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Xanthomonas arboricol 2Ny
(Mancha bacteriana de frutales de huesg voela)

Organismo nocivo de cuarentena en la Union Europea
gue afecta a frutales y ornamentales del género  Prunus




» X. arboricola pv. pruni (Smith 1903) Vauterin et al.
1995, es una Gammaproteobacteria perteneciente al
orden Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae

y género Xanthomonas

» Las celulas presentan una forma bacilar, de tamano
0,2-0,8 ym de ancho y 0,8-1,7 pm de largo, y moviles
por un solo flagelo polar

» Gram negativa, aerobia estricta, con las
caracteristicas propias de su género  (Bradbury, 1984)




J. Garita (INIA)




> Multiplicaci on favorecida por temperaturas calidas (19-
28° C) y humedad elevada

> Bacteria epifita y endofita, que penetra por estomas

heridas en hojas, frutos y ramas

» Transmision: lluvia, viento, técnicas culturales. Material
vegetal, con 0 sin sintomas (frecuentes infecciones
latentes). Por semilla (estudios en almendro, no

publicados)




> Frutos afectados carecen de valor comercial.
Debilitamiento del arbol y disminucion de produccio n

»No se dispone de informacion sobre los dafnos
debidos a la enfermedad en Espaina

» Sin embargo, en Estados Unidos se ha citado que
puede causar entre 25 y 75% de frutos no
comercializables, en funcion del afilo  (Dunegan 1932)

» En ltalia se ha estimado que las pérdidas pueden
superar los 10.000 €/ha en ciruelo  (Stefani 2010)




Ciclo de la enfermedad

Chancros de primavera
Primeros sintomas primavera
(infecciones primarias)

Proliferacion en

condiciones favorables & 4
Distribucién & , ;

chaneros y yemas

Diseminacion por agua
de lluvia, viento y
labores culturales

(infecciones secundarias)

Supervivencia en restos vegetales Chancros de verane

en el suelo, yemas y chancros




v Africa: Sudafrica y Zimbabwe

v América: Argentina, Bermudas, Brasil, Canada, EE. UU.,
Mejico y Uruguay

v'Asia: Arabia Saudi, Republica Popular Democratica de
Corea (Corea del Norte), Republica de Corea (Corea del

Sur), China, India, Japon, Libano, Pakistan, Tayikistan y
Taiwan

v'Europa: Bulgaria, Eslovenia, Espafa, Francia, Holanda,
Italia, Moldavia, Montenegro, Rumania, Rusia, Suiza vy
Ucrania

v'Oceania: Australia y Nueva Zelanda

No son correctas las citas de Japon y Sicilia (Ital  ia) en almendro
(Ishiyama, 1923; Ciccarone, 1958, 1959)




https://www.eppo.int/DATABASES/pqr/pgr.htm

Presente (cita nacional)

Presente (cita subnacional)




v" Primera deteccion en Extremadura, en 2002 en ciruel o

v DETECCIONES POSTERIORES (enfermedad emergente)

Comunidad Valenciana

Aragon

Catalu na

NEVEIE!

Baleares

Previsibles nuevas detecciones en otras CC. AA.

v Detectada en ciruelo, melocotonero, nectarino ,
almendro y, puntualmente, en albaricoquero y cerezo

Se estan adoptado medidas de erradicaci on
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Espafia tiene una extension de 504.645 km 2




Superficies cultivadas y producci  ONn (FAOSTAT, 2011; MAGRAMA,
2012)

% Albaricoguero: 21.172 ha (12° productor mundial)

s Cerezo: 32.419 ha (5° productor mundial)

*» Ciruelo: 15.097 ha (8° productor mundial)

¢ Melocotonero y nectarino: 79.617 ha (3 productor mundial)

Almendro: 571.183 ha
2° productor mundialy 1 °de la UE







X. arboricola pv. pruni en hojas de almendro _h y




X. arboricola pv. pruni en frutos de almendro

Primeros estadios Evolucion de los sintomas




5 Caida prematura de frutos .31 Frutos adheridos al arbol tras recoleccion

s .
Disminucion del rendimiento




X. arboricola pV. pruni puede sobrevwlr
durante el i |nv1erno en Ias momlas




Almendras con sintomas
(4°C, 2 aios) y Sanas (control)

