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Presentacion

El interés cientifico, fitopatoldgico, técnico y medidtico suscitado en Espana
por la bacteria Xylella fastidiosa no es comparable al despertado por ningiin otro
tema relacionado con la sanidad vegetal en las iltimas décadas. A pesar de la
cantidad de informacion disponible sobre este patdgeno, no toda tiene el rigor
necesario y por ello este libro pretende ofrecer informacion fiable, proporcionada
por los expertos espanoles en el tema y por investigadores de otros paises con amplia
experiencia en esta bacteria.

Su génesis surgid del encargo que nos hizo Cajamar en 2015 tras una jornada
técnica sobre la amenaza de X. fastidiosa para el olivar que se organizd en Ante-
quera en septiembre de 2015, y que coincidié con la demanda de los profesionales
del sector agrario ante la carencia de una herramienta de consulta sobre la enfer-
medad causada por X. fastidiosa en olivo. Pero el objetivo de las coordinadoras al
redactar el indice y los puntos a tratar en cada capitulo ha sido proporcionar una
vision de conjunto de la bacteria y de las distintas enfermedades que causa porque,
como se verd, X. fastidiosa es mucho mds que el agente causal de la tragedia del
olivo del sur de Italia. Prueba de ello es que cuando el indice se gestd, no se habia
detectado la bacteria aiin en las Islas Baleares, y ha sido a siltima hora cuando
hemos tenido que incluir un capitulo mds tras su deteccion en Alicante.

El libro incluye 15 capitulos que pretenden ofrecer una revision actualizada,
pero también realista, prdctica y critica del estado actual de los conocimientos so-
bre esta bacteria y las enfermedades (bacteriosis) de las que es responsable. Consta
de nueve capitulos generales y de seis mds especificos sobre la situacion y la proble-
mdtica de las enfermedades producidas por X. fastidiosa en América y en Europa,
incluyendo Espana. La lectura de los distintos capitulos nos lleva a profundizar
en el complejo sistema que constituyen X. fastidiosa, sus plantas huéspedes, sus
vectores y las condiciones medioambientales del entorno.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS
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Creemos que se ha logrado que cada tema se trate con rigor académico, pero
también que sirva como fuente bdsica de conocimiento para estudiantes, técnicos
y profesionales de la sanidad vegetal, asi como para todos los actores que partici-
pan en los distintos eslabones de la cadena de valor agricola, desde la produccion
hasta la comercializacion. Todos los autores, con su profundo conocimiento del
tema, han conseguido que en cada capitulo el lector encuentre aspectos de interés
cientifico y técnico, pero combinados con aspectos pricticos, y con un lenguaje
comprensible para el piiblico espanol y esperamos que también para el de los paises

de habla hispana.

Y, ademds, el libro nace con gran oportunidad, en un momento clave, porque
se estd empezando a escribir la historia de X. fastidiosa en Esparia y tenemos que
agradecer y reconocer que la persistencia de Juan José Hueso ha sido determinante
para llevar a término esta publicacion. A lo largo de los distintos capitulos se puede
constatar cémo la generacion de nuevos conocimientos ha sido y es imprescindible
para que las estrategias de exclusion, erradicacion y contencion puedan ser llevadas
a cabo con base cientifica.

Este libro ha sido concebido desde el principio como una obra realizada en
colaboracion, y la mayor dificultad para las coordinadoras no ha sido convencer
a los distintos autores que aceptaron inmediatamente embarcarse en esta aventu-
ra, sino la necesidad de utilizar un lenguaje comiin en temas muy diversos y de
evitar duplicidades. Por ello, valoramos la conveniencia de incluir una etapa de
correcciones y de homogeneizacion, que ha requerido un esfuerzo adicional de los
autores, a los cuales expresamos de nuevo nuestro agradecimiento.

Las coordinadoras consideramos que este libro nace en 2017 como una obra
abierta, que deberia ser ampliada en el futuro proximo con la actualizacion de
datos y de nuevo conocimiento. Porque hemos aprendido que la historia de X.
fastidiosa en el dmbito mundial se va escribiendo dia a dia. Prueba de ello es que
seguramente durante la impresion de este libro se publique una nueva normativa
comunitaria de obligado cumplimiento en los Estados miembros y que nos ha sido
imposible recoger en esta edicion.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Presentacion
Blanca Landa, Ester Marco-Noales y Maria Milagros Lopez

Los contenidos recogidos en este libro ven la luz gracias al apoyo e interés de
Cajamar y la participacion de muchos de los mejores grupos especializados en este
tema en Espana y en el extranjero. Desde aqui las coordinadoras quieren agradecer
a todos ellos su disponibilidad, su trabajo y su esfuerzo generoso y desinteresado
para conseguir Sintetizar sus conocimientos sobre esta misteriosa bacteria. Y de-
seamos que los lectores aprecien la dedicacion que hay detris de cada uno de los
capitulos y disfruten y aprendan con su lectura, ya que tanto Cajamar como las
coordinadoras y los autores han querido ofrecer un recurso diddctico bdsico, preciso
y ameno. Asi, todo el que esté interesado podrd acercarse al mundo y el entorno de
X. fastidiosa desde diversos dngulos y a través de distintas experiencias, y podrd
acertar a comprender el riesgo real que supone esta bacteria ya que es un problema
que nos afecta a todos.

Blanca Landa, Ester Marco-Noales y Maria Milagros Lépez

Coordinadoras
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Xylella fastidiosa y las enfermedades que causa
Un problema global

Ester Marco-Noales", Blanca B. Landa® y Maria M. Lépez*

“Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (Espafia, Valencia, Moncada)
e "Instituto de Agricultura Sostenible-CSIC (Espafa, Cérdoba)

1. Introduccién

Xylella fastidiosa estd considerada como la bacteria que constituye la prin-
cipal amenaza hoy dia para distintos cultivos de gran importancia estratégica,
en todos los paises donde atin no estd presente. Por ello, es una bacteria de
cuarentena en la Unién Europea (UE) desde el ano 2000, segtin la Directiva
2000/29/EC, y también estd incluida en la lista A1 de la Organizacién Euro-
pea y Mediterrdnea de Proteccién de Plantas (EPPO) (http://www.eppo.org/
QUARANTINE/listA1.htm). Su peligro radica en que es el agente causal de
numerosas enfermedades muy graves, que podrian tener enormes repercusio-
nes econdmicas para distintos cultivos europeos y muy especialmente para la
economia espafiola, dado que puede afectar a olivo, vid, citricos, frutales de
hueso, almendro y numerosas especies ornamentales y forestales.

Su nombre especifico denota dos caracteristicas de esta bacteria: que habi-
ta en el xilema de las plantas hospedadoras (Xylella) y que tiene un crecimien-
to muy lento en los medios de cultivo microbiolégicos (fastidiosa). Es trans-
mitida de forma persistente por distintas especies de insectos chupadores del
xilema de los huéspedes a los que afecta (Capitulo 4). De hecho, X. fastidiosa
coloniza dos hébitats: el xilema de las plantas hospedadoras y el intestino an-
terior de los insectos chupadores de savia bruta que son vectores de la bacteria

(Almeida y Nunney, 2015).

Actualmente, X. fastidiosa es la bacteria de mayor resonancia medidtica
a nivel internacional, con especial relevancia en la UE, donde ha pasado de
ser una bacteria de cuarentena solamente conocida por los fitopatélogos a
ser considerada el principal peligro para importantes cultivos. En Europa la
alarma se dispar6 en 2013 con la deteccién de un importante brote de X. fas-
tidiosa en el sur de Italia (Saponari ez al., 2013), donde ha arrasado miles de
hectdreas de olivar en Apulia. Sin embargo, como veremos a lo largo de este li-
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bro, también supone un grave riesgo para la vid, los frutales de hueso (ciruelo,
melocotonero), los citricos, el almendro y numerosas especies frutales, orna-
mentales y forestales de los paises mediterrdneos. No obstante, el impacto real
de esta bacteria en los distintos paises de la UE dependerd de las circunstancias
concretas del lugar de su introduccién y de los huéspedes y vectores locales.
No puede descartarse que el patdgeno esté ya presente en diversos paises, en
zonas localizadas, y que pase inadvertido debido a la falta de especificidad de
los sintomas, la ausencia de vectores eficientes, o0 a que no se hayan utilizado
los procedimientos diagndsticos sensibles y especificos que son estrictamente
necesarios para su diagndstico.

En este primer capitulo se resumen algunas caracteristicas de las enferme-
dades causadas por esta bacteria en sus principales huéspedes. Pero es necesa-
rio sefalar que X. fastidiosa se ha convertido en la bacteria mds imprevisible
de todas las que afectan a las plantas cultivadas, dada la gran diversidad de sus
cepas, los numerosos vectores que la transmiten, que pueden ser distintos en
cada pais, y la larga lista de huéspedes a los que puede afectar y que, ademds,
varfa de un pais a otro en funcién de los vectores y las subespecies presentes.
Aunque se sabe mucho sobre X. fastidiosa, hay todavia muchas mds preguntas
por responder que respuestas para ellas, tanto respecto a la biologia de las
distintas subespecies de esta especie como a su epidemiologia en distintos
huéspedes. Y, desgraciadamente, hoy por hoy se carece de métodos eficientes
y sostenibles para su control integrado.

2. Cronologia de algunas de las enfermedades causadas
por X. fastidiosa

La historia de X. fastidiosa tiene ya mds de un siglo, porque el primer
sindrome conocido causado por esta bacteria fue descrito en 1887 por New-
ton Barris Pierce, cuando una extrana patologia arrasé miles de hectdreas de
vid en Los Angeles (California) (Janse y Obradovic, 2010). En homenaje al
formidable trabajo de aquel cientifico, la enfermedad se denominé en 1930
enfermedad de Pierce (Pierce disease o PD) (Gardner y Hewitt, 1974) (Capi-
tulo 8). Posteriormente, en la década de 1940 se demostré la transmisién de
la enfermedad por vectores (Purcell, 2013; Janse y Obradovic, 2010). Sin em-
bargo, el agente causal no se aislé en cultivo hasta 1978 (Davis ez al., 1978).
Y no fue hasta 1987 cuando esta bacteria fue adecuadamente descrita, clasifi-
cada y denominada como la tnica especie de un nuevo género, recibiendo el
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nombre de Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987). Hoy en dia, la enfermedad
de Pierce sigue siendo una gran preocupacién para los productores del sur de
EEUU. De hecho, en la primera década de este siglo XXI, X. fastidiosa era
considerada como una de las mayores amenazas para diversos cultivos de va-
rios paises americanos (Hopkins y Purcell, 2002). Una vez que X. fastidiosa se
aislé en medio de cultivo de laboratorio y se describié, empez6 a encontrarse
en muchos otros huéspedes ademds de la vid, tanto en plantas con sintomas
como sin sintomas. Entre ellas estdn Prunus spp., Acer spp, Carya illinoinensis,
Coffea arabica, Citrus, Hedera helix, Morus rubra, Nerium oleander, Platanus
occidentalis, Quercus spp., Ulmus americana, Medicago sativa, Vinca major,
Persea americana. La caracterizaciéon de X fastidiosa culminé con la secuen-
ciacién del genoma completo de una cepa de citricos (Almeida ez /., 2000),
siendo la primera bacteria fitopatégena de la que se secuencié todo el genoma,
lo que da idea de la importancia que este patégeno ha ido adquiriendo.

Ya desde la primera década del siglo XX, esta bacteriosis fue considerada
como una de las grandes amenazas para el cultivo de la vid, y en la actualidad
lo sigue siendo en el sur de los EEUU, donde se ha convertido en las dos tdlti-
mas décadas en un factor limitante para la produccién. Ello es debido, princi-
palmente, a la introduccién en California en la década de 1990 de un vector
exdtico muy eficiente en la transmisién de la bacteria y de dificil control,
Homalosdisca vitripennis (Hemiptera: Cicadellidae) (Chatterjee ez al., 2008).
Respecto a la vid en Europa, aunque existe un trabajo publicado en 1998 en el
que se diagnosticaba la bacteria en vifiedos de Kosovo (Berisha ez /., 1998), la
presencia de X. fastidiosa en dicha especie no se ha podido confirmar en aquel
pais. Ademds, también existen citas, pero igualmente con resultados no con-
firmados, de introducciones de la bacteria en material importado de vid en
Francia, procedente de viveros de EEUU (EPPO Reporting Service 500/02,
505/13, 1998/9).

En 1987, X. fastidiosa fue asociada en Brasil a una grave enfermedad ob-
servada en distintas variedades de naranjo dulce, que producia clorosis en ho-
jas y decaimiento de los drboles, haciéndolos econémicamente improductivos
y a la que se denoming clorosis variegada de los citricos (citrus variegated clo-
rosis 0 CVC) (Chang ez al., 1993; Hartung ez al., 1994). Se demostré que esa
bacteriosis estaba causada por X fastidiosa subsp. pauca y hasta la fecha solo
ha sido diagnosticada en Brasil y en dreas restringidas de Argentina, Paraguay
y Costa Rica (Brlansky ez a/., 1991; Hartung ez al., 1994; Coletta y Machado,
2003; Aguilar ez al., 2005) (Capitulo 9). Veinte anos después de la primera
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deteccidn en Brasil se estimaba que mds del 40 % de los 200 millones de na-
ranjos que hay en el estado de Sao Paulo y en el tridngulo minero del estado
de Minas Gerais estaban infectados por X. fastidiosa (Bové y Ayres, 2007).

En 2012 salt6 una primera alarma en Francia, porque tuvo lugar la de-
teccién de la bacteria en plantas de cafeto (Coffea arabicay C. canephora), que
procedian de Ecuador y México (Legendre ez al., 2014), pero eran plantas
confinadas en invernadero y el brote se erradicé (ANSES, 2012; EPPO 2012;
EFSA PLH Panel, 2015).

En 2013 se descubrié que la bacteria habia pasado de nuevo del conti-
nente americano al europeo, cuando la enfermedad denominada decaimiento
subito del olivo u OQDS (Olive Quick Decline Syndrome) fue identificada por
primera vez en la regién de Apulia, en el sureste de Italia, y se demostré que
en las plantas afectadas estaba presente X. fastidiosa subsp. pauca (Saponari et
al., 2013). Hasta entonces esta subespecie solo se habia detectado en citricos y
en cafeto en Brasil y en plantas ornamentales en Costa Rica. La identificaciéon
de X fastidiosa en los olivos afectados representd la primera deteccién con-
firmada de esta bacteria en la UE. En Apulia, X. fastidiosa es transmitida por
Philaenus spumarius (Hemiptera: Aphrophoridae) (Saponari ez al., 2014), que
ha demostrado ser un vector extremadamente eficiente y abundante. Desde
la detecciéon de ese brote inicial, la bacteriosis se ha extendido por toda la
regién de Apulia, causando enormes pérdidas econdémicas y medioambien-
tales y afectando a numerosas especies cultivadas y silvestres (Capitulo 10).
Pero hasta ahora, en ningin caso se han encontrado plantas de vid o citricos
infectadas, o con resultado positivo, en los andlisis efectuados. Tras la primera
deteccién de la bacteria en Italia, la UE publicé una legislacién de obligado
cumplimiento que dio lugar a la puesta en marcha de medidas para contener
su expansién mds alld de la zona de la primera deteccién, e impedir que pu-
diese ser dispersada a otras zonas oleicolas en la UE mediante la distribucién
de material vegetal infectado. Sin embargo, a finales de 2014 toda la provincia
de Lecce en la regién de Apulia fue declarada zona infectada, en la que ya solo
se aplican medidas de contencién. El drea delimitada estd rodeada por una
extensa zona tampdn, en la que estdn incluidas zonas de vigilancia. En mayo
de 2016 la extensién de la zona infectada era de 110 km desde el punto mds
meridional de la peninsula de Italia y la de la zona tampén era de 10 km.
Basdndose en los resultados de prospecciones oficiales, el resto del territorio
italiano, fuera de estas zonas, estd todavia considerado a fecha de septiembre
de 2017 como libre del patégeno. Al mismo tiempo, un grupo de investigado-
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res del CNR de Bari (Apulia), liderado por los Drs. Boscia y Saponari, inici6
un programa de investigacion, merecedor de admiracién, que determiné la
naturaleza especifica y el genoma de la bacteria asociada al OQDS, desarroll6
protocolos para su diagnéstico, e identificé los vectores que propician la di-
seminacién y trasmision de la misma (Capitulo 10), todo ello en un tiempo
récord, que ha sido de gran utilidad para la prevencién de la bacteria en la UE.

En 2015, las autoridades francesas informaron del primer brote de X. fas-
tidiosa en su territorio, en la isla de Cércega, en plantas de la especie ornamen-
tal Polygala myrtifolia. Y en octubre de ese mismo afo se detectd la bacteria en
la Costa Azul, primero en Niza y luego en varios municipios del departamen-
to de Alpes-Maritimes y posteriormente también del de Var (Regién PACA)
(Capitulo 11). En Julio de 2017 el nimero de focos declarados era de 342 en
la isla de Céreega y de 21 en la regiéon PACA. En Francia, con alguna excep-
cién menor, la subespecie detectada es X. fastidiosa subsp. multiplex y se ha
aislado de mds de 30 especies vegetales diferentes. Sin embargo, las muestras
analizadas hasta el verano de 2017 de olivos, citricos y vid han resultado todas
negativas. En los diversos focos aparecidos en Céreega y la regién PACA, se
tomaron medidas de forma inmediata tras su deteccién basadas en la Decisién

de Ejecucién (EU) 2015/789.

En 2016, en Alemania, en el curso de una inspeccién rutinaria en un
invernadero de un pequefio vivero de Sajonia, se analizé una planta de adelfa
que mostraba sintomas sospechosos, y tanto en ella como en otra de romero
se detecté X. fastidiosa. La subespecie identificada fue X. fastidiosa subsp. fasti-
diosa. De acuerdo a la Decision (EU) 2015/789, se tomaron inmediatamente
medidas oficiales de erradicacin, y la delimitacién de un drea con una zona
tampén que llega a parte del estado vecino de Turingia. Unos meses después
también se detecté X fastidiosa en Streprocarpus sp. y en hibridos de Erysimum
en ese mismo vivero. Desde entonces se han analizado unas 700 muestras, to-
das negativas, asi como posibles vectores también negativos para X. fastidiosa,
y se contindan haciendo muestreos y andlisis de plantas y de posibles vectores,
para establecer el origen del foco y delimitarlo.

En Espafia, la entrada o deteccién de la bacteria era un hecho casi anun-
ciado, ya que nuestro pais ha importado y sigue importando plantas proce-
dentes de paises que sufren la enfermedad, sin que la sanidad de dichas plantas
pueda estar garantizada al 100 %, a pesar de tomarse muestras (mds o menos
representativas) de los lotes importados que luego son analizadas, cumpliendo
asi la legislacion europea. A finales de 2016, en el transcurso de inspecciones y
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andlisis rutinarios en Mallorca, se detectéd X. fastidiosa en cerezos y plantas de
Polygala myrtifolia (Olmo ez al., 2017). La bacteria se ha seguido detectando
desde entonces en diversas especies frutales y ornamentales, asi como en Ibiza
y en Menorca (Capitulo 12). A comienzos del verano de 2017 X. fastidiosa se
detect6 también en Alicante en plantaciones de almendro (Capitulo 13). En
ambas comunidades auténomas se puso en marcha el Plan de Contingencia
del MAPAMA y se realizaron prospecciones y toma de muestras de plantas
huéspedes potenciales en un radio de 100 m alrededor de las plantas infecta-
das, lo que dio lugar a encontrar nuevos focos e ir incrementando el tamafio
de las zonas demarcadas en cada caso.

3. Variantes de X. fastidiosa y su distribucién geogrifica

En un principio se crefa que la especie X. fastidiosa estaba constituida por
un grupo homogéneo de bacterias que causaban enfermedad en una amplia
gama de plantas. Sin embargo, se comprobé que esto no era asi cuando em-
pezaron a utilizarse métodos de genotipado, basados en secuencias de ADN,
para comparar aislados del patégeno que colonizaban diferentes plantas hués-
pedes (Chen ez al., 1992). Fue entonces cuando se describieron al menos
cuatro grupos genéticos principales que actualmente se clasifican como subes-
pecies (Schaad e al., 2004; Schuenzel ez al., 2005): fastidiosa, pauca, multiplex
y sandyi (Schaad ez al., 2004; Schuenzel ez al., 2005), aunque solo dos, la sub-
especie fastidiosa y la subespecie multiplex, se consideran nombres vélidos por
la International Society of Plant Pathology, Committee on the Taxonomy of
Plant Pathogenic Bacteria (ISPP-CTPPB) (Bull ez 4/., 2012). La introduccién
del tipado por andlisis multilocus (multilocus sequence typing, MLST, Yuan et
al. 2010) revoluciond la taxonomia de X. fastidiosa y permitié organizar clados
filogenéticos significativos asociados a las subespecies. El MLST utiliza datos
de siete genes de mantenimiento que estan distribuidos por todo el cromoso-
ma bacteriano, y la combinacién del conjunto de los siete alelos individuales
se emplea para asignar los aislados a tipos de secuencia (Sequence Type, ST).

Estas cuatro subspecies han divergido genéticamente entre un 1 % y
un 3 %, aparentemente debido a su aislamiento geografico en los tltimos
20.000-50.000 anos (Nunney ez al. 2012, Schuenzel ez 4l., 2005). Este ais-
lamiento se rompié por la actividad humana (Nunney ez /. 2012, Yuan ez
al. 2010), y la coocurrencia de subespecies previamente alopdtricas, es decir,
diferentes por aislamiento geografico, ha resultado en una recombinacién ho-

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Xylella fastidiosa y las enfermedades que causa: un problema global
Ester Marco-Noales, Blanca B. Landa y Maria M. Lipez

mologa (Nunney ez al. 2012, 2014). Se ha demostrado que las poblaciones
naturales de X. fastidiosa recombinan con frecuencia (Almeida ez a/. 2008;
Nunney ez al. 2012, 2014), lo que apoya la hipétesis de que el flujo genético
via recombinacién homéloga puede ser uno de los motores que ha dado lugar
a la emergencia reciente de nuevas enfermedades producidas por X. fastidiosa
(Almeida y Nunney 2015; Kandel ez 4/, 2017).

Hay cepas de X. fastidiosa que no se han podido asignar a ninguna de las
cuatro subespecies. De hecho, se propuso una quinta subespecie para incluir
aislados que causan enfermedad en Chitalpa tashkentensis (Bignoniaceae) en
Nuevo México (EEUU), pero su posicién filogenética todavia no estd clara
(Randall ez /., 2009). Y mds recientemente se propuso la subespecie mori para
aislados que colonizan moreras en EEUU (Nunney ez /. 2014), y que seria
fruto de la recombinacién de alelos de las subespecies fastidiosa y multiplex.

En Taiwdn se describié una enfermedad en peral (Pyrus pyrifolia y P se-
rotina) muy similar al quemado de hojas causado por X fastidiosa en otros
drboles (Leu and Su, 1993; Chen ez 4l., 20006), y el agente causal se asigné en
un principio a una nueva subespecie de X. fastidiosa; sin embargo, los tltimos
estudios filogenéticos sugieren que se trata de una nueva especie del género,
que se ha denominado X. taiwanenis (Su et al., 2016).

La distribucién actual de X fastidiosa se presenta en la Figura 1. En un
vistazo rdpido se observa una amplia distribucién de la bacteria por todo el
continente americano, que da idea del aislamiento geografico en el que estuvo
este patdgeno hasta que dio el salto fuera de América. En Norteamérica, X.
fastidiosa se ha detectado tanto en Canadd como en México y en EEUU (Ala-
bama, Arizona, Arkansas, California, Delaware, District of Columbia, Flori-
da, Georgia, Indiana, Kentucky, Louisiana, Maryland, Mississippi, Missouri,
Montana, Nebraska, New Jersey, New Mexico, New York, North Carolina,
Oklahoma, Oregon, Pennsylvania, South Carolina, Tennessee, Texas, Virgi-
nia, Washington, West Virginia). En América Central y el Caribe, en Costa
Rica (Nunney ez al., 2014) y México (Legendre ez al., 2014). Ademds, se han
interceptado partidas infectadas importadas en Europa desde Honduras. En
Sudamérica, X. fastidiosa se ha detectado en Argentina, Brasil, Ecuador, Pa-
raguay y Venezuela. Fuera de América y Europa, se ha detectado en Irdn. Las
informaciones sobre India, Libano y Turquia son inciertas, ya que se basan
solo en inspeccién visual, ELISA y/o observaciones microscépicas. Sobre la
situacién en Africa no hay informacién.
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Figura 1. Mapa de distribucién mundial de Xylella fastidiosa

* Las zonas con un circulo amarillo indican presencia permanente de la bacteria, mientras que aquellas seraladas con uno
violeta indican una presencia transitoria.

Fuente: EPPO Global database.

Entre las cuatro subespecies aceptadas de X. fastidiosa parece haber cierto
grado de diferenciacién en funcién del huésped; sin embargo, hay incerti-
dumbre respecto al rango potencial de huéspedes en la flora europea, ya que
muchas especies de plantas europeas, principalmente silvestres, nunca han
estado expuestas a la bacteria y se desconoce si serfan huéspedes y, en caso
afirmativo, si serfan sintomdticos o asintomdticos (EFSA 2015). Ademds, no
se ha encontrado especificidad entre el genotipo de X. fastidiosa y las especies
de insectos vectores en Norteamérica (Almeida ez a/. 2005).
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4. Gama de huéspedes

La gama de huéspedes de X. fastidiosa es extremadamente amplia, ya que,
segun la evaluacién de la European Food Safety Authority (EFSA), abarca 359 es-
pecies de plantas que pueden ser infectadas por esta bacteria, en condiciones
naturales o experimentales, y que pertenecen a 204 géneros y 75 familias bo-
tdnicas (EFSA 2015, 2016). Esta lista va en aumento con los huéspedes que se
van encontrando en los nuevos brotes europeos. Solo en los tltimos tres anos,
desde la deteccidn de X. fastidiosa en ltalia, Francia y Espana, se han descrito
mds de cuarenta nuevos huéspedes, identificados en los focos de dichos paises,
que pertenecen a 16 géneros de cinco familias en las que la bacteria no habia
sido previamente identificada. La Comisién Europea publica actualizaciones
de la lista periédicamente (Tabla 1), que se pueden consultar en la siguiente
direccién electrénica: https://ec.europa.eu/food/plant/plant_health_biosecu-
rity/legislation/emergency_measures/xylella-fastidiosa/susceptible_en.

Todo esto sugiere que, en nuevos brotes, la bacteria podria afectar a otras
especies cultivadas, ornamentales, forestales o silvestres, no descritas, lo que
hace dificil prever su impacto real y sus reservorios. Ademds, la bacteria se ha
detectado también en muchas plantas silvestres (con frecuencia solo de modo
latente), como hierbas, juncos y diversos drboles (Freitag, 1951; Blake, 1993;
Hartman, 1991, 1992, 2003; Hernandez-Martines ez al., 2007; Raju ez al.,
1983). No se puede excluir que el patdgeno esté presente a pequena escala en
otras zonas geogréficas de Europa y pase desapercibido por la falta de familia-
ridad con los sintomas o la ausencia (al menos temporal) de vectores eficaces.
No hay que olvidar la gran cantidad de patrones de vid importados desde
finales del siglo XIX desde Norteamérica a Europa debido a su resistencia a la
filoxera y las frecuentes importaciones de muchos otros huéspedes de zonas
en las que la enfermedad estd presente (ardndano, almendro, fresa, melocoto-
nero, y decenas de especies de plantas ornamentales, etc.), que podrian haber

llevado a la introduccién incidental del patégeno en las dltimas décadas (Janse
y Obradovic, 2010).
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Tabla 1. Lista de plantas susceptibles a las diferentes subespecies de Xylella
Jfastidiosa en territorio de la Unién Europea, segtin la actualizacién
de la Comisién Europea de 28 de julio de 2017

Subespecie de X. fastidiosa Planta susceptible
X fastidiosa subsp. fastidiosa Cistus mospeliensis L.
Prunus avium L.
Streptocarpus
Erysimum

Vitis vinifera L.

X. fastidiosa subsp. multiplex Acacia dealbata Link
Acer pseudoplatanus L.
Anthyllis hermanniae L.
Artemisia arborescens L.
Asparagus acutifolius L.
Calicotome villosa (Poiret) Link
Cercis siliquastrum L.
Cistus creticus L.
Cistus monspeliensis L.
Cistus salviifolius L.
Coronilla valentina L.
Cytisus scoparius (L.) Link
Cytisus villosus Pourr.
Ficus carica L.
Fraxinus angustifolia Vahl
Genista x spachiana (syn. Cytisus racemosus Broom)
Genista corsica (Loisel.) DC.
Genista ephedroides DC.
Hebe
Helichrysum italicum (Roth) G. Don
Lavandula angustifolia Mill.
Lavandula dentata L.
Lavandula stoechas L.
Lavandula x allardii (syn. Lavandula x heterophylla)
Lavandula x intermedia
Metrosideros excelsa Sol. ex Gaertn.
Myrtus communis L.
Olea europaea L.
Pelargonium graveolens L'Hér
Phagnalon saxatile (L.) Cass.
Prunus cerasifera Ehrh.
Prunus domestica L.
Quercus suber L.
Rosa canina L.
Spartium junceum L.

Westringia fruticosa (Willd.) Druce
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Tabla 1 (cont.). Lista de plantas susceptibles a las diferentes subespecies de Xylella
Jfastidiosa en territorio de la Unién Europea, segtin la actualizacién
de la Comisién Europea de 28 de julio de 2017

Subespecie de X. fastidiosa Planta susceptible
X. fastidiosa subsp. pauca Acacia saligna (Labill.) Wendl.
Asparagus acutifolius L.
Catharanthus
Chenopodium album L.

Cistus creticus L.

Dodonaea viscosa Jacq.
Eremophila maculata F. Muell.
Erigeron sumatrensis Retz.
Erigeron bonariensis L.
Euphorbia terracina L.
Grevillea juniperina L.
Heliotropium europaeum L.
Laurus nobilis L.

Lavandula angustifolia Mill.
Lavandula stoechas 1.
Myrtus communis L.
Myoporum insulare R. Br.
Olea europaea L.
Pelargonium x fragrans
Phillyrea latifolia L.

Prunus avium (L.) L.
Rbhamnus alaternus L.
Spartium junceum L.

Vinca

Westringia fruticosa (Willd.) Druce
Westringia glabra L.

Cualquiera de las tres subespecies

Coffea

Lavandula dentata L.

Nerium oleander L.

Polygala myrtifolia L.

Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb
Rosmarinus officinalis L.

Fuente: Comisién Europea (2017).
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5. Generalidades sobre la sintomatologia de las enfermedades
causadas por X. fastidiosa

Los sintomas que origina X. fastidiosa dependen de la combinacién especi-
fica de la planta huésped y la cepa de la bacteria. A medida que la bacteria in-
vade los vasos del xilema, bloquea el transporte de nutrientes minerales y agua.
La Figura 2 muestra las células bacterianas colonizando el xilema de vid. Ge-
neralmente, los sintomas incluyen el denominado quemado, escaldado, cha-
muscado foliar o necrosis marginal, marchitamiento del follaje, defoliacién,
clorosis o bronceado en el margen de la hoja y enanismo de la panta. Las infec-
ciones bacterianas pueden ser tan graves como para conducir a la muerte de las
plantas infectadas. El bronceado puede intensificarse hasta tomar coloracién
marrén oscura y secar los 6rganos afectados (Janse y Obradovic, 2010). En la
Figura 3 se puede observar el tipico sintoma de quemado en diferentes plantas.

Figura 2. Células de Xylella fastidiosa en el xilema de una planta de vid

Fuente: Electron Microscopy Laboratory (UC Berkeley).
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Figura 3. Sintomas de quemado en Acacia saligna (A), Nerium oleander (B),
Coffea sp. (C), Polygala myrtifolia (D) y Westringia fruticosa (E)

O ) )

)

Fuente: EPPO global database.

Los sintomas generalmente aparecen al principio solo en unas pocas ramas,
pero luego se suelen observar en todo el follaje. Dependiendo de la especie de
planta afectada, pueden aparecer una gran diversidad de sintomas que incluyen
también la presencia de manchas amarillas en las hojas, o de follaje clorético,
observindose a menudo una marcada decoloracién amarilla entre los tejidos
sanos y necroticos, lignificacién irregular de la corteza, retraso del crecimiento,
caida prematura de las hojas y frutos, reduccién de la produccién y del tamafio
y sabor de los frutos, o una combinacién de varios de estos sintomas.

Ademds, al ser muchos de estos sintomas poco especificos, pueden con-
fundirse con los causados por otros factores bidticos o abidticos (otros pa-
togenos, estreses ambientales, deficiencias de agua, salinidad, contaminantes
del aire, problemas nutricionales, quemaduras de sol, etc.). En los préximos
capitulos se tratardn alguna de las enfermedades mds importantes que causa
esta bacteria con una descripcién profusa de los sintomas caracteristicos de
cada una de ellas.
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6. Importancia econémica

La gravedad de los dafos causados por X. fastidiosa en muchos paises debe
ser evaluada, no solo en funcién de las plantas afectadas o las pérdidas de pro-
duccidn, sino también por las pérdidas que provoca en la industria que utiliza
como materia prima los frutos de los huéspedes de la bacteria (uva, citricos,
aceituna, etc.). También se deben tener en cuenta las pérdidas medioambien-
tales en especies forestales, en plantas ornamentales, en puestos de trabajo
directos e indirectos, y otros factores sociales muy dificiles de evaluar. Ademds,
la enfermedad causa también un dafio indirecto en las dreas que producen
material de plantacidn, ya que se prohibe la exportacién desde lugares donde
estd presente la bacteria.

En EEUU, el coste de la enfermedad de Pierce en California se ha estima-
do en unos 104,4 millones de délares por afo: 48,3 millones para actividades
financiadas por varias agencias gubernamentales, las industrias viveristas y de
citricos, y 56,1 millones de pérdidas y reemplazamiento de vifiedos por los
agricultores. Estas cifras no incluyen los costes de las medidas preventivas con-
tra la expansion de la chicharrita de alas cristalinas (¢lassy winged sharpshooter),
vector exdtico que apareci6 en la década de 1990 causando un notable incre-
mento en la incidencia de la enfermedad de Pierce, por lo que las pérdidas
estimadas son mds bajas que las reales (Tumber ez a/., 2014). Si el programa
contra el vector acabase, se dispersaria libremente por toda California y el
coste anual para la industria del vino, y en dltimo término para los consumi-
dores, se incrementaria en 185 millones de délares (Alston ez /., 2013).

En el estado de Georgia, la enfermedad del falso melocotonero, conocida
desde 1890, sigue siendo el principal factor limitante de la produccién de este
frutal (Purcell, 2014). Un ejemplo de las consecuencias en plantas ornamen-
tales es el de la adelfa plantada a lo largo de las carreteras y en muchos jardines
privados, porque las pérdidas solo en las autopistas de California se estimaron
en 125 millones de délares (Henry ez al., 1997). El impacto en especies fores-
tales es mds dificil de calcular debido a la ausencia general de datos (Sinclair y
Lyon, 2005), pero un 35 % de los robles del estado de Nueva Jersey estaban
afectados en la década de 2000 por el quemado bacteriano de hoja provocado

por X. fastidiosa (Gould et al., 2004).

En Brasil, aproximadamente el 40 % de los 200 millones de naranjos dul-
ces plantados en el estado de Sao Paulo tienen sintomas de clorosis variegada
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(Almeida ez al., 2014). Y se estimé que las pérdidas anuales por disminucién
de rendimiento o calidad del fruto podian superar los 100 millones de délares
por afio en todo el pais (Bové y Ayres, 2007).

En Italia, ademas de las pérdidas directas por la muerte de los olivos, los
cambios en las técnicas agricolas debidos a las précticas de proteccién obliga-
toria (insecticidas y labores del suelo) han incrementado los costes (Sardaro
et al., 2015). Se ha estimado un coste de 111-119 euros por planta muerta,
segun los ingresos esperados de la produccién de aceite de oliva en las dreas
infectadas, mientras que el incremento en los costes de gestién se ha valorado
en un 31 %. Las pérdidas medioambientales, relativas a los olivos centenarios,
se han estimado en 64 euros por planta. Por tanto, el impacto potencial de X.
fastidiosa en la peninsula de Salento es muy elevado debido a los aproximada-
mente 11 millones de olivos presentes en el drea infectada. Y otros huéspedes
conocidos de la cepa local de X. fastidiosa tienen valor mediomabiental, y por
tanto el patdégeno también constituye una seria amenaza para ellos. Ademds,
las poblaciones del tnico vector conocido en la zona, Philaenus spumarius,
son localmente muy abundantes, y por ello hay un alto riesgo de extensién
epidémica de la enfermedad a nuevos huéspedes susceptibles.

El impacto potencial de X. fastidiosa en los distintos cultivos y las distintas
zonas de Espafa no es fécil de prever, ya que las pérdidas estardn determinadas
por las caracteristicas de la subespecie o variante introducida en cada caso,
el huésped o los huéspedes afectados, la abundancia y eficiencia en la trans-
mision de los vectores presentes en cada zona, su apetencia por las distintas
especies cultivadas y la climatologia, lo que la convierten en un patégeno cuya
gravedad puede ser muy variable e impredecible. Aunque la gama potencial
de plantas huéspedes en Europa, y particularmente en Espafa, va a depender
fundamentalmente de la biologia y las preferencias alimenticias de los insectos
que pueden actuar como potenciales vectores, sin duda las condiciones de
clima Mediterrdneo que se dan en el sur de Europa, similares a los de las zonas
mids afectadas por CVC, PD vy la nueva enfermedad del olivo, sugieren un
alto riesgo de expansién de estas bacteriosis. Por tanto, es de gran importancia
extremar las medidas de exclusién frente a este patdgeno y a sus vectores, ya
que solo en Espana la superficie cultivada de olivo, vid y naranjo dulce supera

las 3.800.000 ha.
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7. Riesgo de introduccién de X. fastidiosa en paises de la UE

Ante la gravedad de la situacién creada en el sur de Italia, la Unién Eu-
ropea encargd a la EFSA las evaluaciones del riesgo de X. fastidiosa para los
paises de la UE. En ellas se concluyé que: a) la bacteria tiene una amplia gama
de huéspedes frecuentemente cultivados en los paises miembros, b) los cica-
délidos europeos son potenciales vectores de la misma, y c) la probabilidad de
entrada de X. fastidiosa procedente de paises que sufren la enfermedad es muy
alta con plantas importadas y moderada con insectos vectores (EFSA, 2015)
Basdndose en ello, la UE ha legislado rdpidamente las normas necesarias para
la prevencién de X. fastidiosa en los paises miembros, tras ser consciente de la
carencia de una legislacién especifica respecto a las importaciones de plantas
de paises terceros (Capitulo 11). Por ello se han publicado directivas y nor-
mativa de obligado cumplimiento encaminadas a frenar la progresién de la
bacteriosis en Italia, detectar nuevos focos si los hubiere en otros paises y, dado
el posible origen centroamericano de la introduccién en Italia, impedir nuevas
introducciones procedentes de paises terceros. Para evitarlas, se obliga a todos
los paises miembros a controlar el estado sanitario de los olivos y otras especies
huéspedes, y a realizar andlisis de las plantas importadas procedentes de zonas
en las que estd citada la presencia de X. fastidiosa.

En Espana, el Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacién y Medio Am-
biente (MAPAMA), siguiendo las directrices de la UE (Directiva 2000/29/CE;
Decisién UE 2015/789), ha elaborado un plan de prospecciones que deben
realizarse en todas las comunidades auténomas. Ademids, en la Comunidad
Valenciana, el Plan de Vigilancia Fitosanitaria de citricos ha establecido ac-
tualmente mds de mil puntos de muestreo donde, mediante trampas, se reali-
za un monitoreo de posibles vectores de X. fastidiosa y se realizan observacio-
nes visuales en citricos alrededor de dichos puntos. Por otra parte, todas las
plantas citadas como huéspedes de X. fastidiosa (ver apartado 4) son revisadas
en los Puntos de Inspeccién Fronterizos por los inspectores del MAPAMA
y las muestras son analizadas en el Laboratorio Nacional de Referencia para
Bacterias Fitopatégenas, localizado en el Instituto Valenciano de Investigacio-
nes Agrarias (IVIA, Moncada, Valencia).
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8. Intercepciones de X. fastidiosa en la UE

La deteccién de X. fastidiosa en plantas importadas procedentes de paises
terceros es bdsica en la prevencién de su introduccién en nuevas zonas, seglin
los datos disponibles sobre los posibles origenes de los focos europeos y las di-
versas intercepciones realizadas desde 2012, que se pueden consultar en la base
de datos del Sistema de Notificacién de Interceptaciones de la Unidén Europea:

https://ec.europa.eu/food/plant/plant_health_biosecurity/europhyt_en).

El Griéfico 1 muestra las importaciones de plantas en maceta a la UE en
el periodo 2010-2014, procedentes de paises terceros. Sirva de ejemplo Costa
Rica, pais del que se importaron, solo en esos cinco anos, mds de 27.000 t
de plantas en maceta, que pueden suponer mds de 60 millones de plantas. Y
hay que sefialar que en esa época no se analizaba el material de estos origenes
para presencia de X. fastidiosa porque se ignoraba el riesgo que suponia su
introduccién. Una vez dentro de cualquier pais de la UE, esas plantas con su
pasaporte fitosanitario se han movido libremente sin control. En varios de los
paises de la Figura 4, X. fastidiosa es endémica, tiene una amplisima gama de
plantas ornamentales huéspedes y, en el caso de Apulia, los estudios molecu-
lares demuestran que las importaciones de plantas de adelfa y cafeto de ese
pais han podido ser probablemente las responsables de la introduccién del
patogeno (Loconsole ez al., 2014).

Grifico 1. Plantas en maceta importadas en la Unién Europea desde distintos paises

terceros en el periodo 2010-2014. En toneladas

Fuente: Estadisticas del ‘Civil Dialogue Group - Horticultural Products’. EU-AGRI-C2. 2015.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

35



36

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

Las plantas de cafeto, muy apreciadas en los paises del centro y norte de
Europa por su valor ornamental, han sido las mds interceptadas, ya que hasta
principios de 2016 se habian encontrado plantas positivas a X. fastidiosa en
un invernadero y un mercado de Francia y en 11 lotes procedentes de varios
paises centroamericanos interceptados en puertos europeos, especialmente en
Holanda, en tan solo en dos semanas de inspecciones intensivas realizadas en
2014 (Legendre et al., 2014). Ademds, en 2016 se interceptaron también en
Italia, pero en el norte, plantas de cafeto importadas de Costa Rica a través
de Holanda e infectadas con nuevos tipos de diferentes subespecies de X. fas-
tidiosa (Loconsole ez al., 2016), lo que da idea también del riesgo constante
de introduccién en Europa de diversidad genética adicional de este patégeno,
muy especialmente con plantas ornamentales importadas.

En este sentido, en el Laboratorio Nacional de Referencia, se ha identi-
ficado X. fastidiosa en 2016 en esquejes de geranio (Pelargonium sp.) proce-
dentes de México, y en plantas de nogal de California, que fueron devueltos a
su origen al detectarse dicha bacteria. Y ademds se ha comprobado la impor-
tacién frecuente en Espana de esquejes de muy variadas especies de plantas
ornamentales de paises americanos en los que estd presente este organismo de
cuarentena y que se analizan en el Laboratorio Nacional de Referencia. Pero
resulta obvio que el andlisis de una muestra de 1g de hojas de cada lote impor-
tado no puede garantizar totalmente la sanidad de todas las plantas del mismo
lote (Capitulo 5). También es necesario sefalar que estas intercepciones su-
ponen un auténtico desafio logistico y de elevados costes, que ademds cuenta
con la oposicién de numerosos viveristas europeos e importadores de plantas
ornamentales. Esto es debido a que ven peligrar un saneado negocio que se ha
desarrollado enormemente en los Gltimos afos, ante los bajisimos costes de
produccién de planta o de material de multiplicacién en paises terceros como
los de Centroamérica y ante la pasada permisividad de la UE, antes de 2014.

La introduccién de X. fastidiosa en la UE es el paradigma de como esta
bacteria ha sido capaz de superar una legislacién europea que apoya el comer-
cio internacional de material vegetal sin una evaluacién seria de los posibles
riesgos fitosanitarios. Hasta 2013 se consideraba que X fastidiosa no estaba
presente en los paises de la UE, pero esta afirmacién era posiblemente de-
masiado optimista, ya que tampoco se buscaba intensivamente la bacteria en
ningin pais, salvo algunas excepciones y en algtin cultivo como la vid. Es pre-
sumible que haya habido mds introducciones de las senaladas, pero que hayan
pasado desapercibidas al no tener todavia serias consecuencias econémicas.
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1. Descripcién taxonémica, caracteristicas fenotipicas
y genotipicas

Taxonémicamente Xylella fastidiosa se ubica en el superreino Bacteria,
que pertenece a la clase Gamma de las proteobacteria, Orden Xanthomona-
dales y familia Xanthomonadaceae. Hasta hace relativamente poco tiempo X.
Jastidiosa era la Gnica especie dentro del género Xylella. Sin embargo, en 2016
se ha denominado como X. taiwanensis a una estirpe, hasta ese momento con-
siderada como X. fastidiosa, que se identificé en 1994 en Taiwdn, Asia, cau-
sando el chamuscado del peral asidtico (Pyrus pyrifolia) y que presentaba ca-
racteristicas genéticas y fisioldgicas diferentes de X. fastidiosa (Su ez al., 2016).

Las células de X fastidiosa tienen forma de bacilos rectos de
0,25-0,35 x 0,9-3,5 pm (Figura 1), que bajo ciertas condiciones especificas
de cultivo se unen en cadenas filamentosas largas. Las colonias no presentan
pigmentacién (Figura 2) y son de dos tipos principales: convexas, lisas y opa-
lescentes con mdrgenes enteros, o rugosas con mérgenes finamente ondulados
(Chen et al., 2005). Las células son Gram negativas, sin flagelos. Poseen pili
del tipo IV, responsables del movimiento vertical ascendente en la planta y pili
del tipo I y II, responsables de la formacién de biopeliculas y agregacién de cé-
lulas (Li ez al. 2007; Retchless ez al. 2014). La prueba de la oxidasa es negativa
y la catalasa positiva y tiene metabolismo aerdbico estricto (no fermentativo),
no halofilico. El crecimiento de X. fastidiosa in vitro es dificil ya que requiere
medios de cultivo muy especializados (de ahi el epiteto especifico fastidiosa)
tales como BCYE conteniendo como fuente de carbono glutamina y peptona
con sero-albiimina. Se ha descrito una temperatura éptima de crecimiento in
vitro entre 26-28 °C, lo que la clasifica como bacteria meséfila, y su pH 6pti-
mo estd entre 6,5-6,9 (Davis et al., 1978; Saddler y Bradbury, 2015; Wells ez
al., 1987). Aunque la mayoria de las cepas de X. fastidiosa tienen caracteristi-
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cas de crecimiento en medios complejos y resistencia a antibidticos similares,
se han descrito algunas diferencias entre cepas de X. fastidiosa que causan
enfermedades en distintos cultivos (Tabla 1).

Figura 1. Detalle de células de X. fastidiosa en una fotografia al microscopio
de transmisién a partir de una muestra de tejido de haces xilemdticos
en una planta de naranjo

Fuente: fotograffa cortesfa de K. Matsuoka (Universidade Federal de Vigosa, Brasil).
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Figura 2. Detalle de colonias de X. fastidiosa subsp. fastidiosa cepa IVIA5235.4
obtenidas de cerezo (la primera planta positiva en Espafia, Islas Baleares, Mallorca)
en medio PD2 tras 17 dias de incubacién a 28 °C

Fuente: fotograffa cortesa del LNR (IVIA, Valencia).

Tabla 1. Crecimiento en medios complejos y resistencia a distintos antibiéticos
de cepas de X. fastidiosa causando enfermedades en distintos cultivos

Cepa causando

Caracteristicas Quemazén Ma.rchftez Enfermedad Falso Quemazén
de la Vinca X X
del olmo de Pierce melocotonero del ciruelo
de Madagascar

Crecimiento en los medios
BCYE, PW,
€S20 + + + + +
PD3 + - + - -
Resistencia a los antibiéticos
Carbenicilina )
(12,5 pg/ml) * * * *
Penicilina ) )
(6,25 ug/ml) * * *
Gentamicina
(80,0 ug/ml) B - B B B

Fuente: Saddler y Bradbury (2015).
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Las cepas de X. fastidiosa se agrupan en base a la gama de huéspedes en los
cuales causan enfermedad, ya que en la mayoria de los casos un tipo de cepa
no causa enfermedad en los cultivos susceptibles a otros tipos de cepas. Sin
embargo, las relaciones bioldgicas existentes entre una cepa concreta y un cul-
tivo huésped no se pueden inferir inicamente de la planta huésped donde se
ha aislado y de las relaciones filogenéticas existentes entre cepas. Por ejemplo,
el almendro es susceptible a las cepas de vid en California pero lo contrario no
parece ocurrir, y los grupos genéticos de X. fastidiosa procedentes de adelfa y
vid son monofiléticos pero no causan enfermedad en inoculaciones cruzadas
en los huéspedes respectivos (Almeida ez al., 2008; Purcell, 2013 y Retchless
etal., 2014).

Por lo tanto, en la actualidad se ha propuesto la divisién de X. fastidiosa
en seis subespecies (Schaad et al., 2004 y Schuenzel ez 4l., 2005) que se dife-
rencian por sus perfiles genéticos. Si bien, tan solo las tres primeras han sido
descritas siguiendo la normativa sistemdtica microbiolégica: (i) X. fastidiosa
subsp. fastidiosa (aislados de vid, almendro y alfalfa entre otros huéspedes),
(ii) X. fastidiosa subsp. pauca (aislados de cafeto, naranjo y olivo entre otros),
(iii) X. fastidiosa subsp. multiplex (varios huéspedes incluyendo Prunus spp.,
Quercus spp., Ulmus spp., Rubus spp. y Morus spp.), (iv) X. fastidiosa subsp.
sandyi (adelfa), (v) X fastidiosa subsp. tashke (Chitalpa tashkentensis, una es-
pecie ornamental). Recientemente se ha identificado otro grupo genético
diferente a estos, procedente de Morus spp. y de un arbusto, Nandina do-
mestica, que se han ubicado como X. fastidiosa subsp. morus (Morus spp.)
(Nunney ez al., 2014).

Actualmente, la forma mds utilizada para realizar la asignacién de los
aislados de X fastidiosa a nivel de subespecie y grupo genético (ST) o subgru-
po dentro de una subespecie se basa en la amplificacién y secuenciacién de
siete genes de mantenimiento o andlisis multilocus (multilocus sequence typing,
MLST, Yuan et al., 2010) (MLST) (ver apartado 1.3 en Capitulo 1 y apartado
5.5 en Capitulo 5). De esta forma hasta la fecha se han descrito 80 grupos ge-
néticos diferentes o STs, de los cuales mas de un 30 % de estos se han descrito
desde el 2014, normalmente asociados a interceptaciones de material vegetal
infectado en la Unién Europea, en estudios recientes llevados a cabo en Cos-
ta Rica y Brasil o en los nuevos focos aparecidos en Europa (Denancé et 4.,
2017; Bergsma-Vlami ez al., 2015; 2017, Jacques ez al., 2016; Legendre ez al.,
2014; Loconsole ez al., 2016; Landa ez al., no publicado) (Figura 3).
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Figura 3. Reconstruccién de relaciones filogenéticas entre las distintas subespecies
de Xylella fastidiosay los diferentes grupos genéticos o STs descritos
hasta la fecha utilizando la secuencia concatenada de los siete genes
de mantenimiento del andlisis MLSA

* Los ST identificados en Espana se indican en rojo.

