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Resumen

Xanthomonas arboricola pv. pruni es el agente causal de la mancha bacteriana de
los frutales de hueso, el almendro y especies ornamentales del género Prunus.
Este patdgeno constituye una de las mayores amenazas para estas especies
debido a las pérdidas econdmicas que genera, por lo que esta considerado como
un organismo de cuarentena en la Uniéon Europea (UE). Se han descrito
numerosos brotes en paises miembros de la UE en los ultimos afios y entre ellos
en Espafia, donde ha sido detectada la bacteria en siete Comunidades

Auténomas.

Ante la importancia de esta enfermedad emergente y la carencia de informacion
sobre la misma, en este trabajo se han abordado aspectos relacionados con su
diagndstico y epidemiologia que permitiran ampliar nuestro conocimiento sobre
ella. Ademas, también se ha realizado la caracterizacién taxondmica de tres cepas
atipicas de Xanthomonas aisladas de nectarino, que causan sintomas similares a

los producidos por X. arboricola pv. pruni.

En primer lugar, se ha desarrollado un prototipo de tiras inmunoldgicas de flujo
lateral para el diagnéstico de la mancha bacteriana. Para su disefio, se partié de
dos anticuerpos policlonales que se combinaron con nanoparticulas de carbono y
se ensamblaron en membranas de nitrocelulosa. Se analizé la especificidad de las
tiras, obteniendo resultado positivo con todas las cepas de X. arboricola pv. pruni
ensayadas. El limite de deteccién obtenido con las tiras de flujo lateral fue de 10*
UFC/ml, que es suficiente para la deteccién de esta bacteria en muestras
sintomaticas. Para comprobar su fiabilidad y precisién, el prototipo desarrollado

se utilizé en el andlisis de muestras de campo naturalmente infectadas y muestras

sanas, y los resultados se compararon con los obtenidos en el aislamiento en



medio de cultivo y los de PCR en tiempo real, observdndose una elevada

correlacion entre las tres técnicas.

En segundo lugar, como X. arboricola pv. pruni se detectd por primera vez en
Espafia en 2002, y desde entonces se han producido brotes de la enfermedad en
11 provincias, se considerd de interés estudiar las relaciones existentes entre una
coleccion de 239 cepas espafiolas de esta bacteria procedentes de viveros,
plantaciones e intercepciones, con la técnica del “Multilocus Variable Number of
Tandem Repeat Analysis” (MLVA). Se demostrd su gran poder de resolucién ya
gue permitio clasificar las cepas en 18 grupos genéticos. Los resultados obtenidos
sugieren que en Espafia se han producido multiples introducciones de la bacteria,
y que los viveros han jugado un papel importante en la introduccién y
diseminacion del patégeno a través de la comercializacion de material vegetal

contaminado.

Por ultimo, se analizaron fenotipica y molecularmente tres cepas aisladas en
nectarinos de la provincia de Murcia, que mostraban sintomas similares a los
causados por X. arboricola pv. pruni. Los primeros andlisis basados en test
bioquimicos y PCR resultaron negativos para este patdgeno. Por tanto, se ha
llevado a cabo la caracterizacién taxondmica de dichos aislados a través de un
estudio polifasico, comparandolos con cepas de referencia de otras especies de
Xanthomonas. Ademds, se realizaron inoculaciones que confirmaron Ila
patogenicidad de las cepas. Los resultados obtenidos han permitido clasificar
estas cepas como una nueva especie del género Xanthomonas, para la que se ha
propuesto el nombre de Xanthomonas prunicola y para la que se han definido sus

caracteristicas diferenciales de las otras especies de este género.

Los trabajos presentados en esta memoria han aportado un nuevo método répido

de diagndstico in situ de la mancha bacteriana, el desarrollo una nueva

X



metodologia para la evaluacion de la diversidad genética de una seleccidn de
cepas espanolas de X. arboricola pv. pruni, asi como la descripciéon de una nueva

especie de Xanthomonas que afecta a nectarino.
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Resum

Xanthomonas arboricola pv. pruni és I'agent causal de la taca bacteriana dels
fruiters d’os, I'ametler i especies ornamentals del génere Prunus. Aquest patogen
constitueix una de les majors amenaces per a aquestes espécies a causa de les
perdues economiques que genera, per la qual cosa esta considerat com un
organisme de quarantena en la Unid Europea (UE). S’"han descrit nombrosos brots
en paisos membres de la UE en els ultims anys i entre ells a Espanya, on ha sigut

detectat el bacteri en set Comunitats Autonomes.

Davant la importancia d’aquesta malaltia emergent i la manca d’informacié sobre
aquest tema, en aquest treball s’"han abordat aspectos relacionats amb el seu
diagnostic i epidemiologia que permetran ampliar el nostre coneixement sobre
ella. A més, també s’ha realitzat la caracteritzacié taxonomica de tres ceps atipics
de Xanthomonas aillats de nectariner, que causen simptomes similars als produits

per X. arboricola pv. pruni.

En primer lloc, s’Tha desenvolupat un prototip de tires immunologiques de flux
lateral per al diagnostic de la taca bacteriana. Per al seu disseny, es va partir de
dos anticossos policlonals que es van combinar amb nanoparticules de carboni i es
van assemblar en membranes de nitrocel-lulosa. Es va analitzar I'especificitat de
les tires obtenint resultat positiu amb tots els ceps de X. arboricola pv. pruni
assajats. El limit de deteccié obtingut amb les tires de flux lateral va ser de 10*
UFC/ml, que és suficient per a la deteccié d’aquest bacteri en mostres amb
simptomes de la malaltia. Per a comprovar la seua fiabilitat i precisio, el prototip
desenvolupat es va utilitzar en I'analisi de mostres de camp naturalment
infectades i mostres sanes, i els resultats es van comparar amb els obtinguts en
I'aillament en medi de cultiu i els de PCR en temps real, observant-se una elevada

correlacié entre les tres técniques.
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En segon lloc, com que X. arboricola pv. pruni es va detectar per primera vegada a
Espanya en 2002, i des de llavors s’han produit brots de la malaltia en 11
provincies, es va considerar d’interes estudiar les relacions existents entre una
col-lecci6 de 239 ceps espanyols d’aquest bacteri procedents de vivers,
plantacions i intercepcions amb la técnica del “Multilocus Variable Number of
Tandem Repeat Analysis” (MLVA). Es va demostrar el seu gran poder de resolucié
ja que va permetre classificar els ceps en 18 grups geneétics. Els resultats obtinguts
suggereixen que a Espanya s’han produit multiples introduccions del bacteri, i que
els vivers han jugat un paper important en la introduccié i disseminacié del

patogen a través de material vegetal contaminat.

Finalment, es van analitzar fenotipicament i molecularment tres ceps aillats en
nectariners de la provincia de Murcia, que mostraven simptomes similars als
causats per X. arboricola pv. pruni. Les primeres analisis basades en test
bioquimics i PCR van resultar negatius per a aquest patogen. Per tant, s’ha dut a
terme la caracteritzacié taxondmica de dits aillats a través d’un estudi polifasic,
comparant aquests amb ceps de referéencia d’altres especies de Xanthomonas. A
més, es van realitzar inoculacions que van confirmar la patogenicitat dels ceps. Els
resultats obtinguts han permés classificar aquests ceps com una nova especie del
génere Xanthomonas, per a la qual s’ha proposat el nom de Xanthomonas
prunicola, i per a la que s’han definit les seues caracteristiques diferencials de les

altres especies d’aquest génere.

Els treballs presentats en aquesta memoria han aportat un nou metode rapid de
diagnostic in situ de la taca bacteriana, el desenvolupament d’una nova
metodologia per a I'avaluacié de la diversitat genetica d’'una seleccié de ceps
espanyols de X. arboricola pv. pruni, aixi com la descripcié d’'una nova espécie de

Xanthomonas que afecta al nectariner.

XV



Abstract

Xanthomonas arboricola pv. pruni is the causal agent of the bacterial spot disease
of stone fruits, almond and ornamental species of Prunus. This pathogen
constitutes one of the major threats to this group of species due to the economic
losses it generates, and it is therefore considered as a quarantine organism in the
European Union (EU). Recently, several outbreaks of the disease have been
described in EU countries including Spain, where this pathogen has been detected

in seven regions.

Given the importance of this emerging disease and the lack of information about
it, several aspects related to its diagnosis and epidemiology have been addressed
in this work. Additionally, taxonomic characterization of three atypical
Xanthomonas strains isolated from nectarines, causing similar symptoms to those

produced by X. arboricola pv. pruni, have also been performed.

First, a prototype of lateral flow immunoassay has been designed for the diagnosis
of bacterial spot disease. It was developed by producing two polyclonal antibodies
which were then combined with carbon nanoparticles and assembled on
nitrocellulose strips. The specificity of the immunoassay was tested, obtaining a
positive result with all the strains of X. arboricola pv. pruni analyzed. The limit of
detection observed was 10" CFU/ml, which is sufficient for the detection of this
pathogen in symptomatic samples. To demonstrate the accuracy and the
reliability of the immunoassay, the prototype developed was used in the analysis
of naturally infected field samples and healthy samples. Results were compared to
those obtained by plate isolation and real time PCR, and a high correlation among

techniques was observed.
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In a second step, as X. arboricola pv. pruni was first detected in Spain in 2002, and
in subsequent years several outbreaks have occurred in 11 provinces, it was
considered of interest to study the relationships between a collection of 239
Spanish strains of this pathogen originated from nurseries, orchards and
interceptions with the technique of the Multilocus Variable Number of Tandem
Repeat Analysis (MLVA). This method confirmed its high discriminatory power and
the strains were grouped in 18 genetic clusters. The results obtained suggest
multiple introductions of X. arboricola pv. pruni in Spain, and the leading role of
the nurseries in the introduction and dissemination of this pathogen through the

commercialization of contaminated plant propagation material.

Finally, three strains isolated from nectarines in Murcia showing similar symptoms
to those produced by X. arboricola pv. pruni, were analyzed using both phenotypic
and molecular methods. The first results of biochemical tests and PCR were
negative for this pathogen. Therefore, these isolates have been subjected to a
taxonomic characterization through a polyphasic approach, comparing them with
reference strains of other Xanthomonas species. Additionally, inoculations on
peach plants demonstrated the pathogenicity of the three strains. The results
obtained confirmed that these strains constitute a new species of the genus
Xanthomonas, for which the name Xanthomonas prunicola has been proposed,
and its main differential characteristics from the other species of this genus have

been defined.

Overall, the studies collected in this thesis provide a rapid method for on-site
diagnosis of the bacterial spot disease, a deeper knowledge of the genetic
diversity of the Spanish strains of X. arboricola pv. pruni and the development of a
new methodology for its evaluation, as well as the description of a new

Xanthomonas species that affects nectarine.
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Capitulo 1

Introduccion general






Capitulo 1 Introduccién general

1.1 El género Xanthomonas

El género Xanthomonas (Dominio Bacteria, Phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Lysobacterales, Familia Lysobacteraceae) (Dowson,
1939; Williams y Kelly, 2013; Tindall, 2014; Naushad et al., 2015), comprende un
extenso grupo de patdgenos de plantas que pueden causar enfermedades en un
gran numero de especies vegetales, tanto cultivables como silvestres. Distintas
especies de este género bacteriano se han encontrado en al menos 124 especies
de monocotileddneas y 268 de dicotileddneas (Jacques et al., 2016), incluyendo
cultivos de gran interés econdmico a nivel mundial como el arroz, los citricos, los
frutales de hueso, el algoddn, el tomate, las judias o la yuca (Van den Mooter y
Swings, 1990). Por ejemplo, tres especies de este género, X. axonopodis, X.
campestris y X. oryzae pv. oryzae estan considerados entre los 10 patégenos de
plantas mas importantes, en términos econémicos, a nivel mundial (Mansfield et

al., 2012).

En general, las especies del género Xanthomonas son capaces de colonizar
practicamente todos los tejidos de la planta, principalmente los érganos aéreos
como el tallo, tronco, hojas, flores, yemas, frutos y semillas en los que causan una
gran variedad de sintomas en sus respectivos huéspedes, incluyendo manchas
necréticas, pustulas, chancros, podredumbres, marchitez, hipertrofia e hiperplasia
que pueden derivar en la muerte de la planta (Rudolph, 1993; Ryan et al., 2011;
Jacques et al., 2016). Ademads, algunas especies son capaces de penetrar en la
planta a través de las raices, como en el caso de X. campestris pv. musacearum,
agente causal de la marchitez del platano (Mwangi et al., 2007), mientras que
algunas colonizan e infectan los tejidos vasculares, como es el caso de X. oryzae

pv. oryzae, que coloniza el xilema. Otras especies como X. albilineans pueden
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encontrarse tanto en el tejido vascular como en el mesdfilo de las hojas de la

planta de la cafia de azucar (Mensi et al., 2014).

1.1.1 Descripcion general

Las bacterias del género Xanthomonas son Gram-negativas, con forma de bacilos
y con un tamafio de entre 0.4-0.6 um de ancho por 1.0-2.9 um de largo, que
suelen aparecer en solitario o por parejas, son moviles y tienen un Unico flagelo
polar. Las colonias de este género se caracterizan por ser de color amarillo, tener
el borde liso y una consistencia mucosa. El color amarillo se debe a la secrecién de
unos pigmentos llamados xanthomonadinas, que son caracteristicos del género,
mientras que la mucosidad viene determinada por la presencia del
exopolisacarido xantano, que rodea las células (Swings et al., 1993; Vauterin et al.,

1995).

De acuerdo a la descripcion realizada por Vauterin et al. (1995), las bacterias de
este género tienen actividad catalasa, pero no ureasa ni oxidasa. No son capaces
de producir indol ni acetoina y no reducen nitratos a nitritos. Estas bacterias no
pueden crecer con un pH menor de 4.5 y su rango de crecimiento se encuentra
entre los 4 y los 37°C. Su crecimiento es inhibido a concentraciones de NaCl
superiores al 6%, asi como de glucosa al 30%, verde de metilo al 0.01%, tionina al
0.01%, acetato al 0.01% o cloruro de trifeniltetrazolio al 0.1%. Las cepas son
normalmente sensibles a la eritromicina y a la tetraciclina. Contienen espermidina
en cantidades detectables, mientras que no hay presencia de 2-hidroxiputrescina,

1,3-diaminopropano y putrescina. Algunas cepas contienen cadaverina.
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Son organismos quimioorgandtrofos, y utilizan distintas fuentes de carbono y
nitrégeno, entre las que no se encuentran adonitol, L-asparagina, meso-eritritol,
glicina, meso-inositol, L-glutamina, L-ramnosa, D-sorbitol y sorbosa (Vauterin et
al., 1995). Segun el sistema de microplaca BIOLOG GN, al menos el 94% de las
cepas de Xanthomonas son capaces de oxidar los siguientes compuestos de
carbono: 4cido a-cetoglutarico, D-fructosa, a-D-glucosa, D-manosa vy
metilpiruvato. Por el contrario, no son oxidados por mds de 94% de las cepas el
acido y-aminobutirico, acido D-glucosaminico, acido y-hidroxibutirico, acido
itacénico, acido L-piroglutdmico, acido sebasico, adonitol, 2-aminoetanol, D-
arabitol, 2,3 butanodiol, DL-carnitina, oa-ciclodextrina, meso-eritritol,
feniletilamina, meso-inositol, L-ornitina, putrescina, D-serina vy xilitol (Vauterin et

al., 1995).

Las cepas de Xanthomonas contienen los siguientes acidos grasos: 11:0 iso, 11:0
iso 30H, 12:0 30H, 13:0 iso 30H, 15:0 iso, 16:1 cis-9, 16:0, 17:1 iso Fy 17:0 iso.
Entre ellos, el 11:0 iso, el 11:0 iso OH y el 13:0 iso 30H son caracteristicos del
género y se usan como criterio de diferenciacion de otros géneros bacterianos

(Vauterin et al., 1995).

Por ultimo, el contenido en G+C de los miembros de este género se sitla entre el
63.3 y el 69.7 mol%. La especie tipo es Xanthomonas campestris (Vauterin et al.,

1995).

1.1.2 Clasificacion taxondmica

El género Xanthomonas ha sido objeto de numerosas revisiones taxondémicas y ha

generado muchas discusiones acerca de su clasificacién y la nomenclatura de sus
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miembros durante el Ultimo medio siglo. Hasta el afio 1974, prevalecia el
concepto “nuevo huésped-nueva especie”, por el que cada miembro de este
género se definia en funcion del huésped en el que se aislaba, o de los sintomas
gue producia, dando lugar a un género muy complejo formado por mas de 100
especies (Burkholder y Starr, 1948; Vauterin et al., 2000). Sin embargo, el hecho
de que éstas fueran muy similares fenotipicamente hizo que Dye vy Lelliot (1974),
redujeran a solo cinco el numero de especies (X. albilineans, X. ampelina, X.
axonopodis, X. campestris y X. fragariae) agrupando a las mas de 100 especies
restantes dentro de X. campestris, por su gran parecido a ésta y por no poder
diferenciarlas entre ellas. Afios mas tarde, Young et al. (1978) propusieron
reclasificar todas estas especies pertenecientes a X. campestris, (que eran
indistinguibles excepto por el huésped del que se habian aislado), como patovares
de esta especie. Sin embargo, esta clasificacién basada en la especificidad de
huésped no cumplia los requisitos taxondmicos requeridos por el “Cddigo
Internacional de Nomenclatura de Bacterias” (Lapage et al., 1975). Ademas,
estudios posteriores basados en test bioguimicos convencionales (Van den
Mooter y Swings, 1990), perfiles de proteinas (Vauterin et al., 1991), analisis de
acidos grasos (Yang et al., 1993) y técnicas seroldgicas (Bragard y Verhoyen, 1993;
Alvarez et al., 1994) confirmaron que ese grupo de patovares era mucho mds

heterogéneo de lo que inicialmente se pensaba.

Aln asi, debido al escaso poder de resolucién de las técnicas previamente citadas,
hubo que recurrir a técnicas moleculares para obtener una clasificacion mucho
mas precisa del género Xanthomonas, la mayoria de ellas basadas en técnicas de
amplificacion de ADN, como “Amplified Fragment Lenght Polymorphism” (AFLP)
(Janssen et al., 1996; Restrepo et al., 1999) o “repetitive sequence-based PCR”

(rep-PCR) (Rademaker et al., 1998; 2000). Mas recientemente, el avance en las
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técnicas de secuenciacion ha permitido el desarrollo de nuevas técnicas
moleculares basadas en la secuenciacidn de regiones especificas del genoma bien
conservadas, (“housekeeping genes”) como por ejemplo los genes gyrB (Parkinson
et al., 2009) o rpoD (Ferreira-Tonin et al., 2012). Estas técnicas permiten la
creacion de una base de datos con las secuencias de estas regiones que facilitan la
identificacion de cepas de origen desconocido por comparacién con las

previamente clasificadas.

Por otro lado, hay que diferenciar entre técnicas usadas para identificar especies y
técnicas utilizadas para definir nuevas especies. En ese sentido, la hibridacién
ADN-ADN es la herramienta que mas se ha usado en estudios taxonémicos para
determinar el grado de similitud entre especies. Segun esta técnica, valores
superiores al 70% de homologia entre cepas son suficientes para considerar que
pertenecen a la misma especie (Wayne et al., 1987). A pesar de su eficiencia a la
hora de clasificar especies bacterianas, los experimentos que conlleva esta técnica
no son sencillos, requieren de mucho tiempo, especialmente cuando se analiza
una gran cantidad de cepas, y no permiten la creacién de bases de datos. Todos
estos inconvenientes limitan su uso en laboratorio de forma rutinaria, y han

propiciado la busqueda de nuevas alternativas.

En los ultimos anos, el método mas utilizado en estudios taxondmicos dentro del
género Xanthomonas, y que ha sustituido a la hibridacién ADN-ADN como técnica
de referencia a la hora de definir nuevas especies, es el analisis de secuencias
multilocus (MLSA). Esta técnica estd basada en el analisis de las secuencias
parciales de cuatro genes de mantenimiento celular asociados a la proteina
chaperona dnaK (dnaKk), al receptor tipo tonB (fyuA), a la subunidad beta de la
girasa (gyrB) y al factor sigma de la ARN polimerasa (rpoD) (Young et al., 2008).
Este método ha mostrado una gran capacidad de discriminacidn entre especies,

7
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similar a la obtenida con las hibridaciones ADN-ADN. Ademds es una técnica
relativamente sencilla de realizar en el laboratorio y que ha permitido la

descripcidn de nuevas especies de Xanthomonas (Young et al., 2010).

Recientemente, debido a la disponibilidad de un mayor nimero de genomas
completos de especies de este género, se estdn realizando andlisis mucho mas
complejos que permiten una mayor precision a la hora de definir las especies. Por
ejemplo, hoy en dia es posible obtener pardmetros como el promedio de
identidad nucleotidica (ANI, del inglés “Average Nucleotide Identity”) entre los
genomas de dos cepas. Este pardmetro es un indicador muy preciso del grado de
similitud entre especies, ya que los valores de ANI por encima del 95-96% entre
dos cepas serian equivalentes al 70% o mas de homologia obtenido con las
hibridaciones ADN-ADN y por tanto se podria considerar que esas dos cepas

pertenecen a la misma especie (Goris et al., 2007; Richter y Rossellé-Mora, 2009).

La mayor reclasificacion del género Xanthomonas la llevaron a cabo Vauterin et al.
(1995), en base a los resultados obtenidos con las hibridaciones ADN-ADN
realizados con 183 cepas representativas de distintos Xanthomonas. Estos
resultados mostraron que el género estaba formado por 20 especies: X.
albilineans, X. arboricola, X. axonopodis, X. bromi, X. campestris, X. cassavae, X.
codiaei, X. cucurbitae, X. fragariae, X. hortorum, X. hyacinthi, X. melonis, X. oryzae,
X. pisi, X. populi, X. sacchari, X. theicola, X. translucens, X. vasicola y X. vesicatoria.
En esta clasificacion es cuando se definid por primera vez la especie X. arboricola,
incluyendo seis patovares (celebensis, corylina, juglandis, poinsettiicola, populi y
prunj). Desde entonces, se ha producido la descripcidon de nueve nuevas especies
de Xanthomonas, como X. cynarae (Trébaol et al., 2000), X. euvesicatoria, X.
gardneri, X. perforans (Jones et al., 2004, 2006), X. alfalfae, X. citri, X. fuscans
(Schaad et al., 2005; 2006; 2007), X. dyei (Young et al., 2010) y X. maliensis
8
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(Triplett et al., 2015), lo que suma un total de 29 especies (Jacques et al., 2016). A
lo largo de esta tesis se ha llevado a cabo la descripciéon de una nueva especie de

Xanthomonas, como veremos detalladamente en el capitulo 5 de esta memoria.

Ademads del elevado nimero de especies descritas, existe una clasificacién sub-
infraespecifica determinada por los patovares. Segun “The Comittee on the
Taxonomy of Plant Pathogenic Bacteria” el término patovar se refiere a una cepa
0 un grupo de cepas con caracteristicas similares y diferentes a nivel sub-
infraespecifico de otras cepas de la misma especie o subespecie, que presentan
una patogenicidad distinta en una o mas plantas huésped. Actualmente, en el
género Xanthomonas hay descritos mas de 140 patovares (Jacques et al., 2016)
repartidos entre todas las especies. Algunas de éstas no tienen ningun patovar,
otras solo tienen dos patovares, como es el caso de X. alfalfae, X. gardneri, X.
melonis o X. sacchari. Sin embargo hay especies como X. axonopodis que incluye
56 patovares (Jacques et al., 2016). Hay otras especies que incluyen patovares que
afectan a huéspedes de diferentes familias, como por ejemplo X. campestris que
tiene patovares que afectan a brasicdceas, solandceas y plantas de otras familias
(Lu et al., 2008). Y por el contrario, hay especies que tienen patovares que afectan
al mismo huésped, diferencidndose en el tejido vegetal que colonizan, como es el
caso del patégeno del arroz X. oryzae, en el que X. oryzae pv. oryzae penetra a
través del tejido vascular, mientras que X. oryzae pv. oryzicola coloniza los

espacios intercelulares del parénquima de las hojas (Nifio-Liu et al., 2006).

Este sistema de clasificacién en forma de patovares ha recibido criticas por
muchos taxbnomos ya que no forma parte de la clasificacién taxonémica de otros
organismos. Ademas presenta una serie de inconvenientes, como el hecho de que
en muchos casos, la gama de huéspedes potenciales de un grupo de cepas
pertenecientes a un patovar no sea conocida (Vauterin et al., 2000). Ademas,

9
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existen cepas no patdgenas de Xanthomonas que se han aislado tanto en plantas
sintomdticas como asintomaticas que no pueden clasificarse en ninguna de las
categorias taxonémicas de este género, lo que conduce a una subestimacién de la
diversidad del género (Vauterin et al., 2000; Fischer Le-Saux et al., 2015; Jacques
et al., 2016).

1.2 Xanthomonas arboricola

1.2.1 Descripcion general

La especie X. arboricola incluye bacterias fitopatdgenas responsables de graves
enfermedades en frutales de hueso y frutos secos. Actualmente, los patégenos
pertenecientes a esta especie estan clasificados en 10 patovares. A los seis
previamente descritos por Vauterin et al. (1995) (celebensis, corylina, juglandis,
poinsettiicola, populi y pruni) hay que sumarles el patovar fragariae, descrito por
Janse et al. (2001) y los ultimos tres en entrar a formar parte de esta especie:
arracaciae, guizotiae y zantedeschiae (Fischer-Le Saux et al., 2015). Ademads, en
esta especie también se incluyen cepas que no estan clasificadas en ningin
patovar y que son patégenas de Zizyphus jujuba (Myung et al., 2010a), Capsicum
annum (Myung et al., 2010b) y Vitis vinifera (Sawada et al., 2011). Por ultimo,
existen cepas aisladas en diversos huéspedes (Euphorbia pulcherrima, Magnolia
spp., Allium cepa, Chrysanthemum morifolium y Syzygium aromaticum) cuya
patogenicidad es desconocida, y otras cepas no patdgenas aisladas en Juglans
regia y Prunus domestica, también se incluyen en esta especie (Fischer-Le Saux et

al., 2015).

10
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Se han identificado cepas no patdgenas o de escasa virulencia en distintos
huéspedes del género Prunus. En un primer momento fueron clasificadas como X.
arboricola pv. pruni, pero posteriormente y gracias principalmente al analisis
MLSA se comprobd que esas cepas se englobaban dentro de X. arboricola, pero
no pertenecian al patovar pruni, por lo que se les denomind inicialmente X.
arboricola pv. pruni-look-a-like. Se han secuenciado tres de esas cepas de escasa
virulencia y sus genomas se han comparado con los genomas disponibles de cepas
de X. arboricola pv. pruni (Garita-Cambronero et al., 2014; 2016a; 2016b). El
estudio de gendmica comparativa ha revelado factores que podrian estar
relacionados con el desarrollo de la enfermedad. De esta forma, se ha
comprobado que las cepas no patdgenas no contienen varios genes asociados a la
virulencia, como son los relacionados con el sistema de secrecion tipo Il (T3SS),
efectores tipo Il (T3Es) y ademas no contienen el plasmido pXap41, también
asociado a la virulencia de X. arboricola pv. pruni. Ademds, el analisis
pangendmico realizado entre cepas de X. arboricola ha confirmado que las cepas
no patdgenas forman un grupo filogenético diferente al del patovar pruni, en el
gue se situan también otras cepas de baja virulencia o no patdgenas aisladas de

diferentes huéspedes (Garita-Cambronero et al., 2017).

1.2.2 Diversidad genética de X. arboricola

Al igual que el género Xanthomonas, la especie X. arboricola engloba un grupo
muy heterogéneo de cepas clasificadas en patovares que abarca una amplia gama
de huéspedes. Ademads, en esta especie nos podemos encontrar desde cepas muy
virulentas, hasta cepas que apenas tienen relevancia fitopatoldgica. Por tanto es

interesante conocer la estructura genética de la especie asi como las relaciones

11
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filogenéticas entre sus miembros, y las técnicas con gran capacidad de resolucion
como el MLSA y el “Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis”

(MLVA) han permitido ampliar el conocimiento de la especie.

El andlisis MLSA reveld que los patovares responsables de las tres enfermedades
mas importantes econémicamente (corylina, juglandis y pruni), que ademas son
los mas virulentos, son los que estan mds relacionados filogenéticamente,
formando cada uno de ellos un complejo clonal. Por el contrario, las cepas menos
agresivas pertenecientes a los patovares celebensis, fragariae y populi son los que
mas variabilidad presentan, repartiéndose en varios clusters poco relacionados
entre ellos. Por tanto, parece que el potencial patogénico es inversamente
proporcional a la diversidad genética en esta especie. El hecho de que los
patovares corylina, juglandis y pruni estén tan relacionados filogenéticamente,
junto con el hecho de que tienen un origen geografico comun (todos fueron
descritos en Estados Unidos al principio del siglo XX), producen unos sintomas
parecidos en sus respectivos huéspedes y tienen un repertorio de efectores tipo Ill
semejante, sugiere que los tres podrian tener un origen comun (Fischer-Le Saux et

al., 2015).

En cuanto a los estudios realizados con MLVA, Cesbron et al. (2014) obtuvieron 26
numeros variables de secuencias en tandem (VNTRs) polimérficos en todos los
patovares de la especie y la estructura poblacional obtenida concuerda con los
resultados del MLSA. En otro estudio realizado con esta técnica pero con cepas de
X. arboricola pv. juglandis, se observé que las cepas virulentas y no virulentas se
agrupaban en distintos clusters, confirmando que pertenecen a linajes claramente

separados (Essakhi et al., 2015).
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1.2.3 Principales enfermedades asociadas a X. arboricola

Las enfermedades mdas importantes a nivel econémico, producidas por patdégenos
de esta especie son las causadas por los patovares corylina, juglandis y pruni, que
son responsables de graves bacteriosis en frutales de hueso y frutos secos en todo

el mundo (Fischer-Le Saux et al., 2015).

X. arboricola pv. corylina es el agente causal de la mancha y la necrosis bacteriana
del avellano (Corylus avellana), que esta considerada como la enfermedad mas
importante de este cultivo (EPPO, 2004) y clasificada como organismo de
cuarentena por la EPPO (EPPO A2 list). Estd distribuida por todo el mundo,
incluyendo los principales paises productores de avellana que son Espania, Estados
Unidos, Italia y Turquia. La bacteria afecta a los principales érganos de la planta,
dado que en las hojas se observan manchas necréticas poligonales principalmente
en la zona apical y en los frutos se producen manchas necréticas superficiales que
no afectan gravemente a la avellana. Pero los dafios mas importantes se producen
en los brotes y ramas en los que es frecuente observar chancros que pueden
producir el decaimiento y muerte de estos érganos (EPPO, 2004; Lamichhane y
Varvaro, 2014). Las pérdidas mas importantes se producen en vivero y en
plantaciones de arboles de entre 1-4 afos, en los que se alcanza una mortalidad

de hasta el 10% (Lamichhane y Varvaro, 2014).

Por otro lado, X. arboricola pv. juglandis es el agente causal de la mancha
bacteriana, la necrosis apical y el chancro del nogal (Juglans regia), que es la
enfermedad mas importante del cultivo del nogal y que estd ampliamente
distribuida por todo el mundo. Esta bacteria presenta dos linajes claramente
diferenciados, uno de ellos asociados a la necrosis apical y el otro relacionado con

el chancro del nogal (Hajri et al.,, 2010; Fischer-Le Saux et al., 2015). Los
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principales sintomas de la enfermedad son manchas y chancros necréticos en las
hojas y ramas, respectivamente, que pueden ocasionar pérdidas de hasta el 70%

de la cosecha (Lamichhane, 2014).

Finalmente, respecto a X. arboricola pv. pruni, de este patovar se tratard en

mayor profundidad en el punto 1.3 y a lo largo de esta memoria.

En cuanto al resto de patovares, el impacto econdmico que producen es mucho
menor que el ocasionado por los tres patovares anteriores. De X. arboricola pv.
celebensis apenas hay informacion publicada y su incidencia sobre el cultivo de
banana es muy baja, en comparacién con X. campestris pv. musacearum
(Bradbury, 1986). A su vez, los dafios producidos por las cepas de X. arboricola pv.
fragariae son muy poco importantes comparados con los producidos por X.
fragariae (Vandroemme et al., 2013), mientras que X. arboricola pv. populi es el
agente causal de la necrosis del chopo, que no estd considerada como una
enfermedad grave en esta especie, y esta calificado mds bien como un patégeno
oportunista (Haworth y Spiers, 1992). Respecto a los ultimos tres patovares
incluidos en la especie (arracaciae, guizotiae y zantedeschiae), apenas hay
informacién y también hay muy pocas cepas disponibles de cada uno de ellos

(Fischer-Le Saux et al., 2015).

1.3 Xanthomonas arboricola pv. pruni

La mancha bacteriana de los frutales de hueso, del almendro y otras especies del
género Prunus es una de las enfermedades mas graves que afectan a este grupo
de plantas. Esta causada por la bacteria X. arboricola pv. pruni (Vauterin et al.,

1995) (sindnimo, X. campestris pv. pruni; X. pruni), patégeno que estd considerado
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como organismo de cuarentena segun la legislacion fitosanitaria de la Unidn
Europea (Directiva Europea 2009/29/CE) y aparece en la lista A2 de la EPPO como
uno de los organismos para los cuales se recomienda especial regulacidn. La
enfermedad fue descrita por primera vez en el afio 1903 en Michigan (Estados
Unidos) en ciruelo japonés (Smith, 1903) y actualmente estd presente en las
principales regiones productoras de frutales de hueso del mundo. En los ultimos
anos se han producido muchos brotes, especialmente en Europa, por lo que se

considera una enfermedad emergente en este continente.

1.3.1 Descripcion de X. arboricola pv. pruni

Las células de X. arboricola pv. pruni tienen forma de bacilo con un tamafio de 0.2-
0.8 um de ancho y 0.8-1.7 um de largo, son Gram negativas, aerobias estrictas, no
esporulan y son moviles por un solo flagelo polar (Bradbury, 1984). Ademas
presentan el resto de caracteristicas propias de su género, que ya hemos visto en

el apartado 1.1.1.

