloba en particular polinucleétidos que se pueden usar como cebadores de amplificacion
para la obtencién de una secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién, o como sondas de acido
nucleico para la deteccién de dicha secuencia.

La presente invencion engloba en particular los pares de cebadores que se pueden usar para la amplificacion de un
polinucleétido de secuencia SEC ID N°: 6, o un fragmento del mismo.

A modo de ejemplos no limitantes de pares de cebadores de acuerdo con la invencidn, se mencionaran en particular:

- el par de cebadores que consiste en los polinucledtidos PXaa2U (SEC ID N°: 7) y PXaa2L, (SEC ID N°: 8), que
permite la amplificacion de un fragmento de 995 pb de la secuencia SEC ID N°: 6 :

- el par de cebadores que consiste en los polinucledtidos NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L, (SEC ID N°: 10), que
permite la amplificacion de un fragmento de 401 pb de la secuencia SEC ID N°: 6.

La Figura 1 representa la secuencia SEC ID N°: 6. Los fragmentos de secuencia en negrita delimitan los cebadores
PXaa2U, PXaa2L, NXaa2U y NXaa2L.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién para el
cribado de Xanthomonas axonopodis pv. allii, y en particular las cepas que no comprenden el marcador « PIL ».
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La presente invencion tiene también por objeto un procedimiento de cribado de Xanthomonas axonopodis pv. allii,
caracterizado porque comprende:

- poner en presencia de ADN una muestra biologica susceptible de contener dicha bacteria con uno o varios
polinucleétidos de acuerdo con la invencién, en condiciones que permiten una hibridacion selectiva entre dicho o
dichos polinucledtidos y la secuencia diana SEC ID N°: 6, si ésta esta presente en dicho ADN;

- detectar dicha hibridacion.

La muestra biolégica usada puede ser bien un cultivo de bacterias aisladas a partir de la planta o de las semillas de
aliaceas en las que se desea realizar la deteccién, o bien directamente las semillas de aliaceas potencialmente
infectadas, o una muestra de la planta potencialmente infectada. De forma ventajosa, la deteccidn se realiza sobre
semillas de cebolla.

La deteccién de la hibridacién se puede realizar mediante todos los medios conocidos en si mismo por los expertos
en la materia. Cuando se usé un polinucledtido de acuerdo con la invencion marcado previamente con la ayuda de
un marcador apropiado, como sonda de acido nucleico, la hibridacion de la secuencia diana con la sonda marcada
se detecta directamente.

Cuando se usaron dos polinucleétidos, que constituyen un par de cebadores de acuerdo con la invencion, la
hibridaciéon de los cebadores con la secuencia diana se pone en evidencia por una reaccién de amplificacién en
cadena de la polimerasa (amplificacion de PCR para « reaccion en cadena de la Polimerasa »), después por
deteccion del producto de amplificacion, en particular sobre gel de agarosa.

En este caso, el procedimiento de cribado de acuerdo con la invencion comprende al menos las etapas siguientes:

i) la puesta en presencia de ADN de una muestra biolégica a someter a ensayo con un par de cebadores de
acuerdo con la invencion, en condiciones que permiten una hibridacion selectiva entre los cebadores y la
secuencia diana SEC ID N°: 6;

ii) realizar una reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa en condiciones que permiten la
amplificacién de la secuencia diana SEC ID N°: 6;

i) detectar el producto de amplificacion.

De manera preferente, la deteccion se realiza por PCR « anidada » (o nested PCR). En este modo de realizacion de
la invencion, el procedimiento de cribado de acuerdo con la invencion comprende ademas una segunda etapa de
amplificacion de PCR (etapa iv) realizada con la ayuda de un segundo par de cebadores que permiten amplificacion
de un fragmento interno del producto de amplificacion de la primera etapa.

A modo de ejemplo, la primera etapa de amplificacion (etapa ii) del procedimiento de acuerdo con este modo de
realizacion se puede realizar usando el par de cebadores que consiste en los polinucleétidos PXaa2U (SEC ID N°: 7)
y PXaa2L, (SEC ID N° 8), y la segunda etapa de amplificacion (etapa iv) usando el par de cebadores que consiste
en los polinucleodtidos NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L (SEC ID N°: 10).

Con el fin de poder detectar todas las cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii, es decir, las cepas que contienen
los marcadores « PIL » y « AVR », y las que no contienen mas que uno de estos dos marcadores, otro modo de
realizacion particularmente ventajoso del presente procedimiento permite la deteccion de la secuencia diana SEC ID
N° : 5 (marcado « PIL ») ademas del de la SEC ID N°: 6 (marcado « AVR »).

En este modo de realizacién en particular, se usa uno o varios polinucleétidos de acuerdo con la invencién capaces
de hibridarse selectivamente con la secuencia diana SEC ID N°: 6, y uno o varios polinucleétidos capaces de
hibridarse selectivamente, en condiciones rigurosas, con la secuencia diana SEC ID N°: 5.

En el caso en el que procedimiento de deteccién de acuerdo con la invencién comprende una etapa de amplificacion
de PCR, se usan paredes de cebadores que permite la amplificacién de un polinucleétido de secuencia SEC ID
N°: 5, o un fragmento del mismo, y cebadores de acuerdo con la invencién que permiten la amplificacion de un
polinucleétido de secuencia SEC ID N°: 6, o un fragmento del mismo.

En este caso, en la etapa i) del procedimiento de acuerdo con la invencion, el ADN de la muestra se pone ademas
en presencia de uno o varios polinucleétidos capaces de hibridarse selectivamente, en condiciones rigurosas, con la
secuencia diana SEC ID N° 5, y las condiciones de la etapa ii) que permiten, ademas de la amplificacion de la
secuencia diana SEC ID N°: 6, la amplificaciéon de la secuencia diana SEC ID N°: 5.

Preferentemente, los pares de cebadores que se pueden usar para la amplificacion del polinucleétido de secuencia
SEC ID N°: 5 son:

- el par de cebadores PXaa1U (SEC ID N° 1) y PXaalL (SEC ID N° 2), que permite la amplificacion de un
fragmento de 694 pb de la secuencia SEC ID N°: 5;y

- el par de cebadores NXaa1U (SEC ID N° 3) y NXaa1llL (SEC ID N° 4), que permite la amplificacion de un
fragmento de 444 pb de la secuencia SEC ID N°: 5.
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La Figura 2 representa la secuencia SEC ID N°: 5. Los fragmentos de secuencia en negrita delimitan los cebadores
PXaa1U, PXaa1ll, NXaa1U y NXaa1lL.

Cuando se trata de un procedimiento de detecciéon de acuerdo con la invencidon que comprende dos etapas de
amplificacion (modo de trabajo de « PCR anidada »), durante la primera etapa de amplificacion (etapa ii)) se usa un
par de cebadores que permiten la amplificaciéon de todo o parte del polinucleétido de secuencia SEC ID N° 5,
ademas del par de cebadores de acuerdo con la invenciéon que permite la amplificacion de todo o parte del
polinucledtido de secuencia SEC ID N°: 6. En la segunda etapa de amplificacion PCR (etapa iv), se usa un par de
cebadores que permiten la amplificacion de un fragmento interno del producto de amplificacién de la secuencia
SEC ID N° : 5 obtenido en la primera etapa, ademas de los cebadores de acuerdo con la invencién que permiten
amplificar un fragmento interno del producto de amplificacion de la secuencia SEC ID N°: 6.

En un modo de realizacion particularmente ventajoso del procedimiento de acuerdo con la invencion, la etapa de
amplificacion ii) se realiza con el par de cebadores PXaa1U (SEC ID N° 1) y PXaa1lL (SEC ID N°: 2) y el par de
cebadores PXaa2U (SEC ID N°: 7) y PXaa2L (SEC ID N° 8), la etapa de amplificacion iv) se realiza con el par de
cebadores NXaa1U (SEC ID N° 3) y NXaalL (SEC ID N° 4) y el par de cebadores NXaa2U (SEC ID N° 9) y
NXaa2L (SEC ID N°: 10). Este modo de realizacion tiene un umbral de sensibilidad de aproximadamente 1 semilla
contaminada sobre 27 300: por lo tanto, es particularmente fiable para evaluar el estado sanitario de una muestra de
semillas, y se puede usar para la certificacion de semillas de alidceas dado que la tasa de contaminacion de las
semillas informado para las epidemias de debilitamiento bacteriano de la cebolla en medio tropical es de 4,5/10000.

Los modos de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencién dirigidos a ambos genes diana « PIL » y
« AVR » tienen la ventaja de poder detectar todas las cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii, como lo han
demostrado los Inventores en una « colecciéon mundial », que se enumera en la Tabla | (véase a continuacion el
Ejemplo 2.1), que consta de 87 cepas que provienen de diferentes regiones del mundo, mientras que la mayoria de
las cepas de Xanthomonas diferentes del patovar Xanthomonas axonopodis pv. allii no se detectan. Solamente se
detectan del mismo modo algunas cepas clasificadas en los subgrupos genéticos 9.1 y 9.2 de Xanthomonas
axonopodis, no patdgenos para la cebolla. Sin embargo, estas ultimas se pueden distinguir faciimente de las cepas
de Xanthomonas axonopodis pv. alli mediante un analisis del perfil de restriccion, por ejemplo usando la enzima
Nhel que escinde unicamente el producto de amplificacion de las cepas de Xanthomonas euvesicatoria (grupo 9.2),
o usandola enzima Cfrl que desciende Unicamente el producto de amplificacion del subgrupo 9.1 de Xanthomonas
axonopodis, en particular Xanthomonas axonopodis pv. begoniae.

La presente invencién quien igualmente por objeto un kit de deteccion de Xanthomonas axonopodis pv. allii
caracterizado porque comprende uno o varios polinucleétidos de acuerdo con la invencién capaces de hibridarse
selectivamente en condiciones rigurosas con la secuencia diana SEC ID N°: 6 y uno o varios polinucleétidos capaces
de hibridarse selectivamente en condiciones rigurosas con la secuencia diana SEC ID N°: 5.