Fuente: Landa ¢z al. (no publicado).

2. Biologia y ecologia

Xylella fastidiosa es una bacteria con un ciclo de vida dual; es decir, pasa
una parte de su vida en los insectos vectores (ver Capitulo 4) que la trasmiten,
y otra parte en la planta que infecta, donde puede causar o no enfermedad. El
crecimiento sistémico de X. fastidiosa en los tejidos del xilema de las plantas
que infecta propicia que la utilizacién de material de plantacién o para injerto,
tomado de plantas infectadas, sea una de las vias por las que la bacteria puede
ser introducida en una zona libre de ella. Sin embargo, la transmisién de X.
fastidiosa de una planta infectada a otra sana (asi como su diseminacion entre
parcelas a corta y mediana distancia) tiene lugar por insectos chupadores capa-
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ces de alcanzar el xilema en los tejidos infectados y de succionar para su alimen-
tacién la savia bruta donde se encuentra la bacteria (ver Capitulo 4).

Una vez que la bacteria es inoculada por el vector, se dispersa por las
células del xilema o por los elementos traqueales. Los sintomas de la enferme-
dad aparecen varias semanas o incluso meses después de la inoculacién y se
manifiestan mucho mds claramente durante los meses de verano y otofio, que
es cuando existe la mdxima demanda hidrica de la planta, que no puede ser
satisfecha debido a la oclusién de sus haces vasculares (McElrone ez /., 2001).
La severidad de la enfermedad parece que estd directamente relacionada con
la capacidad del patégeno para producir una infeccién sistémica, alcanzar
alta concentracién y colonizar el tejido vascular infectado (Hopkins, 1989).
Presumiblemente, es la diferencia que existe en ciertos aislados de colonizar
extensamente algunas plantas huéspedes susceptibles, lo que las distingue de
otras muchas plantas en las que la colonizacién es minima y en la que el pa-
togeno se desarrolla como un endofito relativamente inofensivo sin causar
sintomas (Chatterjee ez al., 2008a).

En los huéspedes susceptibles como la vid, X. fastidiosa se multiplica y
se extiende ampliamente desde el sitio de infeccidn para colonizar el xilema,
donde las células bacterianas se unen a las paredes de los vasos donde se mul-
tiplican, formando colonias que aumentan su tamano, y que pueden, cuan-
do son lo suficientemente grandes ocluir los vasos del xilema, bloqueando el
transporte de agua. La diseminacién sistémica del patégeno estd limitado por
las membranas de los haces del xilema que pueden ser degradadas por enzimas
del tipo poligalacturonasa producidas por la bacteria, y también esta disper-
sidn estd bloqueada por la produccién de tilosas y geles ricos en polisacdridos
por las propias plantas como reaccién de defensa, que hace que los haces
vasculares del xilema se bloqueen después de la infeccién. En este sentido, no
estd claro adn hasta qué punto los sintomas de la enfermedad son causados
por el bloqueo bacteriano directo de los vasos, o por el bloqueo derivado de
la produccién de geles y gomas de las propias plantas, pero parece claro que
la respuesta de la planta estd directamente relacionada con una colonizacién
bacteriana extensa (Chatterjee ez al., 2008a).

Xylella fastidiosa es una bacteria adaptada a zonas con inviernos suaves
o moderados (ver Capitulo 3). El crecimiento in vitro de X. fastidiosa subsp.
fastidiosa es 6ptimo a 28 °C, y decrece a 32, 22 y 18 °C, respectivamente, no
observdndose crecimiento in vitro de X. fastidiosa subsp. fastidiosa a 12 °C.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Caracteristicas generales de Xylella fastidiosa
Blanca B. Landa, Juan A. Navas Cortés y Miguel Montes Borrego

En plantas de vid infectadas se ha determinado que los limites de temperatu-
ra para que se produzca multiplicacién de X. fastidiosa subsp. fastidiosa estd
comprendido entre los 17 y 25 °C (Feil y Purcell, 2001), y que sus poblacio-
nes en plantas infectadas de vid decrecen o cesan cuando las temperaturas en
los vasos del xilema estin por debajo de 5 °C. Por tanto, temperaturas entre
25y 32 °C son criticas para el desarrollo de las epidemias de la enfermedad
de Pierce de la vid debido a la elevada tasa de crecimiento de la bacteria a
esas temperaturas, mientras que las temperaturas por debajo de 12-17 °C, o
superiores a 34 °C, comprometen su supervivencia iz planta (Feil y Purcell,
2001). Esto podria explicar, al menos en parte, las variaciones estacionales del
desarrollo de sintomas observadas en diferentes plantas huésped infectadas
por X. fastidiosa, asi como el fenémeno de ‘cura’ observado en vides y almen-
dros en California a bajas temperaturas (ver Capitulo 3). No obstante hay que
indicar que la capacidad de supervivencia de X. fastidiosa a las temperaturas
invernales puede variar con la estirpe (subespecie/ST) y el cultivar de la planta
huésped que infecta, asi como el patrén de vid o almendro utilizado (Krugner
et al., 20106).

3. Factores asociados a la virulencia

Los factores asociados a la virulencia de X. fastidiosa son variados y se han
estudiado bédsicamente en las cepas de X. fastidiosa subsp. fastidiosa aisladas de
vid. Como se ha comentado con anterioridad, el desarrollo de sintomas aso-
ciados a la infeccién por X. fastidiosa se ha asociado con: i) un estrés hidrico
debido a la obstruccién del xilema de la planta por la extensa colonizacién
bacteriana, ii) produccién de polisacdrido bacteriano extracelular, y iii) forma-
cién de biopeliculas y agregacion celular (Chatterjee ez al., 2008a,b; Hopkins,
1989; Hopkins y Purcell, 2002). Sin embargo, algunos investigadores sugie-
ren que las proteinas secretadas y componentes de la membrana externa de X.
Jastidiosa son los responsables del desarrollo de sintomas en vid y no el estrés
hidrico (Bruening ez al., 2008, Reddy ez al., 2007). Estudios adicionales tam-
bién han encontrado que no existe correlacién entre la poblacién del patége-
no y el desarrollo de sintomas, lo que sugiere que la obstruccién del xilema no
es necesaria para que la enfermedad se produzca (Gambetta ez al., 2007). Sin
embargo, la formacién de biopeliculas (o iofilms) se ha demostrado como un
factor importante para la colonizacién de la planta e infectividad de por vida
de los insectos vectores (Purcell ez al., 1979; Chatterjee e al., 2008a,b).
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El proceso de desarrollo de biopeliculas se ha dividido en cinco etapas
secuenciales: (i) adherencia celular reversible a una superficie; (ii) adherencia
irreversible; (iii) inicio de la maduracién de la biopelicula; (iv) biopelicula
madura; y, (v) dispersion de la biopelicula (Sauer ez al., 2002). La adherencia
de X fastidiosa a las superficies del huésped es promovida por los pili tipo I
(pili corto), mientras que los pili de tipo IV (pili largos) le sirven a la bacteria
para facilitar su movimiento y translocarse por la planta (Meng ez al., 2005),
incluso a contracorriente ya que X. fastidiosa carece de flagelos. La capacidad
de X fastidiosa para migrar alejindose del punto de inoculacién y su extension
por toda la planta es importante para la virulencia (Chatterjee ez al., 2008a).
En este caso, el pili tipo IV juega un papel importante ya que son necesarios
para la difusién del patégeno a través de la motilidad tipo rwiching (por con-
tracciones) (Meng et al., 2005). Las adhesinas Afimbrial (HxfA y Hx{B) son
proteinas del tipo hemaglutininas que atendan la virulencia de X. fastidiosa
al contribuir a la maduracién de la biopelicula en los vasos de xilema, y se
piensa que no estdn implicadas en la adhesién superficial inicial, pero si en la
agregacion celular posterior, y son un factor importante para la maduracién
de las biopeliculas de X fastidiosa (Guilhabert y Kirkpatrick, 2005). Todos
estos factores sugieren que la capacidad de X. fastidiosa para formar agregados
celulares se relaciona con la habilidad del patégeno para formar biopeliculas
maduras dentro de los vasos de xilema y que contribuyen a su virulencia.

Otros factores de patogenicidad que promueven la virulencia en X. fas-
tidiosa incluyen la produccién de enzimas degradadoras de la pared celular
tales como glucanasas, xilanasas y poligalacturonasas (Roper ez al., 2017). El
genoma de X. fastidiosa codifica una poligalacturonasa (pglA) que se sabe con-
tribuye a degradar las membranas que separan los vasos del xilema, y que le
ayuda a la colonizacién sistémica y su virulencia en el caso de vid (Roper ez al.,
2017). Ademis se ha visto que la expresién de pg/A se reprime a niveles altos
de densidad celular, restringiendo el flujo bacteriano a través de la planta), al
contrario que ocurre con los genes que controlan las adhesinas y la sintesis de
pili tipo I que son sobre-expresados para promover la formacién de biopeli-
culas a niveles altos de densidad bacteriana (Chatterjee et /., 2008a). Por lo
tanto, las redes reguladoras que controlan la interaccién de los pili de tipo I y
tipo IV, las adhesinas y las enzimas degradadoras de la pared celular son indu-
cidas en funcién de los niveles de densidad poblacional bacteriana (Chatterjee
et al., 2008a).
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En X fastidiosa y 1a mayoria de las bacterias los sistemas de comunicacién
de célula a célula, que se denominan como quorum sensing, permiten que las
bacterias evaluen los niveles de su densidad de poblacién por el uso de pe-
quenas senales difusibles (Von Bodman ez 4/., 2003). Estos sistemas permiten
a las bacterias coordinar la expresién de ciertas caracteristicas o actividades
solo cuando se ha alcanzado una densidad de poblacién. Para los patégenos
bacterianos, esta comunicacién ayuda en la sincronizacién de la expresién de
factores de virulencia, lo que da ventajas en la colonizacién de la planta hués-
ped (Von Bodman ez al., 2003). El guorum sensing, por tanto, consiste en la
difusién de factores de senalizacién de bajo peso molecular (DSF o difusing
signaling factors) que se acumulan a medida que la poblacién bacteriana au-
menta. Cuando la senal llega a un cierto umbral, se activan diversas proteinas
receptoras que a su vez activan cascadas de senales para modificar la expresion
génica (Von Bodman ez al., 2003).

En los dltimos anos la utilizacién de mutantes en distintos genes que
codifican los potenciales receptores de moléculas DSF o de enzimas que de-
gradan algunas moléculas que acttan como mensanjeros secundarios, estin
ayudando a dilucidar los mecanismos de virulencia en X. fastidiosa. Por ejem-
plo, mutaciones en el gen 7pfF (que codifica una DSF sintasa) generan un mu-
tante hipervirulento de X. fastidiosa que aumenta su virulencia y su capacidad
de colonizacién de plantas de vid (Chatterjee ez al., 2008a,b). Por otro lado
Chatterjee ez al. (2010) demostraron que la expresién de la proteina CgsA es
necesaria para la virulencia y la transmisién de la bacteria tanto en plantas
de vid, como en los insectos vectores. Los resultados sugieren ademds que la
acumulacién de DSF reduce la de c-di-GMP, el mensajero secundario ciclico
diguanilato, a nivel intracelular y tiene como consecuencia la transicién del
crecimiento del patdgeno de mévil a sésil (Chatterjee ez al., 2010).

En los préximos anos la disponibilidad de genomas completos de nume-
rosos aislados de X. fastidiosa (pertenecientes a subespecies y genotipos dis-
tintos) y su anotacién, permitirdn llevar a cabo nuevos estudios de gendémica
comparativa, obtener mutantes y determinar los factores que llevan a ciertas
cepas a ser patogénicas sobre determinados cultivos y no otros.
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1. Introduccién

El crecimiento sistémico de Xylella fastidiosa en los tejidos del xilema de
plantas infectadas propicia que la utilizacién de material de plantacién o para
injerto, tomado de plantas enfermas, sea una de las vias por las que la bacteria
puede ser introducida en una zona de cultivo libre de esta. Sin embargo, la
transmision de X. fastidiosa de una planta infectada a otra sana (asi como su
diseminacién entre parcelas a corta y larga distancia) tiene lugar por insectos
chupadores capaces de alcanzar el xilema en los tejidos infectados y de succio-
nar para su alimentacién la savia bruta donde se encuentra la bacteria. Estas
especies pertenecen al orden Hemiptera, suborden Auchenorryncha, y mds
concretamente a las familias Aphrophoridae, Cercopidea, Cicadidae y Cica-
dellidae que se abordan en el Capitulo 4.

2. Patrén de distribucion espacial de epidemias causadas
por Xylella fastidiosa

Los primeros estudios sobre la dindmica espacial de enfermedades causa-
das por X fastidiosa se realizaron en vides de California afectadas por la enfer-
medad de Pierce (EP), y sugerian una dispersién de la bacteria desde fuentes
externas al vifedo por Graphocephala atropunctata como principal vector en
esta zona (Purcell, 1974). Este tipo de dispersion resulta en una mayor inci-
dencia de enfermedad en los bordes del vifiedo decreciendo hacia el interior
del mismo, siendo la transmisién entre plantas adyacentes mds limitada. En
este sentido, Purcell (1974) indicé una mayor incidencia de la EP cerca de la
vegetacién natural riparia que acttia como refugio de los insectos vectores y
decrece con la distancia a esta (hasta los 120-150 m). Hewitt ez al. (1946) ya
observaron asimismo un gradiente en la incidencia de esta misma enfermedad
cercano al 40 % en las hileras de plantas mds préximas a campos de alfalfa con
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un descenso gradual hacia el interior del vifiedo. Sin embargo, en los estados
del «Gulf Coastal Plain» del sudeste de EEUU, la transmision planta a planta
es la que predomina, y se caracteriza por un patrén de distribucién agregado
(Hopkins y Purcell, 2002). Estas diferencias estdn en gran medida relaciona-
das con la especie de insecto vector presente en cada zona y con sus diferentes
habitos alimenticios y ecoldgicos. Asi, este tltimo patrén de dispersién se ha
asociado a Homalodisca coagulata vector prevalente en dicha zona geogrifica,
cuyo aparato bucal le permite alimentarse de tallos mds maduros de vid y es
muy polifago tanto en su alimentacién como ovoposicion, lo cual le permite
desarrollarse en la vegetacién adventicia del vinedo y moverse dentro de él sin
tener que recurrir a vegetacion externa. Asimismo, el gradiente de incidencia
de enfermedad no se ve afectado por la presencia de otros viiedos o campos
de citricos en su cercania que pudiesen actuar como fuente externa (Tubajika
et al., 2004). En Florida, los vectores nativos y prevalentes en vifiedo son H.
coagulata y Oncometopia nigricans, con una dispersion preferente de planta a
planta en el interior del vifiedo, que ademds ocurre durante todo el afio (Ad-

lerz et al., 1979).

La incidencia de chamuscado o quemadura foliar del almendro en el Va-
lle de San Joaquin en California, de forma similar a lo indicado para vinedos
afectados por la EP en esta misma zona, se ha asociado a la presencia de pastos
permanentes o cultivos de alfalfa que alojan a los posibles insectos vectores
(Viveros, 2003). Groves ez al. (2005) identificaron dos genotipos de X. fasti-
diosa infectando almendro en esta zona, que denominaron genotipos G y A,
los cuales presentan un patrén espacial diferencial cuando estdn presentes en
un mismo campo. En cultivos de almendros del cultivar 'Sonora' infectados
por el genotipo G se observé una distribucién agregada, mientras que los in-
fectados por el genotipo A presentaban una distribucién aleatoria, que podria
estar relacionado con la mayor susceptibilidad de este cultivar de almendro al

genotipo G.

En citricos, el progreso de clorosis variegada es mds rdpido en primavera
y verano (Roberto ez al., 2002), alternando periodos con tasas de incremento
lento y rdpido en la proporcién de plantas infectadas, lo que suele dar lugar
a epidemias con un progreso temporal de tipo sigmoidea. Los periodos de
primavera y verano son asimismo los de mayor tasa de transmisién, funda-
mentalmente debido a las mayores poblaciones de insectos vectores en las
plantaciones de citricos, que ademds tienen preferencia por los brotes mds
numerosos y vigorosos existentes en este periodo. Las plantas afectadas pre-

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Epidemologia
g
Juan A. Navas Cortés, Miguel Montes Borrego y Blanca B. Landa

sentan ademds una distribucién en rodales, tal y como es de esperar para un
patdgeno trasmitido por insectos vectores. El andlisis de la estructura de los
focos indica la coalescencia de estos con alta incidencia de enfermedad debida
a una transmisién drbol a drbol como método de dispersién secundario por el
vector (Laranjeira ez al., 1998). Por otro lado, de forma similar a lo descrito
para la EP en California, es frecuente la aparicién de los primeros focos de
plantas infectadas cerca de los bordes de parcelas afectadas, que representan la
fuente de indculo mds importante para nuevas infecciones.

3. Supervivencia y variacién estacional de las poblaciones

de Xylella fastidiosa

La deteccién y densidad de poblacién de X. fastidiosa presenta una varia-
cién estacional que en gran medida depende de la planta huésped y zona geo-
gréfica, como demuestran diversos estudios en naranjo dulce (Citrus sinensis),
vid (Vitis spp.) (Hopkins, 1980), roble rojo (Quercus rubra) (Chang y Walker,
1988) o pldtano de sombra (Platanus spp.) (Henneberger ez al., 2004).

En vifiedo en California (EEUU) la bacteria no es detectada hasta mayo o
principios de junio, alcanza su mdximo nivel en el xilema en verano y decrece
paulatinamente hasta principio del invierno (Hopkins y Thomson, 1984). En
roble rojo en Georgia (EEUU), la bacteria puede ser aislada solo desde agosto
hasta enero, con una frecuencia madxima de aislamiento en noviembre (Chang
y Walker, 1988). En naranjo dulce en Florida (EEUU) su comportamiento es
similar a vinedo, alcanzando su mayor nivel poblacional al final del verano,
decrece en otono, y alcanza un nuevo pico en invierno (Hopkins, 1980); di-
ndmica similar a la que se observa en pldtano de sombra en Georgia con un
pico de diciembre a febrero y un segundo pico de julio a septiembre (Henne-
berger ez al., 2004). Hopkins (1980) sugiere que esta dinimica poblacional de
la bacteria estaria relacionada con la senescencia de la vid que desencadenaria
el pico de la poblacién bacteriana en otofo, pero no explicaria un segundo
pico en invierno que se produce tras el reposo del huésped. Chang y Walker
(1988) sugieren que el pico invernal puede ser debido a la multiplicacién de
la bacteria en los tejidos subterrdneos al final del invierno y su transporte hacia
los tejidos aéreos a partir de enero. Por tanto, factores diferentes a los climdti-
cos, como la senescencia de la hoja, hibernacién del huésped y variaciones en
las poblaciones de los vectores y su eficiencia de transmisién, podrian asimis-
mo contribuir a esta dindmica estacional (Henneberger ez a/., 2004).
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Por otro lado, los estudios que relacionan la dindmica poblacional de
X. fastidiosa en raiz son escasos. En plitano de sombra, Henneberger ez al.
(2004) no encontraron correlacién entre la poblacién bacteriana en el tejido
radical y la temperatura del suelo. La poblacién bacteriana en las ramas estuvo
negativamente correlacionada con el nimero de horas acumuladas por debajo
de -5 °C. En raiz, temperaturas deletéreas para la bacteria inferiores de 2,5 °C
Unicamente se alcanzaron a 10 cm de profundidad, nunca a 20 cm, lo cual
impediria el efecto negativo de las bajas temperaturas en la poblacién bacte-
riana. Estos resultados coinciden con los observados en citricos en Florida,
en los que la frecuencia de deteccién de la bacteria fue mdxima de junio a
septiembre y de diciembre a febrero (Hopkins ez /., 1991). Ademads, sugieren
que, en dreas con clima moderado como el caso de Florida, las temperaturas
minimas invernales no son lo suficientemente bajas como para causar una
muerte significativa de la bacteria, al contrario de lo observado en vid en la
zona noroeste del Pacifico de EEUU (Purcell, 1980). Esta hipétesis estd apo-
yada por estudios de Feil y Purcell (2001) que relacionan la supervivencia y
crecimiento de X. fastidiosa con la temperatura tanto iz vitro como en tejidos
infectados. Aunque iz vitro no se observa crecimiento por debajo de 12 °C,
la temperatura minima para el crecimiento iz planta estuvo entre 17 y 25 °C,
decreciendo, aunque de forma atenuada en plantas a 5 °C que mostraron
poblaciones superiores a 10° células bacterianas/g de tejido tras 18 dias. A
10 °C la poblacién bacteriana decrece muy ligeramente (x10 veces células/g)
durante los nueve primeros dias, pero se estabiliza posteriormente a un nivel
comparable al de la poblacién inicial antes del tratamiento térmico. Estos
resultados sugieren que, aunque los niveles poblacionales de células puedan
reducirse o retardarse a temperaturas subéptimas, se puede mantener una po-
blacién bacteriana remanente en los tejidos. Resultados similares han sido
obtenidos en las enfermedades causadas por X. fastidiosa, tipo necrosis mar-
ginal o chamuscado foliar, en especies lefiosas ornamentales y forestales, que
suelen darse en climas mds frios como los que se dan mds al norte de EEUU,
que aquellas como la EP en vid o la enfermedad del falso melocotonero que
prevalecen en climas més cdlidos (Purcell y Hopkins, 1996). Asi, Kostka ez al.
(1986) aisl6 la bacteria de robles en el estado de Nueva York y Pensilvania (EE
UU) y Sherald ez al. (1987) describié el chamuscado del arce rojo en el norte
de Virginia. Los mecanismos de supervivencia de X. fastidiosa en estas especies
no se han podido determinar, pero se ha sugerido que el patégeno puede acu-
mularse y sobrevivir en la raiz donde queda aislada del suelo (Chang y Walker,
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1988), o bien que las estirpes de X. fastidiosa que son capaces de infectar estas
especies leosas en zonas mds al norte presentan una mejor adaptacién a las
bajas temperaturas.

La capacidad de supervivencia de X. fastidiosa al invierno puede variar
con la estirpe de la bacteria y la planta huésped. Asi, infecciones producidas
en almendro en primavera con las cepas o estirpes causantes de la enferme-
dad de Pierce (que también infecta almendro), escasamente persisten al afio
siguiente (Davis ez al., 1980) y a los dos afios, en algunos casos, la bacteria
ya no puede ser detectada (Purcell, 1997), lo que puede explicar que las dife-
rencias en la distribucién de la enfermedad en almendro y vid en California
se deben a una mayor capacidad de supervivencia a las bajas temperaturas
de las cepas causantes del chamuscado foliar del almendro. Esta capacidad
de supervivencia podria explicar la mayor extensién al norte de los EEUU
de la enfermedad en roble (Purcell, 1997), lo que apoya que las limitaciones
climdticas a X. fastidiosa dependen de la estirpe/subespecie de X. fastidiosa y
de su interaccién con el huésped (Purcell, 1997). Por otro lado, la influencia
de las altas temperaturas en la incidencia de enfermedades causadas por X.
Jastidiosa no se ha estudiado. Los sintomas generalmente aparecen antes y son
mds severos en regiones con veranos cdlidos, pero que generalmente también
tienen temperaturas invernales moderadas (Hewitt ez a/., 1949). No obstante,
la severidad del enanismo de la alfalfa en los desiertos cdlidos de California y
la de la clorosis variegada de los citricos en el clima tropical en Brasil (Lee ez
al., 1991) indicarian que las temperaturas elevadas no limitan la enfermedad
causada por ciertas estirpes/subespecies.

4. Tipos de clima en que se desarrolla Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa estd presente en una amplia diversidad de zonas clima-
ticas (Figura 1, pdg. 64), aunque particularmente prevalece en los paises de
los trépicos y subtrépicos como Brasil, Costa Rica u Honduras. Se encuentra
asimismo en dreas en las que las condiciones climdticas son similares a las que
prevalecen en las zonas de clima Mediterrdneo como California, o los recientes
focos identificados en diversas regiones europeas como sur de Italia, Cdrcega
y la Costa Azul en Francia, o las Islas Baleares y la Comunidad Valenciana en
Espana. No obstante, podemos encontrar registros de enfermedades causadas
por X. fastidiosa en regiones con climas mucho mds frios como los estados de
New Jersey y Washington en EEUU o atin mds al norte en la peninsula del
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Nidgara, sur de Ontario, la Columbia Britdnica, Saskatchewan o Alberta en
Canad4 (EFSA, 2015).

Para inferir zonas con condiciones climdticas favorables para X. fasti-
diosa se han utilizado diversas aproximaciones, pero estas se han realizado
fundamentalmente para EEUU y para la subespecie fastidiosa que causa la
EP en vid. Feil y Purcell (2001) utilizando las isotermas de las temperaturas
minimas invernales propusieron para esta enfermedad los siguientes niveles
de severidad y rangos térmicos (temperaturas minimas invernales): impacto
severo > 4,5 ©C), moderado (1,7 a 4,5 °C), ocasional (1,7 a -1,1 °C) o raro
(<-1,1°C) en vid. No obstante, Anas et 2/. (2008) describen la enfermedad en
el sureste de EEUU como de ocurrencia ocasional, estableciendo las dreas con
riesgo de enfermedad de Pierce en Georgia y Arizona a temperatura mucho
mds bajas en base al nimero de dias con temperatura minima por debajo de
-12,2 °C 0 -9,4 °C. Por otro lado, Hoddle (2004) utilizé el modelo CLIMEX
para la elaboracién de mapas de distribucién potencial de la enfermedad de
Pierce y su vector en California Homalodisca vitripennis basindose en datos de
Feil y Purcell (2001) y concluyendo que regiones con clima tropical, semitro-
pical, templado y mediterrineo moderado son adecuadas para la ocurrencia
de ambos organismos. Asi, la mayor parte de las regiones viticolas de Nueva
Zelanda, Australia, el sur de Francia, centro y sur de Espana e Italia presentan
condiciones climdticas adecuadas para la EP. Por el contrario, las bajas tempe-
raturas invernales excluirfan esta enfermedad de las zonas de cultivo de vifiedo
de Francia y las zonas norte de Espafa e Italia. Sin embargo, también conside-
ra no adecuado debido a las bajas temperaturas la zona de los Balcanes, donde
la enfermedad fue descrita en Kosovo (Hoddle, 2004).

5. Idoneidad climdtica para el desarrollo de epidemias
causadas por Xylella fastidiosa en Espaiia

En el marco de los proyectos internacionales PONTE y XF-ACTORS,
financiados por la UE mediante el programa H2020, se estin desarrollando
modelos de riesgo y distribucién potencial de X. fastidiosa en Europa a diversas
escalas geogréficas, desde la continental a la regional. X. fastidiosa puede desa-
rrollarse en una gran variedad de tipos climdticos, aunque es particularmente
prevalente en climas: subtropical himedo, mediterrdneo, mediterrineo con
veranos frescos, estepario frio, sabana, subtropical con invierno seco, ocednico
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o continental con veranos cilidos, muchos de los cuales estdn presentes en dis-
tintas regiones de Europa (Figura 2). En particular, Espana cuenta con climas:
mediterrdneo, mediterrdneo con veranos frescos, ocednico y estepario frio que
constituyen gran parte del territorio y en los que X. fastidiosa podria estable-
cerse (Figura 1). Por otro lado, las temperaturas minimas en invierno que
prevalecen en gran parte de los paises del sur de Europa presentan condiciones
climdticas en las que siguiendo el criterio establecido por Purcell y Feil (2001)
permitirfan la supervivencia de X. fastidiosa (Figura 2) y en las que ademds
predominan cultivos tan relevantes para la economia europea como olivar o
vinedo. Es de destacar que en Europa todos aquellos lugares en que X. fastido-
sa ha sido descrita en Italia, Francia y Espafa presentan condiciones climdticas
consideradas favorables para su supervivencia (Figura 2), lo que demuestra
la validez de este criterio. Esta situacién es particularmente preocupante en
Andalucia, donde précticamente la totalidad de las zonas de cultivos de olivar
presentarian condiciones climdticas que permitirian la supervivencia y poste-
rior establecimiento de X. fastidiosa si llegase a introducirse, en particular en
la parte baja del valle del Guadalquivir, en las provincias de Cérdoba, Sevilla
y Cadiz. En cualquier caso, como se ha indicado anteriormente, estos valores
umbrales de temperatura minima invernal se han desarrollado para las cepas
de X. fastidiosa subsp. fastidiosa que infectan vid en EEUU, por lo que serd
necesario estimar dichos umbrales para las estirpes de la bacteria identificadas
en Europa y las plantas huésped (incluyendo las variedades especificamente
cultivadas) en nuestras regiones, ya que cada una de las subespecies presen-
ta condiciones climdticas diferenciales, y no existen adn estudios suficientes
sobre la variabilidad entre cepas (Navas-Cortés, J. A., datos no publicados).

En conclusién, la informacién disponible confirma que en particular los
paises del sur de Europa presentan condiciones climdticas que se muestran
adecuadas para la supervivencia y posiblemente el establecimiento de X. fas-
tidiosa en caso de su introduccién y establecimiento, tal y como estdn de-
mostrando la repetida ocurrencia de epidemias severas causadas por distintas
subespecies de X. fastidiosa en diferentes plantas huésped en territorio europeo
y que apoyan en gran medida las previsiones establecidas por el Panel de Sani-
dad Vegetal de EFSA en su Anélisis de Riesgo de 2015 que establecia el riesgo
para la EU como elevado (EFSA, 2015).
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Figura 1. Clasificacién climdtica de Képpen—Geiger para Europa con indicacién
de tipos climéticos en que se ha citado la ocurrencia de Xylella fastidiosa en el mundo
(EFSA, 2016) asi como los tipos de clima prevalentes en Europa y Espaiia

* Grupos climdticos: A: tropical, Af: ecuatorial, Am: monzdnico, Aw: sabana; B: seco, BSh: estepario cilido,
BSk: estepario frio, BWh: desértico cdlido, BWk: desértico frio; C: latitudes medias, Cfa: subtropical himedo,
Cfb: ocednico, D: continental con inviernos muy frios, Dfa: continental con verano cdlido, Dfb: continental con
verano fresco, Dfc: continental subdrtico o boreal, Dsa: continental con verano célido (Kottek ez 2/, 2006). Datos
climdticos: CliMond (Kriticos et /., 2011).

Fuente: Navas Cortes et al. (2017).
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Figura 2. Potencial para el establecimiento de Xylella fastidiosa en Europa en funcién
de la temperaturas minimas invernales segiin criterio Fail y Purcell (2001)

* Datos climéticos: WorlClim (Hijmans ez al., 2005).

Fuente: Navas Cortes et al. (2017).
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1. Introduccién

La mayoria de los artrépodos vectores de patégenos de plantas son insec-
tos y, dentro de este grupo, los hemipteros constituyen el orden con un mayor
ndmero de vectores de enfermedades (Harris y Maramorosch, 2013). Los he-
mipteros cuentan con un aparato bucal especializado que les permite penetrar
en los tejidos de la planta sin ocasionarle ningun dano, lo que favorece la
inoculacién de patégenos evadiendo las barreras naturales de la epidermis. A
diferencia de los virus de plantas, que dependen en su mayoria de un vector
para transmitirse (Fereres y Raccah, 2015), la mayoria de los patégenos proca-
riotas no presentan este tipo de dependencia o, al menos, no es indispensable.
Este no es el caso de Xylella fastidiosa (Wells et al.) y otras bacterias como los
mollicutes, que necesitan un hospedador intermediario con el que mantienen
una relacién compleja (Purcell, 1982).

2. Vectores conocidos de Xylella fastidiosa

Todos los vectores de X. fastidiosa son hemipteros pertenecientes al subor-
den Cicadomorpha. En concreto, especies pertenecientes a las superfamilias
Cercopoidea, Cicadoidea y Cicadellidae (subfamilia: Ciadellinae) han sido
identificadas como vectores de X. fastidiosa. En términos coloquiales, el nom-
bre en espanol de este grupo de insectos es el de «cigarrillas». Dentro de este
grupo, los vectores pertenecientes a la subfamilia Cicadellinae, llamados en
inglés «sharpshooters», son los mds conocidos a nivel mundial. En cambio,
en Europa, las especies pertenecientes a las familias Cercopoidea (cercépidos)
y Cicadoidea (cicadas) son consideradas como los principales vectores poten-
ciales de la bacteria, dado que los Cicadellinae son bastante escasos (EFSA,
2015). Estos insectos, son organismos que se caracterizan por poseer una po-
tente musculatura en la cabeza que les permite succionar el xilema a niveles
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altos de tensién negativa (Redak ez a/., 2004), de manera que la bacteria puede
ser transportada desde los vasos del xilema hasta su aparato bucal, donde esta
se instala y multiplica.

3. Vectores de Xylella fastidiosa en el continente americano

Xylella fastidiosa es una bacteria bien conocida en el continente america-
no desde hace més de un siglo, donde produce enfermedades en numerosas
plantas cultivadas, y especies de ornamentales y forestales. En especial, la en-
fermedad de Pierce (PD) de la vid, en California, y la clorosis variegada de
los citricos (CVC), en Brasil, han ocasionado problemas considerables en la
agricultura americana en el siglo XX (Hopkins y Purcell, 2002).

Actualmente hay identificadas 359 especies de plantas hospedadoras de
la bacteria pertenecientes a 75 familias (EFSA, 2015), y 39 especies y 19 gé-
neros de Cicadellinae transmisores de X. fastidiosa en el continente americano
(EFSA, 2015). En concreto, solo en California existen al menos 20 especies
de vectores de la bacteria en vid pertenecientes a las familias Cicadellidae
y Cercopidae (Frazier, 1965). De ellas, las mds importantes histéricamente
son Graphocephala atropunctata (Signoret), Draeculacephala minerva (Ball) y
Xyphon (Carneocephala) fulgida (Nottingham) (Redak ez al., 2004). Estas es-
pecies pasan el invierno en estado de adulto en la vegetacién herbdcea que ro-
dea a los vinedos y, una vez llegada la primavera, se desplazan hacia el cultivo
para alimentarse. De este modo, la incidencia de la enfermedad es mayor en
aquellas plantas cercanas a los bordes del cultivo, disminuyendo hacia el inte-
rior, sobre todo en vinedos rodeados de alfalfa con irrigacién, y donde se deja
crecer la hierba hasta los meses de verano. Segtin la hipétesis propuesta por
Purcell en 1981 y comprobada por Feil ez al. en 2003, las inoculaciones de la
bacteria llevadas a cabo en los meses de primavera y verano temprano favore-
cen el establecimiento de la enfermedad en la planta, que se hace crénica. Sin
embargo, aquellas inoculaciones realizadas mds tarde producen la enfermedad
en la planta pero esta no persiste. En gran parte, este fenémeno se debe a la
poda severa de la vid en los meses de invierno, en la que se eliminan aquellas
zonas de la planta que han sido infectadas sin dar tiempo a que la bacteria se
propague hasta las zonas maduras de la planta.

La introduccién del cicadélido Homalodisca vitripennis (Germar) en Ca-
lifornia en la década de 1990, procedente de México, es un claro ejemplo de
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cémo la epidemiologia de una enfermedad puede cambiar y hacerse mucho
mids severa por la entrada de un nuevo vector en una determinada zona geo-
grifica (Fereres, 2015). Este vector se alimenta preferentemente en la base de
los nuevos brotes o en la corteza de la vid, favoreciendo un establecimiento
rapido de la bacteria en la planta durante el verano, haciendo indtil el control
de la enfermedad mediante poda (Purcell y Saunders, 1999). Ademis, a dife-
rencia de otros vectores de PD, puede transmitir la bacteria entre vides en es-
tado latente durante el invierno (Almeida ez 4/., 2005), aumentando la tasa de
plantas que desarrollan la enfermedad de manera crénica y cambiando, asi, el
patrén de aparicién de focos del nuevo brote y aumentando su severidad (Pe-
rring et al., 2001). En referencia a la CVC, se conocen 13 especies de vectores
en Brasil pertenecientes a la familia Cicadellidae: Cicadellinae (Spotti Lopes
y Krugner, 2016), de las cuales Acrogonia citrina (Marucci y Cavichioli), Bu-
cephalogonia xanthophis (Berg), Dilobopterus costalimai (Young), Macugonalia
leucomelas (Walker) y Oncometopia fascialis (Signoret) son considerados los
cinco vectores clave en la propagacién de la enfermedad. Son especies que se
suelen encontrar en las copas de los citricos, siendo B. xanthophis el vector
mds abundante en viveros y cultivos jévenes (Paiva Branco ez al., 1996). Asi,
B. xanthophis desempena un papel clave en el establecimiento de la enfer-
medad, debido a que la inoculacién de X fastidiosa en ejemplares jovenes
favorece la colonizacién répida del tronco, de manera que la poda no llega
a eliminar las partes infectadas. Ademds, su capacidad de inocular drboles
de vivero promueve la dispersién a larga distancia a través del transporte de
plantones infectados a otras zonas (Almeida ez al., 2005). A nivel general, la
tasa de transmision de estos vectores es baja; sin embargo, la baja especificidad
de vector respecto a la cepa de X. fastidiosa responsable de la CVC favorece la
dispersién de esta hacia nuevas dreas (Spotti Lopes y Krugner, 2016).

4. Vectores de Xylella fastidiosa en Europa

A diferencia de la gran cantidad de informacién que existe sobre los
vectores de X. fastidiosa en el continente americano, la reciente deteccion de
la bacteria en Europa hace que la informacién sea escasa. Ademds se debe
considerar que, a excepcién de Philaenus spumarius (Linnaeus) (Hemiptera:
Aphrophoridae), descrito como vector de la bacteria en California por Severin
en 1950, el resto de hemipteros que se alimentan de xilema en Europa son
especies diferentes a las americanas (de Jong, 2013).
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Tras el brote de X. fastidiosa en los olivares de la peninsula de Salento,
Saponari ez al. (2014) lograron identificar a P spumarius como un agente
capaz de transmitir la bacteria, pero inicialmente no obtuvieron resultados
positivos en la transmisién de X. fastidiosa en olivo. Posteriormente, Cornara
et al. (2016) analizaron la presencia de X. fastidiosa en cinco posibles vectores:
P spumarius, Neophilaenus campestris (Fallén), Cicada orni (Linnaeus), Cerco-
pis sanguinolenta (Scopoli) y Euscelis lineolatus (Brulle), obteniendo un tnico
caso positivo en N. campestris y un 50 % de individuos de P spumarius infec-
tados. Ademds, obtuvieron resultados positivos en los ensayos de transmision
de olivo a olivo, lo que permiti6 identificar a P spumarius como el primer vec-
tor de X. fastidiosa en Europa. Por el momento, P spumarius es el Ginico vector
conocido en nuestro continente; sin embargo, cualquier Cicadomporpha que
se alimente de xilema podria teéricamente actuar como vector de la bacteria
(Purcell, 1989). Este podria ser el caso de las cigarras (Hemiptera: Cicadidae),
muy comunes en cultivos como el olivo y descritas como vectores poco efi-
cientes de X. fastidiosa en América (Paido ez al., 2002; Krell ez al., 2007).

Philaenus spumarius pertenece al orden Hemiptera, superfamilia Cerco-
poidea, familia Aphrophoridae. Es un insecto polifago ampliamente distribui-
do a nivel mundial (Drosopoulos y Remane, 2000) que se caracteriza por su
gran polimorfismo (Stewart y Lees, 1996) (Figura 1) y, como todos los Cerco-
poidea, por la secrecién de una espuma envolvente y protectora en el estado
de ninfa (Weaver y King, 1954) (Figura 2). A pesar de que cientos de adultos
de P spumarius se desplazan a los olivares de Italia a alimentarse durante la
primavera (Martelli, 2016), esta especie no habia sido clasificada como una
plaga importante del olivo anteriormente (Whittaker, 1973). Sin embargo,
tras la introduccién de X fastidiosa, P spumarius se convierte en un medio de
inoculacién muy efectivo al desplazarse entre las plantas de olivos propagando
la enfermedad y provocando graves problemas en los olivares del sur de Italia

(Martelli et al., 2016).
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Figura 1. Dos de los morfotipos del adulto de P. spumarius

Figura 2. Ninfa de P. spumarius rodeada de espuma.

Aspecto de las espumas en la vegetacién
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5. Biologia y ecologia de los insectos vectores de X. fastidiosa
5.1. Cicadellidae: Cicadellinae
5.1.1. Ciclo biolégico

La mayoria de trabajos relacionados con el ciclo biolégico y la ecologia
de los sharpshooters vectores de X. fastidiosa en América toman como especie
de estudio H. vitripennis. Esta especie tiene un ciclo bioldgico que produce
dos generaciones al afo. La primera generacién aparece a principios de mayo
durante la cual las hembras sufren un proceso de maduracién de los huevos
tras el que comienzan a ovipositar, dando lugar a la segunda generacién. Las
puestas son depositadas bajo la epidermis de hojas o de tallos blandos en gru-
pos de 4 a 28 huevos unidos por una secrecién cementosa. Pasan el inverno en
estado adulto en zonas arboladas (Turner y Pollard, 1959), donde se refugian
y alimentan. Durante esta época entran en diapausa reproductiva y, aunque
existen observaciones de acoplamiento durante el mes de enero (Turner y
Pollard, 1959), la oviposicién no comienza hasta principios de la primavera
(Lauziere y Sétamou, 2010).

En lo referente al continente europeo, Cicadella viridis (L.) es uno de los
pocos Cicadellinae identificados como vector potencial de X. fastidiosa. Su
ciclo biolégico se caracteriza por tener tres generaciones al afio (Chu y Teng,
1950). Pasa el invierno en forma de huevo, que deposita desde septiembre
hasta finales del otofo sobre la corteza de troncos o arbustos (Linskii, 1980).
Los adultos mueren cuando empiezan las heladas, y la eclosién de estas pues-
tas se produce en abril (Linskii, 1980). Las ninfas se alimentan de diferen-
tes hospedadores, dando lugar a los nuevos adultos entre mayo y julio. Las
hembras de la segunda generacién ovipositan sobre gramineas (Chu y Teng,
1950), dando lugar a la tercera generacién que emerge en el mes agosto. Final-
mente, los adultos se desplazan a cultivos de frutales y otros drboles en otofio
con el objetivo de ovipositar en sus troncos, cerrando el ciclo (Zhixian, 1996).

5.1.2 Distribucién geografica

La subfamilia Cicadellinae es un grupo muy diverso que recoge aproxi-
madamente 1.950 especies (Mejdalani, 1998). Por lo general estin ligadas a
zonas de vegetacién abundante como pastos o cultivos de cereales (Redak ez
al., 2004). Se divide en dos tribus: Proconiini y Cicadellini. Los Proconiini
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estdn ligados al Nuevo Mundo mientras que los Cicadellini son un grupo
mds numeroso que se encuentra distribuido por todas las zonas geogréficas
del planeta (Young 1968, 1977, 1986), aunque la mayoria de ellos son de
distribucién neotropical.

5.1.3 Habitos de alimentacién

El xilema es un medio pobre en nutrientes que estd formado principal-
mente por agua, algunos aminodcidos (la mayoria de ellos no esenciales) y 4ci-
dos organicos, y carbohidratos a bajas concentraciones (Andersen y Brodbeck,
1989). Asi, algunas adaptaciones, como una alta tasa de alimentacién o una
eficiencia alta en el uso de los componentes del xilema, son vitales para poder
subsistir alimentdndose exclusivamente de este recurso (Andersen ez /., 1989).

Tanto la ninfa como el adulto de H. vitripennis presentan un comporta-
miento alimenticio similar. Sin embargo, las ninfas necesitan una dieta baja
en amidas y con una concentracién mayor de otros aminodcidos (Brodbeck
et al., 1996). No se conoce aun si las ninfas de estos insectos también se
alimentan del floema, ademas del xilema, durante determinadas fases de su
desarrollo. Los adultos son altamente polifagos y tienen un habito alimenticio
diurno con una tasa mdxima de alimentacién al medio dia (Andersen ez al.,
1989), que coincide con el pico de mdxima concentracién de nitrégeno y
otros constituyentes organicos en el xilema (Andersen et al., 1992).

5.2. Cercopoidea
5.2.1 Ciclo biolégico

La duracién del ciclo biolégico y el ndimero de generaciones por ano
en los Cercopoidea varia con la especie y las condiciones climdticas locales
(Valério ez al., 2001). En el caso de P spumarius, el ciclo biolégico es de meta-
morfosis sencilla, y estd formado por las fases de huevo, ninfa y adulto, dando
lugar a una generacién al afio. Pasa el invierno en forma de huevo, aunque
se ha observado que el adulto puede sobrevivir en esta época cuando las tem-
peraturas son suaves (Saponari et al., 2014). Tras aproximadamente 100 dias
de diapausa, la eclosion de los huevos se produce al principio de la primavera
(West y Lees, 1988) e, inmediatamente después, las ninfas se desplazan hacia
los primeros brotes vegetales en busca de alimento y proteccién, completando
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su desarrollo en 5-8 semanas tras pasar por 5 estadios, durante los que se en-
cuentran cubiertas por una espuma mucilaginosa que les protege. Los prime-
ros adultos aparecen durante el mes de abril o mayo y comienzan a acoplarse
a principios de verano, permaneciendo en la vegetacién colindante hasta que
se seca o se elimina. Segiin Weaver y King (1954), la primera fecha de ovi-
posicién en Ohio (EEUU) se da en septiembre, extendiéndose hasta que la
hembra muere en invierno. Sin embargo, nuestras observaciones personales
nos indican que en Espana la oviposicién empieza a principios de noviembre
o incluso mds adelante dependiendo de la climatologia.

Estos insectos realizan las puestas sobre restos de vegetacién seca y trozos
de corteza del tronco, normalmente cerca del suelo. Los huevos van unidos
por un cemento espumoso en grupos de diferente tamano (de 1 a 30, con
una media de 7), son ovalados, de color amarillento y presentan una mancha
anaranjada en uno de sus extremos (Figura 3).

Figura 3. Puesta de P spumarius. Los huevos son depositados
en fila rodeados de una espuma cementosa
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5.2.2. Distribucién geogrifica

Los huevos de los Cercopoidea necesitan una humedad superior al 80 %
para poder eclosionar (Weaver y King, 1954). Esta dependencia de las condi-
ciones climdticas limita su drea de dispersidn a zonas templadas con elevada
humedad (Chmiel y Wilson, 1979; Halkka y Halkka, 1990). No obstante, su
distribucién es muy amplia, pudiéndose encontrar en diferentes latitudes y al-
titudes de la regién Holdrtica, desde América del Norte hasta Japdn, pasando
por Europa y Rusia (Stewart y Lees, 1996). Ademds, han sido descritos en el
norte de Africa, América del sur o Nueva Zelanda donde fueron introducidos
en las tltimas décadas (Thompson, 1984).

5.2.3 Habitos de alimentaciéon

La ninfa y el adulto de P spumarius son altamente polifagos (Ossiannils-
son, 1981). Asi, los podemos encontrar en zonas tan diferentes como praderas,
cultivos abandonados, cunetas de carretera, rivera de rios, bosques, terrenos
pantanosos, jardines o tierras de cultivo (Yurtsever, 2000). Se ha registrado un
amplio nimero de plantas hospedadoras (Delong y Severin, 1950; Weaver y
King, 1954), aunque preferencialmente se les puede encontrar sobre plantas
fijadoras de nitrégeno y aquellas con altas concentraciones de aminodcidos en
el xilema, como son Vicia spp. o Xanthium strumarium (Thompson, 1994).
Las primeras ninfas se pueden encontrar en plantas vivaces con la base en ro-
seta, o en aquellas que ofrezcan hojas opuestas muy juntas en las que encuen-
tran proteccion ante la luz solar y el viento hasta que producen las primeras
espumas (Weaver y King, 1954). Los adultos tienden a desplazarse a otras
zonas debido al pastoreo, la siega, o a la pérdida de turgencia de las plantas,
estableciéndose en nuevas dreas que les ofrezcan plantas hospedadoras con los
requerimientos alimenticios que necesitan en ese momento, COmMo €s el caso
del olivo en Italia (Cornara et al., 2016). En Espana, sin embargo, P spuma-
rius aparece en densidades muy bajas en olivo (Morente ez 4/., 2017).
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6. Transmision de Xylella fastidiosa

X fastidiosa requiere de un vector especializado en alimentarse de xilema
para poder transmitirse (Raven, 1983). Asi, Purcell en 1981 comprobé que
aquellos hemipteros que se alimentan de floema y del meséfilo, a pesar de
alimentarse ocasionalmente de xilema, no tienen la capacidad de transmitir
la bacteria.

La transmisién se produce en el siguiente orden: a) adquisicién de la
bacteria desde la planta fuente, b) anclaje y retencién de la bacteria en la cu-
ticula del cibario del vector, y ¢) desprendimiento e inoculacién en un nuevo
hospedador (Chatterjee ez al., 2008). La infeccién es persistente en adultos
(Severin, 1949) y no existe transmisién transovarial (Freitag, 1951) o entre
estadios, ya que la ninfa, al mudar, pierde la cuticula y con ella las bacterias
adheridas a ella (Purcell y Finlay, 1979). Cabe destacar su corto periodo de
latencia antes de la transmisién (dos horas para G. atropunctata en vid (Purcell
y Finlay, 1979), de modo que el vector es infectivo pricticamente en el mismo
momento en el que adquiere la bacteria. Por tanto, la transmisién es no circu-
lativa, es decir, que la bacteria se retiene en la cuticula sin pasar a la hemolinfa
del insecto antes de ser transmitida (Purcell y Finlay, 1979).

6.1. Adquisicion

La efectividad en la transmisién del patégeno aumenta proporcionalmen-
te con el tiempo de adquisicién al que estd expuesto el vector (Purcell y Finlay,
1979). La alta dilucién de los nutrientes en el xilema hace que los hemipteros
tengan que succionar grandes cantidades de savia para completar sus requeri-
mientos nutricionales (Horsfield, 1977), aumentando asi el tiempo que estdn
en contacto con el xilema de la planta (Mittler, 1967).

Desde el momento de su adquisicién, X. fastidiosa coloniza paulatina-
mente la cuticula del precibario y de la bomba cibarial formando biopelicu-
las en la entrada y otros puntos de esta zona (Purcell ez al., 1979), donde la
bacteria es retenida y expulsada a la planta durante la alimentacién del vector
(Purcell, 1989). A lo largo de los primeros dias tras la adquisicién de X. fas-
tidiosa, la baja concentracidén bacteriana en el aparato bucal del vector hace
que la bacteria sea indetectable, aunque el vector ya sea infectivo (Purcell ez
al.,1979). Sin embargo, la densidad de poblacién de la bacteria en la planta
hospedadora influye en la eficiencia de adquisicién de la bacteria, ya que un
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mayor nimero de células facilita los encuentros vector-patégeno (Hill y Pur-
cell, 1997; Almeida, 2016). Del mismo modo, la distribucién heterogénea
que presenta la bacteria en la planta, junto con las preferencias alimenticias de
cada vector por diferentes especies de plantas y por la zona de la planta donde
se alimentan, son también factores determinantes en la eficacia de transmisién

de la bacteria (Daugherty ez 4/., 2010).