Esta bacteria fue clasificada como X. campestris pv. pruni (Young et al., 1978),
nombre que aun se mantiene en la legislacion europea, en base a sus propiedades
fenotipicas y patogénicas. Posteriormente, y tras la reclasificacion del género
llevada a cabo por Vauterin et al. (1995), las cepas de X. campestris pv. pruni se

asignaron a la nueva especie Xanthomonas arboricola.

Las cepas de X. arboricola pv. pruni presentan actividad catalasa positiva, oxidasa
negativa, metabolismo oxidativo de la glucosa (Hugh-Leifson) lento, no reducen
los nitratos a nitritos, dan resultado negativo para la hidrélisis de la arginina, la

ureasa y el indol, no crecen en NaCl al 5% ni en Nutrient Broth a 37°C. Por el
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contrario, dan resultado positivo para la digestidn de la caseina, para el citrato de
Simmons, para la hidrdlisis de la esculina, de la gelatina y del Tween 80 y pueden

crecer en NaCl al 2% y en Nutrient Broth a 35°C (Roselld, 2007).

Seglin los test APl 20 NE (bioMérieux, Francia), empleados siguiendo las
instrucciones del fabricante excepto un cambio en la temperatura y tiempo de
incubacién (25°C durante 48 horas), las cepas de X. arboricola pv. pruni
proporcionan una reaccion positiva para la actividad B-galactosidasa, la hidrdlisis
de la esculina y de la gelatina, y para la utilizacién en anaerobiosis del citrato,
glucosa, malato, manosa y N-acetilglucosamina. Con las tiras APl 50 CH
(bioMérieux, Francia), usando el medio C de Dye (Dye, 1968) con azul de
bromotimol al 0.08%o y tras un periodo de incubacién a 25°C durante 72 horas, se
observa reaccién positiva para la hidrdlisis de la esculina y de la N-
acetilglucosamina en el 100% de las cepas analizadas, y una reaccién variable
(reaccidn positiva en mas del 85% de las cepas analizadas) en la acidificacion de la
celobiosa, D-fructosa, D-fucosa, L-fucosa, galactosa, D-glucosa, D-manosa,

sacarosa y trehalosa, y en la alcalinizacion del 2-ceto-gluconato (Roselld, 2007).

Segun el sistema BIOLOG GN, las cepas de X. arboricola pv. pruni se diferencian
del resto de especies de Xanthomonas por su capacidad para metabolizar las
siguientes fuentes de carbono: acido acético, dcido bromosuccinico, acido-glicil-L-
glutamico, acido L-glutamico, DL-acido lactico, acido succinamico, acido succinico,
celobiosa, dextrina, L-fucosa, D-galactosa, gentiobiosa, glicerol, glicdgeno,
maltosa, monometilsuccinato, N-acetil-D-glucosamina, D-psicosa, D-trealosa y
Tween 80. Ademas, por la incapacidad de metabolizar los siguientes compuestos
de carbono: N-acetil-D-galactosamina, acido a-cetovalérico, acido férmico, acido
D-galacturdnico, dacido D-glucdnico, &cido D-glucordénico, acido p-
hidroxifenilacético, acido quinico, acido D-sacdrico, L-arabinosa, L-fenilalanina,
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glucosa 6 fosfato, B-metil-D-glucésido, glucuronamida, lactona del acido D-

galactdnico, D-manitol, D-rafinosa, L-ramnosa y timidina (Vauterin et al., 1995).

1.3.2 Distribucion geografica de X. arboricola pv. pruni

X. arboricola pv. pruni esta distribuida a nivel mundial en las principales regiones
productoras de frutales del género Prunus (Figura 1). Se ha citado la presencia de
este patdgeno en paises de los cinco continentes: Africa (Sudafrica y Zimbaue),
América (Argentina, Bermudas, Brasil, Canada, Estados Unidos, México vy
Uruguay), Asia (Arabia Saudi, China, Corea del Norte, Corea del Sur, India, Iran,
Japon, Libano, Pakistan, Taiwan vy Tayikistan), Europa (Alemania, Bélgica,
Eslovenia, Espafia, Francia, Holanda, Italia, Moldavia, Montenegro, Rumania,
Rusia, Suiza y Ucrania) y Oceania (Australia y Nueva Zelanda) (Young, 1977; Jindal
et al., 1989; Akthar et al., 1995; Pani¢ et al., 1998; EPPO 2006, 2009, 2017;
Roselld, 2007; Rosellé et al., 2007, 2012; Palacio-Bielsa et al., 2010a,b; Pothier et
al., 2010; Marchi et al., 2011).
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Legend: O Present @ Transient

Figura 1. Mapa de distribucion mundial de X. arboricola pv. pruni (EPPO, 2017).

La distribucién de la mancha bacteriana no es homogénea, estando ampliamente
extendida en algunos paises, mientras que en otros solo se han registrado brotes
locales y esporadicos, de los que no se ha vuelto a tener noticia. En Europa, los
brotes mds severos se han producido en paises de la cuenca mediterranea, como

el sudeste de Francia y en el valle del rio Po, en Italia (EFSA, 2014).

1.3.2.1 Distribucion de X. arboricola pv. pruni en Espafia

En Espafia, X. arboricola pv. pruni fue detectada por primera vez en la provincia de
Badajoz en 2002, en ciruelo japonés. Aunque se tomaron las medidas de
erradicacion pertinentes de acuerdo con la legislacién europea, se detectaron
nuevos brotes en los afios 2003 y 2007. Ademas, desde entonces se han

producido nuevos brotes de la enfermedad en otras 10 provincias espafiolas:
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Valencia, Alicante, Zaragoza, Huesca, Lérida, Teruel, Navarra, Mallorca, Tarragona
y Huelva, por lo que se considera una enfermedad emergente. Estas detecciones
se han producido tanto en plantaciones de campo como en viveros comerciales,
afectando a distintos huéspedes, incluyendo melocotonero, nectarino, ciruelo,
albaricoquero, almendro y varios patrones de frutales de hueso (Rosellé et al.,
2012; Palacio-Bielsa et al., 2014). Es destacable que la deteccién en almendro es la
primera cita en este huésped en Europa (Palacio-Bielsa et al., 2010b). Del mismo
modo que ocurrid con la primera deteccidn en Badajoz, en el resto de provincias
se aplicaron las medidas de erradicacion oportunas, por lo que a esta enfermedad

aun se le considera como no establecida en Espana.

De todas formas, hay un riesgo elevado de nuevas introducciones de la bacteria,
principalmente a través de los viveros, debido a la importacidén y/o multiplicacién
de material vegetal contaminado. En varios viveros espafioles se han producido
detecciones de X. arboricola pv. pruni en plantones de nectarino, ciruelo japonésy
patrones de frutales como Barrier (P. davidiana x P. persica), Garnem (P. dulcis x
P. persica), Cadaman (P. persica x P. davidiana) y Santa Lucia SL-64 (P. mahaleb)
(Palacio-Bielsa et al., 2014). Muchas de las detecciones se hicieron en plantas
asintomaticas con infecciones latentes, algunas procedentes de otros paises como
Italia, donde la enfermedad es endémica (Battilani et al., 1999). Ademas de las
nuevas introducciones, existe también un grave riesgo de diseminacién de la
bacteria a nivel local como consecuencia del intercambio de material vegetal
contaminado entre viveros espafioles, como veremos mas detalladamente en el

capitulo 4 de esta tesis.
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1.3.3 Impacto econdmico causado por X. arboricola pv. pruni

La mancha bacteriana de los frutales del género Prunus esta considerada como la
bacteriosis mas importante en este grupo de especies debido al importante
impacto econdmico que genera. Los sintomas asociados a este patégeno, como la
defoliaciéon o la formacidn de chancros en el tronco se traducen en pérdida de
productividad y disminucién de la calidad de los frutos, pudiendo incluso provocar
la muerte del arbol. Ademas, las manchas y lesiones que se producen en la

superficie de los frutos dificultan su comercializacién (Stefani, 2010; EFSA, 2014).

No existe mucha informacién disponible acerca de las pérdidas asociadas a la
enfermedad. En Estados Unidos se estimd en 1932 que las pérdidas ocasionadas
por la mancha bacteriana en una plantacion de ciruelo japonés se situaba entre el
25 y el 75% de la fruta producida (Dunegan, 1932). En Italia se realiz6 una
estimacion de las pérdidas que se generarian por un brote de la enfermedad que
afectara a ciruelo japonés en la regién de Emilia Romagna, determinandose que
éstas serian de 11.200 euros por ha en el caso de la variedad “Golden Plum” o de
9.500 euros por ha en el de la variedad “Angeleno” (Stefani, 2010). En Uruguay,
las pérdidas en variedades susceptibles de melocotonero pueden llegar a superar
el 50% en afios con condiciones ambientales favorables para la enfermedad.
Ademas, si tenemos en cuenta las pérdidas generadas por la depreciacidn
comercial de frutos sintomadticos, éstas pueden ser superiores al 80% en
variedades susceptibles de nectarina, como “Big Top” (Soria y Pisano, 2014). En
Espafia, solo se dispone de datos de pérdidas en almendro en Aragén, las cuales
oscilaron entre el 23 y el 47% en 2013, dependiendo de las condiciones

ambientales y de la sensibilidad varietal (Palacio-Bielsa et al., 2015a).
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1.3.4 Gama de huéspedes de X. arboricola pv. pruni

Los huéspedes naturales de este patégeno son las especies de frutales,
ornamentales y de plantas silvestres del género Prunus. En cuanto a las especies
cultivadas, los mayores dafios se producen principalmente en albaricoquero (P.
armeniaca), almendro (P. amygdalus, syn. P. dulcis), ciruelo japonés (P. salicina),
melocotonero (P. persica) y los correspondientes hibridos derivados de estas
especies. Otras especies afectadas de menor importancia son el cerezo (P. avium),
el ciruelo europeo (P. domestica) y el guindo (P. cerasus). Ademas, esta bacteria
también se ha descrito en especies ornamentales y silvestres, como el
albaricoquero japonés (P. mume) el ciruelo mirobolano (P. cerasifera), el
lauroceraso o laurel cerezo (P. laurocerasus), y cuatro especies de Prunus
silvestres como P. davidiana, P. buergeriana, P. crassipes y P. donarium (EPPO,

2006; EFSA, 2014).

1.3.4.1 Importancia econémica de los frutales de hueso y el almendro

Hoy en dia, los frutales del género Prunus ocupan un area de alrededor de 35
millones de hectadreas, con una produccién mundial estimada de 43 millones de
toneladas, segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) (FAO, 2013). Aunque la gran mayoria de especies de este género
se encuentran en las regiones templadas del hemisferio norte, en Europa la

produccidn se centra principalmente en la regién mediterranea.

En Espafia, el drea ocupada por los frutales de hueso y el almendro es de 765.119
ha (231.062 y 534.057 ha, respectivamente), con una produccién de 1,8-10° t,

situdndose entre los mayores productores del mundo después de China (18-10° t),
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Estados Unidos (3,3-10° t), Turquia (2,5-10° t) e Italia (2-10° t). La produccién esta
principalmente localizada en las regiones mediterraneas (Catalufia, Comunidad
Valenciana y Murcia) junto con Aragdn y Extremadura, que es un importante

productor de ciruela y cereza.

Dentro de los frutales de hueso, el melocotonero es el mas importante, seguido
por el nectarino (P. persica var. nectarina) y, ya a distancia, por el ciruelo japonés,
el albaricoquero y el cerezo. A continuacién, se presentan datos oficiales del area
y la produccién de estos frutales en Espana a fecha de 2013, segun la informacidn
del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio ambiente (MAGRAMA)
(MAGRAMA, 2015a) y la FAO (FAO, 2013).

El melocotonero es la tercera especie frutal mas cultivada a nivel mundial, y el
principal frutal de hueso en Espafia (Martinez-Calvo et al., 2011). Su cultivo ocupa
un drea de 51.511 ha, mientras que las variedades de nectarino ocupan 32.867 ha,
con una produccion de 820.139 y 509.713 t, respectivamente, lo que convierten a
Espafia en el tercer productor mundial. Aragén, Catalufia y Murcia son las
comunidades autonomas con la mayor produccién, con alrededor del 73% de la

produccién nacional.

Respecto al ciruelo, el europeo junto con el japonés, ocupan una superficie de
16.614 ha con una produccién de 172.352 t, lo que sitla a Espafia en el puesto
duodécimo en la lista de productores mundiales. Las regiones con mayor
produccién son Extremadura con 73.843 t, seguidas a distancia por Andalucia con
36.051 t y Murcia con 25.216 t. En estas regiones, se ha incrementado la
superficie cultivada del ciruelo japonés respecto del europeo, que estd mas

extendido por regiones mas frias.
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En cuanto al albaricoquero, ocupa un area de 20.334 ha, siendo Espaiia el noveno
productor mundial con 131.800 t. La gran mayoria de la produccién se encuentra
en Murcia con 79.240 t, seguida de lejos por Aragén con 15.844 t y la Comunidad

Valenciana con 14.342 t.

El cerezo y el guindo alcanzan un drea de 25.358 ha y su produccién, que se ha
duplicado en los ultimos 20 afios, es de alrededor de 100.000 t, siendo el sexto
productor mundial. Extremadura con 36.019 t y Aragdén con 25.375 t son los

principales productores tanto de cereza como de guinda.

Finalmente, el almendro ocupa un drea cultivada de 534.000 ha, con una
produccién que supera las 149.000 t. Espaia ha sido histéricamente el segundo
productor mundial de almendra, solo por detrds de Estados Unidos, pero
recientemente Australia ha relegado a Espaiia a la tercera posicidn. En Espana, la
produccién se concentra en la Comunidad Valenciana con 28.177 t, Murcia con
25.519 t, Andalucia con 25.208 t y Aragdn con 23.525 t, que suman el 71,5% de la

produccién doméstica.

1.3.4.2 Sensibilidad varietal

Existe mucha informacion disponible acerca de la sensibilidad varietal a X.
arboricola pv. pruni, especialmente en el caso del albaricoquero, el ciruelo vy el
melocotonero (Ritchie, 1999; Garcin et al., 2008). Es necesario sefialar que el
criterio empleado por las diferentes fuentes bibliograficas para esta clasificacion
varietal no siempre es homogéneo, ya que se usan generalmente datos de
sensibilidad observada en campo y no de inoculaciones estandarizadas, que

permitirian evaluar la sensibilidad intrinseca del material vegetal. En el caso del
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albaricoquero, se consideran variedades muy susceptibles “Goldbar”, “Lady Cot”,
“Lilly Cot”, “Royal Rousillon”, “Solimar”, “Tardif de Tain” y “Tom Cot”, mientras
gue se consideran variedades poco sensibles “Canino”, “Flavorcot”, “Primaya”,
“Robada” y “Vertige” (Ritchie, 1999; Ldépez, 2000; Garcin y Herreman, 2014).
Respecto al ciruelo, algunas de las variedades que se consideran muy sensibles
son “Frontier”, “Methley”, “Santa Rosa” y “Tc Sun”, mientras que otras variedades
como “Bellerosa”, “Explorer”, “Fortune”, “President” o “Robusta” se consideran
de menor sensibilidad (Ritchie, 1999; Garcin et al., 2008). Por ultimo, en
melocotonero variedades como “Big Sun”, “Big Top”, “Crispdelice Sun”, “Honey
Blaze”, “Garcica”, “Garofa” o “Monicop” se consideran muy sensibles y otras

n o u

como “Honey Bright”, “Nectaperle”, “Newhaven”, “Sentine

I”, “September Bright”,
“White Red” o “Zephyr”, estan consideradas como poco sensibles a la

enfermedad (Ritchie, 1999; Garcin y Herreman, 2014).

A diferencia del albaricoquero, el ciruelo y el melocotonero, no hay apenas
informacién disponible acerca de la sensibilidad varietal en el almendro. Sdlo
algunas fuentes citan datos sobre variedades cultivadas principalmente en
Australia y Estados Unidos, destacando a “Fritz”, “Mission”, “Monterey” y “Ne
Plus Ultra” como muy susceptibles, mientras que “Nonpareil” y “Price” son
consideradas como sensibles (Edstrom, 2007; Holtz et al., 2013). En Espafia, solo
se dispone de datos preliminares de observaciones realizadas en Aragén y la
Comunidad Valenciana que sugieren que las variedades “Antofieta”, “Guara”,
“Marta”, “Masbovera” y “Vayro” pueden ser muy sensibles a la enfermedad

(Palacio-Bielsa et al., 2010a).
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1.3.5 Sintomatologia asociada a la mancha bacteriana

Los sintomas de esta enfermedad afectan practicamente a todos los érganos de la
planta, principalmente a las hojas, frutos, yemas, ramas y tronco, pero sin
embargo, nunca se han observado sintomas en flores. De manera general, los
sintomas son muy similares en todas las especies de Prunus, aunque puede
observarse cierta variacion en funcién de la especie, especialmente en el
almendro, la sensibilidad varietal o las condiciones climdticas. Los sintomas
causados por este patdgeno son en muchos casos similares a los producidos por
otras bacterias como Pseudomonas syringae pv. mors-prunorum, P. syringae pv.
persicae, P. syringae pv. syringae o P. viridiflava, hongos como Wilsonomyces
carpophilus o Venturia carpophila, e incluso factores abidticos, por lo que es
necesaria la correcta identificacion del patégeno para un diagndstico preciso y

fiable (Lépez et al., 2012; Palacio-Bielsa et al., 2014; Rosello et al., 2012).

En las hojas, los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan en forma de
pequefias manchas de color verde pdlido, que evolucionan a necrosis. Las
manchas tienen forma poligonal, suelen estar rodeadas por un halo amarillento y

estan delimitadas por las nervaduras de las hojas (Figura 2).
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Figura 2. Sintomas causados por X. arboricola pv. pruni en hojas de almendro (A) y

albaricoquero (B). (Fotos de Miguel A. Cambra).

Normalmente, las manchas suelen aparecer a lo largo del nervio central y en el
extremo apical del limbo foliar (punto de goteo), que son las zonas donde las
hojas suelen acumular mas agua. Ademas, son visibles tanto por el haz como por
el envés (Palacio-Bielsa et al., 2014). En melocotonero y nectarino es frecuente
observar en la parte apical del limbo un gradiente de color marrén-amarillo-verde
muy caracteristico (hojas tricolores) (Figura 3A). En caso de infecciones severas

puede producirse una importante defoliacion. En almendro, por el contrario, es
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raro observar amarilleamiento y defoliacién (Palacio-Bielsa et al., 2010a). En el
caso del ciruelo, es particularmente frecuente en ciertas variedades el cribado,

producido por la caida de los tejidos foliares necrosados lo que da a las hojas un

aspecto de “perdigonado” (Figura 3B) (Rosell6 et al., 2012).

Figura 3. Hoja tricolor caracteristica de melocotonero (A) y hoja de ciruelo con cribado (B)

(Fotos de Miguel A. Cambra).

En frutos, los primeros sintomas pueden aparecer entre tres y cinco semanas
después de la caida de pétalos. En albaricoquero, ciruelo y melocotonero los
sintomas mds comunes son pequefias manchas de color pardo rodeadas por un
halo clorético que aparecen en la superficie de los frutos. A medida que éstos van
creciendo, las manchas se necrosan y pueden agruparse tomando una forma

irregular (Figura 4). Ademas, es frecuente la aparicién de exudados de goma.
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Figura 4. Sintomas causados por X. arboricola pv. pruni en frutos de albaricoquero (A y B),

ciruelo japonés (Cy D) y melocotonero (E y F) (Fotos de Miguel A. Cambra).

Los sintomas en frutos de almendro son muy caracteristicos. Durante la

primavera, se producen lesiones oscuras y hundidas en el mesocarpio,
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acompafiadas de exudados de goma (Figuras 5A y 5B). En verano, cuando el
mesocarpio se deshidrata, esas lesiones sobresalen de la superficie del fruto y
qguedan adheridas al endocarpio, impidiendo su pelado natural, pudiendo incluso
afectar a la semilla (Figura 5C). Gran parte de los frutos caen de forma prematura
y otros permanecen en el arbol hasta después de la recoleccion en forma de fruto

momificado (Figura 5D), albergando gran cantidad de bacterias y convirtiéndose

en potenciales fuentes de inéculo (Palacio-Bielsa et al., 2014; Rosell6 et al., 2012).

Figura 5. Sintomas causados por X. arboricola pv. pruni en frutos de almendro. Lesiones
necrdticas en el mesocarpio con exudado de goma (A y B). Semilla de almendra afectada
(C) y fruto momificado que permanece en el arbol (D). Fotos de Miguel A. Cambra (By C) y

Pablo Lopez (Ay D).
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Los sintomas en ramas y troncos aparecen en forma de chancros. En Europa son
poco frecuentes en almendro y melocotonero, apareciendo en ramas jévenes en
forma de chancros pequefios, oscuros y alargados que pueden llegar a rodear el
brote y acabar secdndolo. Sin embargo, los chancros son muy importantes en

ciruelo japonés ya que pueden afectar a las ramas principales y al tronco (Figura

6) (Palacio-Bielsa et al., 2014; Rosell6 et al., 2012).

Figura 6. Chancros causados por X. arboricola pv. pruni ciruelo japonés, que pueden
afectar tanto a brotes (A y B) como a ramas principales (C y D) (Fotos de Miguel A.

Cambra).
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1.3.6 Diagndstico, deteccion e identificacion de X. arboricola pv.

pruni

El diagndstico y la deteccion son aspectos fundamentales para la prevencidn y el
mantenimiento del estatus sanitario de las plantas. El término “diagnosis” hace
referencia a la identificacion de la causa de una enfermedad en plantas
sintomdticas, mientras que el término “deteccion” se refiere a la localizacién de la
, . , - w e i .
presencia de un determinado patdgeno. Por ultimo, la “identificacidon” consiste en
dar un nombre taxonédmicamente correcto al organismo detectado en funciéon de

sus caracteristicas (Lépez et al., 2006).

Como se ha indicado anteriormente, X. arboricola pv. pruni esta considerado
como un organismo de cuarentena por la UE y la EPPO. Es por tanto necesario el
uso de métodos de diagndstico y deteccidn rapidos, sensibles y eficientes que
permitan localizar este patdgeno tanto en material vegetal sintomatico como
asintomatico. Ello es debido a que hay que tener en cuenta que, ademas de su
fase epifita, X. arboricola pv. pruni es capaz de sobrevivir en las plantas en estado

latente, lo que facilita su diseminacidn a través de material vegetal asintomatico.

Actualmente, el Unico protocolo oficial publicado para el diagndstico de la mancha
bacteriana de los frutales de hueso y del almendro, es el EPPO Standard PM 7/64
(EPPO, 2006), que incluye el aislamiento en medio de cultivo, Ia
inmunofluorescencia (IF), y la identificacion mediante test bioquimicos, perfil de
proteinas (SDS-PAGE) y de 4cidos grasos (FAME), amplificacién por PCR de
elementos palindromicos extragénicos repetitivos (REP-PCR) y ensayos de
patogenicidad, pero que no incluye métodos moleculares como la deteccién por

PCR, que son mas sensibles y especificos.
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Recientemente se ha publicado una evaluacion realizada en Italia de distintas
técnicas empleadas para la deteccidn de esta bacteria, que incluye una PCR
convencional para la deteccion e identificacion de X. arboricola pv. pruni in
material vegetal asintomatico (Loreti et al., 2015), pero todavia no ha sido

incluido en el protocolo oficial de la EPPO.

Aunque en los ultimos afios ha aumentado exponencialmente el nimero de
protocolos publicados basados en técnicas moleculares, todavia no han
conseguido sustituir completamente a los métodos tradicionales, por lo que es
recomendable la combinacion de métodos convencionales, seroldgicos vy
moleculares para una eficaz deteccién e identificacién de bacterias fitopatdgenas

en general (Alvarez, 2004) y de X. arboricola pv. pruni en particular.

1.3.6.1 Aislamiento en medio de cultivo

El aislamiento en medio de cultivo es imprescindible para poder realizar la
caracterizacion fenotipica de una bacteria. Es relativamente facil el aislamiento de
X. arboricola pv. pruni a partir de lesiones recientes, sin embargo es mas
complicado a partir de lesiones mds antiguas, frutos maduros o yemas. Existen
dos medios generales que son los mas usados y que estan incluidos en el
protocolo de la EPPO (EPPO, 2006), como son el LPGA y el YDC. En LPGA (Ridé,
1969; Lelliot y Stead, 1987), tras un periodo de incubacion de 3-4 dias a 25°C, se
obtienen colonias de unos 3 mm de didmetro, circulares, céncavas, lisas, mucosas
y de color amarillo palido que se va volviendo mas intenso con el paso de los dias
(Palacio-Bielsa et al., 2012) (Figura 7A). En YDC (Stolp y Starr, 1964), tras la
incubacién a 27°C durante 2-3 dias, se obtienen colonias circulares, mucosas y de
forma céncava de color amarillo palido (Palacio-Bielsa et al., 2012) (Figura 7B). En
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el caso de muestras procedentes de material vegetal es aconsejable la adicion de
cicloheximida (250 mg I'*) para prevenir el crecimiento de hongos que dificulten el

crecimiento de las colonias (Lopez et al., 2010).

Figura7. Colonias de X. arboricola pv. pruni en LPGA (A) y en YDC (B) (Fotos de Javier

Pefialver).

Otros medios generales recomendados son el Wilbrink agar (Koike, 1964) y el SP
(Hayward, 1960), que ha sido utilizado por Zaccardelli et al. (1995) para el
aislamiento de yemas y heridas foliares procedentes de ramas asintomaticas, y
gue también ha sido validado segun la EPPO (EPPO, 2006) para su uso con
muestras de ciruelo y melocotonero, pero no de albaricoquero, almendro o

cerezo (Lopez et al., 2010).

También existen medios semiselectivos para el aislamiento de X. arboricola pv.
pruni, como el medio mXCP1 que se ha usado para el aislamiento de este
patégeno a partir de hojas sintomaticas de P. laurocerasus en Holanda (Bergsma-

Vlami et al., 2012). Tras un periodo de incubacion de 3-5 dias a 28°C se observan
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colonias de color amarillo, de aspecto mucoso y rodeadas de un halo translucido a
consecuencia de la degradacién del Tween 80 (Palacio-Bielsa et al., 2012). Otro
medio semiselectivo es el XPSM (Civerolo et al., 1982), que esta recomendado por
Schaad et al. (2001) y también lo han usado con éxito Shepard y Zehr (1994) y
Ballard et al. (2011) para el aislamiento de poblaciones epifitas de X. arboricola
pv. pruni procedentes de material asintomatico. Sin embargo, Civerolo et al.
(1982) sugirieron que este medio podria no ser apropiado para todas las cepas de
este patdgeno. Tras incubacion durante 6-7 dias a 27°C se observan colonias de
color blanco grisaceo, brillantes, opacas y de forma convexa (Palacio-Bielsa et al.,

2012).

1.3.6.2 Test bioquimicos convencionales

Para la correcta identificacion de cepas de X. arboricola pv. pruni es necesario
realizar su caracterizacién bioquimica, que debe llevarse a cabo a partir de
cultivos puros. Los test bioquimicos pueden realizarse de manera convencional o
utilizando galerias comerciales como las tiras APl 20 NE o las tiras APl 50 CH.
Ademas, hay test que estan considerados como universales para la identificacion
de esta bacteria (Schaad y Stall, 1988; Schaad et al., 2001), que son los que hemos

descrito previamente en el apartado 1.3.1.

Por otro lado, el sistema BIOLOG GN permite diferenciar las cepas de X. arboricola
del resto de especies de Xanthomonas en funcién de su capacidad para
metabolizar distintas fuentes de carbono (Verniére et al., 1993; Vauterin et al.,

1995).
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1.3.6.3 Perfil de acidos grasos y espectometria de masas

El perfil de acidos grasos (FAME, del inglés “fatty acids methyl ester profile
analysis”) permite la identificacion de cepas de X. arboricola pv. pruni cuando al
comparar el perfil de la cepa sospechosa con los perfiles disponibles en una base
de datos se obtiene un indice de similitud de 0.500 o superior (Sasser, 1990; Stead
et al., 1992). Segun Scortichini et al. (1996) los acidos grasos mas abundantes en
X. arboricola pv. pruni son 15:0 1SO, 15:0 ANTEISO y el 4cido graso insaturado 16:1

w7c.

Mas recientemente se ha descrito que la espectometria de masas con el sistema
MALDI-TOF (“matrix assisted laser desorption ionization-time of flight”) permite
una identificacién rapida y fiable tanto a nivel de especie como a nivel de patovar,
por lo que ha sido aplicado con éxito con cepas de X. arboricola pv. pruni (Pothier

et al., 2011b).

1.3.6.4 Test de patogenicidad

Las colonias sospechosas de ser X. arboricola pv. pruni se deben inocular en planta
para confirmar que son patdgenas. Ademas, la reaccidon de hipersensibilidad en
tabaco o tomate, permite en pocos dias tener una informacion previa sobre el

posible poder patdégeno de un aislado.

e Reaccidn de hipersensibilidad

Esta prueba consiste en la inoculacidn de una suspensidn bacteriana de la cepa
ensayada en hojas de tabaco o de tomate (Klement et al., 1964). Una reaccién

positiva en la prueba es un indicador de la presencia de los genes hrp
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(“hypersensitive reaction and pathogenicity”) y por tanto del poder patégeno de
la cepa. Una tipica reaccidn de hipersensibilidad de X. arboricola pv. pruni en
tomate se suele observar tras 24-48 horas, mientras que en tabaco normalmente
ocurre a los 3 dias (Palacio-Bielsa et al., 2012). No todos los sintomas aparecidos
tras la inoculacion implican que la prueba sea positiva, por ejemplo, una reaccion
atipica en tabaco es la pérdida de turgencia en la zona infiltrada 24 horas después
de la inoculacidn. A los 5 dias, esa zona se acaba necrosando y aparece un halo

clorético alrededor (Roselld, 2007).

e Inoculacidn en huéspedes del género Prunus

Para confirmar la patogenicidad de un cultivo de X. arboricola pv. pruni
sospechoso, es necesaria su inoculacidon en un huésped del género Prunus, y su
posterior reaislamiento a partir de las lesiones producidas, cumpliendo con los
postulados de Koch. Segun el protocolo de la EPPO (EPPO, 2006) se pueden

realizar dos tipos de inoculacidn: en hoja cortada o en planta entera.

- Inoculacién en hoja cortada

Segln el método de Randhawa y Civerolo (1985) se usan hojas jovenes
de melocotonero de una variedad sensible a X. arboricola pv. pruni. Si la
cepa se ha aislado de ciruelo, es conveniente que el ensayo de
patogenicidad se haga en una variedad de ciruelo susceptible (Bazzi et
al., 1990; Simeone, 1990). Para que la prueba sea positiva, después de 6-
9 dias, en los puntos donde se ha producido la inoculacién deben
aparecer los sintomas caracteristicos como manchas necréticas
rodeadas por un halo clorético y es frecuente la apariciéon de exudado en

lesiones mas viejas.
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- Inoculacién en planta entera

Es también conveniente el uso de plantas de melocotonero, ciruelo o
patrones de variedades susceptibles. La EPPO recomienda dos
protocolos de inoculacién. Segin Randhawa y Civerolo (1985) se infiltran
hojas jovenes usando una jeringuilla sin aguja, presionando suavemente
hasta que el tejido foliar esté empapado. Por otro lado, segun Du Plessis
(1988) la inoculacién se realiza en forma de aerosol sobre el envés de
hojas jovenes. Las plantas deben mantenerse en condiciones de alta
humedad y a una temperatura de 25°C. Las lesiones aparecen entre 1-4

semanas después de la inoculacidn.

1.3.6.5 Técnicas seroldgicas

e IFyELISA

Segun el protocolo de la EPPO (EPPO, 2006) es posible analizar muestras tanto
sintomdticas como asintomaticas mediante IF, y su uso ha sido validado tanto
para melocotonero como para ciruelo. En la actualidad, existen varios kits
comerciales tanto de IF como de “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA)
para la deteccidn de X. arboricola pv. pruni (ADGEN, Reino Unido; SEDIAG,
Francia; AGDIA, Estados Unidos). Sin embargo, el hecho de que los anticuerpos
disponibles en dichos kits sean policlonales, no permite una deteccién especifica
de este patdgeno, obteniéndose reacciones cruzadas con otras especies de
Xanthomonas como X. campestris pv. campestris, X. hortorum pv. pelargonii, X.
axonopodis pv. vitians, X. vesicatoria, X. cynarae y también probablemente con

otras especies de Xanthomonas. Por tanto, el uso de estas técnicas solo se
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recomienda para detectar de una manera rapida la presencia de alguna bacteria
del género Xanthomonas, pero no para una identificacion precisa de X. arboricola

pv. pruni (Lopez et al., 2010; Palacio-Bielsa et al., 2012).

e Inmunoensayos de flujo lateral

Esta técnica consiste en el uso de tiras fabricadas con un material polimérico,
generalmente nitrocelulosa, que llevan adheridos una serie de reactivos que se
activan al entrar en contacto con las muestras en estado liquido. Este tipo de
ensayos, que se han aplicado con éxito en distintos campos, se estdn usando cada
vez mas en el diagndstico de enfermedades causadas por bacterias fitopatdgenas
ya que presenta una serie de ventajas respecto a otras metodologias como su
facilidad de uso, su bajo coste, su robustez y su prolongada vida util. Ademas,
pueden usarse directamente en campo, obteniéndose resultados fiables en

menos de 15 minutos (Posthuma-Trumpie et al., 2009; Noguera et al., 2011).

Las tiras utilizadas en los inmunoensayos de flujo lateral estdn formadas por
diferentes membranas que se solapan y sobre las que se depositan los reactivos, y
aunque generalmente se usan anticuerpos especificos del patégeno diana,
también pueden usarse acidos nucleicos (Noguera et al., 2011). Los anticuerpos se
depositan en dos puntos concretos de las tiras, uno es la linea de ensayo, en la
gue se fijan anticuerpos de captura especificos para el analito de interés, y el otro
es la linea de control, en la que se fija un anticuerpo secundario y cuya Unica
funcién es confirmar que la tira ha funcionado correctamente (Figura 8). El
funcionamiento de las tiras es sencillo: la muestra liquida se mezcla junto con un
conjugado (formado por reactivos que permitiran la deteccion visual y un
anticuerpo especifico) y se afiade sobre la tira. El conjugado es arrastrado por

capilaridad y pasa por las lineas de ensayo y de control. Si la muestra es positiva,
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se producird un reconocimiento anticuerpo-antigeno en las dos lineas y la
acumulacién de particulas en ese punto hara que ambas sean visibles, mientras
gue si la muestra es negativa solo se producira reconocimiento en la linea control

y solo ésta sera visible (De Boer y Lopez, 2012).

