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XerIIa fastidiosa, un problema global:
enfermedades que causa y protocolos de
diagnostico

MARIA MILAGROS LOPEZ, ESTER MARCO-NOALES, JAVIER
PENALVER, CLARA MORENTE ADELA MONTERDE
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Xylella fastidiosa

Bacteria limitada al xilema y al tracto digestivo de insectos.

Dificil de aislar en medio de cultivo.

Descrita en 1978 como causante de la enfermedad de Pierce
y el nombre de |la especie publicado en 1987.

Genoma secuenciado (2000).

La bacteria es transmitida por muchas especies de vectores
(Cicadellidae, Cercopidae, Aphrophoridae), de modo
persistente.

La aparicidon de sintomas esta favorecida por altas
temperaturas (25-289C) y condiciones que estresen el cultivo

Esta presente en raices y partes aéreas, y forma biopeliculas
en los vasos de la planta.

A. H. Purcell

% - =
2 GENERALITAT
Quincav V1A ‘



Huéspedes de X. fastidiosa

- Segun el informe de EFSA (2016) y las posteriores actualizaciones de la UE, hay mas de 360
especies de plantas que pueden ser huéspedes de esta bacteria, en condiciones naturales o
experimentales (infeccidn con vectores y confirmacion con dos métodos de deteccion),
pertenecientes a 204 géneros y 7 familias botanicas.

- Entre ellas, hay mas de 40 especies nuevas , 15 géneros nuevos y 5 familias nuevas en los
brotes de Italia y Francia detectados en los dltimo s tres afios .
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Legend

9 Fresent (national record) Xylel/a faStidiosa

—+ Present (subnational record)
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Subespecies de X. fastidiosa

X. fastidiosa subsp. fastidiosa:

Almendro Prunus dulcis
Alfalfa Medicago sativa
Vid Vitis vinifera
Adelfa Nerium oleander

X. fastidiosa subsp. multiplex:

Almendro Prunus dulcis

Roble Quercus sp.
Liquidambar Liquidambar styraciflua
Cercis Cercis canadensis
Olmo Ulmus americana

Melocotonero  Prunus persica
Albaricoquero  Prunus armeniaca

Nunney et al.. 201-

Ciruelo Prunus domestica
Morera Morus spp.
Chitalpa Chitalpa taskhentensis
X. fastidiosa subsp. pauca:

Cafeto Coffea sp.

Citricos Citrus sp.

Olivo Olea europea
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Enfermedad de Pierce de la vid ("Pierce disease”)

Enfermedad descrita en California desde 1880, se
demostrdo su transmision por vectores en la década de
1940 y se identifico el agente causal como X. fastidiosa en
1978.

Causada por X. fastidiosa subsp. fastidiosa.

Descrita en USA, Costa Rica, México e Iran. En Kosovo
se citd en 1998, pero nunca mas se ha encontrado.

Pérdidas anuales en California evaluadas en mas de 30
millones de US$ por afio.

Se incrementaron desde finales de la decada de 1990
debido a la presencia de un vector muy eficiente,
Homalodisca vitripennis.

Dificil control quimico de los vectores y de las bacterias
que forman biopeliculas en los vasos de la planta y TR
dificultan el transporte de agua y nutrientes. A. H. Purcell
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Escaldado de las hojas del ciruelo ("plum leaf scald’;

X. fastidiosa subsp. multiplex causa “plum leaf scald” en USA y Brasil.

Descrita en la década de 1980.

No descrita en ciruelo en la UE ni en los paises mediterraneos.

Falso melocotonero ("phony peach”)
Enfermedad descrita en varios estados de USA.

Los sintomas difieren de los de otras enfermedades causados por
X. fastidiosa.

No descrita en melocotonero en la UE ni en los paises

mediterraneos. 8 2 W glemson univégsity, |
. Zd@South Carolina ' ®

Quemado de las hojas del almendro (Yalmond leaf scorch”, ALS)
Enfermedad importante en California, tras la década

de 1990 y descrita en 2014 en ltalia.

Dos genotipos asociados a la enfermedad en
California:
- X. fastidiosa subsp. pauca.
- X. fastidiosa subsp. fastidiosa.




Clorosis variegada de los citricos (CVC)

! Nueva enfermedad de citricos, causada por
X. fastidiosa subsp. pauca, descrita primero en
Brasil en 1987 y después en Argentina.

_! Causante de la erradicacion de mas de 120 millones
de arboles en la década de 1990, antes de la deteccién de HLB.