6.2. Inoculacion

Al igual que en el periodo de adquisicidn, la inoculacién se hace més efec-
tiva con el aumento del tiempo que el vector estd en contacto con el xilema
de la planta (Almeida y Purcell, 2003). Muchas de las células que se inoculan
en el hospedador mueren, de modo que un mayor tiempo de inoculacién
favorecerd un mayor asentamiento de bacterias en la planta (Almeida ez 4/,
2005). La densidad de poblacién de la bacteria en el vector no estd relacio-
nada con la eficiencia en la transmisién (Hill & Purcell, 1995). Por tanto, el
namero de inoculaciones en una planta es mds importante que el nimero de
bacterias introducidas por cada vector (Almeida, 2016). Las biopeliculas que
forma X. fastidiosa crecen lentamente colonizando la red de vasos de xilema
desde el punto de entrada; por ello, un mayor nimero de casos de inoculacién
facilita la colonizacién del xilema de la planta en diferentes zonas acelerando
la aparicién de sintomas (Costa ez al., 2000). Otro factor determinante en el
éxito en la transmisién es el estado fenolédgico de la planta en el momento de
inoculacién de la bacteria (Almeida ez /., 2005).

7. Medidas de control de los vectores de Xylella fastidiosa

La interrupcién de la dispersién de las enfermedades causadas por X. fas-
tidiosa debe ser llevada a cabo mediante la interferencia con los principales
procesos implicados en la transmisién de la bacteria (Almeida ez a/., 2005).
Actualmente, para controlar la enfermedad de Pierce, se combinan diferentes
ticticas que interrumpen parcialmente mds de una interaccién (Almeida ez
al., 2005). Las medidas dirigidas al/los vector(es) son las mds frecuentes y
eficaces por no existir medidas curativas frente a la bacteria.

Los métodos de control de H. vitripennis a nivel local en EEUU se cen-
tran en reducir el nimero de individuos en grandes dreas, mantenerlos fuera
de los vifiedos y manipular su interaccién con estos. Esta préctica incluye el
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uso de agentes de biocontrol a nivel general y, ademds, el uso de insecticidas
en citricos y viledos (Wendel ez /., 2004). La efectividad de los piretrioides
contra H. vitripennis es buena y su uso es muy comun en el manejo conven-
cional de los vinedos (Hix et a/., 2003). Ademids, los insecticidas sistémicos
como los neonicotinoides perturban la relacién entre el vector y la bacteria
afectando a la orientacién del vector o su comportamiento alimenticio. Del
mismo modo, los reguladores del crecimiento de insectos son muy efectivos
en el control de las ninfas de esta especie (Akey ez al., 2002).

Actualmente, como alternativa al control convencional de vector, en los
vifiedos de las zonas afectadas por PD en EEUU, se estd aplicando la tecno-
logia de pelicula de particulas de caolin (Almeida ez /., 2005). Esta técnica
se basa en el uso del caolin como una barrera protectora contra los insectos,
repeliéndolos y evitando la oviposicién. Puterka ez al. (2002) observaron que
tanto las ninfas como los adultos de H. vitripennis evitan aquellas vifas ro-
ciadas con caolin, incluso cuando no tienen otra opcidén para alimentarse,
muriendo en este Gltimo caso. Redak y Blua en 2002, tras probar diferentes
combinaciones de insecticidas, repelentes y antibiéticos, propusieron que la
mejor combinacién para disminuir las poblaciones de H. vitripennis es la for-
mada por nicotinoides y caolin, obteniendo una reduccién de un 90 % del
ndmero de individuos y de un 75 % en la oviposicién.

Existen diferentes alternativas al control convencional por agroquimicos
de los vectores de X. fastidiosa. Akey et al. (2002) proponen los productos de-
rivados del neem, Azadirachta indica, como una alternativa a tener en cuenta
en el control biolégico de las ninfas de H. vitripennis. Ademds, el uso de los
enemigos naturales de los vectores de X. fastidiosa es una buena herramienta
en la lucha contra la dispersion de la bacteria. Asi, Kanga e al., en 2004, ob-
servaron que H. vitripennis es susceptible al ataque de los hongos entomopa-
togenos Pseudogibellula formicarum (Mains) y Metarhizium anisopliae (Met-
sch.). Ademds, algunas especies de parasitoides pertenecientes a las familias
Mymeridae y Tricogrammatidae parasitan los huevos de diferentes especies
del género Homalodisca sp. en el sureste de EEUU. El mayor problema de
este tipo de control es que, al disminuir las oviposiciones de Homalodisca sp.
en invierno, la poblacién de los parasitoides disminuye considerablemente, lo
que desemboca en una tasa de parasitismo de huevos baja en primavera (Mor-
gan et al., 2001). Del mismo modo, algunos depredadores como hemipteros,
mantis, avispas o aranas depredan sobre las ninfas y los adultos de Cicade-
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llinae, y otros, como las larvas de coccinélidos y de crisépidos, depredan las
puestas (Morgan et al., 2000).

El desarrollo de insecticidas para combatir a la familia Cercopoidea es
muy limitado, debido a que muchos de ellos no son plaga o son plaga de pas-
tos, un cultivo con un valor econémico bajo en el que el uso de insecticidas es
muy limitado (Valério ez al., 2001). A pesar de ello, atendiendo a la dindmica
de poblacién y al ciclo de vida de P spumarius, Whittaker (1973) destaca la
fase de ninfa como la mds adecuada para la aplicacién de insecticidas de una
manera eficiente. Del mismo modo, Weaver (1951) apuesta por la aplicacion
de insecticidas en otofo, con el fin de eliminar la mayor cantidad posible de
adultos en esta época y reducir la oviposicién.

Los adultos de P spumarius también son atacados por diferentes especies
de hongos entomopatdgenos pertenecientes al género Entomophtora sp. (Ben-
Ze Ev y Kenneth, 1981). Ademds, existen registros de diferentes vertebrados
e invertebrados que actGan como enemigos naturales de P spumarius, pero
parece que la presion de depredacién sobre esta especie es baja (Whittaker,
1973). En cambio, el diptero Verrallia aucta (Fallén) (Diptera: Pipinculidae)
presenta una alta tasa de parasitismo sobre los adultos de P spumarius, a los
que esteriliza (Harper y Whittaker, 1976). Weaver y King en 1954 describie-
ron diferentes especies de himendpteros parasitoides de huevos de P spuma-
rius pertenecientes a las familias Mymaridae y Eulophidae en Ohio, EEUU.
En el mismo trabajo hacen referencia al nematodo parasito Agamermis decau-
data como otro agente que ataca a I spumarius, aunque su incidencia es baja
y no lo consideran un buen regulador de la abundancia de este vector.

Referencias bibliograficas

Akey, D.; Brua, M.; HENNEBERRY, T.; Crveroro, E.; Toscano, N. C. y
WENDEL, L. (2002): «Control of the immature and adult glassy winged
sharpshooters: evaluation of biorational and conventional insecticides»;
Proceedings of CDFA Pierce s disease research symposium, 15-18 de diciem-
bre de 2002. Coronado, CA. pp. 133-135.

ALMEIDA, R. P. P y PurceLL, A. H. (2003): «Transmission of Xylella fastidio-
sa to grapevines by Homalodisca coagulata Hemiptera: Cicadellidae; /.

Econ. Entomol. 96(2); pp. 264-271.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

8s



86

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

ALMEIDA, R. P. P; BLua, M. |.; Lopgs, J. R. y PurceLL, A. H. (2005): «Vector
transmission of Xylella fastidiosa: Applying fundamental knowledge to
generate disease management strategies»; Ann. Entomol. Soc. Am. 98(6);

pp- 775-786.

ALMEIDA, R. P. P; HasHiM, J. y PUurceLL, A. H. (2005): «Vector transmission
of Xylella fastidiosa to dormant grape»; Plant Dis. 89(4); pp. 419-424.

Almeida, R.PP, Nunney, L. 2015. How do plant diseases caused by Xylella
[Jastidiosa emerge? Plant Dis. 99(11): 1457-1467.

ALMEIDA, R. . P. (2016): «Xylella fastidiosa vector transmission biology»; en
Brown, J. K., ed.: Vector-Mediated Transmission of Plant Pathogens. Min-
nesota, St. Paul, APS Press; pp. 165-174.

ANDERSEN, P. C. y BRODBECK, B. V. (1989): «Diurnal and temporal changes
in the chemical profile of xylem exudate from Vitis rotundifoliar; Physiol.

Plant. 75(1); pp. 63-70.

AnDERSEN, . C.; BRODBECK, B. V. y MizeLL, R. E (1989): «Metabolism of
amino acids, organic acids and sugars extracted from the xylem fluid of
four host plants by adult Homalodisca coagulatar; Entomol. Exp. Appl.
50(2); pp. 149-159.

ANDERSEN, P. C.; BRoDBECK, B. V. y MizeLL III, R. E (1992): «Feeding by
the leathopper, Homalodisca coagulata, in relation to xylem fluid chemis-
try and tension»; /. Insect Physiol. 38(8); pp. 611-622.

BENn-ZEEv, 1. y KenneTH, R. G. (1981): «Zoophthora radicans and Zoo-
phthora petchi sp. nov. (Zygomycetes: Entomophthorales), two species
of the ‘Sphaerosperma group’ attacking leaf-hoppers and frog-hoppers
(Hom.)»; Entomophaga (26); pp. 131-142.

Brransky, R. H.; TimMer, L. W.; French, W. J. y McCoy, R. E. (1983):
«Colonization of the sharpshooter vector, Oncometopia nigricans and Ho-
malodisca coagulata by xylem-limited bacteria»; Phytopathology 73(4); pp.
530-535.

BropBECK, B. V.; ANDERSEN, P. C. y MizeLL, R. E (1996): «Utilization of
primary nutrients by the polyphagous xylophage, Homalodisca coagula-
ta, reared on single host species. Arch»; Insect Biochem. Physiol. 32(1);
pp. 65-83.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Vectores de Xylella fastidiosa
Marina Morente y Alberto Fereres

CHATTERJEE, S.; ALMEIDA, R. P. P. y LinpDOW, S. (2008): «Living in two worlds:
The plant and insect lifestyles of Xylella fastidiosar; Ann. Rev. Phytopathol.
46; pp. 243-271.

CumieL, S. M. y WiLson, M. C. (1979): «Estimation of the lower and up-
per developmental threshold temperatures and duration of the nymphal
stages of the meadow spittlebug, Philaenus spumariusy; Environ. Entomol.
8(4); pp. 682-685.

Cuu, H. Y. y Teng, K. E (1950): «Life history of the leathopper, Cicadella

viridis L. Homoptera: Cicadellidaer; Acta Entomologica Sinica 1(1); pp.
14-40.

CORNARA, D.; SAPONARI, M.; ZEILINGER, A. R.; DE STRADIS, A.; Boscia, D.;
LoconsoLg, G.; Bosco, D.; MARTELLL, G. P; ALMEIDA, R. P. P. y PORCE-

L1, E (2016): «Spittlebugs as vectors of Xylella fastidiosa in olive orchards
in Italy»; /. P Sei. 90(2); pp. 521-530.
Costa, H. S.; BLua, M. S.; BETHK, J. A. y REDpAK, R. A. (2000): «Transmis-

sion of Xylella fastidiosa to Oleander by the glassywinged sharpshooter,
Homalodisca coagulatar; Hortscience 35(7); pp. 1265-1267.

DauGHERTY, M. P; LopEs, J. y ALMEIDA, R. P. . (2010): «Vector within-host
feeding preference mediates transmission of a heterogeneously distribu-

ted pathogen»; Ecol. Entomol. 35(3); pp. 360-3066.

DEeLong, D. M. y Severin, H. H. P. (1950): «Spittle-insect vectors of Pierce’s
disease virus. I. Characters, distribution and food plants»; Hilgardia

19(11); pp. 357-380.

DrosorouLos, S. y REMANE, R. (2000): «Biogeographic studies on the spitt-
lebug Philaenus signatus Melichar, 1896 species group Hemiptera: Aphro-
phoridae with the description of two new allopatric species. Annales de
la Société entomologique de Francer; Société entomologique de France; pp.
269-277.

EFSA (2015): «Scientific opinion on the risks to plant health posed by Xylella
fastidiosa in the EU territory, with the identification and evaluation of
risk reduction options»; EFSA Journal (13); pp. 1-262.

FeiL, H.; FerL, W. S. y PurceLr, A. H. (2003): «Effects of date of inoculation on
the within-plant movement of Xylella fastidiosa and persistence of Pierce’s

disease within field grapevines»; Phytopathology 93(2); pp. 244-251.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

87



88

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

FERERES, A. (2015): «Insect vectors as drivers of plant virus emergence»; Curr.
Opin. Virol. (10); pp. 42-46.

FERERES, A. y Raccan, B. (2015): «Plant virus transmission by insects»; eLS;
pp- 1-9.

Frazier, N. y FREITAG, ]. (1946): «Ten additional leathopper vectors of the vi-
rus causing Pierce’s diseade of grapes»; Phytopathology 36(8); pp. 634-637.

Frazier, N. W. (1965): «Xylem viruses and their insect vectors»; Proceedings
of the International Conference on Virus and Vectors on Perennial Hosts,
with Special Reference to Vitis. Davis, University of California, Division of
Agricultural Science; pp. 91-99.

Frertag, J. H. (1951): «<Host range of the Pierce’s disease virus of grapes as
determined by insect transmission»; Phytopathology 41(10); pp. 920-934.

FREITAG, ]. y FrRAZIER, N. (1954): «Natural infectivity of leathopper vectors of
Pierce’s disease virus of grape in California»; Phytopathology (44); pp. 7-11.

Harkxka, O. y HALkka, L. (1990): «Population genetics of the polymorphic
meadow spittlebug, Philaenus spumarius L»; Evol. Biol. (24); pp. 149-141.

HAaRPER, G. y WHITTAKER, ]. B. (1976): «The role of natural enemies in the
colour polymorphism of Philaenus spumarius Ly; J. Anim. Ecol. 45(1);
pp- 91-104.

Harris, K. E y MaramoroscH, K., eds. (2013): Vectors of Plant Pathogens.
Nueva York, Academic press.

Hiwy, B. L. y Purcert, A. H. (1995): «Acquisition and retention of Xylella
fastidiosa by an efhicient vector, Graphocephala atropunctatar; Phytopatho-
logy 85(2); pp. 209-212.

Hit, B. L. y PurceLt, A. H. (1997): «Populations of Xylella fastidiosa in
plants required for transmission by an efficient vector»; Phyropharology
87(12); pp. 1197-1201.

Hix, R. L.; Toscano, N. C. y Gispert, C. (2003): «Area-wide management
of the glassy-winged sharpshooter in the Temecula and Coachella Va-

lleys»; Proceedings of CDFA Pierce’s disease research symposium, 8-11 de
diciembre de 2003. Sacaramento, CA; pp. 292-294.

Horxins, D. L. y PurceLL, A. H. (2002): «Xylella fastidiosa: Cause of Pierce’s
desease of grapevine and other emergent diseases»; Plant Dis. 86(10); pp.
1056-1066.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Vectores de Xylella fastidiosa
Marina Morente y Alberto Fereres

HorsrieLp, D. (1977): «Relationships between feeding of Philaenus spuma-
rius L. and the amino acid concentration in the xylem sap»; Ecol. Ento-

mol. 2(4); pp. 259-266.
DE JONG, Y. (2013): Fauna Europaea version 2.6; http://www.faunaeur.org/.

Kanca, L. H. B.; Jones, W. A.; HuMBER, R. A. y Boyp, D. W. J. (2004):
«Fungal pathogens of the glassy-winged sharpshooter Homalodisca coagu-
lata Homoptera: Cicadellidae»; Fla Entomol. 87(2); pp. 225-228.

Krer, R. K;; Boyp, E. A;; Nay, J. E.; Park, Y. L. y PERRING, T. M. (2007):
«Mechanical and insect transmission of Xylella fastidiosa to Vitis vinifera»;
J. Enol. Vitic. (58); pp. 21-216.

Lavzitrg, I. y SEtamou, M. (2010): «Life history studies of Homalodisca
vitripennis Hemiptera: Cicadellidae, a vector of Pierce’s disease of grape-

viner; Ann. Entomol. Soc. Am. 103(1); pp. 57-65.
Linskiar, V. G. (1980): «Cicadella viridis»; Zashchita Rastenii (7); pp. 62.

MarTELLL, G. P (2016): «The current status of the quick decline syndrome of
olive in southern Italy»; Phyroparasitica 44(1); pp. 1-10.

MarrtELLL, G. P; Boscia, D.; PorceLLy, E y Saronart, M. (2016): «The olive
quick decline syndrome in south-east Italy: a threatening phytosanitary

emergency»; Eur. J. Plant Pathol. 144(2); pp. 235-243.

MejpaLant, G. (1998): «Morfologia externa dos Cicadellinae Homoptera:
Cicadellidae: comparacao entre Versigonalia ruficauda Walker Cicadellini
e Tretogonia cribata Melichar Proconini; com notas sobre outras especies
e analise da terminologiar; Revza. bras. Zool. 15(2); pp. 451-544.

Mittler, T. E. (1967): «Water tension in plants. An entomological approach»;
Ann. Entomol. Soc. Am. 60(5); pp. 1074-1076.

Morgan, D. J. W,; TriariTsyN, S. V,; REpAK, R. A.; BEzark, L. G. y Hopp-
LE, M. S. (2000): «Biological control of the glassy-winged sharpshooter:
current status and future potentialy; Proceedings California Conference on
Biological Control. California, Riverside; pp. 167-171.

MoORENTE, M.; MORENO, A. y FERERES, A. (2017): «Vectores potenciales de
Xylella fastidiosa en olivares de la peninsula Ibérica: prospeccién, riesgos y
estrategias preventivas de control (POnTE)»; Phytoma (285); pp 32-37.

Moraan, D. J. W; PickerT, C. H. y BEZARK, L. G. (2001): «Biological con-
trol of the glassy-winged sharpshooter»; Biological Control Program. Cali-
fornia, Sacramento, CA, Department of Food and Agriculture.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

89



90

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

Oss1anNILssON, E (1981): «The Auchenorrhyncha Homoptera of Fennos-
candia and Denmarky; Part 2: The Families Cicadidae, Cercopidae, Mem-
bracidae, and Cicadellidae Excl. Deltocephalinae 7(2); pp. 223-593.

Pa1io, E G.; MENEGUIM, A. M.; CASAGRANDE, E. C. y LErTE, R. P. (2002):
«Envolvimento de cigarras Homoptera, Cicadidae na transmissao de

Xylella fastidiosa em cafeeiror; Fitopatol. Bras. (27); pp. 67.

Parva Branco, P. E.; pa Sizva, J. L.; GRAVENA, S. y Takao, Y. (1996): «Ciga-
rrinhas de xilema em pomares de laranja do estado de Sao Paulo»; Laranja
17(1); pp. 41-54.

PerRING, T. M.; FarraR, C. A. y Brua, M. J. (2001): «Proximity to citrus
influences Pierce’s disease in Temecula Valley vineyards»; Calif. Agric.
55(4); pp. 13-18.

PurckiLL, A. H. y Finvay, A. (1979): «Evidence for noncirculative transmis-
sion of Pierce’s disease bacterium by sharpshooter leathoppers»; Phyro-
pathology 69(4); pp. 393-395.

Purcerr, A. H.; Finray, A. H. y McLean, D. L. (1979): «Pierce’s disease
bacterium: mechanism of transmission by leathopper vectors»; Science

206(4420); pp. 839-841.

Purcell, A. H. (1981): «Vector preference and inoculation efficiency as com-
ponents of resistance to Pierce’s disease in European grape cultivarsy;
Phytopathology 71(4); pp. 429-435.

Purcell, A. H. (1982): «Insect vector relationships with procaryotic plant
pathogensy»; Ann. Rev. Phytopathol. 20(1); pp. 397-417.

PurceLt, A. H. y Frazier, N. W. (1985): «Habitats and dispersal of the prin-
cipal leathopper vectors of Pierce’s disease bacterium in the San Joaquin
Valley»; Hi[gﬂrﬂ’iﬂ 53(4); pp- 1-32.

PurceLL, A. H. (1989): <Homopteran transmission of xylem-inhabiting bac-
teriar; en Harrys E K., ed.: Advances in disease vector research. Springer,

New York; pp. 243-266.

PurceLr, A. H. y SaUNDERs, S. R. (1999): «Glassy-winged sharps hooters
expected to increase plant diseaser; Calif: Agric. 53(2); pp. 26-27.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Vectores de Xylella fastidiosa
Marina Morente y Alberto Fereres

Puterka, G. J.; Livisi, D.; Civeroro, E.; Kavimsr, T.; CiomMPERLIK, M.;
BarTELS, D. y WENDEL, L. (2002): «Alternatives to conventional chemi-
cal insecticides for control of glassy-winged sharpshooter»; Proceedings of
CDFA Pierce s disease research symposium, 15-18 de diciembre de 2002.
Sacaramento, CA; pp. 136-138.

RaveN, J. A. (1983): «Phytophages of xylem and phloem: A comparison of
animal and plant sap-feeders»; Adv. Ecol. Res. (13); pp. 135-234.

Repak, R. y Brua, M. ]. (2002): «Impact of layering control tactics on the
spread of Pierce’s disease by the glassy-winged sharpshooter»; Proceedings
of CDFA Pierce s disease research symposium, 15-18 de diciembre de 2002.
Coronado, CA; pp. 311-313.

Repak, R. A.; PurcerL, A. H.; Lores, J. R. S.; Brua, M. J.; MizeLt 111, R.
E y ANDERSEN, P C. (2004): «The biology of xylem fluid—feeding insect
vectors of Xylella fastidiosa and their relation to disease epidemiology»;
Ann. Rev. Entomol. 49(1); pp. 243-270.

SaroNaRri, M.; LoconsoLE, G.; CorNaRa, D.; Yokowmi, R. K.; DE STrADIS,
A.; Boscia, D.; Bosco, D.; MarteLL1, G. P; KRUGNER, R. y PORCELLI,
E (2014): «Infectivity and transmission of Xylella fastidiosa by Philaenus
spumarius Hemiptera: Aphrophoridae in Apulia, Italy»; /. Econ. Entomol.
107(4); pp. 1316-1319.

SeveriN, H. H. P (1949): «Transmission of the virus of Pierce’s disease of
grapevines by leathoppers»; Hilgardia 19(6); pp. 190-202.

SeveriN, H. H. P. (1950): «Spittle-insect vectors of Pierce’s disease virus. II.
Life history and virus transmission. Hilgardiar; Agricultural Science Pu-
blished by the California Agricultural Experiment Station 19(11); pp. 357-
380.

SrortI Lores, J. R. y KRUGNER, R. (2016): «Chapter 14: Transmission eco-
logy and epidemiology of the citrus variegated chlorosis strain of Xylella
[Jastidiosa»; en LopEs, J. R. S. y KRUGNER, R., eds.: Vector-Mediated Trans-
mission of Plant Pathogens. The American Phytopathological Society. pp.
195-208.

StewaRT, A. J. A,y LEgs, D. R. (1996): «The colour/pattern polymorphism
of Philaenus spumarius L. Homoptera: Cercopidae in England and Wa-
lesn; Philosophical Transactions of the Royal Society of London B: Biological
Sciences (35); pp. 69-89.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

91



92

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

THOMPSON, V. (1984): «Colour polymorphism in the introduced spittlebug
Philaenus spumarius Homoptera: Aphrophoridae in New Zealand»; NZ
Entomol. 8(1); pp. 86-88.

THOMPSON, V. (1994): «Spittlebug indicators of nitrogen-fixing plants»; Ecol.
Entomol. 19(4); pp. 391-398.

TurNER, W. E y Porrarp, H. N. (1959): Life Histories and Behavior of five insect
vectors of Phony Peach Disease. Washington, DC. US Dept. of Agriculture.

VaLErio, J. R.; Carbona MEjia, C.; PEck, D. C.; SoteLo, G. y KELEMU,
S. (2001): «Spittlebugs: Bioecology, host plant resistance and advances
in IPM»; en International Grassland Congress. Proceedings: Grassland
ecosystem: An outlook into the 21st Century. Brazilian Society of Animal
Husbandry, Sao Pedro, Sao Paulo, BR. p. 1-12.

WEAVER, C. R. (1951): «The seasonal behaviour of the meadow spittlebug and
its relation to a control method»; /. Econ. Entomol. 44(3); pp. 163-166.

WEeAVER, C. y KiNgG, D. (1954): «Meadow spittlebug, Philaenus leucophthal-
mus L. Ohio Agricultural Experiment Station»; Research bulletin (741);
pp. 1-99.

WeLLs, J. M.; Raju, B. C.; Hung, H. Y.; WEeisBurGg, W. G.; MANDELCO-
Paut, L. y BRENNER, D. J. A. (1987): «Xylella fastidiosa gen. nov., sp. nov:
gram-negative, xylem-limited, fastidious plant bacteria related to Xantho-
monas spp. Int.»; J. Syst. Bacteriol. 37(2); pp. 136-143.

WENDEL, L.; ClomPERLIK, M.; BarTELS, D.; Luvisi, D. y ELms, D. (2004):
«The area-wide pest management of glassy-winged sharpshooter in Kern
County»; Proceedings of CDFA Pierce’s Disease Research Symposium,
15-18 de diciembre. Sacramento, CA; pp. 15-18.

WEsT, J. y Legs, D. R. (1988): «Temperature and egg development in the
spittlebug Philaenus spumarius L. Homoptera: Aphrophoridaer; Entomo-
logist 107(1); pp. 46-51.

WHITTAKER, J. B. (1973): «Density regulation in a population of Philaenus
spumarius L. Homoptera: Cercopidae»; J. Anim. Ecol. 42(1); pp. 163-172.

Young, D. A. (1968): «Taxonomic study of the Cicadellinae Homoptera:
Cicadellidae»; Part 1: Proconiini. United States National Museum Bulletin
(261); pp. 1-287.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Vectores de Xylella fastidiosa
Marina Morente y Alberto Fereres

Young, D. A. (1977): «Taxonomic study of the Cicadellinae Homoptera: Ci-
cadellidae. 2. New World Cicadellini and the genus Cicadella»; Zechnical
Bulletin (239). EEUU, North Carolina Agricultural Experiment Station.

Young, D. A. (1986): «Taxonomic study of the CicadellinaeHomoptera: Ci-
cadcllidae. Part 3. Old World Cicadellini»; Zechnical Bulletin (281). USA,

North Carolina Agricultural Experiment Station.

YURTSEVER, S. (2000): «On the polymorphic meadow spittlebug, Philaenus
spumarius L. Homoptera: Cercopidaer; Turk. J. Zool. 24(4); 447-449.

ZHIxIAN, K. Z. (1996): «Study on the biological characters of Tettigella viri-
dis»; Journal of Jilin Agricultural University (3).

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

93






Métodos de inspeccién, diagnéstico y deteccion

Maria M. Lépez*, Blanca B. Landa’ y Ester Marco-Noales"

“Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (Espafia, Valencia, Moncada)
*Instituto de Agricultura Sostenible-CSIC (Espafia, Cérdoba)

1. Introducciéon y métodos de inspeccién y muestreo

La inspeccién y la toma de muestras son pasos clave del proceso completo

el diagndstico. Una buena toma y un buen manejo de muestras puede in-
del diagnéstico. Una b t yunb jo d t d

uir positivamente en el resultado de los andlisis posteriores, v en el caso de
fluir posit t | resultado de | lisis post y en el d
graves enfermedades, como las causadas por Xylella fastidiosa, la prevencién
de nuevas introducciones mediante el diagnéstico sensible y especifico de las
muestras es esencial.

Los métodos de muestreo aconsejados en las inspecciones de material ve-
getal en envios de todo tipo, procedentes de paises terceros, se describen en
el estindar de la European and Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO, 2016a), donde se indican los procedimientos para la inspeccién de
muestras de todos las posibles plantas huéspedes de X. fastidiosa y de sus vecto-
res. Los métodos de muestreo relativos a las inspecciones y toma de muestras
en viveros o plantaciones se describen en otro estindar similar (EPPO, 2016b),
y las recomendaciones del plan de contingencia espafiol se detallan en el Capi-
tulo 14. La toma de muestras de vectores se describe en el Capitulo 4.

La época de inspeccién y muestreo es también importante tanto para el
andlisis de plantas asintomdticas como con sintomas, dado que, como se ha
indicado en el Capitulo 3, la concentracién de la bacteria problema depende
de factores ambientales, de la cepa bacteriana y de la planta huésped. Por ello,
para maximizar las probabilidades de detectar la bacteria y de aislarla, los
muestreos deben realizarse durante el periodo vegetativo de las plantas (desde
final de primavera hasta principios de otono en Espana). En el caso de plantas
subtropicales o mantenidas en invernadero, la inspeccién y el muestreo pue-
den ser durante todo el ano.

En base a la informacién de los brotes europeos, se recomiendan las si-
guientes épocas aconsejadas de muestreo (EPPO, 2016¢):
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Para Polygala spp., los muestreos se aconsejan desde finales de prima-
vera hasta principios de otofo.

e DPara olivo y adelfa, se indica que en Italia los sintomas se expresan
con mayor intensidad en verano, por lo que es preferible muestrear
entonces, pero se pueden observar durante todo el afo.

e Para plantas de hoja caduca, como los frutales y ornamentales del
género Prunus, se recomienda el muestreo en verano, ya que las mues-
tras tomadas en otras estaciones suelen ser negativas.

e En vid, el mejor periodo para la observacién de sintomas, segiin la
experiencia de EEUU, es el final del verano y el principio de otono.

* En caso de ser necesario analizar plantas en estado de parada vegeta-
tiva, se recomienda tomar estaquillas lefiosas, a partir de las cuales se
analizard el xilema para la deteccién de X. fastidiosa.

La toma de muestras es similar para el caso de los envios y de los viveros o
las plantaciones. Después de la toma de muestras, estas deben ser enviadas al la-
boratorio por el método mds rdpido posible y, como suelen tomarse en verano,
es necesario mantenerlas refrigeradas durante el transporte, pero no congeladas.

Las muestras sintomdticas para ser analizadas en el laboratorio deberdn
ser de ramas o estaquillas con hojas representativas de todos los sintomas ob-
servados y unidas al tallo. Deberdn contener al menos de 10 a 25 hojas, y
no se aconseja tomar muestras de tallos jévenes porque no conviene analizar
hojas inmaduras. Como la bacteria estd confinada en el xilema de las plantas,
los andlisis se realizan usando los peciolos y nervios principales de las hojas,
donde se concentra el mdximo niimero de vasos. Si se van a analizar plantas de
pequeno tamafo, conviene enviar las plantas enteras; y si, en cambio, las hojas
son de gran tamano, se pueden enviar varias hojas con sus peciolos.

Las muestras asintomdticas para ser analizadas en el laboratorio deberdn
ser de ramas o estaquillas con hojas maduras y unidas al tallo. El tipo de
material es el mismo que para las plantas con sintomas, pero para plantas
individuales el nimero de ramas para enviar al laboratorio serd de 4 a 10,
dependiendo del huésped y tamafo de la rama. No se dispone de suficientes
datos para el andlisis de muestras compuestas de distintas especies de plantas,
pero en el caso del cafeto se ha detectado X. fastidiosa en muestras de 100 a
200 hojas con peciolo.
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La norma ISPM31 (IPPC 2008) proporciona la informacién necesaria
para decidir el nimero de plantas a muestrear en funcién de la probabilidad
de detectar un positivo en casos concretos. Luego en el laboratorio, el analista
decidird el tamafno de material vegetal a analizar, pero generalmente oscila de
0,5 a 1 g de material vegetal por muestra. En el caso de muestras individuales,
esto puede ser suficientemente representativo; pero en el caso de muestras de
un lote de varias plantas, puede darse frecuentemente el caso de obtener falsos
resultados negativos en el andlisis, debido a la distribucién irregular de la bac-
teria entre plantas y dentro de la planta.

Para tomar cada muestra se deben emplear nuevos guantes a fin de evitar
posibles contaminaciones cruzadas. Los pasos a seguir son, primero tratar la
bolsa o recipiente que contiene la muestra por fuera con insecticida, e in-
troducirla en el embalaje de transporte y después afadir la documentacién
acompanante, y sellar con cinta adhesiva.

Cada muestra debe etiquetarse con un cédigo de identificacién y se en-
viard acompanada del formulario especifico de informacién individualizada,
que se adosard al exterior del embalaje, de forma que no contacte directamen-
te con el recipiente primario, que contiene las muestras. De esta manera se
puede acceder a toda la informacién simplemente con abrir el embalaje exter-
no. En él se hard constar la procedencia de la muestra, su nimero de identifi-
cacién, tipo de muestra, fecha de la toma de muestra y nombre de la persona
que toma las muestras, listado que incluya todas las muestras que contiene el
paquete y cualquier informacién que se considere necesaria para el correcto
tratamiento y andlisis de la muestra.

Una vez obtenidas la referencia del envio y las muestras, conviene enviar
un aviso al laboratorio correspondiente con la fecha/hora de envio de mues-
tras y modo de transporte, asi como la fecha/hora de llegada prevista al labo-
ratorio. Las muestras se enviardn acompanadas de la documentacién oficial de
envio de muestras.

Se recomienda que las partes implicadas en el transporte (remitente, des-
tinatario y empresa de transporte) establezcan anticipadamente una adecuada
coordinacién para asegurar que el material sea transportado de forma segura,
en los embalajes adecuados, y que llegue a su destino oportunamente y en
buenas condiciones.
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En el laboratorio la muestra debe ser procesada lo antes posible, para la
mayor fiabilidad de los resultados y siempre antes de que pase una semana desde
que fue recogida y tres dias en el caso de realizarse aislamientos (EPPO, 2016c¢).

2. Diagnéstico de Xylella fastidiosa en plantas con sintomas

El diagnéstico de una enfermedad hace referencia a la identificacién de la
naturaleza y la causa de dicha enfermedad vy, por tanto, concierne a aquellas
plantas que muestran algtn tipo de sintomatologfa. Las primeras clasifica-
ciones de enfermedades de plantas, alld por la primera mitad del siglo XIX,
estaban basadas exclusivamente en los sintomas observados. El primer nom-
bre que hace referencia a una enfermedad causada por X fastidiosa fue «en-
fermedad misteriosa de la vid», y fue N. B. Pierce quien la describié con gran
detalle en 1892 (Janse y Obradovic, 2010). Precisamente, debido a su gran
trabajo, esta enfermedad se denominé en 1939 enfermedad de Pierce. Los
sintomas causados por X. fastidiosa son en realidad inespecificos, y en el caso
de la vid pueden confundirse con los producidos por otros agentes causales
de enfermedades como eutipiosis, podredumbre blanca, yesca, y alguna otra
producida por hongos u otros patdgenos. Y también pueden confundirse los
sintomas con estrés hidrico, por salinidad, nutricional, téxicos ambientales,
quemaduras por sol, etc. Debido a que la bacteria invade los vasos del xilema,
puede llegar a bloquear el transporte de agua y sales minerales. De modo
general, los sintomas incluyen quemadura de hojas, marchitez de hojas, defo-
liacién, clorosis o bronceado en el margen de las hojas y enanismo. Los sinto-
mas dependen de la combinacién de planta huésped y cepa de X. fastidiosa y,
debido a su falta de especificidad, el diagnéstico correcto no puede ser visual,
sino que requiere andlisis en laboratorio.

Los métodos analiticos actualmente aconsejados por la EPPO, y utiliza-
dos en los laboratorios oficiales de diagndstico de los organismos responsables
de Sanidad Vegetal en Espana, se describen en el apartado 6 de este capitulo.
Se deben analizar todas las muestras sospechosas, porque una identificacion
basada exclusivamente en sintomatologia puede llevarnos a interpretaciones
equivocadas, lo cual es aplicable a todas las plantas huéspedes de X. fastidiosa.
De hecho, al Laboratorio Nacional de Referencia han llegado muestras de
olivos, almendros, romeros, poligalas y otras especies, con sintomas aparente-
mente caracteristicos de la presencia de X. fastidiosa, pero en los que no se ha
podido detectar el patégeno con los métodos mds sensibles de que se dispone
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hoy en dia, sugiriendo que esos dafios eran debidos a déficits hidricos o nutri-
cionales y no atribuibles a X. fastidiosa.

3. Deteccién de Xylella fastidiosa en plantas asintomdticas

Esta bacteria no causa enfermedad en ciertos casos en las plantas huéspe-
des, por motivos atin desconocidos. De esta manera, la colonizacién puede ser
asintomdtica durante mucho tiempo y no necesariamente llegan a desarrollar-
se los sintomas. Es por ello que los métodos sensibles de deteccién molecular
sean los dirigidos principalmente a estos casos de infeccidon asintomdtica. La
deteccién e identificacién de X. fastidiosa en laboratorio es mas complicada en
plantas asintomdticas que en plantas con sintomas y requiere métodos analiti-
cos de elevada especificidad y sensibilidad, porque la cantidad de bacterias es
mds baja en plantas sin sintomas y su distribucién suele ser bastante irregular
en la planta. Puede resultar dificil aislar la bacteria, pero la deteccién seroldgi-
ca y molecular positiva debe llevar a la toma inmediata de medidas.

Resulta sorprendente, como ya se indicé en el Capitulo 1, la actual globa-
lizacién del mercado del material vegetal de plantas frutales y ornamentales.
Concretamente, al Laboratorio Nacional de Referencia de Bacterias Fitopaté-
genas han llegado en los tltimos tres anos muestras asintomdticas de esquejes,
estaquillas u otros tipos de material de reproduccién de muy distintas especies
y origenes. El mayor niimero de muestras importadas era de Rubus idaeus,
R. fruticosus, R. occidentalis e hibridos de dicho género, seguidos de fresa,
procedentes de EEUU, pero se recibieron también muestras de Argentina,
Brasil, Costa Rica, Guatemala, Israel, Kenia, Marruecos y Tanzania de Aster
sp., Bidens sp., Dianthus sp., Fuchsia sp., Iberis sp., Juglans sp., Impatiens sp.,
Lagerstroemia sp., Lantana sp., Lobelia sp., Lavandula sp., Nemesia sp., Pelar-
gonium sp., Rosmarinus sp., Salvia sp., Schefflera sp. y Verbena sp. De todas
ellas, las muestras de fuglans sp., procedentes de EEUU, vy las de Pelargonium
sp., de México, resultaron positivas para X. fastidiosa.

Por la gravedad del riesgo de introducciones de nuevas cepas de X. fasti-
diosa con plantas importadas, se deberian definir claramente las zonas libres
de X fastidiosa en la UE y en paises terceros (tras intensivas prospecciones y
rigurosos andlisis) y no autorizar las importaciones de paises terceros en los
que no se sabe realmente si estd presente la bacteria. Ello es debido a que existe
riesgo, aunque figuren en la lista de paises libres de X. fastidiosa, porque en al-
gunos de ellos no se ha buscado la bacteria, o porque carecen de bacteriélogos

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

99



I00

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

y laboratorios adecuados, como seria el caso de algunos paises centroamerica-
nos o africanos que no puedan asegurar su deteccién con fiabilidad.

Asimismo, los importadores espafioles deberfan limitar al minimo im-
prescindible las importaciones de paises en los que estd presente la bacteria,
aunque las plantas tengan la documentacién en regla, porque el andlisis de una
muestra de 1 g de material vegetal no puede garantizar que un lote de plantas
estd libre de la bacteria, ya que solo demuestra que el andlisis ha resultado
negativo en la muestra analizada. Ademds, en algunos casos como en la vid, se
aconseja usar termoterapia en el material importado, cuando sea posible.

Es necesario ser conscientes de que, segtin lo que hemos aprendido de la
experiencia de Italia y de las intercepciones en distintos paises europeos, el
riesgo mayor es el de la introduccién de planta contaminada de paises terceros
con infecciones latentes. En muchos de esos paises los certificados fitosanita-
rios se emiten de acuerdo a inspecciones visuales y, obviamente, estas pueden
no detectar la bacteria, salvo que haya sintomas claros de la misma, siendo
muy frecuentes las infecciones latentes de X. fastidiosa en plantas ornamenta-
les y cultivadas, que pueden durar varios afios o no producir nunca sintomas.
En estos casos, si estd presente la bacteria en su xilema y de esta planta se
alimenta un vector, este podrd transmitir la bacteria a nuevas plantas, algunas
desarrollardn los sintomas y todas servirdn de nuevas fuentes de in6culo.

4. Deteccién de Xylella fastidiosa en insectos vectores

El mejor modo de colectar insectos vectores adultos es mediante man-
gueo, hoja pegajosa o aspiradores, ya que las trampas pegajosas no suelen ser
efectivas con los insectos chupadores de xilema (Purcell ez al., 2014), aunque
si caen también deben analizarse, previo enjuague con etanol/acetona. Los
muestreos deben hacerse principalmente desde finales de primavera a princi-
pios de otofo. Si los ejemplares capturados no se analizan de modo inmediato
se deben conservar en etanol 95-99 % o a -20 o0 -80 °C (las trampas pegajosas
se pueden conservar enteras a -20 °C).

Puesto que X. fastidiosa solo coloniza el intestino anterior del insecto,
solo debe emplearse la cabeza del mismo para la extraccién de ADN, y de esta
manera se evita la extraccion de posibles inhibidores de la PCR (Purcell ez /.,
2014). En Italia se ha comprobado que se puede hacer una muestra conjunta
con hasta cinco ejemplares de Philaenus spumarius En los ojos puede haber
presencia de inhibidores, por lo que se recomienda quitarlos (EPPO, 2016c¢).
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Los insectos se analizan por PCR (o LAMP), ya que el método serolégico
ELISA no tiene sensibilidad suficiente para la deteccién de X. fastidiosa en esta
matriz, puesto que la bacteria, a pesar de multiplicarse en el tracto anterior
del aparato digestivo, se encuentra normalmente en niveles poblacionales ba-
jos (Purcell ez al., 2014). Para hacer la extraccién del ADN, primero se ha de
eliminar el solvente utilizado (etanol/acetona) colocando los insectos durante
unos minutos en un papel de filtro seco e incluso en una centrifuga de secado
al vacio. Se puede utilizar el protocolo de extraccién con CTAB, aunque tam-
bién existen diversos estuches de extraccién para ello, pero en Europa no hay
experiencia con ellos (EPPO, 2016¢). Si se emplea la técnica de LAMP (ver

apartado 6.1) no es necesario hacer extraccién de ADN.

5. Protocolos de andlisis de la European and Mediterranean
Plant Protection Organization (EPPO)

Dada la importancia de las pérdidas causadas por X. fastidiosa y la caren-
cia de protocolos universalmente aceptados que estuvieran disponibles en la
década de 1990-2000, la European and Mediterranean Plant Protection Or-
ganization (EPPO) publicé un primer protocolo en 2004 (PM7/24), que se
basaba en los resultados de EEUU vy detallaba los métodos para la deteccién
de dicha bacteria particularmente en vid, incluyendo aislamiento, ELISA y
PCR convencional.

Sin embargo, tras la deteccién de la bacteria en Italia y luego en Francia,
dicho protocolo resulté insuficiente y obsoleto, por lo que la EPPO organizé
un grupo de trabajo, a principios de 2016, del que formaban parte expertos
de siete paises, incluida Espana, a peticién de la Comisién Europea. La mision
era ampliar y actualizar dicho protocolo, incluyendo nuevas técnicas molecu-
lares como PCR en tiempo real y LAMP, pero ademds integrar la informacién
obtenida sobre nuevos huéspedes y los resultados de las validaciones de las téc-
nicas evaluando su especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, repetibilidad,
precision, etc., en laboratorios de distintos paises. El protocolo se publicé en
pocos meses (EPPO, 2016¢), es considerado el oficial para todos los labora-
torios de los Estados miembros de la UE y permite a los usuarios del mismo
conocer la sensibilidad esperada para cada técnica con distintas matrices ve-
getales o de vectores, e incorporar las de mayor interés en cada laboratorio,
en funcién de su experiencia, equipamiento, huésped y nimero de plantas a
analizar.
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El diagrama de dicho protocolo para el anilisis de material vegetal se

muestra en la Figura 1, y a continuacién se resumen brevemente las técnicas

aconsejadas en el mismo, con sus ventajas e inconvenientes.

Figura 1. Diagrama de flujo para el procedimiento de diagndstico de X. fastidiosa
en material vegetal

Muestra vegetal

Pruebas de cribado

LAMP

Técnicas serolégicas de IE DTBIA, ELISA
PCR convencional/PCR en tiempo real

Cuando se realizan dos pruebas, deben estar basadas en diferente principio
biolégico o dirigidas a distinta parte del genoma

Resultado Resultado Al menos
negativo inconsistente dos pruebas positivas(b)
A4 A4 A,
Xylella fastidiosa Realizar la técnica Xylella fastidiosa
no detectada nuevamente y/o remuestrear detectada

| Negativo

| | Positivo |

Intentar asignar la subespecie
por pruebas moleculares
a partir de los extractos vegetales

e

Subespecie
indeterminada

|

Xylella fastidiosa
detectada (no cultivada)
subespecie determinada

Xylella fastidiosa
detectada (no cultivada)
subespecie indeterminada

Al menos dos pruebas®
Técnicas seroldgicas: IE, DTBIA, ELISA
PCR convencional/PCR en tiempo real

|

Xylella fastidiosa

detectada en cultivo

v

Asignacién de la subespecie por pruebas
moleculares y, en casos criticos, ensayos
de patogenicidad (opcional)

/\

(a) Se aconseja incluir pruebas moleculares para la deteccién

de material vegetal asintomdtico en dreas libres de la enfermedad.

(b) Para analizar material sintomdtico de zonas donde se sabe
que estd presente la enfermedad o de zonas tampén alrededor

de un brote se considera suficiente el empleo de una sola técnica,

incluyendo las serolégicas (p. ej.: ELISA).

(c) Las pruebas moleculares para la asignacién de subespecie
puede emplearse para la confirmacién de la identificacién de Xylella fastidiosa.

Fuente: EPPO (2016¢).
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Para el analisis de vectores se utilizan las mismas técnicas, como se mues-
tra en la Figura 2. Pero hay que sefalar que se dispone todavia de escasa
informacién sobre los protocolos optimizados de andlisis para los vectores
europeos, ya que en los casos de los brotes de Francia y Espafa, atn no estd
claro cudl es la especie o especies de vectores implicados.

Figura 2. Diagrama de flujo para el procedimiento de diagndstico de X. fastidiosa
en insectos vectores

Vector (es)

v

Pruebas de cribado
PCR convencional/PCR en tiempo real
LAMP
Cuando se realizan dos pruebas, deben estar basadas en diferente principio
bioldgico o dirigidas a distinta parte del genoma

Todas las pruebas Resultados Al menos
negativas inconsistentes dos pruebas positivas
A4 A4
Xylella fastidiosa Recolectar insectos Muestra con sospecha
no detectada en la misma zona de presencia
de Xylella fastidiosa

o

Determincacién de la subespecie
(opcional) mediante:

- Secuencia de los amplicones de la PCR
- Pruebas moleculares

Fuente: EPPO (2016c¢).

6. Métodos de anilisis
6.1. Métodos moleculares

Se han descrito diversos protocolos de PCR, en tiempo final y en tiempo
real, para la deteccién de X. fastidiosa. La PCR en tiempo real constituye la
técnica de mayor sensibilidad actualmente disponible, y se puede emplear
tanto con muestras vegetales como de insectos. Hay que tener en cuenta que
un problema relativamente frecuente con algunas matrices vegetales es la pre-
sencia de inhibidores que pueden interferir en la deteccién, pero habitual-
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mente este efecto negativo se supera con un protocolo adecuado de extraccién
del ADN vy con diluciones del extracto.

Un paso clave del proceso es la extraccién del ADN. Se recomienda utili-
zar el protocolo del CTAB (Hendson ez al., 2001; Rodrigues ez al., 2003; de
Souza et al., 2003) o algunos de los estuches de extraccién comercialmente
disponibles que han sido validados en laboratorios europeos (EPPO, 2016);
los datos de validacién se pueden consultar en la base de datos de expertos en
diagnoéstico de la EPPO. Es esencial hacer pruebas de sensibilidad antes de
utilizar rutinariamente algunos de los estuches que hay en el mercado, puesto
que la extraccién del ADN es una etapa muy importante que influye en el
andlisis posterior mediante PCR.

Varios protocolos de PCR (convencional y en tiempo real), selecciona-
dos por la EPPO (EPPO, 2016), amplifican los fragmentos diana de todas
las subespecies de X. fastidiosa y son utilizados para un primer cribado de las
muestras. La PCR convencional desarrollada por Minsavage ez /. (1994) ha
sido muy utilizada y por eso se incluye en el protocolo EPPO. Tiene como
diana una secuencia localizada en el extremo 3’ del gen 7poD, que codifica
un factor sigma-70 de la RNA polimerasa. El tamano del amplicén es de
733 pares de bases y la sensibilidad de la técnica es inferior a la de la PCR en
tiempo real.

Las dos PCR en tiempo real que se utilizan en los paises de la UE, si-
guiendo el protocolo de la EPPO (EPPO, 2016), son las descritas por Francis
et al. (2006) y Harper ez al. (2010; erratum 2013). La PCR de Francis ez al.
(2000) tiene como secuencia diana un gen de una proteina hipotética conser-
vada, HL, y el tamano del amplicén es de 221 pares de bases. Y en la PCR de
Harper ez al. (2010; erratum 2013) la secuencia diana se encuentra localizada
en el gen que codifica la proteina rimM de procesamiento del RNA ribosémi-
co 16S. La sensibilidad de esta segunda PCR es mayor que la de la primera, y
por ello, en ocasiones, cuando la cantidad de bacteria en la muestra es baja, es
posible detectarla con la PCR de Harper ez a/. (2010) y no con la de Francis ez
al. (2006). En la Figura 3 se ilustra un resultado positivo de PCR en tiempo
real, mostrando los Ct (cycle treshold), indicativos de la amplificacién de la
secuencia diana.
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Figura 3. Grifica de amplificacién obtenida en el andlisis de muestras
naturalmente infectadas por X. fastidiosa mediante PCR en tiempo real
segiin Harper et al. (2010, erratum 2013)

* Las flechas de color gris seiialan las curvas exponenciales de dos controles positivos de amplificacion de Xylella fastidiosa
(cultivos puros de la bacteria inactivada por calor). Las flechas de color rojo serialan las curvas exponenciales de muestras de
almendro (curvas mds a la izquierda) y de olivo (curvas mds a la derecha) de Alicante y Baleares, respectivamente, tomadas
y analizadas en septiembre de 2017. Y las flechas de color rosa senialan las curvas exponenciales de diluciones decimales de
esas mismas muestras. Los controles negativos corresponden a las lineas que no se levantan y no forman curvas exponenciales.