Membrana d . Coajayado

parala A © -

muastra o I MUESTRA Linea control Membrana absorbente

\ 2 . /V1 ¥ 7,4)! o l ’ > /
———— . = & . &= ‘)
o, \
DIRECCION DEL FLUJO ]
Mambrana da nitroczlulosa

Linea d2 ensavo

Figura 8. Esquema de un inmunoensayo de flujo lateral en tira (O’Farrell, 2009).

El conjugado puede estar formado por diversas particulas que faciliten la
visualizacién de la sefial producida. Normalmente se suele emplear particulas de
oro coloidal, latex, silice o selenio (Posthuma-Trumpie et al., 2009; De Boer y
Lépez, 2012). También se ha comprobado que las nanoparticulas de carbono dan
excelentes resultados, ya que ademas de facilitar la deteccién visual, permiten la

cuantificacion de la sefial obtenida (Noguera et al., 2011).

En el capitulo 3 de esta tesis presentaremos un prototipo de tira de flujo lateral
que permite la deteccion especifica de X. arboricola pv. pruni en muestras de

campo naturalmente infectadas.

39



Capitulo 1 Introduccién general

1.3.6.6 Técnicas moleculares

e Protocolos de PCR

En los ultimos afios se ha producido un incremento en el desarrollo de técnicas
moleculares, principalmente protocolos de PCR, utilizadas para el diagndstico de
la mancha bacteriana causada por X. arboricola pv. pruni. Estas técnicas permiten
una deteccidon e identificacion del organismo patdégeno mucho mds rdpida y
precisa, en comparacién con los métodos tradicionales. Ademas, pueden llegar a
ser mas sensibles y su uso es relativamente sencillo. A pesar de todo esto, ningln
protocolo de PCR esta todavia incluido en el protocolo de la EPPO (EPPO, 2006),

posiblemente debido a que éste fue publicado hace once afios.

El primer protocolo de PCR convencional para X. arboricola pv. pruni fue disefiado
por Pagani (2004) y fue durante varios afios la Unica técnica molecular disponible
para la deteccién e identificacion de este patdgeno. Los iniciadores disefiados
para esta PCR (Y17CoF/Y17CoR) amplifican un fragmento de 943 pares de bases
(pb) correspondiente a una regidon parcial de un gen relacionado con un
transportador de membrana tipo ABC presente en la bacteria. Este protocolo fue
posteriormente optimizado por Pefalver et al. (2008) y Scortichini (2008). Sin
embargo, este método no es lo suficientemente sensible, resultando inapropiado
para la deteccion de X. arboricola pv. pruni en muestras asintomaticas (Lopez et
al., 2010) y ademas se observaron reacciones cruzadas con cepas de X. arboricola
pv. celebensis, X. arboricola pv. corylina y X. arboricola pv. poinsettiicola (Pothier
et al., 2011c). Aun asi, Lépez et al. (2012) evaluaron la eficiencia de una version
optimizada del protocolo para la deteccion de X. arboricola pv. pruni en muestras
sintomaticas de diferentes huéspedes, obteniendo resultados comparables a los

conseguidos mediante aislamiento en medio de cultivo y PCR en tiempo real, por
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lo que este protocolo se puede usar en caso de necesitar resultados rapidos o no

disponer de equipos de PCR en tiempo real.

Otro protocolo de PCR convencional utilizado para la deteccién de X. arboricola
pv. pruni es el desarrollado por Park et al. (2010) basado en la pareja de
iniciadores XapF/XapR que amplifican una regién de 243 pb asociada a los genes
hrp de Xanthomonas. Segln sus autores, es un protocolo especifico para el
patovar pruni y muy util para la deteccion de este patdgeno en muestras
naturalmente infectadas, aunque solo se ha ensayado en muestras de

melocotonero.

Otro protocolo, en este caso de duplex-PCR, fue descrito por Pothier et al.
(2011c), en el que se combinan la pareja de iniciadores descritos por Pagani
(2004) junto con otro par de iniciadores (XarbQ-F/XarbQ-R) que amplifica una
region de 402 pb del gen qumA asociado al metabolismo del quinato. Se demostré
gue era un método muy sensible para la deteccidon de X. arboricola pv. pruni en
muestras sintomaticas de albaricoquero. Sin embargo, se volvieron a obtener
reacciones cruzadas con cepas de X. arboricola pv. celebensis, X. arboricola pv.
corylina y X. arboricola pv. poinsettiicola, aunque esto no deberia interferir en un
diagndstico preciso de la mancha bacteriana puesto que dichos patovares nunca

se han descrito en especies del género Prunus.

Pothier et al. (2011a) también desarrollaron una multiplex-PCR basada en la
secuencia de ADN del plasmido pXap41, presente en cepas de X. arboricola pv.
pruni pero no en otros patovares de X. arboricola, indicando su gran potencial
como herramienta para la deteccion e identificacion especifica de este patdgeno.
Los iniciadores se disefiaron a partir de genes del plasmido implicados en su

replicacion y movilizacion (repAl, repA2 y mobC). El poder de discriminacion a
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nivel de patovar de este método se demostréd con la amplificacién de una
coleccion representativa de cepas de X. arboricola pv. pruni de distintos origenes
geograficos y cubriendo todo el rango de genotipos descritos por Boudon et al.
(2005) y Zaccardelli et al. (1999). Ademas, las cepas de otros patovares como
celebensis, corylina, fragariae, juglandis, poinsettiicola y populi dieron resultado
negativo. Sin embargo, no hay informacidn disponible acerca de la sensibilidad del
protocolo para la deteccion de X. arboricola pv. pruni en material vegetal

naturalmente infectado.

En cuanto a los protocolos de PCR en tiempo real, Palacio-Bielsa et al. (2011)
disefiaron unos iniciadores (Xap-2F/Xap-2R) y una sonda TagMan (Xap-2P) a partir
de la misma region del gen asociado al transportador de membrana tipo ABC
usado por Pagani (2004), que permiten amplificar un fragmento de 72 pb. Se
demostré que era un método muy sensible y especifico, tanto para muestras
sintomdticas como asintomaticas de distintas especies de Prunus, alcanzando una
sensibilidad de 10” unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml), tras un
proceso previo de extraccién de ADN usando el método de Llop et al. (1999). En
algunos casos, la amplificacion fue posible, incluso sin el paso previo de extraccién
de ADN. Actualmente, es uno de los protocolos mas usados, aunque también

amplifican cepas de X. arboricola pv. corylina.

Existe otro protocolo de PCR en tiempo real desarrollado por Ballard et al. (2011)
quienes disefiaron unos iniciadores (29F/29R) que amplifican un fragmento de
344 pb y que se caracteriza por el uso de SYBR Green en lugar de una sonda. Es un
método que se indica como especifico para X. arboricola pv. pruni, sin embargo,
su sensibilidad no es demasiado buena, por lo que se recomienda realizar un paso

previo a la PCR consistente en un enriquecimiento de la bacteria mediante su
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cultivo en el medio semiselectivo XPSM. A este procedimiento se le conoce con el

nombre de Bio-PCR.

Recientemente se ha desarrollado un nuevo protocolo de PCR en tiempo real que
permite diferenciar cepas patdégenas de X. arboricola pv. pruni de cepas no
patdgenas de X. arboricola aisladas en especies de Prunus, conocidas como Xap-
look-a-like (Garita-Cambronero et al., 2017), algo que con el resto de protocolos
de PCR previamente descritos era imposible de conseguir. Tanto los iniciadores
(XopE3F-XopE3R) como la sonda (XopE3P) se disefiaron a partir de la secuencia
parcial del gen XopE3, que es un efector del tipo Il Unicamente encontrado en
cepas del patovar pruni. Con este protocolo se han observado reacciones cruzadas
con cepas de X. axonopodis, X. campestris y X. citri subsp. citri, por lo que los
autores recomiendan el uso combinado de este protocolo junto con el
desarrollado por Palacio-Bielsa et al. (2011) para una precisa identificacion de X.
arboricola pv. pruni. De esta manera, si con una cepa se obtiene un resultado
positivo con ambos protocolos puede identificarse como X. arboricola pv. pruni,
mientras que si solo da positivo por el protocolo de Palacio-Bielsa et al. (2011), la

cepa se englobaria en el grupo de las Xap-look-a-like.

Los iniciadores y las sondas utilizados en estos protocolos estan descritos en la

Tabla 1.
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Tabla 1. Iniciadores y sondas de PCR descritas para la deteccion e identificacidon de X.

aroricola pv. pruni.

Iniciador Secuencia (5" 3") Tipo PCR Referencia
Y17CoF GAC GTG GTG ATCAGC GAG TCATTC Convencional Pagani (2004)
Y17CoR GAC GTG GTG ATG ATG ATC TGC
XapF GAA GCT CGA TGC CAC ATC GT Convencional Park et al.
XapR GTG CAG ATCCTCAGCATG TC (2010)
XapY17CoF GAC GTG GTG ATCAGCGAG TCATTC Duplex Pothier et al.
XapY17CoR GAC GTG GTG ATG ATG ATC TGC convencional (2011c¢)
XarbQ-F GCG CGA GAT CAATGC GACCTC GTC
XarbQ-R GGT GAC CAC ATC GAACCG CGCA
pXap4l repAl-F GCGAGGACATGGCTTTCAC Multiplex Pothier et al.
pXap4l repAl-R GCG GCC AAG GCG TGCATCTGC convencional (2011a)

Xap41 repA2-F TAC CAA GAG CGG CAACATCTG C
Xap41lrepA2-R TTT GGC CTT GCT GTA GAG CGT

Xap41 mob-F GCC TAT CTG GCG AAG GTC GAG
Xap41 mob-R GCT TGT AGC TCG GCC AGG ATG
29F GTA CCG CAT TTC AGG CCG TCA Tiempo real Ballard et al.
29R AAG TAG CCAACG CGG AATTT (SYBR Green) (2011)
Xap-2F TGG CTT CCT GACTGTTTG CA Tiempo real Palacio-Bielsa
Xap-2R TCG TGG GTT CGC TTG ATG A sonda et al. (2011)
Sonda Xap-2P FAM-TCA ATA TCT GTG CGT TGC TGT TCT TagMan

CAC GA-TAMRA
XopE3F TCA GCG ATC ACG CAT CCA Tiempo real Garita-
XopE3R CGC ACC AGA TCG ACA AACAC sonda Cambronero
Sonda XopE3P CAT GCG CAG GCC GCA CAT TagMan etal. (2017)
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e LAMP

Finalmente, ademds de los protocolos de PCR, se ha desarrollado otro método de
deteccion basado en la técnica LAMP (“Loop Mediated Isothermal Amplification”),
con la que se consigue una amplificacion especifica de ADN de una manera rapida
y eficiente en condiciones isotérmicas (Notomi et al., 2000). Diferentes estudios
han demostrado su utilidad como técnica de deteccién de bacterias fitopatdgenas
(Temple et al., 2008; Rigano et al., 2010; Ward et al., 2010; Temple y Johnson,
2011; De Boer y Lépez, 2012). Ademas, Bithiman et al. (2013) han desarrollado un
protocolo de LAMP para la deteccidn de X. arboricola pv. pruni que ha
demostrado ser especifico, ya que no se han observado amplificaciones con cepas
de otros patovares de Xanthomonas arboricola ni con cepas de otros patdgenos
de especies de Prunus. En cuanto a su sensibilidad, aunque se ha demostrado en
un estudio con muestras de almendro que es ligeramente inferior a la obtenida
con la PCR en tiempo real (Palacio-Bielsa et al., 2015b), es suficiente como para

poder utilizar este método para el diagndstico de la mancha bacteriana.

1.3.7 Epidemiologia de la mancha bacteriana

1.3.7.1 Supervivencia del patégeno y fuentes de indculo

La mancha bacteriana es mas frecuente y causa los mayores dafios en zonas de
climas templados y humedos. Segun la informacion disponible, X. arboricola pv.
pruni es capaz de sobrevivir y multiplicarse de forma epifita sobre la superficie de
varios érganos de la planta sin producir sintomas (Shepard y Zehr, 1994) y
también de sobrevivir de forma enddfita. Durante el invierno, se localiza

principalmente en yemas latentes y en las axilas de las hojas (Scortichini, 2010;

45



Capitulo 1 Introduccién general

Lamichhane, 2014), aunque también podemos encontrar la bacteria en hojas
caidas durante el invierno (Zacardelli et al., 1998), en chancros, especialmente en
ciruelo japonés (Bazzi y Mazzuchi, 1980; Ritchie, 1995) o en frutos de almendra
momificados y que quedaron adheridos al arbol tras la recoleccién (Palacio-Bielsa
et al.,, 2010a). Todos estos reservorios representan importantes fuentes de
indculo para las infecciones primaverales (Battilani et al., 1999; Garcin et al.,

2011).

Sin embargo, el ciclo de esta enfermedad se ha basado en estudios que
consideraban que las bacterias solo estdn vivas cuando son capaces de
multiplicarse y formar una progenie en condiciones optimas (Postgate, 1967;
1969; Davis, 2014), por lo que aquellas que no formaban colonias en medio de
cultivo se consideraban muertas. Esta idea ha sido cuestionada durante muchos
afios, hasta que con el desarrollo de métodos microbioldgicos independientes del
cultivo (Zimmerman et al., 1978; Kogure et al., 1979) se demostré la existencia de

células no cultivables que sin embargo son viables y metabdlicamente activas.

Se ha demostrado que algunas bacterias, como respuesta a algun tipo de estrés,
pueden perder su capacidad de crecer en medios de cultivo donde lo hacen
habitualmente, pero permanecer viables (Oliver, 1993), dando lugar a lo que se
conoce como estado viable no cultivable (VNC). Las células en este estado se
caracterizan por mantener la integridad de sus membranas y por presentar
actividad celular (Lai et al., 2009), actividad metabdlica (Oliver, 2005), capacidad
de expresion de genes (Maalej et al., 2004) y capacidad para recuperar la
cultivabilidad (Anuchin et al., 2009). Este estado se considera como una estrategia
de supervivencia que la bacteria utiliza ante distintas situaciones de estrés (Roszak
y Colwell, 1987). Es necesario sefialar que hay que tenerlo en cuenta desde el
punto de vista epidemioldgico, ya que se ha demostrado que las células en este

46



Capitulo 1 Introduccién general

estado mantienen su poder patégeno (Oliver, 2005) e incluso son capaces de
sintetizar toxinas (Weichart, 1999), por lo que no es descartable que bacterias en
estado VNC tengan un papel importante en la aparicién y desarrollo de

enfermedades (Oliver, 2000).

Aunque el estado VNC no se ha descrito en X. arboricola pv. pruni, es bastante
probable que pueda inducirse, como ocurre con otras Xanthomonas como X.
campestris pv. campestris (Ghezzi y Steck, 1999) o X. citri subsp citri (Del Campo et
al., 2009; Golmohammadi et al., 2013). Por ello, si la bacteria entre en este estado
en situaciones de estrés, su ciclo y sus reservorios, podrian ser mas amplios de los

actualmente considerados.

1.3.7.2 Ciclo de la enfermedad

Con la llegada de la primavera, se inicia la fase vegetativa de las especies de
Prunus y la bacteria presente en las plantas coloniza los nuevos brotes recién
formados de forma epifita, ocasionando posteriormente las primeras lesiones en
hojas y frutos (Lamichhane, 2014). Este proceso se ve favorecido por
temperaturas de entre 19 y 30°C y una elevada humedad relativa (Stefani, 2010).
Para que la infeccion tenga éxito, los tejidos de la planta deben estar en estado de
congestidn hidrica (Zehr et al., 1996) y es imprescindible que haya una pelicula de
agua sobre las hojas que facilite la proliferaciéon de la bacteria y su entrada a
través de los estomas (Lamichhane, 2014). Ademas, una vez en el interior de la
planta, el agua facilita la difusion de la bacteria a través de los espacios
intercelulares. El tiempo de incubacién de esta bacteria depende de Ia
temperatura, la humectacién de las hojas y la cantidad de indculo, pero en
condiciones similares de temperatura, el periodo de latencia disminuye cuando
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aumenta la humectacién (Zehr et al., 1996). La concentracion de inéculo y la
sensibilidad varietal influyen de manera determinante en la severidad de la
infeccion (Battilani et al., 1999). Los estudios realizados en ltalia han demostrado
qgue las infecciones primarias en las hojas de melocotonero “Elegant Lady” se
producen tras tres dias consecutivos de lluvias con temperaturas de entre 14 y
19°C (Battilani et al., 1999). Los momentos mds decisivos para la infeccién tienen

lugar las seis semanas siguientes a la floracion.

Ademds de las condiciones climaticas, la incidencia de la enfermedad estd
relacionada con las caracteristicas edafoldgicas y con las practicas culturales. Se
ha indicado que los suelos arenosos y los muy arcillosos facilitan la aparicién de
brotes severos de la enfermedad (Scortichini, 2010). Por el contrario, Zehr et al.
(1996) no observaron sintomas en arboles de melocotonero “Suwanee” plantados
en suelos arenosos con una mezcla de limo y vermiculita. Por otro lado, se ha
observado que la sensibilidad del huésped a la enfermedad aumenta de forma
notable cuando éste se encuentra en suelos infestados con el nematodo
Criconemella xenoplax (Shepard et al., 1999). En cuanto a las practicas culturales,
tanto la deficiencia de nutrientes como un exceso de fertilizacion mineral
predispone a las plantas a ser mas facilmente infectadas por X. arboricola pv.

pruni (Lamichhane, 2014).

El ciclo de la enfermedad se muestra en la Figura 9. Se observa que X. arboricola
pv. prunj penetra en los tejidos vegetales a través de aberturas naturales como los
estomas, o bien por heridas producidas ya sea de forma natural (viento o granizo)
o provocadas por el hombre (heridas causadas durante la poda o la recoleccién).
Durante el proceso de infeccién primaria, en el que se producen las lesiones de
primavera, la bacteria se multiplica inicialmente en la cavidad subestomatica y
después en el apoplasto de los espacios intercelulares de las hojas. La
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proliferacién de la bacteria junto con la destruccion del tejido vegetal a causa de
su actividad enzimatica, provoca la rotura de la epidermis y la formacién de
lesiones necrdticas y de chancros de primavera (Aarrouf et al., 2008). En esta fase,
la bacteria produce abundante exopolisacarido, y forma estructuras tipo
biopelicula que facilitan la infeccién y la supervivencia de la bacteria en distintos
Organos. Ademas se disemina a otras partes de la planta, dando lugar a las
lesiones de verano (Garcin et al., 2005). A final del verano y principios del otofio
se producen infecciones en brotes verdes, posiblemente por el bajo nivel de
defensas de la planta en esa época, y éstos seran los lugares donde la bacteria

persista durante el invierno (Palacio-Bielsa et al., 2014).

Primeros sintomas primavera
(infecciones primarias)

Proliferacién en
condiciones favorables Diseminacién por
aguade lluvia, viento
y labores culturales
(infecciones
secundarias)
Diseminacion{desde'

chancros y yemas

Primavera

Chancros de verano

Supervivencia en restos vegetales

- Verano
Otofio-invierno en el suelo, yemas y chancros

Figura 9. Ciclo de la enfermedad de la mancha bacteriana de los frutales de hueso y del

almendro causada por X. arboricola pv. pruni (Palacio-Bielsa et al., 2014).
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Se ha descrito que X. arboricola pv. pruni puede moverse de forma sistémica por
la planta, y que es capaz de dirigirse desde las lesiones iniciales en las hojas hasta
el tejido meristematico de los brotes a través de los vasos del xilema (Du Plessis,

1984, 1986, 1987; Aarrouf et al., 2008).

La bacteria se disemina a corta distancia de manera natural. A partir de las
lesiones, y gracias a la lluvia, al viento y al uso de maquinaria o herramientas de
poda contaminadas, la bacteria se puede transmitir a otros arboles proximos e
incluso a los de parcelas cercanas (Goodman y Hatting, 1986). A larga distancia, la
principal via de diseminacién es el movimiento de material vegetal de
propagacion contaminado, ya sea entre viveros del mismo pais o de paises

diferentes (Boudon et al., 2005).

1.3.7.3 Mecanismos de virulencia de X. arboricola pv. pruni

No hay mucha informacién respecto a los factores asociados a los mecanismos de
virulencia de X. arboricola pv. pruni. En cuanto a los mecanismos iniciales de
infeccidn y los compuestos que juegan un papel importante en la unién de las
bacterias a la superficie del huésped y en la formacién de biopeliculas (Hori y
Matsumoto, 2010), hay estudios acerca de la composicion del xantano (Borges y
Vendruscolo, 2008) y del polisacarido especifico O (Molinaro et al., 2003), que
forma parte de los lipopolisacdridos constituyentes de la membrana externa de
las bacterias. Ambos actlan en estadios iniciales de colonizaciéon de un huésped
en los que intervienen una serie de sensores y receptores que proporcionan al
patégeno informacion acerca del entorno y que desencadenan una serie de
procesos como la quimiotaxis, motilidad o la formacidon de estructuras tipo
biopelicula, necesarios para que se produzca la infeccién (Qian et al., 2008;

50



Capitulo 1 Introduccién general

Pieretti et al., 2012). En esta fase, hay una serie de complejos proteicos que
juegan un papel fundamental, como los transportadores TonB-dependientes, los
sensores del sistema regulador de dos componentes y las proteinas aceptoras de
grupos metilo (Mhedbi-Hajri et al., 2011). La motilidad, tanto en superficies
sélidas como semi-sélidas, estd asociada al flagelo y a una serie de adhesinas
fimbrilares o no fimbrilares, entre las que destaca el pilus tipo IV (Craig et al.,
2004; Craig y Li, 2008). Estudios recientes han confirmado que las cepas de X.
arboricola pv. pruni son capaces de moverse en superficie mediante movimiento
tipo swarming (Garita-Cambronero et al., 2016c) y este tipo de movimiento esta
asociado tanto a la presencia del flagelo como a la produccién de sustancias

surfactantes.

En cuanto a los factores asociados a etapas mas tardias de la infeccion, se ha
determinado el repertorio de efectores tipo Ill (T3E) de este patovar, que juegan
un papel muy importante en la virulencia de la bacteria (Mayer et al., 2011). Las
cepas virulentas de X. arboricola pv. pruni presentan un sistema de secrecion tipo
Il (T3SS) del tipo Hrp2, que generalmente esta presente en todas las especies de
Xanthomonas, y que esta compuesto por los genes hrcC, hrcl, hrcN, hrcR, hrcS,
hrcT, hrcU, hrcV, hrpB1, hrpD5 y hrpF. En cuanto al repertorio de efectores T3E de
este patdgeno estd formado por 21 genes: avrBs2, avrXccAl, avrXccA2, hpaA,
hrpW, xopA, xopAF, xopAH, xopAl, xopE2, xopE3, xopF1, xopG, xopK, xopL, xopN,
xopQ, xopR, xopV, xopX y xopZ (Hajri et al., 2012).

Ademas, la secuenciacion del plasmido pXap41, descrito solo en cepas de X.
arboricola pv. pruni, ha confirmado que éste puede jugar un papel importante en
la virulencia de las cepas, ya que se ha demostrado la existencia de efectores T3E
(xopE3 y xopAQ) y otros genes asociados al sistema de secrecion tipo Il (m/tB)
codificados tanto en el cromosoma como en el plasmido (Pothier et al., 2011a).
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1.3.8 Diversidad genética de X. arboricola pv. pruni

A pesar de su importancia econdmica, hasta hace relativamente poco tiempo no
habia mucha informacidn acerca de la diversidad genética de este patdgeno y de
su estructura poblacional, aspectos muy importantes a tener en cuenta para
mejorar las estrategias de control y diseminacidon de esta bacteria. El principal
inconveniente era la ausencia de una metodologia con la suficiente capacidad de
resolucidn para discriminar entre individuos de especies monomarficas, como es

el caso de las cepas que constituyen el patovar pruni (Dallai et al., 2009).

El primer trabajo que abordd el tema de la diversidad genética en X. arboricola pv.
prunij fue el llevado a cabo por Zaccardelli et al. (1999) mediante la técnica de
AFLP. Estos autores estudiaron la variabilidad existente en un grupo de 109 cepas
de X. arboricola pv. pruni, principalmente italianas pero también incluyendo
algunas de otros continentes, y 8 cepas de otras especies de Xanthomonas. Los
perfiles de AFLP obtenidos permitieron diferenciar claramente a las cepas del
patovar pruni del resto de especies de Xanthomonas. Sin embargo se confirmé
gue la técnica no tiene la suficiente resolucion para distinguir entre las cepas de

pruni, incluso aunque tengan origenes geograficos diferentes.

Pocos afios después, Boudon et al. (2005) analizaron 64 cepas de X. arboricola pv.
prunj originarias de tres continentes diferentes mediante el analisis de la
secuencia de la regidon ITS y un MLSA con los genes atpD, dnaK, efp y glnA, y no
observaron apenas diversidad genética entre ellas, confirmando la homogeneidad
de las cepas de este patovar. Las mismas cepas también se analizaron mediante
AFLP fluorescente (FAFLP) y aunque el polimorfismo observado fue menor que
con otras especies de Xanthomonas, fue suficiente para identificar 14 genotipos

distintos. La mayoria de cepas (46 de 64) se agruparon en uno de esos genotipos
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gue curiosamente contenia cepas de cinco paises y tres continentes diferentes,
incluyendo la mayoria de cepas europeas, cepas de Estados Unidos, una de Brasil
y otra de Australia. Ademas, se observé menor diversidad genética entre las cepas
europeas que entre las norteamericanas. A la vista de estos resultados, los
autores sugirieron que la aparicion de la bacteria en Europa se debié a la

introduccion desde Estados Unidos del genotipo mas frecuente a nivel mundial.

Mas recientemente, Fischer-Le Saux et al. (2015) también analizaron cepas de X.
arboricola pv. pruni mediante MLSA, esta vez con siete genes (atpD, dnaK, efp,
fyuA, glnA, gyrB y rpoD) y se volvié a confirmar el bajo grado de polimorfismo de

este patovar, agrupandose casi todas las especies en un mismo grupo clonal.

También se han hecho estudios basados en perfil de integrones y casetes génicos
y BOX-PCR (Barionovi y Scortichini, 2006; 2008) obteniendo resultados similares
qgue con el resto de técnicas. En este caso, tras la amplificacidn de los casetes
génicos, se encontraron dos patrones claramente diferenciados entre las cepas de
X. arboricola pv. pruni, aunque esas diferencias no estaban asociadas al origen
geografico de las cepas ni al huésped. Mediante BOX-PCR también se observaron
dos patrones entre las cepas del patovar pruni, sin embargo los resultados no
concordaban con los obtenidos con los casetes. Por tanto, a pesar de que estas
técnicas no resultaron suficientemente resolutivas, permitieron sefialar la posible

existencia de varios linajes dentro del patovar.

Por ultimo, Kawaguchi (2014) estudié la diversidad genética de 148 cepas
japonesas de X. arboricola pv. pruni mediante “Inter-Simple Sequence Repeat
PCR” (ISSR-PCR) y “repetitive sequence-based PCR” (rep-PCR). Aunque se

obtuvieron cuatro genotipos distintos, 145 de las 148 se agruparon en el mismo,
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confirmando una vez mas la escasa diversidad genética de este patovar, al menos

entre cepas japonesas.

A pesar de que todos estos métodos permiten diferenciar claramente cepas de X.
arboricola pv. pruni del resto de patovares de la especie, no tienen la suficiente
resolucidn como para analizar de modo general la variabilidad genética existente
dentro del patovar. Es por ello, que en los ultimos afos se ha utilizado la técnica
del MLVA debido a la gran capacidad para evaluar la diversidad genética de
patégenos que presentan poca diversidad genética entre sus cepas (Achtman,
2008), como es el caso de X. arboricola pv. pruni. Ademas, esta técnica constituye
una herramienta muy util para el conocimiento de la epidemiologia molecular de
una enfermedad, ya que permite establecer las posibles relaciones existentes
entre cepas aisladas en distintos brotes, asi como aportar informacion acerca de

las posibles vias de introduccién y diseminacion de una determinada bacteria.

El primer andlisis MLVA realizado con cepas de este patovar fue el llevado a cabo
por Bergsma-Vlami et al. (2012) con 25 cepas de P. laurocerasus aisladas en
Holanda, que fueron analizadas con seis VNTR (“variable number of tandem
repeats”) polimérficos. Este anadlisis permitié clasificar las 25 cepas en 14
haplotipos diferentes que se agruparon en dos grupos principales, y aunque no se
pudo establecer una correlacién entre las cepas y su origen geografico, se planted
la hipétesis de que cada uno de esos dos grupos en los que se clasificaron, podian
representar diferentes introducciones de la bacteria por importacion de plantas

infectadas de P. laurocerasus desde otras partes de Europa.

Poco después, Cesbron et al. (2014) desarrollaron un esquema de MLVA basado
en 26 VNTR polimdrficos obtenidos a partir del genoma de una cepa de X.

arboricola pv. pruni, y que permitian diferenciar los diferentes patovares de la
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especie. En nuestro caso, dicho esquema de MLVA fue evaluado y mejorado para
llevar a cabo un estudio de la diversidad genética y la estructura poblacional de
una amplia coleccion de cepas espanolas de X. arboricola pv. pruni, que
proporcionara informacion acerca de la relacidn existente entre las cepas y sus
posibles vias de entrada y diseminacidon, como veremos con mas detalle en el

capitulo 4 de esta tesis.

1.3.9 Control de X. arboricola pv. pruni

La mancha bacteriana de los frutales de hueso y el almendro es una enfermedad
de dificil control, como ocurre con la mayoria de enfermedades causadas por
bacterias. Ademds, para un buen control, se requiere un conocimiento en
profundidad tanto del patégeno y sus huéspedes como de la epidemiologia de la
enfermedad. Es necesario llevar a cabo una estrategia de control integrada
compuesta por medidas de distintos tipos, incluyendo una adecuada legislacidn,
el uso de variedades resistentes o de baja sensibilidad, practicas culturales y
medidas de control en campo, bien mediante productos quimicos o con técnicas
de control bioldgico. La estrategia debe centrarse en evitar la introduccién y
diseminacion del patégeno, ya que una vez establecido su control practico es

mucho mas complicado.

1.3.9.1 Medidas legales

La directiva europea 2000/29/EC proporciona a los estados miembros de la UE
una base juridica para la adopcién de medidas legales en zonas donde la

produccién de frutales de hueso o almendro se vean afectadas por X. arboricola
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pv. pruni (Stefani, 2010). En Espafia, en zonas donde la enfermedad no esté
presente se debe evitar la introduccién de material vegetal infectado, y los
Servicios de Sanidad Vegetal de las comunidades auténomas son los encargados
de aplicar las medidas fitosanitarias, incluyendo medidas de contencién y
erradicacion en caso de que sea necesario, de acuerdo a la legislacidn nacional o

autondmica (Palacio-Bielsa et al., 2014).

Actualmente, la inspeccidn visual de sintomas una vez al afio es el Unico requisito
necesario para la certificacion de material vegetal no infectado por X. arboricola
pv. pruni, excepto semillas. Esta medida es claramente insuficiente para evitar la
diseminacion del patégeno debido a la probabilidad de que haya infecciones
asintomaticas (Lopez et al., 2010; Palacio-Bielsa et al., 2014). Por tanto, para un
control eficaz, es necesario disponer de técnicas rdpidas, eficientes y lo
suficientemente sensibles para la deteccién de X. arboricola pv. pruni incluso en

muestras asintomaticas, y de aplicarlas, tanto a nivel autonédmico como nacional.

1.3.9.2 Sensibilidad varietal y seleccién de genotipos resistentes

Aunque se dispone de mucha informacién acerca de la resistencia y la sensibilidad
de algunas variedades y especies de Prunus, finalmente la eleccion varietal suele
estar mads condicionada por intereses comerciales que por criterios
fitopatoldgicos. En cualquier caso, en la medida que sea posible es muy
conveniente el uso de variedades consideradas resistentes o poco sensibles a la

enfermedad (Simeone y Scortichini, 2005; Garcin y Bresson, 2009).

Actualmente, la carencia de un germoplasma de frutales de hueso y almendro con

un alto grado de resistencia a la enfermedad limita en gran medida el control
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preventivo de la mancha bacteriana. Hammerschlag (1988) fue el primero en
intentar obtener plantas resistentes a X. arboricola pv. pruni mediante el uso de
cultivo de tejidos. Sin embargo, a pesar de obtener plantas que conservaban
caracteres de resistencia cuando crecian en invernadero, estos se perdian o no se
expresaban cuando las plantas eran cultivadas en condiciones de campo
(Hammerschlag et al., 1994). Weisheng et al. (1996) publicaron la posible
identificacion de fuentes de resistencia en germoplasma de ciruelo, pero esos

resultados nunca llegaron a confirmarse.

