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Objetivos generales:

• Identificación y aspectos epidemiológicos de microbiota en Prunus spp.

• Análisis de métodos ya disponibles de identificación y detección de Xap 
basados en el ADN.

• Desarrollo y validación de una metodología de PCR altamente específica, que 
permita diferenciar aislados de Xap de otras Xanthomonas patógenas.

• Caracterización de la diversidad de cepas de Xap para el seguimiento de la 
dispersión del patógeno a corta y larga distancia, y la identificación de posibles 
fuentes de inóculo.

• Asistencia a Organismos Nacionales de Protección Vegetal para la optimización 
de estrategias fitosanitarias.

• Preparación de un protocolo EPPO para el diagnóstico de Xap.
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WP 3 Métodos de seguimiento de fuentes de inóculo de Xap
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‐

 
Revisión protocolo EPPO diagnóstico Xap

WP 5 Dirección y coordinación del consorcio del proyecto

Work Packages (WP)



• Socio 1. Netherlands Food and Consumer Product Safety Authority 
(NVWA, Holanda). Maria Bergsma-Vlami (Coordinador proyecto)

-Otros investigadores participantes: Marcel Wenneker (Applied Plant 
Research, PPO, Holanda)

• Socio 2. Centro de Investigación y Tecnología Agroalimentaria de
Aragón (CITA, España). Ana Palacio-Bielsa (Coordinador WP1. Colaboración 
en WP2, WP3 y WP4)

-Otros investigadores participantes: María M. López (Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias, IVIA, España); Jaime Cubero (Instituto Nacional de

Investigación Agraria y Alimentaria, INIA, España)

• Socio 3. Austrian Agency for Health and Food Safety (AGES, 
Austria). Richard Gottsberger (Colaboración en WP1, WP2 y WP4)



WP1 (CITA‐ES): Microbiota
 

en Prunus
 

spp. con y sin 
 infección por Xap

 
y su

 
posible interacción con Xap

Ana Palacio‐Bielsa (CITA‐ES)
María M. López (IVIA‐ES)
Jaime Cubero (INIA‐ES)



(Fecha apertura proyecto: 17-12-2013)



Trabajos realizados: Aislamiento, caracterización y secuenciación de 69 colonias 
bacterianas epifitas y endofitas de distintos órganos (frutos con síntomas, hojas 
asintomáticas y yemas) de Prunus spp. sanos e infectados (almendro, melocotonero e 
híbridos) 

Conclusiones:



 

Se han secuenciado 42 de ellas, identificando 14 géneros bacterianos: Pantoea, 
Microbacterium, Sphingomonas, Pseudoclavibacter, Sphingomonas, Terrabacter, 
Sanquibacter, Roseomonas, Xanthomonas, Microbacterium, Curtobacterium, Rhodococcus, 
Pseudomonas, Frigobacterium.



 
Validación de una metodología para el estudio de la microbiota en Prunus spp. con o sin 

infección por Xap.



 

Colección de cepas bacterianas saprofitas de Prunus, que podrán ser utilizadas para la 
evaluación de técnicas de identificación y diferenciación de Xap en el WP2.

 Prevista publicación.



WP2 – Desarrollo y evaluación de métodos para la  
identificación y diferenciación de  cepas de Xanthomonas 

patógenas y no patógenas de aisladas de frutales de 
hueso, almendro y P. laurocerasus

(Participación: CITA, INIA)



Trabajos realizados: “Ring-test” en 4 laboratorios (España, Holanda y Suiza) para 
evaluación de técnicas PCR-tr y loop-mediated isothermal amplificaction (LAMP) para análisis 
rutinarios en laboratorios de diagnóstico (coeficiente Kappa, sensibilidad, especificidad, razón 
de verosimilitud y probabilidad post-test). Muestras de hojas de almendro con síntomas y 
sanas (lavados versus extractos ADN, y diluciones 1:10 y 1:100)

Conclusiones:

 PCR-tr usando lavados fue más preciso que LAMP.



 

LAMP sería también adecuado para este tipo de muestras (ventaja práctica: sencillez y 
rapidez)



 

Ambos métodos son adecuados para el diagnóstico. Su elección dependería de máxima 
sensibilidad requerida, tiempo, coste, etc.)



 

Palacio-Bielsa A., López-Soriano, P., Bühlmann, A., van Doorn, J., Pham K., Cambra, M.A., 
Berruete I.M., Pothier J.F., Duffy B., Olmos, A., López M.M. (J. Microbiol. Methods, enviado)



WP 3 – Métodos para el estudio de diversidad genética y 
seguimiento de fuentes de inóculo de Xap

(Participación: IVIA, CITA, INIA)



Trabajos realizados:



 

Técnica Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA) para el estudio 
de la diversidad genética de  cepas de Xap y de la epidemiología molecular en España. Se 
seleccionaron 255 cepas (10 provincias) y 12 cepas de referencia de colecciones 
internacionales.