Fuente: Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.
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La técnica de loop mediated isothermal amplification (LAMP), desarrolla-
da también por Harper ez al. (2010; erratum 2013) para X. fastidiosa, no se
emplea en Europa de modo tan general como las PCR en tiempo real, pero
se ha ensayado en Italia con diferentes huéspedes vegetales y con insectos,
en este segundo caso incluso sin extraccién previa del ADN (Yaseen ez al.,
2015), por lo que en el protocolo de la EPPO se recomienda para este tipo de
muestras. La sensibilidad no es generalmente tan elevada como la de la PCR
en tiempo real.

6.2. Métodos seroldgicos

Desde que se identificé X. fastidiosa, hace cuatro décadas, se han ido desa-
rrollando distintas técnicas serolégicas para este patégeno y estuches de diag-
néstico basados en dichas técnicas. Asi, se dispone de al menos dos estuches
para ELISA (Sherald y Lei, 1991), que han sido validados para su utilizacién
en olivo, adelfa, almendro, citricos, roble, vid y otras especies vegetales (Lo-
console ez al., 2014). Puede emplearse tejido de hojas (incluyendo peciolos),
tallos o ramillas (a los que se elimina la corteza) y la muestra se prepara en
tampon de extraccién adecuado, utilizando un mortero o un homogeneizador
de tejido o robots apropiados.

También se desarroll6 una técnica de inmunofluorescencia con fijacién
en membrana (MEIE membrane entrapment immunofluorescence) (Hartung ez
al., 1994), que se basa en la retencién de las bacterias en membranas negras de
policarbonato de 0,2 pm mediante filtracién secuencial del extracto vegetal, y
posterior tincién con sueros especificos. Las membranas se observan después
en el microscopio de epifluorescencia. En 2004 se puso a punto también una
técnica de inmunofluorescencia cldsica (Carbajal ez al., 2004). La reciente-
mente desarrollada técnica de inmunoimpresién (DTBIA, direct tissue blot
immunnoassay) (Djelouah ez al., 2014) es muy interesante porque permite la
impresién directa en membrana, y posterior revelado de secciones directas de
tejido (peciolos, ramillas) de olivo y otros huéspedes.

La sensibilidad de todas estas técnicas es menor que la de las técnicas
moleculares, pero pueden ser muy utiles en zonas donde ya estd presente la
enfermedad, como Apulia (Italia), porque permiten procesar un gran nimero
de muestras con rapidez y a un coste inferior al de las técnicas moleculares.
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6.3. Aislamiento

El aislamiento de X. fastidiosa es dificil, incluso a partir de plantas con
sintomas. Esta bacteria no crece en medios rutinarios de laboratorio, sino
que requiere medios especificos como PD2 (Davis ez /. 1980), BCYE (Wells
et al., 1981) y PWG (modificado de Hill y Purcell, 1995). Es recomendable
emplear al menos dos de los medios citados para aumentar las posibilidades de
éxito (EPPO, 2016¢). Para el procesado de la muestra, esta se debe desinfectar
superficialmente, a fin de evitar el crecimiento de organismos saprofitos, ya
que X. fastidiosa es de crecimiento muy lento y puede quedar enmascarada
en la placa de cultivo por organismos de crecimiento mds rdpido. Las colo-
nias son pequefas, con un didmetro de 1-1,5 mm después de 1-3 semanas
de incubacién a 28 °C (Figura 4). Las placas se deben sellar para prevenir la
deshidratacién del medio de cultivo, dado que los periodos de incubacién son
largos (hasta varias semanas).

Se han disefado algunas estrategias con la finalidad de aumentar las pro-
babilidades de lograr el aislamiento de X. fastidiosa, como la utilizacién de
ultrasonidos que disgregan las estructuras de biopelicula que forma la bacteria
en los vasos del xilema, liberando células individuales que pueden formar co-
lonias en el medio de cultivo. También se ha intentado, con muestras lenosas
como olivo o almendro, la impresién directa de secciones de tronco tras ligera
presion para facilitar la salida de liquido xilemadtico.

Dada la dificultad del aislamiento, este método no se recomienda para
la deteccién, basada en métodos independientes del cultivo, pero si es acon-
sejable intentarlo, para disponer del cultivo bacteriano y poder estudiar sus
caracteristicas fenotipicas, patogenicidad, etc. y, particularmente, cuando se
analizan huéspedes nuevos o cuando se trata de la primera deteccién de X.
Jastidiosa en una zona.
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Figura 4. Colonias de Xylella fastidiosa en tres medios de cultivo diferentes:
BCYE (Wells et al., 1981), esquina superior izquierda;
PWG (modificado de Hill y Purcell, 1995), esquina superior derecha;
y PD2 (Davis et al., 1980), parte inferior, tras 15 dias de incubacién a 28 °C

Fuente: Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.

6.4. Pruebas de patogenicidad

La verificacién de la patogenicidad de los cultivos de X. fastidiosa es, en
general, compleja y puede requerir varios meses de incubacién de las plantas
inoculadas. Los ensayos se hacen con plantas huéspedes en maceta. Deben
ser plantas no herbdceas, con el tejido xilemdtico bien diferenciado, y se de-
ben seleccionar las variedades mds susceptibles, si se conocen. Las plantas, en
crecimiento activo, deben mantenerse en invernadero de seguridad biolégica,
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protegidas de insectos o en cdmaras de crecimiento a 25-28 °C. Para las ino-
culaciones, el sustrato de la maceta debe estar seco y las condiciones experi-
mentales deben favorecer la transpiracién de la planta. Se deben incluir unas
10-15 plantas por experimento y al menos 3-5 plantas de controles positivos
y otras tantas de negativos. En cuanto a las condiciones de crecimiento de la
planta, dependen del huésped en cuestién.

Las técnicas de inoculacién deben asegurar la infiltracién directa en los
vasos del xilema. El método mds utilizado es la puncién con aguja en el tallo,
al nivel de insercién del peciolo, o un procedimiento general de pinchazo
(Hill y Purcell, 1995; Almeida ez 4/., 2001). Para preparar el inéculo, las célu-
las bacterianas procedentes de medio de cultivo sélido se resuspenden en PBS
o tampén succinato-citrato, intentando que la concentracién de la suspen-
sidn sea alta (aproximadamente 10 ufc/mL). Se deposita una gota (de 10-50
pL) de la suspension en la axila de la hoja, pinchando varias veces con una
aguja fina y repitiendo la inoculacién en varias partes de la planta. Se espera
de 5 a 10 minutos hasta que el inéculo se absorba. Alternativamente, puede
pincharse directamente la planta con una aguja cargada con gotas de indculo
(10® ufc/mL). En los citricos se puede emplear un método alternativo, levan-
tando un trozo de corteza con una cuchilla y depositando 10-30 pL de una
suspensién 10® ufc/mL. Para plantas con muchos tallos (como Polygala myrti-
folia o ardindano), las inoculaciones deben realizarse en al menos dos tallos por
planta. Para incrementar la efectividad, las plantas se pueden volver a inocular
a las 3-8 semanas después de la primera inoculacién.

6.5. Observacion mediante microscopia electronica

Dado que X. fastidiosa coloniza el xilema de las plantas formando agre-
gados en los vasos y ademds la bacteria presenta una morfologia bastante ca-
racteristica, la observacién mediante microscopia electrénica de barrido o de
transmisién puede ser util para distinguir de manera no especifica, pero si
orientativa, plantas afectadas por X. fastidiosa, de otras con sintomatologia
similar. La Figura 5 muestra el aspecto de un corte de los vasos de una planta
infectada y la Figura 6, de una célula de la bacteria.
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Figura 5. Micrografia electrénica de un corte transversal de tallo

de una planta de vid infectada por Xylella fastidiosa

Fuente: fotografia de A. H. Purcell (EEUU, Berkeley, Universidad de California).
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Figura 6. Micrografia electrénica de células de Xylella fastidiosa,
con su caracteristica forma bacilar

Fuente: fotograffa de A. H. Purcell (EEUU, Berkeley, Universidad de California).

7. Identificacién de X. fastidiosa 'y de sus subespecies

Existen diferentes pruebas moleculares para la asignacién a nivel de sub-
especie de las distintas cepas de X. fastidiosa detectadas en un 4rea determina-
da. Sin lugar a dudas, el andlisis MLST basado en la amplificacién y secuen-
ciacién en ambas direcciones de sietes genes de mantenimiento (Yuan e al.,
2010) es el mds utilizado actualmente y es el recomendado por la UE cuando
ocurren nuevas detecciones (bien sean nuevos brotes o nuevos huéspedes). Es-
tos siete genes codifican para la 2-isopropilmalato sintetasa (/e#A); subunidad
C1 de la ubiquinol citocromo ¢ oxidoreductasa C1 (pezC); ABC permeasa
transportadora de azicares (malF); sintasa del gen sirohemo (¢ysG); subuni-
dad chi de la holoenzyma DNA polymerase III (50/C); subunidad NQO12
de la NADH-ubiquinona oxidoreductasa (n#0l); y proteina simportadora del
glutamato (g/¢T). El tamano de los productos amplificados es de 708 pb para
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leuA, 533 pb para petC, 730 pb para malF, 600 pb para cysG, 379 pb para
holC, 557 pb para nuoL y 654 pb para glfT. En ciertos aislados hay veces que
faltan 6 pb en la secuencia del gen ¢ysG, o 30 pb en el gen nuol.

Una vez obtenidas las secuencias en ambas direcciones, estas tienen que
alinearse y ensamblarse eliminando las secuencias de los iniciadores. Poste-
riormente, las secuencias se cotejan mediante la herramienta de alineacién y
busqueda (BLASTN), disponible en la base de datos pubMLST para genes
MLST (http://pubmlst.org/xfastidiosa) para X. fastidiosa. A cada secuencia se
le asigna un nimero y la combinacién de estos nimeros es la que indica la
subespecie y grupo genético (hasta un total de 80 posibles en la actualidad).
Ademds, esta herramienta permite identificar la existencia de recombinacio-
nes genéticas, al presentar ciertas cepas alelos que son caracteristicos de otras
subespecies (Coletta-Filho ez al., 2017). Para inferir las relaciones filogenéti-
cas entre cepas o su posicionamiento mds preciso ante nuevas detecciones de
grupos genéticos nuevos se procede a la concatenacién de los siete genes y su
andlisis filogenético (o MLSA, del inglés Multilocus Sequence Aligment), tal y
como se ha llevado a cabo para clasificar la nueva cepa de la subespecie pauca
identificada en Ibiza (Ver Figura 2 en Capitulo 2 y Capitulo 12).

Por otro lado, se ha visto que en base a las secuencias del gen 7poD (Min-
savage et al., 1994) también se pueden diferenciar todas las subspecies de X.
Jastidiosa, incluyendo morus'y tashke.

En otros casos, la asignacién de subespecies puede realizarse por marcado-
res moleculares que son especificos de subespecie, en los que la amplificacién
o no de un producto del tamano esperado, indica la asignacién o no a esa sub-
especie. Por ejemplo, en la PCR de Pooler y Hartung (1995) la amplificacién
de un fragmento de 500 pb de tamafio indica la presencia de la subespecie
pauca causante de clorosis variegada de los citricos o quemadura del cafeto,
mientras que este producto no es ampificado por el resto de subespecies. Tam-
bién existe otro protocolo de PCR en tiempo real o cuantitativa que permite
asignar un aislado o su secuencia a la subspecie pawuca (cepas causantes de

CVCQC) (Lietal., 2013).

En la PCR de Hernidndez-Martinez et al. (2006), la utilizacién de tres
parejas de iniciadores permite obtener combinaciones (patrones) de produc-
tos de amplificacién que diferencian las subespecies fastidiosa, multiplex, y
sandyi. Asi, se obtienen los siguientes fragmentos: 638 pb con subsp. sandyi y
multiplex; 521 pb con subsp. multiplex; 412 pb con subsp. fastidiosa y multi-
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plex. Recientemente se ha observado que algunos aislados de la subsp. pauca
amplifican los fragmentos de 412 pb y 638 pb.

Hay que indicar que las pruebas descritas se han desarrollado principal-
mente en cultivos puros, pero se puede utilizar en ADN extraido de las plan-
tas, a excepcion de la PCR multiplex de Herndndez-Martinez er al. (2006)
que produce patrones de amplificacién poco consistentes cuando se utiliza
ADN extraido de tejido vegetal. Sin embargo, hay que sefialar que la cantidad
y calidad de ADN diana, presencia de inhibidores en las matrices extraidas,
o la aparicién de posibles infecciones mixtas en las plantas analizadas, puede
impedir la obtencién de amplicones o la clara asignacién de subespecies en
ciertas muestras.
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Anilisis de riesgos

Antonio Vicent

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (Espana, Valencia, Moncada)

1. Conceptos sobre andlisis de riesgos de patégenos vegetales

El glosario de la Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
(CIPF) define el término introduccién como la entrada de un patégeno en
una zona que resulta en su establecimiento. A su vez, la entrada se define
como el movimiento de un patégeno hacia el interior de un drea donde to-
davia no estd presente, o si estd presente, no estd ampliamente distribuido y
se encuentra bajo control oficial. El establecimiento del patégeno implica su
perpetuacién, para el futuro previsible, dentro del drea después de su entrada.
Una vez completada la introduccién (entrada + establecimiento), el patdgeno
pasaria a la fase de dispersién, que supone la expansién de su distribucién

geogréfica dentro del 4rea (CIPE 2017).

Un patégeno se considera cuarentenario cuando es capaz de completar
todas estas fases (introduccién + dispersién) y causar un dafio econémico
importante en el drea para la cual se realiza el andlisis de riesgos (CIPE, 2017).
Un concepto importante a tener en cuenta es que la CIPF y la legislacién
fitosanitaria en general, lo que regulan es el patégeno en si mismo, no la enfer-
medad que causa, que precisa de la concurrencia de condiciones ambientales
favorables y hospedantes susceptibles. En el andlisis de riesgos, estos dos facto-
res, condiciones ambientales y hospedantes, se analizan como determinantes
del establecimiento, dispersién e impacto del patégeno.

Analizar el riesgo que supone para una regién la introduccién y disper-
sién de un organismo fitopatégeno es siempre una tarea complicada. Desde el
punto de vista cientifico, aunque los procedimientos analiticos y las bases de
datos han mejorado notablemente, hoy por hoy sigue siendo dificil predecir
el comportamiento de los patdgenos tras su entrada en una nueva zona. La
CIPF public6 en 1995 la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias
(NIMF) n.° 2, donde se establecia el marco para el andlisis de riesgo de plagas
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(patégenos) (CIPE 1995). Posteriormente se publicé la NIMF n.c 11, que
incluye un protocolo detallado para la realizacién de anilisis de riesgos para
patdgenos cuarentenarios (CIPE 2001). Por otra parte, la Organizacién Euro-
pea y Mediterrdnea para la Proteccién de las Plantas (EPPO) ha desarrollado
también un protocolo que recoge diversas normativas publicadas por esta mis-
ma organizacién desde 1993 y que sigue los criterios establecidos por la CIPF
(EPPO, 2000). Actualmente, este protocolo estd implementado en el sistema
informdtico CAPRA (Computer Assisted Pest Risk Analysis), desarrollado en el
marco del proyecto europeo PRATIQUE. La Autoridad Europea de Seguri-
dad Alimentaria (EFSA) dispone también de su propio protocolo, basado en
los citados anteriormente, y que es el procedimiento estdindar de la Comisién
Europea en sus andlisis de riesgos de organismos nocivos para los vegetales

(EFSA PLH Panel, 2010).

En la primera fase de estos protocolos se describen los datos relativos al
patdgeno, el cultivo y la zona geogréfica objeto del estudio. En la segunda
fase se realiza un anilisis de riesgos, donde se valoran las vias potenciales de
entrada, las posibilidades de establecimiento y dispersién, asi como el impacto
resultante. Este andlisis puede realizarse tanto de forma cualitativa, respon-
diendo a cuestionarios con respuestas si/no, como cuantitativa, empleando
por ejemplo escalas ordinales. La EFSA publicé en 2015 un andlisis de riesgos
muy detallado sobre Xylella fastidiosa (EFSA PLH Panel, 2015), que seguire-

mos como referencia en el presente capitulo.

2. Posibles vias de entrada de la bacteria
2.1. Semillas y frutos

Aunque se ha demostrado la presencia del ADN de X. fastidiosa en semi-
llas de naranja (Li ez al., 2003), estudios posteriores indican que la bacteria
no se transmite mediante las semillas de esta especie de citricos (Coletta-Filho
et al., 2014; Cordeiro ez al., 2014; Hartung ez al., 2014). No obstante, existe
una elevada incertidumbre asociada a esta posible via de entrada, ya que estos
estudios se han realizado tinicamente con semillas de naranja y se sabe que la
bacteria puede infectar a mds de 360 especies de plantas.

De la misma forma, se ha detectado ADN de X. fastidiosa en frutos de
naranja, pero no hay evidencias de que puedan transmitir la bacteria. Se ha
evaluado también el riesgo de transmisién de la bacteria mediante racimos de
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uva. Al parecer, los vectores cicadédilos no hacen puestas sobre estos racimos
y la concentracién de la bacteria en ellos es también muy baja. Experimentos
realizados con los vectores Graphocephala atropunctata y Draeculacephala mi-
nerva demostraron que estos insectos no eran capaces de transmitir la enfer-
medad de Pierce cuando se alimentaban tinicamente de racimos de uva. Por
otra parte, la conservacién frigorifica de los racimos durante su transporte y
distribucién afectaria negativamente a la supervivencia y viabilidad de la bac-
teria (Purcell y Saunders, 1995). En general la entrada en nuevas zonas de X.
fastidiosa con semillas o frutos se considera poco probable, aunque realmente
existen muy pocos estudios al respecto.

2.2. Flor cortada y madera

El transporte de flor cortada se realiza a bajas temperaturas, aunque du-
rante periodos relativamente cortos que no afectarfan a la viabilidad de X
fastidiosa. Se ha demostrado experimentalmente que el insecto vector Homa-
lodiisca vitripennis puede adquirir la bacteria de tallos de crisantemo inocula-
dos artificialmente (Bextine y Miller, 2005). No obstante, las caracteristicas
de este experimento no son extrapolables a las condiciones reales. Ademds, la
flor cortada no es especialmente atractiva para los vectores, que se alimentan
de la savia del xilema.

No hay ningtin estudio que demuestre que los vectores puedan adquirir la
bacteria de la madera cortada. En general, la entrada de X. fastidiosa mediante
flor cortada o madera se considera poco probable aunque, como en el caso
anterior, hay muy pocos estudios realizados al respecto.

2.3. Material vegetal de plantacion o con fines de investigacion

La importacién de plantas estd considerada como la via de entrada mds
importante de X. fastidiosa. Actualmente hay reconocidas mas de 360 especies
de plantas hospedantes (DG SANTE, 2017) y en muchas de ellas la bacteria
desarrolla infecciones asintomdticas, muy dificiles de detectar en las inspec-
ciones visuales que realizan los puntos de control en frontera. Por otra parte,
como se describe con mds detalle en el siguiente apartado, las plantas pueden
transportar también insectos vectores exdticos, como parece fue el caso de la
entrada de H. vitripennis en la Polinesia Francesa con importaciones de plan-
tas ornamentales (Grandgirard ez a/., 2006; Petit ez al., 2008).
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La informacién proporcionada por siete Estados miembros de la UE para
el periodo 2000-2007, indica que se importaron mds de 150 millones de
plantas de la lista de hospedantes de X. fastidiosa procedentes de terceros pai-
ses (EFSA PLH Panel, 2015). Estos datos son ilustrativos de la magnitud e
importancia de las plantas hospedantes de la bacteria como via de entrada de
X. fastidiosa en una nueva zona. En la Tabla 1 se detallan los datos de estas
importaciones de material vegetal procedente de algunos paises donde estd
presente X. fastidiosa. Se observa que Costa Rica es el principal proveedor de
plantas vivas a la UE, con mds de 25.000 toneladas anuales para el periodo
2008-2013.

Tabla 1. Importaciones anuales en toneladas de material vegetal en la UE procedentes
de varios paises afectados por Xylella fastidiosa

Argentina  Brasil Canadd CostaRica México Turquia Taiwin EEUU

Bulbos,
tubérculos,
raices, cormos
y rizomas

0,1 5.289,9 20,8 161,9 3,2 265,5 882,7 4256

(g 0,4 1809 09 1.789,8 20,7 563 1.025 26

e injertos

Arboles

y arbustos
de frutos
comestibles

32,9 0,2 5,7 19,1 59,3 189,6 4,6 134

Plantas vivas 579,7 336,6 8,4 25.811,4 454,2 1.022,7 1.320,8 2.814

Fuente: Datos de EUROSTAT para sicte Estados miembros de la UE, los valores son el promedio anual para el
perfodo 2008-2013 (EFSA PLH Panel, 2015).

No se dispone de datos desagregados por especies vegetales de estas im-
portaciones, pero teniendo en cuenta el amplio rango de hospedantes de X.
Jastidiosa, seguramente muchas de estas plantas vivas corresponden a especies
susceptibles. Las recientes detecciones de plantas infectadas por X. fastidiosa
en las inspecciones fronterizas de la UE, son indicativas de la alta probabilidad
de asociacién del patdgeno con esta via de entrada (EFSA PLH Panel, 2015).

En general, el transporte, almacenaje y distribucién de las plantas vivas
suele realizarse a temperatura ambiente, por lo que no afectaria sustancial-
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mente a la supervivencia y viabilidad de X. fastidiosa. En el caso de las plantas
de vid en parada vegetativa invernal, sin hojas, el transporte y almacenaje se
realiza a baja temperatura. No obstante, se ha demostrado que X. fastidiosa se
mantiene viable en las plantas de vid almacenadas a 4 °C durante el invierno
(Feil, 2001). Por otra parte, se ha demostrado que los tratamientos de plan-
tas de vid mediante termoterapia con agua caliente (50 °C, 20 min; 45 °C,
180 min) son capaces de eliminar la bacteria (Goheen ez al., 1973), pero ac-
tualmente esta prictica tiene un uso todavia muy limitado.

Como ya se ha indicado, las inspecciones visuales de las plantas impor-
tadas realizadas en los puntos fronterizos tienen una eficacia limitada. En
muchos casos las infecciones de X. fastidiosa son asintomdticas. Ademds, los
sintomas causados por X. fastidiosa son en general inespecificos y pueden con-
fundirse ficilmente con estrés hidrico o la propia senescencia natural de la
planta. Légicamente, la inspeccién visual de plantas en parada vegetativa, sin
hojas, es completamente ineficaz.

Una de las caracteristicas que determinan que el material de plantacién
sea la principal via de entrada de X. fastidiosa, y de la mayoria de enfermedades
en general, es que su destino final suelen ser los campos de cultivo, jardines
o el medio natural. En estas condiciones, las plantas infectadas entran ficil-
mente en contacto con los hospedantes potenciales presentes en la zona. Los
insectos vectores nativos del drea, o importados junto con el material vegetal,
serfan los encargados de realizar la transmisién de la bacteria desde la planta
importada a la vegetacién de la zona, iniciando asi el proceso de estableci-
miento. El amplio rango de plantas hospedantes de X. fastidiosa y la diversi-
dad de insectos vectores facilitarfan enormemente este proceso.

La importacién en la UE de plantas y material vegetal propagativo con
fines de investigacidn, seleccién o mejora genética se regulan especificamente
por la Directiva 2008/61/CE, que establece unas derogaciones especificas a
la Directiva 2000/29/CE. Esta via de entrada es dificil de controlar, ya que
implica una amplia gama de especies vegetales hospedantes y gran diversidad
de origenes geogréficos. Las plantas con fines de investigacién, requieren per-
misos oficiales especificos para cada importacidn, pero se importan en muy
pequenas cantidades y es dificil aplicar tamanos de muestra adecuados, lo que
afecta negativamente a la fiabilidad de los andlisis, si es que se realizan. Algu-
nos hospedantes, como los citricos y la vid, estdn regulados especificamente y
los materiales importados deben pasar por un estricto proceso de cuarentena
en condiciones confinadas y posterior andlisis en laboratorio. Sin embargo,
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otras especies no estdn reguladas a ese nivel y los andlisis de laboratorio no son
obligatorios. Por ejemplo, X. fastidiosa se introdujo en Francia con plantas de
café importadas con fines de mejora. En este caso, la importancia de esta via
de entrada se considera similar a la de las plantas importadas destinadas a la
plantacién. No obstante, faltarian los datos de las importaciones de plantas
con fines de investigacién en el caso de que se realicen de forma irregular,
fuera del control oficial.

2. 4 Insectos vectores

Una vez adquieren la bacteria, los insectos vectores adultos pueden trans-
mitirla durante todo su periodo de vida, como se detalla en el Capitulo 4, ya
que X. fastidiosa se multiplica y persiste en su intestino anterior (Almeida ez
al., 2005). Las ninfas pueden ser también portadoras de la bacteria, pero la
pierden posteriormente durante la muda. Los insectos vectores infecciosos
pueden viajar junto con el material vegetal, pero también tienen capacidad
para desplazarse como ‘polizones” en vehiculos y otros medios de transporte.
En general, la mayor parte de la informacién disponible sobre los vectores de
X fastidiosa es de H. vitripennis, que estd considerada como la especie con
mayor potencial invasivo (Grandgirard ez a/., 20006). La extrapolacién de esta
informacién de H. vitripennis a otras especies de insectos vectores potenciales
de X. fastidiosa, presenta serias limitaciones.

Los insectos vectores de X. fastidiosa pueden viajar en las plantas en cual-
quiera de sus tres estadios; huevo, ninfa o adulto. No obstante, en el caso de
H. vitripennis, se considera que viaja principalmente en su estadio de huevo.
Al no existir transmisién transovdrica de X. fastidiosa, para desarrollar indi-
viduos infecciosos los huevos tendrian que ir adheridos a plantas infectadas,
donde las ninfas y los adultos adquiririan posteriormente la bacteria. El riesgo
de introducir X. fastidiosa con los vectores adheridos a las plantas se reduciria
produciéndolas bajo malla y tratdndolas con insecticidas antes de su exporta-
cién. No obstante, se han detectado individuos vivos de H. vitripennis incluso
después de aplicaciones de bromuro de metilo (Grandgirard ez a/., 20006).

Estudios realizados con H. vitripennis indican que puede sobrevivir has-
ta tres semanas sobre una planta de citricos con temperaturas de 13-24 °C.
Temperaturas inferiores a 5 °C o superiores a 30 °C afectan negativamente
a su supervivencia (Son ez al., 2009). Estos resultados indican que las condi-
ciones de conservacién frigorifica, habituales por ejemplo en el transporte y
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almacenaje de plantas de vid en parada vegetativa invernal, serian poco favo-
rables para el vector. Sin embargo, las condiciones de temperatura ambiente
habituales durante el transporte y almacenaje de plantas vivas con hojas si que
permitirfan su supervivencia.

Una vez han entrado en una nueva zona, los adultos infecciosos pueden
transmitir la bacteria a las plantas colindantes. Estudios realizados con varias
especies de Homalodisca indican que su radio de vuelo es de aproximadamente
100 m (Blackmer ez al., 2004; Coviella ez al., 2006). La polifagia de los insec-
tos vectores y el amplio rango de plantas hospedantes de X. fastidiosa aumen-
tan la probabilidad de una transmisién efectiva del patégeno.

Se han detectado también individuos de H. vitripennis como ‘polizones’
en el interior de aviones, contenedores y hangares (Grandgirard ez al., 2006).
En Italia, se han detectado adultos de Philaenus spumarius en el interior de
los vehiculos procedentes de zonas afectadas. En ausencia de una planta como
fuente de alimento, H. vitripennis puede sobrevivir hasta 16 dias a 13 °C
(Son et al., 2009). Los estudios realizados con H. vitripennis en la Polinesia
Francesa sugieren que los insectos ‘polizones’ no serfan la principal via de en-
trada del vector, ya que curiosamente las zonas cercanas a los aeropuertos son
las que presentan sus menores niveles poblacionales (Petit ez al., 2008). No
obstante, estos resultados podrian estar afectados por otros factores como la
densidad y composicién de la vegetacién o las interacciones con otras especies
de artrépodos.

3. Riesgo de establecimiento

La especie X. fastidiosa se ha citado en mds de 360 especies de plantas
pertenecientes a 75 familias botdnicas (DG SANTE, 2017). Considerando el
contexto agricola, Espana es el Estado miembro de la UE con mayor superficie
cultivada de olivo (2.515.800 ha), vid (931.065 ha), almendro (527.058 ha)
y citricos (300.838 ha) (FAO, 2017). Estas y otras muchas especies de in-
terés agricola son hospedantes de X. fastidiosa, con susceptibilidad variable
en funcién de la subespecie y el tipo genético concreto de la bacteria. A esto
habria afiadir un gran nimero de especies vegetales hospedantes presentes
en masas forestales, espacios verdes urbanos, asi como vegetacidn asociada a
infraestructuras civiles. En este sentido, es importante recordar que la detec-
cién de X fastidiosa en una especie vegetal no implica necesariamente que
desarrolle enfermedad sobre ella. Este es un aspecto clave a la hora de evaluar
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su impacto. La Comisién Europea mantiene una lista completa y actualizada
de plantas hospedantes para las diferentes subespecies de X. fastidiosa (DG
SANTE, 2017).

Por otra parte, en la UE se han descrito varias especies de cercdpidos,
cicadélidos y cicadas, vectores potenciales de X. fastidiosa, incluyendo a P
spumarius. (Purcell, 1980; Saponari ez al., 2014). No obstante, salvo algunos
estudios concretos, en general los datos sobre su abundancia son todavia limi-
tados. Se han descrito algunas especies de parasitoides y depredadores de los
vectores potenciales de X. fastidiosa en la UE. Aunque se considera que estos
enemigos naturales podrian reducir las poblaciones de los vectores, dificil-
mente podrian eliminarlas por completo (Eilenberg ez /., 2001).

La especie X fastidiosa se encuentra ampliamente distribuida a nivel
mundial, tanto en zonas tropicales y subtropicales, como Brasil y Costa Rica,
y otras de clima tipicamente mediterrdneo como California, sur de Italia,
Coreega, la Costa Azul en Francia y ahora también en Espafa en las Islas
Baleares y Alicante. Existen citas de X. fastidiosa en regiones mds frias como
Nueva Jersey y Washington DC en EEUU, Ontario, la Columbia Britdnica,
Saskatchewan y Alberta en Canadd (EFSA PLH Panel, 2015). En el Capitulo
3 se describen con mds detalle los factores epidemiolédgicos y climdticos que
son determinantes en el establecimiento de X. fastidiosa.

La idoneidad climética de la cuenca del Mediterrdneo para el estableci-
miento de X. fastidiosa era en cierta forma previsible. Las subespecies multi-
plex, fastidiosa y sandyi de X. fastidiosa estin establecidas en California desde
hace afos. Esta regién de EEUU tiene zonas con la misma clasificacién climi-
tica de Képpen-Geiger (Peel ez al., 2007) que algunas dreas del sur de Europa
(Figura 1). Ademads de estas clasificaciones climdticas, se han empleado tam-
bién otros métodos mds elaborados para determinar la distribucién geografica
potencial de X. fastidiosa, la mayoria en EEUU con la subespecie fastidiosa
que causa la enfermedad de Pierce de la vid. Feil y Purcell (2001) propusieron
el uso de las isotermas de temperaturas minimas de enero como método para
estimar el impacto potencial de la enfermedad de Pierce, siendo grave (4,5
°C), ocasional (1,7 °C) o raro (-1,1 °C). Con algunas modificaciones, esta
clasificacién ha sido ampliamente utilizada en diferentes paises, aunque su
extrapolacién fuera de EEUU y para otras subespecies de X. fastidiosa, no ha
sido validada. En el Capitulo 3 se presentan en mayor extensién aspectos rela-
cionados con la idoneidad climdtica para el desarrollo de epidemias causadas
por X. fastidiosa en Espafa.
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Figura 1. Clasificacién climética de Képpen-Geiger seguin los criterios de Peel ez al.
(2007) para la cuenca del Mediterrdneo (izq.) y California, EEUU (der.)

A partir de los datos de Feil y Purcell (2001), Hoddle (2004) empled el
programa CLIMEX para obtener mapas de la distribucién geogréfica poten-
cial de X fastidiosa y H. vitripennis. Aunque muy utilizado en varias disci-
plinas, este programa presenta serios problemas de replicabilidad. Anas ez al.
(2008) utilizaron como estimadores de la severidad de la enfermedad de Pierce
el nimero de dias de invierno por debajo de -12,2 °C 0 -9,4 °C. Estos mismos
pardmetros fueron los que emplearon Engle y Magarey (2008) para obtener el
mapa de riesgo de X. fastidiosa en EEUU con el sistema NAPPFAST. Recien-
temente, Bosso ez al. (2016) han desarrollado mapas de riesgo de X. fastidiosa
para la cuenca del Mediterrdneo con el modelo Maxent, incluyendo también
escenarios de cambio climitico.

Los umbrales de temperaturas minimas empleados en los mapas de riesgo
estdn relacionados con el proceso de recuperacién que sufren las vides infec-
tadas por X. fastidiosa después de los inviernos frios. Aunque se desconoce su
base biolégica, este proceso estd documentado y contrastado en la costa oeste
de EEUU. A medida que aumenta la frecuencia de inviernos frios, la recupe-
racién de las vides es mayor y la severidad de la enfermedad disminuye (Ho-
pkins y Purcell, 2002). La tasa de recuperacién de las cepas es mayor cuando
las infecciones de X. fastidiosa se producen en verano u otono respecto a las de
primavera. En este sentido, es importante sefialar de nuevo que este proceso
de recuperacién con las bajas temperaturas se ha observado tinicamente para
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la enfermedad de Pierce de la vid (X fastidiosa subsp. fastidiosa), principal-
mente en California, EEUU. En esta misma zona, pero sobre otras especies
vegetales susceptibles como el almendro, el proceso de recuperacién invernal
es menos evidente (Capitulo 7). De ahi la necesidad de ser extremadamente
cautelosos al extrapolar estos umbrales de temperatura invernal a otras regio-
nes geogréficas y a otras subespecies de X. fastidiosa.

La presencia de X. fastidiosa en latitudes mucho mds frias, como el norte
de EEUU y Canadd, serfan a priori contradictorias con el cardcter termoéfilo
de la bacteria y el efecto de las bajas temperaturas invernales descrito en la vid.
No obstante, hay que tener en cuenta que X. fastidiosa podria sobrevivir en
las raices de las plantas, donde quedaria protegida de las bajas temperaturas
por el efecto tampén del suelo, especialmente en drboles de gran porte que
exploran horizontes del terreno mds profundos (Henneberger ez al., 2004).
Como ya se ha indicado, la presencia de la bacteria en una planta no implica
necesariamente el desarrollo de sintomas de la enfermedad. Aparentemente,
no se han senalado danos graves causados por X. fastidiosa en ninguna de estas
zonas tan septentrionales de América, de inviernos rigurosos.

Respecto a la pluviometria, X. fastidiosa estd distribuida tanto en zonas
secas, por ejemplo el sur de California y la cuenca del Mediterrdneo, como en
zonas muy lluviosas, Brasil y Costa Rica entre ellas. El rango diario de tem-
peratura también es muy variable seglin las zonas. Aqui es importante senalar
que la informacién sobre la influencia del clima sobre X. fastidiosa se ha obte-
nido principalmente a partir de su distribucién geografica. Ademds del clima,
aqui también tienen un papel clave la presencia de hospedantes susceptibles,
para una subespecie o genotipo concreto, asi como los factores que limitan la
dispersion de patégeno. Por ejemplo, el hecho de que en EEUU y Canadd X.
Jastidiosa subsp. multiplex esté presente en zonas mds septentrionales que X.
Jastidiosa subsp. fastidiosa podria deberse a diferencias en su cardcter termoéfilo
o también a la propia distribucién geogréfica de sus hospedantes. Por otra
parte, la ausencia del patégeno en una zona no indica necesariamente que
el clima no sea favorable, simplemente que no se ha producido todavia una
introduccién.

En el caso de X. fastidiosa, la modelizacién de su distribucién geografica
potencial presenta una dificultad afadida. En distintos casos se ha compro-
bado que el rango de plantas hospedantes y las caracteristicas biolégicas del
patégeno pueden diferir sustancialmente incluso dentro de una misma subes-
pecie, segun el genotipo (o ST) que se trate. Por ejemplo, X. fastidiosa subsp.
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pauca no afecta a citricos en Italia pero en Brasil causa la enfermedad de la clo-
rosis variegada de los citricos (CVC) (Saponari ez al., 2016). Ademds, se trata
de enfermedades transmitidas por vectores, que presentan diferente eficiencia
segun la especie de insecto y subespecie de X. fastidiosa. Por tanto, los modelos
deben considerar a la bacteria y sus insectos vectores de forma integral, inclu-
yendo sus interacciones, lo que supone una complejidad notable.

4. Riesgo de dispersiéon

Los insectos vectores son el Gnico mecanismo de dispersién natural de X.
Jastidiosa. Tras alimentarse de una planta infectada, adquieren répidamente la
bacteria y se convierten en individuos infecciosos. El periodo de incubacién
de la enfermedad, que va desde la infeccidn hasta la aparicién de sintomas, es
relativamente largo sobre todo en plantas arbéreas de gran porte. Esto implica
que una parte importante del proceso de dispersién se da de forma asintomé-
tica, con plantas infectadas e infecciosas, pero que todavia no muestran sinto-
mas visibles. Como ya se ha indicado, los insectos vectores pierden la capaci-
dad de transmitir X. fastidiosa con la muda, pero cuando un individuo adulto
adquiere la bacteria, puede transmitirla durante todo su periodo de vida.

La dispersién natural de X. fastidiosa parece estar limitada por el radio de
vuelo de los insectos vectores, que se ha estimado en unos 100 m para H. vitri-
pennis (Blackmer ez al., 2004) y una distancia similar en el caso de Scaphoideus
titanus (Lessio y Alma, 2004). En cambio, los estudios de agregacién espacial
de la CVC en Brasil sugieren que el principal mecanismo de dispersion de la
enfermedad en esa regién seria la transmisién entre drboles contiguos (Gott-

wald ez al., 1993; Capitulo 3).

Por otra parte, los insectos vectores pueden dispersarse a largas distancias
por las corrientes de viento. Por ejemplo, se ha descrito que Macrosteles fas-
cifrons puede desplazarse con el viento desde las costas del Golfo de México
hasta los estados del norte de EEUU (Hoy ez /., 1992). La dispersién por
corrientes de viento de los insectos vectores de X. fastidiosa de mayor tamano,
como los cicadélidos y cercépidos, seria mds limitada.

Como en la mayoria de las enfermedades vegetales, la densidad y co-
nectividad de las plantas hospedantes en una zona determina enormemente
la velocidad de dispersién de X. fastidiosa. En general, una alta densidad de
plantas hospedantes favorece la dispersién, sobre todo en lo que respecta a la
transmision entre plantas contiguas (Plantegenest ez a/., 2007)
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Ademis de los factores naturales, la accién del hombre es determinante
en la dispersién de X. fastidiosa. El movimiento de material vegetal infectado
es sin duda el mecanismo mds eficiente para dispersar el patégeno desde un
foco inicial. El transporte de plantas vivas como materiales para plantacién o
como ornamentales es una prictica generalizada. Se considera que el movi-
miento de material vegetal desde los focos iniciales ha sido el principal fac-
tor de dispersién de la CVC en Brasil (Almeida ez al., 2014). El prolongado
periodo de incubacién caracteristico de la enfermedad y el hecho de que los
injertos procedentes de drboles infectados asintomdticos puedan transmitir
X. fastidiosa, parecen ser los factores clave en el proceso de dispersién de esta
enfermedad en Brasil.

La proximidad a las vias de comunicacién es uno de los factores que se
estdn estudiando actualmente como posibles determinantes en la dispersién
de X fastidiosa en el sur de Italia. Las vias de comunicacién maritima también
pueden tener un papel importante en la dispersién de la enfermedad. No solo
tnicamente por el transporte de plantas y mercancias agricolas, sino también
por el flujo de turistas que pueden trasladar plantas con fines ornamentales
o para agricultura de recreo. La accién del hombre también puede favorecer
el movimiento de los insectos vectores, junto con las propias plantas o como
‘polizones’ en vehiculos de mercancias o pasajeros.

La combinacién de la accién humana y natural suele dar lugar a un patrén
estratificado de dispersién de la enfermedad. Un primer componente incluirfa
la dispersién a larga distancia, por ejemplo ligada al transporte de material
vegetal infectado, a partir de la cual se establecerian los primeros focos de la
enfermedad. A partir de ahi actuarian los mecanismos de dispersién natural,
en este caso por accién de los vectores, mediante un proceso de difusién que
irfa avanzando con velocidad variable segtin las condiciones climdticas, densi-
dad y susceptibilidad de las plantas hospedantes, y eficiencia de los vectores.

Se han sefnalado también otros dos posibles mecanismos de dispersién
de X fastidiosa, aunque la informacién cientifica disponible sobre ellos es
inconsistente. Hay un estudio en citricos que indica la transmisién de X. faszi-
diosa mediante el injerto de raices, que ocurre de forma natural entre algunas
plantas (He ez al., 2000). Sin embargo, en un estudio similar en vid no se
observaron estos injertos de raices ni tampoco la transmisién de X. fastidiosa
(Krell ez al., 2007). Este mismo estudio sehala también la posibilidad de que
X. fastidiosa se transmita mediante poda. Sin embargo, esta es una practica
generalizada en todos los cultivos afectados por X. fastidiosa, sin que se haya
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apreciado que favorezca la dispersién de la enfermedad. De hecho, en Brasil se
recomienda la poda como medida de control para la CVC. Aparte del trabajo
de Krell ez al. (2007), no existe ninguna otra referencia que sugiera que X.
fastidiosa pueda transmitirse mediante poda.

5. Conclusiones del andlisis de riegos

A partir de la informacién expuesta en los apartados anteriores, el andlisis
de riesgos de X. fastidiosa para el territorio de la UE del Panel PH de EFSA
(2015) concluye que, bajo las medidas fitosanitarias en vigor en ese momento
(Directiva 2000/29/EC), se considera como muy probable la entrada de X. fas-
tidiosa con el material vegetal de plantacién debido a que: i) se han importado
grandes cantidades de plantas procedentes de zonas afectadas; ii) las plantas
importadas pueden estar infectadas, ser infecciosas pero asintomdticas; iii) la
bacteria puede sobrevivir a las condiciones del transporte y las practicas de
cultivo habituales en las zonas de destino; iv) las plantas importadas pueden
entrar ficilmente en contacto con las plantas hospedantes, que ocupan grandes
extensiones del territorio de la UE, en presencia de vectores potenciales.

La entrada de X. fastidiosa mediante insectos vectores infecciosos se con-
sidera como moderadamente probable, debido a que: i) estdn presentes en los
paises de donde se ha importado material vegetal; ii) tienen cierta capacidad
para sobrevivir a las condiciones del transporte, aunque las practicas de cultivo
habituales en las zonas de destino pueden afectarles negativamente; iii) existen
algunas limitaciones para que entren en contacto con las plantas hospedantes.

El establecimiento se considera como muy probable, ya que las especies
vegetales hospedantes estdn ampliamente distribuidas en el territorio de la
UE, asi como también sus potenciales insectos vectores, que ademds presen-
tan una gran polifagia. El clima se considera en general favorable para el es-
tablecimiento de X. fastidiosa en el territorio de la UE, con la salvedad del
posible efecto de las bajas temperaturas invernales en la recuperacién de las
plantas, que podria ser variable segin el cultivo y la subespecie de X. fastidiosa.
No existe ninglin enemigo natural conocido de la bacteria y no existen tam-
poco medidas completamente efectivas para el control de las enfermedades
causadas por X. fastidiosa.

La dispersion se considera también muy probable, ya que las plantas hos-
pedantes y los vectores potenciales estdn ampliamente distribuidos. Por otra
parte, no es factible bloquear por completo todos los flujos de personas y
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mercancias desde las zonas afectadas hacia el resto del territorio de la UE. El
confinamiento de los vectores dentro de las zonas afectadas se considera tam-
bién una operativa poco factible.

Las conclusiones del andlisis de riesgos de EFSA PLH Panel (2015) han
servido de base para que la Comisién Europea establezca medidas legislativas
de mitigacion de riesgos sobre X. fastidiosa, especificadas en la Decision de
Ejecucién (UE) 2015/789. Ahi se definen las especies vegetales reguladas, el
establecimiento de zonas demarcadas, las medidas de erradicacién y conten-
cidn, asi como también determinadas restricciones al movimiento de plantas
dentro de la UE (Capitulo 14). Se indican también las condiciones que deben
cumplir las importaciones procedentes de determinados paises terceros afecta-
dos, que en algunos casos considerados de alto riesgo estdn prohibidas. Estas
medidas legislativas especificas para X. fastidiosa van actualizindose perma-
nentemente en funcién de la nueva informacién cientifica disponible.
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1. Introduccién

Las principales estrategias para el control de enfermedades de plantas
conciernen a: (i) la eliminacién del patégeno (exclusién y erradicacién); (ii) el
escape a la infeccién; (iii) el desarrollo de resistencia genética del huésped al
patdgeno; y (iv) la proteccién de la planta contra la infeccién (terapia). Una
vez que X. fastidiosa se ha establecido en un drea su control es muy dificil o
imposible. Por tanto, todos los esfuerzos deben ir dirigidos a la prevencién
de su introduccién en nuevas dreas. A continuacién, se presentan los princi-
pios de control aplicables para el manejo de las enfermedades causadas por X.
fastidiosa de acuerdo a las estrategias mencionadas de forma resumida ya que
en los Capitulos 8 a 11 se tratan ejemplos de enfermedades concretas y sus
medidas de control, y en el Capitulo 14 se cubren con detalle los planes espa-
fioles de contingencia y de accién frente a la enfermedad, fundamentalmente
centrados en exclusién y erradicacion.

2. Exclusion

En todos los paises en los que X. fastidiosa estd presente se ha demostrado
que el control de la bacteria es extremadamente dificil una vez que se ha esta-
blecido en un drea geogréfica. Por ello, el principio fundamental para su con-
trol deberd ser la medida de exclusién: evitar su entrada en un territorio donde
no estd presente. Para ello se deben extremar las precauciones en el comercio
de material vegetal, especialmente aquel que proceda de paises donde conste la
presencia de X. fastidiosa. Ademis, la adquisicidn de plantas que sean huésped
de esta bacteria debe realizarse tinicamente en viveros autorizados, exigiendo
el pasaporte fitosanitario para aquellas especies vegetales contempladas en la
legislacién (Directiva 2000/29/CE). Por otro lado la Decisién de Ejecucién
de la Comisién (Decisién 2015/789/UE) de 18 de mayo de 2015 establece

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS



136

Enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa

la obligacién de los Estados miembros de: (i) realizar inspecciones anuales
para detectar la presencia de X. fastidiosa en su territorio, concretamente en
las especies vegetales especificadas en el Anexo I de esa decisién; (ii) informar
sobre la deteccién o sospecha de la presencia del organismo al Centro de Sani-
dad y Certificacién Vegetal competente; (iii) regular y controlar la circulacién
de las especies vegetales especificadas (Anexo I); (iv) desarrollar campanas de
sensibilizacién en los Estados miembros que faciliten informacién al publico
en general, a los viajeros, a los profesionales y a los operadores de transporte
internacional sobre la amenaza que supone el organismo especificado en el
territorio de la Unidn; y (v) establecer planes de contingencia con objeto de
garantizar el control y erradicacién en caso de posibles introducciones.

En caso de detectarse la presencia de X. fastidiosa en un territorio, al
tratarse de un organismo nocivo de cuarentena segun la Directiva 2000/29 e
incluido en la lista A1 EPPO desde 1981, la legislacién obliga a comunicar
al organismo responsable de sanidad vegetal la presencia de sintomas sospe-
chosos de la enfermedad. Una vez confirmada la presencia de la X. fastidiosa
en una comunidad auténoma, por el laboratorio de diagnéstico, ha de ser
confirmada por el Laboratorio Nacional de Referencia de Bacterias Fitopaté-
genas del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente
(MAPAMA). Posteriormente, la deteccién de la bacteria se debe comunicar
inmediatamente a la Subdireccién General de Sanidad e Higiene Vegetal y
forestal del mapama. Los Organismos Oficiales de la Comunidad Auténoma
en la que se detecte el brote deberdn delimitar una zona demarcada’, con el fin
de definir la zona infectada’ y establecer una zona tampén’, para adoptar las
medidas de erradicacién previstas en el articulo 6 de la Decisién 2015/789/
UE, que se detallan en el Capitulo 14. Sin embargo, la legislacién establece la
posibilidad de no establecer una zona demarcada en casos de presencia aislada
de X fastidiosa, pero solo cuando la presencia de la bacteria se pueda eliminar
con la destruccién de las especies vegetales en las que se haya detectado. En
estos casos, serd preciso actuar de inmediato para determinar si se han infec-
tado otras especies vegetales.

La zona demarcada (Decisiéon 2015/798/UE) estard formada por una
zona infectada y una zona tampdn. La zona infectada debe incluir un 4rea con
un radio de 100 m alrededor de los vegetales cuya infeccién por el organismo
especificado esté confirmada, todos los vegetales que muestren sintomas indi-
cativos de una posible infeccién por dicho organismo y todos los demds ve-
getales susceptibles de estar infectados por ese organismo, debido a su proxi-
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midad con los vegetales infectados o con una fuente de produccién comun,
si se conoce, con vegetales infectados, o vegetales desarrollados a partir de
estos (mismos lotes que las plantas infectadas, o vegetales obtenidos a partir
de plantas infectadas). La zona tampdn deberd tener una anchura minima de
10 km alrededor de la zona infectada. La delimitacién exacta de las zonas se
basard en principios cientificos sélidos, la biologia del organismo especificado
y de sus vectores, el nivel de infeccidn, la presencia de vectores potenciales y
de la posible distribucién de los vegetales especificados en la zona de que se
trate. Si se confirma la presencia del organismo especificado fuera de la zona
infectada, se revisard y modificard, en consecuencia, la delimitacién de la zona
infectada y de la zona tampén.

3. Erradicacion

Una vez confirmada la presencia de X. fastidiosa en un territorio por vez
primera se debe proceder a la destruccién inmediata del material vegetal in-
fectado. Las medidas de erradicacion consisten en la destruccién o inactiva-
cién del patdgeno en la fuente de indculo (plantas y vectores) e incluyen la
eliminacién de las plantas infectadas y las plantas huésped que pudieran haber
estado expuestas a la infeccion por X. fastidiosa. Para la erradicacién habrd que
haber establecido previamente las zonas demarcadas (zona infectada y zona
tampén). En la zona infectada se aplicardn medidas de erradicacién de forma
inmediata en un radio de 100 m alrededor de las plantas infectadas, eliminan-
do: (i) las plantas infectadas y sintomdticas; (ii) las plantas huésped (es decir
aquellas especies vegetales susceptibles identificadas en la UE), independien-
temente de su estado fitosanitario; y se llevard a cabo el muestreo y andlisis de
plantas especificadas en el Anexo I de la Decisién 2015/789/UE que incluye
las plantas cuya susceptibilidad a X. fastidiosa se ha confirmado tanto a cepas
europeas como no europeas de la bacteria. Para erradicar las plantas (Figura
1) se pueden utilizar dinstintos procedimientos como el arranque, troceado
y quema de las mismas (cuando las condiciones ambientales lo permitan) o
el triturado directo utilizando mdquinas especiales para ello (Figura 2). En
la zona tampdn, en un radio de 10 km alrededor de la zona afectada: (i) se
intensificard la monitorizacién de plantas especificadas; y (ii) se realizard el
muestreo y andlisis de plantas con sintomas y asintomdticas en su proximidad.
Finalmente, en ambas zonas: (i) se aplicardin medidas de contencién y restric-
cién de movimiento de vegetales fuera de la zona; (ii) antes de la eliminacién
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de las plantas infectadas se aplicardn los tratamientos fitosanitarios adecuados
contra los vectores de X. fastidiosa y las plantas que puedan hospedarlos, y (iii)
se prohibird realizar replantaciones con especies huésped de la bacteria.