En el caso de la realizacién de un cribado por PCR anidada sobre los marcadores « PIL » y « AVR », el kit de
deteccion de acuerdo con la invencion comprende los pares de cebadores de amplificacion siguientes:

- el par de cebadores constituido por los polinucleétidos PXaa1U (SEC ID N°: 1) y PXaa1L (SEC ID N°: 2);
el par de cebadores constituido por los polinucleétidos NXaa1U (SEC ID N°: 3) y NXaa1L (SEC ID N°: 4);
el par de cebadores constituido por los polinucleétidos PXaa2U (SEC ID N°: 7) y PXaa2L (SEC ID N°: 8) ;y
- el par de cebadores constituido por los polinucleétidos NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L (SEC ID N°: 10).

La presente invencion se entendera mejor con la ayuda del complemento de descripcion que sigue a continuacion,
que se refiere a ejemplos no limitantes que ilustran la realizaciéon de la presente invencién para la deteccion de
Xanthomonas axonopodis pv. allii.

Ejemplo 1: Identificacion de los marcadores « PIL » y « AVR ».

1.1. Identificacion del marcador « PIL »

Las cepas usadas en el presente estudio se cultivaron en medio YPGA (7 g. I'" de extracto de levadura, 7 g. I
peptona, 7 g.I" de glucosa 18 g.I" de agar, pH 7,2) 0 en medlo de Wilbrink modlflcado (10 g.I'" de sacarosa, 5 g I
de bacto- peptona 5 gl de extracto de levadura, 0,5 g.I"" de KsHPO4, 0,25 g.I" de MgSO4/7H,0, 0,05 g.I”
NaS0s3, 15 gI de agar, pH 6,9-7 ; Rott y col., Agron. Trop. ; 43: 244-251, 1988) para las cepas que presentan un
crecimiento débil en el medio de YPGA

La amplificacién aleatoria del ADN polimorfo, o RAPD, se realizé a continuacién. Para realizar esto, el ADN total de
veintidés cepas de Xanthomonas axonopodis pv. alli que provienen de diversas zonas geograficas (véase a
continuacion, en la Tabla |, las cepas marcadas con « ° ») y se extrajeron otras seis Xanthomonas ((véase a
continuacion, en la Tabla Il, las cepas marcadas con « d ») a partir de 2 ml de cultivo bacteriano usando el kit «
DNeasy sangre y tejido » (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Una amplificacion de PCR se realizé sobre los extractos de ADN tomados de cada cepa. El medio de reaccion de 25
pl contiene 25 ng de ADN gendmico bacteriano, 3 mM de MgCl,, 0,4 uM de cebadores, 2,5 unidades de ADN
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polimerasa Taq (Invitrogen, Merelbeke, Bélgica), 100 uM de cada uno de los dNTP (Roche Diagnotics, Meylan,
Francia) en medio tris-HCI 20 mM y 50 mM de tampdn de KCI (pH 8,4). Se sometié a ensayo centenar de cebadores
cortos de 10 nucleétidos de secuencia definida arbitrariamente que provienen de los kits de GC al 80, al 70 y al 60 %
(Genome Express, Meylan, Francia).

La amplificacion se realiz6 en las condiciones siguientes:

- desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 7 min,

- 40 ciclos de amplificaciéon comprendiendo cada uno 3 fases: 94 °C durante 1 min (desnaturalizacion), 35 °C
durante 1 min (hibridacién de los cebadores en el ADN) y 72 °C durante 2 min (polimerizacion),

- extension a 72 °C durante 5 min.

Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa NuSieve al 2 % y se visualizaron
por florescencia después de coloracién con bromuro de etidio.

Resulté que ninguno de los fragmentos estaba presente en el conjunto de las cepas de Xanthomonas axonopodis
pv. alli sometidas a ensayo y ausente de otros patovares. Entre los fragmentos amplificados encontrados en la
mayoria de las cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii y ausentes de otras cepas, el fragmento amplificado con
el celador denominado 80-21 (SEC ID N°: 11 ; 5ACGCGCCAGG 3’), de aproximadamente 940 pb, esta presente en
un 70 % de las cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii sometidas a ensayo.

Este fragmento de interés se escindié del gel de agarosa por las cepas Xanthomonas axonopodis pv. allii
CFBP6364, CFBP6366, CFBP6369 y CFBP6379, se extrajo usando el kit de extraccion « Extraccion en gel QlAquick
» (Qiagen, Courtaboeuf, Francia), después se cloné por ligaciéon en el vector pGEM-T Easy de acuerdo con las
instrucciones del proveedor (Promega, Madison, USA). La secuencia se determind a continuacion por secuenciacion
usando los cebadores T7 y SP6 que se viviran en las regiones que bordean el inserto clonado en el vector pGEM-T
Easy. Este fragmento es idéntico en un 99 % entre estas cuatro cepas, y una busqueda en la base de datos
GenBank desvela que comparte un 97 % de identidad con dos porciones contiguas (de 828 y 102 pb
respectivamente) que pertenecen a los genes PILW y PILX de Xanthomonas euvesicatoria, genes que codifican para
proteinas de ensamblaje del pilus.

Se debe indicar que ninguno de los otros fragmentos identificados por RAPD estaba presente en las cepas cuyo
genoma no se amplificaba con el cebador 80-21.

1.2. Identificacion del marcador « AVR »

Las cepas CFBP6369, CFBP6380, CFBP6384, JX36-1, CFBP6386 y CFBP6382 de Xanthomonas axonopodis pv.
allii, representativas de cepas no amplificadas por el celador 80-21 se analizaron con la técnica de AFLP. Como
control se us6 una cepa de Xanthomonas citri pv. citri (IAPAR 306) y de Xanthomonas campestris pv. campestris
(CFBP 5251).

El analisis de AFLP se realizé tal como se describe en Ah-You y col. (International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 59: 306-318, 2009).

El ADN bacteriano, extraido como sea indicado anteriormente, se digirié en conjunto con Sacl y Mspl, a continuacion
se realizd la ligacion con los adaptadores Sacl y Mspl durante 3 horas a 37 °C afiadiendo 2,5 pl de producto de
digestion a 22,5 yl de una mezcla de ligacion que contiene 2 uM del adaptador Mspl, 0,2 uM del adaptador Sacl
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, Francia) y 2 unidades de ADN ligasa T4 (New England Biolabs Ozyme) en un
tampon de ligacion 1X. Una amplificacion previa de PCR se realiza en 15 pul de mezcla de reaccion formada por 5 pl
de mezcla de ligacion diluida a una décima parte, 2,5 mM de MgCl,, 0,23 uM de cada uno de los cebadores PSAC
(SEC ID N°: 12) y PMSP (SEC ID N° 13), 0,45 uM de cada dNTP, 0,5 unidades de ADN polimerasa Taq (Goldstar
Red, Eurogentec, Seraing, Bélgica) en un tampén 1X Goldstar. La amplificacion se produjo en las condiciones
siguientes:

- extension inicial a 72 °C durante 2 min,

- desnaturalizacion inicial a 92 °C durante 2 min,

- 25 ciclos de amplificacion comprendiendo cada uno 3 fases: 94 °C durante 30 seg (desnaturalizacion), 56 °C
durante 30 seg (hibridacion de los cebadores en el ADN) y 72 °C durante 2 min (polimerizacion),

- extension a 72 °C durante 10 min.

Los productos de amplificacion se diluyen a continuacién 10 veces en agua para HPLC antes de la amplificacion
selectiva. La amplificacion selectiva se realiza con ayuda de los pares de cebadores no marcados Mspl (SEC ID
N°:14)+ A, T,Go Cy Sacl + C (SEC ID N°: 15), o Mspl (SEC ID N°: 14) + A, T, G o C et Sacl + CT (SEC ID N°: 16).
Las condiciones de amplificacion son las mismas que las que se han descrito para la amplificaciéon previa, a
excepcion de la concentracion de los cebadores Sacl + C y Sacl + CT que es de 0,12 pM.

Los productos de amplificacion se analizaron a continuacion sobre gel de acrilamida al 5 % (Risterucci y col., Theor.
Appl. Genet.; 101 : 948-955, 2000) a continuacion el ADN se visualizé por coloracién con plata (Qu y col.,
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Electrophoresis; 26: 99-101, 2005). Debido a la complejidad de los perfiles de AFLP obtenidos usando dos bases
selectivas en la etapa de amplificacion, solamente se aprovecharon los perfiles obtenidos con tres bases selectivas
para recuperar los fragmentos de interés.

Se visualizaron dos fragmentos presentes en la mayoria de las cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii, cuyas
cepas no se amplifican con el cebador 80-21.

Con el fin de identificar estos fragmentos, el ADN se extrajo del gel de acrilamida en 50 pl de tampdn. A
continuacion, 5 yl se sometieron a una amplificacion selectiva, como se describe en Ah-You y col. (International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 59: 306-318, 2009), usando los pares de cebadores Mspl (SEC
IDN° 14)+ Ao Ty Sacl + CT (SEC ID N° 16). Las condiciones de amplificacién son las mismas que las que se han
descrito para la amplificacion previa, a excepcion de la concentracion del celador Sacl + CT que es de 0,12 uM.

