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Xylella fastidiosa, un problema global:
enfermedades que causa, diagnostico y
" control
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Un poco de historia: La enfermedad de Pierce de la vid
El agente causal e
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Davis et al. 1978. Science 199: 73-77

Pierce's Disease of Grapevines:

Isolation of the Causal Bacterium

Abstract, A Gram-negative, rod-shaped bacterium has been consistently isolied
from grapevines with Perce's disease, Grapevines inoculated with the bacterium
developed Piere's divease, and the bacterinm was reivolated from the plants. The
hacteriom was serologivally and uhtravirucrirally indistinguishable from the one in
narwrally infected plonts, and alvo indistinguishable from a bacterivm fsolated from

almands with almond leaf search disease.

‘The etiological agent of Pierce's dis-
ease (PD), an important and often devas-
tating disease of grapevines (Vitis vinif-
era L) (1), Is lso considered to cause
alfalfa dwarf 21 and almand leaf scorch
diseases (2). Prior to 1971, PD was con-
sidered 10 be a viral disease 4, but
chematherapy, thermotherapy, and clee-
tron microscopy  subsequently impli-
cated the “rickettsialike”  organism
seen i the wylem vessels of discased
grapevines as the etiological agent (2, 5.
61, Many investigators have reported
fatlure to isolate the PV pathogen from
diseased plants using artificial media (2,

constitute 2 new group of plant patho-
genic bacteria (8).

Recently, a Gram-positive, catalise-
negative bacterium that could be isolated
from infectious leafhopper vectors but
not from diseased plants was reported to
be the etiological agent of PD (7). How-
cver, this bacterium did not infect
healthy plants following direct inocu-
lation, aid contradictory evidence 4s
10 its causal role has been reported (¢).

We now report the consistent culture
of a Gram-negative, catalase-positive
bacterium from grapevines with PD, and
evidence that this bacterium causes PD.

Istics were obtained from 97.4 percent
{16} of the diseased plants. Only
one plant in each group of healthy plants,
or & total of 2.5 pereent (279), vielded
bacteria with colonies resembling those
of the PD bacterium. Other bucteria
were rarely solated from diseased or
hiealthy plants.

The pathogenicity of the PD bacterium
was tested by inoculating green stem cut-
tings of the grapcvine varictics Pinot
Noir, Mission, and Ruby Cabernet, The
upper end of each two. or three-node
cutting with leaves intat was attached to
a vactum puntp, and 0.1 10 0.2 ml of
tutbid suspension of the PD bacterium
(approximitely § % 10° bacteria per mil-
liliter) in sterile tap water was drawn into
each cutting. Controls consisted of non-
inoculated cuttings and cuttings ine
oculated with sterile tap water alone, ar
with suspensions of Erwinia amylovora
B 3 10 bactenia per millilicer). After in-
oculation, the cuttings were rooted on a
heated bench under intermittent mist for
14 duys and transplanted, Typical PD
symploms (/) developed in 86 percent
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Davis et al. 1980. Phytopathology 70: 425-429

Teehnigues

Isolation Media for the Pierce's Disease Bacterium
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ABSTRACT

LeAVIS M2 A HL PURCELL, and 5,V THOMSUN, VR, lsaliticn medivm lor the Pieree's dsease bactzrium. Phetopathalogy 1:425-419

Meitla suppertiog tae et iwlarians of the sdem-limited heendum
cangag Plerees disense of prgevines and almond leel seorch containgd
PPL breith hese, bemin chiaride, hovine sercem albomin or stareh, aed
agar. Mudiliom ol these medin lal to the Tesgladion of the PI2
s eontainlagdin grame per e Triptans (400, Set o ar Phylane
(e, vriscetium citeane (1L0), disad um suzseieate (L1, heetin chisride
{0y, M0y THO (10), KHPOy (100, KHPO. (15, Bacto-ager
(1341, 2nd bovine serum aibumin fracuen five 2.0, Bocterial strains from

Addelivéora! key words: ricketisialie bavteric, alfalfy dwarl disase.

s el el uact 4 g v ahlong oD BT sueadions £ el sres
by compariaen of teial cell counis 1o cowsts of ealony forming umts, aed
had 2 geremtion time everaging 9.2 hroat 20 C in P2 hrath medium.
Miery pewcent of the sclation attea s g cataally L dected grapevines
il aeyands in Califarnis and Florida wen: suscessful, aod ihe sieaing were
all agghucinated by antisera procueed agninsta Califaeria Pierse's diszase
strain.