Figura 1. Vista general de una de la primera parcela erradicadas tras la deteccién
de Xylella fastidiosa en almendro situada en la comarca alicantina de la Marina Baixa

Fuente: fotograffa de Juan A. Navas Cortés.

Figura 2. Mdquina utilizada en Alicante para la erradicacién de los drboles
de almendro infectados por Xylella fastidiosa (A) y aspecto de los residuos
provenientes del triturado de los drboles tras varias semanas en el suelo junto drboles
de olivo presentes en la misma finca (B)

A B

Fuente: fotografia de Blanca B. Landa.

Cuando en una zona demarcada no se haya detectado la plaga durante
un periodo de cinco anos, basado en las inspecciones realizadas, la comunidad
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auténoma en la que se localiza la zona demarcada, comunicard este hecho a
la Direccién General de la Sanidad de la Produccién Agraria, que a su vez lo
comunicard a la Comisién, para que se levante la demarcacién (MAPAMA,
2017). En los Capitulos 12y 13 se describen con detalle los procedimientos de
erradicacién que se estdn llevando a cabo en las Islas Baleares y la provincia de
Alicante, respectivamente y en el Capitulo 14 la legislacién en la que se basan.

No obstante, es necesario tener en cuenta que las acciones mencionadas
de erradicacién solo son efectivas en el control de la bacteria si son aplicadas
en los primeros momentos tras su deteccién y cuando sean pocas las plantas
afectadas, y el ndmero de focos escaso, actuando con rapidez o si se detecta
a nivel de frontera. Por el contrario, dichas acciones dejan de ser efectivas
una vez que la enfermedad se ha establecido en una zona. Asi, en California,
EEUU donde la bacteria es endémica y llevan mds de 100 anos conviviendo
con el problema todas las medidas de control que se llevan a cabo estdn basa-
das en el escape, terapia y resistencia.

4. Escape

El escape persigue evitar el contacto con el inéculo e infeccién y se imple-
mentarfa mediante: (i) produccién de material propagativo certificado y ana-
lizado frente a este patgeno; (ii) produccién a partir de plantas madre libres
de X fastidiosa y en zonas libres de la bacteria y (iii) produccién de plantas
bajo condiciones que aseguren la ausencia de infeccién por X. fastidiosa.

En este sentido, los lugares de produccién de material de plantacién de
vegetales de especificados de acuerdo a la Directiva 5015/789/UE deberin
cumplir los siguientes requisitos: (i) estar registrados de conformidad con la
Directiva 92/90/CEE; (ii) estar reconocidos por el organismo oficial compe-
tente como sitios libres del organismo especificado y de sus vectores, teniendo
en cuenta las pertinentes normas internacionales para medidas fitosanitarias;
(iii) estar protegidos fisicamente contra la introduccién del organismo espe-
cificado por sus vectores; (iv) estar rodeados por una zona con una anchura
de 200 m de la que se ha comprobado, mediante examen visual oficial vy,
en caso de sospecha de la presencia del organismo especificado, mediante la
realizacién de un muestreo y de pruebas, que estdn libres del organismo espe-
cificado, y estdn sometidos a los tratamientos fitosanitarios adecuados contra
los vectores del organismo especificado; entre estos tratamientos podrd figu-
rar, segun proceda, la eliminacién de los vegetales; (v) estar sometidos a los
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tratamientos fitosanitarios adecuados para mantener la ausencia de vectores
del organismo especificado; entre estos tratamientos podrd figurar, segtin pro-
ceda, la eliminacién de los vegetales; (vi) se someten anualmente, junto con la
zona contemplada en el apartado iv a un minimo de dos inspecciones oficiales
realizadas en las épocas adecuadas; (vii) durante la época de crecimiento de los
vegetales especificados, no se han detectado en el sitio signos del organismo
especificado ni sus vectores o, si se hubieran observado signos sospechosos,
las pruebas realizadas han confirmado la ausencia del organismo especificado;
(viii) durante la época de crecimiento de los vegetales especificados, no se
han detectado en la zona contemplada en el apartado iv signos del organismo
especificado o, si se hubieran observado signos sospechosos, se han realizado
pruebas y se ha confirmado la ausencia del organismo especificado.

Por otro lado, de acuerdo a la Decisién 2015/789/UE, estara prohibida la
circulacién en la UE de los vegetales especificados que se hayan cultivado du-
rante al menos parte de su vida en una zona demarcada, salvo que se cumplan
determinados requisitos que garantizan la ausencia de la bacteria y el vector
(sitio de produccién autorizado, controles intensivos y requisitos durante el
traslado), o los vegetales que se han cultivado in vizro durante todo el ciclo de
produccién y cumplen determinadas condiciones. Existe una excepcién a esta
prohibicién para las plantas de Vitis sp. en reposo destinadas para plantacién,
ya que se ha aprobado un tratamiento con agua caliente que se utiliza contra
la flavescencia dorada de la vid, que es también eficaz para X. fastidiosa (EFSA,
2015). En consecuencia, las plantas que se han sometido a ese tratamiento,
no tienen riesgo de dispersar la bacteria, y pueden circular dentro y fuera
de las zonas demarcadas. Por tltimo, la Decisién 2015/789/UE prohibe la
introduccién de Coffea originarios de Costa Rica o de Honduras para la plan-
tacién, excepto las semillas.

La utilizacién de procedimientos rigurosos de produccién de material de
plantacién de vid y citricos en condiciones fitosanitarias que aseguren la pro-
duccién de plantas libres de X. fastidiosa ha contribuido tanto en California,
EEUU (Capitulo 8), como en Brasil (Capitulo 9) a la reduccién de la inci-
dencia y severidad de la enfermedad de Pierce en vid y la clorosis variegada en
citricos, respectivamente.
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5. Resistencia del material vegetal

La utilizacion de cultivares resistentes seria la medida mds efectiva para el
control eficiente de X. fastidiosa. En la actualidad no se dispone de informacién
sobre la reaccién de cultivares de olivo a X. fastidiosa. La tinica informacién
disponible proviene de observaciones e investigaciones llevadas a cabo en la
zona afectada en el sur de Italia, que han permitido identificar cierto nivel de
tolerancia a la enfermedad del OQDS causada por la estirpe CoDIRO de X.
fastidiosa (subsp. pauca ST53) en el cv. Leccino comparada con la reaccién
susceptible de los cultivares utilizados cominmente en la zona como Ogliarola
Salentina y Cellina di Nardo (Figura 3) (Capitulo 10). A diferencia de estos
ultimos, el cv. Leccino presenta un menor desarrollo de sintomas, asi como
niveles poblacionales de la bacteria muy inferiores (Gianpetruzzi et al., 2016;
EFSA, 2017). Asimismo, resultados preliminares indican la existencia de ni-
veles de tolerancia o resistencia en otros cultivares de olivo como el patrén de
olivo FS-17° que en condiciones de infeccién natural presenté un nivel de
poblacién de X. fastidiosa del 50 % inferior al observado en el cultivar Leccino
en las mismas condiciones (EFSA, 2017). Por el momento no se dispone de in-
formacidn sobre la reaccién de cultivares de olivo mds importantes en Espana.

Figura 3. Reaccién a infecciones naturales de Xylella fastidiosa subsp. pauca ST53
causante de la OQDS en el sur de Italia en el cultivar Leccino (tolerante) a la izquierda,
comparado al cultivar Ogliarola Salentina (susceptible) a la derecha

Fuente: fotografia de Juan A. Navas Cortés.
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La dificultad de obtencién de cultivares con niveles de tolerancia/resis-
tencia frente a X. fastidiosa queda bien patente para el caso de la vid y la en-
fermedad de Pierce (Landa ez /., 2017). En este caso, el uso de cultivares re-
sistentes no es del todo factible, ya que la mayor parte de los cultivares de vid
europeos (Vitis vinifera), americanos (V. labrusca) o hibridos son susceptibles.
Sin embargo, recientemente se ha encontrado resistencia a la enfermedad de
Pierce en genotipos de V. rotundifolia, Muscadinia rotundifolia, y V. girdiana,
entre otras especies, que son nativos del sureste de los EEUU. Por otro lado,
existen algunas variedades de V. vinifera en California que presentan un cier-
to nivel de tolerancia a la enfermedad, como ‘Petit Sirah,” ‘Chenin blanc,” y
‘Sylvaner’ (Hopkins y Purcell, 2002). Ademds, se han desarrollado cultivares
de vid transgénicos con resistencia a la enfermedad; si bien estos ultimos no
cuentan con la aceptacién del consumidor ni son aceptados por la legislacion
europea (Landa ez al., 2017). En el Capitulo 8 se aborda con mayor extension
la utilizacién de variedades de vid con resistencia a la enfermedad de Pierce.

Una situacién similar se presenta en especies de Citrus frente a la clorosis
variegada en Brasil, donde las variedades de naranjo dulce (Citrus sinensis) son
susceptibles a la enfermedad, a excepcién de la variedad Navelina ISA 135 que
se ha mostrado resistente (Fadel ez /., 2014). No obstante, se han identificado
distintos grados de resistencia en mandarinas (Cizrus reticulata), tangor (C. si-
nensis x C. reticulata) (Laranjeira et al., 1998; Della Coletta-Filho ez al., 2007)
asi como en limonero, lima 4cida y pomelo (Della Coletta-Filho ez al., 2015).
Fruto de un amplio programa en el Citrus Research Center «Sylvio Moreira»
en Brasil, se identificaron de un total de 305 hibridos de naranjo dulce y tan-
gor, 60 hibridos resistentes (20 %) y 196 tolerantes (64 %) a la enfermedad
(Della Coletta-Filho, 2015).

En almendro, se ha observado que la utilizacién de determinados por-
tainjertos puede contribuir al manejo de la enfermedad. Asi, la utilizacién de
«Nemaguard» de melocotonero como portainjerto en almendro conduce a la
cura de X. fastidiosa a partir del segundo ano de crecimiento, ya que impide
su colonizacién por X. fastidiosa por debajo de la zona del injerto y por tanto
afecta negativamente a la supervivencia de la bacteria en invierno en la parte
aérea. No obstante, este efecto no se observé para otros portainjertos (Krug-
ner et al., 2016).
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6. Terapia

El uso de terapia cultural o quimica irfa dirigida a la reduccién o elimina-
cién de inéculo bacteriano o de las poblaciones de vectores. Entre las medidas
culturales se incluirfan: (i) poda de ramas afectadas para reducir la fuente de
inéculo. Esta medida se ha mostrado efectiva en citricos afectados por clorosis
variegada pero solo cuando es aplicada en drboles con menos de 4 afios de
edad y en los primeros estadios de desarrollo de la enfermedad, no habién-
dose demostrado efectiva en olivos afectados por OQDS en el sur de Italia,
ya que los brotes nuevos vuelven a mostrar sintomas de enfermedad en un
periodo de tiempo escaso; (ii) tratamiento de termoterapia con agua caliente
a 50 °C durante 45 minutos que se ha mostrado efectivo para eliminar X.
fastidiosa de material de plantacién de Vitis (EFSA, 2015) y esto va a permitir
el movimiento de material de vid sometido a este tratamiento desde dreas
demarcadas; y (iii) la eliminacién de la bacteria por temperaturas inferiores a
0 °C en vid (Purcell, 1977) y cerezo (Ledbetter ez al., 2009); (iv) tratamien-
to terapéutico y profildctico con un céctel de fagos virulentos con actividad
litica frente a la enfermedad de Pierce (Das ez al., 2015); o (v) la proteccién
cruzada con cepas no virulentas de X. fastidiosa evaluada en Florida frente a
enfermedad de Pierce con la cepa EB92-1 (Hopkins, 2005). Si bien esta lti-
ma opcidén de control ha sido cuestionada debido a la facilidad con la que X.
fastidiosa puede generar recombinantes genéticos entre cepas de la misma o
distintas subespecies.

7. Aspectos legislativos espaiioles y de la UE que deben ser
considerados por el agricultor

Como se ha indicado en apartados anteriores, la Comisién Europea, con
el fin de contener la expansion de X. fastidiosa y evitar su posible introducciéon
desde paises terceros donde la bacteria se encuentra presente, publicé el 21 de
mayo de 2015 la Decisién 2015/789/UE sobre medidas para evitar la intro-
duccién y propagacién dentro de la UE de X. fastidiosa, que viene a sustituir
la anterior de julio de 2014.

La principal via de entrada de X. fastidiosa son los vegetales huésped des-
tinados a la plantacién, que proceden de paises en los que la bacteria estd
presente y, con un menor riesgo, la introduccién de vectores infectivos pro-
cedentes de esas zonas. Por ello, la importacién de plantas de citricos y vid,
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principales plantas huésped de X. fastidiosa estd prohibida ya desde el ano
2000 (Anexo III, Directiva 2000/29/CE). Asimismo, también estd prohibida
la importacién de plantas de Prunus spp. originarias de paises no europeos,
con la excepcién de material en reposo (sin hojas, flores ni frutos) procedente
de paises mediterrdneos, Australia, Canadd, Nueva Zelanda, y los estados con-
tinentales de EEUU. Para la importacién del resto de especies vegetales hués-
ped de X fastidiosa destinados a plantacién no hay requisitos especificos para
esta bacteria contemplados en la Directiva 2000/29/CE, si bien es obligatorio
que sean sometidos, al menos, a un control fitosanitario en el pais de origen
previo a la exportacién (necesario para la emision del certificado fitosanitario),
y a un control fitosanitario en frontera y anilisis oficiales de laboratorio, pre-
vios a su introduccién en la UE.

La Decisién 2015/789/UE y sus enmiendas posteriores actualizaron las
medidas fitosanitarias para adaptarlas a la nueva situacién derivada de la de-
teccién de nuevas subespecies de X. fastidiosa en zonas geogréficas nuevas del
territorio de la UE, diferentes a Italia, teniendo en cuenta la sensibilidad (sus-
ceptibilidad) de las plantas huésped a la infeccién por la bacteria. Las plantas
huésped son los vegetales para plantacién (excepto las semillas) pertenecientes
a los géneros y especies que figuran en la base de datos de la Comisién Euro-
pea de plantas huésped sensibles a X. fastidiosa en el territorio de la Unién,
que es actualizable y se encuentra en el enlace: http://ec.europa.eu/food/plant/
plant_health_biosecurity/legislation/emergency_measures/xylella-fastidiosa/
susceptible_en.htm.

Ademds, ante la necesidad de mejorar la trazabilidad de dichas plantas,
se introduce la obligacién del pasaporte fitosanitario (PF) para la circulaciéon
dentro de la UE de todas las plantas huésped sensibles (susceptibles) a X. fas-
tidiosa en el territorio de la UE que hayan sido producidas tanto fuera como
dentro de una zona demarcada, elaborado y expedido de conformidad con la

Directiva 92/105/CEE.

El pasaporte fitosanitario es un documento emitido por las entidades ins-
critas en el Registro Oficial de Productores, Comerciantes e Importadores de
Vegetales (ROPCIV), que garantiza que los productos vegetales que ampara
han sido sometidos a los pertinentes controles y tratamientos fitosanitarios,
garantizando con ello que en las plantas huésped no se ha detectado el or-
ganismo nocivo, X. fastidiosa. Las empresas implicadas en la produccién y
comercializacién de plantas huésped sensibles a X. fastidiosa entre la que se
encuentran el olivo, la vid, varias especies de Prunus (almendro, melocoto-
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nero, cerezo), plantas ornamentales, etc. deben solicitar su inscripcién en el
ROPCIV vy la autorizacién para expedir los pasaportes fitosanitarios, junto
con un modelo del pasaporte fitosanitario para su autorizacién, en el De-
partamento de Sanidad Vegetal de la Delegacién Territorial de la Consejeria
con competencias en agricultura que corresponda. Por todo lo anteriormente
indicado, es indispensable que el agricultor adquiera su material vegetal de
plantacién en viveros o empresas productoras inscritas en el ROPCIV, y que
puedan garantizar el origen y el estado fitosanitario del material que propor-
cionen en lo concerniente a estar libre de X. fastidiosa.

Por otro lado, la Decisién 2015/789/UE establece la obligacién de los Es-
tados miembros de elaborar un plan de contingencia con objeto de garantizar
el control y erradicacién en caso de posibles brotes, asi como de desarrollar
campanas de sensibilizacién que faciliten informacién al publico en general, a
los viajeros, a los profesionales y a los operadores de transporte internacional,
sobre la amenaza que supone el organismo especificado en el territorio de la
Unién. En este sentido, Espana cuenta desde 2015 con un plan de contin-
gencia elaborado por el Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacién y
Medio Ambiente, en cumplimiento a las exigencias comunitarias de la Deci-
sién 2015/789 para evitar la entrada y propagacién en la UE de X. fastidiosa.
Ademds, algunas CCAA, como las de Andalucia, Aragén y Comunidad Va-
lenciana, cuentan con planes de contingencia especificos adaptados a las pe-
culiaridades climdticas, comerciales, y de cultivos de cada regién. Los aspectos
especificos del Plan de contingencia en el dmbito nacional serdn abordados
con detalle en el Capitulo 14.

Desde finales de 2016, cuando se notificé a la Comisién Europea la pri-
mera deteccién de X. fastidiosa en las Islas Baleares, se pusieron en prictica en
la zona demarcada las medidas que establece la Decisién 2015/789/UE, y en
aplicacién del articulo 16 de la Ley de Sanidad Vegetal 43/2002, de 20 de no-
viembre, se adopté la medida cautelar de prohibir la salida de las Islas Baleares
de todos los vegetales para plantacion, excepto semillas, de las especies cuya
sensibilidad a las estirpes europeas y no europeas de X. fastidiosa es conocida.
Estas medidas cautelares, que entraron en vigor el 22 de enero de 2017, se
pueden consultar en el BOE en la Orden APM/21/2017, de 20 de enero. De
forma andloga, tras la deteccién de X. fastidiosa en la Comunidad Valenciana a
comienzos del verano de 2017 se puso en marcha de forma inmediata el plan
de contingencia del MAPAMA 'y el especifico de la Comunidad Valenciana
(Capitulos 12 y 13, respectivamente).
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Ademds, entre las diversas actuaciones propuestas desde la deteccién de la
bacteria en las Islas Baleares y Alicante, a corto plazo se prevé intensificar las
labores de monitorizacién del territorio en la peninsula, fundamentalmente
en las zonas geograficas de mayor riesgo por proximidad a las Islas Baleares
o por ser zonas de mayor comercio de pasajeros y mercancias con ellas. En
este sentido, los gobiernos de las diferentes comunidades auténomas son los
responsables de llevar a cabo las inspecciones para garantizar que su territo-
rio estd libre de X. fastidiosa, y estin llevando a cabo muestreos y andlisis de
muestras vegetales de diversa indole para cumplir la normativa de la Decisién

2015/789.
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1. Introduccién y perspectiva histérica

Estados Unidos (EEUU) es el pais con mds historia y con mds casos de
enfermedades causadas por la bacteria Xylella fastidiosa, al menos en materia
de informes de deteccién publicados. Los primeros registros de estas enferme-
dades datan de mediados de la década de 1880 (Pierce, 1892), cuando atin no
se conocia la etiologfa de la enfermedad. Hoy en dia se sabe que X fastidiosa
era la causa de los problemas que los bodegueros californianos tenfan cuando
querian implantar variedades europeas de Vitis vinifera para la produccién
de vinos de alta calidad. Asimismo existen registros de que los colonizadores
espafoles en el siglo XVI (Stoner, 1953; Hopkins y Purcell, 2002) tenian
problemas para crecer V. vinifera en el estado de Florida, un estado de EEUU
en el cual hasta hoy es pricticamente imposible cultivar la vid debido a la
alta presién de infecciones por parte de X. fastidiosa. Debido a la naturaleza
y el proceso de infeccién de X. fastidiosa, costé varias décadas y el trabajo de
muchos investigadores el descubrir que estas enfermedades eran causadas por
una bacteria transmitida por insectos vectores. Desde aquellas primeras publi-
caciones de enfermedades en vid (Pierce, 1892) hasta la prueba definitiva de
los postulados de Koch (Davis ez al., 1978) y la caracterizacién taxonémica de
la bacteria (Wells ez al., 1987) pasaron casi cien anos. El largo tiempo transcu-
rrido tiene varias explicaciones posibles, desde la falta de técnicas apropiadas,
hasta periodos en los que la urgencia de las epidemias no era un factor im-
pulsor de la investigacién, o hasta preconceptos o paradigmas cientificos que
influyeron de manera errénea en el entendimiento de este patégeno (para una
revisién mds extensa sobre este tema se recomienda leer la excelente revisién

de Alexander Purcell [Purcell, 2013]).
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1.1. Historia del descubrimiento de que una bacteria fastidiosa
es responsable de enfermedades de etiologia desconocida

Newton Barris Pierce (1856-1916) fue contratado por el Departamento
de Agricultura de los EEUU (USDA, por sus siglas en inglés) hacia finales
de 1880. Uno de sus primeros trabajos fue estudiar el problema existente
en vides desde 1885, que se empeord al ano siguiente en Anaheim, Orange
County, California (EEUU), en donde una ‘oscura pero virulenta’ (James,
1892) enfermedad atacaba las vides de la regién. Sus estudios que duraron
dos afios fueron publicados en un libro en 1892 (Pierce, 1892), del cual una
critica publicada en la revista Science en esa fecha (James, 1892) califica de
«exhaustivo en muchos aspectos e insatisfactorio en otros». Una de las mayo-
res criticas del libro de Pierce es que las recomendaciones para «... el remedio
del mal, o siquiera sugerencias para frenar el problema, son extremadamente
pobres». Lamentablemente 125 afios mds tarde, aunque si existen sugerencias
para «frenar el mal» (ver apartado 6), ain no se cuenta con un «remedio» o
cura para esta enfermedad.

La «enfermedad de las vides de California», como la llamé Pierce (Pierce,
1892), se conoci6é por muchos afnos como la «enfermedad de Anaheim» y se
pensaba que era causada por un virus, ya que no era posible para la época
cultivar ningin microorganismo que pudiera ser reconocido como el agente
causal (Hopkins, 1977). Sin embargo por la década de 1970 varias lineas
de investigacién indicaban que alguna bacteria podria ser la responsable de
esta y otras enfermedades similares transmitidas por insectos del tipo Cica-
délidos (Cicadellidae) (Hopkins, 1977). Finalmente en 1978 M. Davis, en
ese momento en UC Berkeley, fue capaz de cultivar la bacteria y probar los
postulados de Koch en vid (Davis ez al., 1978), incluyendo su transmisién por
insectos desde plantas inoculadas artificialmente. Unos anos mds tarde Wells
y otros investigadores (Wells ez al., 1987) caracterizaron taxonémicamente
aislamientos bacterianos de vid, melocotdn, ciruelos, roble y otros huéspedes,
y definieron el género y especie de esta bacteria como Xylella fastidiosa, que
fue ubicado en la subdivisién Y de las Proteobacteria, y se definié que estaba
relacionado con el género Xanthomonas.

En las dltimas décadas, los avances en distintas tecnologias, fundamen-
talmente de naturaleza molecular, asi también como del conocimiento, hacen
mis fdcil hoy en dia poder demostrar los postulados de Koch para patégenos
de los denominados «procariotas fastidiosos» como es el caso de X. fastidiosa.
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Sin embargo, las dificultades que conllevan las técnicas de aislamiento de la
bacteria desde plantas infectadas, asi como los ensayos de inoculacién arti-
ficial, han llevado a que de todas las enfermedades descritas causadas por X
fastidiosa, tan solo una pequena fraccién de ellas hayan sido demostradas con-
tundentemente a través de los postulados de Koch (EFSA, 2015). El desarro-
llo de sintomas en experimentos en invernadero usando inoculacién artificial
puede demorar desde 3-4 meses hasta mds de un ano, como en el caso del

olivo (EFSA, 2016), dependiendo del huésped.

1.2. Epidemias en Estados Unidos

Aunque las enfermedades causadas por X. fastidiosa abarcan un amplio
rango de plantas huésped, la mayoria del conocimiento e investigacién en
este respecto ha surgido a partir de las epidemias de la enfermedad de Pierce
(PD) en vid, ocurridas en California y de la clorosis variegada de los citricos
(CVQ) en Brasil (Grifico 1). Como muestran las tendencias en el nimero
de publicaciones cientificas representadas en la Figura 1, se puede ver que la
mayoria del conocimiento de este patdgeno se ha obtenido a partir de trabajos
realizados en EEUU vy Brasil. Sin embargo, ya se vislumbra que en los proxi-
mos anos se dard en Europa un légico aumento del ndmero de publicaciones
a consecuencia de los brotes detectados en Italia, Francia y Espana. La primera
epidemia en el sur de California a fines del siglo XIX condujo a los estudios
realizados por Pierce, como se mencioné anteriormente. Una epidemia en
el Valle Central de California durante 1940 llevé a la identificacién de las
especies de insectos vectores (transmisores) de esta enfermedad y la deter-
minacién de patrones espaciales de la enfermedad en vifiedos; asimismo, al
descubrimiento de que el agente etiolégico asociado con la enfermedad estaba
limitado a los haces vasculares del xilema de las plantas. En los 1990 la intro-
duccién de nuevas especies de insectos vectores invasivos, Homalodisca vitri-
pennis (chicharrita de alas cristalinas), condujo a un brote de la enfermedad
en el sur de California. Esta epidemia promovi6 la realizacién de abundante
investigacion en X. fastidiosa usando herramientas moleculares, que llevaron a
descubrir la mayoria de los conocimientos que tenemos hoy en dia en materia
de las interacciones planta-patégeno y diversidad bacteriana de esta especie.
A pesar de los esfuerzos recientes y la investigacién realizada en PD, un brote
del patégeno ocurrié en los tltimos anos en el norte de California, considera-
da la zona vinifera mds importante del estado, lo cual ilustra el hecho de que
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lamentablemente el control efectivo de este patégeno en vid en California atin
no es posible. Ademads de vid, las enfermedades causadas por X. fastidiosa han
impactado ocasionalmente cultivos como almendros y alfalfa en California.
Asimismo, plantas ornamentales como la adelfa han sido severamente afecta-
das por la epidemia del chamuscado foliar o quemado de la hoja de adelfa en
el sur de California, que llegé a devastar grandes dreas (incluyendo carreteras,
ya que las adelfas son usadas como plantas en las barreras de las medianas tal
y como ocurre en Espafia).

Griéfico 1. Publicaciones cientificas centradas en el tema Xylella fastidiosa
durante los dltimos afios

* Para esta grafica se utilizd la base de daros del Web of Science Core Collection, utilizando como palabra clave en el tema
«Xylellar. La bisqueda fue realizada en Junio del 2017, y se comenzd desde 1987 ya que ese fue el ano en que la bacteria
fue nombrada como X. fastidiosa. Debido a que el miimero de publicaciones de cada pais es asignado de acuerdo a la
afiliacion de los autores, en el caso de miiltiples nacionalidades las publicaciones pueden ser contadas erréneamente. Debido
a esto, la presente grdfica debe de ser considerada solo a nivel de tendencias, pero no de niimeros absolutos de publicaciones.

Fuente: Web of Science Core Collection.

Pero X fastidiosa no solo causa enfermedades en vides de los EEUU, si
no que gran cantidad de drboles urbanos son susceptibles a este patégeno,
principalmente en la regién noreste del pais. El impacto y distribucién de
estas enfermedades estd escasamente estudiado debido a la falta de informa-
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cién disponible. En el sureste de los EEUU otros cultivos como el ardndano,
melocotdén y pecdn también son atacados por X. fastidiosa. Sin embargo, estas
enfermedades no han sido caracterizadas en profundidad. Es importante re-
saltar que algunas personas consideran que la viticultura en varias regiones de
los EEUU no es posible debido a la presencia de esta bacteria.

1.3. Esfuerzos conjuntos de los cientificos, los productores

y el gobierno

Hasta que ocurrié la epidemia de la enfermedad de Pierce en California
en la década de 1990, la investigacién sobre X. fastidiosa estaba a cargo de un
grupo pequeno de investigadores auspiciados por una variedad de agencias. A
principios del afo 2000 se consolidé un esfuerzo organizado para investigar
esta enfermedad e incluy6 una agencia de nivel federal (United States De-
partment of Agriculture, USDA), una agencia estatal (California Department
of Food and Agriculture, CDFA), asi como partes interesadas en la industria
viticola y de viveros de vid en California. Estos esfuerzos contaron con fondos
provenientes del gobierno federal, estatal y de la industria viticola, y aunque
ha cambiado con el tiempo, se mantiene vigente. Los resimenes de los pro-
yectos auspiciados por estas agencias pueden ser consultados gratuitamente en
Internet (hteps://www.cdfa.ca.gov/pdcp/research.html), y sirven de ejemplo
del gran esfuerzo en materia de investigacién que se ha desarrollado en vid
en California en las tltimas décadas. Este programa tiene dos componentes
principales: primero, apoyo a proyectos de investigacién dirigidos a encontrar
soluciones o mejorar estrategias de manejo para reducir el impacto de X. faszi-
diosa. El apoyo econémico sostenido por largo tiempo ha permitido mejoras
significativas en el conocimiento y de los abordajes usados para el manejo de
la enfermedad. En segundo lugar, USDA y CDFA, en conjunto con varias
partes interesadas, han desarrollado programas en el drea afectada para con-
trolar insectos vectores, monitorizar la incidencia de la enfermedad y trabajar
con viveros para limitar el riesgo de diseminacion de los insectos vectores en
el estado. Debido a que X fastidiosa es endémica a lo largo de California, no
existen esfuerzos de erradicacién activos ni planeados. Sin embargo, existen
esfuerzos de erradicacién de especies de insectos vectores invasivos, lo que
ha llevado a la erradicacién de poblaciones de dichos insectos en regiones en
donde no se habian establecido anteriormente.
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2. Enfermedades que causa Xylella fastidiosa en Estados Unidos

En EEUU varias enfermedades causadas por X. fastidiosa han sido des-
critas a través de los afos. La enfermedad de Pierce en vides (apartado 3) y el
chamuscado bacteriano del ardndano (apartado 4) serdn discutidas en detalle
en otros apartados de este mismo capitulo. Aqui haremos una revisién breve
de algunas de las enfermedades que han sido detectadas en EEUU y que se
consideran endémicas, pero que atin no han llegado a tener niveles epidémi-
cos como ha sucedido con vides, citricos y olivos.

i) Almendro. En el almendro (Prunus dulcis) X. fastidiosa causa la enfer-

ii)

medad conocida como chamuscado de la hoja del almendro. La en-
fermedad fue descrita por primera vez en California en 1974 (Moller
et al., 1974) y ha sido establecida como un problema crénico solo
en ese Estado, ya que California es el Gnico productor de almen-
dras en EEUU (Krugner y Ledbetter, 2016), y uno de los mayores
productores mundiales de este fruto. Recientemente, se ha visto que
esta enfermedad persiste en California, aunque con baja incidencia,
calculada como médximo en un 17 % (Krugner y Ledbetter, 2016).
En un estudio reciente (Sisterson ez al., 2012) se vi6 que, aunque mds
de la mitad de los 61 huertos considerados en ese estudio tenian al
menos un drbol infectado, la incidencia media era baja (0.47 %). La
enfermedad causa pérdidas de rendimiento de los almendros entre
el 20-40 % (Sisterson et al., 2012). En general los drboles infectados
mueren después de 3 a 8 anos, aunque en un estudio reciente (Sister-
son et al., 2012) se indicaba que solo un 9 % de los drboles murieron
en el periodo de -7 anos considerado por ese estudio. Como se con-
sidera que el riesgo de que los drboles infectados sirvan como fuente
de in6culo secundario es bajo (Sisterson ez al., 2012), en general los
drboles afectados no son eliminados de las plantaciones.

Roble. En general los drboles cominmente llamados robles estdn
agrupados en diferentes especies del genero Quercus. La enfermedad
del chamuscado bacteriano de la hoja en robles fue descrita por pri-
mera vez en 1994 (McGovern y Hopkins, 1994) en el estado de Flo-
rida, EEUU. Una prospeccién realizada unos anos mds tarde en ese
estado indicé que, por ejemplo, el 65 % de los Q. laevis sintomdticos
contenfan X. fastidiosa, de acuerdo a datos basados en diagnésticos
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llevados a cabo solamente mediante la técnica serolégica ELISA (Bar-
nard ez al., 1998), aunque en otras especies de Quercus la incidencia
era menor. Una prospeccién mds reciente hecha en 4rboles ornamen-
tales en la ciudad de Washington DC evidencié que entre el 56-95 %
de arboles de Q. palestris y Q. rubra dieron positivo para X. fastidiosa
por ELISA, y algunas de las muestras positivas fueron confirmadas por
técnicas moleculares de PCR (Harris ez al., 2014). En general los datos
de mayor incidencia de X. fastidiosa en roble se han dado en el sureste
y noroeste de EEUU, con notables casos en zonas de New Jersey, Ma-
ryland, Pennsylvania y New York (Hopkins, 1989; Chen ez 4/., 1995),
lugares donde los inviernos son frios e inclusive con nieve, al contrario

de las zonas del sur de EEUU donde X. fastidiosa es mds prevalente.

iii) Adelfa. Plantas ornamentales como la adelfa (Nerium oleander) son
afectadas también por X. fastidiosa, y en EEUU ha habido casos descri-
tos de esta enfermedad en California y Florida (Wichman y Hopkins,
2002). Los primeros casos descritos fueron en California, en jardines
de campos de golf y casas residenciales, en donde las adelfas empeza-
ron a mostrar sintomas de chamuscado de hoja sobre finales de 1980
y principios de 1990 (Purcell ez a/., 1999). Sin embargo no existen
datos de incidencia o prevalencia de esta enfermedad. En la literatura
cientifica solo existen datos de caracterizacién molecular de cepas en
adelfa que difieren de aquellas que afectan vides (Chen ez /., 1992;
Wichman y Hopkins, 2002) e incluso se propone que se trataria de
una subespecie distinta, la subespecie sandyi (Schuenzel ez al., 2005).

iv) Melocotonero. La enfermedad conocida como «melocotén falso»
(phony peach en inglés) se conocia en el estado de Georgia desde prin-
cipios del siglo XX (Neal, 1920; Hutchins, 1930). Esta enfermedad
disminuye la cantidad de frutos producidos, causa frutos mds peque-
flos en melocotén y el crecimiento del drbol pricticamente cesa, ddn-
dole la apariencia de drbol enano. En el caso de esta enfermedad no
se notan sintomas a nivel de la hoja, sin embargo el crecimiento retar-
dado del drbol da esa apariencia de enanismo caracteristico del ‘melo-
cotén falso’. Estudios de la distribucién de la bacteria en este huésped
han demostrado que hay mayores concentraciones en las raices que
en las hojas (Evert ez al., 1981). Si la presién de la enfermedad es muy
severa en una zona geografica, los drboles infectados pueden empezar
a mostrar esa sintomatologfa tan pronto como a los tres afios después
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de haber sido plantados. En general, se recomienda eliminar y descar-
tar los arboles infectados, ya que se ha visto que los drboles enfermos
no mueren pero sirven de inoculo para la diseminacién secundaria de
la enfermedad (Evert ez a/., 1981). Varios estudios sobre la fisiologia
de los drboles de melocotonero infectados por X. fastidiosa se reali-
zaron durante las décadas de 1970-1980. Tenian como objetivo ver
si la aplicacién de fitohormonas como giberelinas ayudaria a curar
la enfermedad y demostraron que aunque el drbol crecia mejor con
las aplicaciones de fitohormonas, la infeccién se mantenia (French y
Stassi, 1978). Aparte de los casos descritos de esta enfermedad en el
estado de Nuevo México (Randall ez 4/, 2011), no ha habido otras
descripciones de graves problemas de X. fastidiosa en melocotonero
en las dltimas dos décadas, aunque recientemente en el estado de
Georgia se ha notado una reemergencia de esta enfermedad (P. Bran-
nen, comunicacién personal).

Pecanero o pacana. Desde 1970 existen casos descritos de chamuscado
de hojas de pecaneros, que habian sido atribuidos a una enfermedad
causada por diferentes hongos; por lo cual la enfermedad se denomi-
né al principio quemadura fingica de la hoja (Sanderlin y Heyderich-
Alger, 2000). En el ano 2000 se demostré que esta enfermedad era
causada por X. fastidiosa (Sanderlin y Heyderich-Alger, 2000). Esta
bacteriosis puede ser transmitida mediante el injerto al usar tanto
patrones como variedades infectados (Sanderlin y Melanson, 20006).
Este tipo de transmisién por injerto puede ser frenada si el material
vegetal se trata con banos de agua caliente antes de injertarlos (San-
derlin y Melanson, 2008). Las cepas de X. fastidiosa que infectan a los
pecaneros parecen ser especificas para ese huésped ya que no infectan
a otras plantas como vid y sicomoro entre otros (Sanderlin, 2017).
Variedades muy susceptibles a esta enfermedad como «Cape Fear»
(Sanderlin and Heyderich-Alger, 2003) estdn siendo desechadas por
los agricultores para evitar pérdidas (Figura 1). El efecto de esta enfer-
medad en Cape Fear se valor6 en una pérdida de peso de las nueces
pacanas del ~-16 % (Sanderlin y Heyderich-Alger, 2003). Asimismo
como ocurre con el melocotonero, esta enfermedad ha incrementado
su incidencia en los ultimos afios en regiones del sur de EEUU (P.
Brannen, comunicacién personal).
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Figura 1. Sintomas de infecciones de X. fastidiosa en pecanero.
Apariencia de un drbol de pecanero infectado (A) y detalle de los sintomas tipicos
de chamuscado de la hoja en arboles de pecaneros de la variedad ‘Cape Fear’ (B)

Fuente: Jennifer Parker (Grupo de investigacion de Leonardo De La Fuente, Auburn University).

vi) Ciruelo. El escaldado de la hoja del ciruelo fue descrito en la primera
mitad del siglo XX en Argentina, Paraguay y Brasil, y parece haber
sido un problema mds importante en Sudamérica (French y Kitajima,
1978; Coletta et al., 2017). En EEUU no se cuenta con suficiente
informacién sobre la incidencia de esta enfermedad. Estudios rea-
lizados en el estado de Alabama en 1970 (Latham y Norton, 1980)
clasificaron a esta enfermedad como una de las mds importantes para
el cultivo del ciruelo en esa zona. Una prospeccién llevada a cargo con
personal de extensién de Alabama, a los que se les pidié que manda-
ran muestras sintomdticas de melocotoneros y ciruelos, llegé a la con-
clusién de que el 12 % de las muestras de ciruelo eran positivas para
X. fastidiosa al ser analizadas mediante ELISA (Boyhan ez al., 1997).
Los sintomas son parecidos al «<melocotonero falso», ya que afecta el
tamafio y el crecimiento del drbol, la calidad y la produccién de fruto.
Ademds de esos sintomas, el escaldado de la hoja del ciruelo causa
muerte regresiva de ramas terminales, llevando a la muerte de toda la
rama y eventualmente todo el drbol en 1 o 2 afios (Latham y Norton,
1980). Como en otras enfermedades causadas por X. fastidiosa, se de-
mostr6 que el uso de insecticidas sistémicos como imidacloprid ralen-
tiza el avance de esta enfermedad en ciruelos (Dutcher ez /., 2005).
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3. La enfermedad de Pierce de la vid

La enfermedad de Pierce en vid es, por ahora, la mejor estudiada entre
las enfermedades causadas por X. fastidiosa. Los trabajos iniciales de Pierce
(1892) respecto a una epidemia en el sur de California inclufan una descrip-
cién detallada de los sintomas de la enfermedad, a pesar de que el patdgeno se
pensaba que era un virus en ese momento. Los sintomas a nivel foliar varfan
seguin que los cultivares de vid sean de uvas tintas o blancas (Figuras 2A y 2B),
y normalmente los sintomas foliares son mds dificiles de identificar en los de
uva blanca. El desarrollo de los sintomas a nivel foliar depende del tipo de
planta y de las condiciones climdticas, pero en general los sintomas comienzan
a aparecer a finales del verano o principios del otofio, incluyendo coloracién
roja oscura desarrolldndose en los bordes de las hojas (Figura 2A), seguidas de
necrosis («acorchamiento») en estas dreas, mientras que una banda roja oscura
permanece entre la zona necrética y los tejidos verdes de la hoja. Finalmente,
el limbo de la hoja chamuscada cae del peciolo, resultando en la apariencia de
palos de cerillas en las ramas (Figura 2F). Ademds de la pérdida de hojas, las
ramas infectadas tienen maduracién desigual con dreas verdes mezcladas con
otras dreas mds lignificadas/maduras (Figura 2F). Aunque el desarrollo de los
sintomas no ha sido estudiado detalladamente en condiciones de produccién
de campo, los sintomas en hoja se desarrollan en el mismo afo en que las
plantas son infectadas si la infeccién ocurre en la primavera. Inicialmente,
las infecciones permanecen localizadas en el primer afio de la infeccién y se
tornan sistémicas y se mueven a lo largo de la planta al ano siguiente. En la
mayoria de las dreas de los EEUU, en un periodo de tres afos, la planta resulta
infectada completamente y tiene una profusa sintomatologfa, resultando en
que no se pueda cosechar nada dtil a partir de esas plantas. Las uvas de plantas
infectadas se secan (Figura 2E) debido al estrés hidrico, y se producen como
sintoma de infecciones avanzadas.

Existen varias herramientas para diagnosticar infecciones de X. fastidiosa
en vides. Aunque el objetivo de este capitulo no estd en la parte de diagnésti-
co, es suficiente decir que los métodos moleculares son confiables y precisos.
En campo, el uso de los sintomas de enfermedad para su deteccién inicial
es mds fdcil en el caso de variedades de vides tintas que para las variedades
blancas. Ademds, la prospeccién de los sintomas debe tener lugar en el otono,
cuando los sintomas foliares estdn completamente desarrollados, ya que el
diagnéstico temprano es muy dificil, inclusive para especialistas.
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Figura 2. Sintomas de la enfermedad de Pierce en vid. Tipico sintoma de chamuscado
de la hoja en vides de cultivares de uva tinta (A). Sintoma en hoja en vides de cultivares
de uva blanca (B). Defoliacién y frutos secos en sintomas avanzados; nétese las vides
sanas en la hilera posterior a la foto (C). Sintomas en hojas en variedades de vid de
cultivares de uva blanca (D). Uvas secas, tipo «pasa» causadas por la infeccién (E).
Sintomas en el tallo incluyendo islas verdes y palos de cerilla (G)

* Las fotos fueron obtenidas de vides infectadas con X. fastidiosa en el estado de Georgia.

Fuentes: Luisa Cruz (A); Jennifer Parker (B-F). Grupo de investigacién de Leonardo De La Fuente, Auburn
University.
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La enfermedad de Pierce ocurre en todos las zonas del sur de EEUU don-
de se cultiva la vid desde Florida hasta California. En EEUU solo un grupo de
X. fastidiosa subsp. fastidiosa causa la enfermedad de Pierce, lo cual se especula
es resultado de una introduccién desde América Central hace mds de cien
anos. De todos modos, un factor limitante para el desarrollo de la enfermedad
parecen ser los inviernos frios, ya que la enfermedad de Pierce no se conoce en
las zonas mds nortenas de California, Oregén o Washington, por ejemplo. La
incidencia de la enfermedad también es menor en zonas con mayores altitudes
o en viledos plantados en climas mds frios. El mecanismo bioldgico responsa-
ble de este fenémeno no se ha identificado, pero ha sido establecido que tem-
peraturas bajas durante el invierno pueden curar a vides de infecciones por
X. fastidiosa. En otras palabras, plantas que tienen infecciones que son viables
durante el ciclo de crecimiento, que puede incluir sintomas de la enfermedad,
se recuperan de X. fastidiosa el afio siguiente si el invierno ha sido frio.

La epidemiologia de la enfermedad de Pierce es variable y depende de
cada region, clima, vegetacién y paisaje, asi como de las especies de insectos
vectores. Por ejemplo, en el sur de California la enfermedad estd asociada con
el insecto invasor «chicharrita de alas cristalinasy (Homalodisca vitripennis),
que llega a tener poblaciones muy grandes en las plantaciones de citricos, los
cuales son comunes en esa regién. En ese caso, las grandes poblaciones del
vector son las responsables principales de la epidemiologia de la enfermedad,
y consecuentemente, el control de vector es requerido para la produccién de
vides. Por otro lado, en el norte de California el insecto vector es una especie
nativa que estd presente en bajas poblaciones, por lo que el control del vector
no es recomendado. Por lo tanto, el manejo de la enfermedad es muy variable
segun la zona de EEUU que se trate. Sin embargo, como ocurre con otras
enfermedades de X. fastidiosa, el control del vector y la eliminacién de plantas
infectadas son componentes importantes del manejo de vinedos para reducir
el impacto de la enfermedad.

Es importante recalcar que al igual que en otras bacteriosis causadas por
X fastidiosa, no existe cura para la enfermedad de Pierce, a pesar de que ha
sido razonablemente bien estudiada. Solamente en California el costo anual
de esta enfermedad durante un periodo normal de incidencia ha sido estima-
do en ~100 millones de délares americanos por afio. A pesar de la inversion
en investigacion y desarrollo de pricticas de manejo, la incidencia de la en-
fermedad ha incrementado en los dltimos afos en California. Atin mds, en el
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caso de la chicharrita de alas cristalinas, en algunas dreas del estado el insecto
esta torndndose resistente a los insecticidas.

4. El chamuscado bacteriano de la hoja del ardandano

EEUU es el mayor productor de ardindanos a nivel mundial, con una pro-
duccién anual cercana a los 800 millones de délares americanos (Anonymous,
2015). Histéricamente los estados donde la produccién de ardndanos era ma-
yor estaban en el norte del pais, en zonas con climas frios. Pero la expansién
de cultivares que crecen muy bien en climas més cdlidos ha llevado a un incre-
mento exponencial en la produccién de ardndanos en estados del sureste de
EEUU tales como Georgia (en donde este cultivo es el nimero uno en materia
de ingresos), Florida y Alabama. El valor econémico de la produccién de estos
estados con climas mds cdlidos se ha triplicado pricticamente en los Gltimos
10 anos (Economic Research Service, USDA). Lamentablemente la expansién
en superficie de produccién y los climas més cdlidos con inviernos suaves, son
mds propicios para enfermedades causadas por bacterias como X. fastidiosa.

El chamuscado bacteriano de la hoja del ardndano es causado por X. fas-
tidiosa, como fue demostrado en el sur del estado de Georgia por primera vez
hace relativamente poco (Chang ez al., 2009); y luego fue descrito en la zona
norte del estado de Florida (Harmon y Hopkins, 2009). Los sintomas de esta
enfermedad (Figura 4) incluyen, ademds del chamuscado de la hoja, la muerte
regresiva, y el color amarillento del tallo lo que lleva eventualmente a la muer-
te de los arbustos de ardndanos (Chang ez 4/., 2009). El insecto vector mds
prevalente en ardndanos en el estado de Georgia es la chicharrita de alas cris-
talinas (Homalodisca vitripennis) (Holland y Scherm, 2012). Se ha visto que la
enfermedad es mds severa en los ardndanos que son hibridos interespecificos
de Vaccinium corymbosum. Sin embargo otros cultivares de la especie Vacci-
nium virgatum asi como los cultivares hibridos de V. corymbosum ‘Emerald’ y
‘Millenia’ que crecen cerca de otros cultivares susceptibles, muestran poca in-
cidencia o ausencia de sintomas de estas enfermedades (Brannen ez /., 2008).
Trabajos de investigacién han demostrado que los insectos vectores como la
chicharrita de alas cristalinas no tiene preferencia para alimentarse en algunos
de estos cultivares en especial y por lo tanto se ha sugerido que estos cultivares
podrian tener cierto nivel de tolerancia o resistencia a X. fastidiosa (Tertuliano
et al., 2012), tal vez debido a la mejor conductancia hidrdulica por sus vasos
de xilema (Holland y Scherm, 2012). En infecciones de campo en ardndanos
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siempre se han encontrado cepas de X. fastidiosa subsp. multiplex (Hopkins
et al., 2012; Parker ez al., 2012; Oliver et al., 2014), pero existe evidencia ex-
perimental que cepas de X. fastidiosa subsp. fastidiosa también pueden causar
sintomas en esta planta (Hopkins ez a/., 2012; Oliver ez al., 2015).

Por ahora los métodos de manejo de la enfermedad incluyen el uso de
variedades resistentes o tolerantes como ‘Emerald’, y el uso de insecticidas;
aunque este altimo con restricciones debido al desconocimiento del mejor
momento para su aplicacién, y los problemas inherentes que conlleva el uso
excesivo de estos quimicos (Holland y Scherm, 2012).

Figura 3. Sintomas del chamuscado bacteriano de la hoja en ardndano.
Defoliacién en arbustos de ardndanos infectados (A). Sintomas del chamuscado
en hojas de ardndano (B-C): en estadios tempranos (B) o tardios cuando la necrosis
es evidente (C)

* Las fotos fueron tomadas en campos de ardndanos en el sur del estado de Georgia (EEUU) que estaban infectados por
X. fastidiosa.

Fuente: Jonathan Oliver (Grupo de investigacién de Leonardo De La Fuente, Auburn University).