Los fragmentos amplificado se introducen a continuacion por ligacion en el vector pGEM-T Easy como se ha descrito
anteriormente, a continuacion bacterias de E. coli se transformaron con los vectores que contienen los insertos. A
pesar de las condiciones mas rigurosas de amplificacion con tres bases selectivas, la secuenciacion de los clones
obtenidos desvel6 que los ADN tenian una composicién heterogénea, lo que se explica sin duda por una
comigracion de productos de amplificacion de tamafio similar o una contaminacion durante la etapa de escision. Sin
embargo, usando la amplificacion con tres nucleétidos selectivos, se obtuvo un clon interesante a partir de
fragmentos de AFLP que provienen de la cepa CFBP 6382. La secuenciacion del inserto de este clon seguido de
una busqueda en la base de datos GenBank desvelo la presencia de una secuencia de 270 pb que tenia un 90 % de
identidad con una porcion del gen de avirulencia avrRxv de Xanthomonas euvesicatoria (nUmero de acceso en
GenBank L20423). A partir de esta secuencia, los cebadores F1154 (SEC ID N° 17) y R1391 (SEC ID N°: 18) se
generaron después de realizar una PCR con la ayuda de estos cebadores en las cepas CFBP6366, CFBP6380,
CFBP6384, JX36-1, CFBP 6386, CFBP6357 y CFBP6382.

La amplificacion de PCR se realizé en 25 pl de mezcla de reaccion formada por 20 ng de ADN total, 3 mM de MgCla,
0,2 uM de cebadores, 1,25 unidades de polimerasa Dap Goldstar (Eurogentec, Seraing, Bélgica), 100 uM de cada
uno de los ANTP (Roche Diagnotics, Meylan, Francia). Se usaron las siguientes condiciones de amplificacion:

- extension inicial a 72 °C durante 2 min,

- desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,

- 40 ciclos de amplificacién comprendiendo cada uno 3 fases: 95 °C durante 1 min (desnaturalizacion), 60 °C
durante 1 min (hibridacién de los cebadores en el ADN) y 72 °C durante 2 min (polimerizacion),

- extension a 72 °C durante 5 min.

Se obtuvo un amplicon de 238 pb para cada una de las cepas sometidas a ensayo: a lo largo de las cepas, el
fragmento de 238 pb compartia de un 90 para un 99 % del gen de avirulencia avrRxv de Xanthomonas euvesicatoria
(numero de referencia en GenBank L20423). Con el fin de obtener fragmentos de ADN mas grandes para disefar
cebadores de PCR especificos de Xanthomonas axonopodis pv. allii, se realizaron amplificaciones usando dos pares
de cebadores F202 (SEC ID N°: 19), que corresponden a los nucleétidos 202-219 del gen de avirulencia avrRxv de
Xanthomonas euvesicatoria (nimero de referencia en GenBank L20423) y R1391 (SEC ID N° : 18) elegido en el
amplicon de 238 pb, asi como los pares de cebadores F1154 (SEC ID N° : 17) y R2149 que corresponden a los
nucledtidos 2131-2149 (SEC ID N° : 20) del gen de avirulencia avrRxv de Xanthomonas euvesicatoria (nUmero de
referencia en GenBank L20423). Un fragmento de 1948 pb se amplificé para las cepas CFBP6366, CFBP6386,
CFBP6357 y CFBP6382, un fragmento de 1950 pb para las cepas CFBP 6384 et JX36-1 y una secuencia parcial de
1504 pb para la cepa CFBP 6380. Todas estas secuencias presentan entre un 87 y un 98 % de identidad con el gen
avrRxv de Xanthomonas euvesicatoria.

Ejemplo 2: Deteccion especifica de Xanthomonas Axonopodis pv. Allii.

2.1. Especificidad de la deteccién por PCR anidada multiplexada

A partir de los marcadores « PIL » (SEC ID N° 5) y « AVR » (SEC ID N°: 6), se disefiaron pares de cebadores
seleccionado las regiones mas conservadas de estos dos marcadores entre las cepas de Xanthomonas axonopodis
pv. allii.

Para el marcador « PIL », los dos pares de cebadores elegidos son el par de cebadores PXaa1U (SEC ID N° 1) y
PXaa1l (SEC ID N°: 2) y el par de cebadores NXaa1U (SEC ID N°: 3) y NXaa1llL, (SEC ID N°: 4).

Para el marcador « AVR », los dos pares de cebadores elegidos son el par de cebadores PXaa2U (SEC ID N°: 7) y
PXaa2L (SEC ID N°: 8), y el par de cebadores NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L (SEC ID N°: 10).

Un analisis por PCR anidada multiplexada se realizé6 a continuacion con la ayuda de estos cuatro pares de
cebadores sobre 87 cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii (véase la Tabla | que sigue a continuacion), 101
cepas bacterianas fitopatdogenas (otros patovares y especies de Xanthomonas, otros géneros bacterianos), y 18
bacterias saprofitas de la cebolla (véase la Tabla Il que sigue a continuacion).
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Se sometieron a ensayo diferentes tipos de muestras, en particular el ADN gendmico bacteriano purificado, de
suspensiones bacterianas y de semillas mezcladas con una cepa bacteriana.

La primera etapa del analisis por PCR anidada multiplexada se realizé6 en una mezcla de reaccién de 25 i
constituida por 0,5 a 5 yl de muestra a someter a ensayo (segun el tipo de muestra), 3 mM de MgCl,, 0,2 uM de
cada uno de los cebadores que constituyen los pares de cebadores PXaa2U (SEC ID N°: 7) / PXaa2L (SEC ID N°: 8)
y PXaa1U (SEC ID N°: 1) / PXaa1L (SEC ID N°: 2), 100 uM de cada dNTP, 1,25 unidades de ADN polimerasa Taq
(Goldstar Red, Eurogentec, Seraing, Bélgica), en un tampén de tris-HCI 75 mM, (NH4).SO4 20 mM y Tween 20 al
0,01 % (pH 8,8).

Las condiciones de amplificacion usadas fueron las siguientes:

- desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,

- 40 ciclos de amplificacion comprendiendo cada uno 3 fases: 95 °C durante 1 min (desnaturalizacion), 63 °C
durante 1 min (hibridacién de los cebadores en el ADN) y 72 °C durante 2 min (polimerizacion),

- extension a 72 °C durante 5 min.

La segunda etapa de la PCR anidada multiplexada se realizé con 1 a 5 pl de los amplicones obtenidos en la primera
etapa de amplificacion en condiciones analogas a las que se han descrito para la primera etapa de amplificacion, a
excepcion de los pares de cebadores son los siguientes : se usaron NXaa2U (SEC ID N°: 9) / NXaa2L (SEC ID N¢:
10) y NXaa1U (SEC ID N°: 3) / NXaa1L (SEC ID N°: 4). El programa de amplificacion fue el siguiente:

- desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min,

- 30 ciclos de amplificaciéon comprendiendo cada uno 3 fases: 94 °C durante 30 seg (desnaturalizacion), 57 °C
durante 30 seg (hibridacion de los cebadores en el ADN) y 72 °C durante 40 seg (polimerizacion),

- extension a 72 °C durante 5 min.

Los productos de amplificacion se analizaron a continuacion sobre gel de agarosa al 1 % (amplicon que proviene de
la primera etapa de amplificacion) o al 3 % (amplicon que proviene de la segunda etapa de amplificacion).

Entre las 87 cepas de Xanthomonas axonopodis pv. alli sometidas a ensayo, se obtienen tres tipos de resultados
durante la primera etapa de amplificacion:

i) dos amplicones que tienen dos tamafos esperados, 694 pb (una porcion del marcador « PIL ») y 995 pb (una
porcién del marcador « AVR ») se amplifican a partir de todas las cepas de Brasil, Cuba, Japon, isla Mauricio,
isla de la Reunion y Hawai.

ii) un solo amplicon de 694 pb (una porcidon del marcador « PIL ») se amplificé a partir de todas las cepas que
provienen de Georgia Venezolana, cuatro cepas de Colorado y dos cepas que provienen de Sudafrica.

i) un solo amplicon de 995 pb (una porcion del marcador « AVR ») se amplificé a partir de todas las cepas que
provienen de Barbados, Texas, tres cepas que provienen de Sudafrica y una que proviene de Colorado.

Durante la segunda etapa de amplificacion, se observaron los fragmentos siguientes, resultantes de la amplificacion
interna de los productos de amplificacion de la primera etapa: se obtuvieron dos fragmentos de 444 pb (una porcion
interna del amplicon « PIL ») y 401 pb (una porcion interna del amplicon « AVR ») para el grupo que presenta el
perfil i), un tnico amplicon de 444 y 401 pb para los grupos ii) y iii) respectivamente.

Los resultados obtenidos para las 87 cepas de Xanthomonas axonopodis pv. allii sometidas a ensayo se resumen en
la Tabla | que sigue a continuacion.

Ademas, la patogenicidad de estas 87 cepas se confirmd por verificacion de los postulados de Koch usando, para
cada cepa, la especie anfitriona de la que proviene.

TABLA |
Cepas® origen Anfitrion Respuesta a la PCR anidada
Multiplexadaf
amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador AVR)
CFBP 6384°™", JX36-1"°", CFBP 6386°"™ Sudafrica  A. cepal -/- +/+
CFBP 63859, JX36-2' Sudafrica A. cepa L +/+ -/-




ES 2 538 825 T3

(continuacion)

Cepas® origen Anfitrion Respuesta a la PCR anldada
Multlplexada

amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador AVR)

CFBP 6367”” JR512, JR513", JR514, JR515, Barbados  A. cepal -/- +/+
CFBP 6368"
CFBP 6362°", CFBP 6363°", JV593", CFBP  Brasil A. cepal +/+ +/+
6377%"
CFBP 6378° Brasil A. cepal -/- +/+
CFBP 6364°*", CFBP 6365 Cuba A. sativum +/+ +/+
L
CFBP 6107*"%", CFBP 6108"%" Japon A. +/+ +/+
fistulosum
L
JR649, JR650, JR651, CFBP 6374%", JR653,  Mauricio A. cepal +/+ +/+

JR654-1, CFBP 6374, JR653, JR654-1, JR655,
CFBP 6376"" JS959, JS960, JS961, JS962

JQ740-1, LMG 16528"", CFBP 6366°°°%", Isla de A. cepal +/+ +/+
CFBP 6369*°" CFBP 6357°%", JQ759, Reunion

JR520-1, JR523-1, CFBP 6371%", CFBP 6372,

CFBP 6373, CFBP 6375

CFBP 6355%", LA261-18, JX366-2 Isla de A. sativum +/+ +/+
Reuniéon L

JX-373-2, LB239-18 Isla de A. porrum +/+ +/+
Reuniéon L

JY3179 CFBP 6379°%, JY3199 JY320° Colorado +/+ -/-
(USA)

CFBP 6380°™" Colorado A. cepa L -/- +/+
(USA)

JY274, JY275, JY276° Georgia +/+ -/-
(USA)

LMG 577, LMG 578, LMG 579 CFBP 6359°", Hawai A. cepal +/+ +/+

LMG 943, LMG 9487, LMG 9488, LMG 9489,  (USA)

CFBP 6360%", LMG 9491, LMG 9492, CFBP

6361°" LMG 9494

JW200, CFBP 6381°", JW202, CFBP 6382°*, Texas A. cepal -/- +/+

JW204, JW205, CFBP 6383" (USA)

CFBP 6387, JX722, JX724, JX725, JX726,  Venezuela A. cepal +/+ -/-

CFBP 6338, JX728

“CFBP. Coleccién Francesa de Bacterias Fitopatdgenas, Estacion de Patologia Vegetal, Angers, Francia.
BCCMTM/LMG, Coleccion de bacterias, Laboratorio de Microbiologia, Universidad de Gante, Bélgica: Las otras
cepas pertenecen a nuestra coleccion de laboratorio (3P, Reunién. Francia).
Todas las cepas enumeradas en esta tabla son patdgenos de la cebolla.