Xylella fastidiosa (Wells et al. 1987. Int. J. Syst. Bacteriol. 37: 136-143)

Xylella (madera pequeia)
fastidiosa (crecimiento dificil “fastidioso”): crecimiento lento en medio de cultivo y con
requerimientos nutritivos muy especificos, a veces subespecie/cepa
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.| X. fastidiosa: Biologia y ecologia de la bacteria |

¥ —)

» Bacteria limitada al xilema. Se multiplica en vasos vy dificulta el paso de
savia. Sintomas reflejan problemas vasculares. Inespecificos.

| » Transmitida por insectos vectores que se alimentan de savia
(chupadores del xilema). Orden Hemiptera.

» Bacteria termofila, favorecida por elevadas temperaturas.
Crecimiento 6ptimo entre 25-28°C.

» Temperaturas por encima de 34°C o por debajo de 10°C.
Supervivencia limitada.

» Organismo nocivo de cuarentena en la UE (D 2000/29/CE)
(RD 58/2005).




X. fastidiosa: Biolog
Subespecies

_‘-\u

iay ecologia de la bacteria
de Xylella fastidiosa

Actualmente, 1 especie que incluye 3 subespecies “oficiales”

X. fastidiosa subsp. fastidiosa

Alfalfa, almendro, vid

[ e, T

X. fastidiosa subsp. pauca

Cafeto, citricos, olivo

| X. fastidiosa subsp. multiplex

Morus spp., Prunus spp., Quercus

-

.

X. fastidiosa subsp. sandy

spp., Rubus spp. y Ulmus spp.
Adelfa

X. fastidiosa subsp. tashke

Chitalpa tashkentensis (ornamental)

X. fastidiosa subsp. morus

Morera y Nandina domestica (ornamental)

Especie nueva X. taiwanensis

-‘L

(Peral, Taiwan)

» Importante asignar X. fastidiosa a subespecies para conocer su

biologia.

b

» Su diversidad genética y elevada tasa de

recombinacion hacen que

puedan aparecer nuevas cepas e infectar nuevos huéspedes.

—
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| X.fastidiosa: Biologiay ecologia de la bacteria

Gama de huéspedes
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* NOo todas

Gimnospermas (1 familia).

subespecies de X. fastidiosa (cierta especificidad

).

—

Subespecies | Familias Géneros Especies -
fastidiosa 42 138 164
pauca 16 30 36
multiplex 28 69 84
sandyi 5 6 3
Total 63 193 309
Total (2016) 75 204 359 (46)
= F & P e, W .
* Dicotiledéneas (68 familias), Monocotiledoneas (6 familias),

* No todas las especies de plantas son susceptibles (desarrollan
enfermedad). Infecciones asintomaticas.

las especies de plantas se asocian con todas las




| X fastldlosa DIStFIbUCIOﬂ geograﬂca
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Ameérica

Europa:
* |talia (Puglia, octubre 2013)
| * Francia (Cércega, julio 2015; Alpes Maritimos, octubre 2015, 2016)
* Alemania (Sajonia, abril 2016)

» Espana:
Islas Baleares (Mallorca, Menorca e Ibiza), noviembre 2016
Alicante (Guadalest, Comarca Marina Baixa), junio 2017

» Repetidas introducciones en la UE con planta ornamental
> Costa Rica, primer pais exportador a la UE

» Plantas en maceta suponen 15,6% de las importaciones de planta
vivay productos de floricultura (en 2014, mas de 64.000 t)
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* A veces, las enfermedades reciben en la bibliografia
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| X fastidios: hfermedades gue produc

y sintomas
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distintos nombres segun el huesped y aluden al tipo de

sintoma:“Almond leaf scorch (ALS)”, “Citrus variegated chlorosis (CVC)”,
“Pierce disease (PD)” en vid, “desecamiento rapido del olivo” (CoDIiRO),
etc.