] Se han descrito en Brasil nuevos vectores de la bacteria (especies de
Macugonalia, Acrogonia, Homalodisca, Bucephalogonia y otras)

1 No descrita en citricos en la UE ni en los paises mediterraneos.
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-"~*=""5"=?": La premoniciéon de A.H . Purcell

-

1y
% _f,-l,;gf «Las enfermedades causadas por Xylella fastidiosa en citricos y adelfa se han extendido
F‘_i_E_“:h-ff; rapidamente, lo que sugiere que, fuera de América, se deberian mantener medidas de
vigilancia fitosanitaria para evitar su introduccio n»

§h ﬁut A.H. Purcell. 1997. Xylella fastidiosa, a regional problem or a global threat? J. Plant Path  ol. 79: 99-105

(«Previously unrecorded plant diseases in citrus and oleander caused by Xylella fastidiosa have rapidly spread,
suggesting that vigilant phytosanitary measures outside America, should be maintained against its introductions)

Casi veinte afios después, Xylella fastidiosa es una amenaza mundial pero el
gran trabajo realizado por nuestros colegas en Apulia esta

A. H. Purcell

DONRIIT N i
Lancaw - IvVia



Deteccion de X. fastidiosa en Italia: sindrome de decaimiento del olivo
(Molive quick decline syndrome”, OQDS)

] Publicacién de la deteccién de  X. fastidiosa en octubre 2013 en Apulia, en olivo.
1 Primera deteccion confirmada de X. fastidiosa en Europa.

] Se habia previamente descrito la presencia de X. fastidiosa en olivo en California, pero
los dafios no eran econdmicamente importantes.

] Recientemente descrita en olivo en Argentina y Brasil.

USA.

& -
D. BOSCIa |P_ '_ A 5 D. Boscia, IPV, Bari

Un informe de EFSA conflrma la bacterla Xylella fastldlosa como el agente causal de la muerte de olivos
en el sur de Italia (2016)



-

Un informe de EFSA confirma que la cepa italiana de X. fastidiosa no se transmlite;a citricos ni a Vidl
(2016)



Situacion de X. fastidiosa en Italia (junio 2016)
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Situacion de X. fastidiosa en Italia (junio2016)

Legenda

[ confini provinciati
Confini comunali

D Zona Infetta
[ ] zona cuscinetto
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Aislamiento de X. fastidiosa a partir de olivo (2014)
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Poder patéogeno de X. fastidiosa aislada de olivo (2016)

La EFSA confirma la bacteria Xylella fastidiosa como el agente causal de la muerte de olivos en el sur
de Italia (2016)

- Qaindaw - Ivia



RELAZIONE

Misure di contrasto alla Xylella fastidiosa in
Italia
Stato di attuazione

Roma, 6 luglio 2015




d Misura A.4, obiettivi: estirpazione delle piante infette, a
carico delle quali sono stati accertati, con analisi di laboratorio
e con il riscontro visivo, i sintomi ascrivibili all'infezione di
Xylella

) Risultati raggiunti: Sulla base dell’attivita di monitoraggio
svolta dal Servizio Fitosanitario Regionale, sono stati
individuati 27 focolai nella fascia di Contenimento, compreso
Oria. In 5 focolai le attivita di campionamento ed analisi sono
concluse; su 3.168 piante analizzate, 12 sono risultate
positive. In 8 focolai le attivita sono ancora in corso, su
13.247 piante analizzate, 235 piante risultano positive. Nei
restanti 14 focolai, le attivita di campionamento capillare non
sono ancora iniziate, al momento 80 piante risultano positive.

Il Servizio fitosanitario regionale ha emanato le
ordinanze di abbattimento per 108 piante di olivo, di cui
52 ad Oria, 54 a Veglie, 1 a Salice Salentino, ed 1 a Porto
Cesareo. A fronte di tali ordinanze, si e proceduto
all’abbattimento di 7 piante. Le altre ordinanze sono in
fase di esecuzione.
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Dificultad del control de X. fastidiosa en olivo

.La bacteria esta muy bien protegida en los vasos del xilema, de
manera que los productos quimicos convencionales no
resultan efectivos.

- El vector es muy abundantey su control requiere
estrategias integradas.

- Las practicas culturales (poda, fertilizacién, etc.) han
mostrado resultados variables.

- No hay variedades resistentes aunque si algunas de
menor sensibilidad como la Leccino.