Cepas usadas para evaluar los marcadores RAPD (22 cepas).
© Cepas para las que se ha clonado y secuenciado el marcador RAD 80-21 (4 cepas).

Cepas usadas para evaluar los marcadores AFLP (6 cepas).
¢ Cepas para las que se ha clonado y secuenciado el fragmento AFLP de 238 pb (7 cepas)
T+ fragmento de tamario esperado amplificado: -, sin amplicon detectable.
9 Cepas para las que se ha amplificado y se ha secuenmado el ADN con los cebadores PXaa1U y PXaa1lL
(27 cepas).
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(continuacion)

Cepas® origen Anfitrion Respuesta a la PCR anidada
Multiplexadaf
amplicones de amplicones de

694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador AVR)

" Cepas para las que el ADN se ha amplificado y se ha secuenciado con los cebadores PXaa2U y PXaa2lL
(28 cepas).

' Cepas usadas para el analisis de restriccion con Cfrl (8 cepas).

! Cepas usadas para el analisis de restriccién con Nhel (10 cepas)

* Patotipo de Cepa

Un ejemplo de resultado de PCR anidada multiplexada se ilustra en la Figura 3. La pista 11 representa el control de
PCR negativo, las pistas 1 la 10 representan los resultados obtenidos para las cepas CFBP 6384, CFBP 6385,
CFBP 6380, CFBP 6379, CFBP 6369, CFBP 6107, JY 276, CFBP 6387, CFBP 6368 y CFBP 6381. La pista M
corresponde a los marcadores de tamafio molecular.

Cuando los ensayos de PCR anidada multiplexada realizados en las cepas saprofitas de la cebolla y en cepas que
pertenecen a otros géneros bacterianos, no se observé producto de amplificacion alguno. Del mismo modo, la
mayoria de las cepas de Xanthomonas no se amplifican por PCR anidada multiplexada. Sin embargo, resultdé que
algunas cepas de Xanthomonas axonopodis clasificadas en el subgrupo genético 9.2 en el sentido de Rademaker se
detectaban igualmente. En funcion del patovar, destacaron los amplicones del marcador « PIL » y/o los del marcador
« AVR ». Ademas, los amplicones del marcador « AVR » se detectan igualmente con las cepas de Xanthomonas
axonopodis pv. begoniae (subgrupo genético 9.1 en el sentido de Rademaker).

Los resultados obtenidos con las cepas saprofitas de la cebolla y las cepas que pertenecen a otros géneros
bacterianos sometidos a ensayo se resumen en la Tabla Il que sigue a continuacion.

TABLA Il
Respuesta a la PCR anidada
Multiplexada °©
Cepas® Taxon amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador
AVR)
Subgrupo %enético 9.2
LMG 667°*™ LMG 668°™, LMG 905". LMG 909, LMG  Xanthomonas +/+ +/+
910%™, LMG 913", LMG 914", LMG 922°™, LMG euvesicatoria
926°, LMG927°, LMG 929°", LMG 930, LMG 931°",
LMG 932°™ LMG 933°™, CFBP 5600**"
JJ238-20, JJ238-26, JJ238-27, JJ238-28 Xanthomonas -/- -/-
euvesicatoria pv.
citrumelo
CFBP 2910 Xanthomonas -/- +/+
axonopodis pv.
citrumelo
LMG 497%, LMG 8019 Xanthomonas -/- -/-
axonopodis pv.
alfalfae
LMG 675" Xanthomonas -/- -/-
axonopodis pv.
cassiae
LMG 8048 Xanthomonas +/+ -/-
axonopodis pv.
cassavae

10
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(continuacion)

Cepas®

Taxon

Respuesta a la PCR anidada
Multiplexada ©

amplicones de
694 pb/ 444 pb
(marcador PIL)

amplicones de
995 pb/ 401 pb
(marcador
AVR)

LMG 861%

LMG 686

LMG 691

LMG 692°"

LMG 693

LMG 694

LMG 698

LMG 811

LMG 844°"

LMG 819

LMG 955°®

NCPPB 938"

Subgrupo genético 9.1
LMG 55I°®, LMG 7303, CFBP 2524°%

Subgrupo genético 9.3
LMG 982, LMG 539

Xanthomonas
axonopodis pv. ricini

Xanthomonas
axonopodis pv.
coracanae

Xanthomonas
axonopodis pv.
cyamopsidis

Xanthomonas
axonopodis pv.
desmodii

Xanthomonas
axonopodis pv.
desmodiigangetici

Xanthomonas
axonopodis pv.
desmodiironmdifolii

Xanthomonas
axonopodis pv.
erythrinae

Xanthomonas
axonopodis pv.
patelii

Xanthomonas
axonopodis pv.
phyllanthi

Xanthomonas
axonopodis pv.
poinsettiicola

Xanthomonas
axonopodis pv.
tamarindi

Xanthomonas
axonopodis pv.
lespedezae

Xanthomonas
axonopodis pv.
begoniae

Xanthomonas
axonopodis pv.
axonopodis

-/-

-/-

+/+

+/+

+/+

+/+

+/+

-/-

-/-

+/+

+/+

+/+

+/+

11
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(continuacion)

Respuesta a la PCR anidada
Multiplexada ©

Cepas® Taxon amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador
AVR)
LMG 901, LMG 8285 Xanthomonas -/- -/-
axonopodis pv.
vasculorum
Subgrupo genético 9.4 Xanthomonas -/- -/-
LMG 8014. JR518-3 axonopodis pv.
phaseoli
CFBP 2603 Xanthomonas -/- -/-
axonopodis pv.
manihotis
LMG 695% Xanthomonas -/- -/-

Subgrupo genético 9.5

C 39, JA159-1, CFBP 2525%, LAPAR 306

LMG 548

LMG 558

CFBP 1716 , CFBP 2933

LMG 761, LMG 7429

Subgrupo genético 9.6
LMG 7387

LMG 8752

Otras especies
LMG 733. CFBP 4925"

LMG 904, LMG 915, LMG 9117

CFBP 1156"

CFBP 1976"

axonopodis pv.
dieffenbachiae

Xanthomonas
axonopodis pv. citri

Xanthomonas
axonopodis pv.
bauhiniae

Xanthomonas
axonopodis pv.
cajani

Xanthomonas
axonopodis pv.
mangiferaeindicae

Xanthomonas
axonopodis pv.
malvacearum

Xanthomonas
axonopodis pv.
cajani

Xanthomonas
axonopodis pv.
vignicola

Xanthomonas
hortorum pv.
hederae

Xanthomonas
vesicatoria

Xanthomonas
hyacinthi

Xanthomonas bromi

12
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(continuacion)

Respuesta a la PCR anidada
Multiplexada ©

Cepas® Taxon amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador
AVR)
LMG 710, CFBP 21577 Xanthomonas -/- -/-
fragariae
CFBP 5251" Xanthomonas
campestris pv.
campestris
CFBP 2528" Xanthomonas -/- -/-
arboricoia pv.
juglandis
CFBP 2532" Xanthomonas -/- -/-
oryzae pv. oryzae
CFBP 25427 Xanthomonas -/- -/-
cucurbitae
CFBP 2543" Xanthomonas -/- -/-
vasicola pv. holcicola
CFBP 4188" Xanthomonas -/- -/-
cynarae
CFBP 4641" Xanthomonas -/- -/-
sacchari
LMG 673" Xanthomonas -/ - -/ -
cassavae
CFBP 46447 Xanthomonas -/- -/-
melonis
CFBP 4643" Xanthomonas pisi -/- -/-
CFBP 4690" Xanthomonas codia -/- -/-
CFBP4691" Xanthomonas -/- -/-
theicola
CFBP 2523" Xanthomonas -/- -/-
albilineans
LMG 797 Xanthomona -/ - -/ -
oryzae pv. oryzicola
LMG 892 Xanthomonas -/- -/ -
translucens pv.
undulosa
LMG 4717 Xanthomonas -/ - -/ -
sacchari
Otras bacgrerias fitopatogenas
LMG 1222 . .
CFBP 2094 Burkholderia cepatia -/- -/-
Pseudomonas / /
savastanoi pv. o o
savastanoi
CFBP1670" Pseudomonas -/- -/-
savastanoi

13
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(continuacion)