162 MONOGRAFIAS CAJAMAR CAJA RURAL



Enfermedades causadas por Xylella fastidiosa en Estados Unidos y Costa Rica
Leonardo de la Fuente, Carlos Chacén-Diaz y Rodrigo P . Almeida

5. Enfermedades que causa X. fastidiosa en Costa Rica

X. fastidiosa estd presente de forma endémica en Costa Rica (Tabla 1).
Es interesante considerar que, a pesar del gran potencial de la bacteria para
provocar enfermedad y su diseminacién por gran parte del territorio nacional,
los sintomas asociados a plantas infectadas son leves y en su mayoria asinto-
maticas. La primera cita de la presencia de la bacteria en el pais data de 1979,
cuando se aislé X. fastidiosa a partir de plantas de vid con sintomas similares
a la enfermedad de Pierce. Ademads, en ese mismo estudio se demostré la si-
militud fenotipica y seroldgica de las cepas aisladas de vid de Costa Rica con
cepas asociadas a la enfermedad de Pierce en California (Goheen ez al., 1979).
En los anos 90, se empezd a describir por parte de productores de café de
diferentes zonas cafetaleras del pais, una serie de sintomas a los que en su con-
junto se les denomind crespera del café (ver subapartado 3.1). En Costa Rica
el cultivo de café es de gran importancia histérica, ademds de ser una de las
principales actividades productivas del pais, con gran extensién del territorio
nacional dedicado a su cultivo, y donde representa también la principal fuente
de ingresos en algunas zonas rurales (Solérzano e al., 2001). No fue hasta el
afo 2001 cuando se determind que el agente etioldgico de la crespera era X.
fastidiosa (Rodriguez et al., 2001). Existen pocos estudios que demuestren
el impacto negativo en la produccién del fruto, en plantas con crespera con
respecto a plantas sanas (Solérzano ez al., 2001). Posteriormente, se detectd
X. fastidiosa en citricos, especificamente en naranjos que eran utilizados con el
propésito de dar sombra en los cafetales. Estos drboles presentaban sintoma-
tologia similar a la observada para la clorosis variegada de los citricos (CVC)
en Brasil (Aguilar ez 2/., 2005). En el 2008, se determiné indirectamente por
medios serolégicos y moleculares la presencia de X. fastidiosa en aguacate (Per-
sea americana), los drboles mostraban sintomas similares a los observados en
algunas enfermedades de quemazén provocados por X. fastidiosa pero a pesar
de los esfuerzos no ha sido posible recuperar bacterias de los drboles infectados
(Montero-Astda et al., 2008b). Finalmente, se determiné la presencia de X.
fastidiosa en arbustos de adelfa (Nerium oleander), utilizados en jardines para
fines ornamentales en la region central del pais. Las plantas mostraban sinto-
mas similares a los descritos para la quemadura de la hoja de la adelfa (oleander
leaf scorch) y normalmente estos arbustos con el tiempo llegan a secarse y son
cortados (Montero-Astta et al., 2008a).
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Tabla 1. Presencia de Xylella fastidiosa en diferentes huéspedes con desarrollo
de sintomas en Costa Rica

Planta Huésped Método de deteccién Ao Referencia
Vid (Vitis vinifera) Aislamiento 1979 (Goheen ez al., 1979)
Café (Coffea arabica) DAS-ELISA, PCR, Aislamiento 2001 (Rodriguez et al., 2001)
Naranjo (Citrus sinensis) DAS-ELISA, PCR, Aislamiento 2005 (Aguilar et al., 2005)
Aguacate (Persea americana) DAS-ELISA, PCR 2008 (Montero-Astda et al., 2008b)
Adelfa (Nerium oleander) DAS-ELISA, PCR, IFA* 2008 (Montero-Astua et al., 2008a)

* Inmunofluorescencia indirecta.

5.1. La crespera del café

Como se mencioné anteriormente, en 2001 se confirmé que X. fastidiosa
era el agente causal de la enfermedad denominada crespera del café (Rodri-
guez et al., 2001). Sin embargo, desde mediados de 1990 los productores
de café de diferentes regiones cafeteras habian observado un crecimiento y
enrollamiento irregular del margen de las hojas de café y por esta razén se
le denominé crespera (similar a leaf curling en inglés) (Montero-Astua et al.,
2008). Otros sintomas asociados incluyen malformacién de hojas, moteados
cloréticos, reduccién de tamano, caida prematura de las hojas, acortamien-
to de entrenudos y aborto de frutos en los estadios iniciales de desarrollo
(Rodriguez ez al., 2001). Los sintomas iniciales aparecen en algunas ramas,
extendiéndose posteriormente a toda la planta. En condiciones de campo, no
se han observado quemaduras en las hojas tal como se ha descrito para la que-
madura de la hoja del café en Brasil (Beretta ez al., 1996). Se sabe que existe
una gran diversidad de cicadélidos y clastopteridos en las zonas productoras
de café afectadas por X. fastidiosa que podrian ser potencialmente transmiso-
res de la bacteria (Garita-Cambronero ez al., 2008), pero sin embargo no se
han hecho los ensayos de transmisién para demostrar el posible potencial de
estos insectos como vectores de X. fastidiosa.

5.2. Cronologia de la investigacion de enfermedades causadas
por X. fastidiosa en Costa Rica

El estudio que culminé con la asociacién de X. fastidiosa como agente
causal de la crespera del café (Rodriguez ez al., 2001), impulsé la investiga-
cién que se realiza en el pais sobre X fastidiosa. Con el aislamiento de cepas
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principalmente de café, vid y citricos en los primeros anos (Montero-Asttia ez
al., 2007), se hizo evidente que las cepas de X. fastidiosa presentes en el pais,
adolecen de una diversidad genética mayor en comparacién con las de otros
paises donde se han asociado cepas especificas de X. fastidiosa a ciertos brotes
o epidemias (Nunney ez al., 2014). El uso de técnicas moleculares como el
andlisis MLST ha permitido cierto consenso en la clasificacién de las cepas
mundialmente. En el caso de Costa Rica, la mayoria de las cepas descritas en
el pais se clasifican como X. fastidiosa subsp. fastidiosa a pesar de que también
hay citas de la subespecie pauca (Nunney ez al., 2014). La amplia diversidad
genética encontrada en las cepas de X. fastidiosa presentes en el pais, la gran di-
seminacién de la bacteria en el territorio nacional y la falta de sintomatologia
asociada a plantas infectadas, ha permitido especular que el origen de la bacte-
ria es centroamericano. Recientemente, la aparicién en Europa de X. fastidiosa
como uno de los agentes involucrados en el sindrome del decaimiento rdpido
del olivo vuelve a poner a Costa Rica en el contexto global en el estudio del
patégeno debido a la similitud genética que existe entre cepas de X. fastidiosa
ST53 aisladas de adelfa (Nerium oleander) de Costa Rica con las cepas de X.
fastidiosa CoDiRo de olivos (Giampetruzzi ez al., 2017). La reciente aparicién
de diversas subespecies de X. fastidiosa en Francia y Espana hace que Costa
Rica participe activamente, aprovechando la experiencia generada en los ulti-
mos afos, en los esfuerzos globales por generar conocimiento bésico sobre el
patdgeno y sobre las estrategias de contencidn.

5.3. Implicaciones econdémicas y sociales

Aunque la descripcién de la crespera en café se realiz6 ya en 1990, y la
enfermedad estd diseminada en todas las regiones cafetaleras del pais, existe
poca investigacién dirigida a determinar el impacto real en los rendimientos
de produccién entre plantas sanas y afectadas (Solérzano ez al., 2001). Aparte
del café, no existe evidencia cientifica para determinar el impacto en los otros
cultivos donde se ha detectado la bacteria. En el afio 2015, a raiz del brote de
X. fastidiosa en Europa, las autoridades fitosanitarias europeas cerraron repen-
tinamente el mercado para la exportacién de la planta ornamental Phoenix
roebelenii, una actividad econémica importante para el pais, a raiz de un estu-
dio de la EFSA argumentando que la planta se encuentra dentro de la lista de
hospederos de X. fastidiosa (EFSA, 2015). Esto provocé una reduccién de la
actividad productora que consistia en mds de 800 hectreas sembradas, pro-
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duciendo pérdidas econémicas millonarias, asi como la pérdida de empleo de
mds de 800 personas cuya fuente de ingreso principal estaba ligado a esta acti-
vidad. A pesar de esfuerzos realizados por las autoridades fitosanitarias del pais
por revindicar el estatus de la planta como no huésped de X. fastidiosa hasta
la fecha no ha sido posible modificar dicha normativa (Health ez /., 2016).

La situacién del control de la enfermedad en Costa Rica no serd discutida
a pesar de que en el afo 2015 se hizo una declaracién de situacién de emer-
gencia fitosanitaria debido a X. fastidiosa, por parte de las autoridades fitosani-
tarias del pais (Decreto Ejecutivo 39058 Republica de Costa Rica) (Ejecutivo,
2015). Esta declaracién responde a las medidas establecidas por las autorida-
des fitosanitarias de la Unién Europea para la limitacién de exportacién de
ornamentales y no necesariamente establece estrategias que contribuyan a dis-
minuir, controlar o regular la diseminacién de la bacteria en el territorio na-
cional. Debido a la falta de un método de cura, estos métodos y regulaciones
a nivel estatal o regional son las Ginicas herramientas que el productor dispone
hoy en dia para mitigar el impacto de estas enfermedades.

6. Medidas de manejo de las enfermedades causadas
por X. fastidiosa en EEUU

En esta seccién se discutirdn brevemente las diferentes medidas que los
productores utilizan para manejar las enfermedades causadas por X. fastidiosa
en distintas zonas de EEUU.

6.1. Regulaciones en California

Considerando todas las enfermedades causadas por X fastidiosa en
EEUU, tnicamente en el caso de la enfermedad de Pierce en vid y en el estado
de California existen regulaciones especificas para controlar esta enfermedad.
En particular existe un protocolo de movimiento de materiales de viveros que
exige el controlar la presencia de la chicharrita de alas cristalinas en material
vegetal a la venta (CDFA, 2016). Este protocolo ha sido exitoso, ya que las
intercepciones de este insecto vector bajaron de 149 en el 2001 a 4 en el 2011
(de un total de ~50,000 envios) (CDFA, 2011).

Ademds de esta regulacion, existe la categorizacion cuarentenaria (APHIS)
para cepas causantes de la clorosis variegada de los citricos (CVC) de citricos
en Sudamérica, clasificadas como X. fastidiosa subsp. pauca. Esta enfermedad,
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asi como otras también causadas por X. fastidiosa subsp. pauca no han sido

descritas atn en EEUU.

Debe indicarse que aunque X. fastidiosa no ha sido detectada en todos
los estados del pais, esta bacteria se considera endémica en las regiones donde
causa enfermedades de importancia agronémica. Esta situacién es muy dife-
rente a lo que estd ocurriendo en Europa, donde X. fastidiosa era considerada
ausente y era un patégeno de cuarentena. En EEUU no existen esfuerzos para
erradicar al patégeno o establecer estrategias de contencién. La tnica excep-
cién es el genotipo causante de CVC como se mencioné anteriormente. Por
lo tanto, los esfuerzos de cada estado no se centran en el control de la bacteria
en la planta. Sin embargo, si existe un gran programa para limitar la disemi-
nacién y el impacto de especies de insectos invasores como la chicharrita de
alas cristalinas (Homalodisca vitripennis) en California.

6.2. Estrategias de manejo de las enfermedades causadas
por X. fastidiosa

La estrategia de manejo de las enfermedades causadas por X. fastidiosa
mds comun en EEUU es la utilizacién de insecticidas (principalmente imida-
cloprid, un neonicotinoide) para controlar las poblaciones del insecto vector
(Hopkins y Purcell, 2002). El uso de insecticidas es la manera de controlar
la enfermedad de Pierce mds comun en el sur de California (Tumber et al.,
2014), aunque si la variedad es muy susceptible el efecto de control es poco
efectivo (Hopkins y Purcell, 2002). En el valle de Napa (California) en gene-
ral se usaban insecticidas al principio de la primavera en vegetaciones natu-
rales rodeando a los vifiedos para evitar la entrada de insectos contaminados
desde estas zonas donde se refugiaban (Hopkins y Purcell, 2002). Asimismo,
se realizan pulverizaciones de insecticidas en plantaciones de citricos cercanos
avinedos, ya que ahi es donde se reproducen los insectos en el invierno (Tum-
ber ez al., 2014). En otros huéspedes como los ardndanos, también se utilizan
insecticidas para controlar al vector (Holland y Scherm, 2012). El uso de
insecticidas del tipo neonicotinoide estd siendo revisado actualmente debido
a que varios paises estdn prohibiendo o regulando su uso.

Con respecto a la resistencia del huésped en vid, se conoce que practi-
camente todas los cultivares de uva de vino europeos (V. vinifera), america-
nas (V. labrusca) e hibridos franco-americanos son susceptibles a X. fastidiosa
(Hopkins y Purcell, 2002). Las uvas del tipo ‘muscadina’ (V. rorundifolia) son
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resistentes/tolerantes a la enfermedad de Pierce, y esa es una de las razones
por la que el vino hecho con estas uvas es popular en los estados del sureste
americano. Esfuerzos de programas de mejora genética liderados por Andy
Walker (UC Davis) han llevado a introducir resistencia procedente de V. ari-
zonica (Riaz et al., 2009) en variedades de V. vinifera, desarrollando variedades
resistentes/tolerantes a la enfermedad de Pierce que estardn disponibles en el
mercado préoximamente (Jeffries, 2016).

En general todas las pricticas agricolas que generen estrés en la planta
van a incrementar la severidad de las enfermedades causadas por X. fastidiosa.
Estrés hidrico o demasiada produccién de frutos, asi como dafos causados en
las raices por maquinaria agricola y hasta la propia senescencia de la planta
llevan a incrementar la severidad en vid a la enfermedad de Pierce (Hopkins
y Purcell, 2002). Por lo tanto, las pricticas agricolas que minimicen el estrés
en la planta son beneficiosas para reducir la severidad de estas enfermedades.

6.3. Medidas en desarrollo para el control y manejo
de las enfermedades causadas por X. fastidiosa

Varias propuestas de métodos de control o manejo de las enfermedades
causadas por X. fastidiosa, en particular en vid, han sido sugeridas en varias
publicaciones cientificas, aunque ain no existen datos de su eficacia a nivel
de campo. Entre ellas se incluyen tratamientos de frio (Purcell, 1977; Lieth
et al., 2011), de agua caliente en el caso de pecanero (Sanderlin y Melanson,
2008), o el uso de bacteriéfagos que atacan especificamente a la bacteria (Das

et al., 2015).

La posibilidad del control biolégico ha sido estudiada mediante la utili-
zacion de una cepa poco virulenta de X. fastidiosa (Hopkins, 2005). La cepa
EB92-1 fue aislada de satico, y se vio que si las vides eran inoculadas con esta
cepa, la severidad de la enfermedad disminuia. Esta posibilidad ha sido eva-
luada a nivel de campo (Hopkins, 2005; Hopkins ez a/., 2010) con resultados
variables. Existen problemas asociados con el uso de cepas avirulentas de X.
Jastidiosa como agentes de control biolégico, ya que este enfoque introduciria
material genético nuevo en zonas donde existen patégenos virulentos. Esto
es relevante porque X. fastidiosa es lo que se llama una bacteria ‘competente
natural’, lo que quiere decir que tiene la capacidad de tomar ADN del medio
e incorporarlo en su genoma. El intercambio de genes y el flujo de ADN entre
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cepas virulentas de X. fastidiosa y las usadas como agentes de control biolégico
pueden llevar a resultados inesperados e indeseados.

En las dltimas décadas se han estado probando cultivares transgénicos de
vid como una solucién viable al control de X. fastidiosa (CDFA, 2016). Dife-
rentes tipos de plantas transgénicas estdn siendo evaluados en campo en Cali-
fornia y tienen incorporadas propiedades inhibitorias de enzimas bacterianas
(Aguero et al., 2005), que llevan a la bacteria a no colonizar la planta ya que la
confunden con la produccién de moléculas senal, o de inhibicién de la repues-
ta de muerte programada de la planta (CDFA, 2016). Entre estos cultivares
transgénicos, se ha demostrado en ensayos de campo que las plantas de vid
modificadas para producir una sefal de guorum sensing de la bacteria hacian
que la bacteria una vez dentro de la planta no se desplazase y quedase inmovi-
lizada (Lindow ez a/., 2014), mostrando menor incidencia de la enfermedad.

Lamentablemente, a pesar de haber pasado ya mds de cien afos desde
que se describié la enfermedad de Pierce en vid, no se conoce atin una cura
efectiva para las enfermedades causadas por X. fastidiosa. En lo que si se ha
avanzado es en el conocimiento e implementacién de métodos de manejo de
la enfermedad, que en muchos casos son efectivos en mitigar el desarrollo
de sintomas, pero necesitan ser ajustados a las condiciones especificas de la
planta huésped, vector y ambiente de cada caso. Por lo tanto, es necesario que
diferentes aspectos de investigacién desde epidemiologia, entomologia, bac-
teriologia y mejora vegetal, tanto en enfoques basicos como aplicados, conti-
nden avanzando. Mantener la comunicacién y coordinacidn entre todas estas
disciplinas permitird llegar cada vez a métodos mds efectivos y menos costosos
para controlar las enfermedades causadas por esta bacteria. Las caracteristi-
cas de este patdgeno lo hacen particularmente dificil de estudiar y controlar,
por eso el esfuerzo conjunto de gobiernos locales y nacionales, productores e
investigadores es la inica manera de mejorar nuestro conocimiento de estas
enfermedades y lograr su control de una manera eficiente, como se ha hecho
y se contintia haciendo en el estado de California, EEUU.
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1. Introduccién

Xylella fastidiosa es una bacteria limitada al xilema que infecta un gran
namero de especies vegetales, incluyendo plantas cultivadas de interés agro-
némico, plantas ornamentales, silvestres y malas hierbas (Hopkins y Adlerz,
1988; Lopes ez al., 2003). En algunas especies estd asociada a enfermedades
que causan grandes pérdidas econdémicas a nivel mundial. Ademds, estd pre-
sente en una amplia gama de hospedadores sin causar ninguna enfermedad
conocida (Schneider y Azevedo-Filho, 2014). La primera enfermedad impor-
tante causada por X. fastidiosa fue en el cultivo de la vid, siendo conocida
como la enfermedad de Pierce, que es un factor limitante de la produccién de
Vitis labrusca 'y V. vinifera en EEUU. En América, ademds de en EEUU, estd
presente en México, Costa Rica, Venezuela y probablemente en otros paises
de América Central y los del norte de América del Sur donde los vectores es-
tan presentes (Goheen y Hopkins, 2007). Esta bacteria que es transmitida por
distintas especies de cicadélidos, estd descrita en varias especies vegetales en
Brasil, siendo muchas de ellas malas hierbas o cultivos sin demasiado interés
comercial; sin embargo, es el agente causal de enfermedades muy importantes
en cultivos estratégicos, causando pérdidas en la produccién y teniendo efec-
tos econémicos muy importantes.

Las enfermedades mds graves causadas por X. fastidiosa en Brasil son la
clorosis variegada de los citricos (CVC) y la atrofia de los ramos del cafeto,
dos cultivos estratégicos y las principales commodities del agronegocio brasi-
lefio. Ademds de causar enfermedades en citricos y plantas de café, también
estd descrita en ciruelo, donde es factor limitante del cultivo, y recientemente
se ha descrito en olivo causando una gran preocupacién en el sector de este
cultivo, tipicamente Mediterrdneo, pero con gran potencial de expansién en
el sur de Brasil.
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A continuacién, se abordardn aspectos relacionados con la sintomatolo-
gia, pérdidas, transmisién y control de las principales enfermedades causadas
por X. fastidiosa en citricos, cafeto, ciruelos y olivo en Brasil.

2. Xylella fastidiosa en citricos

En Brasil el cultivo de los citricos, en concreto del naranjo, abastece el
mercado interno de frutas frescas, y también el mercado externo de zumo. Por
esto, el sector citricola es una importante fuente de empleos y renta. Solamen-
te en el estado de Sao Paulo (SP), donde se encuentra la mayor zona produc-
tora citricola del pais, actualmente se cultivan 174,8 millones de naranjos en
edad productiva, ocupando un 4rea de aproximadamente 385,5 mil hectdreas,
y con una produccién prevista para la cosecha 2017-2018 de 364,5 millones
de cajas de 40,8 kg (http://www.fundecitrus.com.br/pes/estimativa).

Desde hace décadas Brasil produce gran parte de todo el zumo consumi-
do en el mundo, y su importancia en el escenario internacional ha aumentado
atin mds en los dltimos afios a causa de la dréstica reduccién en la produc-
cién en Florida (EEUU), por el aumento en la incidencia del huanglongbing
(HLB) o greening de los citricos.

Sin embargo, el importante patrimonio socioeconémico brasilefio que
representan las extensas dreas cultivadas con citricos estuvo, en la opinién de
algunos especialistas, amenazado, después de la confirmacién de la ocurrencia
en naranjos de la bacteria X. fastidiosa (Rosseti ez al., 1990). Esta bacteria cau-
sa la enfermedad conocida en Brasil por los productores como «amarelinho,
y CVC en los textos cientificos. El temor fue ocasionado principalmente por
los graves danos causados a los naranjos infectados y por la rapidez con la que
la incidencia de plantas enfermas aumentaba en el campo.

La CVC es una enfermedad tipica de naranjos (Laranjeira ez a/., 1998 y
Garcia et al., 2012); no afecta a limas, mandarinos ni limoneros. Al colonizar
el xilema, la bacteria se redistribuye en sectores por todo el drbol. El tiempo
necesario para la colonizacién de toda la copa dependerd principalmente de la
edad y del porte del drbol desde que ocurrié la infeccién inicial. Observacio-
nes de campo indican que la colonizacién es mds ripida en drboles jévenes de
hasta tres anos. Durante el proceso de colonizacién se observa la obstruccién
de los haces del xilema (Queiréz-Voltan y Paradela Filho, 1999, Garcia et al,
2012) y el consecuente bloqueo del flujo de agua y sales minerales, que acaba
comprometiendo el crecimiento del 4rbol.
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Como consecuencia del bloqueo de la savia, el 4rbol manifiesta sintomas
de deficiencia hidrica, amarilleo variegado en las hojas (Figura 1), reduccién
del tamafio (Figura 2) y calidad gustativa de los frutos y con el paso de los afos,
también reduccién del nimero de frutos producidos (Ayres, 2000). Los frutos
de los drboles infectados quedan endurecidos, son mds pequefios y con hasta
75 % menos de masa que los frutos producidos por plantas sanas o por las par-
tes del drbol atin no infectadas por la bacteria (Ayres 2000). El menor tamafio
de los frutos lleva a la reduccién en la cantidad de zumo, haciéndolo mis rico
en aztcares, pero mds dcido que el de los drboles sanos (Laranjeira y Palazzo,
1999). Los frutos de menor tamano también son menos atractivos para los
consumidores, y ademds causan dafo a los aparatos extractores de zumo.

Figura 1. Sintomas de CVC en hojas de naranjo

Si son manejados (agua, abono, podas, etc.) adecuadamente, los drboles
afectados por la CVC no mueren, pero dejan de ser rentables econémicamen-
te en un periodo que varia de acuerdo con la edad en que el 4rbol fue infecta-
do. Los drboles jévenes quedan inviables econémicamente mds rdpidamente
que los drboles adultos. Las pérdidas son menores en regiones donde las tem-
peraturas no son muy altas y las lluvias estdn distribuidas mds regularmente a
lo largo de las estaciones (Ayres, 2000 y Laranjeira ez al., 2003).
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Figura 2. Sintomas de CVC en frutos y hojas de naranjo

La naturaleza fastidiosa de la bacteria X. fastidiosa hizo que se retrasara
su asociacién con la nueva enfermedad de los naranjos, y su confirmacién no
tuvo lugar hasta 1993 (Chang ez al., 1993), cinco afios después de la primera
descripcién de los sintomas en el norte de la regién productora en el estado
de Sao Paulo (Rosseti e al., 1990). A partir de 1993, las investigaciones avan-
zaron mucho, y se generaron informaciones muy relevantes sobre los diversos
aspectos de la enfermedad, lo que ha permitido el desarrollo y la optimizacién
de prdcticas efectivas de control. La CVC estd causada por distintos grupos
genéticos (o STs sequence type’ en inglés) de X. fastidiosa subsp. pauca.

El descubrimiento de que la CVC estaba causada por una bacteria presen-
te en el xilema y transmitida por insectos (Roberto ¢z /., 1996), ha estimula-
do a los productores a ensayar distintos procedimientos y productos quimicos
con el objetivo de sanar la planta enferma. En este sentido se ha destacado
la poda de ramos infectados con sintomas (Rodas, 1994). Sin embargo, se
verificé que la poda tinicamente era efectiva si era realizada en drboles adultos
(mds de tres anos de edad) y si el drbol infectado estaba en el estadio inicial
de la manifestacion de los sintomas, o sea, con hojas sintomdticas solamente
en uno de los ramos secundarios de la copa. En todas las demds situaciones,
la practica de la poda no era efectiva, siendo necesario eliminar el drbol para
reducir la fuente de inéculo. De esta forma la poda y/o la eliminacién de ar-
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boles enfermos se ha demostrado como una de las tres medidas cruciales para
el control de la enfermedad.

El conocimiento de que X. fastidiosa era transmitida por insectos también
propicié importantes avances en las investigaciones sobre la transmisién y di-
seminacién de la bacteria en los huertos de citricos. Se ha demostrado que la
transmisién es realizada por diversas especies de cicadélidos que se alimentan
del xilema (Kriigner ez al., 1998) y se da, de forma mds o menos eficiente,
después de cortos periodos de alimentacién del insecto (Miranda, 2008). Las
principales especies de cicadélidos transmisores da la bacteria en Brasil y su
eficacia de transmision son: Macugonalia leucomelas (17,3 %), Bucephalogonia
xanthophis (12,8 %), Dilobopterus costalimai (5,5 %), Plesiommata corniculata
(2,9 %), Parathona gratiosa (2,8 %), Acrogonia citrina (2,3 %), Ferrariana
trivittata (1,9 %), Oncometopia facialis (1,3 %), Sonesimia grossa (1,2 %),
Homalodisca ignorata (0,5 %), Acrogonia virescens (0,3 %), Fingeriana dubia
(poco eficiente) (Anénimo, 2007). Aunque los cicadélidos sean frecuentes
en regiones y periodos mds calurosos del afo, estos pueden ser encontrados
durante todo el afo en los huertos, en citricos (Yamamoto ez 4/., 2001) y en
otros cultivos como ciruelos y cafeto (Lopes y Giustolin, 2000, Azevedo et
al., 2016), en malas hierbas presentes en el cultivo (Gravena ez a/., 1998), o
en otras especies de arbustos y drboles de zonas forestales préximas al cultivo
(Lopes y Giustolin, 2000). Sin embargo, estas especies no son buenas hos-
pedadoras de la bacteria que causa la CVC (Lopes ez al., 2004, Prado ez al.,
2008, S.A. Lopes, datos no publicados) y probablemente, no sean importan-
tes como fuentes de in6culo para los citricos.

La confirmacién de que los cicadélidos estaban involucrados en la dise-
minacién de la CVC y que estaban ampliamente distribuidos en las fincas,
contribuyé al desarrollo e implementacién de la segunda medida de control
para contener el avance de la enfermedad, que es la produccién bajo malla
de plantones. De esta forma, los plantones estdn protegidos de los vectores
y consecuentemente libres de la bacteria, hasta el momento de ser llevados
a campo. Esta medida es obligatoria por ley desde 2003 en el estado de Sao
Paulo, y sustituy6 el modelo de produccién de plantones al aire libre vigente
hasta entonces. El sistema de viveros protegidos resulté altamente eficiente,
no solo para la produccién de plantones libres de enfermedades, sino también
para la produccién de plantones mds vigorosos y genéticamente uniformes,
contribuyendo a la mejora de la citricultura en Sao Paulo.
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El conocimiento de que distintos cicadélidos de la familia Cicadellidae es-
taban involucrados en la diseminacién de X. fastidiosa también llevé a impor-
tantes ajustes en las aplicaciones de tratamientos quimicos, que hasta entonces
eran utilizados bdsicamente para el control de pulgones (Zoxoptera citricida,
Aphis spp.) y el minador de los citricos (Phyllocnistis citrella). Fueron testados
varios productos y establecidas las formas y épocas mds propicias de aplica-
cién y de acuerdo con las diferentes edades de la planta (Yamamoto, 2008).
Insecticidas sistémicos son aplicados via drench y/o directamente en el tronco
de plantones y drboles jovenes (hasta cerca de 3 afos) y se usan productos
de contacto en pulverizaciones de las copas de drboles jévenes y adultos. En
este tltimo caso, la eficiencia mejora si las aplicaciones son realizadas basadas
en el nivel de incidencia de los vectores en el campo. En este sentido, se ha
conseguido reducir la dosis y el volumen de productos aplicados (Scardelato,
2013), debido también a las investigaciones llevadas a cabo sobre el control
del psilido Diaphorina citri vector de las bacterias que causan la enfermedad

del HLB.

Segtin lo mencionado anteriormente, practicas importantes para la con-
tencién del avance de la CVC fueron desarrolladas a lo largo de los afos.
Como ocurre con cualquier enfermedad diseminada por insectos altamente
prolificos, eficientes y ampliamente distribuidos en el espacio y en el tiempo, el
éxito en el control solo es obtenido si todas las pricticas son adoptadas de ma-
nera rigurosa, coordinada y realizada por todos los productores de una zona.

El desconocimiento inicial de la causa y forma de diseminacién de la CVC
y la no participacién y escaso interés de los productores contribuyeron a que
la enfermedad fuera diseminada por toda la citricultura de Sdo Paulo. Las
pérdidas fueron estimadas en mds de 100 millones de ddlares anuales (Lopes
et al., 2004). La enfermedad también se disemin0 y empezé a causar pérdidas
significativas en otras importantes regiones productoras de naranjos en Brasil.
Cabe resaltar, sin embargo, que en el estado de Sao Paulo, la incidencia de 4r-
boles con sintomas, que durante los anos 2003 a 2009 se mantenia por encima
del 42 %, ha descendido a niveles de apenas 3 % en 2016 (Andénimo, 2016).

Las razones para la significativa disminucién en la incidencia de la CVC
en el estado de Sao Paulo son diversas, pero lo que ha causado mds impacto
parece haber sido el rigor en el control quimico de los vectores y la elimina-
cién de drboles enfermos en grandes dreas adyacentes. Con la deteccién del

HLB en 2004 (Colleta Filho ez al., 2004 y Teixeira ez al., 2005), el control
quimico del psilido vector de esta enfermedad ha sido adoptado de forma
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coordinada y a gran escala, auxiliado por un sistema regional de monitoreo de
D. citri en los huertos, organizado por Fundecitrus (http://www.fundecitrus.
com.br/alerta-fitossanitario). Como la ocurrencia del psilido D. citri coincide
en muchos casos con la ocurrencia de cicadélidos vectores de X. fastidiosa, las
acciones de combate frente a los psilidos deben estar impactando también al
control de los cicadélidos.

Como conclusién, la CVC, que hasta hace pocos afos era la principal
causa de pérdidas en la produccién de naranjos en Brasil, llevando a la erra-
dicacién de mds de 100 millones de drboles desde su primera descripcién
(Anénimo, 2016), hoy no es una preocupacién importante, causando sola-
mente pérdidas despreciables en la produccién. Favorecido su control por las
agresivas acciones tomadas frente a un problema todavia mds grave (el HLB),
la CVC tuvo su incidencia reducida en mds de 10 veces en pocos afios. Se es-
pera, por tanto, que mientras dure el esfuerzo de los productores en controlar
el HLB, con las mismas armas antes utilizadas solamente para la CVC, la in-
cidencia de esta enfermedad se mantenga baja, sin causar los abultados danos
mencionados anteriormente.

3. Xylella fastidiosa en cafeto

El cafeto, asi como los citricos, es una de las principales commodities bra-
silenas, generando mds de 300.000 empleos. Brasil es el principal productor
mundial, exportando en 2016 mds de 30 millones de bolsas de 60 kg, gene-
rando unos beneficios por encima de los 5.000 millones de délares (Cecafé,
2017). En el cafeto, la bacteria X. fastidiosa fue descrita por primera vez en
1995 (Paradela ez al., 1997) asociada a sintomas que colectivamente fueron
denominados «atrofia dos ramos do cafeeiro» o ARC (Beriam y Paradela Fil-
ho, 2003; Malavolta ez 4/., 2008). Como en los citricos, la transmisién de la
bacteria ocurre por cicadélidos, y no hay ninguna evidencia de transmision
por semillas (Yorinori ez 4/., 2000). La atrofia de los brotes del cafeto estd cau-
sada por distintos grupos genéticos de X. fastidiosa subsp. pauca.

Los sintomas en las plantas infectadas son entrenudos cortos, similares a
los de deficiencia de zinc, con la presencia de un enmaranado de hojas peque-
fias y malformadas en las extremidades, pudiendo o no presentar sintomas de
deficiencias minerales. En plantaciones conducidas de manera inadecuada, las
hojas también pueden presentar quema de los bordes, similares a los causados
por deficiencia de potasio. Con la evolucién de los sintomas, hay caida de ho-
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jas y seca de los brotes (Figura 3). En plantas severamente afectadas los brotes
llegan a tener el doble de entrenudos que los brotes normales (Figura 4). En
el tejido interno de las hojas puede haber acimulo de cristales de oxalato de
calcio y reduccién del nimero de cloroplastos (Queiréz-Voltan ez al., 1998).
La bacteria causa bloqueo parcial de los haces del xilema, con los estreses hi-
dricos o de otra naturaleza pudiendo incrementar los sintomas en las plantas.

Figura 3. Sintomas de caida de hojas y seca de los brotes de cafeto

Fuente: foto de Paradela Filho.

Se desconoce el nivel de dano que X. fastidiosa causa en el cultivo del cafe-
to. Eso es debido a la inespecificidad de los sintomas que, a su vez, dificultan
la estimacién de las pérdidas. Ademads, la bacteria es detectada también en
plantas sin ningtin tipo de sintoma. Experimentos llevados a cabo por Rocha
et al. (2006), indicaron que un aumento de solamente 1 % en la incidencia
de la enfermedad, causa una pérdida de hasta 1,28 bolsas (60 kg) de café por
hectdrea, evidenciando la importancia de la enfermedad, que estd presente en
todas las regiones productoras de café de Brasil.
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Figura 4. Sintomas de entrenudos cortos en brotes de cafeto severamente afectados

Fuente: foto de Paradela Filho.

La presencia de X. fastidiosa en drboles de cafeto localizados en regiones
distantes del cultivo de citricos y el hecho de que en ambas bacteriosis las es-
tirpes o cepas de X. fastidiosa son transmitidas por las mismas especies de cica-
délidos, han levantado sospechas que la bacteria se haya originado en cafeto y
pasado a los citricos. Si tal hipdtesis fuera cierta, se esperarian niveles similares
de susceptibilidad en ambos hospedadores a ambas estirpes. Sin embargo,
en combinaciones cruzadas, la infeccién no se ha dado o ha sido transitoria
(Prado ez al., 2008). Las prospecciones de campo también evidenciaron que
no habia transmisiones cruzadas, reforzando la alta especificidad natural de
ambas estirpes por sus respectivos hospedadores (Lopes ez a/., 2003).

Al contrario de lo que ocurre en citricos, la inespecificidad de los sintomas
y el desconocimiento de los dafios que X. fastidiosa puede causar en cafeto, ha
limitado la adopcién de medidas de control especificas contra la enfermedad.
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Experimentos de poda parcial fueron conducidos en drboles de cafeto del
cultivar ardbica, pero han sido ineficaces (Queirdz-Voltan ez /., 2007). Aun
asi, se recomienda la aplicacién de insecticidas, para mantener bajo control las
poblaciones de cicadélidos. Otras medidas generales de control que tratan de
minimizar los dafios incluyen el aumento del nimero de drboles por drea y las
aplicaciones de abonos orgdnicos.

4. Xylella fastidiosa en ciruelo

El cultivo del ciruelo en Brasil tiene una gran importancia econémica,
principalmente en los estados del sur del pais. Sin embargo, Gnicamente se
produce el 10 % de la cantidad necesaria para el consumo interno, siendo el
90 % importado de otros paises, principalmente de Argentina y Chile (Ma-
dail ez al., 2007). Los principales estados productores son Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sao Paulo, Parand y Minas Gerais (Castro ez al., 2008). Segtin
Eidam ez al. (2012), Rio Grande do Sul destaca como el primer productor
nacional con cerca de 12.200 toneladas al afo, aunque el estado de Santa
Catarina es el que posee la mayor drea cultivada, ocupando 1.338 ha, seguido
por Parand, Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Minas Gerais (Castro y Madail,
2011). En Brasil se cultivan una gran variedad de cultivares siendo las espe-
cies europeas (Prunus domestica) y japonesas (P salicina) las mds importantes

(Dalbé et al., 2010).

Aunque en Brasil se dan las condiciones climdticas adecuadas y se han de-
sarrollado varios cultivares adaptados a las diferentes regiones de produccién,
el principal factor limitante a la expansiéon del cultivo es la enfermedad del
escaldado de las hojas del ciruelo (EHC), o plum leaf scald (PLS) en inglés,
causado por la bacteria Xylella fastidiosa (Miiller, 2013). A diferencia de la
clorosis variegada de los citricos y de la atrofia de los brotes del cafeto que son
causadas Gnicamente por X. fastidiosa subsp. pauca, el escaldado de las hojas
del ciruelo esta causado por distintos grupos genéticos de la subsp. multiplex
(Coletta-Filho ez al., 2016). La primera deteccién del EHC fue en Argentina
en el ano 1935 (Fernandez-Valiela, 1954). En Brasil fue detectado por prime-
ra vez en 1978 en la ciudad de Cascata, Rio Grande do Sul, en ciruelos euro-
peos y japoneses (French y Kitajima 1978). En la actualidad la enfermedad
es endémica en gran parte de las regiones productoras y la principal causa de
la reduccién de las plantaciones desde la década de 1970 (Miiller, 2013). Los
sintomas de la enfermedad pueden tardar meses en aparecer tras la infecciéon
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de la bacteria y la propagacién de material asintomdtico infectado fue la prin-
cipal causa de diseminacién de X. fastidiosa (Castro, 2010).

El escaldado de la hoja del ciruelo es una enfermedad que presenta sinto-
mas mal distribuidos, tanto en los brotes y hojas del mismo 4rbol, como en
los distintos drboles dentro del mismo huerto (Schneider y Azevedo, 2014).
Los primeros sintomas de la bacteriosis se observan en los meses de enero y
febrero (verano en Brasil) y consisten en el amarilleo de los bordes de las hojas
adultas, que evolucionan a necrosis y terminan con la caida de la hoja (Figura
5). La parte de transicién entre las zonas sanas e infectadas de las hojas pre-
senta color amarillo mientras que la parte necrosada presenta coloracién gris
a marrdén oscuro con aspecto de escaldado como si hubiera sido quemada por
el fuego, lo que da nombre a la enfermedad. Con el avance de los sintomas,
se observan, ademds de la disminucién de la produccién, la seca de brotes e
incluso la muerte del drbol (Schneider y Azevedo, 2014). Segtin Ducroquet ez
al. (2001), apenas tres a cinco afios tras la observacién de los primeros sinto-
mas, la plantacién puede ser ya improductiva.

Figura 5. Sintomas de escaldado en hojas de ciruelo

Fuente: foto de G. Marodin.
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La diseminacién de la bacteria se da principalmente por material de pro-
pagacién contaminado y por insectos vectores (Ducroquet ez 4/., 2001). La
transmisién por instrumentos de poda no ha podido ser demostrada expe-
rimentalmente (Schneider y Azevedo, 2014). Los cicadélidos de la familia
Cicadellidae) son también los principales vectores de la bacteria en ciruelo. En
total, 39 especies encontradas en Brasil y EEUU pueden transmitir la bacteria
(Redak et al., 2004). Se han realizado tests ELISA en cicadélidos encontrados
en campos de ciruelo y se ha detectado la bacteria en las especies Plesiommata
corniculata (Walker), Hortensia similis (Walker), Haldorus sp. (Stal) y Macugo-
nalia leucomelas (Walker) (Azevedo-Filho ez al., 2011). Sin embargo, no hay
estudios que demuestren que estos cicadélidos sean realmente transmisores de
la bacteria.

No hay muchos trabajos sobre el manejo y control de la enfermedad.
La utilizacién de material de propagacién certificado libre de la bacteria y la
eliminacién de plantas infectadas son las principales medidas utilizadas en
Brasil. La gran mayoria de cultivares comerciales son altamente susceptibles a
la bacteria y solo unos pocos cultivares de interés presentan cierta resistencia.
En trabajos de mejora realizados en la «Empresa de Pesquisa Agropecudria e
Extensio Rural de Santa Catarina (EPAGRI)», se han obtenido materiales
con buenas caracteristicas comerciales y con cierta resistencia, incluso se han
encontrado algunos que parecen ser inmunes a la bacteria y con buenas carac-
teristicas agronémicas (Dalbé ez 4l., 2010).

5. Xylella fastidiosa en olivo

El cultivo del olivo en Brasil estd limitado a los estados de Minas Gerais,
Sao Paulo, Parand, Santa Catarina y Rio Grande do Sul. En 2017, el drea
plantada se acerca a las 4.000 ha, de las cuales aproximadamente 2.000 ha
estdn en Minas Gerais y 1.500 ha en Rio Grande do Sul. La mayoria de los
olivares son muy jovenes y estdn en fase de formacién. Segin investigaciones
realizadas por la EMBRAPA, el estado de Rio Grande do Sul tiene un enorme
potencial para el cultivo, principalmente por la calidad del clima y del suelo.
Segin estos trabajos hay mds de 1 millén de ha apropiadas para el cultivo del
olivo. Los principales problemas fitosanitarios del olivo en Brasil son los hon-
gos, aunque recientemente se ha descrito también la presencia de la bacteria
X fastidiosa subsp. pauca (Coletta-Filho ez al., 2016).
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En 2014 olivos con sintomas de quemado de las hojas y decaimiento,
idénticos a los descritos en Italia (ver capitulo 10), han sido observados en la
Serra da Mantiqueira en los municipios de Maria da Fé en Minas Gerais y Sao
Bento do Sapucai en Sao Paulo. Andlisis moleculares de muestras con sinto-
mas han demostrado que estaban infectados por la bacteria X. fastidiosa subsp.
pauca, la misma especie encontrada en citricos y cafeto. Ademds, la bacteria ha
podido ser cultivada y las colonias presentaron las caracteristicas morfoldgicas
tipicas de X. fastidiosa. Como en la regién donde fue detectado el quemado
de las hojas en olivo también se cultiva cafeto, probablemente la bacteria haya
sido transmitida por cicadélidos vectores del cafeto al olivo (Coletta-Filho ez
al., 2016). Hasta la fecha no se han observado sintomas de esta enfermedad,
ni tampoco se ha detectado la bacteria en otras zonas de cultivo en Brasil. Sin
embargo, el quemado o escaldado de las hojas del olivo asociado a la presencia
de X fastidiosa subsp. pauca también ha sido detectado en olivos en Argentina
(Haelterman et al., 2015).
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1. Introduccidn y situacién de Xylella fastidiosa en Italia

El sindrome del decaimiento rdpido del olivo (OQDS, olive quick decline
syndrome) es una enfermedad que aparecié en un drea restringida de la costa
Jénica de la provincia de Lecce en la peninsula de Salento (Apulia, al sureste
de Italia), probablemente entre 2008 y 2010. Cuando a principios de otofio
de 2013 se identificé el agente putativo de la enfermedad como X. fastidiosa
(Saponari et al. 2013), esta se encontraba ya afectando una superficie de mds
de 8.000 ha de olivar. Actualmente, se estima que el drea afectada se extiende
a la totalidad de la superficie cultivada de olivo de la provincia de Lecce y a
parte de las provincias vecinas de Brindisi y Taranto (Figura 1, pdg. 193), que
representan un total de aproximadamente 5.000 km?.

2. El decaimiento rdpido del olivo

El OQDS se caracteriza por la quemadura o chamuscado de hojas y de-
secacion en ‘salpicaduras’, o dispersa, de ramillas y ramas, que generalmente
comienza en la parte superior del drbol y que luego se extiende al resto de
la copa, a la que confiere un aspecto quemado (Figura 2A). La desecacion
del tejido comienza en el extremo apical de las hojas (puntisecas) y avanza
hacia el peciolo, extendiéndose a toda la hoja (Figura 2B). Las hojas muertas
permanecen cierto tiempo unidas a las ramas y se desprenden después de las
lluvias de invierno. Estos sintomas recuerdan los de los ataques muy severos
de brusca (‘chamuscado’ de las hojas), un trastorno fisiolégico recurrente del
olivo (Sanzani ez al., 2012) que se conoce desde finales del siglo XVIII en las
mismas dreas donde el OQDS estd expandiéndose (Frisullo ez al., 2014). Asi,
al principio, la brusca se incluy6 entre las posibles causas del OQDS, junto a
otras como la fitotoxicidad debida a la contaminacién del agua subterrdnea,
los ataques severos de Colletotrichum spp. (el agente de la antracnosis de la
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aceituna), el mal manejo de los drboles, infestaciones severas del lepidéptero
Zeuzera pyrina (el taladro amarillo o barrenador o polilla de la madera), y
que fueron identificadas inicialmente por los agricultores locales y los asesores
agricolas como los posibles inductores de la condicién de declive observada en
los olivos. Sin embargo, ninguno de estos factores llega a destruir totalmente
las plantas, a diferencia de X. fastidiosa, el agente causal de este nuevo trastor-
no, cuyos ataques culminan con la muerte de los drboles a los pocos anos de
la aparicién de los sintomas (Figura 2C). Los olivos afectados de forma mds
severa e impactante son los drboles centenarios de los cultivares locales de las
variedades Cellina di Nardo y Ogliarola Salentina, que son altamente suscep-
tibles, y que los olivicultores intentan salvar sin éxito mediante una poda drds-
tica para estimular un nuevo crecimiento. De hecho, la nueva vegetacién que
brota de estos drboles de aspecto esquelético se marchita y se deseca al poco
tiempo (Figura 2D). Muchos de estos drboles muestran también un oscureci-
miento de los haces vasculares de ramitas, ramas y troncos que se asocia con
la presencia de especies de hongos de los géneros Phaeoacremomium, Phae-
moniella, Pleumostomophora'y Neofusicoccum (Nigro et al., 2013, 2014), cuya
infeccién se ve favorecida por las galerias de la polilla de la madera (Figura 3).

Esta enfermedad, que originalmente se denominé Complesso del dissec-
camento rapido dellolivo (CoDiRO) debido a la presencia concomitante en
drboles viejos y en declive de los agentes putativos mencionados anteriormen-
te (polilla del ramo, hongos y X. fastidiosa), fue mas tarde renombrada como
OQDS, cuando las extensas observaciones de campo revelaron que la pre-
sencia de la polilla del ramo era incidental y que los hongos estaban en gran
parte ausentes en drboles jovenes infectados por X. fastidiosa que mostraban
los mismos sintomas. Por lo tanto, los hongos se postulan ahora como agentes
agravantes de la enfermedad cuando estdn presentes junto con X. fastidiosa.

La cepa asociada al sindrome del olivo se denominé CoDiRO y se ha con-
seguido aislar en cultivo axénico a partir de plantas de olivo y otras especies de
plantas naturalmente infectadas (Cariddi ez al., 2014, Elbeaino ez al., 2014),
y se ha identificado como perteneciente a X. fastidiosa subsp. pauca 'y, concre-
tamente, a un genotipo bacteriano (ST53) idéntico al de la misma subespecie
presente en adelfa y cafeto en Costa Rica. Desde dicho pais pudo haber ate-
rrizado en Salento con una planta ornamental no identificada (Loconsole ez
al., 2014). El genoma de una cepa tipo de CoDiRo, una molécula de ADN
de 2,46 MB, se ha secuenciado recientemente en su totalidad (Giampetruzzi
etal., 2015).
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Figura 1. Zonas demarcadas para X. fastidiosa en la regién de Apulia (mayo de 2016)
segiin la aplicacién de la Decisién (UE) 2016/764 de la Comisién Europea

Fronceras de provincias
Fronteras de municipios
Zona infectada

Zona tampon

Zona de concencidn

Fuente: Regione Puglia (http://old.regione.puglia.it/web/files/agricoltura/ DDS_203.pdf).
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Figura 2. Olivos infectados por X. fastidiosa mostrando desecacién en ‘salpicaduras’,
o dispersa, de ramillas y ramas (A). Sintomas de quemadura de hojas de olivo
comenzando en el extremo apical de las hojas y avanzando hacia el peciolo,
extendiéndose a toda la hoja (B). Fase final de la infeccién, con los 4rboles de olivo
ya muertos (C). Sintomas apareciendo sobre los nuevos brotes emitidos por drboles
podados severamente (D)

Lo mismo que ocurre con todas las subespecies y cepas de X. fastidiosa, la
cepa CoDiRO coloniza los vasos del xilema de las plantas huésped, donde se
mueve de forma ascendente y descendente y donde se multiplica. Las células
bacterianas y la biopelicula que forman obstruyen los vasos, lo que resulta
en una restriccién del movimiento ascendente del liquido del xilema que se
traduce en una respuesta fisioldgica de la planta similar al estrés hidrico (Ca-
pitulo 2). El quemado de las hojas y la consiguiente desecacién de ramillas y
ramas se debe principalmente al bloqueo de los vasos y se agrava por factores
de virulencia secretados por las células bacterianas (Nascimento e /., 2016;
Gouran et al., 2016).
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Figura 3. Oscurecimiento del tejido vascular debido a la colonizacién por hongos
que han penetrado a partir de las galerias originadas por Zeuzera pyrina,
la polilla de la madera

3. Programa de seguimiento y monitorizacién de la epidemia

Dado que el 4rea que ya estaba invadida por la bacteria en el momento de
su primera identificacién en el otofio de 2013 era muy amplia, el objetivo del
programa de monitorizacién fue, desde el principio, la demarcacién de dreas
libres de Xylella, en lugar del inventario de plantas infectadas. En particular,
la campana de monitorizacién mds retadora realizada hasta el momento, tuvo
lugar entre septiembre de 2016 y marzo de 2017, en un 4rea de aproximada-
mente 150.000 ha que comprende: (i) toda la «zona tampén», es decir, una
franja de casi 50 km de largo, de costa a costa, a través de la peninsula de Sa-
lento y 10 km de ancho, lo que representa aproximadamente 50.000 ha; (ii) la
«zona de contencién» fronteriza con la zona infectada; es decir, una franja de
20 km de ancho (alrededor de 100.000 ha) en la que la Decisién de Ejecucion
(UE) 2016/764 exigia, como medida de contencidn, el arranque obligatorio
de todas las plantas positivas para X. fastidiosa.

En la dltima campana de monitorizacién (primer semestre de 2017) se
tomaron muestras de 180.000 olivos georreferenciados y se analizaron indi-
vidualmente en el laboratorio para determinar si estaban infectados por la
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bacteria. Esta campana, coordinada por el Servicio Fitosanitario Regional de
Apulia y encomendada a una agencia regional (ARIF), involucré a unos 200
técnicos (inspectores y agentes de proteccién fitosanitaria) para la recoleccion
de muestras, mientras que los andlisis se realizaron en cinco laboratorios di-
ferentes, cuatro de los cuales analizaron todas las muestras mediante ELISA,
mientras que el quinto laboratorio actuaba como «laboratorio de referencia»
al que se le encomendaron andlisis moleculares confirmatorios de todas las
muestras positivas y dudosas y del 5 % de las muestras negativas (ver métodos
de deteccién en el Capitulo 5).

El muestreo de las plantas se realizé siguiendo las pautas aprobadas por el
Servicio Fitosanitario Regional. Para ello, todo el territorio monitorizado se
dividié en 150.000 parcelas de 1 ha de tamano, donde un equipo de dos ope-
radores inspecciond todas las «plantas especificadas» (en la zona de conten-
cién) o «plantas hospedadoras» (zona tampén) (Capitulo 14). En cada una de
estas parcelas se tomé una muestra de al menos una planta por parcela, dando
prioridad a las que mostraban sintomas sospechosos. Todas las plantas mues-
treadas fueron fotografiadas y georreferenciadas con la ayuda de una tableta
y una aplicacién especificamente desarrollada (Xylapp), en la que también
se registr6 la presencia de sintomas. Las muestras tomadas consistieron en la
recoleccién de al menos ocho ramillas de 15-20 cm de largo, o de 10-12 hojas
tomadas de diferentes partes de la planta. Las muestras, una vez tomadas, se
llevaron inmediatamente al laboratorio para su andlisis. Fruto de esta monito-
rizacién se detectaron aproximadamente 900 drboles infectados en la zona de
contencién, y la mayoria de ellos ya han sido eliminados. Uno de estos drboles
se detecté en el aparcamiento de una gasolinera en la zona tampén, donde los
camiones provenientes del drea infectada suelen parar a descansar. En este caso
se efectud de forma inmediata la eliminacién del drbol infectado y de todas las
plantas huésped en un radio de 100 m.

