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Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)  
para la identificación y el diagnóstico  de  bacterias fitopatógenas 

 Desde 1993 

 

 

 



Funciones del LNR 

 Armonizar métodos y 
técnicas  

 

 Participar en los 
programas nacionales de 
prospección de plagas 

 

 Emitir informe previo a la 
declaración de existencia 
de una plaga de 
cuarentena aparecida por 
primera vez en el 
territorio nacional 

 

 Efectuar los análisis y 
ensayos que le sean 
solicitados 



 Analizar muestras enviadas por los Servicios de Sanidad 
Vegetal de las Comunidades Autónomas.  



 Analizar muestras enviadas por los Servicios de Sanidad 
Vegetal de las Comunidades Autónomas.  

 Analizar muestras de material vegetal importado, enviado 
desde los Puntos de Inspección Fronteriza (PIF). 



 Analizar muestras enviadas por los Servicios de Sanidad 
Vegetal de las Comunidades Autónomas.  

 Analizar muestras de material vegetal importado, enviado 
desde los Puntos de Inspección Fronteriza (PIF). 

 Transferir protocolos y metodología disponible. 



 Analizar muestras enviadas por los Servicios de Sanidad 
Vegetal de las Comunidades Autónomas.  

 Analizar muestras de  material vegetal importado enviado 
desde los Puntos de Inspección Fronteriza (PIF). 

 Transferir protocolos y metodología disponible. 

 Impartir cursos o atender consultas de los Laboratorios de 
Diagnóstico de las Comunidades Autónomas sobre técnicas y 
métodos.  

 



DIAGNÓSTICO  Y  DETECCIÓN 



 Detección 
Determinar la presencia 
del organismo diana en 
una muestra 

 Diagnóstico 
Identificar la 
naturaleza y la causa 
de la enfermedad 



Diferentes agentes causales pueden 
producir síntomas similares 

Detección temprana: prevención de la 
extensión de la enfermedad 



Observación visual 
de síntomas 

Observación 
microscópica de los 

patógenos 

Crecimiento en medios de 
cultivo y realización de 

pruebas 



Técnicas serológicas 

Peter Perlmann y 
Eva Engvall, 1971 

ELISA 

(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) 



Falso positivo 

Especificidad 

Verdadero positivo 



Sensibilidad 

1 célula /g 

10 células /g 

100 células /g 

1000 células /g 

10000 células /g 



PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Kary Mullis, 1983 

Técnicas serológicas 

Peter Perlmann y 
Eva Engvall, 1971 





Información 
complementaria 



PROTOCOLOS  DE  DIAGNÓSTICO  



Técnicas 
moleculares 

Técnicas 
fenotípicas 

Técnicas 
serológicas 



Protocolo EPPO de diagnóstico para Xylella fastidiosa 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 
material vegetal 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 
material vegetal 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 
material vegetal 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 
material vegetal 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 
material vegetal 



Protocolo de diagnóstico 
de X. fastidiosa en 

vectores 



Muestreo 







 Identificación de lugares de mayor riesgo 
 
 Carreteras, aeropuertos, puertos, en la proximidad 

de áreas demarcadas 

 

 

 

 

 Viveros: plantas importadas, origen del material, 

lugares de crecimiento de las plantas madre, campos 

de producción a cielo abierto, sitios de producción en 

ambiente protegido 

 
 
    
 
 



 Priorización de plantas que deben ser analizadas 
 

 Plantas prioritarias según las subespecies y las cepas 

de X. fastidiosa que causan actualmente brotes o son 

interceptadas con frecuencia en la UE 

 

 * En general, árboles y arbustos o plantas huéspedes 

perennes: Olea europaea, Nerium oleander, Polygala myrtifolia, 

Prunus sp., P. dulcis, P. avium, P. cerasifera. 

 

    *  Coffea sp. 

 

  Plantas indicadoras 

 * Que expresan clara y tempranamente los síntomas 

 *  Susceptibles para varias subespecies y cepas 

 

 
 
    



 Período apropiado para la inspección 
 

 Visual 

 * En campo abierto: período vegetativo (no durmiente). 

Finales de primavera a principios de otoño 

    * Ambientes protegidos: todo el año 

 

  Toma de muestras 

    

 
 
    
 
 



Período de crecimiento activo de la planta 
 

 Plantas tropicales de interior: todo el año 
 

 Plantas tropicales de exterior: final de primavera-otoño 
 

Período de muestreo de plantas sintomáticas y asintomáticas 

    

 
 
    
 
 

Según el huésped 
 

 Polygala sp.: final de primavera-principio de otoño 
 
 Olea europaea y Nerium oleander: los síntomas se expresan 
más intensamente en verano 
 
 Especies caducifolias (Prunus spp.): síntomas en verano 
     
   Plantas durmientes: ramas maduras (tacos leñosos) de las 
cuales se recoge y procesa el xilema 
 
 Vid: final del verano-principio del otoño 
 
 
 



 Deben ser ramas y esquejes con hojas 
 
 
 
 

 Hojas maduras (evitar brotes jóvenes) 
 
 
 
 

 Plantas pequeñas: enteras 
 
 
 
 

 Hojas duras: enviar hojas y peciolos 

Toma de muestras 



 Plantas sintomáticas 
 

 Ramas / esquejes con hojas sintomáticas, o de zona 
cercana a los síntomas,   con 10-25 hojas 
 

 Evitar tejidos muertos o partes con síntomas 
avanzados 
 

 Tallos y hojas maduros para especies herbáceas 
 

 Preferiblemente de una sola planta, o de varias plantas 
con síntomas similares 
 
 

Toma de muestras 



Toma de muestras 

 Plantas asintomáticas 
 

 La muestra debe ser representativa de toda la parte 
aérea. Tallos con hojas maduras de diferentes partes del 
follaje de la planta 
 

 Preferentemente de la mitad o la parte superior de la 
zona aérea 
 
 De una sola planta: 4-10 ramas 
 

 100-200 hojas (con peciolo) procedentes de varias 
plantas  
 
 
 
    
 
 



  Transporte de las plantas 

 

- Agitar las muestras para que no viajen con ella posibles 

vectores 

 

- Poner en un contenedor cerrado (bolsa de plástico, etc.) 