Recientemente, los avances en mejora genética han permitido generar mapas de
loci de caracteres cuantitativos (QTLs), que posibilitan la obtencidn de variedades
resistentes o con mayor grado de tolerancia a X. arboricola pv. pruni en
albaricoquero y melocotonero (Socquet-Juglard et al., 21013; Yang et al., 2013).
En el caso del albaricoquero, se estudié una poblacién obtenida del cruce entre
las variedades “Harostar” x “Rouge de Mauves” para desarrollar un andlisis de
QTLs para la resistencia a X. arboricola pv. pruni. Como resultado del analisis, se
ha identificado un microsatélite (UDAp-452) relacionado con la resistencia a X.
arboricola pv. pruni. Al dividir la poblacién analizada segun los alelos observados
para este microsatélite, se observd que en aquellos individuos con el alelo
favorable se produjo una reduccién del 35.6% en la incidencia de la enfermedad
(Socquet-Juglard et al., 2013). En melocotonero, se estudid una poblacion
obtenida del cruce entre las variedades “O’Henry” y “Clayton”, a partir de la cual
se detectaron 14 QTLs con efecto en la resistencia a X. arboricola pv. pruni,
algunos asociados a la resistencia en hojas y otros a la resistencia en frutos, lo que
sugiere una regulacién de la resistencia independiente para cada érgano (Yang et

al., 2013).
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1.3.9.3 Practicas culturales

En primer lugar, es importante la elecciéon del lugar donde se va a realizar el
cultivo, teniendo en cuenta el tipo de suelo, ya que los suelos muy arcillosos que
retienen mucha humedad favorecen el desarrollo de la enfermedad (Stefani,
2010), y es preciso evitar la cercania a zonas infectadas por la posible
diseminacion del inéculo a cortas distancias. El riego y la fertilizaciéon son otros
dos factores a tener en cuenta. Debe evitarse el uso de sistemas de riego que
mantienen niveles de humedad elevados en las hojas, asi como una fertilizacién
excesiva, especialmente nitrogenada, ya que favorecen la infeccién. También es
recomendable el uso de cortavientos para prevenir la diseminacion de la bacteria

a corta distancia por medio del viento y la lluvia (Pagani et al., 1997).

Es fundamental la reduccién del nivel de indculo, tanto con el arranque de plantas
infectadas como con la eliminacién de restos de poda y hojas o frutos que hayan
caido al suelo, ya que son potenciales fuentes de indculo (Palacio-Bielsa et al.,
2014). Respecto a la poda, y particularmente en plantaciones de ciruelo, donde es
mas frecuente la aparicién de chancros, la poda se debe realizar durante el
invierno para eliminar las ramas que presenten claros sintomas de la enfermedad,
mientras que en los meses de primavera y verano, solo es aconsejable podar si
observan chancros recién formados (Stefani, 2010). Asimismo también es muy

importante la desinfeccién de las herramientas de poda.

1.3.9.4 Control quimico

El control quimico esta basado fundamentalmente en el uso de compuestos de

cobre, que son los Unicos autorizados en la UE y que se deben aplicar de forma
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preventiva para reducir el nivel de indéculo en los arboles. Los productos
fitosanitarios que contienen cobre deben cumplir los requisitos de seguridad
establecidos en los articulos 5.1a y 5.1b de la Directiva 91/414/CEE. En los frutales
del género Prunus solo estdn autorizadas un maximo de tres aplicaciones al afo
en funcion del estado fenoldgico del drbol, excepto en el caso del almendro, para
el que no hay un limite estipulado de aplicaciones. Los momentos mas
recomendables para realizar los tratamientos son en primavera, antes de la
floracién, con el objetivo de reducir las poblaciones bacterianas y disminuir el
riesgo de infecciones primarias, y en otofio, tras la caida de las hojas, para
proteger las heridas de las axilas y evitar que las poblaciones de la bacteria se
acumulen en las yemas para pasar el invierno. Ademas, también se puede realizar
alguna aplicacién durante el periodo vegetativo en caso de que se produzca un
brote de la enfermedad (Stefani, 2010). También es recomendable realizar un
tratamiento poco después de que se produzcan heridas en la planta, como por
ejemplo tras la poda o después de una granizada, ya que esas heridas facilitan la
entrada del patégeno (Lamichhane, 2014). Asimismo, hay que tener en cuenta
gue los tratamientos con cobre tienen escasa persistencia y solo son eficientes
con las poblaciones epifitas debido a su baja capacidad de penetracion
(Lamichhane, 2014). Ademds de los problemas de acumulacién del cobre en el
medio ambiente, los principales inconvenientes del uso de estos productos es que
Su uso excesivo pueden generar resistencias por parte del patégeno (Lamichhane,
2014) y que pueden producir problemas de fitotoxicidad, especialmente en

variedades sensibles de nectarino y ciruelo (Stefani, 2010).

Los compuestos cupricos no son los Unicos que se usan para el control de la
mancha bacteriana, y por ejemplo el sulfato de zinc se ha usado con éxito en

plantaciones de melocotonero en Uruguay (Leoni, 2004). También se recomienda
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incluir productos derivados del azufre junto con el tratamiento con cobre como
estrategia de control integrado en plantaciones en las que ademas de X.
arboricola pv. pruni haya problemas de enfermedades flngicas como el oidio

(McLaren et al., 2005).

Otra posible alternativa al uso de productos derivados del cobre es el uso de
sustancias conocidas como fitofortificantes o inductores de resistencia adquirida,
como por ejemplo los glucohumatos (Dallai et al., 2012), aunque aun estan en

fase de desarrollo.

1.3.9.5 Control biolégico

El hecho de que el uso de productos quimicos esté cada vez mas limitado en
paises de la UE, ha provocado un incremento en el estudio de potenciales agentes
de biocontrol. Se han descrito varias cepas bacterianas con efecto antagonista
sobre X. arboricola pv. pruni. En ensayos realizados en plantaciones de
melocotonero y nectarino, se observd que una cepa de Pseudomonas fluorescens
poseia un enorme potencial inhibitorio sobre X. arboricola pv. pruni dando lugar a
una reduccion en la incidencia de la enfermedad (Biondi et al., 2009). Resultados
parecidos se obtuvieron en ensayos realizados con una cepa de P. aeruginosa
(Silva Vasconcellos et al., 2014) y con esta cepa ademads, se observé un efecto
sobre la produccion de exopolisacdrido del patégeno asi como cambios en su
morfologia celular. También se ha estudiado la capacidad antagonista de dos
cepas no patégenas de X. campestris (AZ98101 y AZ98106) en ensayos de campo
sobre diversos cultivares de melocotonero, observandose una reduccidn
significativa en la incidencia de la enfermedad (Kawaguchi et al., 2014).
Actualmente se estd evaluando en Espafia la eficiencia de varias cepas de
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Lactobacilus plantarum para el control biolégico de esta enfermedad (Rosell6 et

al., 2014).

El uso de fagos como agentes de biocontrol de X. arboricola pv. pruni también ha
sido descrito. Zaccardelli et al. (1994) comprobaron que ciertos fagos obtenidos
en campos de melocotonero infectados, daban buenos resultados para el control
de la enfermedad en melocotonero. Sin embargo, su uso a gran escala puede
presentar una serie de inconvenientes, como su escasa supervivencia, su
inhibicién por parte de productos quimicos utilizados habitualmente en el cultivo
y la posibilidad de generar resistencia por parte del patégeno (Randhawa y

Civerolo, 1986; Zaccardelli et al., 1992).

1.3.9.6 Modelos de prediccidn de riesgos

Cada vez es mas habitual que en las estrategias de control integrado de cualquier
enfermedad se incluyan modelos de prediccion. La enfermedad de la mancha
bacteriana estd muy influenciada por las condiciones climaticas (Battilani et al.,
1999) y por tanto, el momento en el que se puede producir la infeccion se puede
predecir en funcidon de una serie de parametros medioambientales. En Francia ya
se ha desarrollado un modelo de prediccidon para melocotonero (Garcin et al.,
2011), que funciona bien para predecir infecciones primarias, pero no resulta del
todo preciso para infecciones secundarias. Ademds, estos modelos deberian
probarse durante varios afios y en varias especies de Prunus. En Espafia, ya estan
en marcha en la Universitat de Girona los ensayos para el desarrollo de un modelo

de prediccidn (Morales et al., 2016).
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1.3.9.7 Control integrado

El Ministerio de Agricultura Alimentacién y Medio Ambiente, en su Guia de
Gestion Integrada de Plagas, Enfermedades y Malas Hierbas (GIP) de frutales de
hueso (MAGRAMA, 2015b) recomienda una estrategia de control integrado para
la mancha bacteriana. Es necesario realizar un seguimiento y estimacion de riesgo
para el cultivo, y al ser un patdégeno de cuarentena, la legislacion obliga a
comunicar a las autoridades competentes la presencia de sintomas sospechosos.
Las nuevas plantaciones deben proveerse del material vegetal en un vivero
autorizado y con el correspondiente pasaporte fitosanitario CE, ademas de evitar
variedades sensibles, especialmente si la plantacidén se va a realizar en una zona
con elevada humedad ambiental. Asimismo, se recomiendan una serie de
practicas culturales, como la poda, adecuada para lograr una mayor aireacién de
la plantacioén, la fertilizacidn nitrogenada, la eliminacidon de la madera infectada y
la desinfeccién de las herramientas de poda y la maquinaria utilizada. Al no existir
un umbral de intervencion, las actuaciones fitosanitarias deben realizarse de
forma preventiva, acentudndose en caso de que se produzca un periodo de
lluvias. Para el control quimico, el uso de productos preventivos en otofio y hasta
la floracién es fundamental para limitar la proliferacién de la bacteria y reducir la
cantidad de indculo, y solo se podran utilizar productos fitosanitarios autorizados
en el Registro de Productos Fitosanitarios del Ministerio de Agricultura,

Alimentacion y Medio Ambiente.
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Justificacidn y objetivos

La mancha bacteriana de los frutales de hueso y del almendro se considera que es
una enfermedad emergente en Espafia, ya que desde 2002 se han identificado
numerosos brotes repartidos por distintas comunidades auténomas en las
principales regiones productoras del pais. Se han tomado las medidas de
erradicacion oportunas, por lo que se sigue considerando como una enfermedad
aun no establecida en este pais. Para que esta situacién se mantenga, es
fundamental mejorar las técnicas de diagndstico, que permitan la deteccién
rapida y precisa de su agente causal, X. arboricola pv. pruni, asi como conocer su
diversidad, vias de entrada y diseminacion, y distinguirlo de otras especies de

Xanthomonas presentes en plantas del género Prunus.
Por tanto, en esta tesis se han planteado los siguientes objetivos:

1. Desarrollar un prototipo de tiras de flujo lateral para la deteccidn in situ

de X. arboricola pv. pruni en muestras de campo sintomaticas.

2. Desarrollar un esquema de MLVA adecuado para evaluar la diversidad
genética de una coleccion de cepas espafiolas de X. arboricola pv. pruni
gue nos permita establecer las relaciones existentes entre ellas y conocer

las posibles introducciones que han podido tener lugar en Espafia.

3. Caracterizar taxondémicamente cepas de Xanthomonas aisladas en
nectarino cuyas caracteristicas fenotipicas y moleculares no coinciden con

ninguna de las especies de este género descritas hasta ahora.
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3.1 Abstract

Xanthomonas arboricola pv. pruni is a quarantine pathogen and the causal agent
of the bacterial spot disease of stone fruits and almond, a major threat to Prunus
species. Rapid and specific detection methods are essential to improve disease
management, and therefore a prototype of a lateral flow immunoassay (LFIA) was
designed for the detection of X. arboricola pv. pruni in symptomatic field samples.
It was developed by producing polyclonal antibodies which were then combined
with carbon nanoparticles and assembled on nitrocellulose strips. The specificity
of the LFIA was tested against 87 X. arboricola pv. pruni strains from different
countries worldwide, 47 strains of other Xanthomonas species and 14 strains
representing other bacterial genera. All X. arboricola pv. pruni strains were
detected and cross-reactions were observed only with four strains of X. arboricola
pv. corylina, a hazelnut pathogen that does not share habitat with X. arboricola
pv. pruni. The sensitivity of the LFIA was assessed with suspensions from pure
cultures of three X. arboricola pv. pruni strains and with spiked leaf extracts
prepared from four hosts inoculated with this pathogen (almond, apricot,
Japanese plum and peach). The limit of detection observed with both pure
cultures and spiked samples was 10* CFU mI™. To demonstrate the accuracy of the
test, 205 samples naturally infected with X. arboricola pv. pruni and 113 samples
collected from healthy plants of several different Prunus species were analyzed
with the LFIA. Results were compared with those obtained by plate isolation and
real time PCR and a high correlation was found among techniques. Therefore, we
propose this LFIA as a screening tool that allows a rapid and reliable diagnosis of

X. arboricola pv. pruni in symptomatic plants.
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3.2 Introduction

Xanthomonas arboricola pv. pruni is the causal agent of bacterial spot disease of
stone fruits and almond. It affects a wide range of Prunus species including peach
(P. persica), plum (P. salicina), almond (P. amygdalus, syn. P. dulcis), apricot (P.
armeniaca), and cherry (P. avium), as well as ornamental plants such as P.
davidiana and P. laurocerasus (Roselld et al., 2012; Tjou-Tam-Sin et al., 2014). It is
considered one of the most important bacterial pathogens affecting this group of
species, causing substantial losses in susceptible cultivars (Lopez et al., 2010;
Pothier et al., 2011a). In fact, it is listed as a quarantine organism in the EU
phytosanitary legislation (EU Council Directive 2000/29/EC), and on the European
and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) list. X. arboricola pv.
prunij was first described in North America in 1903 on Japanese plum (Smith,
1903), and it has later been reported in the main stone fruit producing areas
worldwide. In Europe, the disease was first reported in 1920 in Italy, where it is
now considered endemic (Battilani et al., 1999), and in the last decade it has
emerged in France, the Netherlands, Spain, Switzerland, and some countries of
Eastern Europe (Lépez et al., 2012). In Spain, X. arboricola pv. pruni was first
detected in 2002 on Japanese plum, and since then several outbreaks have
occurred in different Spanish regions, in both commercial orchards and nurseries,
on different Prunus species (Palacio-Bielsa et al., 2014). Suitable diagnostic
protocols, as well as effective control measures, are required to prevent the
introduction and dissemination of this quarantine pathogen (Palacio-Bielsa et al.,

2011).

The main symptoms of bacterial spot disease of Prunus, observed on leaves,
include necrotic and angular spots that may drop out giving a ‘shot-hole’

appearance to the leaf. On fruits, sunken lesions are typical and gum flow may
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occur, especially after hail lessions or rainy days or periods of high humidity. Twig
lesions have a dark, slightly depressed, and water-soaked appearance, and may
progress to dieback (EPPO, 2006; Roselld et al., 2012). Symptoms caused by X.
arboricola pv. pruni are relatively similar to those caused in stone fruits by other
bacterial species such as Pseudomonas syringae pv. mors-prunorum, P. syringae
pv. persicae, P. syringae pv. syringae, and P. viridiflava, and by some fungi, viruses
or abiotic factors, thereby increasing the need for an effective diagnosis that
allows rapid and accurate detection of the pathogen (Lopez et al., 2012).
Currently, the only international regulation concerning the diagnosis of bacterial
spot disease is an EPPO standard from 2006 (EPPO, 2006), which is based on the
isolation of the pathogen in agar media and subsequent identification through
biochemical tests, protein profiling (SDS-PAGE), fatty acid profiling (FAME),
immunofluorescence (IF), and pathogenicity tests. All these techniques are
effective and reliable, but also laborious and time-consuming. Although molecular
methods are not included in the EPPO standard protocol, they are very useful for
the specific detection of X. arboricola pv. pruni. The first PCR protocol targeting X.
arboricola pv. pruni was developed by Pagani (2004) and recently several new
protocols of PCR (Park et al., 2010), duplex PCR (Pothier et al., 2011c), multiplex
PCR (Pothier et al., 2011a), real time SYBR Green | assay and Bio-PCR (Ballard et
al., 2011), and real time TagMan PCR (Palacio-Bielsa et al., 2011) have been
published. Compared to conventional methods, these molecular techniques are
more sensitive and reproducible, although they also present some drawbacks,

since expensive equipment and qualified personnel are required.

Lateral flow immunoassay (LFIA), widely employed in the diagnosis of plant
pathogens, is considered as an efficient tool used for ‘point-of-care’ or ‘in-field’

pathogen detection (Boonham et al., 2008). An LFIA typically consists of a
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nitrocellulose membrane strip on which pathogen-specific antibodies are
immobilized. These specific antibodies are bound to nanoparticles that are often
made of colloidal gold, latex or silica to facilitate visual detection (Posthuma-

Trumpie et al., 2009; De Boer and Lopez, 2012).

LFIA has been used for different purposes, including diagnosis of human diseases,
detection of toxic compounds in food, pregnancy tests, and in environmental
settings (Posthuma-Trumpie et al., 2009). Their use in phytopathology was
focused mostly on fungi (Thornton et al., 2004; Lane et al., 2007) and viruses
(Safenkova et al., 2012; 2016), although it has been extended to the specific
detection of bacteria such as Erwinia amylovora (Braun-Kiewnick et al., 2011),
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Safenkova et al., 2014), and
Xanthomonas campestris pv. musacearum (Hodgetts et al., 2015). LFIA offers
several advantages over traditional techniques used in routine diagnostic
procedures, such as its low cost, simplicity of use, and long shelf life; moreover,
results are obtained within 10 minutes and tests can be performed on site by
minimally trained staff (Boonham et al., 2008; Noguera et al., 2011; De Boer and
Lépez, 2012). It has become a reliable tool for the rapid screening of suspicious

samples.

A wide range of nanoparticles can be used for LFIA and, among them, carbon
nanoparticles have characteristics that make them a good alternative to other
particles used in diagnostic applications (Posthuma-Trumpie et al., 2009). They
can be conjugated to a variety of biomolecules such as DNA, antibodies, and other
proteins, thus allowing the detection of a variety of analytes. Moreover, they are
economical and stable over time, and conjugates are easy to prepare (with no
need for activation) and usually generate sensitive LFIA immunoassays
(Posthuma-Trumpie et al., 2009). Moreover, background noise is minimal (since
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there is little non-specific binding to the carbon particles, thus increasing the
signal) and LFIA strips can be interpreted easily by visual inspection (a black line
on a white background). For these reasons carbon nanoparticles were selected to

manufacture the prototype of LFIA strips described in this work.

The aim of this study was to develop and validate a simple, rapid, and reliable
lateral flow immunoassay for the detection of X. arboricola pv. pruni in field
samples. A lateral flow device prototype was designed and polyclonal antibodies
against X. arboricola pv. pruni were generated and conjugated with carbon
nanoparticles. Specificity and sensitivity of the new device were determined, and

finally it was compared with standard diagnostic methods in field samples.

3.3 Materials and methods

3.3.1 Bacterial strains and growth conditions

The bacterial strains used in this study are listed in $S3.1 Table. To determine LFIA
sensitivity, X. arboricola pv. pruni strains IVIA 2626.1, IVIA 3162.1, and IVIA 4430
were used for in vitro assays. The strain IVIA 3162.1 was selected for preparing
spiked samples in leaf extracts. All bacteria were routinely grown on yeast
peptone glucose agar (YPGA) medium (Ridé, 1969) (yeast extract 5 gl [Difco],
bacteriological peptone 5 g™ [Difco], glucose 10 g I"* and agar 20 g™ [pH 7.1]),
and incubated at 25°C for 48 h.
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3.3.2 Production and characterization of the antisera against X. arboricola

pv. pruni.
3.3.2.1 Preparation of antigens

Bacterial antigens were generated with the X. arboricola pv. pruni Spanish strain
IVIA 2626.1. Bacterial cultures were grown for 48 h on YPGA medium, and
suspensions of 10° CFU mlI™ in 10mM phosphate-buffered saline (PBS) were used
to prepare antisera from two types of antigens, whole cells (WC) and heat-treated
cells (HT). Heat-treated cells were obtained by incubating 1 ml aliquots of the

suspensions at 100°C for 10 min.
3.3.2.2 Antiserum production and characterization

Two antisera (2626.1-WC and 2626.1-HT) were prepared. Female rabbits
(Californian-New-Zealander cross) ca. 2 kg in weight were injected intramuscularly
weekly for 4 weeks with 2 ml of a 1:1 emulsion of bacterial antigen with Freund’s
incomplete adjuvant (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). The animals were bled 3 days
after the final injection. The antisera were mixed with 50% of glycerol, sterilized
by filtration, and stored at —80°C. Titers of 1:20000 and 1:80000 were determined
by indirect-ELISA (Cambra and Lépez, 1978) for 2626.1-WC and 2626.1-HT,

respectively.
3.3.2.3 Ethics statement

The rabbits used to produce the antibodies described here were housed and
handled at the Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) in 2003 in
accordance with the European legislation regarding animal welfare in research at
that moment (Council Directive 86/609/EEC of 24 November 1986 on the

approximation of laws, regulations, and administrative provisions of the Member
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States regarding the protection of animals used for experimental and other

scientific purposes).

At the time when the experiments were performed, no animal Ethics Committee
could review the protocol because such committees had not yet been created in
our country. However, the protocols and experiments described in the paper were
reviewed and approved by the former IVIA director and researchers with

experience in the area at that time.

At the end of the experiment, animals were kept alive according to the
requirements of the Council Directive 86/609/ECC for their use in subsequent
experiments, and they received appropriate care under the supervision of a

competent specialist.

3.3.3 Lateral flow immunoassay

The reagents used to manufacture the carbon conjugate and LFIA strips were:
H;BO; and Tween 20 (Merck, Darmstadt, Germany); Na,B,0,-10 H,0, bovine
serum albumin (BSA) (A2153), and polyclonal anti-rabbit antiserum 1gG (R5506)
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Antibodies were purified prior to their use with
Hitrap GHP columns (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) following the

manufacturer’s instructions.
3.3.3.1 Carbon conjugate

Carbon nanoparticles were conjugated with polyclonal 2626.1-WC antibodies
following a previously described methodology (O’Keefe et al., 2003; Noguera et

al., 2011). Briefly, 10 mg of carbon nanoparticles (Spezial Schwartz 4, Degussa AG,
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Frankfurt, Germany) were suspended in 1 mL of MilliQ water and sonicated for 5
min (Branson model 250 Sonifier, Danbury, CT, USA). The resulting 1% (w/v)
carbon suspension was diluted fivefold in borate buffer (BB) 5 mM pH 8.8 and
sonicated for 5 min. Next, 350 pug 2626.1-WC antibody was added to 1 mL of the
diluted carbon suspension and the mixture was stirred for 3 h at room
temperature. This suspension was first centrifuged at 14000 g for 15 min and the
supernatant was removed. Then the pellet was washed with 1 ml of washing
buffer (WB, 5 mM BB with 1% (w/v) BSA) to eliminate unbound protein. The
mixture was centrifuged at 14000 g for 15 min at room temperature, the
supernatant was removed, and the pellet was resuspended in 1 mL of WB. This
process was repeated twice. After the final washing, the pellet was resuspended
in 1 mL of 100 mM BB with 1% (w/v) BSA and stored at 4°C until use. The resulting
homogeneous carbon nanoparticle suspension (CNP) contained 0.2% (w/v) carbon

conjugate.
3.3.3.2 LFIA strips

A test line of 2626.1-HT antibody (0.2 mg/mL) was dispensed with a Biodot AD
1500 dispenser (Biodot, Irvine, California, USA) on a nitrocellulose (NC) membrane
(HiFlow Plus HFB135, Millipore, Billerica, MA, USA). In order to validate the
correct performance of lateral flow tests, a control line of an anti-rabbit antibody
(0.5 mg/mL) was also dispensed onto the same NC strip, 5 mm from the first line
of antibodies. Both immunoreagents were deposited on the NC membrane at a
concentration of 1 uL/5 mm (diluted in 5 mM BB). After drying the NC membranes
overnight at 37°C, they were fixed on plastic backing cards coated with a pressure-
sensitive adhesive (G&L, Glen Rock, PA, USA) along with a cellulose absorbent pad
(Schleicher and Schuell, ‘s-Hertogenbosch, the Netherlands). Finally, strips were
cut to a length of 6 cm and a width of 5 mm using a Bio-Dot Cutter CM4000
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(Irvine, CA, USA), and stored inside a desiccation chamber (in the dark) at room

temperature until use.
3.3.3.3 LFIA assays

Wells of low-binding 96-well microplates (Nunc, MicroWell, Thermo Scientific,
Madrid, Spain) were used to perform the LFIA assays. In each well, 1 ul of
bacterial suspension was introduced along with 99 pl of a dilution of the carbon
nanoparticle suspension (0,2% CNP diluted 1/100 with 100 mM BB containing 1%
(w/v) BSA and 0.05% (v/v) Tween 20, and then sonicated for 15 seconds). After
mixing the contents of the well, a strip was dipped in the well and left to stand
vertically. This allowed the reagents to move upwards through the strip by
capillary force and to react with the X. arboricola pv. pruni or rabbit antibodies.
Strips were examined visually after 10 min; a positive result (+, presence) was
recorded when the test line was distinguishable from the background by the

naked eye, and a negative result (-, absence) was noted when no line was seen.

3.3.4 Specificity assays

The specificity of the LFIA was determined using 87 X. arboricola pv. pruni strains,
isolated in nine countries worldwide (Argentina, Australia, Brazil, Canada, France,
Italy, New Zealand, Spain, and United States) and conserved in international
collections. Strains were obtained from different hosts including almond (P.
amygdalus, syn. P. dulcis), apricot (P. armeniaca), European plum (P. domestica),
Japanese plum (P. salicina), nectarine (P. persica var. nectarina), peach (P.
persica), and the hybrid P. persica x P. dulcis. In addition, 21 strains of X.

arboricola of three other pathovars (corylina, fragariae, and juglandis), 26 strains
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of other Xanthomonas species (X. alfalfae pv. citrumelonis, X. axonopodis pv.
phaseoli, X. campestris pv. campestris, X. citri, subsp. citri and Xanthomonas sp.),
and 14 strains representing other species from different bacterial genera also
pathogenic to stone fruit were included in the specificity assay. Bacterial cells
from a 48 h culture in YPGA medium were resuspended in 10 mM phosphate
buffered saline (PBS) at 10® CFU ml™. Tests with LFIA were performed as described
above (LFIA assay section). Bacterial suspensions were heat treated at 95°C for 10

min and tested again. Assays were repeated twice.

3.3.5 Sensitivity assays

Sensitivity was determined using serial 10-fold dilutions of PBS suspensions of
three X. arboricola pv. pruni strains (IVIA 2626.1, IVIA 3162.1, and IVIA 4430) at a
range of concentrations from 10 to 10® CFU ml™. Dilutions were heat treated at
95°C for 10 min and sensitivity was tested again. Additionally, sensitivity was
evaluated in spiked samples, created by adding dilutions of the strain IVIA 3162.1
in leaf extracts of almond, apricot, Japanese plum, and peach. Extracts were
prepared in accordance with Palacio-Bielsa et al. (2011), i.e., by washing
approximately 1 g fresh weight of mature, pathogen-free leaves with 15 ml of PBS
in sterile plastic bags at room temperature for 15 min. Aliquots of 1 ml of each
extract were inoculated with the strain at the same range of concentrations used
for the pure cultures. Tests with LFIA were performed as described above, and the
limit of detection was determined as the lowest concentration that produced a

visible positive test line. Experiments were performed twice.

79



Capitulo 3 Inmunoensayo de flujo lateral

3.3.6 Comparison of LFIA with plate isolation and real time PCR for

detection of X. arboricola pv. pruni in naturally infected samples

Plant samples included in these analyses were collected in 2012 and 2013 from
different stone fruits producing areas in Spain. The bacterial strains used in this
study were obtained from samples received at the Laboratory of Reference (IVIA)
of the Spanish Ministry of Agriculture. Symptomatic samples were processed in
accordance with the EPPO protocol (EPPO, 2006) with some modifications. On
peach and apricot fruits, 1 cm? pieces of tissue from the margin of the lesion were
comminuted in small particles using sterile scalpels in sterile Petri dishes with 4.5
ml of PBS, and the suspension was left to stand for 1-2 min at room temperature.
Almond fruits were washed in sterile plastic bags with 15 ml of PBS (Palacio-Bielsa
et al., 2012) for 5-15 min. Leaf samples were processed alternatively by washing
approximately 1 g of fresh weight of leaves in 15 ml of PBS for 15 min, or cutting
small pieces having 2-3 necrotic spots, in 4.5 ml of PBS in sterile Petri dishes and

leaving them to stand for 5-15 min.

In addition, samples collected from healthy plants in zones having no history of X.
arboricola pv. pruni were included in the analysis. Plant material consisted of
leaves of almond, apricot, Japanese plum, peach, peach rootstock GF-305, Prunus
laurocerasus, and the hybrid GF-677 (P. dulcis x P. persica). Healthy almond fruits
were also included. All these samples were processed by washing as described

above.

Two aliquots (1 ml each) were removed from each sample to use in parallel LFIA
and bacterial cultivation. The remainder was stored at -20°C until it was used for
real time PCR. Plate isolation was performed by streaking 50 ul of the extract on

YPGA, and checking for the presence of suspected colonies after 48-72 h
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incubation at 25°C, which were then identified by PCR using the protocol

described below.

Real time PCR assays were performed using Xap-2F (5’- TGG CTT CCT GAC TGT TTG
CA- 3’) and Xap-2R (5’'- TCG TGG GTT CGC TTG ATG A- 3’) primer set, in
combination with the TagMan probe Xap-2P (5’- 6-carboxyfluorescein [FAM]- TCA
ATA TCT GTG CGT TGC TGT TCT CAC GA- 6-carboxytetramethylrhodamine
[TAMRA]- 3’) (Palacio-Bielsa et al., 2011), using a Light Cycler 480 (Roche,
Manheim, Germany). The reaction mix contained: 2.5 pl sample, 0.4 uM each
primer, 12.5 pl master mix (QuantiMix Easy Probes kit, Biotools, Madrid, Spain),
and 150 nM TagMan probe in a final volume of 25 pl. Real time PCR conditions
were: an initial denaturation step at 95°C for 5 min, followed by 45 cycles, each
one consisting of 1 min at 95°C and 1 min at 59°C. The expected product was a
DNA fragment of 72 bp as indicated in Palacio-Bielsa et al. (2011). Appropriate
negative controls including non-spiked leaf extracts of the four plant hosts, and
master-mix-only samples were used in all reactions. Heat-treated suspensions of

the strain IVIA 3162.1 at 10’ CFU mI™ were included as positive controls.

In order to compare the results of the different diagnostic methods used in this
study, and to evaluate the usefulness of the LFIA as a new diagnostic tool,
contingency tables were calculated. Results obtained with the LFIA were
compared independently with those obtained by plate isolation and real time
PCR, both of which are considered ‘gold standard’ methods (Braun-Kiewnick et al.,
2011), and parameters such as diagnostic specificity, diagnostic sensitivity, false
positive and negative ratings, and relative accuracy were calculated in accordance

with Olmos et al. (2008) and the EPPO standards PM 7/98(2) (EPPO, 2014).
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3.4 Results

3.4.1 Specificity assays

To assess the specificity of the LFIA, a wide range of Xanthomonas species and
other bacterial species were tested. The 87 X. arboricola pv. pruni strains,
representing isolates from nine countries and seven hosts, were detected. Cross-
reactions were observed only with four strains of X. arboricola pv. corylina (CFBP
1846, RIPF-X10, RIPF-X18, and RIPF-X23), a hazelnut pathogen not reported in
stone fruit or almond trees. All the other Xanthomonas strains tested were
negative, as were the rest of the bacterial species included in the assay (Table 1).
Exactly the same results were obtained with the heat-treated bacterial

suspensions.
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Table 1. Specificity of the lateral flow immunoassay (LFIA) against strains of

Xanthomonas arboricola pv. pruni (n = 87), other Xanthomonas species (n = 47), and

other bacterial species related with stone fruits (n = 14).

Species Host LFIA
(Positive
samples/Total
samples)

Xanthomonas arboricola pv. pruni  Prunus spp. 87/87

X. arboricola pv. corylina Corylus avellana 4/6

X. arboricola pv. fragariae Fragaria spp. 0/2

X. arboricola pv. juglandis Juglans regia 0/11

X. arboricola P. persica 0/2

X. alfalfae pv. citrumelonis C. paradisi x Poncirus trifoliata 0/1

X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus vulgaris 0/1

X. campestris pv. campestris Brassica oleracea 0/2

X. citri subsp. citri Citrus sinensis 0/12

Xanthomonas sp. Capsicum annuum/Prunus spp. 0/10

Agrobacterium tumefaciens Prunus spp. 0/5

Pantoea agglomerans Olea europea 0/1

Pseudomonas fluorescens Several 0/3

P. syringae Several 0/4

P. syringae pv. actinidae Actinidia deliciosa 0/1

3.4.2 Sensitivity assays

The sensitivity of the LFIA was first tested using serial dilutions from pure cultures

of several X. arboricola pv. pruni strains (IVIA 2626.1, IVIA 3162.1, and IVIA 4430)

obtaining a limit of detection of 10* CFU ml™. On comparing heat-treated and

untreated suspensions no differences were observed. In addition, sensitivity was

83



Capitulo 3 Inmunoensayo de flujo lateral

also assessed in spiked samples, in which serially diluted suspensions of the strain
IVIA 3162.1 were added to leaf extracts of almond, apricot, Japanese plum, and
peach. Sensitivity, expressed as the lowest amount of pathogen detected, was the
same in the four hosts. In all of them, the limit of detection was 10* CFU mI™ (Fig
1), the same as that obtained with pure cultures. Nevertheless, suspensions
having titers lower than 10° CFU ml™* showed weak positive test lines, which

became more obvious after the membranes were dried.

Control line —

Test line —

CFU/ml 10° 104 10° 10¢ 10° 104 10° 104 C-

Almond Apricot Japanese plum Peach

Fig 1. Sensitivity of the lateral flow immunoassay in spiked samples. Plant extracts of
four Xanthomonas arboricola pv. pruni hosts were inoculated with serially diluted
suspensions of the strain IVIA 3162.1. Bacterial concentrations are indicated as CFU ml™. A

non-spiked negative control is indicated as C-.

3.4.3 Comparison of LFIA with plate isolation and real time PCR for

detection of X. arboricola pv. pruni in naturally infected plant samples

A total of 205 symptomatic samples collected from three Prunus species (almond,
peach, and apricot) showing typical X. arboricola pv. pruni symptoms were

analyzed in the laboratory with both ‘gold standard’ (plate isolation and real time
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PCR methods) and also tested with the LFIA (Table 2). Almond and peach samples
included both symptomatic fruits and leaves, whereas apricot samples consisted
only of fruits. All these symptomatic samples gave a positive identification by
plate isolation and real time PCR, whereas eight were negative by LFIA (five

almond leaves, one peach leaf, and two apricot fruits).