4. Gama de huéspedes en Italia

La primera lista de plantas huésped que incluia tan solo tres especies en
octubre de 2013 (olivo, adelfa y almendro), ha aumentado constantemente
con el tiempo. La base de datos de las plantas huésped en la UE para las dife-
rentes subespecies de X. fastidiosa se actualiza periédicamente («Base de datos
de la Comisién sobre las plantas hospedantes consideradas susceptibles a Xyle-
lla fastidiosa en el territorio de la Unién»; Capitulo 1). La actualizacién n.° 9,
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publicada en julio de 2017, informa de 30 plantas huésped de X. fastidiosa

subsp. pauca encontradas en Apulia (Tabla 1).

Tabla 1. Plantas huésped infectadas de forma natural
por Xylella fastidiosa subsp. pauca en Apulia, Italia

Planta huésped Nombre comiin
Acacia saligna (Labill.) Wendl. Acacia azul
Asparagus acutifolius L. Esparraguera
Catharanthus sp. Vinca, catarantus
Chenopodium album L. Cenizo blanco

Cistus creticus L.

Estepa menorquina

Dodonaea viscosa Jacq.

Dodonea, olivo de la arena, jarilla

Eremophila maculata F. Muell.

Arbusto Emu manchado

Erigeron sumatrensis Retz.

Coniza, zamarraga

Erigeron bonariensis L.

Coniza, cola de caballo

Euphorbia terracina L.

Lechetrezna

Grevillea juniperina L.

Gerevillea, laurel manchado

Heliotropium europacum L.

Hierba verruguera, verrucaria

Laurus nobilis L.

Laurel

Lavandula angustifolia Mill.

Espliego comtin, alhucema, lavanda

Lavandula stoechas L.

Alucema, cantueso blanco

Myrtus communis L.

Mirto, arraydn

Myoporum insulare R. Br.

Siempreverde, myoporum

Nerium oleander L. Adelfa

Olea europaea L. Olivo

Pelargonium x fragrans Geranio

Phillyrea latifolia L. Labiérnago, agracejo
Polygala myreifolia L. Poligala, lechera del cabo
Prunus avium L. Ciruelo

Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb Almendro

Rhamnus alaternus L.

Aladierno, alaterno

Rosmarinus officinalis L

Romero

Spartium junceum L.

Genista, gayomba

Vinca sp. Vinca, hierba doncella
Westringia fruticosa (Willd.) Druce Romero australiano
Westringia glabra L. Romero australiano
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5. Diseminaciéon de la enfermedad

De acuerdo con el concepto de que la transmisién de planta a planta
de X. fastidiosa estd mediada por insectos que se alimentan del fluido de xile-
ma, se ha determinado experimentalmente que Philaenus spumarius (Capitulo
4), que es una especie muy abundante en los olivares del Salento (Ben Moussa
etal., 2016), es un vector de transmision de las cepas del tipo CoDiRO (Sapo-
nari et al., 2014; Cornara et al., 2016). Los experimentos de transmisién con
adultos de este insecto que resultaban positivos y portadores de X. fastidiosa
entre un 25 y un 71 % de la poblacidn, se han llevado a cabo con plantas de
olivo, vid, citricos, adelfa, GF677 (Prunus persica x Prunus dulcis) y Vinca. Se
demostré que P spumarius transmite la bacteria a todas las especies vegetales
excepto a vides y citricos (Cornara e al., 2017). Sin embargo, puesto que pue-
den existir otros vectores, se siguen muestreando los olivares para determinar
otras posibles especies que sean portadoras de la bacteria que, si este es el caso,
se utilizardn para los nuevos experimentos de transmision.

Mientras tanto, el ciclo biolégico de P spumarius (Figura 4) ha sido es-
clarecido (Cornara y Porcelli, 2014). Los adultos se alimentan del olivo desde
finales de primavera hasta mediados del verano, y adquieren la bacteria mien-
tras se alimentan, y se pueden mover a los drboles vecinos. A mitad del verano,
cuando los olivos detienen su crecimiento, los adultos migran hacia el suelo
a las plantas huésped que estdn adn verdes, siendo estas arbustos, principal-
mente. El apareamiento y la puesta de huevos ocurren en otono. Los juveniles
que emergen a finales de invierno o principios de primavera se alimentan de
hierbas espontdneas donde estdn protegidos por la cubierta de espuma. La
muda tiene lugar a finales de primavera y los adultos emergen hacia la copa
del olivo donde, si el drbol estd infectado, adquieren la bacteria y la retienen
en su aparato bucal hasta su muerte (ver Capitulo 4).

Se piensa que los vectores de X. fastidiosa pueden volar a distancias
cortas [hasta 100 metros, EFSA (2013)] pero, por otro lado, pueden ser trans-
portados por el viento a distancias mds largas. Esto y la densidad y compo-
sicién de plantas hospedadoras en cada zona, tienen un papel importante
en la dispersién de vectores y la propagacién de la enfermedad de planta a
planta dentro y entre plantaciones. Sin embargo, existen otros métodos de
propagacién que son mediados por el hombre y de suma importancia para
el establecimiento de nuevos focos de infeccién en lugares que el vector no
puede alcanzar por medios naturales. De hecho, los vectores pueden moverse
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a través de tres rutas principales: (i) viajando a larga distancia como polizones
(pasajeros ocultos); (ii) asociados con plantas o partes de la planta; (iii) siendo
transportados en vehiculos (coches, camiones, autobuses, vehiculos agricolas)
y, sobre todo, por los seres humanos. Mientras que como polizones la proba-
bilidad de entrada en un nuevo entorno y establecimiento es moderada, ya
que la capacidad de los vectores infecciosos para sobrevivir durante el trans-
porte o el almacenaje es generalmente baja, la probabilidad de entrar asociada
con las plantas o por el transporte pasivo por los vehiculos puede ser mucho
mis alta. Por ejemplo, la repentina aparicién en 2015 de los focos de OQDS
en el campo de Oria, una aldea en la provincia de Brindisi, a una distancia
de vuelo de aproximadamente 30 km del frente més avanzado de la infeccién
en la provincia de Lecce y en 2016 en la costa del municipio de Ostuni (pro-
vincia de Brindisi) fue atribuido al transporte pasivo de vectores infecciosos.
Para evitar este tipo de eventos no deseados se deben observar algunas reglas
simples después de visitar un lugar infectado: cepillarse el pelo y la ropa a los
que pueden adherirse los insectos antes de entrar en el medio de transporte;
mantener las ventanas del vehiculo cerradas durante el estacionamiento o la
conduccidn a través de las dreas afectadas; y abstenerse de recoger hierbas y
plantas silvestres de dreas infectadas y sus alrededores.

6. Medidas de control

No se conocen métodos para curar los drboles infectados con X. fasti-
diosa y los procedimientos de erradicacién no pueden funcionar cuando las
condiciones climdticas son favorables y la bacteria ya estd arraigada en la flora
nativa, como en el caso de la peninsula de Salento. En estas condiciones, la
aplicacién de las «buenas pricticas de manejo» y los tratamientos con varios
tipos de bioestimulantes y fertilizantes foliares (Dongiovanni ez a/., 2017; El
Panel EFSA PLH, 2016) puede resultar en una mejora temporal del creci-
miento vegetativo de los drboles infectados, pero no los salva ni se detiene la
propagacion de la infeccién en el drbol. Por ello, el peligro actual de la amplia-
cién de la zona infectada a las provincias nortefias de la Apulia y las regiones
vecinas, donde se cultiva ampliamente el olivo, ha promovido el disefio de
una estrategia destinada a controlar los vectores. El plan de contencién del
OQDS fue concebido en el afio 2015 y su ejecucién le fue confiada a un
comisario extraordinario.
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Como se muestra en la Figura 1, las tres zonas demarcadas denominadas
«drea infectada», «zona de contencién» y «zona tampdn» se establecieron en la
peninsula de Salento, y comprenden la provincia de Lecce entera y parte de las
provincias de Brindisi y Taranto. Las siguientes acciones han sido implemen-
tadas en la zona tampén (A) y la zona de contencién (B): (i) evaluacién de la
ausencia de infeccién a través de la extensa y continua vigilancia de vectores,
huéspedes primarios (olivo) y alternativos para determinar la presencia de X.
fastidiosa; (ii) inmediata eliminacién de plantas infectadas y vecinas en un ra-
dio de 100 metros, tal y como solicita la Unién Europea; (iii) preservacién del
estado sanitario de los olivos y otros huéspedes susceptibles por medio de tra-
tamientos quimicos contra vectores (adultos) y mecdnicos mediante desbroce,
contra estadios juveniles del vector (ninfas) en momentos especificos, como
se ilustra en el diagrama en la Figura 4. La hipdtesis es que las aplicaciones
quimicas y el control de hierbas adventicias reduce el potencial de indculo al
reducir la poblacién de los vectores; es decir, del principal responsable de la
propagacién de la enfermedad; (iv) eliminacién de huéspedes alternativos de
carreteras, canales, 4reas verdes, etc.

Los pasos que definen el control de los vectores se detallan a continua-
cién, como resultado de los conocimientos cientificos adquiridos reciente-
mente en relacién al ciclo de vida de P spumarius (Figura 4), un insecto con
una sola generacién al ano y una alta capacidad reproductiva en ambientes
favorables como los que caracterizan en gran medida el clima mediterrdneo.
Asi, en las condiciones climdticas del sur de Italia, cuyas temperaturas durante
el invierno son generalmente superiores a la temperatura de congelacién, el
ciclo de vida de P spumarius puede resumirse como sigue:

* Enero-abril. Las formas juveniles eclosionan de los huevos que han in-
vernado en plantas herbdceas y arbustos bajo la proteccién de los nidos
de espuma. En este periodo se requiere tomar las siguientes medidas:
(i) desbroce mecdnico, es decir, laboreo del suelo en olivar para destruir
los huéspedes herbdceos del insecto en los cuales las ninfas del vector
se desarrollan; (ii) aplicacién de insecticidas en los puntos donde las
hierbas adventicias con ninfas del vector no son accesibles ficilmente.

* Mayo-agosto. Durante las mudas en los estadios de ninfa, estas pier-
den la infectividad en el caso de que se hubiesen alimentado de plantas
infectadas. En cualquier caso ha sido comprobado que el riesgo de in-
feccién es muy bajo o nulo, ya que X. fastidiosa se detecta raramente a
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nivel del suelo (en las hierbas adventicias) en las 4reas muestreadas de
Salento (Potere et al., 2016). Por lo tanto, los adultos no infecciosos
pasan de las plantas herbdceas a otros huéspedes al sentirse atraidos
por la vegetacién més tierna de primavera. Esta migracién es general-
mente masiva. Si el drbol en que aterrizan los vectores estd infectado,
los insectos adquieren la bacteria, convirtiéndose asi en una fuente
de inéculo para los drboles vecinos. En el periodo descrito, el control
con insecticidas debe orientarse hacia los individuos adultos del vec-
tor, utilizando los productos adecuados tanto en los olivares como en
las superficies no cultivadas; es decir, aplicando tratamientos en zonas
verdes con vegetacién de malas hierbas que pueden potencialmente
ser huéspedes de X. fastidiosa. Con esta estrategia se espera, por tanto,
que esta «guerra de dos frentes», contra los juveniles y los adultos,
permita reducir progresivamente la poblacién de los vectores y, asi, el
potencial de indculo y la progresion del contagio a olivares vecinos.

Figura 4. Ciclo biolégico de Philaenus spumarius

* Las flecha azules indican el momento sugerido para el desbroce de la cubierta para el control de los juveniles (estados
ninfales) del vector.

Fuente: cortesfa de E Porcelli (University of Bari).
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Figura 5. Fila de 4rboles de olivo cultivar 'Leccino' (dch.), junto a otra fila de 4rboles
severamente afectados por X. fatidiosa del cultivar 'Ogliarola salentina' (izd.)

No importa cémo de acertado y exitosa sea la estrategia anterior, ya que
es conocido que el indculo no se puede erradicar de un drea determinada si el
brote no se identifica en una etapa temprana, tal y como ha sucedido en Apu-
lia. Por lo tanto, la supervivencia del indculo puede ocasionar nuevos brotes
de la enfermedad tarde o temprano en plantaciones recién establecidas, a no
ser que estas se establezcan con cultivares resistentes o tolerantes. Teniendo
esto en cuenta, la busqueda de tolerancia o de resistencia se ha iniciado en Ita-
lia en el 4rea fuertemente infectada, con la identificacién exitosa del cultivar
Leccino creciendo en buenas condiciones y con sintomas escasos de OQDS
en comparacién con el cultivar local ampliamente cultivado Ogliarola salenti-
na (Figura 5). Las razones de este comportamiento diferencial se han estudia-
do y se han encontrado los siguientes aspectos asociados a esta tolerancia: (i)
la concentracién bacteriana es mucho menor en el cultivar 'Leccino’ (extracto
de tejido con 133.267 células viables de X. fastidiosa/ml) que en el cultivar
'Ogliarola salentina' (2.094.000 células viables de X. fastidiosa/ml); (ii) un
andlisis comparativo del transcriptoma revel6 que en el cultivar 'Leccino’ hay
una sobreexpresién de genes que codifican para receptores del tipo quinasas
(RLK); es decir, de proteinas implicadas en respuestas de defensa de la planta
(Giampetruzzi et al., 2016). Por este motivo, la bisqueda adicional de culti-
vares con tolerancia o resistencia a la enfermedad (casi 90 por el momento) se
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estd llevando a cabo mediante dos aproximaciones diferentes: (i) la exposicion
de estas variedades a alta presién de indculo mediante su plantacién en un
drea fuertemente infectada de forma natural; (ii) el injerto en ‘parche’ de dis-
tintos cultivares en el tronco de drboles de avanzada edad infectados (Figura
6). Para esta aproximacién se han injertado unos 1.000 olivos con 270 culti-
vares diferentes.

Figura 6. Injerto en ‘parche’ sobre el tronco de un 4rbol infectado de olivo
cultivar 'Ogliarola salentina'
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1. Situacidén fitosanitaria con respecto a Xylella fastidiosa
en Francia

La bacteria Xylella fastidiosa es un organismo nocivo (plaga) de cuarente-
na, regulado a nivel de todo el territorio europeo. En Francia estd clasificada
entre los microorganismos que constituyen un riesgo para la salud de la cate-
goria 1; por lo tanto, es de interés general, de acuerdo a una orden del 15 de
diciembre de 2014. Las medidas de lucha contra X. fastidiosa se indican en la
Orden Ministerial del 23 de diciembre de 2015: las medidas de aplicacién son
las de la Decisién Europea 2015/789/UE, y les corresponde a los prefectos de
la regién delimitar las zonas demarcadas, en caso de foco.

X. fastidiosa subsp. multiplex se detecté por primera vez en Francia en
el medio natural en 2015, en las regiones de Cércega y Provenza Alpes Cos-
ta Azul (PACA). Y en septiembre de 2016 se identificé por primera vez X.
fastidiosa subsp. pauca, en un foco situado también en PACA. En mayo de
2017 se habfan identificado 360 focos en Francia, 340 de ellos en Cércega y
20 en PACA (Figura 1).

Hasta la fecha, se ha detectado la bacteria (subespecie multiplex) en
36 especies vegetales, que en su mayoria son plantas ornamentales del paisaje
mediterrdneo: Polygala myrtifolia, Spartium junceum, Calicotome villosa, He-
lichrysum italicum, Lavandula angustifolia, Cistus monspeliensis, etc. No se ha
encontrado ningin positivo en olivo, vid o citricos.
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Figura 1. Mapa de la situacién fitosanitaria en Francia con respecto a Xylella fastidiosa
(a 23 de mayo de 2017)

En cuanto a los insectos vectores, todavia no se han identificado. No
obstante, se ha estimado en 51 el nimero de especies de vectores potenciales
en Francia (48 en Francia continental y 12 en Cércega) (Germain J-F, 2016).

Antes de estas detecciones en medio natural, se habia aislado X. fastidiosa
yaen 2012 a partir de plantas de cafeto interceptadas (Coffea arabicay C. cane-
phora), procedentes de importaciones de Latinoamérica (Jacques ez al., 2016).
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2. Organizacién y evaluacién de la vigilancia en Francia

2.1. Estructuracion de la Organizacién Nacional de Proteccion
Fitosanitaria francesa relativa a Xylella fastidiosa

La Organizacién Nacional de Proteccién Fitosanitaria retne a distintos
miembros. La vigilancia oficial corre a cargo de los servicios regionales de la
alimentacién (SRAL), las direcciones regionales de agricultura, alimentacién
y bosques (DRAAF) o de sus organismos delegados, esto es, las federaciones
regionales de defensa contra los organismos nocivos (FREDON), que aplican
las instrucciones que proceden a nivel central de la Direccién General de
Alimentacién (DGAL) del Ministerio de Agricultura y Alimentacién (MAA),
autoridad competente a nivel nacional. La autoridad competente a nivel re-
gional en Francia continental es la DRAAE que actda bajo la autoridad del
prefecto de la regién. La autoridad competente a nivel de regiones y departa-
mentos de ultramar es la DAAF (Direccién de Alimentacién, Agricultura y
Bosques).

En Céreega, la organizacién tiene una particularidad: los servicios del
Estado a nivel departamental (Direccién Departamental de Cohesién Social
y Proteccién de las Poblaciones-DDCSPP) son los que planifican y organizan
los controles en ambos departamentos. Los SRAL son los que se encargan de
la coordinacién regional de estos controles.

En 2016, ascendia aproximadamente a 205 el nimero total de funciona-
rios del Estado que participaban a jornada completa o parcial en las activida-
des relacionadas con X. fastidiosa.

2.2. Plan de vigilancia de X. fastidiosa

La vigilancia del territorio con respecto a X. fastidiosa se estructura en
torno a un plan de vigilancia nacional'. Su objetivo es verificar que el territo-
rio estd libre del organismo nocivo, especialmente con respecto a los aislados
europeos, detectando con la médxima precocidad, en su caso, la presencia de la
bacteria. La vigilancia del territorio también permite garantizar la calidad de
los productos vegetales exportados. Esta vigilancia se basa en tres aproxima-
ciones complementarias que se describen a continuacién: vigilancia progra-
mada oficial, vigilancia programada no oficial y vigilancia de eventos.

' Instruccién Técnica DGAL/SDQPV/2016-413 de 18 de mayo de 2016 relativa al plan de vigilancia de Xylella fastidiosa para la
campana 2016-2017.
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2.2.1. Vigilancia programada oficial

La vigilancia programada oficial se concreta en inspecciones especificas

en los establecimientos de minoristas y productores, y en el campo, en los

sectores considerados de riesgo (arboricultura, vid, ornamentales y plantas
para perfumeria aromdticas, medicinales y de condimento -PPAMC-). Esta

vigilancia se divide en 4 esquemas de inspeccién:

Inspecciones fitosanitarias especificas de X. fastidiosa en el marco de
una Supervisién Oficial de los Organismos Regulados o Emergentes
(SORE).

Se ha instaurado un programa de inspecciones anuales (nimero de
parcelas o centros a visitar) para cada uno de los sectores considera-
dos y de acuerdo a un andlisis de riesgo. Se vigilan en particular las
regiones del Mediterrdneo, de la costa atldntica, asi como los merca-
dos nacionales de interés.

Inspecciones en el marco de una Supervisién Oficial de los Organis-
mos Regulados o Emergentes (SORE) no especificas de X. fastidiosa
(i.e., ya realizadas para otras plagas reguladas).

También se combina la vigilancia de X. fastidiosa con la de otros orga-
nismos nocivos o enfermedades como el escarabajo asidtico de cuer-
nos largos, la flavescencia dorada, la necrosis bacteriana, el virus de la
sharka, el chancro colorado del plétano, etc.

Inspecciones en el marco de la expedicién del pasaporte fitosanitario
europeo (PPE).

De conformidad con la Decisién Europea 2015/789/UE modifica-
da, se instauraron pasaportes fitosanitarios europeos para todas las
especies hospedadoras. Asi pues, se someten a controles fitosanitarios
para detectar la presencia de X. fastidiosa todos los establecimientos
que producen y comercializan vegetales que deben ir acompafiados
de un PPE. Estos controles se traducen en inspecciones documentales
y fitosanitarias (inspecciones visuales y, si se observan sintomas sos-
pechosos, muestreos). Se someten a una vigilancia reforzada (mues-
treos asintomdticos) los viveros que cultivan plantas madre de plantas
hospedadoras, los viveros viticolas y los viveros que importan plantas
originarias de terceros paises, en los que estd presente o se sospecha la
presencia de la enfermedad.
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* Inspeccién en los Puntos de Entrada en la Comunidad (PEC).
De conformidad con la Decisién Europea 2015/789/UE sobre me-

didas para evitar la introduccién y propagacién dentro de la Unién
Europea de X. fastidiosa, se llevan a cabo controles en los puntos de
entrada en la Comunidad: se realizan muestreos de todos los envios
de plantas sensibles a X. fastidiosa originarios de terceros paises en
los que estd presente la bacteriosis, y estos envios se consignan en un
depésito a la espera de los resultados de los andlisis. En caso de re-
sultados positivos, los lotes son destruidos. En algunos casos, podrin
mantenerse en cuarentena con fines de investigacion.

2.2.2. Vigilancia programada no oficial

Se integra la vigilancia de X. fastidiosa en las observaciones realizadas en
el marco de las redes existentes de vigilancia epidemioldgica relacionadas con
plagas reguladas o no: red de Sanidad Forestal (DSF - Departamento de Sa-
nidad Forestal) y Supervisién Bioldgica del Territorio (SBT) en el marco del
plan Ecophyto (que cumple con la Directiva 2009/128/CE).

La red de observadores del DSF vigila los bosques, diagnostica los proble-
mas de sanidad forestal, ayuda y aconseja a los administradores y propietarios.
Por medio de 230 corresponsales observadores y 10.000 observaciones al afo,
la red sigue la evolucién y el impacto de las plagas en los bosques e identifica
los posibles problemas emergentes.

La SBT se basa en una red de vigilancia epidemiolédgica instaurada desde
2009 en el marco del plan Ecophyto. Cerca de 4.000 observadores abarcan
todo el territorio francés (en zonas agricolas y no agricolas) y 13.000 parcelas
fijas son objeto de un seguimiento. Se armonizan los protocolos de observa-
cién a escala nacional. Se retdnen los datos de las observaciones en una base de
datos nacional (Epiphyt), a partir de la cual se redactan boletines semanales
(Boletin de Sanidad Vegetal-BSV). En caso de sospecha, se alerta a los servi-
cios habilitados para realizar inspecciones oficiales.

2.2.3. Vigilancia de eventos

Esta vigilancia se basa en las advertencias espontdneas de sospecha de
infeccion de plantas por X. fastidiosa por parte de particulares, profesionales
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u observadores, fuera de las actividades de vigilancia programada. Les corres-
ponde a los servicios del Estado valorar el riesgo y decidir que se realice una
inspeccién fitosanitaria oficial.

Se refuerza la vigilancia por parte de todos los sectores implicados, mien-
tras se sigue llevando a cabo una campana de sensibilizacién y comunicacién
en todo el territorio. Se ha creado una pédgina web dedicada a X. fastidiosa que
se actualiza periédicamente®. Se difunden de forma periédica comunicaciones
e informacién con destino a los profesionales y el publico.

2.3. Optimizacion de la vigilancia y el andlisis de datos en el marco
de la plataforma de vigilancia epidemiolégica

El objetivo de la plataforma de vigilancia epidemioldgica en sanidad vege-
tal, que estd ahora en fase de construccién, es brindar un apoyo metodolégico
a los gestores de sistemas de vigilancia. En este marco, se considera prioritario
actuar en lo relacionado con X. fastidiosa.

Se ha creado un grupo de trabajo técnico integrado por todos los sec-
tores implicados en la vigilancia de X. fastidiosa (profesionales, cientificos y
administracién), para prestar apoyo al gestor del riesgo (Ministerio de Agri-
cultura/DGAL), con el fin de mejorar la vigilancia. Este grupo se encarga
especificamente de evaluar el funcionamiento de la vigilancia y la situacién
sanitaria frente a X. fastidiosa, facilitando informacién a los sectores locales
implicados e identificando las perspectivas de optimizacién de la vigilancia,
especialmente mediante la busqueda de sinergias entre los sistemas de vigilan-
cia ya existentes.

La Unidad de Coordinacién y Apoyo a la Supervisién (UCAS) de la AN-
SES (Agencia Nacional francesa de Seguridad Sanitaria de los Alimentos, del
Medio Ambiente y del Trabajo) ha instaurado un sistema de informacién para
centralizar todos los datos de vigilancia analizados con respecto a X. fastidiosa.
Gracias a un identificador dnico relacionado con cada muestreo se han podi-
do recopilar datos botdnicos, de localizacién asi como las fechas de las mues-
tras y los resultados de los andlisis. Se verifica de forma automdtica la calidad
de los datos en términos de formato, coherencia y exhaustividad.

2 La pdgina dedicada a Xylella fastidiosa dentro del sitio web del Ministerio de Agricultura estd disponible en la siguiente direccién:

htep://agriculture.gouv.fr/xylella-fastidiosa-une-bacterie-nuisible-pour-les-vegetaux
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ANSES desarrollé una aplicacién interactiva en Internet con la herra-
mienta Shiny (RStudio). Permite poner a disposicién de las autoridades
competentes en materia de gestién del riesgo y la vigilancia (DGAI, DRA-
AF/SRAI-Servicios Regionales de la Alimentacién) el conjunto de los datos
recabados (Figura 2). Estos datos recopilan, en particular, el balance de las
muestras y los andlisis, la lista de los municipios en zonas demarcadas, una
cartografia de zonas infectadas y sus principales caracteristicas, los mapas de
incidencia de la bacteria, asi como un médulo de evaluacién de la calidad de
los datos. Analizando estos datos en continuo es posible seguir la evolucién de
la presién de vigilancia y enriquecer el andlisis de riesgo para dirigir de forma
mis efectiva las acciones de vigilancia.

Figura 2. Evolucién en la isla de Cércega de la zona demarcada
y de los municipios en los que se han declarado focos (zonas infectadas)
entre enero de 2016 y febrero de 2017
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2.4. Puesta en prdctica de las medidas de lucha en los focos

Al descubrir los primeros focos, las DRAAF/SRAI tanto de Céreega como
de PACA, lanzaron un plan de emergencia regional. En diciembre de 2016, se
elaboré un plan nacional de intervencién sanitaria de emergencia (o plan de
emergencia) que se publicé el 11 de enero de 2017. Su objetivo era preparar
los servicios del Estado para implementar medidas de lucha en caso de sospe-
cha o confirmacién de foco, de conformidad con las disposiciones previstas
en la decision de ejecucién 2015/789/UE. Este plan de emergencia nacional
se activod desde que se descubrié el primer foco de X. fastidiosa.

Las medidas de lucha implementadas en los focos son las siguientes:

e Creacién de una zona infectada, en la que se arrancan y se destruyen
todos los vegetales descubiertos infectados y los vegetales sospechosos
(plantas con sintomas sospechosos y vegetales conocidos como sensi-
bles a la bacteriosis®) previa aplicacién de un tratamiento insecticida
para evitar la dispersién de los insectos vectores (Tabla 3);

* Instauracién de una vigilancia reforzada en la zona infectada, me-
diante muestreos y andlisis, con el fin de garantizar la erradicacién de
la bacteria;

* Instauracién de una vigilancia reforzada en la zona tampén, median-
te inspecciones y muestreos, con el fin de garantizar el estatus de no
presencia del organismo especificado en la zona;

* Realizacién de una encuesta de trazabilidad para identificar el ori-
gen y el alcance de la infeccidn, asi como los factores que han favo-
recido el brote de la enfermedad y aquellos que puedan favorecer su
propagacion.

2.5. Balance de la vigilancia en Francia

Desde la primera deteccién de la bacteria en Francia, se han realizado mds
de 18.000 tomas de muestras. En 2016, la aplicacién del plan de vigilancia y
del plan de emergencia ha dado lugar a la realizacién de casi 10.000 inspec-
ciones en todo el territorio. Se ejerce una fuerte presién de muestreo tanto en

> Denominadas «plantas hospedadoras». La lista de plantas hospedadoras, que retine a todas las especies descubiertas infectadas por

alguno de los aislados europeos, estd disponible en la pagina web de la Comisién Europea.
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las especies hospedadoras de X. fastidiosa subsp. multiplex como en todas las
especies incluidas en el plan de vigilancia.

Desde 2015, se encontraron en Francia 36 especies vegetales infectadas
por Xylella fastidiosa subsp. multiplex. Tres especies vegetales representan apro-
ximadamente el 70 % de las muestras infectadas: P myrtifolia (aproximada-
mente el 52 %), Calicotome villosa (10 %), y Helichrysum italicum (9 %).
Xylella fastidiosa subsp. pauca se ha detectado hasta el momento tnicamente
en tres plantas de P myrtifolia.

La situacién epidemioldgica de la bacteria en ambas regiones francesas
infectadas, a raiz de la vigilancia instaurada, es muy dispar.

2.5.1. Cércega: una importante cobertura del territorio, inclusive
en el medio natural

La bacteria se detect6 por primera vez en Francia el 22 de julio de 2015,
en plantas de 2 myrtifolia (lechera del Cabo) en una zona comercial del mu-
nicipio de Propriano, en Coércega del Sur. Desde la identificacién del pri-
mer brote de X fastidiosa subsp.multiplex, con la fuerte presién de vigilancia,
asi como con la adquisicién de conocimientos, se ha podido observar que la
bacteria estd muy extendida en la isla. En mayo de 2017 se contabilizaron
340 focos desde el comienzo de la crisis, y, entre estos, 323 estdn ubicados en
Coreega del Sury 17 en Alta Céreega. La zona demarcada en Céreega cubre
casi el 50 % de su superficie. La bacteria se ha detectado principalmente en
P myrtifolia asi como en especies vegetales endémicas y tipicas del matorral
corso (H. italicum, S. junceum, C. monspeliensis, Genista corsica, Lavandula
stoechas, Myrtus communis, etc.).

Cerca del 62 % de los focos de X. fastidiosa en Corcega se sitdan a alti-
tudes inferiores a 100 m. En 2016 y principios de 2017 se declararon focos
en zonas mds elevadas, en particular 7 focos entre 700 y 950 m. Un nimero
importante de focos se encuentran en medio natural (matorral y bosque).

En 2016, el hecho de descubrir nuevos focos fuera de las zonas infectadas,
especialmente en Coércega del Sur, ha generado un aumento del ndmero de
municipios que tienen una parte de su superficie en una zona infectada (pasa-
ron de 40 a 60 municipios en un ano) (Figura 2). No obstante, en Cércega en
general no progresaron mucho los limites de las zonas demarcadas. Por otra
parte, habida cuenta del estado actual de los conocimientos, no es posible
predecir la dindmica de propagacién de la bacteria. Se estdn llevando a cabo
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labores de modelizacién y adquiriendo nuevos conocimientos sobre los vecto-
res potenciales de la bacteria en el territorio francés que aportardn elementos
para obtener respuestas.

2.5.2. PACA: una presencia esporadica en medio urbano

El 12 de octubre de 2015 se detectd X. fastidiosa en plantas de P myrtifolia
alineadas en un terraplén central de la ciudad de Niza. El 27 de septiembre de
2016 se identific6 la subespecie pauca en la regién de Provenza Alpes Costa
Azul (PACA), en un foco en Menton, en tres plantas de 2 myrtifolia. Todos
los andlisis realizados en el foco de Menton desde entonces no evidenciaron
mids infecciones. En mayo de 2017 se identificaron 20 focos en la regién. Los
focos descubiertos se encuentran principalmente en zonas urbanas o semiur-
banas. Se encontraron cinco especies vegetales infectadas por la bacteria (2
myrtifolia, Lavandula officinalis, Lavandula x intermedia, Cercis siliquastrum,
y S. junceum). La zona demarcada crecié muy poco en 2016 (en un afio pasé
de 60 a 64 el nimero de municipios con plantas infectadas) (Figura 3).

Figura 3. Evolucién en la regién PACA de la zona demarcada
y de los municipios en los que se han declarado focos (zonas infectadas)
entre enero de 2016 y febrero de 2017
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Se puede concluir que hasta el momento las situaciones fitosanitarias que
se han observado en las regiones PACA y Cércega son muy diferentes. Mien-
tras que en Provenza Alpes Costa Azul parecen limitadas las manifestaciones
de la bacteria con presencia en los medios principalmente urbano y periurba-
no (jardines privados, zonas verdes urbanas), en Cércega, se ha detectado la
bacteria en distintos ambientes del medio natural (bosque, matorral). Con-
siderando la dispersién de estos focos en la isla, resulta muy complicada su
erradicacién y hasta podria ser perjudicial para los ecosistemas. Francia ha
solicitado oficialmente a la Comisién Europea el paso a una estrategia de con-
tencién en marzo de 2017, que dard lugar a una discusién entre los Estados
miembros y, en su caso, a una modificacién de la decisién europea.

Por otra parte, se han observado infecciones tanto en especies vegetales
ornamentales (2 myrtifolia) como en otras que son caracteristicas del paisaje
mediterrdneo (H. italicum, C. villosa, C. monspeliensis, S. junceum, etc.). A
diferencia de la situacién en la regién de Apulia, en Italia, en la que se lleva
observando desde hace afios un decaimiento muy importante de olivos que
causa la muerte de estos drboles, no se ha observado ningtn deterioro signi-
ficativo en Francia en plantas de este cultivo, manteniéndose ilesos hasta la
fecha los vegetales de interés econémico (olivo, vid, citricos y Prunus spp.).

3. Deteccién de X. fastidiosa

3.1. Métodos de andlisis utilizados en el marco de la vigilancia

oficial

3.1.1. Organizacién de los laboratorios franceses en el marco
de la vigilancia de Xylella fastidiosa

Los laboratorios autorizados por el Ministerio de Agricultura (Labora-
torios Departamentales de Anélisis-LDA) son los que se encargan de realizar
los andlisis oficiales en lo que se refiere al andlisis de primera linea (detec-
cién de la bacteria en matriz vegetal). El Laboratorio Nacional de Referencia
(LNR), que es el Laboratorio de Sanidad Vegetal (LSV) de ANSES, supervisa
esta red de laboratorios y realiza los andlisis de confirmacién e identificacién
de las subespecies.
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Debido a su mandato de LNR asignado por el Ministerio de Agricultura,
la misién del LSV consiste en caracterizar, evaluar y validar métodos de de-
teccién e identificacién con el fin de proponer protocolos de andlisis fiables y
validados para el uso previsto y, en particular, para la implementacién de pla-
nes de vigilancia y controles oficiales. El proceso de validacién de un método

de deteccién por la ANSES se ilustra en la Figura 4.

Figura 4. Proceso de validacién de un método de deteccién por ANSES

 Manifestacion de la necesidad de una metodologia para un cliente/prescriptor y/o para un uso especificado

¢ Estudio bibliogréfico

¢ Seleccion de herramientas y analitos

¢ Desarrollo y optimizacién del método (a falta de método existente en el dmbito de aplicacién en concreto)

e Caracterizacién intralaboratorio y, en su caso, interlaboratorios, del método

¢ Validacién del método desarrollo en relacién con el uso previsto

* Uso de rutina del método

€€E€ECECKL

La caracterizacién o valoracién de los criterios de eficacia de un método,
es un requisito previo para su validacién (cotejando los valores de los criterios
de eficacia obtenidos con los valores-objetivo preestablecidos). Este procedi-
miento, implementado en el contexto de las misiones de referencia del LSV,
se acoge a las normas ISO/IEC 17025, ISO 16140 para la microbiologia y
a las de la OEPP PM7/98, PM7/76, PM7/84 en el dmbito de la protecciéon
vegetal. La etapa de caracterizacién a nivel intralaboratorio consiste en evaluar
los pardmetros de eficacia del método: sensibilidad (relativa o absoluta), espe-
cificidad (relativa o absoluta), exactitud (relativa o absoluta), limite de detec-
cién, fiabilidad (repetibilidad, reproducibilidad intralaboratorio o fiabilidad

intermedia). La etapa complementaria de la organizacién de una prueba inter-
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laboratorios tiene como objetivo comprobar los pardmetros de eficacia obte-
nidos en intra-laboratorio, asi como probar la reproducibilidad y, segtin las
necesidades, otras caracteristicas como la robustez del método, determinados

aspectos de su «delegabilidad» o «transferibilidad» (p. ¢j. la facilidad de uso).

3.1.2. Método oficial de deteccién de Xylella fastidiosa

La deteccidén de agentes fitopatégenos directamente a partir del mate-
rial vegetal utilizando métodos moleculares es una préctica habitual y antigua
(Henson y French, 1993). La primera prueba de deteccién de X. fastidiosa
basada en la PCR (polymerase chain reaction) y aplicada directamente al ma-
terial vegetal es la que propuso Minsavage y colaboradores en 1994. Desde
entonces, se han propuesto varias pruebas de deteccién de X fastidiosa en
material vegetal (Pooler y Hartung, 1995; Schaad ez al., 2002; Oliveira ez al.,
2002; Rodrigues et al., 2003; Francis ez al., 2006; Huang, 2009; Harper ez
al., 2010; Hernandez-Martinez ez al., 2006; Guan et al., 2013; Li et al., 2013;
Ouyang ez al., 2013). La mayoria de estas pruebas son especificas para algunas
subespecies, mientras que otras son genéricas (Minsavage ez al., 1994; Harper
et al., 2010).

El método de deteccién (screening) de X. fastidiosa en material vegetal
MAO039v1 (2015), validado y publicado como método oficial en Francia, se
basa en una deteccién por PCR en tiempo real (Harper ez 4/.,2010 - fe de
erratas 2013) sobre extractos de ADN total obtenido con el kit comercial
QuickPick™ SML Plant DNA (Bio-Nobile), utilizado con los autématas Kin-
gFisher™ mL o Flex (Thermo Fisher Scientific). Este método también estd
descrito en la norma OEPP PM7/24 (2016) relativa al diagnéstico de X. fas-
tidiosa, y se aplica a cualquier planta hospedadora de X. fastidiosa, sintomdtica
o no. Para algunas plantas hospedadoras, como el romero (Rosmarinus offici-
nalis), por ejemplo, son pricticamente inexistentes los peciolos y las hojas son
de tamafio muy pequeno, por lo tanto se recogen hojas enteras para el andlisis.
Este método de deteccién no permite identificar la subespecie de X. fastidiosa
presente en la muestra.

La evaluacidén de los criterios de eficacia del método de deteccién oficial

MAO039v1 estd disponible en la pdgina web de la ANSES*y en las Tablas 1y 2.

* heeps:/[www.anses.fr/fr/system/files/ ANSES_MA039_Xylellafastidiosa_final.pdf.
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Tabla 1. Resultados de la evaluacién de la PCR en tiempo real sobre cultivos puros
(cepas objetivo y no objetivo)

Caracteristica Resultado obtenido Informacién sobre las modalidades
de especificidad relativa al realizar la caracterizacién de realizacién de la caracterizacién

19 cepas pertenecientes a las subespecies X,/
Inclusividad 100 % subsp. fastidiosa, X.f. subsp. pauca, X.f. subsp.
sandyi, X.f. subsp. multiplex.

29 cepas: 16 Xanthomonas sp., 1 Xylophilus
ampelinus, 1 Ca. Liberibacter asiaticus, 1 Ca. L.
africanus, 6 bacterias saprofitas de Coffea spp. y
4 bacterias saprofitas de Citrus sinensis.

Exclusividad 100 %

Fuente: Harper ez al., 2010 fe de erratas 2013.

Tabla 2. Resultados de la evaluacién de la PCR en tiempo real sobre macerados
contaminados artificialmente (validacién intralaboratorio)

Caracteristica de eficacia Valor obtenido como resultado de la caracterizacién
Vid 94 %
Sensibilidad Naranjo 100 %
Olivo 67 %
Vid 100 %
Especificidad Naranjo 100 %
Olivo 100 %
Vid 96 %
Exactitud Naranjo 100 %
Olivo 75 %
Vid 96 %
Repetibilidad Naranjo 100 %
Olivo 100 %
Reproducibilidad Para todas las matrices 98 %
Umbral de deteccién it = B lomid moll
(con probabilidad de deteccién del 100 % Naranjo ~ 102 bact./mL
paLaSEISIEEpEiieiants) Olivo ~ 105 bact./mL

Fuente: Harper ez al., 2010 fe de erratas 2013.

Por otra parte, el LSV propone una adaptacién de este método para de-
tectar X. fastidiosa en un insecto vector (Philaenus spumarius) asociando en
duplex la PCR en tiempo real de Harper ez a/. (2010 - fe de erratas 2013) y
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los cebadores de ADN codificante para el ARN ribosémico 18S de los euca-
riotas como control interno (Loos et /., 2009). Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 3 y los datos de validacién estdn disponibles en la pagina
web de la OEPP. La aplicacién de este método en algunos lotes de insectos
recogidos en los focos corsos permitié observar que la tasa de contaminacién
de los mismos oscilaba entre el 0 % y el 25 %, con una media de 8,5 %.

Tabla 3. Resultados obtenidos con la metodologia adecuada para la deteccién
de X. fastidiosa sobre insectos contaminados artificialmente
(validacién intralaboratorio)

Criterios de eficacia Resultados Comentarios

Inclusividad probada con 19 cepas objetivo.

.- fos o
= 100% Exclusividad probada con 29 cepas no objetivo.

50 %
Sensibilidad diagnéstica (100 % para muestras positivas >
Ldd = 0,10% 10 bacterias/cabeza)

Cabezas de insectos contaminados artificialmente

Especificidad diagnostica 100 % con 0,11, 102, 10%, 10 bacterias/cabeza
Repetibilidad 100 %
Reproducibilidad 100 %

Limite de deteccién
(probabilidad de
deteccién del 100 %
para 6 repeticiones)

Ct < 35 = Resultado positivo
1-10° bacterias/cabeza Ct > 35y < 38 = resultado indeterminado
Ct > 38 = resultado negativo

Fuente: Harper et al., 2010 fe de erratas 2013.

3.1.2.2. Método de identificacion de la subespecie en matriz vegetal

A partir de 2005, Scally y colaboradores propusieron un esquema MLST
adaptado a X fastidiosa, basado en el andlisis de siete genes de mantenimiento,
y se publicé una versién mejorada en 2010 (Yuan ez al., 2010) que actualmen-
te es utilizado ampliamente en Francia. A fecha de 3 de febrero de 2017, eran
79 los tipos de secuencia (ST) en la base pubMLST dedicada a X. fastidiosa
(https://pubmlst.org/xfastidiosa/). Otra ventaja de este método es su posible
aplicacién directamente a las muestras sin tener que aislar el patégeno y se vie-
ne aplicando desde 2015 a las muestras vegetales declaradas infectadas por X.
fastidiosa para identificar las cepas presentes en el material vegetal (Denancé
etal., 2017).
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3.2. Labores de investigacion adicionales acerca de los métodos
de andlisis y perspectivas de optimizacion

En 2016, y antes de la publicacién de la norma internacional OEPP,
el INRA Emersys de Angers procedi6 a analizar remanentes de las muestras
positivas de X. fastidiosa analizadas en 2015, utilizando el método de andlisis
MLSA/MLST, y modificando el protocolo descrito por Yuan y colaboradores
(2010). Este estudio ha permitido caracterizar de forma precisa 324 muestras
sobre un lote de 449 (el 72 %). Dos ST, ST6 y ST7, resultaron ampliamente
mayoritarios y permitieron clasificar las cepas introducidas en Francia en la
subespecie multiplex. Asimismo, se tipificaron 205 muestras como ST6y 102
muestras como ST7. El resto de ellas, esto es, aproximadamente una cuarta
parte de las muestras, no pudo caracterizarse de forma correcta y la tipifica-
cién quedé indeterminada (el 2 % de las muestras analizadas) o incompleta
(el 26 %). Una indeterminacién corresponde a la incapacidad de poder asig-
nar de forma precisa un nucleétido a determinadas posiciones, lo que genera,
por lo tanto, la existencia de ambigiiedades en la secuencia de ADN. Una
cuarta parte de las muestras se tipificé de forma incompleta dado que la se-
cuencia de uno o varios alelos era incompleta o de mala calidad. Los fracasos
en la amplificacién se refieren, por orden decreciente, a malF (64 %), holC
(57 %), gltT (56 %), nuoL (38 %), cysG (27 %), petC (22 %) y leuA (16 %).
Estas tipificaciones incompletas pueden estar relacionadas con una carga bac-
teriana baja en estas muestras o con la eficacia variable de la amplificacién de
los genes debido, en parte, al disefio de los cebadores.

En aras de la mejora continua de los métodos de anilisis oficiales, los equi-
pos Emerys del IRHS (Instituto de investigacién en horticultura y semillas) de
Angers y de la ANSES-LSV de Angers ya han empezado a trabajar para mejorar
la eficacia de la amplificacién del ADN de los genes de mantenimiento.

Por otra parte, el andlisis MLST no permite inferir hipStesis precisas en
cuanto al origen de la introduccién y las vias de propagacién en Francia de
ambos ST mayoritarios, ST6 y ST7. Es necesario disponer de herramientas de
andlisis mds resolutivas para detectar eventuales signos de evolucién dentro de
estos dos ST y poder rastrear la historia de esta invasién biolégica. El andlisis
de loci con ndmero variable de repeticiones en tindem (MLVA) aportaria, sin
duda, datos interesantes. De hecho, ya se ha aplicado con éxito a la subespecie
pauca en Brasil (Montes-Borrego ez al., 2015).
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4. Perspectivas

La deteccién de la bacteria en el territorio europeo es muy reciente. Su
comportamiento (mds o menos agresivo), sus plantas hospedadoras (especies
europeas), sus vectores (identificacién y comportamiento de los mismos) y
sus cepas parecen diferentes de lo que se ha observado en América. Asi pues,
y a pesar de la amplitud y riqueza de los conocimientos cientificos existentes
sobre X fastidiosa, existe un verdadero reto para avanzar en el conocimiento,
tanto en lo que se refiere a la bacteria y sus vectores como en términos de
comprensién de su comportamiento en el medio ambiente francés y europeo.
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1. Situacion de Xylella fastidiosa en las Islas Baleares

La primera detecciéon de X. fastidiosa en Espafa se produjo en la comu-
nidad auténoma de las Islas Baleares en octubre de 2016, concretamente en
la localidad de Porto Cristo del municipio de Manacor, al este de la isla de
Mallorca. Posteriormente hubo nuevas detecciones tanto en la propia isla de
Mallorca como en las islas de Ibiza y Menorca.

1.1. Antecedentes

Como consecuencia de la implementacién del protocolo nacional de
prospecciones de X. fastidiosa y la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789 de
18 de mayo de 2015 sobre medidas para evitar la introduccién y propagacion
dentro de la Unién de Xylella fastidiosa (Wells ez al.), las autoridades en mate-
ria de sanidad vegetal de las Islas Baleares iniciaron las prospecciones de este
organismo nocivo para los vegetales en 2015. De esta manera, en el Labora-
torio Oficial de Sanidad Vegetal de las Islas Baleares (LOSVIB) se analizaron
durante 2015 un total de 110 muestras de 9 especies vegetales (naranjo [Ci-
trus sinensis], limonero [Citrus limon), olivo [Olea europaea), adelfa [Nerium
oleander], lechera del cabo [Polygala myrtifolia), albaricoquero [Prunus arme-
niacal, cerezo [Prunus avium), almendro [Prunus dulcis] y melocotonero [Pru-

nus persical) procedentes de 22 puntos de inspeccién. Los andlisis se realizaron
mediante serologia (ELISA kit LOEWE®) y PCR convencional (Minsavage
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et al., 1994), descritos en el protocolo de diagndstico de la EPPO (PM 7/24

[2]). Todas las muestras resultaron negativas.

En 2016, en el LOSVIB, desde enero hasta mayo se analizaron por ELI-
SA y PCR convencional 147 muestras de 19 especies vegetales (lima mejicana
[Citrus aurantifolia], clementino [Citrus clementinal, mandarino Ponkan [Ci-
trus reticulata), mandarino comuan [Citrus deliciosa], limonero, naranjo dulce
[Citrus sinensis), kumquat [Fortunella sp.), laurel [Laurus nobilis), Metroside-
ros sp., mirto [Myrtus sp.], adelfa, olivo, lechera del cabo, cerezo, almendro,
encina [Quercus ilex], romero [Rosmarinus officinalis|, Westringia fruticosa y
Westringia longifolia) procedentes de 24 puntos de inspeccién. Todos los re-
sultados fueron negativos.

A partir de junio de 2016, con el objetivo de mejorar la sensibilidad de
las técnicas de deteccidn, en el LOSVIB se implantaron como métodos de
andlisis los protocolos de PCR en tiempo real de Harper ¢z 2/. (2010, 2013)
y Francis et al. (2006) también descritos en el protocolo de la EPPO. De
esta manera, entre junio y septiembre, se analizaron un total de 68 muestras
de 15 especies vegetales (mandarino Ponkan, mandarino comdn, limonero,
naranjo dulce, kumquat, laurel, Merrosideros sp., adelfa, olivo, lechera del
cabo, cerezo, almendro, romero y Westringia sp.). Las muestras procedian de
15 puntos de inspeccién distintos y todas ellas resultaron negativas.

1.2. Primer brote de X. fastidiosa

El 6 de octubre de 2016 se detecté un positivo en el LOSVIB mediante
las dos reacciones de PCR en tiempo real anteriormente citadas, en una mues-
tra de Prunus avium (cerezo), procedente de una inspeccién en un ‘Garden
Center’ situado en Porto Cristo (Manacor). Se envié una parte de la muestra,
compuesta por varios brotes con hojas, al Laboratorio Nacional de Referen-
cia (LNR) de Bacterias Fitopatégenas (IVIA, Valencia). Tras inspeccionar de
nuevo el lugar se comprobé que habfa otros 3 cerezos del mismo lote de ori-
gen que el ejemplar positivo; estos fueron muestreados y se enviaron al LNR
24 muestras de brotes con hojas tomadas en distintos puntos de la copa de
los cuatro cerezos. El 28 de octubre de 2016 el LNR confirmé la deteccién
por PCR en tiempo real (tanto con el protocolo de Harper ez al., 2010, 2013,
como con el de Francis ez al., 2006) en tres de los cuatro cerezos y el 4 de
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noviembre se caracterizé en el laboratorio de «Biologia y Ecologia de la micro-
biota del suelo» del Instituto de Agricultura Sostenible (CSIC, Cérdoba) que
la subespecie detectada en los cerezos era X. fastidiosa subsp. fastidiosa (Olmo
et al., 2017).