 

- Mantener en frío, evitando exposición al sol o a elevadas 

temperaturas 

 

- Llevar al laboratorio de diagnóstico lo antes posible, 

antes de que el tejido vegetal se deteriore 

 

 

 



Muestras 

recogidas 

 

LABORATORIO 

 



Toma de muestras 

  Llevar las muestras al 

laboratorio lo antes posible 

 

 

     

 

  

 

    

 

 



Laboratorio 





Toma de muestras 

  Llevar las muestras al 

laboratorio lo antes posible 

 

   Muestrear peciolos y nervios 

centrales 

 

 

 

 

     

 

  

 

    

 

 







Análisis de las muestras 



  Material sintomático 

 

 *Son adecuadas tanto las 

pruebas serológicas como 

las moleculares 

 

   Material asintomático 

 

 * En zonas libres de la 

enfermedad: Se deben 

incluir pruebas moleculares 

 

 * En otras zonas: Se puede 

emplear una sola prueba 

(incluyendo las serológicas) 

    

 

 

 

 

 



Técnicas serológicas 

ELISA 
 

MEIF 
(membrane entrapment 
immunofluorescence) 

DBIA 
(dot immunobinding 

assay) 

Western 
blotting 

 

IF 
 

DTBIA 
(direct tissue blot 

immunoassay) 



Técnicas moleculares 



Métodos  de  extracción  de  ADN 



CTAB  

(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 



 
PCR 

convencional 
(Minsavage et al., 1994) 

 

 

Pruebas  moleculares 

LAMP 
 

 
PCR en 

tiempo real 
 

  
Diana: extremo 3’ del 

gen rpoD (733 pb) 

 



 
PCR 

convencional 
(Minsavage et al., 1994) 

 

 

Pruebas  moleculares 

LAMP 
 

 
PCR en 

tiempo real 
 

 

 
Francis et al., 2006 

 

 
Harper et al., 2010 
(and erratum 2013) 

 
-Diana: gen de la proteína hipotética 

conservada HL 
-Iniciador directo HL5:  

5’-AAGGCAATAAACGCGCACTA-3’ 
Iniciador reverso HL6:  

5’-GGTTTTGCTGACTGGCAACA-3’ 

-Diana: gen de la proteína rimM 
- Iniciador directo XF-F:  

5’-CACGGCTGGTAACGGAAGA-3’ 
Iniciador reverso XF-R:  

5’-TCGCATCCCGTGGCTCAGTCC-BHQ-1-3’ 



Técnicas moleculares 

Inhibidores 

Diluir la muestra 



Aislamiento 



Identificación  de  los  aislados  y  determinación  de  la  subespecie 



Determinación  de  la  subespecie 

 

MLST 
 

  

PCR Hernández-Martínez 

et al., 2010 
 

 
 

PCR Pooler & Hartung, 

1995 
 

 





 
PCR en 

tiempo real 
 

  
Francis et al., 2006 

 

 
Harper et al., 2010 
(and erratum 2013) 

 

 

Extracción de 
ADN 

 

Aislamiento 

en medios 

de cultivo 



Consideraciones 



 Baja cantidad de material vegetal muestreado. 

 

 Distribución desigual del patógeno en la planta. 

 

 Concentración de la bacteria: depende de factores ambientales, de la 
cepa en cuestión, de la especie vegetal hospedadora. 

 

Limitaciones  de  las  técnicas 



 Método de extracción de ADN. 

 

 Inhibidores. 

 

 Calidad de los reactivos. 

Limitaciones  de  la PCR 



Vectores 

infectados 

Fase 1  

Plantas aisladas 

infectadas 

Fase 2  

Muchas plantas 

infectadas 

Patógeno 

establecido 

Fase 3  

Fase sintomática 

Extensión de la 

enfermedad 

Cultivos sanos 
Cultivos enfermos, 

pérdidas importantes 

Det. visual de síntomas 

Técnicas serológicas 

PCR 

Emisión de compuestos volátiles 

Cambios en la expresión de genes 

Biosensores, espectroscopía, teledetección  



Conclusiones 



       

 El protocolo europeo de diagnóstico de X. fastidiosa 

establece con claridad los pasos a seguir desde la toma de 

muestras hasta el análisis de resultados en el laboratorio. 

 

 En zonas sin enfermedad deben utilizarse al menos dos 

técnicas, y una al menos debe ser molecular. 

 

 En zonas con enfermedad se puede utilizar una sola 

técnica. 

 

 ¡¡ Las técnicas son limitadas !! 

 

 

 

 



MUCHAS  GRACIAS 
 

 POR 
  

LA  ATENCIÓN 

MUCHAS  GRACIAS 
 

 POR 
  

LA  ATENCIÓN 