 

Evaluación de 22 microsatélites ya descritos, y de 5 minisatélites diseñados en este 
estudio.

Conclusiones:



 
MLVA ha demostrado ser rápida, fiable y con elevado poder diferenciador para el análisis 

genético de Xap.



 

Se ha identificado un elevado número de haplotipos, agrupando algunas cepas según su 
origen geográfico (diversas introducciones del patógeno)



 

Primer estudio de la diversidad de cepas españolas de Xap y posibles fuentes de inóculo 
para su dispersión a corta y larga distancia. El análisis integrado de los resultados obtenidos 
contribuirá a plantear hipótesis de la epidemiología de los brotes identificados en España.



WP 4 – Comparación y validación de métodos de 
diagnóstico de Xap mediante un ring-test (Revisión 

protocolo EPPO para diagnóstico de Xap)

R. Gottsber, AGES; M. Bergsma-Vlami,MVWA: E. Stefani, Università di Modena e 
Reggio Emilia; M.M. López, IVIA; J. Cubero, INIA; A. Palacio-Bielsa, CITA 

(TRABAJO EN CURSO)



Actividades de difusión (I): Cursos y reuniones 
científicas



 
Curso: “Integrated protocols for diagnostic of quarantine bacteria” (M.M. López, IVIA).  

Pontevedra, 2013

 Curso: “Advanced Course on Plant Health” (M.M. López, IVIA). Córdoba, 2014



 

EPPO Meeting of the Panel of Bacteriology (M. Bergsma-Vlami, NVWA; M.M. López, 
IVIA; J. Cubero, INIA; A. Palacio-Bielsa, CITA; AGES). Wageningen (Holanda),  marzo 2014



 

11th Conference of the European Foundation for Plant Pathology (EFPP)-Healthy 
plants-healthy people. “Molecular tools allow the description of new taxons at species and 
infra-specific levels among plant pathogenic bacteria” (M.M. López, IVIA; J. Cubero, INIA; A. 
Palacio-Bielsa, CITA). Cracovia (Polonia), septiembre 2014



Actividades de difusión (II): congresos


 

Garita-Cambronero J. et al. Detección de Xanthomonas arboricola pv. pruni mediante 
inmunocaptura magnética y PCR en tiempo real. XVII Congreso SEF. Lérida, 7-10 octubre 
2014.



 

Garita-Cambronero J. et al. Secuenciación del genoma de una cepa española de 
Xanthomonas arboricola pv. pruni, aislada de almendro. XVII Congreso SEF. Lérida, 7-10 
octubre 2014.



 

López-Soriano P. et al. Diversidad genética y epidemiología molecular de cepas 
españolas de Xanthomonas arboricola pv. pruni, agente causal de la mancha bacteriana 
de los frutales de hueso y del almendro. XVII Congreso SEF. Lérida, 7-10 octubre 2014.



 
Palacio-Bielsa A. et al. Capacidad de supervivencia y transmisión por semilla de 

Xanthomonas arboricola pv. pruni en almendro. XVII Congreso de la Sociedad Española de 
Fitopatología (SEF). Lérida, 7-10 octubre 2014.



 

Palacio-Bielsa A. et al. Evaluación de pérdidas debidas a Xanthomonas arboricola pv. 
pruni en plantaciones comerciales de almendro en Aragón. XVII Congreso SEF. Lérida, 7- 
10 octubre 2014.







Colaboración con CIRAD financiada por INIA



ACCIONES PREVISTAS:


 

Secuenciación de cepas de muestras de ciruelos con síntomas 
(cv. Freedom) y asintomáticos (cv. Angeleno) de una misma parcela.



 
Análisis del microbioma (bacterias cultivables y no cultivables) en 

muestras de Prunus spp. con y sin síntomas mediante next- 
generation sequencing (realizadas extracciones ADN hojas de 
melocotonero).


 

Estudio de cepas de Xap de Uruguay y Argentina (Red 112RT0441 
FRUT-SAN: “Fortalecimiento de las estrategias de control integrado de plagas y 
enfermedades en frutales de hueso o carozo”. Programa Iberoamericano de 
Ciencia y Tecnología para el Desarrollo-CYTED).

 Preparación de publicaciones.



¡¡ GRACIAS POR
SU ATENCIÓN !!
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