* Los sintomas, muchas veces como un “chamuscado” de
las hojas, son reflejo de |la falta de circulacion de savia.

Son inespecificos y facilmente confundibles con factores
abioticos (falta de agua, salinidad, etc.).

* Puede llegar a producirse el secado de ramas o incluso
muerte de la planta.

* Pueden ocasionar graves pérdidas economicas.
o T




Xylella fastidiosa en xilema de vid
© Dr. Doug Cook, UC Davis









Desarrollo de sintomas del Complejo de Desecamiento Rapido del Olivo
(OQDS/CoDIiRO)
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Fuente: B. Landa (IAS, CSIC, Cordoba)




Ciruelo
“Plum leaf scald”




Almendro (“Almond Leaf Scorch” ALF)
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Cultivar ‘Norzariel’
vias)

7 (asintomatico)

Almendro (“Almond Leaf Scorch”, ALF)




Enfermedad de Pierce en vL
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Enfermedad de Pierce en vid
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Enfermedad de Pierce en vid
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“Citrus variegated chlorosiggb (CVC)
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(B. Olson, Oklahoma State University, Bugwood.org)




Platano de sombra (T.D. Leininger, USDA Forest Service, Bugwood.org)
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Adelfa (Nerium oleander) = &
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Polygala spp.
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Xylellalfastidiosal(XYLERA)E htps:aigd eppotint

Xylella fastidicsa (XYLEFA) - htpe:iigd sppaint:



Enanismo alfalfa
(“Alfal 2 dwarf”)
e },_ b .

Fuentes: Agrios, APS, Hopkins, Purcell, Boscia, Landa, Navas-Cortés, de la Fuente, etc.



X. fastidiosa: Ciclo de patogénesis
Triangulo de la enfermedad

PLANTAS HUESPED

» Susceptibles
(>340 especies)

» Vectores (insectos
chupadores del xilema)

PATOGENO

 X. fastidiosa
(subespecies)

FACTORES CLIMATICOS

. Temperatura
* Humedad
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! VECTORES POTENCIALES DE X. fastidiosa |
EN ESPANA

o - i S

ﬁ: PR R A e ' \y
| v Identificadas especies de cinco géneros de hemipteros |
(Aphrophora, Cercopis, Cidadella, Neophilaenus y Philaenus) en
distintas areas vinicolas y fruticolas. En Islas Baleares identificado

Philaenus spumarius.

v' Se ha identificado Philaenus spumarius, Unica especie para la que
se ha demostrado su capacidad de transmitir X. fastidiosa en olivo en

Italia.
T B Sl TS ™S
» La introduccion de X. fastidiosa en Espana, junto con la
presencia de vectores adecuados, podria tener graves

consecuencias.




Neophilaenus campestris Philaenus spumarius f. marginella Eeoire NI




Philaenus spumarius (D. O’Shea, http://www.britishbugs.org.uk



Diagnostico de Xylella fastidiosa

« Sintomas: No viable (inespecificos), salvo conocimiento
previo de su presencia en una zona y experiencia.

* Aislamiento: Crecimiento muy lento “fastidiosa” vy
requerimientos nutrltlvos muy especificos (subespecie

dependiente). @ ;_-.:

« Técnica ELISA (anticuerpos). Coste asumible, gran
numero de muestras Inconveniente: falsos positivos vy
negativos. g#¥e

« Técnicas basadas en ADN (PCR): Numerosos
protocolos (algunos validados por EPPO).

e ‘&‘-—g==="=--—-====




Diagnostico Xylella fastidiosa

European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO) Standards de Xylella fastidiosa

Diagnostics. PM 7/24 (2). EPPO Bulletin 46: 463-500

* PCR en tiempo real TagMan. Harper et al. (2010). Phytopathology 100:
1282-1288.

* PCR en tiempo real TagMan. Francis et al. (2006). Eur. J. Plant Pathol.
115: 203-213.

Bulatin OERF/EPPD Bulatn | 201E]) 88 (3], £5-90

Eurapaan and Maedlasranaan Pland Polection Onganisaion
Organsatinn Eurgpdanna o Méddlaranbanna pour B Polection des Planes

Diagnostics
Disgnostic

PM 7/24 (2) Xylella fastidiosa

Specific scope Specific approval and amendment

This Stnderd describes a diagnstic protoco] for Xplella First approves in 200<4-04,
fastidiosa Revised in 200 6097

It should be used in conjunction with PM 776 e of
EFPP(Q diognontic profocols.