Table 2. Comparison of lateral flow immunoassay (LFIA), plate isolation and real time

PCR for detection of Xanthomonas arboricola pv. pruni in naturally infected plant

samples.
Positive samples / Total samples
Host Organ Plate isolation Real time PCR LFIA
Almond Fruit 31/31 131/131 131/131
Leaf 38/38 38/38 33/38
Peach Fruit 20/20 20/20 20/20
Leaf 10/10 10/10 9/10
Apricot Fruit 6/6 6/6 4/6
Total 105/105 205/205 197/205

Additionally, in order to calculate the diagnostic parameters of the LFIA, 113
samples collected from healthy plants of seven Prunus species or hybrids were
also processed with the three methods. All the samples from healthy plants were

negative with the three methodologies (Table 3).
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Table 3. Comparison of lateral flow immunoassay (LFIA), plate isolation and real time
PCR for detection of Xanthomonas arboricola pv. pruni in asymptomatic samples

collected from healthy plants.

Positive samples / Total samples

Host Organ Plate isolation Real time PCR LFIA
Almond Fruit 0/10 0/10 0/10

Leaf 0/20 0/20 0/20
Peach Leaf 0/15 0/15 0/15
Apricot Leaf 0/15 0/15 0/15
Japanese plum Leaf 0/18 0/18 0/18
GF-305 Leaf 0/10 0/10 0/10
GF-677 Leaf 0/15 0/15 0/15
Prunus laurocerasus  Leaf 0/10 0/10 0/10
Total 0/113 0/113 0/113

Results obtained with LFIA were compared with those obtained with real time
PCR (Table 4). Out of 318 samples processed, 197 were positive by LFIA, whereas
205 were positive using the real time PCR. All the samples collected from healthy
plants were negative by both techniques. Thus, a diagnostic specificity of 100%
and diagnostic sensitivity of 96.1% were obtained when comparing both
techniques, with a low rate of false negatives (3.9%). False positives were not
detected in our samples. The relative accuracy obtained between techniques was

97.5%. Other diagnostic parameters calculated are shown in Table 4.
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Table 4. Contingency table comparing lateral flow immunoassay (LFIA) with real time
PCR for Xanthomonas arboricola pv. pruni detection in samples of naturally infected and
healthy plants. The upper part shows the positive and negative results for each
technique. The diagnostic parameters corresponding to these results are shown in the

lower part.

Real time PCR
Positive Negative Total

Positive 197 0 197
Lateral flow immunoassay

Negative 8 113 121

Total 205 113 318
Diagnostic parameters® Diagnostic sensitivity 96.1%

Diagnostic specificity 100%

Positive predictive value 100%

Negative predictive value 93.4%

False positive rate -

False negative rate 3.9%

Prevalence rate 64.5%

Likelihood ratio for positive results -
Likelihood ratio for negative results 0.04

Relative accuracy 97.5

® Diagnostic parameters calculated in accordance with Olmos et al. (2008) and the EPPO standards
PM 7/98(2) (EPPO, 2014) are shaded in orange

The LFIA was also compared to plate isolation (Table 5). Out of 218 samples
included, 97 were positive using the LFIA and 105 were positive by plate isolation.
All samples obtained from healthy plants were also negative by plate isolation.
The diagnostic sensitivity of the LFIA compared to isolation was slightly lower

92.4%) than the one previously obtained when comparing the LFIA with the real
( ) p y paring
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time PCR (96.1%), whereas diagnostic specificity was also 100%. The false
negative rate obtained was 7.6% and no false positives were detected. Relative
accuracy between LFIA and plate isolation was 96.3%. As before, other

parameters calculated are shown in Table 5.

Table 5. Contingency table comparing lateral flow immunoassay (LFIA) with plate
isolation for Xanthomonas arboricola pv. pruni detection in samples of naturally
infected and healthy plants. The upper part shows the positive and negative results for
each technique. The diagnostic parameters corresponding to these results are shown in

the lower part.

Plate isolation

Positive Negative Total
Positive 97 0 97
Lateral flow immunoassay
Negative 8 113 121
Total 105 113 218
Diagnostic parameters® Diagnostic sensitivity 92.4%
Diagnostic specificity 100%
Positive predictive value 100%
Negative predictive value 93.4%

False positive rate -
False negative rate 7.6%
Prevalence rate 48.2%
Likelihood ratio for positive results -
Likelihood ratio for negative results 0.08

Relative accuracy 96.3

® Diagnostic parameters calculated in accordance with Olmos et al. (2008) and the EPPO standards
PM 7/98(2) (EPPO, 2014) are shaded in orange.
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3.5 Discussion

Bacterial spot disease is considered one of the main bacterial diseases affecting
Prunus species and effective management strategies may cause a considerable
decrease in disease incidence. Development of rapid diagnostic methods for
reliable detection of X. arboricola pv. pruni, the causal agent of this major disease,
is essential to prevent its dissemination and establishment into new areas. The
LFIA developed in this study provides an alternative diagnostic test that combines
the advantages of enough specificity and sensitivity, low cost, and rapid and
simple operation, which make it especially appropriate for on-site analysis of

symptomatic Prunus field samples.

The LFIA was shown to be specific to X. arboricola pv. pruni, detecting all strains
representing a worldwide collection. Cross-reactivity was observed only with four
strains of X. arboricola pv. corylina, which is the causal agent of the bacterial
blight of hazelnut (Lamichhane and Varvaro, 2014). This pathogen is
phylogenetically highly related to X. arboricola pv. pruni (Fischer-Le Saux et al.,
2015) and in fact, primers designed for X. arboricola pv. pruni have been used for
the identification of the pathovar corylina, since strains of this pathovar also
amplify with them (Pothier et al., 2011c). Interestingly, as X. arboricola pv.
corylina has never been reported in Prunus species, the antibodies generated
against X. arboricola pv. pruni can still be used for the detection of the bacterial
spot pathogen in Prunus spp. None of the other bacteria tested were detected,
including the rest of the X. arboricola strains and other bacterial species
commonly isolated in stone fruits, thereby confirming the specificity of LFIA for

the purpose of this work.
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The detection limit obtained with the lateral flow immunoassay was 10* CFU ml™
both in pure cultures and spiked samples, a level that is sufficient to detect X.
arboricola pv. pruni in symptomatic samples, in which bacterial populations are
typically higher than 10° CFU ml™ (Palacio-Bielsa et al., 2011; Biihimann et al.,
2013; Garita-Cambronero et al., 2017). This limit is similar to that reported with
other lateral flow devices designed for the detection of bacterial pathogens, such
as X. campestris pv. musacearum (Hodgetts et al., 2015) or C. michiganensis
subsp. sepedonicus (Safenkova et al., 2014), but better than the one obtained for
E. amylovora (Braun-Kiewnick et al., 2011). In addition, in our hands the use of an
available commercial kit (Pocket Diagnostic, Sand Hutton, York, UK) for on-site
detection of X. arboricola pv. pruni revealed a limit of detection of 10> CFU mlI™,
which is lower than the one obtained with the prototype described in this study.
Although 10* CFU ml™ can be considered a low sensitivity, it is enough for

detection in symptomatic samples, which is the objective of our development.

The similarity between the detection limit obtained with pure cultures and that
obtained with spiked samples suggests that there is no significant influence of the
plant material in the sensitivity of the immunoassay. Leaf extracts of different
Prunus species (almond, apricot, Japanese plum, and peach) were tested and no
significant differences were found among them, demonstrating a general
usefulness of LFIA for X. arboricola pv. pruni detection in all hosts. Unlike the limit
of detection obtained with LFIA, other methods such as conventional PCR and real
time PCR have lower sensitivity when used with Japanese plum samples
compared to those of other hosts (Palacio-Bielsa et al., 2011; Lépez et al., 2012),
probably due to the presence of inhibitors in Japanese plum extracts. This may

indicate that LFIA is not affected by the presence of potential inhibitors, like
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phenolic compounds, in leaf extracts, which is an advantage over other X.

arboricola pv. pruni detection methodologies.

Heat-treated suspensions were also detected at the same sensitivity as with living
bacteria, suggesting heat stability of the epitopes which can be detected by the
antibodies obtained in this study. The use of this type of suspension facilitates the

handling of this quarantine pathogen in some countries.

The LFIA was compared with two standard methodologies typically used for the
detection and identification of X. arboricola pv. pruni, such as plate isolation and
real time PCR. Diagnostic specificity of the LFIA was the same (100%) when
compared to the other two techniques, whereas diagnostic sensitivity of the LFIA
compared to plate isolation (92.4%) was slightly lower than the one obtained
when compared to real time PCR (96.1%). However, the comparison of LFIA with
plate isolation was based on only 105 naturally infected samples, due to the fact
that isolation could not be performed in 100 almond fruits. This difference in the
total number of samples analyzed by plate isolation compared to the total
number of samples tested by real time PCR and LFIA could explain the lower
diagnostic sensitivity of the LFIA with respect to plate isolation. Furthermore,
having fewer samples analyzed by plate isolation probably contributed to the false
negative rate obtained (7.6%) in contrast to that obtained when comparing LFIA

to real time PCR (3.9%).

Although our results showed that all the samples were positive after plate
isolation, it should be noted that colony appearance and/or counting may be
hampered by the overgrowth of colonies of saprophytic bacteria commonly
isolated from field samples. Additionally, plate isolation only detects culturable

bacteria, whereas LFIA and real time PCR both detect dead and putative viable but
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non culturable (VBNC) bacteria. This state has been described in different
Xanthomonas species such as X. campestris pv. campestris (Ghezzi and Steck,
1999) and X. citri subsp. citri (Del Campo et al., 2009; Golmohammadi et al.,
2013). X. arboricola pv. pruni cells are also very likely to enter into the VBNC state,

potentially leading to an advantage of the LFIA over plate isolation.

Naturally infected samples used in this study included different plant species and
different plant tissues, i.e., leaves (almond and peach) and fruits (peach, apricot,
and almond). Samples that gave negative results by LFIA (n = 8) belonged to the
different plant species analyzed (five from almond, two from apricot, and one
from peach), suggesting the absence of any correlation between hosts and

negative results.

Additionally, 113 samples collected from healthy plants, also processed by the
three methodologies, all tested negative, thus confirming the absence of false

positives.

A comparison of the relative accuracy obtained between LFIA and real time PCR
(97.5%) and LFIA and plate isolation (96.3%) demonstrates a strong correlation
between techniques. Moreover, the lateral flow immunoassay allows minimally
trained users to obtain reliable results in less than 15 minutes and, unlike plate
isolation and real time PCR, it can be used directly in the field as an initial
screening tool to rule out other bacterial or fungal diseases causing similar

symptoms.
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$3.1 Table. Bacterial strains used in this study, their country of origin, host and results obtained with LFIA.

Strain™ Species Country of origin Host species LFIA
IVIA 2626.1 Xanthomonas arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2626.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2647.1-2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2647.3-1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2647.1-8b X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2647.3-1b X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2649.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2667 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2795 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2758.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2758.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2758.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2826.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 2826.6 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 2826.10 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
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IVIA 2832.4b X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 2832.21 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 2832.27 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 2835.7 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2835.8 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 2835.9 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3161.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3162.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3162.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3162.4 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3177.1-1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3181.3-1-6 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3181.3-1-7 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3181.3-3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3355.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3373.1a X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3374.a X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
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IVIA 3378.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica var. nectarina +
IVIA 3397.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3397.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3437.5 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3438.8 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3439.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3487.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus armeniaca +
IVIA 3487.4 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus armeniaca +
IVIA 3489.4 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3490.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3490.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3490.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3490.4 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3491.7 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3491.8 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3492.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3492.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
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IVIA 3604.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 3704.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3704.6 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3704.7 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3705.6 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3705.7 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3741 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3742 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 3767.1 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3767.2 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 3767.3 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus persica +
IVIA 4113 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus salicina +
IVIA 4165.15 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
IVIA 4166.12 X. arboricola pv. pruni Spain Prunus dulcis +
CFBP 411 X. arboricola pv. pruni USA Unknown +
CFBP 1311 X. arboricola pv. pruni Canada Unknown +
CFBP 3894"" X. arboricola pv. pruni New Zealand Prunus salicina +
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CFBP 5229 X. arboricola pv. pruni Argentina Prunus sp. +
CFBP 5529 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus persica +
CFBP 5530 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus persica +
CFBP 5562 X. arboricola pv. pruni France Prunus persica +
CFBP 5720 X. arboricola pv. pruni USA Prunus persica +
CFBP 5722 X. arboricola pv. pruni Brazil Prunus persica +
CFBP 5724 X. arboricola pv. pruni USA Prunus dulcis +
ISF 43 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus salicina +
ISF 463 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus persica +
ISF 464 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus persica +
ISF 465 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus persica +
ISF 515 X. arboricola pv. pruni Italy Prunus persica +
DAR 33337 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus salicina +
DAR 33420 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus persica +
DAR 41285 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus persica +
DAR 41286 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus persica +
DAR 41287 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus persica +
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DAR 56679 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus armeniaca +
DAR 56680 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus salicina +
DAR 61729 X. arboricola pv. pruni Australia Prunus domestica +
DAR 69849 X. arboricola pv. pruni Australia P. persica x P. dulcis +
CFBP 1846 X. arboricola pv. corylina France Corylus avellana +
IVIA 3978 X. arboricola pv. corylina Spain Corylus avellana -
RIPF-X08 X. arboricola pv. corylina Poland Corylus avellana -
RIPF-X10 X. arboricola pv. corylina Poland Corylus avellana +
RIPF-X18 X. arboricola pv. corylina Poland Corylus avellana +
RIPF-X23 X. arboricola pv. corylina Poland Corylus avellana +
CFBP 67717 X. arboricola pv. fragariae Italy Fragaria sp. -
IVIA 2063.2 X. arboricola pv. fragariae Spain Fragaria sp. -
IVIA 1317.1a X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 1321.1a X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 1325.3a X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 1327.4a X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 3114.1 X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
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IVIA 3114.2 X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 4254.1-1 X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
IVIA 4254.8-4 X. arboricola pv. juglandis Spain Juglans regia -
RIPF-X04 X. arboricola pv. juglandis Poland Juglans regia -
RIPF-X05 X. arboricola pv. juglandis Poland Juglans regia -
RIPF-X06 X. arboricola pv. juglandis Poland Juglans regia -
IVIA 2835.1 X. arboricola Spain Prunus persica -
IVIA 4185 X. arboricola Spain Prunus persica -
F3 X. alfalfae pv. citrumelo USA Citrus paradisi x Poncirus trifoliata -
CECT-914 X. axonopodis pv. phaseoli Hungary Phaseolus vulgaris -
IVIA 2734.1 X. campestris pv. campestris Spain Brassica oleracea var. capitata -
IVIA 2808.7a X. campestris pv. campestris Spain Brassica oleracea var. botrytis -
IVIA 3222.6 X. citri subsp. citri Uruguay Citrus sinensis -
IVIA 2776.107 X. citri subsp. citri Argentina Citrus sinensis -
IVIA 2800.1Z X. citri subsp. citri Argentina Citrus sinensis -
IVIA 2808.8-1 X. citri subsp. citri Argentina Citrus sinensis -
IVIA 2807.10-2 X. citri subsp. citri Argentina Citrus sinensis -
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Strain®

Species

Country of origin

Host species

LFIA®

IVIA 2889.1

IVIA 3011.3a

IVIA 3023.2

IVIA 3024.5

IVIA 3026.1

AW

IVIA 3365.13

IVIA 3080

IVIA 3081

IVIA 3082

IVIA 2636.1-1

CECT-792

IVIA 3619.1

IVIA 3287.1

IVIA 3436

CFBP 3566

DAR 64858

X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
X. citri subsp. citri
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.

Xanthomonas sp.

Argentina
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
USA
Uruguay
Spain
Spain
Spain
Spain
Israel
Spain
Spain
Spain
France

Australia

Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Unknown

Citrus sinensis
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Unknown
Capsicum annuum
Prunus persica var.
Prunus salicina
Prunus armeniaca

Prunus dulcis

. nectarina
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Strain® Species Country of origin Host species LFIA®

IVIA 1245.80 Agrobacterium tumefaciens Spain Prunus persica -
IVIA 1682.4b A. tumefaciens Spain Prunus persica -
IVIA 2304.10 A. tumefaciens Spain Prunus persica -
IVIA 2974.3a A. tumefaciens Spain Prunus salicina -
IVIA 3201.2 A. tumefaciens Spain Prunus salicina -
IVIA 2261.2 Pantoea agglomerans Spain Olea europea -
IVIA 2677.2a Pseudomonas fluorescens Spain Lactuca sativa -
IVIA 3249.9 P. fluorescens Spain Lactuca sativa -
IVIA 3518.2 P. fluorescens Spain Petunia sp. -
IVIA 2627.3a P. syringae Spain Pyrus communis -
IVIA 2716 P. syringae Spain Prunus persica -
IVIA 3405.1-1 P. syringae Spain Citrus reticulata -
IVIA 3514.2 P. syringae Spain Citrus sinensis -
IVIA 3918.7 P. syringae pv. actinidae Spain Actinidia deliciosa -

? Information related to some of these strains can be found in the next references: Palacio-Bielsa et al. (2011), Biihimann et al., (2013) and Fischer-Le Saux et al. (2015).

® CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Paterna, Valencia, Espafia; CFBP: Collection Francgaise de Bactéries Phytopathogénes, INRA, Angers,
France; DAR: Australian Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Rydalmere, Australia; ISF: Culture Collection of C.R.A.: Centro de Ricerca per la Frutticoltura, Roma, Italia; IVIA:
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, Moncada, Valencia, Espaiia; RIPF: Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice, Poland.

° LFIA results after after 10 min: + indicates positive detection; - indicates negative detection
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4.1 Abstract

Xanthomonas arboricola pv. pruni is the causal agent of the bacterial spot disease
of stone fruits, almond and some ornamental Prunus species. In Spain it was first
detected in 2002 and since then, several outbreaks have occurred in different
regions affecting mainly Japanese plum, peach and almond, both in commercial
orchards and nurseries. As the origin of the introduction(s) was unknown, we
have assessed the genetic diversity of 239 X. arboricola pv. pruni strains collected
from 11 Spanish provinces from 2002 to 2013 and 25 reference strains from
international collections. We have developed an optimized multilocus variable
number of tandem repeat analysis (MLVA) scheme targeting 18 microsatellites
and five minisatellites. A high discriminatory power was achieved since almost
50% of the Spanish strains were distinguishable, confirming the usefulness of this
genotyping technique at small spatio-temporal scales. Spanish strains grouped in
18 genetic clusters (conservatively delineated so that each cluster contained
haplotype networks linked by up to quadruple-locus variations). Furthermore,
pairwise comparisons among populations from different provinces showed a
strong genetic differentiation. Our results suggest multiple introductions of this
pathogen in Spain and redistribution through contaminated nursery propagative

plant material.

110



Capitulo 4 MLVA

4.2 Introduction

Geographical expansions of pathogens into new areas are one of the most
important factors involved in plant disease emergence (Anderson et al., 2004).
Such introductions have become more frequent over the last decades due to
major increases in plant trade and transport (Hulme, 2009), which has favored the
exchange of contaminated plant material. The application of efficient molecular
typing tools to the study of bacterial populations becomes essential for a better
understanding of their genetic diversity and may allow the reconstruction of the

invasion routes in order to develop preventive control strategies.

Xantomonas arboricola pv. pruni (Vauterin et al., 1995) (synonym, Xanthomonas
campestris pv. pruni Smith) is the causal agent of bacterial spot disease of stone
fruits, almond and some ornamental species of Prunus. It is considered one of the
most important bacterial pathogens affecting plants of the genus Prunus due to
its high economic impact since most of the commercial cultivars of peach,
Japanese plum, apricot and almond are susceptible (Stefani, 2010; Palacio-Bielsa
et al., 2014). Crop losses may exceed 10,000 € per ha in plum orchards in
favorable years to the development of the disease (Stefani, 2010) and, in Spain,
decrease production in susceptible almond cultivars may reach 47% (Palacio-
Bielsa et al., 2015a). For these and other reasons, this bacterium is listed as a
guarantine organism in the European Union (EU) phytosanitary legislation (EU
Council Directive 2000/29/EC) and in the European and Mediterranean Plant

Protection Organization (EPPO) list (EPPO A2 list).

The disease was first described in North America in 1903 on Japanese plum
(Smith, 1903) and thereafter X. arboricola pv. pruni has been reported in the main

stone fruit producing areas from the five continents (Rosellé et al., 2012). In
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Europe this pathogen is present in Italy, where it is considered endemic (Battilani
et al., 1999) and it has emerged in Belgium, France, Germany, the Netherlands,
Switzerland, Spain and some Eastern Europe countries (Lopez et al., 2012) (EPPO-
PQR, 2015). In the Americas, it is endemic in many areas of Argentina, Brazil,
United States and Uruguay. Symptoms are observed on leaves and fruits, and may
cause dieback (Roselld et al., 2012; EPPO, 2006). The severity of disease outbreaks
was found strongly related to weather conditions, cultivar susceptibility and
agricultural practices. Bacteria survive during winter in cankers, leaf scars and
buds in the absence of symptoms (Dhavantari, 1971; Zaccardelli et al., 1998;
Battilani et al., 1999). Shepard and Zehr (1994) also showed the epiphytic
persistence of this pathogen in different plant organs in population ranging from
10° to 10° CFU per gram of fresh weight in asymptomatic plant material. As there
is no effective chemical control available, and to be part of a sustainable
management, integrated control strategies are advised. In this context, it is
essential to control the sanitary status of plant material in nurseries in order to
propagate it free from the disease (Stefani, 2010). Currently, in the EU legislation,
a visual inspection in nurseries for symptoms is the only requirement to certify
plants free of X. arboricola pv.pruni, but latent infections and/or epiphytic
populations in asymptomatic propagative material have been found (Goodman

and Hattingh, 1986; Zaccardelli et al., 1998; Lopez et al., 2010).

Despite its economic importance, little is known about the population biology and
epidemiology of this quarantine bacterium. Boudon et al. (2005) used fluorescent
amplified fragment length polymorphism (FAFLP) analysis and multilocus
sequence analysis (MLSA) to study the diversity of 64 X. arboricola pv. pruni
strains isolated from different countries worldwide. No polymorphism was

observed by MLSA based on four gene portions indicating that X. arboricola
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pv. pruni is a monomorphic bacteria (Achtman, 2008). Subsequent studies based
on seven gene portions highlighted minor polymorphism but further confirmed its
monomorphic nature (Fischer-Le Saux et al., 2015). Similarly, FAFLP globally
yielded little polymorphism, slightly larger in America than in Europe and
consistent with the history of the reported outbreaks. Similar results were
obtained by Barionovi and Scortichini (2008) when screening the variability of 47
X. arboricola pv. pruni strains collected from Italy, Spain and Australia using an
integron gene cassette array and BOX-PCR. Kawaguchi (2014) also observed low
genetic diversity in X. arboricola pv. pruni Japanese strains using inter-simple
sequence repeat PCR and repetitive sequence-based (rep)-PCR. Thus, all these
methods lack resolution for deeper genetic diversity analyses at intrapathovar

level, especially at small spatio-temporal (e.g. outbreak investigation) scales.

Multilocus variable number of tandem repeat analysis (MLVA) is a reliable
genotyping method that proved efficient for assessing the genetic diversity of
monomorphic bacterial pathogens (Lindstedt, 2005) and it is based on the
variation detected in the size of short repetitive DNA sequences, tandem repeats
(TR), which are highly variable regions in bacterial genomes (Van Belkum et al.,
1998). Variation in TR number is produced mainly by slipped strand mispairing
during DNA replication (Levinson and Gutman, 1987). Most TRs evolve following
the stepwise mutation model where new alleles are created by the addition or
deletion of a single repeat unit per mutation event (Balloux and Lugon-Moulin,
2002), or a generalized two-phase model where multiple-repeat mutation
frequencies follow a geometric distribution (Vogler et al., 2006). The first MLVA
scheme targeting a bacterial plant pathogen was performed for Xylella fastidiosa
(Coletta-Filho et al., 2001). In Xanthomonas species, MLVA schemes have been

developed first for X. citri pv. citri (Bui Thi Ngoc et al., 2009a; Pruvost et al., 2014)

113



Capitulo 4 MLVA

and later on for X. oryzae (Zhao et al., 2012; Poulin et al., 2015) and X. axonopodis
pv. manihotis (Arrieta-Ortiz et al.,, 2015). A comprehensive MLVA scheme
targeting 26 TR loci was developed to discriminate 61 X. arboricola strains of
different pathovars (celebensis, corylina, fragariae, juglandis, poinsetticola, populi
and pruni) (Cesbron et al., 2014). Essakhi et al. (2015) used MLVA for assessing the
genetic relatedness between X. arboricola pv. juglandis (a walnut pathogen) and
non-pathogenic X. arboricola strains also isolated from walnut. Six TR loci were
used to subtype 25 X. arboricola pv. pruni isolates from cherry laurel (P.

laurocerasus) in the Netherlands (Bergsma-Vlami et al., 2012).

Here, we study the genetic relatedness among strains causing bacterial spot
disease in Spain, where X. arboricola pv. pruni was first detected in 2002 on
Japanese plum, and in subsequent years several outbreaks have occurred in the
main stone fruit producing regions (Rosellé et al., 2012; Palacio-Bielsa et al.,
2014). Our objective was to assess the genetic diversity in a collection of 239
Spanish strains of X. arboricola pv. pruni as well as in 25 reference strains. To
achieve this goal, we used a MLVA scheme including two sets of molecular
markers combining microsatellite and minisatellite loci. This is the first extensive
study targeting the intra-pathovar genetic diversity of a large collection of
X. arboricola pv. pruni strains in a single country as an attempt to provide clues for

better understanding introduction and dispersal pathways.

4.3 Materials and methods

4.3.1 Bacterial strains and DNA extraction

A total of 264 strains of X. arboricola pv. pruni were used in this study, 239

isolated from 11 Spanish provinces (Alicante, Badajoz, Huelva, Huesca, Lleida,
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Mallorca, Navarra, Tarragona, Teruel, Valencia and Zaragoza) as shown in Fig 1
and S4.1 Table. Spanish strains were isolated from commercial orchards, nurseries
and experimental plots since the first detection of this pathogen in Spain in 2002
to 2013. The strains used in this study were obtained from samples received as
Laboratory of Reference of the Spanish Ministry of Agriculture (IVIA). The Ministry
has been consulted about publishing the results and as official laboratory we do

not require specific permission for handling these strains.

Strains were routinely cultured on YPGA medium (Ridé, 1969) (yeast extract 5 g I"*
[Difco], bacteriological peptone 5 g I™* [Difco], glucose 10 g I™* and agar 20 g I [pH
7.1]) at 25°C for 72 h. DNA from bacterial pure cultures was obtained using a
simple isopropanol-based extraction method, as previously described (Llop et al.,
1999). DNA concentration and purity were determined by using a ND1000
spectrophotometer (Thermo Fisher, Alcobendas, Spain) and the preparations
were stored at -20°C. Most of the strains were isolated from Japanese plum
(Prunus salicina) (n = 103), almond (P. dulcis) (n = 77), peach (P. persica) (n = 39), a
few from apricot (P. armeniaca), nectarine (P. persica var. nectarine), flat peach
(P. persica var. platycarpa), and from the rootstocks Cadaman® (P. persica x P.
davidiana), Barrier (P. davidiana x P. persica), Garnem (P. dulcis x P. persica) and
Monegro (P. dulcis x P. persica) (S4.1 Table). Spanish strains were also compared
to 25 representative strains from Argentina, Australia, Brazil, Canada, France,
Italy, New Zealand and United States conserved in international collections (S4.2
Table). A panel test comprising 16 strains representative of the geographical and
genetic diversity of the pathogen was used for preliminary primers screening (54.1

and S4.2 Tables).
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Fig 1. Chronological detection of outbreaks of Xanthomonas arboricola pv. pruni in
Spain. 1, Badajoz, 2002; 2, Valencia, 2003; 3, Zaragoza, 2004, 4, Alicante, 2006; 5, Huesca,
2008; 6, Lleida, 2008; 7, Teruel, 2009; 8, Navarra, 2009; 9, Mallorca, 2010; 10, Tarragona,

2011; 11, Huelva, 2012. In brackets, number of isolates analyzed per province.

4.3.2 Genomic DNA isolation, sequencing and annotation

Genomic DNA from X. arboricola pv. pruni pathotype strain CFBP 3894 was
isolated and purified using the Qiagen genome DNA isolation kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. The Genomic DNA quality
and quantity were assessed on an agarose gel and using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (the NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). Libraries with
an average insert size of 350 bp were sequenced using the Illumina HiSeq 2000

platform (Genoscreen, France). Paired-end reads were assembled in contigs using
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SOAPdenovo 1.05 (Li et al., 2010) and Velvet 1.2.02 (Zerbino and Birney, 2008).
The assemblies had a total length of 5.06 MB generating 77 contigs. The G+C
content of the sequence was of 65.42%. Annotation was performed using
EuGene-PP using similarities with known protein sequences (Sallet et al., 2014).
Annotation of the genome sequences revealed 4337 putative protein-coding

sequences, 55 tRNA, and three rRNA.

4.3.3 TR selection

In a first step 26 TR loci previously selected by Cesbron et al. (2014) were tested
with a test panel of 16 Spanish and reference strains from different geographical
origins. TR primers were assessed by PCR as follows: 5 to 10 ng of DNA was used
as template in a 15 pl reaction mix containing 0.3 uM of each primer, 1X Terra
Buffer (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France), 0.5X Q-solution and 0.375 U
Terra Polymerase Mix (Ozyme). All reactions were performed in a Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France) using the following PCR
conditions: initial denaturation at 98°C for 2 min, followed by 35 cycles consisting
of denaturation at 98°C for 10 s, annealing at temperatures ranging from 58 to
68°C for 15 s, and extension at 68°C for 1 min, with a final extension step at 68°C
for 30 min. PCR products were visualized under UV light in agarose gels (2%)

stained with ethidium bromide.

In a second step, the draft genome sequence of the X. arboricola pv. pruni
pathotype strain CFBP 3894 was screened for minisatellites using the Tandem

Repeat Finder (TRF) (http://minisatellites.u-psud.fr;

http://tandem.bu.edu/trf/tr.html) (Benson, 1999; Denoeud and Vergnaud, 2004).

Parameters selected were total length in a range of 50-1000 bp and tandem
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repeats length > 10 bp. Other parameters were set as default. Twenty-three single
TR loci were retained from the genome of the CFBP 3894. Primer pairs targeting
single locus alleles were designed in the TR flanking regions using Primer3,
included in Geneious 7 software. Primers were tested with the test panel strains
by PCR with the same conditions described above. Amplicons were visualized as

mentioned above.

4.3.4 MLVA scheme

A total of 23 primer pairs targeting single locus alleles were used in a multiplex
PCR format. Primers were grouped in multiplex pools according to their annealing
temperature. Each primer in the PCR mix was 5’- labeled with one of the following
fluorescent dyes: 6-FAM, NED, PET and VIC (Applied Biosystems) (Table 1). Each
PCR reaction contained 5 to 10 ng of genomic DNA as template in 15 pl mix
containing 0.3 to 1.2 uM of each primer, 1X Terra Buffer (Ozyme), 0.5X Q-solution
and 0.375 U Terra polymerase (Ozyme). PCR amplifications were performed in a
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) using the following conditions: 2 min at
98°C for polymerase activation, followed by 25 cycles at 98°C for 10 s, annealing
temperatures ranging from 64 to 68°C for 15s (Table 1), and 68°C for 1 min
(except in one pool where elongation time was 2 min 30 s), and a final extension
step at 68°C for 30 min. 1 pl of diluted amplicons was mixed with 0.1 ul of
GeneScan-500 LIZ or 0.5 pl of GeneScan-1200 LIZ internal size standard (Applied
Biosystems) and 10.9 ul or 10.5 pl of Hi-Di formamide (Sigma-Aldrich) (for
GeneScan-500 LIZ and GeneScan-1200 LIZ, respectively). Capillary electrophoresis
was performed in an ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer and results were

analyzed with GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).
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Table 1. TR markers tested on Spanish strains of X. arboricola pv. pruni (n = 239), primers, PCR conditions, number of alleles and Nei’s

genetic diversity (Hy).