La exclusion y la erradicacién o contenciéon fueron
las principales opciones de gestion al principio de la
epidemia, pero la erradicacion no parece haber

sido real & GENERALITAT
O VAINCIANA

via



El Gobierno de Italia certifica el pais como libre
de Xylella fastidiosa

Fecha: Febrero,05, 2016

el proyecto de decreto mlnlsterlal para establecer
practicamente toda Italia como zona libre de la bacteria
Xylella fastidiosa, incluyendo la region de Puglia, y con
la excepcion de las zonas delimitadas y las zonas de
\Ggllanma establecidas segin la decision 2015/789 /

Esta medida adoptada se ha considerado en base a las mas de
17.186 inspecciones y los 13.766 analisis de laboratorio que
se han llevado a cabo en las regiones italianas en 2015, con la
excepcion de las inspecciones y analisis llevados a cabo en la
region de Puglia.

Con esta definicion de areas libres de Xylella fastidiosa
se trata de facilitar la exportacion de plantas de vivero,
incluyendo a aquellos terceros paises que han adoptado

medidas para limitar las importaciones en los ultimos meses

| R AA L=



Importacion de plantas huéspedes de X. fastidiosa

Es un patdogeno de cuarentena con mas de 360 especies huéspedes (frutales,
ornamentales y forestales).

La globalizacion del intercambio de plantas ha facilitado la importacion de paises exoticos
sin evaluacion de los riesgos fitosanitarios.

En la mayoria de paises, los certificados fitosanitarios para la exportacion son concedidos
sin la realizacion de analisis, simplemente tras la inspeccion visual de las plantas.

La Unidn Europea (y probablemente muchos otros paises) han importado en los ultimos
10 aflos gran numero de plantas huéspedes de X. fastidiosa, de zonas donde la
bacteria estd presente vy las plantas no fueron analizadas especificamente para este
patégeno.
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Sintomas de X. fastidiosa en plantas ornamentales

Adelfa y Polygala spp. son las mas afectadas

0 Acer pseudoplatanus

OAsparagus acutifolius

OGenista x spachiana (syn. Cytisus racemosus Broom)
OHebe sp.

UGrevillea juniperina

OLaurus nobilis

UOLavandula angustifolia

OMyrtus communis

ORhamnus alaternus

ORosmarinus officinalis

OSpartium junceum

OVinca sp. e

OWestringia fruticosa ... %GENERA“TAT iVia
& VALENCIANA



X. fastidiosa en Nerium oleander y Polygala myrtifolia

Las plantas ornamentales huéspedes de X. fastidiosa son muy abundantes en los paises del
Mediterraneo.

Las plantas ornamentales importadas de paises terce ros no se analizaban para X.
fastidiosa hasta 2015.

1 La secuencia de la cepa italiana COdIiRO de
olivo es similar a una cepa de adelfa y cafeto
de Costa Rica (X. fastidiosa subsp. pauca).

1 Las plantas de Polygala myrtifolia son el
principal huésped en los brotes de Francia
(X. fastidiosa subsp. multiplex).

1 Se acaba de detectar X. fastidiosa en Sajonia,
Alemania, en plantas de adelfa de origen no
determinado, que se mantenian en invernadero
los meses frios.

ZCINRALTAT 3y 4t
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Introduccion (entrada, establecimiento y diseminacion) de X. fastidiosa

La introduccion de X. fastidiosa en lItalia y Francia es el paradigma
de coOmo esta bacteria ha sido capaz de superar una |  egislacion que
apoya el comercio internacional, sin una evaluacion precisa de todos
los posibles riesgos fitosanitarios.

En Italia, la bacteria probablemente se introdujo con plantas no incluidas
en la legislacion de la UE y, en consecuencia, no fueron analizadas para
este patdgeno.

El cafeto y las ornamentales son actualmente las plantas con mayor
riesgo de introduccion del patdbgeno en nuevas areas.

% - .
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¢Qué deberiamos aprender sobre los brotes europeos de X. fastidiosa?

Origen: muchos paises, especialmente americanos.

Extensa lista de huéspedes. Después de ser introduc  ida con una especie frutal u
ornamental, la bacteria puede encontrar nuevos hués  pedes, como el olivo en ltalia o
Polygala myrtifolia en Francia.