SENFRALITAL Ivia

Instituto Yalenciono

ﬁv.ﬁxl FN[:L&NA E: :ﬁ_ Commge o e Investigadonas Agrorios
LT SRR

I8 AT RIS T LA b i
W MO AP FTE

CURSO PARA LOS LABORATORIOS DE DIAGNGSTICO FITOPATOLOGICO DE LAS CCAA

DETECCION DE Xylella fastidiosa EN MATERIAL VEGETAL
11-12 de mayo de 2017

Institute Valenciano de Investigaciones Agrarias (I'WVI1A)
Moncada (Valencia)

Programa
11 de mayo
9:00 — 9:30 h. Bienvenida vy presentacian

9:30 — 10:00 h. Introduccidn sobre Xyviella fasfidiosa: historia, huéspedes, enfermeadades
que causa, vectores.

10:00 — 10:30 h. Descanso.
10:30 — 10:45 Deteccitn v diagnostico. Protocolo EFPFO,
10:45 — 11:00 h. Inmunaimpresion.
45 — 11:20 h. Situacian de X, fastidiosa en Baleares.
30 — 11:45 h. Toma de muestras en laboratorio.
00 — 14:00 PARTE PRACTICA. Toma de mueastras
00 — 15:30 h. Comida.
20 - 15:45 h. Extraccion de ADMN,

A5 — 1900 h, PARTE PRACTICA. Extraccién de ADN del matarial vagetal meadiante |
protocolo de CTAB.
12 de mayo
9:00 — 9:30 h. PARTE PRACTICA. Finalizacidon del protocolo de extraccion de ADMN v
carga de las placas para PCR an iempo resal.
9:30 — 10:00 h. Dataccidn de X fasfidiosa por PCR en tiempo real.
10:00 — 10:30 h. Descanso,

1030 — 14:00 h. Lectura de resultados & interpretacidn de los mismos. Conclusionas.
Clausura.
Carretera CW-315, Km 10,7 - 48113 Moncada (Waloncola) = Tel (+34) 895 342 40 00 - Fax (+34) 96 34Z 40 01 ¢ dirgcoionbviafnogeas.as

vaswL VBV DL.eS




Metodos de control: dlflcultades v
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;
Confinada al xilema de las plantas o en insectos

vectores.

Forma biopeliculas protectoras. Presente en raiz y parte
aerea.

Amplia gama de huéspedes (359 especies de 75 familias
botanicas). En muchas de ellas, infecciones asintomaticas.

Capacidad de desarrollo en un amplio rango de
temperaturas, aunque las bajas temperaturas limitan su
supervivencia.

Se transmite por insectos que se alimentan del xilema.

B ™



EEL T . N e | i
Metodos de control (1) |

(D i< . "l A - . ‘lv
> Metodos preventivos:

- Evitar entrada de material infectado (inspecciones). |
Decision de Ejecucion UE 2015/789; Planes de contingencia
Nacional y Autonomicos.

- Erradicacion de plantas infectadas Yy vectores
(reduccion de fuentes de inoculo). Solo es efectiva si se
actua en los primeros momentos y con rapidez, pero no una
vez establecida la enfermedad.

* Resistencia en plantas (busqueda de variedades menos
sensibles). Costoso y a largo plazo. Algunos avances en
vid, olivo y citricos.




» Terapia: integrar practicas culturales, lucha
guimicay bioldgica:

- Poda de ramas afectadas. No siempre funciona.

- Tratamiento quimico de insectos vectores. En estado de
larva sobre la cubierta vegetal, antes de que vuelen y se
alimenten en los cultivos.

* Biocontrol (investigacion en progreso). Bacteriofagos,
péptidos antimicrobianos, microorganismos endofitos que
protejan a la planta de la infeccion por X. fastidiosa.