Respuesta a la PCR anidada

Multiplexada ©
Cepas® Taxon amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador
AVR)
Run 145 Ralstonia -/- -/-
solanacearum
filotipo 111
Run 215 Ralstonia -/- -/-
solanacearum
filotipo |
Run 17 Ralstonia -/- -/-
solanacearum
filotipo I
Run 83 Ralstonia -/- -/-
solanacearum
filotipo IV
LMG 11997 Ralstonia eutropha -/- -/-
LMG 21727 Pseudomonas -l -l
corrugata
LMG 5093 Pseudomonas -l -l
syringae pv. tomato
LMG 59427 Ralstonia picketiti -/- -/-
LMG 17947 Pseudomonas -l -l
fluorescens
LMG 16206" Pseudomonas -l -l
putida
LMG 21627 Pseudomonas -l -l
cichorii
LMG 2129 Burkholderia -/- -/-
andropogonis
LMG 28047 Erwinia -I- -I-
chrysanthemi
Cepas saprofitas aisladas de cebolla
JS923, JS924 Erwinia sp. y y
JR593 Burkholderia sp. o -
JR594-1 Stenotrophomonas -/- -/-
sp. n n
JR594-2 Pseudomonas sp. -/- -/-
JR656-3 Klebsiella sp. -/- -/-
JR656-5 Pantoea sp. -/- -/-
JR656-6 Pantoea sp. -/- -/-
JS741-1 Burkholderia sp. -/- -/-
JS741-2, JS741-4, JS741-12 Flavimonas -/- -/-
oryzihabitans
JS741-5 Klebsiella sp. -/- -/-
JS741-6 Pantoea -/- -/-
agglomerans

14
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(continuacion)

Respuesta a la PCR anidada

Multiplexada ©
Cepas® Taxon amplicones de amplicones de
694 pb/ 444 pb 995 pb/ 401 pb
(marcador PIL) (marcador
AVR)
JS853 Pantoea sp. -l- -l-
JS741-14 Enterobacter sp. -/- -/-
JS741-15, JS741-16 Pseudomonas -/- -/-

aeruginosa

@ CFBP. Coleccion Francesa de Bacterias Fitopatdgenas. Estacion de Patologia Vegetal, Angers, Francia;
BCCMTM/LMG, Coleccion de bacterias, Laboratorio de Microbiologia, Universidad de Gante, Bélgica; NCPPB, la
Coleccion Nacional de Bacterias Patogénicas de Plantas (NCPPB, CSL, York, Reino Unido); Las otras cepas
pertenecen a nuestra coleccion de laboratorio (3P, Reuniéon. Francia), excepto la cepa LAPAR 306 que ha sido
proporcionada por el IAPAR (Instituto Agrondmico do Parana. Londrina PR. Brasil) y para la que esta disponible el
genoma completo (Da Silva, 2002).
Cepas usadas para los ensayos de patogenicidad en cebolla (Allium cepa L., cv. Red Creole).
° +. Fragmento amplificado del tamafio esperado: -. sin amplicon detectado.
d Cepas usadas para evaluar los marcadores RAPD (6 cepas).
€ Cepas para las que se ha amplificado y secuenciado el ADN con los cebadores PXaa1U y PXaa1lL (18 cepas).
Cepas para las que se ha amplificado y secuenciado el ADN con los cebadores PXaa2U y PXaa2L (17 cepas).
N Cepas usadas para el analisis de restriccion con Cfrl (3 cepas)
Cepas usadas para el analisis de restriccion con Nhel (12 cepas)
, Tlpo de Cepa
! Patotipo de Cepa.

Se realizaron ensayos de patogenicidad para todas las cepas de la Tabla Il, usando la variedad cultivada de cebolla
Red Creole (Roumagnac y col., Eur. J. Plant Pathol., 106: 867-877, 2000). Estos ensayos mostraron que todas las
cepas que no pertenecen al patovar alli aunque se detecten por PCR anidada multiplexada no son patégenas para
la cebolla. Ademas, estas ultimas se pueden distinguir facilmente de la cepa Xanthomonas axonopodis pv. allii
mediante un analisis de perfil de restriccion. De hecho, el andlisis de los amplicones obtenidos durante la segunda
etapa de amplificacién indica que la enzima de restriccion Nhel no escinde el fragmento de 444 pb (amplicon del
marcador « PIL ») que proviene de la cepa Xanthomonas axonopodis pv. allii, mientras que escinde el producto de
amplificaciéon de la cepa Xanthomonas euvesicatoria, generando dos fragmentos de 355 y 89 pb respectivamente.
Del mismo modo, la enzima de restriccion Cfrl genera dos fragmentos de 343 y 58 pb a partir del producto de
amplificacion de 401 pb (amplicon del marcador « AVR ») de Xanthomonas axonopodis pv. begoniae, mientras que
no escinde el amplicén que proviene de Xanthomonas axonopodis pv. allii.

2.2. Sensibilidad de la detecciéon por PCR anidada multiplexada

La sensibilidad del procedimiento de deteccion por PCR anidada multiplexada se determind usando suspensiones
bacterianas mezcladas o no con muestras de semillas de cebolla.

Las suspensiones de las cepas CFBP 6366, CFBP 6385, CFBP 6367 de Xanthomonas axonopodis pv. alli se
sometieron a ensayo. Para esto, las suspensiones que contenian 1.10% cfu.ml” se diluyeron en serie de 10 en 10. Se
colocaron muestras que contenian 10 g de semillas de cebollas sanas en 50 ml de tampén estéril Sigma 7-9 0,01 M
(pH 7,2) (Sigma, Saint- Quentln FaIIaV|er FranC|a) y se inocularon con suspensiones bacterianas hasta una
concentracion final de 1.10" cfu.ml” a 1.10" cfu.ml™. EI control negativo se inéculo con tampdén. En paralelo, se
analizaron las mismas series de dilucién no mezcladas con las semillas. Después de 48 horas de maceracion a 4 °C,
las muestras se inocularon por una parte sobre medio semiselectivo NCTM1 (Roumagnac y col., Eur. J. Plant.
Pathol. ; 106: 867-877, 2000), y por otra parte el genoma bacteriano se extrajo de acuerdo con el procedimiento
rapido de extraccion alcalina de Audy y col. (Phytopathology ; 86: 361-366, 1993). Se centrifugaron 4 ml de cada
muestra a 10 000 g durante 30 min a 4 °C y a continuacioén el sedimento se volvié a poner en suspension en 100 pl
de NaOH 0,5 N que contenia un 0,5 % de polivinilpirrolidona. Se mezclaron 5 pl de lisado con 495 ul de una solucion
de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Para cada experimento, se sometleron a ensayo, por duplicado, dos muestras de 5 pl
(para las suspensiones (iue contenlan al menos 1.10% cfu.ml ) o tres muestras de 5 pl (para la suspension se
contenian menos de 1.10™ cfu. mI

Cuando las suspensmnes se mezclan con semillas de cebollas, la primera etapa de la amplificacion permite detectar
1.10° cfu.ml™ (titulo determinado con las suspensiones correspondientes inoculadas sobre medio NCTM‘I? Cuando
se usa la PCR anidada multiplexada, el limite de deteccién aumenta aproximadamente 1. 10° cfuml”, aunque
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frecuentemente se obtiene una sefial (una o dos veces de cada tres ensayos) con suspensiones que contienen
aproximadamente 1.10% cfu.ml”. Se debe indicar que los ensayos equivalentes realizados sobre las dilucion es en
serie que no se mezclaron con las semillas de cebolla proporcionaron resultados similares.

Estos resultados muestran que la deteccion de Xanthomonas axonopodis pv. allii es posible en una muestra de
semillas a partir de una concentracion de 10° bacterias/ml después de la primera etapa de amplificacion, y que a
partir de una concentracién de 10° bacterias/ml o 102 bacterias/ml después de la segunda etapa de amplificacion.

Ejemplo 3: Deteccion de Xanthomonas Axonopodis pv. Allii en muestras de semillas infectadas

La presencia de Xanthomonas axonopodis pv. allii se investigé en un lote de semillas de cebollas cosechadas en un
campo experimental contaminado (Humeau y col., Phytopathology, 96: 1345-1354, 2006). El nimero de muestras
para cada experimento (35 por experimento), que consiste cada uno en 10 g de semillas, se determin6 de acuerdo
con una distribucion hipergeométrica con el fin de detectar al menos una semilla contaminada con respecto a 30 000
semillas (r = 0,05). Cada experimento se realizé por duplicado.

Las muestras de semillas se maceran en 50 ml de tampdn estéril Sigma 7-9 0,01 M (pH 7,2) durante 48 horas. La
tasa de contaminacioén del lote se determind, por una parte, mediante cultivo en medio NCTM1 de macerados puros
o diluidos a una décima parte, y por otro lado con al menos dos andlisis de macerados por PCR anidadas
multiplexadas después de extraccion alcalina realizada como se ha descrito anteriormente. Los controles negativos
en los que la muestra sustituyd por agua se incluyeron los experimentos.

En otra serie de experimentos, el mismo lote de semillas se mezclé con semillas de cebollas sanas en una
proporcion de 1:1,1, 1:2 y 1:12,8, y a continuacion la tasa de contaminacion de dos, 2:03 muestras independientes
de estas mezclas se analizaron respectivamente por cultivo en medio NCTM1 y PCR anidada multiplexada en las
condiciones indicadas anteriormente.

Se sabe que el procedimiento de amplificacion por PCR anidada producen falsos positivos, solamente las muestras
a partir de las que se detectaron los fragmentos de ADN esperados al menos dos veces se consideran como
positivos. Ademas, se calculo la tasa de contaminacion determinada a partir del recuento de placas inoculadas y
analisis por PCR anidada multiplexada de acuerdo con el procedimiento descrito en Masmoudi y col. (Seed Sci.
Technol. ; 22: 407-414, 1994). La correlacion entre las tasas de contaminacion determinadas por cultivo o por PCR
anidada multiplexada y la relacion de las diluciones de semillas infectadas / semillas sanas se calculé aplicando el
coeficiente de correlacion de Pearson r (Pearson, K., Biometrika ; 18: 105-117, 1926).