Vectores: muchas especies potenciales. En Italia la bacteria encontré un nuevo
vector eficiente, Philaenus spumarius, no descrito anteriormente.
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Plan de Contingencia de la Comunidad Valenciana

Foto Fenaan Gacla Man

PLAN DE CONTINGENCIA DE LA C.
VALENCIANA FRENTE A Xylella fastidiosa

INDICE

1.- Introduccion y objetivos

2.- Marco Legislativo y competencial
2.1.- Marco legislativo
2.2.- Marco competencial

3.- Informacion sobre la enfermedad
3.1.- Generalidades
3.2.- Biologia de la bacteria = = e
3.3.- Vectores y dispersion de la enfermedad ....
3.4.- Sintomas y dafios

4.- Investigacion, Formacion y Comunicacion

4.1.- Comunicacion externa y campaiias de

divulgacion /sensibilizacion

4.2.- Consulta a los grupos de iNterés ...

4.3.- Comunicacion interna y documentacion
4.4.- Formacion

4.5.- Dotacion de Recursos

5.- Revision y Evaluacion

6.- Bibliografia

%”;GENERAUTAT
& VALENCIANA

ivia |



(www.ponteproject.eu)

Proyecto POnTE

Sy

Pest Organisms Threatening Europe

PONTE

PesiOrganisms
ThrearenlngEurope

- Consorcio

UNIVERSITA

DEGLI STUDI DI BARI
AL DO MORO

bl NICY SCTENAZD YR SUORO
DELLA |'|r\,\||\| DIEGELD ATTMENTI

#CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
WAGENINGEN

; I For quality of life r~.f\.-.

Forest Research 5 Ay Q

4 N7

NIBIO

@prs

ivia
Instituto Valenciano

de Investigaciones Agrarias BFW.

./'“J
CIBCM
L k UCR
NORWEGIAN INSTTUTE OF

BIDECONOMY RESEARCH

NATURAL RESOURCES

17711 1270 | *'N7§NA IgnAn 7010

AGRICULTURAL RESEARCH ORGANIZATION (ARQ) | VOLCANI CENTER

= SCIENCE & IMPACT

INSTITUTE FINLAND
Coordinador del consorcio

Consiglio Nazionale Delle Ricerche (‘ "’PSP

Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante
CNR-IPSP, Bari (Italy)

Dr Dbhséx_fb Et;s,cia

Dra Maria Saponari



Proyecto POnTE (2015-2019)

2 Caracterizacion poblacional
N Patogenicidad y virulencia de la cepa CoDiRO en olivo y otros huéspedes

N Genética de X. fastidiosa: genoma de la cepa CoDiRO y aislados de Costa
Rica y su correlacién filogenética con otros genomas de referencia %

2 Deteccion
N Nuevos protocolos de diagnostico de Xf en plantas e
insectos vectores
N Desarrollo de un sistema de teledeccion para Xf
0 Epidemiologia :
N Identificacidn y caracterizacidon de vectores en zonas epidémicas y no epidémicas ' @%

- Control quimico

3 Nuevas biomoléculas para prevenir o reducir el efecto negativo de las infecciones (Xf-
DSF Diffusible Signaling Factors)

N Evaluacién de compuestos quimicos (NAC-fertilizer) para reducir los sintomas y
prevenir la transmision de Xf por sus vectores

- Control genético
N Evaluaciéon del germoplasma de olivo (20 cvs)

N Transcriptomica de plantas de olivo sanas e infectadas por Xf para detectar variedades
de olivo tolerantes

0 Analisis de riesgos -
3 Distribucion potencial de Xf en la UE considerando el efecto  m - -
del cambio climético B 10t ¢ e

[]-8to2°C 2
N Evaluacion integrada de medidas de mitigacion de riesgos Cee | o
) Xylella fastidiosa B e ¥




EPPO Diagnostic protocol drafting team

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015
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EPPO Phytosanitary procedures (PM3)

Phytosanitary procedures for inspection of
consignments for Xylella fastidiosa

The Standard describes the procedures for inspectio n of
consignments for detection of  Xylella fastidiosa on host plants.

Phytosanitary procedures for inspection of
places of production for Xylella fastidiosa

The Standard describes the procedures for inspectio n of places of
production of plants for planting which are suscept ible to Xylella
fastidiosa for export or for internal country movements.