Name TR Primers Annealing T (°C)  Primer PCR pool Range of Number of
length concentration repeat alleles (Hy)*
(bp) (uMm) numbers

TR511 7 5 FAM-CATGGCAGTGCAGGTGGATC 3’ 68 0.3 1 4-6 3(0.154)

5 CTGCAACTCCCGATTCCCGA 3’

TR371 7 5" VIC-ATGGAGGATGCGGTTGCGGCT 3’ 68 0.3 1 4-6 3(0.384)
5 CCAACAGAACCCCGCACCCA 3

TR3711 6 5’PET-CGTCATGGACGCCCTGGTCAG 3 68 0.3 1 9-11 3(0.017)
5" CATTGGCATCGGCACGGCTACT 3’

TR05-06 7 5 NED-GTCGACGGGTTCGCGGAAGGT 3’ 68 0.3 1 15-21 7 (0.795)
5" GTGCAGCACCAGCCAAAGGCA 3’

TR40I 7 5" FAM-TATCAGGCAGCGCACCAGCT 3’ 68 0.3 2 7-8 2(0.168)
5 TGGAATGTGGAGGCTGTTCG 3’

TR36I 7 5’ VIC-GCAGGAGAAGGAAAGCGCCAG 3’ 68 0.3 2 5-6 2(0.132)
5" CGATCGCATCTGTGTGGGTTAG 3’

TRO3I 7 5’ PET-GACATTCGCCGGGAGTGCAG 3’ 68 0.3 2 7-8 2 (0.008)
5 GGTTGCTTGGTCGTTGATCG 3’

TRé68I 7 5" NED-CTTGCGGTACTGGCTGTTCA 3’ 68 0.3 2 9-15 7(0.632)
5" AAATCATCGGCGCCTGAAAC 3’
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Name TR Primers Annealing T (°C)  Primer PCR pool Range of Number of
length concentration repeat alleles (Hy)*
(bp) (uM) numbers

TR301I 7 5 FAM-TTCTGCCGTCTTTCAGGGCTGG 3’ 66 0.3 3 7-11 4(0.371)
5" CATCAGTGCGAGGCCACGAAC 3’

TR28II 9 5’ VIC-GCGGCATGTTCCGACTGCACC 3* 66 0.6 3 3-4 2 (0.008)
5 GGGTGGATGAGGGTCTGCATG 3’

TR38II 6 5 PET-TCTCGGTATCGATGTGGGTGC 3’ 66 0.9 3 6-12 7 (0.691)
5" CCCGTAGCTGTATCAGTGCCT 3’

TR58I1 7 5" NED-GGAAGAGTACCCGGCAATTCT 3’ 66 0.6 3 9-17 8(0.667)
5 TCTGATCGGTGCTGAGCGTCT 3’

TR33I 7 5’ FAM-CGAGTGGATGTTATGGCGTGG 3’ 66 0.3 4 5-8 4(0.207)
5’ CTCGCAAAACCCTTGCCATC 3’

TR58I 7 5’ VIC-ATCTGTTGCTGGCCGAGAGC 3’ 66 0.3 4 5-9 5(0.355)
5" ACCAACACCGAGCTTGCCTC 3’

TR791 7 5" NED-GCTGATCCTTCGTGGGCTTG 3’ 66 0.3 4 6-10 5(0.393)
5 GGTGTGAATTCGTCGGTGAC 3’

TR50!1 7 5’ VIC-GTTGCGAGATCGGGCGCTTC 3’ 68 0.3 5 5-9 5(0.727)
5" CGTGCATCAGACGCTTGCGT 3’

TR66I 8 5’ PET-TGCAGTTGTGGTCTTCGGCA 3’ 68 0.3 5 9-12 4(0.719)
5" CACGCATCAAGTTCGACATGGTGC 3’

TR151 7 5" NED-GCCATGTCGCCGGGAAACGA 3’ 68 0.3 5 6-7 2(0.285)

5 TCGAGCGGTTCCTGCGGTTGT 3’
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Name TR Primers Annealing T (°C)  Primer PCR pool Range of Number of
length concentration repeat alleles (Hy)*
(bp) (uM) numbers
TR6711 7 5’ VIC-AGATACAAGGCGAACGCGAT 3’ 64 0.3 6 10-20 11 (0.779)
5" CAGGACAGGAACGGCAACC 3
Xap4790 112 5" CGCGTATTGCAGGAATCCAC 3’ 68 0.3 A 2-4 2(0.041)
5" FAM-CGATTGGAGATCCGGACCAG3’
Xa p4422b 116 5" GGTCTGATCCGCTTCTCACC 68 0.3 A
5’-NED-ATCCGCGCCAACTACAAGAA
Xap0897 15 5" ATTACTTCTTCCCCTGCGGC 3’ 64 1.2 B 1-3 2 (0.008)
5" FAM-TCTACAACACCAAGACCGGC 3’
Xap2280 20 5" AGAGCCTACACGGACGTACT 3’ 64 0.3 B 7-13 6 (0.508)
5’ VIC-TGAACGGGATGGTGCAAGTT 3’
TR101 12 5 TGGTTGCGCCCTTGCCTTCTC 3’ 64 0.9 B 5-7 3(0.292)

5’ PET-TCGCCGGCATCAACATGGCCG 3’

? Nei’s genetic diversity calculated using ARLEQUIN version 3.01.

®This marker was monomorphic within Spanish strains and was only used to compare them to the worldwide collection.
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4.3.5 Data scoring and analysis

Fragment sizes obtained for each TR locus using GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems) were transformed to tandem repeat numbers and used as input data.
According to Pourcel and Vergnaud (2011) when a TR array was truncated, the TR

number was rounded up to the higher integer.

Strains sharing the same MLVA profile were grouped in haplotypes. Phylogenetic
relationships between strains were studied generating a minimum spanning tree
(MST) with PHYLOViZ v1.0 (Francisco et al., 2012). Clonal complexes (CC) were
defined as networks of single locus variants (SLVs, i.e. groups of strains differing at
a single TR locus), and were obtained and analyzed with eBURST v3 (Feil et al,,

2004). The founder was defined as the haplotype with the largest number of SLVs.

The population structure of the collection of the Spanish strains was assessed
using PHILOViZ v1.0. A categorical MST was generated using the algorithm
recommended for MLVA data combining global optimal eBURST (goeBURST) and
Euclidean distances. Genetic clusters (GCs) were delineated so that each cluster

contains a network of haplotypes linked by up to quadruple-locus variations.

4.3.6 Genetic diversity of Spanish strains

Only Spanish strains were used to calculate genetic diversity indices and to
perform analysis of population structure at the province level, although only those
provinces where more than 12 strains were isolated were selected (i.e. 224 strains
from seven provinces) which represent 94% of total strain collection studied. Nei’s

unbiased estimates of genetic diversity (Hg) were calculated using ARLEQUIN
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version 3.01 (Excoffier et al., 2005). Allelic richness (A), the mean number of
alleles per locus per population, was calculated using the rarefaction procedure
with HP-RARE version 1.0 (Kalinowski, 2005). Genetic differentiation among
provinces was evaluated with Wright's fixation index (Fs;) and Slatkin’s Fsr
analogue (Rsy), which were calculated by computing distance matrices for
haplotypic data. Significance was tested with 1000 permutations using ARLEQUIN

version 3.1. (Excoffier et al., 2005).

Metric multidimensional scaling (MDS), based on a Manhattan distance matrix,
was used to represent distances among the Spanish and the worldwide strains.
MDS transforms a distance matrix (which cannot be analyzed by eigen-
decomposition) into a cross-product matrix, then solving the eigen-vector
problem to find the coordinates of individuals so that distortions to the distance
matrix are minimized. As in principal component analysis, individuals are
projected into n dimensions (Abdi, 2007). MDS was performed using the cmd-

scale function in the R software.

4.4 Results

4.4.1 Selection of TR markers

The panel test of 16 X. arboricola pv. pruni strains was first tested by the 26 TR

loci previously selected by Cesbron et al. (2014). Primers were redesigned when

original primers were found to hybridize within the TR array (e.g. TR18Il and

TR67Il) or when mispriming was observed (TR21Il). Four TR loci were not further

considered (TR19I, TR54I, TR39Il and TR18lIl). In the context of xanthomonads,
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which often contain compound microsatellites in their genome (i.e. loci for which
TRs are composed of two or more sequence types), we considered TRs to be
different when they had less than 70% sequence identity. TR191 was found to be a
combination of two microsatellites sharing only 58% identity. TR54| showed a
combination of two microsatellites (showing only 29% identity) and one
minisatellite. TR391l and TR18Ill showed very different profiles in closely related
strains (i.e single- or double-locus variants), in some cases differences were up to
12-14 repeats in the same locus between strains isolated in the same orchard and
the same year. Sanger sequencing confirmed that the observed size
polymorphism concerned the TRs and not the flanking regions. These differences
may be attributed to recombination events and this suggested that these two loci
might not follow a stepwise or two-phase mutation model. Therefore, they were

not further considered in the analysis.

Moreover, from the genome sequence of strain CFBP 3894, markers TRO5Il and
TRO6II corresponded to a same and single tandem repeat locus. Furthermore,
TROSII forward primer and TRO6II reverse primer were found to prime within the
repeated sequence. Therefore, we used the forward primer of TRO6Il and the
reverse primer of TRO51l (new marker named TR05-06), which did not prime in the

tandem repeat array (S4.1 Fig).

The panel test of strains was also used to test primer pairs targeting 23
minisatellites identified with TRF screening the draft genome sequence of strain
CFBP 3894. Four of them were polymorphic (Xap4790, Xap0897, Xap4422 and
Xap2280) and were included in the MLVA scheme, whereas the other markers
were monomorphic. Xap4422 was monomorphic among Spanish strains and was

only retained to compare Spanish strains to the worldwide collection of strains.
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Consequently we eventually retained 23 TR loci (18 microsatellites (TR < 9bp) and
5 minisatellites (TR>=9 bp) (Pourcel and Vergnaud, 2011) for assessing the

diversity of the Spanish strains collection and 24 loci for the worldwide collection.

4.4.2 MLVA genotyping of the Spanish strains

The set of 239 strains of X. arboricola pv. pruni isolated in Spain was successfully
genotyped, and all of them yielded reproducible amplicons for all 23 TR loci. Nei’s
genetic diversity at each locus ranged from 0.008 to 0.795 (Table 1). Three TR loci
(TRO31, TR28Il and Xap0897) showed very low levels of polymorphism and
differentiated a single isolate in the whole collection. TR37Il and Xap4790 were
also weakly polymorphic and only differentiated two and four isolates,

respectively. Allele number per locus ranged from 2 to 11 (Table 1).

Out of 239 Spanish strains, 119 MLVA haplotypes were identified. The genetic
diversity of the whole collection was Hr = 0.363. Genetic diversity indices for each
province are shown in Table 2. In order to assess the population structure of the
Spanish strains, a categorical minimum spanning tree was built. Eighteen GCs

were obtained grouping haplotypes differing by up to four TR loci (Fig 2).
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Table 2. Genetic diversity estimated from MLVA data of X. arboricola pv. pruni for the

strains from 11 sampled Spanish provinces.

Province® N Na‘ A N, He
Alicante 22 33 1.30 8 0.059
Badajoz 57 62 2.37 24 0.344
Huesca 38 70 2.56 30 0.311
Mallorca 12 26 1.04 2 0.290
Teruel 21 52 2.09 14 0.230
Valencia 32 34 1.28 9 0.053
Zaragoza 42 68 2.48 27 0.281
Huelva 6 3

Lleida 3 3

Navarra 2 2

Tarragona 1 1

Unknown 3 1

Total 239 4.30 119 0.363%

?Only provinces with n > 12 were selected to calculate diversity indices (Na, A and Hg).
®N, number of isolates per province.

“Na, number of alleles.

d A, allelic richness calculated by rarefaction method (n = 12).

€ Ny, number of haplotypes in each province.

f He, Nei’s genetic diversity within provinces.

& Hy, total Nei’s genetic diversity.
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Alicante
® Badajoz
® Huelva . R ol
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® Teruel
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Fig 2. Categorical minimum spanning tree from MLVA data (239 strains and 119
haplotypes) representing the genetic diversity of the Spanish strains of X. arboricola pv.
pruni in relation with its province of origin. Dot diameter represents the number of
strains per haplotype. Numbers represent the 18 genetic clusters identified. Haplotypes in
the same genetic cluster are up to quadruple locus variants. Thick links indicate single
locus variants and thin links indicates double locus variants. Shaded areas show different
clonal complexes in genetic clusters 1 and 2 and are identified with letters (A-E). Genetic

clusters not enclosed in dashed lines are formed by a unique clonal complex or singleton.

*Indicates the primary founder haplotype.
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The largest GC (i.e. GC1) contained 48 haplotypes and 111 strains, which
represent 40 and 46% of the whole collection, respectively. Strains from nine
provinces were found in GC1, including all the strains from Valencia, Mallorca and
Tarragona. Only those originating from Alicante and Huelva were not linked to this
group. Other GCs were much smaller (<16 haplotypes), and six of them were
formed by a single haplotype (GC13, GC14, GC15, GC16, GC17 and GC18). Strains
from the province of Badajoz, where the disease was first reported in Spain, and
Zaragoza split in six and five different GCs, respectively (Fig 2). All but three GCs
(GC1, GC2 and GC7) were composed of a small number of strains originating from
a single province with five of them containing strains originating from Badajoz. For
example, all strains isolated in Alicante were included in GC4. This was correlated
with the allelic richness (A) calculated for each province (Table 2), where Alicante,
Mallorca and Valencia showed the lowest values (A < 1.3), while Badajoz, Huesca
and Zaragoza displayed the highest values (A >2.3). Also consistent with the
delineation of GCs, pairwise comparisons among populations sampled in seven
provinces (n = 12) showed highly significant Fsr and Rsr values (Table 3) supporting
a strong genetic differentiation between strains originating from different
provinces. Only strains from Mallorca and Zaragoza showed a Rsr value slightly

significant (P < 0.05).
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Table 3. Genetic differentiation of Spanish strains of X. arboricola pv. pruni from seven
provinces (n 2 12) estimated by Fs; (above the diagonal) and Rs; (below the diagonal)

pairwise comparisons based on MLVA data.

1 2 3 4 5 6 7

1 Alicante 0.535***  0.634***  0.907*** 0.703*** (0.885*** (.643***
2 Badajoz  0.367***° 0.206***  0.379***  0.263*** 0,421*** 0.238***
3 Huesca 0.648***  (0.231*** 0.341***  0.266***  0.345***  0.106***
4 Mallorca 0.961***  0.341*** 0.307*** 0.447***  0.573***  0.241***
5 Teruel 0.821***  (0.325***  (0.331***  (0.458*** 0.507***  0.220***
6 Valencia  0.954***  0.401*** 0.448*** (0.559***  (0.414*** 0.176***
7 Zaragoza 0.679***  0.268*** 0.134*** 0.091* 0.228***  (0.175***

? Significance level of Fsr and Rsr pairwise comparisons: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; “p > 0.05 (non-

significant).

Haplotypes grouped in 16 CC and 34 singletons (i.e. strains with no SLV). The
correspondence between GCs and CCs is highlighted in Fig 2. Single-repeat
variants represented 70.7% of the total number of SLVs, suggesting a
predominant stepwise mutation model. Double-repeats variants were observed
(25.6% of the total SLVs) only with TR05-06, TR33I, TR38Il, TR50! and TR58II loci,
which are among the most polymorphic ones. A plausible explanation may be that
some intermediate allelic states were missing in our strain collection, or perhaps
these loci do not strictly follow a strict stepwise mutation model but a two-phase
model (Vogler et al., 2006). Only three triple-repeat variants were found in TRO5-
06 locus. Variations involving more than three repeats, which may be attributed

to recombination events, were not observed in our dataset.
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The largest clonal complex (GC1-A) was formed by 23 haplotypes and 70 strains
isolated from six different provinces (Huesca, Lleida, Mallorca, Teruel, Valencia
and Zaragoza) between 2003 and 2013 (Fig 2). Two other clonal complexes, GC2-A
and GC2-B, were constituted by strains from different provinces (Huesca and
Zaragoza). There were provinces with all their strains included in a single clonal
complex, e.g. all the strains from Mallorca and Valencia that grouped in GC1-A.
Most clonal complexes (13 out of 16) grouped only strains from the same

province or the same location.

The primary founder in GC1-A (haplotype 29), the haplotype with the highest
number of SLVs (n =10) corresponded to the most frequent haplotype (n = 18),
with strains isolated from 4 different provinces (Huesca n=1, Lleida n=1,
Valencia n=12 and Zaragoza n=4) (Fig 2). In addition, two other haplotypes
sharing strains isolated from different provinces were identified in this CC:
haplotype 30 composed by eight strains isolated from Mallorca (n=2) and
Valencia (n = 6) and haplotype 32 formed by three strains from Huesca (n = 1) and

Zaragoza (n = 2).

Sixty-three strains isolated in seven Spanish nurseries located in five different
provinces were distributed in five different GCs (S1 Table). Among them, 32
strains isolated from nursery plants in Valencia in 2003 and seven strains isolated
from nursery plants in Zaragoza between 2004 and 2008 grouped into the major
clonal complex (GC1-A). Among those, 13 strains (Valencia n =12, Zaragoza n=1)
were assigned to the primary founder haplotype, suggesting a probable
transmission of contaminated plant material by human activities. Fourteen strains
were isolated in a single nursery located in Badajoz in 2002 showing very different

MLVA profiles. Indeed, two of them clustered in GC1 and the other ones in GC6,
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suggesting a possible polyclonal or multiple introduction(s) through the same
nursery. Other strains from nursery plants were clearly separated with different
allelic profiles, such as strains from Zaragoza clustering in GC8 or strains from

Huesca and Lleida nurseries in GC13 and GC16, respectively.

Six haplotypes grouped strains isolated both in nurseries and orchards. For three
of them the corresponding nurseries and the orchards were located in the same
province (two in Badajoz and the other one in Zaragoza). For the three other
cases, the nurseries were located in different provinces from those of the

orchards.

4.4.3 MLVA genotyping of a worldwide collection

The 25 X. arboricola pv. pruni strains from our world collection were classified in
23 haplotypes, which means that almost every strain formed a unique haplotype.
No haplotype was shared by strains from different countries. MLVA profiles
clearly separated the 239 Spanish strains from the world strain collection,
showing in most of the cases differences in a range of 4 to 15 loci, even within
strains originated from a same country (haplotypes from Australia resulted from 5
to 9-loci variants) (Fig 3). Only two strains, CFBP 3894 from New Zealand and
CFBP 5530 from Italy, were SLV (TR79I) and double locus variants (DLV) (TR33l and
TR671l) of a Spanish haplotype, respectively, as shown by their close genetic
distance on the MDS (Fig 3).
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Fig 3. MDS representation of the distances among 264 strains of X. arboricola pv. pruni.
Countries of origin are represented by different symbols. MDS axes 1-2, 1-3 and 1-4

described 59.3%, 47.4% and 44.4% of the total variation, respectively.
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4.5 Discussion

The understanding of the invasion routes, biology and epidemiology of plant
pathogens is of striking importance in order to elucidate which are the main
factors involved in the success of invasions and to develop strategies aiming at
preventing new introductions. Traditionally, two types of methods are employed
to retrace invasion routes: direct methods, based on recorded data by quarantine
services or agricultural agencies and indirect methods, based on genetic data
obtained by the use of molecular markers (Estoup and Guillemaud, 2010). In this
study we have tried combine both of them, using all the available information

from the 239 Spanish strains analyzed.

4.5.1 MLVA is sufficiently resolutive for molecular epidemiology analyses

of X. arboricola pv. pruni over small spatial or temporal scales

The analysis of literature data suggested that X. arboricola pv.pruni is a
monomorphic bacterium and all available genotyping techniques but MLVA are
not suitable for deciphering the genetic structure of strains during outbreaks.
MLVA had been used to distinguish among X. arboricola pathovars (Cesbron et al.,
2014) and for assessing the genetic diversity among Dutch strains of X. arboricola
pv. pruni isolated from P. lauroceraus (Bergsma-Vlami et al., 2012). Using a
comprehensive strain collection, we implemented and evaluated a MLVA scheme
derived and improved from Cesbron et al. (2014) in order to assess the genetic
structure of X. arboricola pv. pruni, eleven years after its emergence in Spain

(Roselld et al., 2012).
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Around 50% of the Spanish strains were discriminated as different haplotypes,
which confirms the appropriateness of MLVA as a genotyping tool for small-scale
analyses of this monomorphic pathogen in a relatively small geographical area
compared to other techniques such as MLST (Boudon et al., 2005). A set of 11
Spanish strains shown genetically diverse based on MLVA (i.e. assignhed to
different GCs) constituted a single MLST haplotype using four housekeeping genes

(Garita-Cambronero et al., personal communication).

Conversely and consistent with earlier data on X. citri pv. citri (Pruvost et al., 2014:
Leduc et al., 2015) and X. oryzae (Poulin et al., 2015), our MLVA scheme, which is
mainly based on microsatellites, was not appropriate for understanding deep

phylogenies and therefore strain relatedness at a global scale.

Our study did not aim at analyzing the role of the hosts in structuring the genetic
diversity of X. arboricola pv. pruni because the strain collection available could not
allow to extensively address this question. However, based on partial data that
have been analyzed for this purpose, no strong or clear structure by the host was
observed (data not shown) and several hosts from different provinces shared

populations that were not statistically differentiated.

4.5.2 MLVA supports multiple introductions of X. arboricola pv. pruni in

Spain

Since the original description of bacterial spot disease of stone fruits and almond
in Badajoz in 2002, the outbreaks caused by X. arboricola pv. pruni in Spain are

likely the result of multiple and/or polyclonal introductions. A scenario involving
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multiple introductions of a pest is a common phenomenon in invasions (Duglosch
and Parker, 2008), and it has already been described in some plant pathogenic

bacteria such as Erwinia amylovora (Donat et al., 2007; Bilhmann et al., 2014).

This hypothesis was suggested by several independent pieces of evidence. Firstly,
the 239 Spanish strains were assigned to 18 conservatively delineated GCs (i.e.
strains in a network linked by up to quadruple-locus variations were assigned to a
single GC). Secondly, pairwise comparisons among populations from Spanish
provinces showed highly significant values of Fs; and Rsr among seven provinces,
indicating a strong genetic differentiation. Thirdly, the assignation of isolates
collected in 2002 in the Badajoz province further suggested that the initial
establishment of the pathogen in Spain was caused by at least four distinct GCs

(GC1, GC6, GC9 and GC12).

Few studies focus on the genetic diversity of local emerging strains of a
Xanthomonas species within the first years following its detection. The situation
observed in Spain for X. arboricola pv. pruni was strikingly different from the one
reported for X. citri pv. citri strains having emerged in Mali and Burkina Faso
(Leduc et al., 2015). In the latter study, strains from two genetic lineages were
identified but only one was detected in commercial citrus nurseries making it
markedly prevalent likely through the massive spread of diseased propagative
plant material. As a result, a large majority of emerging strains clustered as a
single large CC and all epidemic strains would have been assigned to a single GC
using the same criteria for GC delineation as herein. On the contrary, the genetic
structure revealed in the present study was markedly different, suggestive of

more or less concomitant outbreaks having a distinct origin.
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Some GCs (i.e. GC3, GC4 and GC10) were formed by a few strains that were
isolated in the same orchard and in the same year. These groups of strains
showed MLVA profiles completely different to the rest of Spanish strains
suggesting that these outbreaks were spatially restricted. These groups are
probably the result of local dispersal as a result of natural dispersion by rain and
wind or mechanical transmission during agricultural practices within the orchard.

Interestingly, strains from these GCs have not been detected from nurseries.

4.5.3 MLVA together with records from plant protection agencies support
the role of nurseries in the introduction and spread of X. arboricola

pv. pruni in Spain

Nursery strains analyzed herein clustered in five GCs. Several strains from
nurseries in different provinces grouped in the major CC (found in cluster GC1).
Interestingly, the primary founder in this CC shared strains from different
provinces that were isolated both from two nurseries and several orchards. Field
investigations indicated that there had been an exchange of plant material
between these two nurseries located in Valencia and Zaragoza, from which strains
isolated in 2003 and 2004 respectively, were assigned to this primary founder
(haplotype 29). Consistent with these results, several interceptions of
contaminated plant material have been reported in Spanish nurseries and most of
them consisted of symptomless plants with latent infections (Palacio-Bielsa et al.,
2014). X. arboricola pv. pruni has been detected in seedlings of nectarine,
Japanese plum and different stone fruit rootstocks, some of them originating from

Italy where the disease is endemic in some regions (Battilani et al., 1999). A

136



Capitulo 4 MLVA

striking example of an interception was documented in GC8, which is composed
of four strains from the rootstocks Garnem and Cadaman®. All of them were
isolated in a nursery from Zaragoza in 2010 but the plants were produced in an
Italian nursery (unpublished data). Such strains presented an allelic profile very

different from the rest of the Spanish strains.

The largest CC identified herein was formed by strains originated from six
different provinces. Some of them, as Huesca, Lleida, Teruel and Zaragoza belong
to one of the greatest stone fruit producing areas in Spain, and some of the
orchards where the strains were collected are separated by distances ranging
from 5 to 30 km. Although natural spread of X. arboricola pv. pruni may occur
within orchards during rain showers and hail storms (Ritchie, 1995; Zehr et al.,
1996; Battilani et al., 1999), its spread has not been documented over such large
distances. To our knowledge, the sole documented case involving extreme
weather events (not reported in Spain) was described for X. citri pv. citri in a
subtropical environment by Irey et al. (2006). Contaminated nursery plant

material may have been associated with such long distance dissemination.

X. arboricola pv.pruni is a pathogen which can survive epiphytically or
endophytically in different organs of the plants, such as leaves, twigs, buds,
flowers and fruits at low concentration, without causing symptoms of bacterial
spot disease (Gasperini et al., 1984; Shepard and Zehr, 1994; Loreti et al., 2015).
These populations are a potential inoculum source for the development of the
disease when weather conditions are favorable and may be transported between
nurseries or from them to orchards inadvertently. Our results suggest that nursery
plant material has contributed to spread X. arboricola pv. pruni in Spain and that

the current inspection procedure consisting of visual observations of typical
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symptoms in plants in nurseries is insufficient to ascertain their sanitary status.
Consequently, survey and sampling protocols combined with high accuracy
detection techniques should be applied (Palacio-Bielsa et al., 2011; 2012). There is
a need to produce new research data combining microbial ecology and
genotyping to improve the knowledge on the biological significance of
X. arboricola pv. pruni epiphytic and endophytic populations as a primary
inoculum source. Assessing mutation rates of TR markers in future experimental

evolution studies would also be valuable.
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S4.1 Table. Xanthomonas arboricola pv. pruni strains isolated from 11 provinces in Spain.

Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
IVIA 3161.2-1° Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3161.2-2 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3161.4 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4
IVIA 3162.1° Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 46 4
IVIA 3162.2 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 7 4
IVIA 3162.3 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 7 4
IVIA 3162.4-5 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3162.4-6 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 7 4
IVIA 3177.1-1-1 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3177.1-6-2 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3177.3-4-3 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 40 4
IVIA 3177.3-8-4 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 48 4
IVIA 3177.3-10-5 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 5 4
IVIA 3181.3-1-6 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 47 4
IVIA 3181.3-1-7 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 6 4
IVIA 3181.3-1-8 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 6 4
IVIA 3181.3-3-1 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4 4
IVIA 3181.3-3-2 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4 4
IVIA 3181.3-3-3 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4 4
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
IVIA 3181.3-3-4 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4 4
IVIA 3181.3-3-5 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4
IVIA 3181.3-3-6 Alicante Almond Rumbeta 2006 Orchard 4 4
IVIA 2626.1° Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 2 6
IVIA 2626.2 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 2 6
IVIA 2626.3 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 13 1
IVIA 2626.4 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 64 1
IVIA 2626.5 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 2 6
IVIA 2626.6° Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 14 1
IVIA 2626.7 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 13 1
IVIA 2626.8a Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 43 6
IVIA 2626.8b Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 50 6
IVIA 2626.10 Badajoz Japanese plum Fortune 2002 Orchard 14 1
IVIA 2647.1-2 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 44 6
IVIA 2647.1-3 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-6 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-7 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-8 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 1 6
IVIA 2647.1-9 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 1 6
IVIA 2647.1-10 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2

IVIA 2647.1-12a Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
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IVIA 2647.1-12b Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-13 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-14 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.1-15 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2002 Nursery 2 6
IVIA 2647.3-1 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Nursery 13 1
IVIA 2647.3-2 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Nursery 13 1
IVIA 2649.1 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 16 9
IVIA 2649.2 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 66 9
IVIA 2649.3 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 16 9
IV 1A 2649.4 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 16 9
IVIA 2649.7 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 68

IVIA 2649.10 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 16 9
IVIA 2667 Badajoz Japanese plum Friar 2002 Orchard 3 12
IVIA 2758.1 Badajoz Japanese plum 2003 Orchard 9 10
IVIA 2758.2 Badajoz Japanese plum 2003 Orchard 52 10
IVIA 2758.3 Badajoz Japanese plum 2003 Orchard 9 10
IVIA 2795 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2003 Orchard 53 10
IVIA 3355.1 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2007 Orchard 3 12
IVIA 3355.2 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2007 Orchard 45 12
IVIA 3373.1a Badajoz Japanese plum Friar 2007 Orchard 18 9
IVIA 3373.1b Badajoz Japanese plum Friar 2007 Orchard 18 9
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IVIA 3373.2a Badajoz Japanese plum Friar 2007 Orchard 18 9
IVIA 3373.2b Badajoz Japanese plum Friar 2007 Orchard 18 9
IVIA 3374a Badajoz Japanese plum Angeleno 2007 Orchard 18 9
IVIA 3374b Badajoz Japanese plum Angeleno 2007 Orchard 18 9
IVIA 3378.2-2 Badajoz Nectarine Zeeglo 2007 Orchard 18 9
IVIA 3378.3 Badajoz Nectarine Zeeglo 2007 Orchard 18 9
IVIA 3437.5 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 11 5
IVIA 3437.6 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 10 5
IVIA 3437.7 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 10 5
IVIA 3438.8 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 11 5
IVIA 3438.10 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 11 5
IVIA 3439.1 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 11 5
IVIA 3439.3 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 56 5
IVIA 3439.5 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 11 5
IVIA 3439.7 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 57 5
IVIA 3439.8 Badajoz Japanese plum 2008 Orchard 54 5
IVIA 3741 Badajoz Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 62 5
IVIA 3742 Badajoz Japanese plum Golden Plum 2010 Orchard 61 5
IVIA 4266.1 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 35 11
IVIA 4266.2 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 35 11
IVIA 4266.7 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 34 11
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IVIA 4266.9 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 34 11
IVIA 4286.1-1 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 49 14
IVIA 4286.2-2 Huelva Japanese plum Black Late 2012 Orchard 34 11
IVIA 3487.1 Huesca Apricot 2008 Orchard 72 3
IVIA 3487.3 Huesca Apricot 2008 Orchard 22 3
IVIA 3487.4 Huesca Apricot 2008 Orchard 21 3
IVIA 3489.2 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 71 3
IVIA 3489.4 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 21 3
IVIA 3490.1 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 20 3
IVIA 3490.2 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 20 3
IVIA 3490.3 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 21 3
IVIA 3490.4 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 73 3
IVIA 3491.7 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 70 3
IVIA 3491.8 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 69 3
IVIA 3492.2 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 19 3
IVIA 3492.3 Huesca Japanese plum 2008 Orchard 19 3
IVIA 3604.2 Huesca Almond 2009 Orchard 114 2
IVIA 3604.7 Huesca Almond 2009 Orchard 12 1
IVIA 3604.10 Huesca Almond 2009 Orchard 107 2
IVIA 3604.12 Huesca Almond 2009 Orchard 108 2
IVIA 4165.15 Huesca Almond Guara 2011 Orchard 32 1
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IVIA 4165.21 Huesca Almond Guara 2011 Orchard 113 2
IVIA 4166.12 Huesca Almond Guara 2011 Orchard 29 1
IVIA 4166.28 Huesca Almond Guara 2011 Orchard 92 1
IVIA 4491.1 Huesca Almond 2013 Orchard 116 2
IVIA 4491.2 Huesca Almond 2013 Orchard 117 2
IVIA 4491.3 Huesca Almond 2013 Orchard 110 2
IVIA 4492.1 Huesca Almond 2013 Orchard 111 2
IVIA 4492.2 Huesca Almond 2013 Orchard 112 2
IVIA 4492.3 Huesca Almond 2013 Orchard 118 2
IVIA 4492.4 Huesca Almond 2013 Orchard 119 2
IVIA 4493 Huesca Almond 2013 Orchard 25 1
CITA 21 Huesca Almond 2008 Orchard 22

CITA38 Huesca Almond 2009 Orchard 12 1
CITA 56 Huesca Almond 2010 Orchard 12 1
CITA63 Huesca Almond Guara 2010 Orchard 115 2
CITA 116 Huesca Almond 2011 Orchard 105 2
CITA 145 Huesca Almond 2012 Nursery 41 13
CITA 148 Huesca Almond Guara 2012 Orchard 82 1
CITA 170 Huesca Almond Vayro 2013 Orchard 51 18
CITA173 Huesca Almond Vayro 2013 Orchard 25 1
IVIA 3479.1 Lleida Peach Ryan Sun 2008 Orchard 81 1

146



Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
CITA91 Lleida Peach 2011 Nursery 88 16
CITA 143 Lleida Almond 2012 Orchard 29 1
IVIA 3704.2° Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.3 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.5 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.6 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.7 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.8 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.9 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 30 1
IVIA 3704.10 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3704.11 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 30 1
IVIA 3704.12 Mallorca Japanese plum Larry Ann 2010 Orchard 31 1
IVIA 3705.6 Mallorca Japanese plum Fortune 2010 Orchard 31 1
IVIA 3705.7 Mallorca Japanese plum Fortune 2010 Orchard 31 1
CITA53 Navarra Almond Guara 2009 Orchard 100 1
CITA77 Navarra Almond Guara 2010 Orchard 59 7
IVIA 4113° Tarragona Almond Guara 2011 Orchard 78 1
IVIA 4330° Teruel Almond Guara 2009 Orchard 93 1
IVIA 4490.1 Teruel Almond 2013 Orchard 15 1
IVIA 4490.2 Teruel Almond 2013 Orchard 15 1
IVIA 4494.1 Teruel Apricot 2013 Orchard 36 1
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
IVIA 4494.2 Teruel Apricot 2013 Orchard 36 1
IVIA 4523.1 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 65 1
IVIA 4523.2 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 36 1
IVIA 4523.3 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 102 1
IVIA 4524.1 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 96 1
IVIA 4524.2 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 87 1
IVIA 4524.3 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 37 1
IVIA 4524.4 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 85 1
IVIA 4524.5 Teruel Peach Royal Lee 2013 Orchard 36 1
CITA 34 Teruel Almond Guara 2009 Orchard 26 1
CITA 35 Teruel Almond Guara 2009 Orchard 58 7
CITA 36 Teruel Almond Guara 2009 Orchard 26 1
CITA 68 Teruel Almond Guara 2010 Orchard 99 1
CITA 138 Teruel Almond 2012 Orchard 37 1
CITA172 Teruel Almond Guara 2013 Orchard 15 1
CITA 174 Teruel Flat peach 2013 Orchard 97 1
CITA 175 Teruel Flat peach 2013 Orchard 98 1
IVIA 2826.1 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 29 1
IVIA 2826.2° Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 28 1
IVIA 2826.3 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 28 1
IVIA 2826.4 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 30 1
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
IVIA 2826.5 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 29 1
IVIA 2826.6 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 30 1
IVIA 2826.7 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 30 1
IVIA 2826.8 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 79 1
IVIA 2826.9 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 86 1
IVIA 2826.10 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 30 1
IVIA 2826.11 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 30 1
IVIA 2832.4b Valencia Peach Plamaguel 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.5 Valencia Peach Plamaguel 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.7 Valencia Japanese plum Angeleno 2003 Nursery 27 1
IVIA 2832.10 Valencia Japanese plum Angeleno 2003 Nursery 27 1
IVIA 2832.17 Valencia Japanese plum Larry Ann 2003 Nursery 28 1
IVIA 2832.19 Valencia Japanese plum Larry Ann 2003 Nursery 28 1
IVIA 2832.20 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 80 1
IVIA 2832.21 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 28 1
IVIA 2832.22 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.24 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.25 Valencia Peach 58CC70 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.26 Valencia Peach 58CC70 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.27 Valencia Peach 58CC70 2003 Nursery 29 1
IVIA 2832.30a Valencia Peach x Chinese peach Cadaman® 2003 Nursery 29 1
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
IVIA 2832.30b Valencia Peach x Chinese peach Cadaman® 2003 Nursery 29 1
IVIA 2835.4° Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 28 1
IVIA 2835.5 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 28 1
IVIA 2835.6 Valencia Peach Zephir 2003 Nursery 90 1
IVIA 2835.7 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 29 1
IVIA 2835.8 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 83 1
IVIA 2835.9 Valencia Japanese plum Anna Gold 2003 Nursery 30 1
IVIA 3467.1 Zaragoza Peach 2008 Orchard 109 2
IVIA 3467.2 Zaragoza Peach 2008 Orchard 67 1
IVIA 3724.3 Zaragoza Peach x Chinese peach Barrier 2009 Nursery 103 8
IVIA 3767.1° Zaragoza Almond x peach Garnem 2010 Nursery 104 8
IVIA 3767.2° Zaragoza Almond x peach Garnem 2010 Nursery 101 8
IVIA 3767.3¢ Zaragoza Peach x Chinese peach Cadaman® 2010 Nursery 38 8
IVIA 3767.4“ Zaragoza Peach x Chinese peach Cadaman® 2010 Nursery 38 8
CITA4 Zaragoza Peach Catherine 2004 Nursery 17 1
CITAS Zaragoza Peach Catherine 2004 Nursery 17 1
CITA6 Zaragoza Peach Catherine 2004 Nursery 91 1
CITA7 Zaragoza Peach 2004 Nursery 95 1
CITA 8 Zaragoza Peach 2004 Nursery 29 1
CITA12 Zaragoza Peach Honey Royal 2008 Nursery 32 1
CITA13 Zaragoza Peach Gardeta 2008 Nursery 84 1
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
CITA 15 Zaragoza Peach Ryan Sun 2008 Nursery 32 1
CITA19 Zaragoza Peach 2008 Nursery 23 1
CITA 22 Zaragoza Peach 2008 Experimental plot 23 1
CITA 23 Zaragoza Peach Evaisa 2008 Experimental plot 29 1
CITA 24 Zaragoza Almond Ayles 2008 Experimental plot 29 1
CITA 25 Zaragoza Almond 2008 Experimental plot 23 1
CITA 26 Zaragoza Almond x peach Monegro 2008 Experimental plot 39 2
CITA 29 Zaragoza Peach 2008 Experimental plot 29 1
CITA37 Zaragoza Almond Guara 2009 Orchard 63 7
CITA 39 Zaragoza Almond Guara 2009 Orchard 60 7
CITA 40 Zaragoza Almond Guara 2009 Orchard 74 1
CITA43 Zaragoza Almond Guara 2009 Orchard 94 1
CITA 47 Zaragoza Apricot Cristali 2009 Experimental plot 77 1
CITA 48 Zaragoza Japanese plum El Dorado 2009 Experimental plot 89 1
CITA 54 Zaragoza Almond 2010 Experimental plot 39 2
CITA 59 Zaragoza Almond 2010 Orchard 39 2
CITA 64 Zaragoza Almond 2010 Experimental plot 106 2
CITA 69 Zaragoza Peach 2010 Experimental plot 24 1
CITA 75 Zaragoza Almond 2010 Experimental plot 33 1
CITA 76 Zaragoza Almond Guara 2010 Orchard 42 17
CITA 87 Zaragoza Almond 2010 Experimental plot 33 1
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Strain® Province Host of isolation Cultivar Year of isolation Origin Haplotype number Genetic cluster (GC)
CITA 89 Zaragoza Almond Guara 2010 Orchard 55 7
CITA 114 Zaragoza Almond 2011 Experimental plot 33 1
CITA 118 Zaragoza Almond 2011 Nursery 75 1
CITA 121 Zaragoza Peach x almond 2011 Experimental plot 24 1
CITA 123 Zaragoza Almond Guara 2011 Orchard 76 1
CITA 153 Zaragoza Almond x peach Garnem 2012 Experimental plot 24 1
CITA 154 Zaragoza Almond 2012 Orchard 39 2
IVIA 3397.1-1 Unknown Japanese plum 8 15
IVIA 3397.1-2 Unknown Japanese plum 8 15
IVIA 3397.2 Unknown Japanese plum 8 15

® IVIA, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, Moncada, Valencia, Spain; CITA, Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén, Montafiana,

Zaragoza, Spain.

