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Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap), X. arboricola pv. juglandis (Xaj) y X.
arboricola  pv. corylina  (Xaj)  son bacterias que ocasionan graves daños en
Prunus spp., nogal y avellano, respectivamente.
En  este  trabajo,  y  mediante  análisis  de  genómica  comparativa,  se  han
diseñado protocolos de PCR en tiempo real (qPCR), para Xap, Xac y Xaj,
basados en elementos de los genomas identificados como específicos dentro
de  los  tres  patovares.  Se  seleccionaron  los  genes  virB6  y htpG,
correspondientes a una proteína de virulencia y una chaperona de respuesta
a estrés,  respectivamente,  en Xap;  el  efector  de virulencia avrXacE1 y  un
receptor de quimiotaxis tipo MCP de Xac; y un gen codificante de una enzima
celulolítica  y  un  transportador  tipo  TonB  en  Xaj.  La  especificidad  de  los
protocolos se evaluó frente a suspensiones de concentración 108 ufc/ml de 76
cepas  de  20  especies  de  Xanthomonas patógenas  y  no  patógenas,
procedentes de diversos huéspedes y orígenes geográficos, así como frente a
extractos de ADN de 13 cepas de la microbiota de los tres huéspedes y a
extractos de material vegetal sano de estos. Los niveles de sensibilidad de los
protocolos de qPCR se determinaron mediante análisis de extractos de ADN
de muestras vegetales cebadas con suspensiones (107-10 ufc/ml) de cepas
tipo de Xap, Xaj y Xac aisladas en España.
Para validar los protocolos de qPCR se realizó un ejercicio colaborativo entre
distintos laboratorios analizando tres réplicas de cada cepa y valorándose la
sensibilidad, inclusividad, exclusividad, especificidad analítica, repetitividad y
reproducibilidad, marcados por la EPPO.
Las qPCRs son específicas para Xap con cebadores de  htpG  y  virB6, para
Xac con el efector de virulencia avrXacE1, y para Xaj con cebadores basados
en el transportador tipo TonB. Los protocolos ofrecen un nivel de sensibilidad
de 103-10 ufc/ml, adecuado para su uso rutinario en la detección de estos tres
patógenos. Estas metodologías contribuyen a mejorar el diagnóstico de las
tres enfermedades referidas con el  empleo de estrategias de amplificación
que o bien pueden sustituir o complementar a las actuales.
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