Los resultados de estos estudios se presentan en la Tabla Il que sigue a continuacion.

TABLA Il
Deteccion por PCR Aislamiento en medio Numero de
anidada Multiplexada semiselectivo lotes
detectados con
los 2
procedimientos

N° TC N° de TC N° de

de lotes lotes

muestras positivos positivos

de

semillas
Lote de semillas P2 Ensayo1 35 0,00007675 6 0,00004953 4 3
1/10.000% Ensayo2 35 0,0001213 9 0,00001183 1 1

media 0,00010 0,00003068

Lote de semillas P2 Ensayo1 35 0,00003658 3 0 0 0
mezcla con Ensayo2 35 0,00004953 4 0,00002402 2 0
semillas sanas media 0,000043055 0,00001201
(1:1,1)
1/21.000°
Lote de semillas P2 Ensayo 1 35 0,00003658 3 0 0 0
mezclado con Ensayo2 35 0,00003658 3 0,00001183 1 0
semillas media 0,00003658 0,000005915
sanas (1:2)
1/30000°
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(continuacion)

Deteccion por PCR Aislamiento en medio Numero de
anidada Multiplexada semiselectivo lotes
detectados con
los 2
procedimientos
N° TC N° de TC N° de
de lotes lotes
muestras positivos positivos
de
semillas
Lote de semillas P2 Ensayo1 35 0 0 0,00001183 1 0
mezclado con Ensayo2 35 0 0 0 0 0
semillas Ensayo3 35 0,00003658 3 0,00001183 1 0
sanas (1:12,8) media 1,21933E-05 0,0000079
1/138.000°
Semillas sanas Ensayo1 35 0 0 0 0
Ensayo 2 Ensayo2 35 0 0 0 0
@ Tasa de contaminacion de semillas derivadas de los analisis por PCR Anidada multiplexada
® Tasa de contaminacion de semillas tedricas obtenidas diluyendo el lote de semillas P2 con semillas sanas

Los dos procedimientos de analisis permitieron la deteccion de Xanthomonas axonopodis pv. allii. se pusieron de
manifiesto seis y nueve muestras positivas por PCR anidada multiplexada, lo que corresponde a una tasa de
contaminacion media de un 0,01 %, mientras que el cultivo en medio NCTM1 no permitié6 detectar mas que tres y
cuatro muestras positivas, lo que corresponde a una tasa de contaminacion de un 0,0031 %.

La serie de experimentos realizados con el lote de semillas mezcladas con semillas de cebollas sanas en una
proporcion de 1:1,1, 1:2 'y 1:12,8, que corresponden respectivamente a tasas de contaminacion tedricas de 1/21 000,
1/30 000 y 1/138 000, muestra que el procedimiento por PCR anidada multiplexada calcula de forma precisa las
tasas de contaminacion: de hecho, la correlacion positiva r entre la tasa de contaminacion tedrica y la tasa de
contaminacién determinada experimentalmente por PCR anidada multiplexada es de 0,90. Por el contrario, no se
observo tal correlacion cuando el analisis se realizé mediante cultivo en medio NCTMA1.

En una tasa de contaminacién determinada de forma experimental de 1/27 300, la PCR anidada multiplexada es
positiva en cada ensayo. Para las diluciones superiores, en particular 1/82 000, solamente es positivo un ensayo de
cada tres.

Siendo el nivel de contaminacion informado para las epidemias de debilitamiento bacteriano de la cebolla en medio
tropical de 4,5/10 000, la deteccién por PCR anidada multiplexada, con un umbral de sensibilidad del procedimiento
de aproximadamente 1/27 300, es fiable y en particular se adapta bien para certificar los lotes de semillas de
aliaceas.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CIRAD
ROBENE, Isabelle
PRUVOST, Olivier
LEGRAND, Delphine
<120> NUEVAS HERRAMIENTAS PARA LA DETECCION DE XANTHOMONAS AXONOPODIS PV.ALLII
<130> MJP/EM/11-F1367-18WO
<160> 20
<170> PatentIn versioén 3.3
<210>1
<211> 23

<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador Pxaa1U

<400> 1
ggctctaata cgacgttgac gat

<210> 2
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Pxaa1lL

<400> 2
aaattcatgc gcgttttcaa tag

<210>3
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Nxaa1U

<400> 3
ttacgtcgca aacaatccag ata

<210> 4
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Nxaa1L

<400> 4
gggcaccatt gacattatca gtt

<210>5
<211> 937
<212> ADN

<213> Xanthomonas axonopodis

<400> 5
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23

23

23

23
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acgcgccagyg
cogggotgeo
tegtettacy
ctaatacgac
cagcacegac
ccactgctgg
ccactggcca
cagatacagqg
gagaggaact
aaaccattge
gtgttgcaac
aggttggagt
atcgtcttgg
gggocaccta
aatggtgeecc

tgecegttete

tacttcgcceca
tgotgogatce
gtttotttee
gttgacgatg
getgttegga
aacagtggtg
gaccatggtyg
ggaaccogea
ggtagaggge
aacgcaaace
agcaactgge
gcttgtgegt
tgtgctogga
tgagttgtca
ctattgaaaa

tatgtegete
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gggcaaacgg
cagaacctga
getgaggggy
gacgcetaceg
ategeggact
gcctcaggag
tatcgecgeeg
ttgcggegtg
atogaaageoc
ccaccegttg
geagcagety
agtccgactc
gtaacggtgg
gtegectctcee
cgogeatgaa

tgatcatect

taacagttgg
gcocceggogec
ttectgecac
gctgggegag
gogogeacge
taaaccttge
aatcgcttgt
ccagagcagg
tgcaatteoct
gaaacattac
ccaatcaatg
cagctgctge
ttccacctac
gtaaccgact

tttgaaaate

ggegegt

<210> 6
<211> 1948
<212> ADN

<213> Xanthomonas axonopodis

<400> 6

attatccgcyg
catagcgcetce
gtgctgegte
caccgaacat
gettoegttca
gagttetteg
catacaaaaa
caagcagcag
cgtctacgee

ctetecegac

cattgtcgac
catggcaccg
caatgcgact
cagttgegea
gggttttteca
attagegega
atggtggtaa
tcgttttcaa
tccggeoctcte

aaggectage

ggcgtgcatg
ccaagcggoa
aatccacggc
gatcactctt
gettttogea
tetaatatat
aaaatgaaga
catcatattc
ccgeogocgy

aagaaggecg

ccgaaacgaa
gtgcaaacaa
cgtggcecgyg
cagtgtgaat
ttattgecta
gtgegacteoe
aatttttcag
cggaggctga
attcccegee

aggecttgte

19

ggcaaccgca
gogggctggg
gggcattgeg
gttgacggat
cgatgtgttt
cggtcgatat
gtattacgtc
aggtaacggc
ttatggactyg
ggagcagagyg
geggegggte
tgectgetceg
gactagcgat
gttoggtaac

ggagctggec

gtgcagatgc
ccggtatgte
ctttettggg
tagtgtceget
gatettageg
ataagagtge
atcattagga
ctcagcaccc

cagtaactct

ggatgeggtg

ggttcgatta
agocgacatca
geggogygget
gatggegteg
goaggoacga
gttgtacage
gcaaacaatc
cagtacacca
gacagoacag
gttgagagea
ggtcaagtge
attgaggcca
gggeggtate
tgataatgtce

ggcaaacggqg

gctagccaag
gacccgaggt
gtcggttagt
tatctgtagt
caacgaaacc
aatteagate
gtgggegget
agcagtaagg
getttttceg

gagtegegeg

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

937

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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gacatttage
gaaatgaacc
tcecgectecta
agtttttaca
ggctggatga
gtggacacac
ctggtttegt
ctgtgattga
atgccctgge
agaaaggaaa
atttgcttaa
gcaccatcega
gcagagecge
gogataagac
tagaatcctg
ccagcgggct
ttgtcgaatg
gtggcagcag
cgoeegtgtte
gaggttectt
tcecgectgcac
ggttgctgeco

tcagttggec

<210>7
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

cocgacaage
catcagegag
cgacaataga
tgacctgagt
agaccctagy
gacgattate
gaaaatgaga
ggcggaagca
ggcataccag
tatcaagggg
aggaaccagg
cgagcetegag
tgtetacaag
ctacageatg
agacaattac
ttttttcggt
aggtttgcty
ctgoaggege
ttggecatge
agcacacege
tgcgctogtt
ggggegtttt

aacgccagat

<223> Cebador Pxaa2U

<400> 7

ctcaagcagc agtcgttttc a

<210> 8
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador Pxaa2L
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ctggtetect
tecactteogge
ttgaataatc
cgctggecata
agatggcatc
geattggage
gaaaatctea
cttaagtcaa
gaaagaagca
atgactcccg
ttgctgccgg
geagatcage
gagtegetga
tcaategaag
caaatattat
atgtaataag
tgtctgaagg
atecgtgacag
cgegaatcetg
aacattgege
cacctggcac
ccagcctgceg

ccgtcaac

21

atgccaacge
tgatggacat
taaacctgeg
aaacaggatt
gcgtogegtt
ctgegtetge
cgtetcagtt
teggtaggty
cctttgacca
aaagtcagca
caaacttcta
ctggegegte
geegtagact
catccagage
ttactttcct
gcgaccctga
gcttgtcget
atacgagagce
aacttggtge
ggctgeggge
acgcgcgcat

cggcegageeg

20

aaccckigat
tgaaaatcte
cagcttcgac
gccattaaga
cgacgtgcge
ttacaateeg
cggtaggaaa
tgtcatattt
atggcataaa
ccttaacgag
caagcatgcg
gagtaccgac
ggaggagttc
tegaaagate
taccttcaca
tggaaagcgc
acgccaggca
goaagegacy
aaccaaccty
gecgetgacy
ctgcgtctac

gcaagctcge

caactgagge
ccecatetgg
actccggggc
gcggtagtge
aaccacgaga
gaccatatge
atttegtttyg
tectettgatt
gatcttcgaa
cttggcgtct
cattccaggc
gtgaggtcag
caggtccage
cgtcacgect
ggceccgette
aacggcaggc
ggatcatcca
tcageactgyg
acgettgate
tgggaaatca
cagcgttege

cgcgecagtgt

660

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1948
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<400> 8
atgcttcgat tgacatgctg t