® Strains deposited in the Collection Frangaise de Bactéries Phytopathogénes (CFBP), INRA, Angers, France.

¢ Strains included in the panel test for preliminary primers screening.

d Interception by the Centro de Sanidad y Certificacion Vegetal del Gobierno de Aragén (CSCV), Spain, of Garnem and Cadaman® rootstocks plants from an Italian nursery.
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S4.2 Table. X. arboricola pv. pruni strains from international collections.

Strain® Country of origin Host of isolation Year of isolation Haplotype
CFBP 5229° Argentina Prunus spp. 1996 w3
CFBP 5529° Australia Peach 1964 W15
DAR 33337 Australia Japanese plum 1978 w18
DAR 33420 Australia Peach 1980 W17
DAR 41285 Australia Peach 1982 w1
DAR 41286 Australia Peach 1982 w1
DAR 41287 Australia Peach 1982 W11
DAR 56679 Australia Apricot 1987 w2
DAR 56680 Australia Japanese plum 1987 W2
DAR 61729 Australia European plum 1988 W16
DAR 69849 Australia Peach x almond 1994 w13
CFBP 5722° Brazil Peach 1991 w9
CFBP 1311° Canada w7
CFBP 5562° France Peach 1995 W14
CFBP 5530° Italy Peach 1989 w21
ISF 43 Italy Japanese plum 1993 W22
ISF 463 Italy Peach 1996 W10
ISF 464 Italy Peach 1996 W6
ISF 465 Italy Peach 1996 W12
ISF 515 Italy Peach 1997 W19
ISPaVe B4 Italy Japanese plum w4
CFBP 3894 New Zealand Japanese plum 1953 W20
CFBP 411 USA 1963 W8
CFBP 5720° USA Peach 1987 w23
CFBP 5724° USA Almond W5

® CFBP: Collection Francaise de Bactéries Phytopathogénes, INRA, Angers, France; DAR: Australian Collection of
Plant Pathogenic Bacteria, Rydalmere, Australia; ISF: Culture Collection of C.R.A.: Centro di Ricerca per la

Frutticoltura, Roma, Italia; ISPaVe: Istituto di Patologia Vegetale, Bologna, Italia.
®Strains included in the panel test.

¢ Pathotype strain.
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TR19I

GATTGACGGCACCCACACAG CGTGCCCACCTTT CGATTCC CGATTCC CGATTCC CGATTCC CCAATEE

CAATIEN FCAATCH FCAATCS FEAATEY FOAATCE FGAATE cAccacacaTae

ACCACGGCACAACGTCCTGG

TR541

CTGCATCGGCCTGATCGTGG CCGGGGTGATCGGGCTGAAGCTGGTGGGGTAGT CGTGGTCAGCCCTG
CGTGGTCAGCCC

CACTGCGTGGGCCTGCCTCCCAAGATTTGCTATGCAAACCTTGGGCCCCACTTCGTAGCAGCCTATCCCCCCGC

CTTCGGCGCGCCCCCTTAACAGAAGGGGGCTCTGCTCCAG

TGGGGTGTTGCGAGGTGTGGGGCATAGTTTGCTAGGC GCCGCCA GCCGCCA GCCGEBRATCC
CCAATCC CCAATCC CCAATCC CCAATCC CCAATCC

CCGGCT ACAGCCGGTACGCCACCGCTTT

TROS5II/TRO6II

GTGCAGCACCAGCCAAAGGCAGTTGCATCAGACCCCAGCGCCGCAGATGCTGTCCCGAT TCCCGAT

TCCCGAT TCCCGAT TCCCGAT TCCCGAT TCCCGAT TCCCGAT TCCCGAT TGGCARATR CCCCGAT TCCCARAR

GCCTATGACCTTCCGCGAACCCGTCGAC

TR6711

AGCTCGCAACTGCTTTTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA TTCCCGA
TTCCCGA TTCCCGA ATCCCGA TTCCCGA TTCCC
AGCCCCCAATATGCGAAACTTCCACGATGACAATCGTTCTCATCGCGTTCGCCTTGTATC

TR18II

CCGGCATTTTTTTGGAATCG GGAATCG GGAATCG GGAATCG GGAATCG GGAATCG GGAATC

GGGAATCG GGAATCG GAGAGGCG GGAATCG GAGAGGCG

GGAATCGCAGAAGCGGGGTGTCGCTCTTGCTCTACCTATTCCCCATTCCCAATTCCCGATTCCCAGCCCTCAAA
GCATCCGGCTGATCGTGAA

FIG S4.1. Nucleotide sequence in Xanthomonas arboricola pv. pruni strain CFBP 3894 of
TR loci developed by Cesbron et al. (2014) that were excluded from the analysis (TR19I
and TR54l) or for which new primer combinations were designed (other loci). Color
blocks indicate TRs differing in nucleotide sequence. Underlined regions correspond to
primers designed by Cesbron et al. (2014). For TRO5II and TRO6II, the bold and italicized
regions correspond to TROSII and TROG6Il, respectively. Plain and dashed underlined
regions correspond to primers designed by Cesbron et al. (2014) for TRO5Il and TRO6lII,

respectively.
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5.1 Abstract

Three strains were isolated from nectarine (Prunus persica var. nectarine) trees in
Murcia, Spain, showing similar symptoms to those produced by Xanthomonas
arboricola pv. pruni. First analyses based on serological tests and real time PCR for
such pathogen gave negative results. Therefore, these strains were characterized
and compared with reference strains of Xanthomonas species using a polyphasic
approach including both phenotypic and genomic methods. The 16S rRNA gene
sequences confirmed that these strains belong to genus Xanthomonas. Multilocus
sequence analysis (MLSA) based on the partial sequences of dnaKk, fyuA, gyrB and
rpoD genes clustered the novel strains together in a distinct group separated from
the other species of Xanthomonas, showing similarity values below 95% with the
rest of the species. Average nucleotide identity (ANI) values between the novel
strains were higher than 99.95% confirming that they belong to the same species.
Additionally, pairwise comparisons between the novel strains and other
Xanthomonas species showed ANI values below 91%. The results of the
phenotypic characterization were in accordance to the obtained with molecular
analysis: APl 20 NE and API 50 CH tests showed that the novel strains may be
differentiated from other Xanthomonas species based on the results observed in
nine tests and, in addition, they presented a metabolic pattern that is different to
the strains of X. arboricola according to the results obtained with the BIOLOG GN2
system. Fatty acid profile also supported the observed differences. Furthermore,
pathogenicity tests confirmed that the novel strains were able to produce
symptoms in peach. On the basis of these results, the novel strains represent a
novel species of the genus Xanthomonas, for which the name Xanthomonas

prunicola is proposed. The type strain is CFBP 8353,
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5.2 Introduction

The genus Xanthomonas currently contains 29 bacterial species that are
responsible for diseases in a broad range of economically important crops, such as
stone fruit trees, citrus or rice, and wild plants (Jacques et al., 2016). Taxonomy of
this genus has been always under revision; the first Xanthomonas classification
was based on host specificity, according to the concept “new host-new species”,
leading to a complex genus with more than 100 species (Burkholder and Starr,
1948; Vauterin et al., 2000). Then, Dye and Lelliott (1974) reduced Xanthomonas
species to only five (X. albilineans, X. ampelina, X. axonopodis, X. campestris and
X. fragariae), and included the remaining nomenspecies into the single species X.
campestris. Later, Young et al. (1978) proposed to rename the former
nomenspecies as pathovars of X. campestris; pathovar is an infrasubspecific
taxonomic range, grouping strains responsible for the same symptoms on the
same host range (Dye et al., 1980). Since then, pathovar classification has been

commonly used by all the phytopathologists.

Based on species definition (Wayne et al., 1987; Stackebrandt et al., 2002), it is
mandatory to delineate new species using a polyphasic approach including both
phenotypic and genotypic characters. Phenotypic methods such as conventional
biochemical tests (Van den Mooter & Swings, 1990), pathogenicity tests (Berthier
et al., 1993), fatty acid analysis (Yang et al., 1993) and protein profiling (Vauterin
et al., 1991), among other, have been widely applied in taxonomic studies of the
Xanthomonas members. Molecular methods have also been used, including
plasmid profiling (Lazo and Gabriel, 1987), repetitive sequence-based PCR (rep-
PCR) (Rademaker et al., 2000) and especially DNA-DNA hybridizations (Vauterin et
al., 1995) which has been considered the “gold standard” to delimit bacterial

species (Stackebrandt and Goebel, 1994). However, this technique has several
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drawbacks that limit its use, since it is labour-intensive and time-consuming and
mostly because the impossibility of building incremental databases, in contrast to
sequence information (Goris et al., 2007). Therefore, alternative methods like
multilocus sequence analysis (MLSA) (Young et al., 2008) and the average
nucleotide identity (ANI) between a given pair of genomes (Richter and Rossell6-

Mora, 2009) are the most utilized techniques to delineate new bacterial species.

The major Xanthomonas reclassification was accomplished by Vauterin et al.
(1995) who described 20 Xanthomonas species based on DNA-DNA hybridizations
and physiological tests. Among them, X. arboricola was a new species that
comprised six pathovars including the pathovar pruni. This pathovar grouped the
strains affecting Prunus species, mainly stone fruits and almond, but also some
ornamentals. In subsequent years, further species of the genus have been
identified, as X. cynarae (Trébaol et al., 2000), X. euvesicatoria, X. gardneri, X.
perforans (Jones et al., 2006), X. alfalfae, X. citri, X. fuscans, (Schaad et al., 2007),
X. dyei (Young et al., 2010), and X. maliensis (Triplett et al., 2015).

In our study, three bacterial isolates were obtained from cankers in symptomatic
nectarine trees. Symptoms observed were similar to those produced by X.
arboricola pv. pruni, the causal agent of the bacterial spot disease of stone fruits,
and the bacterial isolates, that also showed morphological features similar to X.
arboricola pv. pruni, were subjected to phenotypic and molecular
characterization. Results confirmed that the novel isolates belong to genus
Xanthomonas, but showed that many of their characteristics differed from those
of the other species previously described in this genus. Therefore, the objective of
this work was to characterize such atypical strains through a polyphasic approach
including pathogenicity tests, phenotypic tests, sequencing of 16S rRNA gene,
multilocus sequence analysis targeting the housekeeping genes dnaKk, fyuA, gyrB
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and rpoD, and comparative whole genome analysis based on average nucleotide

sequence (ANI).

5.3 Materials and Methods

5.3.1 Bacterial strains and growth conditions

In this study, three new Xanthomonas isolates (IVIA 3287.1, IVIA 3287.2 and IVIA
3287.3) were obtained in 2007 from symptomatic nectarines (Prunus persica var.
nectarina) of the cultivar Lourdes found in trees located in one orchard in Murcia
(Spain). They were recovered from cankers in the trunk of the trees after three
days incubation at 25°C in yeast peptone glucose agar (YPGA) medium. The
colonies were purified three times in YPGA and deposited in bacterial collections
with accession numbers CFBP 8353 (IVIA 3287.1), CFBP 8354 (IVIA 3287.2) and
CFBP 8355 (IVIA3287.3).

The three novel isolates were characterized together with 20 strains of X.
arboricola pv. pruni and ten strains of other Xanthomonas species (Supplementary
Table S5.1), all of them previously stored at -80°C in 30% (v/v) glycerol. Prior to
performing the different analysis, the bacteria were grown alternatively on YPGA
medium or Luria-Bertani (LB) agar or trypticase soy broth agar (TSBA), at different

conditions depending on the test.
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5.3.2 Pathogenicity tests

Two different pathogenicity tests were carried out. First, inoculation on detached
leaves of peach GF-305 (Prunus persica) was performed according to Randhawa &
Civerolo (1985). Bacterial suspensions adjusted at 10® CFU mI™ were prepared in
10 mM phosphate buffered saline (PBS) from 48h cultures grown on YPGA
medium. Leaves were surface sterilized and then a 100-fold dilution of the
bacterial suspension was used to inoculate the leaves in the abaxial side.
Inoculation was performed by infiltration using a syringe without a needle and
applying gentle and steady pressure until the mesophyll tissue was water-soaked.
The leaves were placed on 0.5% water agar plates and incubated at 28°C. Three
leaves per isolate were inoculated in two independent experiments. The presence

or absence of typical symptoms was recorded from 5 to 10 days post inoculation

(dpi).

Secondly, the novel isolates were also inoculated in one year old GF-305 plants
cultivated in a greenhouse. Six leaves per plant were inoculated, three on the
abaxial surface by infiltration as described for the detached leaves and three on
the adaxial side by the infiltration of bacterial suspensions at 108 CFU mI™ into the
mesophyll using a syringe fitted with a needle. Two plants were inoculated with
each isolate. Plants were incubated in a growth chamber at 30°C and 16 h
photoperiod, and the presence or absence of symptoms was evaluated through
28 dpi. In both assays, negative and positive controls were included using sterile
distilled water or a suspension of X. arboricola pv. pruni strain ISPAVE B4,

respectively.

Additionally, leaves of tobacco (Nicotiana tabacum) and tomato (Lycopersicon

esculentum) plants were inoculated with bacterial suspensions of the novel
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isolates at 10° CFU ml™, to test for the hypersensitive reaction (HR), according to

Schaad and Stall (1988).

5.3.3 Serological tests and PCR analysis

Standard serological tests and PCR protocols routinely used for the identification
of X. arboricola pv. pruni, were initially used to identify the novel isolates, since

they were isolated from Prunus spp.

Two different serological tests were performed with the novel isolates. First,
indirect immunofluorescence using a polyclonal antibody obtained from X.
arboricola pv. pruni (As69V2) at different concentrations (1:1000, 1:2000, 1:4000
and 1:5000). Secondly, the novel isolates were analyzed with a prototype of
lateral flow immunoassay developed for the detection of X. arboricola pv. pruni
using two other polyclonal antibodies generated from this pathogen (2626.1-WC
and 2626.1-HT) (Lépez-Soriano et al., 2017).

PCR analyses were performed following two protocols used for X. arboricola pv.
prunij detection and identification. Bacterial DNA was extracted from pure cultures
obtained after 48 h incubation in YPGA medium at 25°C, using a simple DNA
extraction method (Llop et al., 1999). Real time PCR protocols using primers
targeting an ABC transporter protein coding gene (Palacio-Bielsa et al., 2011) and
the virulence effector XopE3 (Garita-Cambronero et al. 2017) were performed. In
all the reactions, X. arboricola pv. pruni strain ISPAVE B4 was used as positive

control.
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5.3.4 Sequence analysis of 16S rRNA gene

16S rRNA gene sequences of the three novel isolates were retrieved from the
draft genomic sequences by BLASTn searches (Altschul et al., 1990). 16S rRNA
genes of the novel isolates were aligned with those of the type strains of the

species retrieved from RDP database (http://rdp.cme.msu.edu/) or from the draft

genomic sequences of CFBP 4644" (X. melonis), CFBP 4691" (X. theicola) and CFBP
4924" (X. axonopodis). Alignment (using ClustalW) and phylogenetic tree
reconstruction (using Neighbor-joining method; 100 bootstrap) were conducted

using Mega version 7 (Kumar et al., 2016).

5.3.5 Multilocus sequence analysis

A multilocus sequence typing scheme based on the partial sequences of dnak,
fyuA, gyrB and rpoD genes, which has been previously determined as useful for
characterizing new species of Xanthomonas (Young et al.,, 2008, 2010), was
performed. PCR amplifications were carried out in a 50 pL volume containing 1X
PCR buffer (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100 [pH 9.0]); 0.2 uM of
each primer; 1.25 U Taq DNA polymerase (Biotools, Madrid, Spain); 0.2 mM each
dNTP (Biotools Madrid, Spain); 1.5 mM MgCl2 and 1.0 pg/uL of DNA template. All
PCR reactions were performed in an ABI 2720 thermal cycler (Applied Biosystems,
Foster Urban district, CA, USA) with an initial denaturation at 94°C for 5 min, 40
cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 55°C for 1 min and
extension at 72°C for 2 min, and a final extension step at 72°C for 10 min. PCR
products were sequenced at STAB VIDA (Lisbon, Portugal), and edited using
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 2011). Sequences of the four

housekeeping genes used for MLSA analysis of the Xanthomonas species that
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belong to the phylogenetic group 2 (Young et al. 2008) were obtained from the
National Center for Biotechnology Information  database  (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), and included in the analysis. Sequences obtained

were trimmed to the following sizes: dnak, 890 positions; fyuA, 653 positions;
gyrB, 848 positions and rpoD, 843 positions. Then, sequences were concatenated
to give a total length of 3,234 nucleotide positions. ClustalW version 1.83 (Goujon
et al., 2010) was used for all alignments and the program MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013) was used to determine the best model of evolution for Maximum
Likelihood analysis (ML) based on the Akaike’s information criterion (AIC) (Posada
& Buckley, 2004). For the concatenated gene dataset TN93+G model was selected
and Maximum likelihood trees, using 1,000 bootstrap re-samplings, were
generated using MEGA 6.0. A similarity matrix of the concatenated sequences of
the novel isolates and all the other Xanthomonas species was calculated with
Mega 6.0. Average values with standard deviations for all pairwise comparisons

were obtained.

5.3.6 Comparative whole genome analysis based on average nucleotide

sequence

Genomic DNA was extracted from the novel isolates using the Wizard Genomic
DNA purification kit (Promega). Whole genomes were sequenced using the
Illumina technology on a MiSeq instrument. Libraries of genomic DNA were
performed using the Kit Nextera XT (lllumina, USA). Paired-end reads of 2 x 100 bp
were assembled in contigs using SOAPdenovo 1.05 (Li et al., 2010b) and Velvet

1.2.02 (Zerbino and Birney, 2008). Annotation was performed using EuGene-PP
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(Sallet et al., 2014) with the genome of strain Xoc BLS256 from Xanthomonas

oryzae pv oryzicola as reference.

Draft genomes of the novel isolates were compared with each other and with the
type strains of all described Xanthomonas species. The average nucleotide
identity based on blast algorithm (ANIb) was calculated for each pairwise
comparison using Jspecies software (Richter and Rossello-Mora, 2009). By
definition, two strains having an ANIb value above the 95% threshold belong to

the same species (Richter and Rossello-Mora, 2009).

5.3.7 Phenotypic characterization

Phenotypic characterization of the novel isolates was performed using the
miniaturized tests APl 20 NE and APl 50 CH (bioMérieux). Bacterial strains were
cultured on YPGA medium at 25°C for 48 h. APl 20 NE strips were inoculated with
bacterial suspensions at ODgy 0.5 from 48 h old colonies from plates of YPGA
medium according to manufacturer’s instructions and incubated at 25°C for 48 h.
For API 50 CH strips, the bacterial suspensions were prepared in medium C (Dye,
1968) at ODgy 0.5 and the inoculated strips were incubated at 25°C for 96 h. The
tests were repeated twice and performed also with strains of different species of

Xanthomonas in order to compare with the novel isolates (Table 3).

Additionally, the metabolism of carbon compounds showed by the novel isolates
was evaluated using the BIOLOG GN2 microplate system (Biolog INC., USA) as
described by other authors (Verniere et al., 1993; Garita-Cambronero et al.,
2016c¢) and compared to 24 strains of X. arboricola pathovars corylina, juglandis,

populi and pruni, which were also included in the analysis. Briefly, bacterial strains
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were cultured on Luria Bertani (LB) 2.0% agar plates for 48 h at 27°C.
Subsequently, bacterial colonies were resuspended in phosphate-buffered saline
(PBS) (ODgpo=0.3) and 150 pl of each suspension were inoculated into the BIOLOG
GN2 microplates. Absorbance was measured at 570 nm using a Labsystems
Multiskan RC spectrophotometer (Fisher Scientific, Walthman, USA) after 48 h
incubation at 27°C. Three independent assays, including two microplates per
isolate and three reads per well, were performed. Means from the reads were
calculated and compared to determine the level of substrate utilization related to
a negative control with no bacteria added. The utilization of the carbon
compound was considered positive if the mean was 1.6 times higher than the
negative control and negative when the mean was 1.3 times lower (Garita-
Cambronero et al., 2016c). Due to the presence of variable reactions among the
evaluated strains, only the reactions with positive or negative results in the three
independent assays were considered as valid. For the analysis, the results
obtained were scored to a binary form for each compound as 0 (no utilization of
the carbon source) and 1 (utilization of the carbon compound). Similarity among
the strains was calculated by using the Jaccard’s coefficient and then, results were
subjected to UPGMA cluster analysis. Finally, the reliability of the obtained tree
was determined using the Cophenetic Correlation Coefficient. All the analyses
were computed on NTSYS 2.11T (Exeter Software, Setauket, NY) and graphically

represented using Dendroscope software (Huson et al. 2007).

Fatty acids profiles of the novel isolates were generated following the protocol
described by Rosell6 et al. (2006). Bacterial cultures were grown on trypticase soy
broth agar (TSBA) at 28°C for 24 h. Whole-cell fatty acid methyl esters (FAMEs)
were obtained in four steps: saponification, methylation, extraction and sample

cleaning (Sasser, 1990). Finally, samples were analysed by gas chromatography
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(Hewlet-Packard 5890 gas chromatograph, Agilent Technologies, Palo Alto,
California). FAMEs extractions and chromatographic runs were performed twice

for each bacterial strain.

5.4 Results and discussion

5.4.1 Pathogenicity tests

On detached leaves of GF-305 peach plants, the novel isolates produced similar
symptoms to those caused by X. arboricola pv. pruni. On the adaxial side of the
leaves brown spots were observed at 7 dpi, which evolved to bigger and dark
lesions after 10 dpi. Some exudates were also observed on the abaxial surface. In
whole plants of GF-305 inoculated with the novel isolates, small necrotic spots
were observed at 5 dpi which after became bigger. Some leaves showed severe
necrotic lesions at 12 dpi causing in some cases leaf dieback, confirming their
pathogenicity on Prunus spp. (Fig. 1). Quite similar symptoms were observed on
detached leaves and whole plants inoculated with the X. arboricola pv. pruni
strain ISPAVE B4, but not in the negative controls. Colonies showing the same
morphological type as the inoculated isolates were recovered from the diseased

tissues.

Finally, the three novel isolates obtained from nectarine were able to elicit a HR
on tomato and tobacco leaves in 24 h and 72 h, respectively, confirming their

pathogenicity.
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Fig. 1. Symptoms caused by the novel isolates in GF-305 peach plants. (A) Plant
inoculated with the novel isolate CFBP 8353 using two types of bacterial infiltration. (B)
Detail of the leaf lesions caused by the inoculation on the abaxial side. (C) Detail of the
necrotic spot caused by the inoculation on the adaxial surface of the leaves. (D) Positive
control, GF-305 peach plant inoculated with X. arboricola pv. pruni strain ISPAVE B4. (E)

Negative control, GF-305 peach plant inoculated with sterile distilled water.

5.4.2 Serological tests and PCR analysis

The novel isolates were analyzed with immunofluorescence and a lateral flow
immunoassay, using in both methods polyclonal antibodies obtained from X.
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arboricola pv. pruni. In the immunofluorescence assay, different concentrations of
the same antibody (As69V2) were used, obtaining negative results in all cases. The
novel isolates were also negative with the lateral flow immunoassay, a method
that has been recently developed for the detection of X. arboricola pv. pruni in

symptomatic field samples of Prunus spp. (Lopez-Soriano et al., 2017).

The differences were also confirmed by the PCR results. Isolates were analyzed
with two different real time PCR protocols for the detection of X. arboricola pv.
pruni (Palacio-Bielsa et al., 2011; Garita-Cambronero et al, 2017). No

amplification was observed with either of the two protocols.

Results obtained with serological tests and real time PCR analysis confirmed that
the isolates pathogenic to nectarine could not be considered as strains of X.

arboricola pv. pruni.

5.4.3 Sequence analysis of 16S rRNA gene

The 16S rRNA sequences from the three novel isolates were 100% identical. Blastn
analysis on NCBI showed that this three isolates clearly belong to Xanthomonas
genus and share 99% similarities with other Xanthomonas species (X. vesicatoria,
X. oryzae, X. pisi, X. citri, X. campestris, X. arboricola) (results not shown).
Phylogenetic analysis of the 16S sequences of types strains of Xanthomonas
species showed that these strains belonged to the group 2 of the genus as defined

by Young et al., (2008) (Fig. 2).
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DSM19128T | Xanthomonas euvesicatoria
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— LMG 9322T | Xanthomonas citri

— ATCC 49119T | Xanthomonas phaseoli
LMG 826T | Xanthomonas fuscans
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LMG 9325T | Xanthomonas alfalfae

120 DSM 3849T | Xanthomonas citri
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LMG 8678T | Xanthomonas codiaei
;FIFBPSBSST | Xanthomonas prunicola sp. nov.

CFBP8354T | Xanthomonas prunicola sp. nov.
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2?_ CFBP8355T | Xanthomonas prunicola sp. nov.

N LMG 747T | Xanthomonas arboricola

—I LMG 733T | Xanthomonas hortorum

- LMG 5047T | Xanthomonas oryzae
LMG 947T | Xanthomonas bromi

43 LMG 673T | Xanthomonas cassavae
LMG 847T | Xanthomonas pisi

—— LMG 708T | Xanthomonas fragariae
ICMP 12167T | Xanthomonas dyei

— LMG 5743T | Xanthomonas populi

LMG 911T | Xanthomonas vesicatoria
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100

0.005

Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree reconstructed from 16S rDNA sequences of
type strains of Xanthomonas. Bootstraps values (100 replicates) superior to 50% are
displayed. The novel strains display similar sequences belonging to group 2 of
Xanthomonas genus (Young et al., 2008).
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5.4.4 Multilocus sequence analysis

Maximum likelihood analysis of the concatenated nucleotide sequences (3,234
nucleotide positions) showed that all the strains representing the Xanthomonas
species according to Young et al. (2008) were grouped in agreement with the
taxonomical classification of the species of the genus. Bootstrap values for most
species branch nodes exceeded 90%. The three strains analyzed here were
clustered together in a distinct group separated from the other species described
in Xanthomonas (Fig. 3) and showed a 100% of nucleotide sequence similarity
(Table 1). The mean nucleotide similarity among this group and the known species
of Xanthomonas was 93.4 + 0.3% and its closest related species were X. vasicola
pv. holcicola and X. oryzae pv. oryzicola which expressed a similarity values of
94.98 + 0.34% and 94,64 + 0.35%, respectively (Table 1). All the similarity values
obtained between the group of the novel isolates and the other Xanthomonas
species were lower than 96% which is the cutoff point proposed by Young et al.,
(2008) for the species differentiation, thus confirming this group of strains as a

new species of Xanthomonas.
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9 — X citri pv. glvcines ICMP 5732
X citri pv. citri ICMP 24
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X axonopodis pv. vasculorum ICMP 304
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X axonopodis pv. phaseoli ICMP 5834
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X axonopodis pv. alfalfae ICMP 4765
97X aifalfae subsp. citrumelonis ICMP 10009
X melonis ICMP 8683
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X vasicola pv. holcicola ITCMP 3103
X prunicola sp. nov. CFBP 8353
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100 X campestris pv. raphani ICMP 1404
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Fig. 3. Maximum likelihood analysis of the concatenated partial nucleotide sequences of
dnaKk, fyuA, gyrB and rpoD genes representing the phylogenetic position of the novel
isolates within the Xanthomonas genus. Novel isolates appear in bold and the remaining
strains are a selection of reference strains of Xanthomonas reported in Young et al. (2008).

Bootstrap values (1,000 replicates) are shown over or below the branches.
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Table 1. Similarity (%) between sequences of concatenated nucleotides of dnaKk, fyuA,

gyrB and rpoD (3234 bases) of the novel isolates with other Xanthomonas species.

X. prunicola sp. nov X. prunicola sp. nov.

X. alfalfae 94.03 +0.42 X. fragariae 90.78 +0.57
X. arboricola 93.94 +0.38 X. gardneri 93.06 £ 0.48
X. axonopodis 93.67 £0.39 X. hortorum 92.64 +0.46
X. bromi 93.97 £ 0.46 X. melonis 92.33+0.50
X. campestris 90.82 +0.54 X. oryzae 94.64 +0.35
X. cassavae 92.38£0.43 X. pisi 94.54 £ 0.41
X. citri 93.86 £ 0.41 X. populi 90.99 £ 0.56
X. codiaei 91.60+0.48 X. vasicola 94.98 +0.34
X. cucurbitae 92.21+0.51 X. vesicatoria 93.17 +0.47
X. cynarae 93.17£0.49 X. prunicola sp. nov. 100

X. euvesicatoria 94.14 £ 0.41

5.4.5 Comparative whole genome analysis based on average nucleotide

sequence

ANIb values between novel isolates were higher than 99.95% confirming that the
three strains should be classified in the same species. All ANIb values in pairwise
comparisons with type strains of already described species were far below the
95% delineation cutoff. In accordance with MLSA results, the highest ANIb values
were obtained with X. oryzae (90.88 - 91.13%) and X. vasicola pv. holcicola (90.75
- 90.92%) (Table 2). The ANI calculation support the MLSA conclusion that the
three novel isolates represent a novel species within Xanthomonas group 2 clade

whose closest relative species are X. oryzae and X. vasicola.
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Table 2. ANIb values (%) obtained by pairwise comparisons between the novel isolates

and all described Xanthomonas species.