L 12535 =1 Diario Oficial de la Unidn Furopea 21.5.2015

DECISIONES

DECISION DE EJECUCIOM (UE) 2015/789 DE L4 COMISION
de 18 de mayo de 2015

sobre medidas para evitar la introduccion o} dentro de b Unidn de Xylello fastidiosa
et J‘

[matificada con o mimere C[20'15) 3415]

LA COMISHOM ELUROPEA,
Vizto el Trarado de Funcionamieno de la Unidn Furopea,

Visia la Directiva 200[29/CE del Consejo, deSdema}'oﬂe_ﬂ(}Drdaﬂvaalasmednda;depmmmunmuﬁLa

introduccidn en la Comunidad de organismos nodves las Bs 0 produceas v ege:alu COMira Su Propagacion
en e ineerior de la Comumnidad ('), w, en parricular, Lamﬁﬁm :uarucpnﬂrn]b ¥ =3

Considerando lo sipubenste:

i Habida cuenta de las 1nspeccwcrﬂ Uevmdas ac r la Comisidn y de laz nodificaciones de nuevos broess
presentadas por las awtoridades iralianes rel\J:lJl.;me las medidas previseaz en la Decisidn de Eecucion
2014/87/UE de la Comisidn {7).

(] La Awtoridad Furopea de .Seguru:l.ad Alimensaria (en bo sucesivo, «la Auvsoridad-) pu.‘.:-h-cu el 6 de emero de 2015 un

dicramen cientifico sobre el ries uE- enca para la sahad Ila Xylella Wells et al) fen

lo sucesivo, «el orpanismo e do=) en & mmnpu o de la UE con EDt.I.ﬁ} mm;dmum de llas

opciones de reduccidn de s ). Dicho dicramen esableciz una lisa de especies vegerales sensibles a3 las
Lﬁ especificado. ﬁhﬁd’ﬂﬁmuﬁ’ﬂl:hﬁmmﬁd lice

cepas ¥ OO Sl

E-’nﬁm‘meeumpeaclsémﬁm snEEasla canagnmgzgdn de eseos la plantacidn, excepeo lzs la=, de
acuerdo con el riespo de imroduccidn del orpanizmo cado. a informe categoriza las especies Eget._lade
lasr;uehaataelnbulnem-n;.ehacmﬁh‘n‘ladnquemnmblﬂalasmpasmmpeasynuemupeaﬁdelmgamﬂﬂn
upedicadopmm&mamuiponrﬁecﬂdnmﬂma]mummmnupmwm © por un tipo
dezconocido de infeccidn (en lo sucesivo, «Jos vegetsles especificadoss). Fsta lista es mids amplia que ka que figura
en la Decisicn de Ejecucién 2014/497 JUE de la Comisidn (7). Por consiguiente, conviens que k2 presenee Decision
=ea aplicable a una lista més de especies uE la Deqsién de Ejecuddn 2014497 (UE. No obstante, con e
Eud!ga:anumhplepmuuuﬂdad.zﬁ;uas ﬂebulapllm:esd.nalasupecm vegetales sensibles a las
cepas europeas del organizmo especifi lo sucesivo, «las plantas hospedadorass). A este respeceo, si bien en
el dicramen de la EFSA de & d!mnEEDJS se zefiala la incerddumbre relariva a la ganud-eu_peuu vegetales,
puesto que la invesdpacidn esd adn en curso, bos resubados de las invesd lbevadas a cabo por las
auroridades iralianas confirmado [z capacidad de determinados veger especificados de ser «planeas
hos s

(¥  Los Emador miembroz deben Oevar a cabo imspecciones amuales para desecear la pcruem:u del organismo
especificado en sus terrirorios y deben velar por ue]usopaadmﬁpuw&mﬂnalﬁmm mformades acerca de e
posible presencia ¥ de las medidas que hayan de

4 Para erradicar el ¥ evitar su acidn 2l resto de la Unidn, los Esrados mesmbros
deben establecer WMWW en unammfactada ¥ una Pona ﬂdﬂ r aplicar medidas de
ermadicacidn. A la visea de la acwal sivacién en el mur de halia, |3 zoma inl a de' la roma demarcada
eszablecida por las auroridades italianes debe exrenderse, como minimo, sobre k3 provinciz de Lecce emera. A fin
de minimizar el riesgo de el organizme upec:ficad.u- s propague fuera de la zonma demarcads [zoma
infectada], la zona tampdn debe wener 10 km de ancho.