<210>9
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Nxaa2U

<400> 9
atgcctggtt tcgtgaa

<210> 10
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Nxaa2L

<400> 10
ctacggctca gcgactc

<210> 11
<211>10
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 80-21

<400> 11
acgcgccagg

<210> 12
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PSAC

<400> 12
tagactgcgt acaagctc

<210> 13
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PMSP

<400> 13
gatgagtcct gagcgg

<210> 14
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador MSPI
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<400> 14
gatgagtcct gagcgg 16

<210> 15
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Sacl + CT

<400> 15
tagactgcgt acaagctcc 19

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Sacl + CT

<400> 16
tagactgcgt acaagctcct 20

<210> 17
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador F1154

<400> 17
gaccatatgc ctggtttcg 19

<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador R1391

<400> 18
ccttaaggtg ctgactttcg 20

<210> 19
<211> 18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador F202

<400> 19
attatccgcg cattgtcg 18

<210> 20
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador R2149
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<400> 20
gttgacggat ctggcgttg 19
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un polinucleétido aislado, susceptible de obtencién a partir de Xanthomonas axonopodis pv. allii, definido
con la secuencia SEC ID N°: 6 para la deteccion de Xanthomonas axonopodis pv. allii.

2. Procedimiento de cribado de Xanthomonas axonopodis pv. allii, caracterizado porque comprende:

- poner en presencia de ADN una muestra bioldgica susceptible de contener dicha bacteria con uno o varios
polinucleétidos de acuerdo con la invencién, en condiciones que permitan una hibridacion selectiva entre dicho o
dichos polinucledtidos y la secuencia diana SEC ID N°: 6, si ésta esta presente en dicho ADN;

- detectar dicha hibridacion.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque comprende las etapas siguientes :

i) poner en presencia de ADN una muestra bioldgica a someter a ensayo con un par de cebadores de acuerdo
con la invencidn, en condiciones que permiten una hibridacién selectiva entre los cebadores y la secuencia diana
SEC ID N°: 6 ;

ii) realizar una reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa en condiciones que permitan la
amplificacion de la secuencia diana SEC ID N°: 6;

i) detectar el producto de amplificacion.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado porque comprende ademas una etapa iv) que
es una amplificacion en cadena de la polimerasa con la ayuda de un segundo par de cebadores que permiten la
amplificacion de un fragmento interno del producto de amplificacion de la etapa ii).

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado porque el ADN de la
muestra se pone ademas en presencia de al menos un polinucleétido capaz de hibridarse selectivamente, en
condiciones rigurosas, con la secuencia diana SEC ID N°: 5.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, caracterizado porque, en la etapa i),
el ADN de la muestra se pone ademas en presencia de uno o varios polinucleétidos capaces de hibridarse
selectivamente, en condiciones rigurosas, con la secuencia diana SEC ID N° : 5, y porque las condiciones de la
etapa ii) permiten, ademas de la amplificacion de la secuencia diana SEC ID N°: 6, la amplificacion de la secuencia
diana SEC ID N°: 5.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 6, caracterizado porque la etapa de amplificacion iv) se realiza
ademas en presencia de un par de cebadores que permiten la amplificacion de un fragmento interno del producto de
amplificacién de la primera etapa de amplificacion del polinucleétido de secuencia SEC ID N°: 5.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado porque la etapa de amplificacion ii) se realiza
con el par de cebadores PXaa1U (SEC ID N°: 1) y PXaa1L (SEC ID N°: 2) y el par de cebadores PXaa2U (SEC ID
N°: 7) y PXaa2L (SEC ID N°: 8), y porque la etapa de amplificacion iv) se realiza con el par de cebadores NXaa1U
(SEC ID N°: 3) y NXaa1L (SEC ID N°: 4) y el par de cebadores NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L (SEC ID N°: 10).

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, caracterizado porque la muestra
bioldgica es una semilla de aliacea.

10. Kit de deteccidon de Xanthomonas axonopodis pv. allii, caracterizado porque comprende uno o varios
polinucledtidos capaces de hibridarse selectivamente, en condiciones rigurosas, con la secuencia diana SEC ID
N°:6 y uno o varios polinucleétidos capaces de hibridarse selectivamente, en condiciones rigurosas, con la
secuencia diana SEC ID N 5.

11. Kit de deteccién de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado porque comprende los pares de cebadores
de amplificacion siguientes:

- el par de cebadores constituido por los polinucleétidos PXaa1U (SEC ID N°: 1) y PXaa1L (SEC ID N°: 2) ;
- el par de cebadores constituido por los polinucle6tidos NXaa1U (SEC ID N°: 3) y NXaa1L (SEC ID N°: 4) ;
- el par de cebadores constituido por los polinucleétidos PXaa2U (SEC ID N°: 7) y PXaa2L (SEC ID N°: 8) ; y
- el par de cebadores constituido por los polinucleétidos NXaa2U (SEC ID N°: 9) y NXaa2L (SEC ID N°: 10).
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ATTATOCGCG
TAATAGGCGC

CRTAGCGCTC
GTATCCCGAS

GTGCTECETC
CRCGACGCAS

CRACCGRRACAT
GTGGCTTGTA

GUTTCGTTCA
COAAGCARGT

GAGTTCTTOR
CTCAAGRAGT

CATACAARARR
GTATGTTTTT

PXaalU
CRAGCAGCAG
GTTCGTCETE

CGTCTACGCC
GCAGATGCGG

CTCTCCCEAT
GAGAGGGCTG

GACATTTAGC
CTGTARARTCG

GRARTGRACT
CTTTACTTES

TCCGCTCCTA
AGGCEAGGAT

AGTTTTTACA
TCARRAATGT

GGCTGGATGA
CCGACCTACT
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CATTGTCGAC
GTAACAGCTG

CATGGCROCE
GTACCGTGGEC

CALTGCGACT
GTTACGCTGA

CAGTTGCGCA
GTCAACGOGET

GGGTTTTTCA
CCChRapAnCT

ATTAGCGCGA
TAATCGIGET

ATGSTGGETAA
TACCRCCATT

TCGETTTTCAN
AGCARARGTT

TCCEGCCTCT
AGGCCGEEMGA

ARGECCTCGE
TTCCGGAGOG

CCCGUCAAGC
GGGCGEETTOG

CATCRAGUGAG
GTAGTCGEITC

CEACARTAGR
GUTGTTATCT

TGACCTGAGT
ACTGGACTCA

AGACCCTAGS
TCTGGGEATCT

GGCGTGCATG
COGCACGTAC

CCARGUGGCA
GETTCGCCGT

ARTCCACGGE
TTacETooCs

GATCACTCTT
CTAGTGAGAR

GUTTTTOGOR
COARAAGCET

TCTAATATAT
RGATTATATA

AMNPATGARGA
TTTTACTTCT

CATCATATTC
GTAGTATARG

CCGUCGCCGE
GGECGGCGGECC

ARGRAGLECCG
TTCTTCCGES

CTGGTCTCCT
GACCRAGRGGR

TCACTTCGGE
AGTGARGCCE

TTEARTARTC
PACTTATTAG

CGCTGGCATR
GLGACCGTAT

AGATGGCATC
TCTACCGTAG
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CCGARACGAR
GGCTTTGCTT

GTGCARACAR
CACGTTTGTT

CETGEECOCGGE
GCACCGOEOC

CAGTGTGAAT
GTCACACTTA

TTATTGCCTA
ALTRERACCECEAT

GTGCGACTCC
CRCGCTGAGE

ARTTTTTCAS
TTARRARGTC

CHGAGGCTGA
GCCTCCGACT

ATTCCCCGCC
TARGGGGCGG

RAGGCCTTGTC
TCCEGAMTRG

ATGUCAACGT
TACGGTTGOG

TGATGGACAT
RACTROCTGTA

TAALCCTGCG
ATTTOGACGT

ARMCRGEATT
TTTSTCCTAR

GLGTCGCGETT
CGCAGCGCAR

GTGCAGATGC
CACGTCTACG

CCGGETATGTC
GGECCATACAG

CTTTTTTGEE
GAMAMMRCTC

TAGTGTCGECT
ATCARCAGCGE

GATCTTCGCG
CTAGSAALCGT

ATAAGRGTGE
TATTCTCACG

ATCATTAGGA
TAGTARATCCT

CTCAGCACCC
GAGTOGTEGE

CACTAACTCT
GTCATTGAGA

GEATGLGGTG
CCTATGCCAT

ARCCCTTGAT
TTGGGAACTA

TGARAATCTC
RUTTTTAGRG

CAGCTTCGAC
GTCOAAGITS

GCCATTALGE
CGGTAATTCT

CGACGTGUGT
GUTGCACGEG

GCTAGCCARG
CGATCGGTTC

GRCCCGAGET
CTGGEECTOCA

GTCEETTAGT
CAGCCRATCA

TATCTGTAGT
ATRGRCATCA

CRACGRARNCO
GTTGEETTTES

AATTCAGATC
TTAARGTCTAG

r——r

GTGLEECGEET
CACCCGCCEA

AGCAGTAAGE
TCGTCATTCD

CGCTTTTTCCG
CGAARARGET

CGAGTOGCGE0G
CTCAGCGECGC

CRACTGAGEC
GTTGACTCCG

COCCATCTGGE
GEEGTAGRACC

ACTCCOGEGEGET
TEAGGCCCCG

GCGETAGTGEC
CGCCATCACG

ARCCACGAGR
TTGETGCTCT

Figura 1a
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GTGGEACACAC
CRCCTGTETE