Estratificacion (4°c, 9 semanas)
50% perlita y arena estéril (humedad)

v

Germinacion

Siembra

vermiculita estéril
25°C dia/21°C noche y 16 h luz

Plantulas sin

sintomas
(4 a 7 semanas)




> PCR-ir (transportador ABC) (Palacio-Bielsa y col., 2011). Poblaciones
estimadas mediante rectas de calilbraci o6n de muestras
Inoculadas

» Aislamiento (cultivabilidad /viables) LPGA+cicloheximida
(250 mg/l)

» Analisis de secuencias multilocus de genes conservados en

Xanthomonas (gyrB, dnaK, fyuA y rpoD) de una selecci on al azar
de cepas aisladas de almendras para verificar la ident idad de X.
arboricola pv. pruni (J. Cubero y J. Garita, INIA, Madrid)

> Poder pat ogeno de una selecci 6n al azar de cepas aisladas de
almendras y pl antulas (inoculacion en patron de melocotonero GF-
305)




Almendra entera Almendra cascada Semilla

pocos inhibidores . inhibidores ‘ inhibidores

Distintos compuestos fen 6licos en las diferentes partes de la almendra (epicarpio,
mesocarpio, endocarpio, semilla)

» Lavado (metodo no destructivo) y extracci on de
ADN (Llop y col., 1999) para minimizar riesgo de
falsos negativos en PCR -tr

» Machacado ligero y extracci on de ADN para
minimizar riesgo de falsos negativos en PCR  -tr




216 almendras con sintomas

50 almendras sanas (control)

Estratificacion

29 fallos de
germinacion

Aislamiento

+
PCR-tr

Congruencia: 97,7%

Aislamiento

+
187 almendras germinadas 32
(101 analizadas por PCR-tr y aislamiento) PCR-tr -

Congruencia: 31,7%

* No se detect 0 X. arboricola pv. pruni en los controles sanos




Siembra de 187 almendras

86 fallos de
nascencia

101 plantulas sin sintomas

Aislamiento
Cotiled 6n

Congruencia: 80,2%

No se detect 0 X. arboricola pv. pruni en los controles sanos




v Los analisis de secuencias multilocus de las cepas
seleccionadas confirmaron su Identidad como X.
arboricola pv. pruni

v La inoculaci 6n en GF-305 confirm 6 la patogenicidad
de la selecci 6n de cepas estudiadas. Las cepas
aisladas de las pl antulas manten ian su poder pat 6geno
en GF-305




Poblaciones
(ufc /ml)

Preestratificaci on

Postestratificaci on

Plantulas

Cotiled 6n

Parte aérea

107

39,35%

14.8%

12,87%

10,89%

53,7%

63,4%

40,59%

32,67%

5,55%

20,8%

31,76%

17,82%

0,92%

1%

8,91%

16,83%

0,46%

0

3,96%

11,88%

0

0

4,95%

0

0

3,96%

0

0
0
0

1,98%

0,99%

v’ Las poblaciones de X. arboricola pv. pruni disminuyeron a lo largo
de las distintas etapas del ensayo




Mediante PCR -tr se detecto X. arboricola pv. pruni
practicamente en todas las muestras (100% de almendras
antes y despu es de la estratificaci on, 98% de cotiledones
y 99% de partes a éreas de pl antulas, respectivamente).

El éxito del aislamiento de X. arboricola pv. pruni en las
almendras antes de estratificar fue el 97,7%,  disminuy 0
tras la estratificaci on (31,7% de muestras positivas), y se
recuper 0 parcialmente en pl antulas (80,2% de muestras
de cotiledones positivas Yy 74,2% de partes a éreas,
respectivamente).




La dificultad del aislamiento de  X. arboricola pv. pruni
en almendras estratificadas podr ia estar relacionada con
la presencia de microbiota que Interfiriera en su
crecimiento, y no se debe descartar la posible indu ccion
del estado VNC.

Los resultados de este trabajo demuestran, por
primera vez, la supervivencia y transmisi on de X.
arboricola pv. pruni a traves de semilla en almendro. Su
deteccion a lo largo del ensayo mediante PCR -tr y
aislamiento, pone de manifiesto el riesgo de disper sion
del pat 6geno en la multiplicaci on por semilla (estudios
de variedades).
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