i DOL16%de 1007 2000, p. 1.
7 Dedision de Ejecocian ]ﬂl4|5""L.|'|' de b Comizsian, de 13 de febrero de 2014 por bo que reperm a la= medidas para evitr
5 d!)%ﬁa mmdm&h&um{“‘e{h Ra;u,-ldeid:ﬁ""D1+ 208
m ] izion de Fitosznidad de b FFRA), 2015, Dicamen dentifion ? miespos fibocanitarios que supone |2
especis mmdmndel:ULcnmladnmﬁnnmve&md&lmmsdzmdzmpﬁ EFSA journal
"Dl”i'—‘£3&um'33‘? ‘hlfgl‘1 497 ILIE de la Co de 23 d de 3014, cobre medidas I propagac
' Ded=iom L] {457 e la Comizian, 27 de julio == mtariuu:m-d:l:ml o
dumulam.mde@huuﬁm&m.%dbkumwlu.f* 73014, p. 56 e
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PROGRAMA NACIONAL PARA LA
APLICACION DE LA NORMATIVA
FITOSANITARIA

PLAN DE CONTINGENCIA DE
Xylella fastidiosa (Well y Raju)

Junio 2015

www.magrama.gob.es/.../xylellafastidiosa_contingencia_junio2015_tcm7- 387378.pdf



Departamento de Desarrolio Rural
y Sostenibilidad

PLAN DE CONTINGENCIA DE
XYLELLA FASTIDIOSA (Wells et al.
1987) DE ARAGON

ANO 2017

DIRECCION GENERAL DE ALIMENTACION Y
 FOMENTO AGROALIMENTARIO

SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL Y VEGETAL
CENTRO DE-SANIDAD Y CERTIFICACION VEGETAL

Zaragoza, Febrero de 2017

www.aragon.es/.../GobiernoAragon/.../agma_cscv_xfastidiosa_plan_contingencia.pdf
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Droyectos de mvestlga(:lon en Espana
(participa en proyectos UE H2020, desde 2015)

-

»Desarrollo de estrategias de control integrado de las enfermedades @
asociadas a X. fastidiosa para prevenir su entrada, establecimiento y
expansion.

» Contribuir a controlar el impacto econdmico, ambiental y social en caso
de producirse nuevos brotes en la UE.

« XF-ACTORS ‘Xylella fastidiosa Active Containment Through a §
Multidisciplinary-Oriented Research Strategy’ *l
« POnTE ‘Pest Organisms Threatening Europe’ :m
« COST-EuroXanth ‘Integration science for Xanthomonadaceae for P+
integrated plant disease management in Europe’ (participacion CITA, hu,

Aragon)

N T L S A T Y [ ] L

PROYECTO NACIONAL (MINECO INIA). Pendiente de resolucion

e 0L (Part|C|paC|on CITA. Colaboracion CSCV)
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DIRECCION GENERAL DE ALIMENTACION Y FOMENTO AGROALIMENTARIO

Centro de Sanidad y Certificacion Vegetal INFORMACIONES
TECNICAS

1/2015

Xylella fastidiosa Wells et al. (1987)
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EFSA (2016) European Food Safety Authorlty Panel on
Plant Health. Update of database of host plants of Xylella
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Conclusmnes
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v X. fastldlosa es un patogeno de cuarentena en la UE temlble por ser
| causante de enfermedades devastadoras.

v Riesgo elevado: huéspedes, vectores potenciales y condiciones |
climaticas.

v No se puede prever como podrian evolucionar las epidemias en caso
de introduccion (entre otros aspectos, dependeria de la/s subespecie/s).

v No hay métodos de control quimico eficaces y autorizados.

v Medidas preventivas esenciales. Control sanitario del material vegetal
en viveros.

v El control requiere una estrategia integrada, con medidas tendentes a
minimizar la sensibilidad del hospedador, la diseminacion del patdogeno
y optimizar los tratamientos.

v Deteccidon precoz y diagndstico rapido y fiable, que permitan aplicar
medidas drasticas de erradicacion.
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