M¥aa2l
CTGETTTCGT
GACCRERRRGOR

CTETGATTGA
GACACTARCT

ATGCCCOTEGE
TACGEEACCE

AGARAGGARA
TCTTTCCTTT

ATTTGCTTAR
TAAACGRALTT

GCACCATCGR
CETEETAGCT

GCRAGAGCCGT
CGTCTCGGCG

GUGEATARAGRC
CGCTATTCTG

TAGAARTCCTS
ATCTTRGGRE

CCAGCGGGET
GGETCGCCCGEA

TTETCGAARTE
ARCAGCTTAC

GTGECAGCAG
CACCGTCGTC

CGCCGTETTC
GCGECACLAG

GAGGTTCCTT
CTCCARGGAR
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GACGATTATC
CTGOTAATAS

GRARATGEAGR
CTTTTACTCT

GECEEAAGCR
CCGCCTTORET

GGCATACCAG
COGTATGEETE

TATCARGGGE
ATAGTTCCCC

AGGEAACCAGE
TCCTTGGTCC

CRAGCTCEAG
GUTCEAGCTC

TGETCTACARG
ACAGATGTTC

CTACAGCATG
GATETCGTAC

AGACARTTAC
TCTETTRATG

TTTTTTCGGT
ARRRAAGCCA

AGGTTTGCTG
TCCARACGAC

CTGCCGECGT
GROGLCCGCG

TTGECCATGE
ARCCGEGETACT

AGCACACCGT
TCGETGETGECG

GCATTGOAGS
CGTRACCTCG

GAARATCTCA
CTTTTAGAGT

CTTARGTCAR
CAATTCAGTT

GARAAGAAGTA
CTTTCTTCGT

ATGACTCCCG
TACTGAGEGEC

TTGCTECCGEGE
BACGACGEOC

GCAGATCAGC
CETCTRGETCG

CTGCGTCTGC
GACGTRAGRCG

CGTCTCAGTT
GCAGAGTCRAA

TCGETEGEETE
AGCCACCCAC

CCTTTGRCCA
CLOARBCTGEET

ARAGTCRGCA
TTTCRAGTCGT

CRARCTTCTA
GTTTGARGAT

CTGGOGCETC
GROCGCGORAG

H¥=aaZL

GRGTCGETEA
CTCAGCGACT

PXaa?lL
TCARTCGAAG
AGTTAGCTTC

GCCGTRGARCT
CGECATCTOA

—

CATCCRGAGC
GTAGGTCTOG

—

CRARTATTAT
GTTTATARATA

ATGTRATARG
TRACATTATTC

TGCTCTGARGE
ACRGRCTTCC

ATCGTGACAG
TAGCACTGTC

CECEARTOTG
GCGOTTAGAC

ABCATTGCGE
TTGTARCGCG
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TTACTTTCCT
AATGCRARRGEA

GCGACCCTGA
CGCTGGEACT

GCTTETCGCT
CHARCAGCGA

ATACGRGAGC
TATGCTCTCG

ARCTTGETGC
TTCARCCACE

GGCTGECGEGET
CCGACGTCCG

TTACARTCCG
AATGTTAGGD

CGGETAGGARR
GCCATCCOTTT

TGETCATATTT
ACAGTATAAR

ATGGCATARA
TRCCGTATTT

CCTTARACGAG
GGEAATTGCTC

CARNGCATGCG
GTTCGTACEC

GEETACCGAC
COCATGEGECTS

GGAGGARGTTC
CCTCCTCAAG

TCGARRGATC
AGCTTTCTAG

TACCTTCACH
ATGGAAGTGT

TGGARAGCGT
ACCTTTCGCE

ACGCCAGECH
TGCEETCCET

GUAAGCGACG
CETTCGCTEC

BRACCRRCCTG
TTGETTGEEAC

GCCGCTGACG
CEGCGACTGC

r--h

GACCATATGC
CTEETATACG

ATTTCGTTTG
TARRGTAARC

TCTCTTGATT
AGAGAACTAR

GATCTTOGAR
CTAGRAGCTT

CITGGECGTET
GARCCGCAGR

CRTTCCAGEC
GTAAGETCCE

GTGEAGETCARR
CRCTCCAGTC

CRAGGTCCRGT
GTCCAGGTCG

CGTCACGCCT
GCAGTGCGEA

GECOCGCTTC
CCGGECGRAG

ARCGGCAGHC
TTGCCGTCOG

GEATCATCCA
COTAGTAGET

TCAGCACTGG
AGTCGTGACC

RCGCTTGATOC
TCCGARCTAG

TEEGEARATCAR
ACCCTTTAGT

Figura 1b
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TCOGUTGCAC
AGGLGACGTG

TGCECTCETT
ACGOGAGCAR

GEGGCGTTTT
CCOCGTARAR

GETTGLTGCOD
CCAACGROGH

TCAGTTGEECC
BGETCARCCGE
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ARCGOTCAGAT COGTCAAC
TPTECGETOTA GECAGTTE

FIGURA1
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CRCCTGGUAC ACGCGUGCAT CTEUGTCTAC CAGOGTTOGC
GTGEACCETE TGCGCGOETA GACGUAGATE GTCGTAAGUG

CCRGOCTGLG CGGCGAGCNG GCARGUTCGC CGCGCAGTGT
GGETOGGACGE GUCGCTCEGE COTTCGAGCE GUGCGTCRCA

Figura 1c
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TGOGLGETCT
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TACTTOGECR
ATGARGCGET

TGCTGOGRTC
ACGRACGOTAG

GTTTCTTTEC
CARNGAARGS

E¥aall

CTAATRCGAC
GATTATGCTE

CRGORCCGARC
GTCGTEECTE

CCACTGUTGG
COTGRCGRCC

CCRCTGGECCH
GETERCCEET

CAGATRACRGE
GTCTATETCC

GUGAGERACT
CGOTCCTTGA

ARMCCATTGE
TTTEETANCG

GTGTTGCARAL
CRACARCGTTG

RGGTTEEAGT
TCCAARCCTCA

ATCGETCTTEGE
TAGCRGAACT

GGEGCCACCTA
COCGETEGAT

GTTGACGATC
CRRCTGCTAC

GCTETTCGGA
CEACERRGCCT

AACAGTGGTG
TTETCACCRC

GACCATGGETE
CTGETRCCAC

GGEARCCCGCR
CCTTGEEGECET

GGTARGRGGEC
CCATCTOCCG

ARCGCRAARICT
TTEOGTTTEG

AGCAACTGGE
TOGTTGACCG

GCTTETECGT
COAACRCGLR

TETGCTOGGER
ACAUGAGCCT

TGASTTGTCA
ACTCARCAGT

WXaalL

ARTGEGETGCCC
TTACCACGGE

TECCGTTCTC
ACCGCARCRG

CTATTGARLR
GATAACTTTT

TATGTCGCTC
ATACARGCGAG

GGEGECARRACER
COCGTTTGCS

CAGRRCCTER
GTCTTGEACT

GUTGAGEGEE
CGEACTCCZCC

GACGCTRACCC
CTGECGATGEE

ATCGCGEGERCT
TRGCECCTEA

GUCTCAGERG
CEEAGTCCTC

TATCECE0CE
ATAGCECGGEC

TTECEEOGETE
ARCGECOGCAC

ATCERAAGCC
TARGCTTTOEE

CCACCCGTTE
GETGEGGCART

GCRGCAGOT G
CETCGTCGAT

AGTCCGRITC
TUAGGCTGRG

GTRACGETES
CATTGOCACT

CTCGCTCTCC
CAGCGAGAGS

FlaallL
CECGCATGAR
GCGCGTACTT

TGATCATCCT
ACTRGTRGGA

TARCRGSTTGE
ATTGTCARCE

GCCOGECECC
CEEGCCEO0GEE

TTCCTEOCAC
ARGGRACGETE

GCTGEGECEAR
CGACCCELTC

GOGCECROGE
CGCECETECG

TARRCCT TG
ATTTCECAACG

AATCGCTTET
TTAGCGARCH

CCRGRGCAGS
GGETCTOGETCC

TGECAARTTCCT
ACGTTARGGEN

GARRCRTTAC
CTTTGETARTS

CCRRTCRRTG
GETTAGTTAC

CAGUTGCTGT
GTCGACGACG

TTCCACCTAC
ARGGTGGATG

GTAACCEACT
CATTGEGCTGA

TTTGARRATC
ARRCTTTTAG

GGOGOGT
COGCECR

FIGURA 2
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GECAARCCEER
COGTTGECGT

GCGEGCTEEG
COOCCGROCT

GEGCATTGCE
CCOOGTARCGE

GTTERCGEAT
CRRCTECCTA

CEATGTETTT
GCTACRCRER

CGGETCGATAT
GOCAGCTATA

CTATTRCETC
CATARTGCRG

AGGTRACEEE
TCCATTGECCE

TTATGERCTG
AATRCCTGAC

GGAGCRGAGS
COTOGTOTOL

GCGECGEETE
COEOCGUOCRG

TECTECTCOG
ACGROGAGET

GACTAGCGAT
CTGEGATOGCTA

GTTCEETARC
CRAGCCATTG

GGRAGCTEECC
COTCGACCGE

GGTTCGATTA
COARGCTAAT

DCCGACRATCR
TCGECTGETRGT

GOGECLEECT
CECCGCCCGER

GATGGECGTCE
CTACCGECAGT

GOAGECRCIGR
CGTCOGETECT

GTTGTACAGC
CAACATOTCE

M¥aalll
GCARMRCAATC
CETTTGTTAG

CAGTRCACCR
GTCATGTGET

GACRGCRCCG
CTETOGETGED

GTTGECGRGER
CARCGUTCGT

GETCARGT G
CCAGTTCRCS

ATTGAGGCCA
TAARCTCOGET

GEGCEGTATE
CoCGOCATAG

TEATAATGTC
ACTATTACAG

GECAAMCCEE
CCGTTTGCCC
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