] _ SECINRALITAT 31 48
From Baldisera et al, IPPC-FAO, 20]{5\Q§VALENC|ANA Ivia



Consignment sampling

The size of the unit of inspection according to ISPM no. 31
Methodologies for sampling of consignments

piculture s
cation of the sl International Plant Protection Convention

X. fastidiosa not present:

e 448 plants should be inspected from a lot
of 10 000 (99 % confidence of detecting
evident symptoms present in 1 % of the
plants)

Methodologies for
sampling of consignments

X. fastidiosa present:

» for a lot of 10 000 plants 3 689 plants
should be inspected
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Produced by the Secretaniat of the
International Flant Protection Convention (IPPC)

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015
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Sampling in place of production

Optimal period = active growth of the plants

Laboratory samples = branches/cuttings with
attached leaves including mature leaves

Courtesy M. Saponari

Sampling for insects should preferably be done from late spring
until early autumn

Sample preparation in the lab

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015 DN 5o -
3 via
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Diagnostic protocol: tests recommended

Immunofluorescence

Direct Tissue Blot
Immunoassay (DTBIA)

Enzyme-linked
Immunosorbent assay
(ELISA)

Conventional PCR (Minsavage
et al., 1994)

Real-time PCR (Francis et al.,
2006; Harper et al., 2010)

Loop mediated isothermal
amplification (Harper et al.,
2010)

Different tests to take into account the variability within the EPPO

region

available on EPPO validation database

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015 %EGENERAUTAT
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Screening tests on plant material

Symptomatic/asymptomatic plants

Screening tests

- at least two tests (based on different biological

principles or targeting different parts of the genome)

Serological tests

Conventional PCR/ real-time PCR test/LAMP

All tests Inconsistent At least two tests
negative tests results positive
X. fastidiosa Resampling sus Se?:?;zler\ggznce
not detected recommended P P

Unlike other EPPO protocols for bacteria,

as a screening test

of X. fastidiosa

It is advised to include
molecular tests for
detection on
asymptomatic plants
material in pest free area

isolation is not recommended

Samples should be considered as ‘samples with suspected pr esence of
X. fastidiosa’ when at least two screening tests are positive

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015
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Screening tests on vectors

Vectors

Screening tests - at least two tests (targeting different parts of the genome)
Conventional PCR/ real-time PCR test/LAMP

All tests
negative

v

Inconsistent
tests results

4

At least two tests
positive

v

X. fastidiosa
not detected

Resampling
recommended

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015

Sample with
suspected presence
of X. fastidiosa
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Subspecies determination

PCR for multi locus sequence typing
(MLST) (Yuan et al., 2010)

Conventional PCR (Hernandez-Martinez et

al., 2006)

Multiplex PCR (Hernandez-Martinez et al.,
2006)

Conventional PCR (Pooler and Hartung.,
1995)

From Baldisera et al, IPPC-FAO, 2015

Subspecies

determination by
molecular tests

Subspecies
undetermined

Sample with confirmed
presence of X. fastidiosa
but subspecies
undetermined

X. fastidiosa
subsp.
determined
but not
cultured

% - .
2 GENERALITAT
Quincav V1A



Proyecto XF-ACTORS (2016-2019)

Xylella Fastidiosa Active Containment
Through a multidisciplinary-Oriented Research Strategy
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Proyecto XF-ACTORS

O Patogenicidad, biologia y gendmica de Xf: potenciales consecuencias
epidemioldgicas del establecimiento de nuevas cepas de Xf en la UE.

- Determinar los métodos de remote sensing mas eficientes para deteccidon precoz
de los sintomas.

- Implementacion de esquemas de muestreo y herramientas innovadoras para la
deteccion precoz.

2 Presencia y bioecologia de vectores confirmados y potenciales de Xf.

-1 Desarrollo de herramientas innovadoras para el control de la bacteria (compuestos
sefal, péptidos antimicrobianso, bacteriéfagos) integradas con estrategias econdmica y
ambientalmente sostenibles (biodiversidad del microbioma de la planta, busqueda de
especies/cultivares tolerantes/resistentes.

0 Desarrollar y validar estrategias dirigidas a reducir la diseminacion de Xf y el

impacto de las infecciones a través de medidas convencionales y ecoldgicas para un control
sostenible de los vectores.

20 Nuevos mecanismos y herramientas para el analisis de riesgo y la prevencion, y las
estrategias de erradicacion.



X. fastidiosa es un patogeno de alto riesgo,
que causa graves enfermedades en varios paises

0 X. fastidiosa es un patégeno polifago del que se de  scubren nuevos huéspedes cada afo.

0 La bacteria puede tener un largo periodo de latenci a en el huésped, o incluso no mostrar sintomas en

plantas contaminadas.

L0 Puede adaptarse a diferentes condiciones climaticas , aunque las bajas temperaturas limitan su

diseminacion y tanto en plantas como en vectores, el control es muy dificil y costoso.

U Los protocolos de la EPPO para inspeccion, detecci6  n e identificacion, deben ser aplicados.

0 La experiencia italiana deberia servir para

evitar una tragedia similar en otros paises
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