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Aplicacion de transcriptomica y metabolémica para la deteccion de HLB.
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A nivel mundial, la enfermedad mas devastadora de los citricos es el Huanglongbing
(HLB). Se estima que ha causado la muerte de mdas de 63 millones de arboles,
principalmente en Asia, Sudafrica y Brasil % HLB es una enfermedad de rapida
diseminacidn, detectada por primera vez en el hemisferio Occidental en 2004, en Brasil
3 y en agosto de 2005 se reportd el primer brote en Florida, Estados Unidos .

En la zona citricola de la Provincia de Entre Rios- Argentina, se registra por primera vez
la enfermedad en diciembre de 2017 >, a partir de ese momento, se han encontrado
alrededor de 70 casos positivos, entre plantas afectadas e insectos vectores .

El HLB esta asociado con tres especies de bacterias limitadas al floema que no se han
logrado cultivar de forma pura (cultivo axénico)’: “Candidatus Liberibacter asiaticus”
(CLas), “Candidatus Liberibacter americanus” (CLam), y “Candidatus Liberibacter
africanus” (CLaf) 89 Estas bacterias se transmiten a través de la reproduccién de
plantas, plantines o yemas enfermas; o mediante los insectos vectores Diaphorina citri,
y Trioza eritrae (en Africa), que se alimentan de plantas enfermas y luego vuelan hacia
otras transmitiendo la enfermedad. Cabe sefialar que en nuestro pais el insecto D. citri
se encuentra ampliamente distribuido en el area citricola de las provincias de Entre
Rios, Corrientes, Misiones, Salta y Jujuy, asi como también en las provincias de
Formosa, Chaco y Santa Fe 10

Las plantas mas jovenes infectadas con HLB expresan sintomas dentro de los 6 a 12
meses posteriores a la infeccién, lo que indica que los darboles jovenes, cuyo
crecimiento es rapido, tienen un periodo de incubacidn mas corto. Es preciso destacar
gue observaciones de arboles mayores de 10 afos indican un desarrollo de sintomas
atin mas lento &,

A nivel mundial el diagnéstico de ClLas,Clam y Claf se realiza a través de la amplificacion
del fragmento ribosomal 16S mediante PCR cuantitativa (en inglés, quantitative
polymerase chain reaction; gPCR o Q-PCR) o PCR en tiempo real (en inglés real time
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PCR) . La gPCR es una variante de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto
de la amplificacién de acido desoxirribonucleico (ADN). Para la verificacidn final, estos
ensayos son seguidos de PCR convencional y secuenciacién de ADN 12
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El Laboratorio de Protecciéon Vegetal y Biotecnologia de la EEA Concordia inicid los
analisis en febrero de 2010 con el método de deteccién real time PCR con sonda
Tagman, debido a la alta sensibilidad y especificidad de la reaccién .

La tecnologia real time PCR ofrece muchas ventajas sobre los ensayos de PCR
convencionales, incluida la rapidez, la eficiencia, la eliminacién de la contaminacién
por arrastre y la cuantificacién '*. No obstante, a pesar de su sensibilidad, las
Candidatus liberibacters spp. no se pueden detectar en hojas asintomaticas, ya que la
distribucidn espacio-temporal del patégeno en los arboles es desigual 15719

La deteccion de biomarcadores tempranos por herramientas “dmicas” es una
alternativa muy interesante ya que reune precisidon y sensibilidad. Entre ellas podemos
citar a la transcriptdmica y la metaboldmica, técnicas muy empleadas en las ciencias
de las plantas 2% 3si como en el grupo de trabajo 21723 pesde una estrategia de manejo
integrado de la enfermedad, la deteccion temprana de la bacteria del HLB facilitaria la
implementacién de las practicas de gestion requeridas de manera oportuna. Siendo
estas técnicas de laboratorio las que confirmen las observaciones en campo 2*

La transcriptédmica podria permitirnos identificar genes candidatos a través de la
secuenciacion de ARN (ARN-seq) de plantas infectadas y no infectadas a distintos
tiempos pos infeccidn con el fin de contar la abundancia relativa de genes que puedan
explicar el comportamiento diferencial en el progreso de la enfermedad,
comparandolo con genes previamente identificados y/o reportados en la literatura, a
través de un analisis de expresion diferencial.
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La metaboldmica nos permitiria analizar el perfil metabdlico de las mismas muestras
utilizadas para transcriptémica. Para ello se realiza una extraccién de metabolitos de
los tejidos estudiados favoreciendo la extraccién de compuestos lipofilicos y polares %

| Preparacién de muestra J
Extraccion de [ N
’ metabolitos {}(\'
Seleccion Maceracion Extraccion
de (con N2 (metabolitos Metabolitos
muestra liquido) polares y lipofilicos)

Luego se inyectan alicuotas de derivados de estos compuestos en un sistema GC-MS-

TOF y se procede a la identificacién y cuantificacion por espectrometria de masa y

tiempo de retencidn mediante analisis comparativo con compuestos de referencia y
colecciones de metabolitos disponibles. El andlisis estadistico de agrupamiento de
perfiles metabdlicos se realiza a través del Analisis de Cluster Jerarquico (HCA) vy
{}%‘ su analisis

Andlisis de Componentes Principales (ACP).
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‘ metabolitos
At —
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4
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" Analisis bioinformatico |

Mediante la informacién recolectada y procesada por las herramientas dmicas
desarrolladas, podriamos identificar biomarcadores asociados a la infeccion de plantas
citricas mediada por Candidatus liberibacter y comprender con mayor profundidad el
proceso de infeccidn a nivel de procesos bioldgicos involucrados vy la interaccion entre
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posibles genes candidatos detectados y/o identificados. Para ello se exploraran
distintas herramientas bioinformaticas a fin de integrar los datos provenientes de los
analisis transcriptdémicos y metaboldmicos. Este perfil molecular detallado conduce
invariablemente a un gran volumen de datos que sdlo pueden ser interpretados
adecuadamente con una rutina bioinformatica sistematizada basado en un analisis
estadistico robusto y significativo.
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Imagen ilustrativa: Balan y col. 2018%°

El grupo de Proteccion Vegetal de la EEA INTA Concordia en cooperacién con el
Instituto de Biotecnologia (IB) del CICVyA-CNIA, EEA INTA Bella Vista, EEA INTA
Famailla e EEA INTA Montecarlo se proponen como objetivo la aplicaciéon de estas
tecnologias emergentes, sefialadas y desarrolladas anteriormente, para la
identificacion de genes candidatos y metabolitos asociados a la infeccion de diferentes
genotipos de citricos en zonas endémicas de HLB para ser utilizados como
biomarcadores potenciales tempranos para deteccion de la enfermedad, asi como la
integracion de los datos émicos para abordar la enfermedad desde una perspectiva de
biologia de sistemas.
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