X. prunicola sp. X. prunicola sp.

nov. CFBP8353"* nov. CFBP8353™
X. albilineans CFBP 2523" 75.64-75.92  X. gardneri ATCC 19865" 86.16 - 86.39
X. alfalfae CFBP 7686' 89.29-89.40  X. hortorum CFBP4925" 86.21-86.31
X. arboricola CFBP 2528" 86.66-86.69  X. hyacinthi CFBP1156" 78.19 - 78.20
X. axonopodis CFBP 49247 89.13-89.26  X. melonis CFBP4644" 85.05-85.30
X. bromi CFBP 1976" 88.83-89.30  X. maliensis M97" 81.35-81.48
X. campestris ATCC 339137 84.47-84.58  X.oryzae ATCC 35933" 90.88-91.13
X. cassavae CFBP 4642" 85.94 - 86.09 X. perforans CFBP7293" 89.35 - 89.52
X. citri LMG 9322" 89.20-89.40  X. pisi CFBP4643" 87.33-87.38
X. codiaei CFBP 4690" 85.54-85.87  X. populi CFBP1817" 85.54 - 85.86
X. cucurbitae CFBP2542" 84.46-85.06  X. sacchari CFBP4641" 77.57-77.70
X. cynarae CFBP4188" 86.18-86.31  X. theicola CFBP4691" 77.90 - 78.15
X. euvesicatoria LMG 27970"  89.25-89.34  X. translucens CFBP 2054 77.96 - 78.27
X. dyei CFBP7245" 86.19-86.14  X. vasicola CFBP2543" 90.75-90.92
X. fragariae LMG 25863 85.50-85.96  X. vesicatoria ATCC 35937" 85.94 - 86.00
X. fuscans CFBP6165" 89.29-89.45  X. prunicola sp. nov. 100.00

CFBP8353"

* Reciprocal values of ANIb between the compared species are shown.

5.4.6 Phenotypic characterization

Phenotypic characteristics obtained with APl 20 NE and API 50 CH tests showed
that the novel isolates can be differentiated from other members of the genus
Xanthomonas by the results observed in nine tests (Table 3). Especially significant
were the differences observed in the assimilation of mannitol and D-arabinose,
that were positive in the novel strains and negative in the rest of Xanthomonas

strains with the exception of X. oryzae pv. oryzae which showed a weak positive
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reaction with the second carbohydrate. Both phenotypic characters are useful to
distinguish the novel isolates from the other species of Xanthomonas. It is
remarkable the differences between the novel isolates and X. arboricola pv. pruni

both affecting P. persica.

Table 3. Phenotypic characteristics that differentiate three novel isolates from other

Xanthomonas reference strains.

Taxa: 1, Xanthomonas prunicola sp. nov.; 2, X. arboricola pv. juglandis CFBP 2528"; 3, X.
arboricola pv. populi CFBP 3123""; 4, X. arboricola pv. pruni CFBP 3894°"; 5, X. campestris
pv. campestris CFBP 5241T; 6, X. cynarae CFBP 4188T; 7, X. hortorum pv. hederae CFBP
4925T; 8, X. oryzae pv. oryzae CFBP 2532T; 9, X. vasicola pv. holcicola CFBP 2543T; w,

weakly positive.

Characteristic 1 2 3 4 5 6 7 8 9
In API 20NE:

Gelatin + + + + + + + - -
Mannitol + - - - - - - - -
Maltose + + + - - - - - -
In API 50CH:

D-arabinose + - - - - - - w -
L-arabinose - - - - - + - - -
N-acetylglucosamine - - w w - w - + w
Salicin - - + - - - - - -
D-fucose + + w w w + - - -
L-fucose + - w - + w - - w
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Analysis of the carbon metabolic profile using the BIOLOG GN2 microplate system
showed that the three novel isolates presented a metabolic pattern that is
different to the strains of X. arboricola, as represented in the dendogram obtained
from the similarity analysis (Fig. 4). The three strains pathogenic to nectarine
formed a homogeneous group that was distinct from the other X. arboricola
strains, some of them causal agents of bacterial spot disease on Prunus species.
Fifteen carbon sources compounds were utilized by the three novel isolates,
whereas 41 carbon sources were not used and 39 showed variable reaction and,
therefore, were considered as not informative. According to this profile, they
differed from the strains of X. arboricola in the ability to catabolize gentibiose, cis-

aconitic acid and L-alaninamide.
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—

Xap 10.0400

Xap CFBP 3894
Xap CFBP 5530
Xap CFBP 5724
Xap IVIA 3162
Xap IVIA 3487-1
Xap 10.0343

Xap 10.0439

Xap CITA 33

Xap CITA 4

Xap CITA 46

Xap CITA 70

Xap CITA 9

Xap IVIA 2626.1
Xap IVIA 2647-1-2
Xap IVIA 2826-1
Xap IVIA 2832-10
AXap IVIA 2161-2
Xap CITA 11
CITA 44

Xap IVIA 2647-3-1
Xgj IVIA 2113

Xac CFBP 1846
Xapo CFBP 3123
X. prunicola sp. nov. CFBP 8353

X. prunicola sp. nov. CFBP 8354
X. prunicela sp. nov. CFBP 8355

Fig. 4. Comparative cluster analysis of the carbon compound utilization profile of novel

isolates of Xanthomonas and those of X. arboricola according to the BIOLOG GN2

microplate system. Cluster analysis was constructed based on 57 informative substrates.

Data were computed using the UPGMA model. Reliability of the tree was determined by

the Cophenetic Correlation Coefficient (r = 0.988). Novel isolates appear in bold.

Fatty acids profiles of the novel isolates were typical of Xanthomonas. They were

very similar to those obtained with the strain ISPAVE B4 of X. arboricola pv. pruni,

and to the profiles determined for other Xanthomonas species according to

Saddler and Bradbury (2005). The predominant fatty acids were iso C;s., Summed

feature 3 (Cy5.1 w7c and/or iso Cys.o 2-OH), anteiso Ci5.¢ and Cig. 0.
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All the results presented in this study showed that the three isolates pathogenic
to nectarine belong to the genus Xanthomonas. The polyphasic approach used to
identify these isolates included phenotypic methods (APl 20 NE and APl 50 CH
tests, BIOLOG and fatty acids profile) and molecular analysis (16S rRNA
sequencing, MLSA and ANI values). The results obtained confirmed that these
strains form a homogeneous group distinct from the other Xanthomonas species,
and fulfilled the recommended criteria for the definition of a novel species
(Stackebrandt et al., 2002). It is therefore proposed that the novel isolates be
designated as a new species of the genus Xanthomonas, and the name

Xanthomonas prunicola sp. nov. is proposed.

5.5 Description of Xanthomonas prunicola sp. nov.
Xanthomonas prunicola (pru.ni.cola), meaning inhabitant of species of Prunus.

Bacterial cells are Gram-negative, non-spore-forming, strictly aerobic, straight
rods and motile by a single polar flagellum. Colonies grown on YPGA medium for
48 h at 25°C are circular, smooth, slightly convex, mucoid, 2-3 mm in diameter and
produce the yellow xanthomonadin pigment. They are catalase-positive, oxidase-
negative, urease-negative, esculin-positive and do not reduce nitrates. In the API
20NE (bioMérieux) system, they are positive for B-glucosidase and B-galactosidase
activity, gelatin and the assimilation of glucose, mannose, mannitol, N-acetyl-
glucosamine, maltose, malic acid and trisodium citrate but they are negative for
the other tests of the strip. In the API 50CH (bioMérieux), D-arabinose, esculin, D-
fucose and L-fucose are utilized. Using BIOLOG GN2 microplates, the strains show
metabolic activity on the following carbon sources: D-cellobiose, D-fructose,

gentibiose, a-D-glucose, D-mannose, D-psicose, sucrose, D-trehalose, cis-aconitic-
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acid, a-keto-glutaric-acid, succinic acid, bromosuccinic acid, L-alaninamide, L-
glutamic acid and glycyl-L-aspartic acid. The strains lack metabolic activity on: a-
cyclodextrin, N-acetyl-D-galactosamine, adonitol, L-arabinose, i-erythritol, m-
inositol, D-mannitol, D-melobiose, D-raffinose, L-rhamnose, D-sorbitol, acetic acid,
citric acid, formic acid, D-galactonic-acid lactone, D-galacturonic acid, D-gluconic
acid, D-glucosaminic acid, y-hidroxybutyric acid, p-hydroxy phenylacetic acid,
itaconic acid, a-keto valeric acid, sebacic acid, glucuronamide, L-asparagine, L-
histidine, L-leucine, L-phenylalanine, L-pyroglutamic acid, D-serine, y-amino
butyric acid, inosine, uridine, thymidine, phenyethyl-amine, putrescine, 2-
aminoethanol, 2-3 butanediol, D.L-a-glycerol phosphate, a-D-glucose, D-glucose-
6-phosphate. The predominant fatty acids are (in decreasing order): iso Cys . o,
summed feature 3 (Cy5.1 w7c and/or iso Cy5.9 2-OH), anteiso Cis.q, Cig:0, 150 Ci7: 0
and iso Cy7.7 w9c, iso Cy1.g, C12.9 3-OH, iso C43.9 3-OH, Cy5.¢, is0 Ci6.0, Cia.0, iSO Cyq
.0 3-OH, Cy7.1 w7c, Cyy. o, unknown fatty acid of equivalent chain-length (ECL) 11

799, Ci5.1 w9c, Ci5.1 w7c and, as a minor component, anteiso Cy7. 0.

Strains do not react with the polyclonal antibodies As69V2, 2626-WC and 2626-HT
designed for the specific detection of X. arboricola pv. pruni in a

immunofluorescence test and lateral flow immunoassay, respectively.

PCR analyses give negative results using the X. arboricola pv. pruni primers
advised for its identification (Palacio-Bielsa et al., 2011; Garita-Cambronero et al.,

2017).

Strains are clearly differentiated from all other Xanthomonas spp. based on a
concatenated sequence of dnak, fyuA, gyrB and rpoD genes and ANI values

obtained by whole genome comparisons.
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Strains are pathogenic to P. persica, producing necrotic spots after inoculation on
detached leaves and whole plants. Additionally, they elicit a hypersensitive

reaction when inoculated in tobacco and tomato leaves.

The type strain is IVIA 3287.1 (CFBP 8353)
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S5.1 Table. Details of strains used in this study.

Strain’ Species Host Year of isolation Origin Other collection accesion numbers’
CFBP 8353' Novel isolate Prunus persica var. nectarina 2007 Spain

CFBP 8354 Novel isolate Prunus persica var. nectarina 2007 Spain

CFBP 8355 Novel isolate Prunus persica var. nectarina 2007 Spain

CITA 44 X. arboricola Prunus mahaleb 2009 Spain

CFBP 1846 X. arboricola pv. corylina Corylus avellana 1975 France

CFBP 2528" X. arboricola pv. juglandis Juglans regia 1956 New Zealand ATCC 49083, ICMP 35, LMG 747, NCPPB411
IVIA 2113 X. arboricola pv. juglandis Juglans regia 2010 Spain

CFBP 3123 X. arboricola pv. populi Populus x euramericana 1979 The Netherlands ICMP 8923, LMG 12141

CFBP 3894"™ X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 1953 New Zealand ATCC 19316, ICMP 51, LMG 852, NCPPB 416
CFBP 5530 X. arboricola pv. pruni Prunus persica 1989 Italy CFBP 5530

CFBP 5724 X. arboricola pv. pruni Prunus amygdalus Unknown USA CFBP 5724

10.0343* X. arboricola pv. pruni Prunus laurocerasus 2010 The Netherlands

10.0400* X. arboricola pv. pruni Prunus laurocerasus 2010 The Netherlands

10.0439* X. arboricola pv. pruni Prunus laurocerasus 2010 The Netherlands

CITA 4* X. arboricola pv. pruni Prunus persica 2004 Spain

cITAa 9 X. arboricola pv. pruni Prunus persica 2008 Spain

ciTa 11’ X. arboricola pv. pruni Prunus persica 2008 Spain

CITA 33 X. arboricola pv. pruni Prunus amygdalus 2009 Spain

CITA 46" X. arboricola pv. pruni Prunus persica 2009 Spain

CITA 70 X. arboricola pv. pruni P. persica x P. amygdalus 2010 Italy

IVIA 2626.1F X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2002 Spain
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IVIA 2647-1-2°  X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2002 Spain

IVIA 2647-3-1°  X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2002 Spain

IVIA 2826.1F X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2003 Spain

IVIA 2832.10° X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2003 Spain

IVIA 3161.2F X. arboricola pv. pruni Prunus amygdalus 2006 Spain

IVIA 3162 X. arboricola pv. pruni Prunus amygdalus 2006 Spain

IVIA 3487.1% X. arboricola pv. pruni Prunus salicina 2008 Spain

cFBP 5241™ X. campestris pv. campestris Brassica oleracea var. gemmifera 1957 United Kingdom ATCC 33913, ICMP 13, LMG 568, NCPPB 528
CFBP 4188" X. cynarae Cynara scolymus 1996 France ICMP 16775

CFBP 4925™ X. hortorum pv. hederae Hedera helix 1994 USA ICMP 453, ICPB XH5, LMG 733, NCPPB 939
CFBP 2532" X. oryzae pv. oryzae Oryza sativa 1965 India ATCC 35933, ICMP 3125, LMG 5047, NCPPB 3002
CFBP 2543" X. vasicola pv. holcicola Sorghum vulgare 1969 New Zealand ICMP 3103, LMG 736, NCPPB 2417

" ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA; CFBP: Collection Frangaise de Bactéries Phytopathogenes, INRA, Angers, France; CITA: Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén, Montafiana, Zaragoza, Espafia; ICMP: International Collection of Microorganisms from Plants, Lincoln, New Zealand;
ISPAVE: Istituto Sperimentale per la Patologia Vegetale, Roma, Italy; IVIA: Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, Moncada, Valencia, Espafia; LMG: Laboratorium

voor Mikrobiologie, Universiteit Gent, Gent, Belgium; NCPPB: National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, York, UK.
" Strains included in the AP1 20 NE and API 50 CH tests.

¥ Strains included in the BIOLOG assay.
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Discusion general

La mancha bacteriana es una de las enfermedades mas graves que afectan a los
frutales de hueso y al almendro. Estd causada por la bacteria X. arboricola pv.
pruni, patégeno que esta considerado como organismo de cuarentena tanto por
la UE como por la EPPO. En los ultimos anos se han producido muchos brotes de
esta enfermedad en varios paises de Europa, entre los que se encuentra Espafia,
por lo que se trata de una enfermedad emergente en este continente. Es por
tanto necesario aumentar nuestro conocimiento sobre este patégeno para poder
desarrollar y mejorar estrategias de control efectivas. Como ocurre con la mayoria
de las bacteriosis de plantas, la mancha bacteriana es muy dificil de controlar una
vez establecida, por lo que dichas estrategias deberan ir destinadas en primer
lugar a la prevencion de la enfermedad, tomando las medidas necesarias para
evitar o reducir nuevas introducciones, y en segundo lugar, deberdn centrarse en
minimizar los costes derivados de la enfermedad, reduciendo su incidencia y

limitando su diseminacion a nuevas areas.

Uno de los pilares sobre los que se sustenta una buena estrategia de control
preventivo es la disposicion de métodos de deteccion eficientes, que permitan un
diagnodstico de la enfermedad rdpido y preciso para poder tomar, en el menor
tiempo posible, las medidas necesarias para su control. En ese sentido, como
primer objetivo de esta tesis, se ha desarrollado un prototipo de tiras de flujo
lateral que permite la rapida deteccidn de X. arboricola pv. pruni en muestras de
campo naturalmente infectadas y proporciona una herramienta alternativa a los

métodos tradicionales de diagndstico.

Las tiras de flujo lateral se desarrollaron a partir de dos anticuerpos policlonales

previamente obtenidos a partir de X. arboricola pv. pruni (2626-WCy 2626-HT). El
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uso de cada uno de esos anticuerpos por separado no permitia una deteccion
especifica del patdgeno mediante test ELISA, observdndose reacciones cruzadas
con otras especies de Xanthomonas como X. campestris pv. campestris, X.
hortorum pv. pelargonii, X. axonopodis pv. vitians, X. vesicatoria o X. cynarae
(Lépez et al., 2010; Palacio-Bielsa et al., 2012). Sin embargo, su uso combinado en
las tiras de flujo lateral, uno de ellos conjugado con nanoparticulas de carbono
(2626-WC) vy el otro fijo en la linea de ensayo de la tira (2626-HT), permite una
deteccion mas especifica de X. arboricola pv. pruni. Esta diferencia de
especificidad observada entre el test ELISA y las tiras de flujo lateral usando los
mismos anticuerpos podria deberse a que en cada técnica seroldgica intervienen
distintos antigenos, que hacen que en unos casos se produzcan reacciones
cruzadas con cepas de otras especies y en otros casos no. En nuestro caso, las
tiras de flujo lateral dieron resultado positivo con las 87 cepas de X. arboricola pv.
pruni analizadas, procedentes de nueve paises de tres continentes distintos y
aisladas en los principales huéspedes de la bacteria. AUn asi, también se obtuvo
resultado positivo con cuatro cepas de X. arboricola pv. corylina, agente causal de
la mancha y necrosis bacteriana del avellano (Lamichhane y Varvaro, 2014). Sin
embargo, el hecho de que las cepas de este patovar nunca se hayan aislado en
especies del género Prunus no limita la fiabilidad practica de las tiras de flujo
lateral como herramienta eficaz para la deteccién especifica de X. arboricola pv.

pruni.

Las tiras de flujo lateral han demostrado su fiabilidad y precisién para el andlisis
de muestras sintomaticas y los resultados obtenidos son comparables a los
mostrados por dos de las técnicas mas utilizadas de forma rutinaria en los
laboratorios de diagndstico de bacterias fitopatdgenas, como son el aislamiento

en medio de cultivo y la PCR en tiempo real. Ademds presentan una serie de
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ventajas, como su sencillez, su bajo coste y su facilidad de uso, por lo que no se
necesita personal cualificado ni entrenamiento previo para su empleo. Pero sin
duda, su principal ventaja es que permiten su uso directamente en campo,
obteniendo con ellas resultados precisos en menos de 15 minutos, lo que le
convierte en una excelente herramienta para realizar un diagnéstico preliminar de
la mancha bacteriana. Ademas, permiten descartar la infeccidn por otros
patdégenos de frutales de hueso que causan sintomas similares como
Pseudomonas syringae pv. persicae, P. syringae pv. syringae (Lépez et al., 2012) o
incluso el nuevo patdgeno descrito en esta tesis X. prunicola, cuyas cepas se

analizaron con las tiras dando resultado negativo.

En ese sentido, se estd pensando en su posible comercializacion, para lo que se
contactara con distintas empresas del sector del diagndstico fitopatoldgico, como
por ejemplo la empresa norteamericana Agdia, que ya ha mostrado interés en
adquirir los anticuerpos obtenidos en el IVIA para comercializar kits de
diagndstico. El objetivo final es que esta técnica pueda ser aplicada de forma
rutinaria por inspectores, viveristas y técnicos. Para ello, sera necesario realizar
una validacion adicional mediante el analisis de muestras naturalmente infectadas
de distintos origenes geograficos y cubriendo toda la gama de huéspedes de la
bacteria, ademas de muestras preparadas con distintas dosis de inéculo segin
indica la EPPO (EPPO, 2014). Los analisis se deberan realizar en distintos

laboratorios para evaluar la robustez de este método.

Otro aspecto fundamental a tener en cuenta para el desarrollo de una estrategia
de control eficiente frente a X. arboricola pv. pruni, es el conocimiento de la
diversidad y la epidemiologia del patédgeno, asi como sus rutas de entrada en
nuevas areas, que nos proporcionan informacidén muy valiosa para el disefio de
estrategias preventivas encaminadas tanto a evitar nuevas introducciones como a
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impedir la diseminacion de la bacteria. En ese sentido, como segundo objetivo de
esta tesis, se ha evaluado la diversidad genética existente en una coleccién de 239
cepas de X. arboricola pv. pruni aisladas en Espafia, representativas de los
distintos brotes de la enfermedad que se han producido en 11 provincias desde
que se detecté por primera vez en 2002, con el objetivo de conocer las posibles
relaciones entre ellas y su origen en Espaiia. Este es el primer estudio en el que se
evalua la diversidad genética de una amplia coleccién de cepas X. arboricola pv.
pruni aisladas en un solo pais. Ademads, dicha coleccién contiene practicamente la
totalidad de las cepas que se han aislado en Espafia hasta el afio 2013, dado que
son las que se han recibido en el Laboratorio Nacional de Referencia de Bacterias

Fitopatdgenas del Ministerio de Agricultura desde la primera deteccién.

X. arboricola pv. pruni es un patégeno que presenta muy baja diversidad genética
entre sus cepas, como ha quedado demostrado en numerosos estudios utilizando
diversas metodologias (Zaccardelli et al., 1999; Boudon et al., 2005; Barionovi y
Scortichini, 2006; Fischer-Le Saux et al., 2015), por lo que se decidié usar la
técnica del MLVA, que habia demostrado su gran poder de resolucidon en
anteriores trabajos con esta bacteria (Bergsma-Vlami et al., 2012; Cesbron et al.,

2014).

El andlisis de la estructura poblacional de la coleccién de cepas espafiolas ha
mostrado que ésta es muy heterogénea genéticamente, ya que se han clasificado
las cepas en 18 grupos genéticos claramente diferenciados. En general, no han
podido establecerse relaciones entre la mayoria de las cepas aisladas en las
distintas provincias espafiolas, ya que los andlisis comparativos entre ellas
mostraron diferencias significativas, sugiriendo que los distintos brotes se han
producido como resultado de multiples introducciones de la bacteria en Espafia.
Incluso en alguin caso, cepas aisladas en la misma provincia y en el mismo afio han
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mostrado grandes diferencias a nivel genético. Resulta muy interesante el caso de
las cepas aisladas en la provincia de Badajoz en 2002, y que son las responsables
del establecimiento inicial del patégeno en Espafa. Estas cepas procedian de
cuatro brotes diferentes y mostraron unos perfiles genéticos muy distintos entre

si, lo que podria indicar que cada uno de los brotes tuvo un origen diferente.

Aun asi, los resultados del MLVA si que nos han permitido relacionar en algin
caso, cepas aisladas en al menos seis provincias y que mostraban perfiles
genéticos muy parecidos, idénticos en algunos casos, indicando que podrian tener
el mismo origen. Lo mas llamativo es que en todos estos casos la mayoria de las
cepas se aislaron en dos viveros de Valencia y Zaragoza, respectivamente, entre
los cuales tenemos evidencias de que ha habido intercambio de material vegetal.
En ese sentido, aparte del gran poder de resolucion del MLVA, ha sido
fundamental disponer de informacién adicional sobre las cepas gracias a los
laboratorios de Sanidad Vegetal de las distintas comunidades autdnomas, que nos
ha permitido conocer, en algunos casos con exactitud, de qué planta procedia

cada una de las cepas y si éstas a su vez procedian de un vivero o de otro.

Ello nos permite destacar el papel que juegan los viveros, tanto en la introduccién
de X. arboricola pv. pruni en Espaia, constituyendo las principales vias de entrada
del patégeno, como en su diseminacion a nivel local. En los ultimos afos se han
producido varias intercepciones de material vegetal contaminado en viveros
espafoles procedentes de otros paises (Palacio-Bielsa et al., 2014),
principalmente de Italia, donde la enfermedad es endémica en muchas zonas
(Battilani et al., 1999). En algunos casos se trataba de plantas asintomaticas con
infecciones latentes, ya que esta bacteria puede sobrevivir en varios drganos de la
planta sin producir sintomas (Shepard y Zehr, 1994; Palacio-Bielsa et al., 2014;
Loreti et al., 2015). Por lo tanto, es muy probable que estas plantas pasen de un
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vivero a otro de forma inadvertida, y de ahi a campo, y que solo cuando se den las
condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la enfermedad

aparezcan los primeros sintomas.

Es conveniente resaltar, que la metodologia disefiada también puede ser aplicada
al andlisis de la relacidn entre nuevos brotes de la bacteria en Espaiia o en otros
paises europeos, lo que permitiria conocer mejor las vias de diseminacion de la
bacteria en la UE y por lo tanto, poder disefiar estrategias preventivas mas

eficientes.

Por otro lado, se intentd evaluar si era posible encontrar un posible origen de las
cepas espafiolas comparandolas con 25 cepas de referencia de X. arboricola pv.
pruni procedentes de ocho paises de tres continentes distintos. Los resultados
mostraron grandes diferencias entre ellas, no permitiendo de forma clara
relacionar nuestras cepas con las del resto de paises. Pero también es cierto que
nuestro esquema de MLVA, formado principalmente por microsatélites, no es el
mas adecuado para evaluar las relaciones filogenéticas entre cepas poco
relacionadas epidemioldogicamente (Pruvost et al., 2014; Leduc et al., 2015; Poulin
et al., 2015). Para ese tipo de analisis habria que recurrir a otro tipo de
marcadores con una tasa evolutiva mas baja, como son los minisatélites (Bui Thi
Ngoc et al., 2009a; 2009b). Ademas, se deberian incluir muchas mas cepas de
otros paises, especialmente de aquellos de los que se importa material vegetal de

propagacion, tema que debera ser objeto de futuras investigaciones.

Finalmente, entre la diversidad de cepas de Xanthomonas espafiolas obtenidas en
especies de frutales del género Prunus, se seleccionaron tres cepas aisladas en
una parcela de nectarinos en la provincia de Murcia, regién donde nunca se ha

detectado X. arboricola pv. pruni, en la que se observaron arboles con sintomas
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similares a los producidos por esta bacteria. Se caracterizaron tres aislados cuyas
colonias presentaban un fenotipo tipico de Xanthomonas. En un primer momento
se pensd que dichas cepas pertenecian a X. arboricola pv. pruni, ya que se habian
aislado en una especie del género Prunus y los sintomas coincidian con los
producidos por este patégeno. Al iniciar el proceso de identificacion de las cepas,
los primeros analisis basados por un lado, en un test de inmunofluorescencia
usando un anticuerpo policlonal obtenido a partir de X. arboricola pv. pruni, y por
otro, en un protocolo de PCR usando iniciadores especificos para este patdgeno,
resultaron negativos, ademas el perfil bioquimico basado en test APl 20 NE y API
50 CH tampoco coincidia con el de X. arboricola pv. pruni, por lo que todo hacia
indicar que las cepas no solo no pertenecian a este patovar, sino que podia
tratarse de una nueva especie. A la vista de estos resultados, y como tercer
objetivo de esta tesis, se decidid realizar una caracterizacién de las tres cepas a
través de un estudio polifasico (Kdmpfer y Glaeser, 2011) incluyendo una
combinacion de métodos fenotipicos y técnicas moleculares, que es obligatorio
para la correcta descripcion de una nueva especie (Wayne et al., 1987,

Stackebrandt et al., 2002).

En primer lugar, el analisis de las secuencias del gen 16S rRNA de las tres cepas
reveld que éstas pertenecen al género Xanthomonas, sin embargo, el bajo poder
de resolucidn de este método debido a la naturaleza conservadora de este gen,
no permite la clasificacién a nivel de especie en este género (Richter y Rossell6-
Mora, 2009; Kampfer y Glaeser, 2011). En ese sentido, las tres cepas se analizaron
con las dos técnicas mas utilizadas actualmente para definir una nueva especie
bacteriana y que sustituyen a la ya obsoleta hibridacion ADN-ADN como técnicas
de referencia en estudios taxondmicos (Goris et al., 2007; Richter y Rossellé-

Mora, 2009). Por un lado, el analisis multilocus basado en los genes dnaK, fyuA,
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gyrB y rpoD (Young et al., 2008), que se ha usado con éxito en la descripcién de
otras especies de Xanthomonas (Young et al., 2010), y por otro, los valores de ANI
(Konstantinidis y Tiedje, 2005) obtenidos al comparar el genoma de las nuevas

cepas con el de otras especies de Xanthomonas.

Los resultados de las técnicas moleculares unidos a los perfiles bioquimicos
obtenidos en la caracterizacién fenotipica, confirman claramente que las tres
cepas aisladas de nectarino constituyen una nueva especie dentro del género
Xanthomonas, para la que se ha propuesto el nombre de Xanthomonas prunicola,
dado que se desconocen otras caracteristicas diferenciales de la misma y solo se

ha aislado de nectarino.

Sin embargo es muy posible que esta especie esté también presente en otras
zonas o incluso en otros huéspedes y que posiblemente se haya identificado
erroneamente como X. arboricola pv. pruni al tratarse de una especie de
Xanthomonas aislada de Prunus. En este sentido es interesante sefialar que por
tratarse de un organismo de cuarentena, que no habia sido detectado
previamente en Murcia, los andlisis para su correcta identificacion, fueron
exhaustivos desde su deteccidn, mientras que en otros paises o zonas el
diagndstico se realiza en base a un menor nimero de técnicas. La utilizaciéon de
los protocolos de PCR en tiempo real de Palacio-Bielsa et al. (2011) y de Garita-
Cambronero et al. (2017), que resultan negativos para esta nueva especie, son
dos técnicas radpidas que nos permiten descartar su identidad como X. arboricola

pv. pruni.

Respecto a la posible gravedad de la enfermedad causada por X. prunicola, los
resultados de las inoculaciones realizadas en melocotonero demostraron que las

cepas son capaces de producir sintomas inequivocos de infeccién, confirmando de
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esta manera su poder patégeno, aunque la gravedad de los sintomas observados
en la plantacién de nectarino no fue alarmante. Sin embargo, la prudencia
aconseja no considerar estos datos como definitivos, en tanto en cuanto no se
disponga de nueva informaciéon sobre esta bacteria en nuevas variedades,

especies y localizaciones geograficas con distintas condiciones medioambientales.

Trabajos anteriores han demostrado que es frecuente encontrar en frutales del
género Prunus, cepas atipicas de X. arboricola diferentes de X. arboricola pv. pruni
cohabitando en los mismos huéspedes, si bien es cierto que la gran mayoria de
esas cepas se caracterizan por su escasa virulencia, ya que no son capaces de
producir enfermedad en especies de dicho género. Los andlisis filogenéticos
llevados a cabo por Garita-Cambronero et al. (2016a; 2016b; 2016c; 2017) con
una seleccién de esas cepas atipicas, confirmaron que pertenecen a X. arboricola,
aunque no forman parte de ninguno de los patovares descritos en esta especie.
Aparte de estas cepas no patdgenas, en esta tesis se ha confirmado que es posible
encontrar otras cepas de Xanthomonas que si que son capaces de producir
enfermedad en frutales del género Prunus y que ademds no pertenecen a la
especie X. arboricola, como es el caso de las de X. prunicola. Como en principio los
dafios econdmicos producidos por esta nueva especie no parecen tan graves
como los ocasionados por X. arboricola pv. pruni, nos podemos encontrar ante un
escenario similar al descrito para otras especies de Xanthomonas de reconocido
poder patdgeno como X. citri subsp. citri, X. fragariae o X. populi, en los que a
partir del mismo huésped (citricos, fresa y chopo), se han ido descubriendo otras
especies que, aun siendo patdgenas, no se caracterizan por ocasionar graves
dafios en sus huéspedes ni generar grandes pérdidas econdmicas. Se trata de X.
alfalfae subsp. citrumelonis (Graham y Gottwald, 1990; Schaad et al., 2007),

agente causal de la mancha bacteriana de los citricos, y que es una enfermedad
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menor en este grupo de plantas, X. arboricola pv. fragariae (Janse et al., 2001),
responsable de la mancha foliar de la fresa, pero cuyas cepas muestran escasa
virulencia (Vandroemme et al., 2013; Fischer-Le Saux et al., 2015) y X. arboricola
pv. populi (De Kam, 1984), agente causal de la necrosis de la corteza del chopo y
gue esta considerado como un patdgeno oportunista (Haworth y Spiers, 1992). En
cualquier caso, seria conveniente que en trabajos posteriores se evaluara la
capacidad de infeccién de las cepas de esta nueva especie en campo, asi como
comprobar su poder patdgeno en otras especies, tanto de frutales de hueso como

de almendro.

En conclusidn, los trabajos presentados en esta memoria aportan informacién
valiosa que puede ser de gran ayuda a la hora de desarrollar nuevas estrategias de
control frente a X. arboricola pv. pruni, tanto para su prevencion, evitando nuevas
introducciones principalmente a través de material vegetal asintomatico, como
para su diagndstico en campo de una manera rapida y eficaz. Ademas, con la
descripcién de una nueva especie de Xanthomonas, se abre la puerta a futuros
estudios acerca de este patégeno y del impacto que puede tener tanto en los

frutales del género Prunus, como en otros géneros de plantas.
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Conclusions

1. The lateral flow immunoassay developed in this study can be used as an
alternative screening tool for a rapid and reliable on-site diagnosis of the
bacterial spot disease caused by Xanthomonas arboricola pv. pruni in
symptomatic field samples. It combines the advantages of enough
specificity and sensitivity, low cost, and rapid and simple operation,
allowing non-experienced users to obtain reliable results in less than 15

minutes.

2. The specificity and sensitivity showed by the lateral flow immunoassay is
good enough for an accurate detection of X. arboricola pv. pruni, since the
only cross-reaction observed was with X. arboricola pv. corylina, a

pathogen never reported in Prunus species.

3. Important advantages of the developed lateral flow immunoassay over
other diagnostic techniques for X. arboricola pv. pruni are that sensitivity
is not affected by the presence of potential inhibitors in leaf extracts from
the different Prunus hosts assayed, and that it is able to detect VBNC cells

of the pathogen.

4. Multilocus Variable Number of Tandem Repeat Analysis is an efficient tool
to assess the genetic diversity of X. arboricola pv. pruni strains at small
spatio-temporal scales, such as those represented by the Spanish

provinces in a period of eleven years.
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5. The outbreaks caused by X. arboricola pv. pruni in Spain are the result of
multiple introductions of this pathogen, mainly by the importation of

contaminated plant material through the nurseries.

6. Spanish nurseries also contribute to the local dissemination of X.
arboricola pv. pruni by the exchange of asymptomatic plant material, that
may be latently infected since this pathogen can survive endophytically in
the plant without causing symptoms. This fact shows that visual
inspections of typical symptoms are insufficient to ascertain their sanitary

status.

7. Phenotypic and molecular characterization of three bacterial strains
isolated from symptomatic nectarines with symptoms similar to those
caused by X. arboricola pv. pruni has confirmed that they constitute a new

species of the genus Xanthomonas.

8. The novel strains are pathogenic for Prunus, causing necrotic lesions when
inoculated on detached leaves and whole peach plants, thus confirming
their pathogenicity. The name Xanthomonas prunicola has been proposed

for the new species.
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