Figura 1. Localizacién del primer positivo de X. fastidiosa en las Islas Baleares,
y zona tampé6n de 10 km alrededor de mismo (circulo rojo)

1.3. Situacion actual de las detecciones de Xylella fastidiosa

Paralelamente a las inspecciones, los muestreos y los andlisis de la zona
demarcada (zona infestada + zona tampén) establecida al implementar las me-
didas de la Decisién 2015/789, también se muestre6 en parcelas de cultivo,
jardines y terrenos forestales de otras zonas de Mallorca, asi como de las otras
islas del archipiélago balear.

Inesperadamente, los resultados de los andlisis de las muestras de dichas
prospecciones mostraron numerosos nuevos casos de muestras positivas en
diversas especies vegetales cultivadas, silvestres y ornamentales, incluyendo
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acebuche, almendro, ciruelo, olivo, vid y Polygala myrtifolia, entre otros. Estos
nuevos positivos obtenidos en los andlisis del LOSVIB se confirmaron en el
LNR, a partir de muestras vegetales o muestras de ADN.

Ademis, los resultados de los andlisis para la determinacién de la subespe-
cie han mostrado, hasta ahora, la presencia de tres subespecies de X. fastidiosa,
concretamente X. fastidiosa subsp. fastidiosa y X. fastidiosa subsp. multiplex
en Mallorca, X. fastidiosa subsp. multiplex en Menorca y X. fastidiosa subsp.
pauca en Ibiza.

1.4. Vectores

Hasta la fecha, con solo una campafna de muestreos (primavera-verano
2017), el estudio de los potenciales insectos vectores implicados en la transmi-
sién de X. fastidiosa en Baleares no ha mostrado resultados sobre cudl o cudles
serfan las especies vectoras implicadas en las islas. El estudio se centré en la
determinacién de la presencia de poblaciones del Gnico vector encontrado por
el momento en Italia (Philaenus spumarius) y especies cercanas de la familia
Aphrophoridae. Este trabajo se realizé mediante capturas tanto en la cubierta
vegetal espontdnea asociada a los cultivos, como en la copa de los drboles
cultivados, mediante aspiracién o mangueo. Hasta la fecha de publicacién
de este libro, se habfan muestreado varias parcelas de vid, olivo, almendro
y citricos, obteniendo un total de 39 adultos (27 Neophilaenus campestris, 1
Neophilaenus lineatus, 11 Philaenus spumarius). Las primeras capturas fueron
en abril, y las dltimas en junio. Sin embargo, los anilisis por PCR en tiempo
real para X. fastidiosa han resultado negativos en todos los casos.

2. Detecciéon de Xylella fastidiosa en olivo, almendro, vid,
frutales y ornamentales

2.1. Hospedantes, subespecies y genotipos en las Islas Baleares

Desde la deteccién del primer brote en octubre de 2016 hasta septiembre
de 2017, se analizaron 2.882 muestras vegetales de 147 especies vegetales para
la deteccién de la bacteria, de las cuales 458, correspondientes a 14 especies
vegetales diferentes, resultaron positivas (Tabla 1).
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En las Tablas 2, 3 y 4 se muestran los datos actualizados a fecha de 15 de
septiembre de 2017 con los positivos de X. fastidiosa por especie vegetal en
Mallorca, Ibiza y Menorca. Mientras que en las Figuras 2, 3 y 4 se muestran
mapas de distribucién de positivos en las mismas islas. Cabe mencionar que,
aunque se ha muestreado y se han analizado también muestras de Formentera,
hasta la fecha mencionada no se han detectado muestras positivas como se
puede apreciar en la Tabla 5.

Tabla 1. Muestras analizadas, resultados positivos y porcentaje de positivos
obtenidos en las Islas Baleares, entre octubre de 2016 y 15 de septiembre de 2017
respecto a la deteccién de Xylella fastidiosa

Muestras analizadas en las Islas Baleares Nam. andlisis Ndam. positivos %
Total 2.882 458 16
Acacia de hoja azul (Acacia saligna) 27 3 11
Jaguarzo (Cistus monspeliensis) 14 1 7
Higuera (Ficus carica) 204 16 8
Fresno de hoja estrecha (Fraxinus angustifolia) 5 2 40
Lavanda (Lavandula dentata) 29 5 15
Adelfa (Nerium oleander) 190 6 3
Olivo (Olea europaea var. europaea) 388 50 13
Acebuche (Olea europaea var. sylvestris) 645 180 28
Lechera del cabo (Polygala myrtifolia) 73 19 26
Cerezo (Prunus avium) 13 3 23
Ciruelo (Prunus domestica) 9 1 11
Almendro (Prunus dulcis) 365 143 39
Romero (Rosmarinus officinalis) 113 9 8
Vid (Vitis vinifera) 147 20 14
Otras 133 especies vegetales 660 0 0
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Tabla 2. Ntimero de muestras analizadas, resultados positivos y porcentaje de positivos
obtenidos en Mallorca entre el 6 de octubre de 2016 y el 15 de septiembre de 2017,
respecto a la deteccién de Xylella fastidiosa

Muestras analizadas en Mallorca (6/10/2016 a 15/09/2017) Ndm. andlisis ~ Num. positivos %

Total 1.682 299 18
Acacia de hoja azul (Acacia saligna) 9 1 11
Jaguarzo (Cistus monspeliensis) 11 1 9
Higuera (Ficus carica) 155 15 10
Fresno de hoja estrecha (Fraxinus angustifolia) 5 2 40
Lavanda (Lavandula dentata) 6 2 33
Adelfa (Nerium oleander) 98 1 1
Olivo (Olea europaea var. europaca) 205 13 6
Acebuche (Olea europaea var. sylvestris) 273 86 32
Lechera del cabo (Polygala myrtifolia) 58 14 24
Cerezo (Prunus avium) 11 3 27
Ciruelo (Prunus domestica) 9 1 11
Almendro (Prunus dulcis) 268 133 50
Romero (Rosmarinus officinalis) 27 7 26
Vid (Vitis vinifera) 124 20 16
Otras 118 especies vegetales 423 0 0

Figura 2. Distribucién de muestras analizadas de Mallorca para X. fastidiosa
(positivos en rojo y negativos en verde)
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Tabla 3. Ndmero de muestras analizadas, resultados positivos y porcentaje de positivos
obtenidos en Ibiza entre el 6 de octubre de 2016 y el 15 de septiembre de 2017,
respecto a la deteccién de Xylella fastidiosa

Muestras analizadas en Ibiza (6/10/2016 a 15/09/2017)  Num. andlisis ~ Ndam. positivos %
Total 661 20 14
Acacia de hoja azul (Acacia saligna) 14 2 14
Lavanda (Lavandula sp.) 16 B) 14
Adelfa (Nerium oleander) 72 5 7
Olivo (Olea europaea var. europaea) 110 30 27
Acebuche (Olea europaea var. sylvestris) 142 44 31
Lechera del cabo (Polygala myrtifolia) 5 2 20
Almendro (Prunus dulcis) 66 3 5
Romero (Rosmarinus officinalis) 59 1 2
Otras 46 especies vegetales 177 0 0

Figura 3. Distribucién de muestras analizadas de Ibiza para X. fastidiosa
(positivos en rojo y negativos en verde)
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Tabla 4. Nimero de muestras analizadas, resultados positivos y porcentaje
de positivos en Menorca entre octubre de 2016 y el 15 de septiembre de 2017,
respecto a la deteccién de Xylella fastidiosa

Muestras analizadas en Menorca (6/10/2016 a 15/09/2017)  Nim. anélisis ~ Num. positivos %

Total 415 69 17
Higuera (Ficus carica) 19 1 5
Olivo (Olea europaea var. eurgpaea) 22 7 32
Acebuche (Olea europaea var. sylvestris) 220 50 23
Lechera del cabo (Polygala myrtifolia) 3 3 100
Almendro (Prunus dulcis) 22 7 32
Romero (Rosmarinus officinalis) 4 1 25
Otras 28 especies vegetales 125 0 0

Figura 4. Distribucién de muestras analizadas de Menorca para X. fastidiosa
(positivos en rojo y negativos en verde)
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Tabla 5. Ndmero de muestras analizadas procedentes de Formentera
entre octubre de 2016 y el 15 de septiembre de 2017

Muestras analizadas en Formentera (6/10/2016 a 15/09/2017)

Niam. andlisis  Nam. positivos

Total 124 0
Acacia de hoja azul (Acacia saligna) 4 0
Citrus sp. 1 0
Naranjo amargo (Citrus aurantium) 1 0
Enebro (Juniperus oxycedrus) 4 0
Sabina (Juniperus phoenicia) 6 0
Lavanda (Lavandula dentata) 6 0
Adelfa (Nerium oleander) 6 0
Olivo (Olea europaea var. europaea) 51 0
Acebuche (Olea europaea var. sylvestris) 10 0
Lechera del cabo (Polygala myrtifolia) 3 0
Romero (Rosmarinus officinalis) 9 0
Otras 46 especies vegetales 23 0

Figura 5. Distribucién de muestras analizadas de Formentera para X. fastidiosa
(todas negativas hasta 15/09/2017)
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Como se observa en las figuras anteriores, la distribucién de los brotes
positivos en las islas de Mallorca, Menorca e Ibiza es amplia. Cada positivo
determina una zona infectada, por lo que hasta el 15 de septiembre de 2017
en las Islas Baleares existian 458 zonas infectadas (radio de 100 m), y debido
a que a principios de la anualidad 2017 se decidié demarcar la totalidad del
territorio balear dada la dispersién de la bacteria el resto de superficie se con-
sidera zona tampén. Por todo ello, se entiende que la zona demarcada (ZI +
ZT), establecida segtin la Decision de Ejecucién (UE) 2015/789, ocupa ya el
100 % del territorio balear.

Respecto a las determinaciones de las subespecies y genotipos de X. fas-
tidiosa, los andlisis se realizaron en el laboratorio de «Biologia y Ecologia de
la microbiota del suelo» del IAS-CSIC, partiendo de ADN extraido de las
muestras positivas y enviado por el LNR o bien por el LOSVIB. Se deter-
miné mediante amplificaciones y secuenciaciones del gen del factor sigma
70 de la RNA polimerasa y la técnica de tipificacién multilocus de secuencias
(MLST). Los resultados mostraron una gran diversidad genotipica, encon-
trandose en el archipiélago balear 3 subespecies de X. fastidiosa y 4 genotipos
distintos, dos de ellos no descritos hasta la fecha. Concretamente, como se
puede observar en la Tabla 6, hasta el 15 de septiembre de 2017 se habia
detectado y caracterizado la presencia en Mallorca de X. fastidiosa subsp. fas-
tidiosa del grupo genético ST1 y de X fastidiosa subsp. multiplex del grupo
genético ST7 y X. fastidiosa subsp. multiplex de un grupo genético cercano al
ST6 pero no descrito hasta la fecha. En Menorca todos los positivos caracte-
rizados se correspondian con este tltimo de Mallorca. Mientras que en Ibiza
todos las positivos caracterizados corresponden a X. fastidiosa subsp. pauca, y
se les ha asignado un nuevo grupo genético, ST80, ya que no se habia descrito
hasta la fecha.

Estos datos indican que ha habido multiples introducciones de X. fas-
tidiosa en las islas. Ademds, su amplia distribucién hace suponer que estas
entradas sucedieron hace varios afios.
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Tabla 6. Subespecies y ST de Xylella fastidiosa identificados en las muestras
de Baleares segiin isla y especie vegetal hospedante

Isla Hospedante subsp. ST

Almendro

Cerezo

Jaguarzo Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa ST1
Lechera del cabo

Vid

Lechera del cabo Xylella fastidiosa subsp. multiplex ST7

Acacia
Mallorca Acebuche
Fresno
Higuera Xylella fastidiosa subsp. multiplex
Lavanda
Lechera del cabo
Olivo

Nuevo,*
cercano a ST 6

Adelfa
Ciruelo En estudio En estudio
Romero

Acacia
Acebuche
Lavanda Xylella fastidiosa subsp. pauca ST 80 (Nuevo)*
Lechera del cabo
Ibiza Olivo

Adelfa
Almendro En estudio En estudio
Romero

Acebuche
Lechera del cabo
Olivo

Menorca Romero

Xylella fastidiosa subsp. multiplex Nuevo*, cercano a ST 6

Higuera
Almendro

En estudio En estudio

* Nuevo: indica un ST no previamente descrito, con una secuencia distinta de las ya estudiadas.
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2.2, Sintomas observados

Los sintomas que se han observado en las plantas infectadas son variables
e inespecificos. Dependiendo de la especie vegetal, se ha observado decai-
miento, disminucién del desarrollo, clorosis foliar, abarquillamiento, seca de
dpices y mdrgenes de las hojas y defoliacién. No obstante, plantas con uno o
varios de estos mismos tipos de sintomas resultaron negativas, lo cual puede
explicarse debido a que los sintomas que causa X. fastidiosa, al obstaculizar el
flujo de agua y nutrientes por el xilema, se suponen muy similares a los que
podrian causar otras patologias que produjeran igualmente un flujo deficiente
de savia bruta, desde enfermedades fungicas hasta sequia, o que en la mues-
tra tomada la cantidad de bacteria fuese baja para detectarla. Por otro lado,
también se ha detectado un considerable niimero de muestras positivas sin
sintomas o asintomaticas.

En cualquier caso, en este apartado se describirdn los sintomas mds des-
tacables que se observaron en algunos hospedantes, sin que con ello se quie-
ra expresar una asociacion inequivoca de dichos sintomas a la infeccién por

X. fastidiosa.

Olivo y acebuche

En observaciones en campo, la seca de brotes y ramas acompanada de
defoliacién (Figuras 6y 7) es lo mds destacable en los casos positivos de Olea
europaea, especialmente en los acebuches (O. europaea var. sylvestris). Aunque,
si se observaban detenidamente las hojas, estas no siempre presentaban un
mismo sintoma que se pudiera asociar a X. fastidiosa. En ocasiones se po-
dian observar dreas secas y marrones con distribucién irregular en las hojas y
abarquillamiento de las hojas hacia el envés (Figura 8). En otros casos estas
secas se encontraban solo en el extremo apical de la hoja (Figura 9). Algunas
muestras positivas mostraban clorosis marginales y apicales en las hojas (Figu-
ra 10). Cabe destacar otro sintoma observado en algunas muestras positivas,
consistente en una muy acusada clorosis del nervio central de las hojas unida a
una seca o necrosis del dpice, aunque algunas muestras con el mismo sintoma
fueron negativas (Figura 11). No obstante, también se detectaron muestras
positivas que eran completamente asintomdticas (Figura 12).
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Figura 6. Acebuches infectados por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando defoliacién y seca de ramas

Figura 7. Masa forestal con acebuches infectados por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando defoliacién generalizada y seca de ramas.
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Figura 8. Sintomas en hojas de acebuche (A, B) y olivo (C) infectadas
por X. fastidiosa en Mallorca

A B C

Figura 9. Hojas de olivo infectadas por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando secas apicales
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Figura 10. Hojas de olivo infectadas por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando clorosis apicales y marginales

Figura 11. Hojas de olivo mostrando clorosis y secas apicales y marginales:
positivo (A) y negativo (B) para X. fastidiosa
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Figura 12. Hojas asintométicas de acebuche, positivas para X. fastidiosa

Almendro

En almendros, la mayoria de las muestras positivas mostraban sintomas
de clorosis y seca de los extremos apicales y los mdrgenes de las hojas evolu-
cionando a una seca generalizada del follaje de la copa (Figura 13), similares
a los descritos en California para la enfermedad conocida como almond leaf
scorch (debido al aspecto quemado de las hojas) o golden death (debido al color
amarillo del follaje en los estadios finales). No obstante, algunas muestras que
no delataban estos sintomas también resultaron positivas.
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Figura 13. Almendros infectados por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando necrosis marginales y apicales del limbo foliar

Cerezo y ciruelo

Los cerezos (Figura 14) y el ciruelo (Figura 15) positivos presentaban de-
caimiento generalizado y defoliacién. En hoja se observaba clorosis y necrosis
marginales de los limbos.

Figura 14. Hoja de cerezo infectada por X. fastidiosa, en Mallorca
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Figura 15. Hoja de ciruelo infectada por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando necrosis marginales

Vid

Las muestras positivas mostraban decaimiento, seca de racimos, clorosis
y necrosis marginales en las hojas, con halos amarillos en variedades blancas
(Figura 16) y rojizos en variedades tintas (Figura 17). Las hojas que mostraron
sintomas solian presentar menor tamano, deformaciones y asimetria. En algu-
nas ocasiones presentaron «islas verdes» o zonas no agostadas en sarmientos.
En definitiva, sintomas similares a los descritos para la enfermedad de Pierce
en Estados Unidos.
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Figura 16. Hojas de vid variedad blanca ‘Moscatel’ infectada por X. fastidiosa
en Mallorca, mostrando necrosis marginales, clorosis y asimetria

Figura 17. Hojas de vid variedad blanca ‘Parellada’ infectada por X. fastidiosa en
Mallorca, mostrando necrosis de margenes con halo clorético y asimetria. Racimo
desecado de la misma variedad
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Figura 18. Hojas de vid variedad tinta ‘Callet’ infectada por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando necrosis marginales con halos de tonos rojizos

Polygala myrtifolia

En general, las poligalas (lechera del cabo) infectadas presentaban defolia-
cién, clorosis en hoja y especialmente una seca de los extremos apicales, tanto
en Mallorca (X. fastidiosa subsp. multiplex y X. fastidiosa subsp. fastidiosa)
como en Ibiza (X. fastidiosa subsp. pauca) (Figura 19).

Figura 19. Plantas de Polygala myrtifolia infectadas por X. fastidiosa
en Mallorca (A, B) e Ibiza (C), mostrando secas de 4pices de las hojas

A B C
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Acacia

Los sintomas observados en las acacias positivas tanto en Mallorca (X.
fastidiosa subsp. multiplex) como en Ibiza (X fastidiosa subsp. pauca) fueron
defoliacidn, seca y necrosis de brotes y de los margenes de las hojas.

Figura 20. Muestras de Acacia saligna infectadas por X. fastidiosa subsp. multiplex
en Mallorca (A, B), mostrando seca de dpices y margenes en las hojas (A)
y seca de brotes (B), y 4rbol entero de la misma especie en Ibiza también infectado
por X. fastidiosa subsp. pauca, mostrando defoliacién (C)

A B C

Romero

En algunas ocasiones las muestras de romero positivas mostraron decai-
miento generalizado, defoliacién, seca y una coloracién marrén en las hojas
(Figura 21A), pero en otras ocasiones mostraron hojas con puntas secas y una
franja clorética por debajo (Figura 21B).
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Figura 21. Muestras de romero infectadas por X. fastidiosa en Mallorca,
con seca de hojas, tonos marrones (A) y puntas secas con franja clorética (B)

A B

Lavandula sp.

Los sintomas observados en las muestras de Lavandula positivas com-
prendian decaimiento generalizado y seca de hojas, comenzando por los ex-

tremos apicales y mostrando en algunos casos franjas cloréticas bajo la seca
(Figura 22).

Figura 22. Muestras de Lavandula infectadas por X. fastidiosa en Ibiza

A B C
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Jaguarzo

Las muestras positivas de Cistus monspeliensis mostraban clorosis junto
con seca y necrosis de los mérgenes de las hojas (Figura 23).

Figura 23. Muestra de Cistus monspeliensis infectada por X. fastidiosa en Mallorca,
mostrando clorosis y seca de hojas

Adelfa

Las muestras positivas mostraban secas en los bordes de las hojas, si bien
algunas muestras analizadas con esta misma sintomatologia resultaron negati-

vas (Figura 25). Asimismo, una muestra totalmente asintomdtica result6 po-
sitiva (Figura 24B).

Figura 24. Muestras de Nerium oleander positivas para X. fastidiosa, sintomdtica (A)
y asintomdtica (B)

A B
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Figura 25. Muestra negativa de Nerium oleander mostrando necrosis de los tejidos
de los mérgenes de las hojas. Los andlisis para X. fastidiosa resultaron negativos

Fraxinus angustifolia

Los fresnos positivos mostraban una acusada defoliacién como se aprecia
en la Figura 26.

Figura 26. Fraxinus angustifolia infectado por X. fastidiosa en Mallorca

254 MONOGRAFIAS CAJAMAR CAJA RURAL



Xylella fastidiosa en las Islas Baleares
Diego Olmo et al.

2.3. Aislamiento de la bacteria

Aunque para las detecciones de Xylella fastidiosa, siguiendo el protocolo
propuesto por la EPPO (EPPO, 2016), no es necesario el aislamiento en me-
dio de cultivo para dar por positiva una muestra, este es muy importante para
abordar estudios posteriores (estudios genéticos de las cepas, inoculaciones,
etc.). Sin embargo, una caracteristica de esta bacteria es la dificultad de su
aislamiento en medio de cultivo y, aunque en el protocolo EPPO se describe
la metodologia aconsejada, se suman diversos factores que influyen mucho en
la obtencién de resultados positivos en los aislamientos, entre ellos la cantidad
de bacterias en la muestra, o el tiempo transcurrido entre la toma de muestras
y la realizacién de los aislamientos.

A partir de muestras vegetales de Baleares se han conseguido més de una
docena de aislamientos positivos hasta la fecha de publicacién de este libro,
provenientes de muestras de cerezo, almendro y vid.

3. Medidas de control

Como consecuencia del primer brote de X. fastidiosa en Mallorca, se apli-
caron las medidas fitosanitarias dirigidas a la erradicacién que se establecen en

la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/7809.

Posteriormente, en vista de la aparicién de nuevos brotes positivos am-
pliamente distribuidos tanto en Mallorca como en Menorca e Ibiza, se tomé
la decisién de prohibir la salida de material vegetal para plantacién de hospe-
dantes especificados. Asi mismo se prohibié el movimiento de dicho material
vegetal entre la isla de Ibiza y el resto del territorio balear, dado que en Ibiza la
subespecie presente es distinta a la de las otras islas (Resolucién del consejero
de Medio Ambiente, Agricultura y Pesca de 10 de febrero de 2017).

Desde el Servicio de Agricultura del Gobierno Balear se redacté un ma-
nual de buenas pricticas y gestion del suelo y de la flora adventicia para luchar
contra los vectores potenciales, y se realizaron numerosas actividades de divul-
gacién y comunicacién (jornadas, charlas, tripticos, carteles, etc., Figura 27)
dirigidas tanto a representantes del sector agrario como a la sociedad balear
en general. Asi mismo, se impartié un curso en Mallorca para inspectores de
sanidad vegetal de otras regiones de Espafia, durante el cual los asistentes pu-
dieron ver algunos sintomas en campo y conocer las actuaciones que se llevan
a cabo en Baleares.
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Figura 27. Ejemplos de carteles y publicaciones acerca de X. fastidiosa
elaboradas por el Gobierno Balear y el MAPAMA

3.1. Aplicacion de las medidas de la Decision de Ejecucion (UE)
2015/789

Debido a la aparicién del primer brote, se establecié un plan de erradica-
cién, determinando una zona infectada (ZI), es decir, un drea circular con un
radio de 100 metros alrededor de la ubicacién de los cerezos positivos, y una
zona tampoén (ZT), con un radio de 10 km, denomindndose la zona demar-

cada (ZD) a la suma de las zonas ZI y ZT.

Se eliminaron, por incineracidn, los ejemplares infectados, as{ como todas
las plantas huéspedes de X. fastiodiosa subsp. fastidiosa de las especies vegetales
de los listados de hospedantes en Europa (articulo 1b de la Decisién (EU)
2015/2417), que en aquel momento eran Nerium oleander y Prunus avium,
siendo esta tltima incluida en los listados oficiales de la UE a raiz del caso de
Mallorca, y se prohibié su plantacién en la zona infectada.
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Asimismo, por el principio de precaucién fitosanitaria, se eliminaron por
incineracién todas las plantas hospedantes de X. fastidiosa listadas en la base
de datos de la Comisién Europea de cualquier subespecie de dicha bacteria,
resultando un total de 1.921 ejemplares de 41 especies vegetales diferentes.

Se realizaron nuevos muestreos de manera exhaustiva de otras especies
sensibles tanto en la zona infectada como en la zona tampén, estableciéndose
para ello una cuadricula de 100 por 100 m dentro de la zona tampén que
determinaba las dreas a muestrear.

Ademds, como se establece en la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789 se
prohibié el movimiento de vegetales especificados (hospedantes a cepas de X.
Jastidiosa europeas y no europeas), desde la zona infectada hacia la zona tam-
pén y desde la zona demarcada hacia zonas libres de la bacteria. Para difundir
esta medida, se colocaron carteles (Figura 28) en las carreteras y caminos de
acceso a la zona demarcada. Ademds, en los puntos de venta de plantas dentro
de la zona demarcada, se hace firmar una hoja de compromiso a los compra-
dores de vegetales especificados, mediante la cual dan su conformidad acerca
del conocimiento de la prohibicién del movimiento de las plantas adquiridas
hacia zonas libres de X. fastidiosa.

Figura 28. Cartel recordatorio de la prohibicién de traslado de vegetales
especificados que se colocaron en los caminos de acceso a la zona demarcada
del primer brote de X. fastidiosa en Mallorca
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3.2. Prohibicién de salida de material vegetal especificado
de las Islas Baleares y desde 1Ibiza al resto de islas

La prohibicién se realizé mediante la Orden APM/21/2017, por la que
se establecen medidas especificas de prevencién en relacién con la bacteria X.
fastidiosa, y la Resolucién del consejero de Medio Ambiente, Agricultura y
Pesca de 26 de enero de 2017 por la cual se declara la existencia de la plaga X.
fastidiosa (Wells et al.), en todo el territorio de las Islas Baleares, se adoptan
medidas fitosanitarias cautelares y de contencidn para evitar la propagacién de
la bacteria y se prohibe la salida desde el territorio de la comunidad auténoma
de las Islas Baleares de todos los vegetales para la plantacién, excepto las semi-
llas, pertenecientes a los géneros o especies que estén incluidos como vegetales
especificados en la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789

Asimismo, mediante Resolucién del consejero de Medio Ambiente, Agri-
cultura y Pesca de 10 de febrero de 2017, se prohibe la salida desde el territo-
rio de la isla de Ibiza hacia el resto de las Islas Baleares de todos los vegetales
para la plantacién, excepto las semillas, que estén incluidos como vegetales
especificados en la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789.

Para el control del cumplimiento de estas prohibiciones se ha creado una
comisién mixta entre la Guardia Civil y la Direccién General de Agricultura

del Gobierno balear.

3.3. Buenas prdcticas para la prevencion de Xylella fastidiosa

El Servicio de Agricultura del Gobierno balear publicé en mayo de 2017
una gufa de buenas pricticas agrondémicas encaminadas a prevenir en los cul-
tivos las infecciones por X. fastidiosa.

La presencia de X. fastidiosa en las Islas Baleares obliga, tanto a la Admi-
nistracién competente en materia de agricultura como al sector primario, a
utilizar todas las herramientas de control de que disponen. Sin embargo, y
pese a que esta bacteria es un problema comun, las actuaciones de prevencién
pueden ser diferentes en la agricultura convencional o integrada que en la
ecoldgica. A fin de presentar las lineas de actuacion en materia de prevencién
fitosanitaria contra la bacteria para que cada agricultor actie segin la gestion
de su explotacién (convencional, integrada o ecoldgica), el documento recoge
informacién bdsica comun sobre la enfermedad, la transmisién, la sintomato-
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logfa, la descripcién del vector y, finalmente, las buenas pricticas agronémicas
para la prevencién de la bacteria que prevén las diferentes estrategias.

La guia recoge los siguientes apartados: a) buenas pricticas de gestién del
suelo; b) buenas practicas de gestién de la fertilizacidn; c) buenas practicas
de gestién del riego; d) buenas pricticas de poda y gestién de los restos de
poda; e) control de los vectores; f) reduccién de la atractividad del cultivo; g)
calendario de buenas pricticas agronémicas para la prevencién y el control de
X fastidiosa. Puede consultarse en la pdgina web del MAPAMA: http://www.
mapama.gob.es/es/agricultura/temas/sanidad-vegetal/xylella- fastidiosa/ y en
la de Sanidad Vegetal del Gobierno Balear: http://sanitatvegetal.caib.es.

4. Aplicacion del plan de actuacién para combatir
Xylella fastidiosa en las Islas Baleares

Dado que el protocolo de erradicacién en cultivos al aire libre es inviable,
debido a que la bacteria estd extendida por la mayoria del territorio de las
Islas Baleares, ademds de tener un rango de hospedantes muy amplio y de la
presencia de numerosos vectores potenciales, el Gobierno de las Islas Balea-
res establecié que el Gnico escenario posible era la contencién, quedando asi
plasmado en el articulo 3 de la Resolucién del consejero de Medio Ambiente,
Agricultura y Pesca de 26 de enero de 2017, por la que se declara la existencia
de la plaga X fastidiosa (Wells et al.) en todo el territorio de las Islas Baleares
y se adoptan medidas fitosanitarias cautelares y de contencién para evitar su
propagacién (BOIB 14, 2 de febrero de 2017), que establece la aplicabilidad
del articulo 7 de la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789.

Se estdn eliminando y destruyendo todos los vegetales y partes de vege-
tales que han sido inspeccionados y en los que la infeccién se ha demostrado
mediante la realizacién de andlisis, ademds de muestrearse los vegetales loca-
lizados en un radio de 100 metros alrededor de los infectados, especialmente
las plantas hospedantes con independencia de su estado sanitario, los vegetales
donde la infeccién por X. fastidiosa esté establecida y los vegetales con sinto-
mas de una posible infeccidn, o sospechosos de estar infectados por la bacteria.

Esta eliminacién se lleva a cabo de tal manera que no quede ningin resto
del vegetal, y se toman todas las precauciones necesarias para evitar la propa-
gacién de X. fastidiosa durante y después de la eliminacién. La destruccién se
lleva a cabo in situ o en un lugar cercano designado a tal fin, mediante quema
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controlada. De los 458 plantas positivas que se han detectado hasta la fecha,
se han eliminado 271 (aproximadamente el 60 %).

El Gobierno de las Islas Baleares estd intensificando las inspeccio-
nes oficiales para la deteccién de hospedantes afectados en cuadriculas de
1 km x 1 km para poder obtener una visién general de la situacién de la dis-
persion de la enfermedad en el territorio de las Islas Baleares. Se han realizado
prospecciones visuales en casi el 70 % del territorio balear, y se han tomado
muestras de aproximadamente el 20 % de las cuadriculas de 1 km x 1 km
establecidas.

Se estd discutiendo en el seno de la Comisién Europea una modificacién
de la Decisién de ejecucién (UE) 2015/789, donde el Gobierno Balear y el
MAPAMA han solicitado la cualificacién de las Islas Baleares como zona in-
fectada a los efectos de poder aplicar el protocolo de contencién regulado en
el articulo 7 de la Decisidn.
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1. Introduccién

En junio de 2016, la Generalitat Valenciana aprobé el Plan de Contin-
gencia Autonémico frente a X. fastidiosa, basado en el Plan de Contingencia
Nacional, pero adaptado a las caracteristicas y cultivos especificos de la Co-
munidad Valenciana. Este plan ha sido revisado en enero del 2017, incremen-
tindose considerablemente las intensidades de prospeccién en los principales
cultivos de nuestra comunidad auténoma (citricos, vifia, olivo, Prunus spp.
y plantas ornamentales) asi como en la gran cantidad de empresas inscritas
en nuestros registros como proveedores de material vegetal de reproduccién
y también en parques y jardines de titularidad publica y privada, todos ellos
considerados como puntos criticos de riesgo de introduccién de la bacteria en
nuestro territorio. Con estas directrices, se han realizado mds de 2.000 pros-
pecciones entre 2015 y junio de 2017, principalmente en zonas de mayor
riesgo climdtico para el establecimiento de la enfermedad, como se senala en
la Figura 1.

De las prospecciones de material vegetal citadas, en 2015 se analizaron
468 muestras procedentes de viveros y de plantaciones en el Laboratorio de
Diagnéstico Fitopatolégico (LDF), que es el laboratorio oficial de la Comu-
nidad Valenciana en materia de sanidad vegetal, pertenecientes a especies di-
ferentes (naranjo, mandarino, pomelo, citricos hibridos, olivo, almendro, vid,
adelfa, Choisya ternatay Polygala myrtifolia). En 2016 se analizaron 423 mues-
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tras, entre las que se incluyeron nuevas especies, ademds de las anteriormente
citadas (limonero, kumquat, cafeto, ciruelo, albaricoquero, cerezo, laurel, ro-
mero, Prunus mahaleby Quercus ilex). Todas estas muestras dieron resultados
negativos para la deteccién de X. fastidiosa.

El plan de contingencia autonémico también establece una extensa red
de trampeo distribuida por todo el territorio de la Comunidad Valenciana,
basada en la existente dentro del Plan de Vigilancia Fitosanitaria Citricola y
amplidndola considerablemente. De los 123 puntos de instalacién iniciales,
se ha ampliado hasta un total de 1.161 puntos donde se colocan y revisan
periédicamente trampas cromotrépicas amarillas, para la deteccién de varios
insectos plaga incluidos los posibles vectores descritos para X. fastidiosa. Aun-
que estas trampas no son el método mds efectivo para la monitorizacién de
los vectores de X. fastidiosa (Capitulo 4), por su operatividad, se mantienen
aunque estd previsto para la préxima primavera iniciar la monitorizacién afia-
diendo otros métodos més eficaces como el mangueo, el vareo de ramas, el
embolsado y la utilizacién de esprays pegajosos en los brotes. En la Figura 2 se
detallan los puntos de instalacién de trampas.

Desde 2015 hasta el 22 de septiembre de 2017, se han revisado mds de
44.500 trampas para buscar posibles vectores (afroféridos, cercépidos, cicd-
didos o cidadélidos), con un total de 260 capturas. En los posibles vectores
capturados y analizados hasta el momento, no se ha detectado la bacteria en
ninguno de ellos mediante procedimientos moleculares (Capitulo 5).
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Figura 1. Prospecciones realizadas desde 2015 hasta junio de 2017, superpuestas
a las demarcaciones de riesgo climdtico de establecimiento de enfermedad

Fuente: A. Purcell (1997). Generalitat Valenciana.
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Figura 2. Localizacién de trampas cromotrépicas en la Comunidad Valenciana

Fuente; Generalitat Valenciana.

2. Primer brote de Xylella fastidiosa detectado en la Comunidad
Valenciana

La primera deteccién de X. fastidiosa en la peninsula ibérica se produjo
en la localidad alicantina de El Castell de Guadalest (Comunidad Valenciana,
CV), en una parcela de almendros de 30 anos y de 0,47 ha, el 23 de junio
de 2017, por el Laboratorio Oficial de la Conselleria de Agricultura, Medio
Ambiente, Cambio Climdtico y Desarrollo Rural, y fue confirmada el 28 de
junio de ese mismo afio, como es preceptivo, por el Laboratorio Nacional de

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Xylella fastidiosa en la Comunidad Valenciana
Montserrat Roselld et al.

Referencia (LNR) de Bacterias Fitopatégenas del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Medio Ambiente (MAPAMA), ubicado en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA, Valencia).

La deteccién del primer caso positivo ha sido posible gracias a la colabo-
racién de un agricultor que, tras observar pérdidas de produccién en su plan-
tacién de almendros de las variedades Marcona y Guara, acudié a la oficina
comarcal. Los técnicos de la oficina comarcal se pusieron en contacto con el
Servicio de Sanidad Vegetal y sus inspectores se personaron en la parcela y
procedieron a la toma de muestras, a pesar de que en esa fecha no se encon-
tré sintomatologia compatible con ningin organismo patégeno. Las muestras
tomadas en diciembre de 2016 resultaron negativas para la deteccién de los
patégenos X. fastidiosa, Xanthomonas arboricola pv. pruniy Pseudomonas spp.
Al tratarse de una época poco favorable para la deteccién de cualquier pats-
geno, se acordé volver a muestrear a mediados del mes de mayo de 2017. En
esa fecha tampoco se observaron sintomas atribuibles a ninguna patologfa.
Los andlisis para la muestra asintomdtica de almendro cv. Marcona dieron re-
sultados negativos para la deteccién de X. arboricola pv. pruniy Pseudomonas
spp. Sin embargo, utilizando las dos técnicas mds sensibles recomendadas en
el protocolo EPPO PM 7/24 (2) (EPPO, 2016), la PCR en tiempo real de
Harper ez al. (2010, 2013) y la de Francis ez al. (2006) (Capitulo 5), se obtu-
vieron resultados positivos en ambas para la deteccién de X. fastidiosa. Con
estos resultados, y segin el protocolo mencionado, se considera detectado el
patdgeno en esa muestra. Al tratarse de una muestra asintomdtica, probable-
mente la poblacién bacteriana no era muy alta, por lo que la PCR conven-
cional (Minsavage ez al., 1994), que es una técnica de menor sensibilidad
que la PCR en tiempo real, resulté negativa. Para la preceptiva confirmacion
por el Laboratorio Nacional de Referencia, se procedié a una nueva toma de
muestras a finales de junio y se confirmé por éste la presencia de la bacteria
en las muestras de almendro analizadas. En ese momento, y tras dos semanas
de temperaturas inusualmente cdlidas en esa zona, los drboles mostraban los
sintomas tipicos de la quemadura de la hoja del almendro (almond leaf scorch
disease, ALSD) causada por X. fastidiosa. Los andlisis correspondientes a la
determinacién de la subespecie se realizaron en el Instituto de Agricultura
Sontenible del CSIC (Cérdoba), e indicaron que se trataba de X. fastidiosa
subsp. multiplex STG.
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3. Sintomatologia de Xylella fastidiosa en almendro

A finales del mes de junio, los sintomas atribuibles a la quemadura de la
hoja del almendro causada por X. fastidiosa subsp. fastidiosa y subsp. multiplex
en California, eran visibles en las hojas de los almendros afectados. Sin em-
bargo, hay que recordar que estos sintomas no son especificos y pueden con-
fundirse con otros provocados por factores abidticos tales como estrés hidrico
o salinidad, o por otros patégenos como hongos de madera, etc.

Un sintoma caracteristico, que puede apreciarse fundamentalmente solo
en los primeros momentos, es una tonalidad de la escaldadura ligeramente
dorada y que al tacto no es seca ni quebradiza. Esta lesién suele ir precedida
de una zona o banda clorética. Con el tiempo, la escaldadura toma una to-
nalidad mds atabacada y se vuelve mds seca y quebradiza, llegando a afectar a
la totalidad del 4rbol. Este sintoma es conocido en California como Golden
death o muerte dorada

En las Figuras 3 a 7 se muestran diversos aspectos de los sintomas que se
han observado en almendros afectados de la zona del primer brote. También
se han observado diferencias en cuanto a la manifestacién de sintomas de
unas variedades de almendro a otras. Los drboles de cultivares tipo 'Marcona'
presentan una sintomatologia mucho mds evidente y generalizada que los tipo
Guara. Este hecho serd también objeto de seguimiento a partir de la préoxima
brotacién primaveral del almendro.

Figura 3. Hojas muestreadas de almendro afectado por Xylella fastidiosa,
mostrando escaldaduras marginales y apicales del limbo con color dorado.
Se observa la zona clorética que precede a la escaldadura
(El Castell de Guadalest, Alicante, junio de 2017)
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Cabe senalar que X. fastidiosa, hasta la fecha de publicarse este libro, solo
se ha detectado en la Comunidad Valenciana en almendro, a pesar de que en
la zona afectada se encuentran plantaciones en las que se cultivan simultdnea-
mente almendros y olivos.

Figura 4. Hojas de almendro mostrando escaldadura apical y zona clorédtica
(EI Castell de Guadalest, Alicante, junio de 2017)
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Figura 5. Hojas de almendro afectado por Xylella fastidiosa,
mostrando escaldaduras marginales y apicales del limbo.
(EI Castell de Guadalest, Alicante, septiembre de 2017)

* En este caso, al ser final de septiembre, la escaldadura es de color mds atabacado, y es mds seca y quebradiza. La zona
clordtica, aungue visible, es menos perceptible.

Figura 6. Sintomas generalizados de quemadura en almendros afectados

por Xylella fastidiosa (El Castell de Guadalest, Alicante, septiembre de 2017)
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Figura 7. Aspecto de almendro seco prematuramente debido a la presencia de Xylella
Jfastidiosa, lo que se conoce con el nombre de golden death o muerte dorada

4. Situacién actual de Xylella fastidiosa en la Comunidad
Valenciana

En 2017, y hasta el momento de la primera deteccién, se habian analiza-
do 232 muestras de distintas especies vegetales, con resultado negativo. Tras la
primera deteccién en El Castell de Guadalest (Alicante), se aplicaron las me-
didas especificadas tanto en la Decisién de Ejecucién (UE) 2015/789 como
en los planes de contingencia nacional y autonémico, asi como las descritas
en el plan de accién de nuestra comunidad auténoma, aprobado en julio de
2017, que recoge las medidas especificas que deben adoptarse para la lucha
frente a esta enfermedad (Capitulos 7 y 14).

A partir de esta deteccién, y tras publicar la Resolucién de 6 de julio de
2017 (DOGYV de 7 de julio de 2017), por la cual se declaraba la existencia
oficial de la enfermedad, se calificaba de utilidad publica su lucha, se estable-
cia la zona demarcada y se especificaban las medidas obligatorias a realizar en
dicha zona, se iniciaron las prospecciones obligatorias en la zona demarcada,
y; a finales de julio, se detectd de nuevo la presencia de la bacteria en otra plan-
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tacién de almendros adultos, cercana a la primera, en el término municipal de
Benimantell, como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Zona demarcada en Alicante (Comunidad Valenciana) a 25 de julio de 2017

Fuente: Generalitat Valenciana, Servicio de Sanidad Vegetal.

Tras la declaracién de ambos brotes y el establecimiento de la zona de-
marcada, han sido numerosos los avisos de agricultores y particulares que se
ponen en contacto con el Servicio de Sanidad Vegetal, gracias a toda la in-
formacién que se ha ido publicando. Fruto tanto de estos avisos como de las
prospecciones que se estdn realizando, el 5 de septiembre se publicé una nue-
va Resolucién (DOGV de 5 de septiembre de 2017) por la cual se declaran
26 nuevas parcelas con almendros infectados por esta enfermedad, 23 de las
mismas situadas dentro de la zona demarcada existente hasta esa fecha, pero
3 de ellas localizadas fuera, por lo que se delimité la nueva zona demarcada

que se muestra en la Figura 9 incrementando la zona demarcada a cerca de
111.000 ha.

En la nueva zona demarcada se han tomado 1.267 muestras (hasta el
22 de septiembre), siendo positivas 45 muestras de almendro (pertenecientes
a las parcelas mencionadas) y el resto negativas o pendientes de resultado en
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esa fecha. Estas muestras provienen de viveros (184), plantaciones (1.030),
medio natural (31) y jardines (22). Por cultivos, las muestras corresponden
a olivo (485), almendro (417), vid (169), higuera (65), citricos (23), adelfa
(21), otros Prunus spp. (17), Polygala spp. (11), romero (8), artrépodos (8)
y el resto pertenece a especies del medio natural, a otros cultivos y plantas
ornamentales (como Quercus spp., laurel, y Acer pseudoplatanus, entre otros).

Figura 9. Zona demarcada actual en Alicante (Comunidad Valenciana)
a 22 de septiembre de 2017

Fuente: Generalitat Valenciana, Servicio de Sanidad Vegetal.

Respecto a las medidas tomadas, hasta el 22 de septiembre de 2017 se
habian tratado 36 parcelas para el control de vectores con Lambda Cihalotrin
(autorizado en almendro, olivo, vid, frutales de hueso y eriales), y se habian
triturado 594 almendros que se hallaban en 19 parcelas (parcela infectada y
radio de 100 m alrededor), asi como parte de la vegetacién de sotobosque en
terreno forestal que entraba dentro de la zona de erradicacién.

Ademds, se ha inspeccionado e inmovilizado el material especificado de
un total de 42 viveros y centros de jardineria que se hallan dentro de la zona
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demarcada actual, de los cuales 15 son unicamente comerciantes, y la gran
mayoria se dedica al comercio local. Se ha prohibido trasladar fuera de las
zonas demarcadas los vegetales especificados que han sido cultivados durante
al menos parte de su vida en una zona demarcada. No obstante, se estd auto-
rizando el movimiento de vegetales especificados dentro de la zona tampén,
acompanados de pasaporte fitosanitario, y con una declaracién responsable
firmada para cada transaccién en la que se especifique el destino de la zona
tampén de la mercancia.

En la Figura 10 se puede ver el total de cuadriculas prospectadas (actua-
lizada a 5 de octubre de 2017). Se trata de un muestreo intensivo en la zona
demarcada basado en cuadriculas de 1 km?, que se realiza para determinar
con mayor rapidez el alcance de la enfermedad en la actual zona demarcada.

Figura 10. Cuadriculas prospectadas en la zona demarcada de Alicante
(Comunidad Valenciana) hasta el 5 de octubre de 2017

Las prospecciones y los andlisis de muestras siguen activos, por lo que los
nuevos positivos que se detecten a partir de ahora podrian dar lugar a cambios
en la zona demarcada. Asi mismo se estd realizando la prospeccién obligatoria
que establece la Decisién europea basada en cuadriculas de 10.000 m?.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Xylella fastidiosa en la Comunidad Valenciana
Montserrat Roselld et al.

Por lo que respecta a la totalidad de la Comunidad Valenciana, durante
2017 (hasta el 22 de septiembre) se han tomado 3.185 muestras, 45 han resul-
tado positivas para la deteccién de X fastidiosa (correspondientes a muestras
de las parcelas de la zona demarcada) y 2.385 negativas, y el resto estdn pen-
dientes de resultado en el momento de publicar este libro. Desglosadas por
provincias, 310 corresponden a la provincia de Castellén, 1.156 a la provincia
de Valencia y 1.719 a la de Alicante (de las cuales 1.267 corresponden a la
zona demarcada). Proceden de viveros 1.655, de plantaciones regulares 1.337,
de viveros forestales y del medio natural 128 y de parques y jardines 62 mues-
tras. Hasta octubre de 2017, X fastidiosa no se ha detectado en la Comunidad
Valenciana en otros lugares distintos de los mencionados en la provincia de
Alicante ni en otras especies vegetales que no sea el almendro.
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1. Legislacion en la UE, antecedentes

En primer lugar, de cara a una mejor comprensién del sistema normativo
en materia de sanidad vegetal dentro de la Unién Europea, habria que explicar
cémo se fundamenta y en qué normas de mayor rango se sustenta.

Hasta la publicacién del Reglamento (UE) 2016/2031, relativo a las medi-
das de proteccién contra las plagas de los vegetales y que serd aplicable a partir
del 14 de diciembre de 2019, la norma de mayor rango que regulaba la sanidad
vegetal en la UE era la Directiva 2000/29/CE del Consejo, de 8 de mayo de
2000, relativa a las medidas de proteccién contra la introduccién en la Comu-
nidad de organismos nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra
su propagacion en el interior de la Comunidad. Dicha Directiva contemplaba
listas de organismos nocivos y de combinaciones material vegetal/organismos
nocivos no presentes en el territorio de la Unién y cuya entrada debia evitarse.
Estos organismos nocivos son los que podemos catalogar como de «cuaren-
tena» u organismos nocivos regulados en la UE. Las medidas fitosanitarias a
aplicar, en aquellos casos en que se produzca una deteccién de alguno de esos
organismos nocivos, son adoptadas por la Comisién en forma de Decisiones de
la Comisién y son de aplicacién directa en todos los Estados miembros.

X fastidiosa es un organismo nocivo de cuarentena que ha tenido un
extenso desarrollo normativo a nivel comunitario desde su aparicién por pri-
mera vez en octubre de 2013 en el territorio europeo. Hay que senalar, sin
embargo, que la bacteria, y sus vectores, ya se encontraban regulados y com-
prendidos en la normativa europea de sanidad vegetal, a saber, la Directiva
2000/29/CE, dado el conocimiento que existia de que era causante de enfer-
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medades de importancia en cultivos como los citricos (clorosis variegada de

los citricos; CVC) y la vid ( enfermedad de Pierce; EP).

X. fastidiosa se encontraba incluida en el Anexo I, Parte A, Seccién I, de la
Directiva 2000/29/CE, como organismo nocivo de cuya presencia no se tiene
constancia en ningtn lugar de la UE, y de la que se prohibe su introduccién
y propagacién. También estaban incluidos, en ese mismo apartado de la legis-
lacién, los insectos vectores de la familia Cicadellidae (especies no europeas),
transmisores de la EP. Por otro lado, la enfermedad conocida como CVC esta
incluida en el Anexo II, Parte A, Seccidn I, de la Directiva 2000/29/CE, aso-
ciada a los vegetales de Cizrus spp., Fortunella spp. y Poncirus spp., ya que el
agente causal, X. fastidiosa, es un organismo cuya introduccién y propagacion

estd prohibida.

La importacién a la UE de plantas de citricos y vid, principales hospedan-
tes de X. fastidiosa, estd prohibida de forma libre, exigiéndose controles riguro-
sos y estancias en centros de cuarentena (Anexo III, Directiva 2000/29/CE).
Asimismo, también estd prohibida la importacién de plantas de Prunus spp.
originarias de paises no europeos, con la excepcién de material en reposo (sin
hojas, flores ni frutos) procedente de paises mediterrdneos, Australia, Nueva
Zelanda, Canadd y los estados continentales de EEUU. Para la importacién
del resto de vegetales destinados a plantacién de especies hospedantes de X.
Jastidiosa, no hay requisitos especificos para esta bacteria contemplados en la
Directiva 2000/29/CE, aunque estdn obligados a ser sometidos a, al menos,
un control fitosanitario en el pais de origen previo a la exportacién (necesario
para la emisién del certificado fitosanitario), y a un control fitosanitario en
frontera previo a su introduccién en la UE.

Ademds, la bacteria X fastidiosa estd recogida en la lista Al de la EPPO
(European Plant Protection Organization), donde estdn incluidos los organis-
mos de cuarentena cuya introduccién en los paises miembros supone un ries-
go fitosanitario evidente, y estd considerada como bacteria de cuarentena en
muchos paises (Turquia, Nueva Zelanda, Suddfrica, Israel, etc.) y en otras
organizaciones regionales de proteccién fitosanitaria (COSAVE, NAPPO,
IAPSC). También estdn incluidos en la lista A1l de la EPPO algunos de los
insectos vectores transmisores de la bacteria: Carneocephala fulgida, Draecu-
lacephala minerva, Graphocephala atropunctata y Homalodisca coagulata.

Por tanto, ya existia una proteccién fitosanitaria frente a la entrada y lle-
gada de esta bacteria al territorio de la Unidn, que implicaba un control en las
fronteras europeas de determinados materiales vegetales sensibles a la misma
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y de los insectos vectores que la transmiten; otra cuestién serfa analizar si la
proteccién era suficiente o ha sido realmente eficaz.

2. Legislacién en la UE y en Espaia: evolucién y situacién
actual

Una vez confirmada la presencia de la bacteria X. fastidiosa en Apulia, Ita-
lia, en octubre de 2013, se pusieron en marcha acciones encaminadas a evitar
la dispersién de la enfermedad por el territorio europeo, asi como a conocer
su posible presencia en otras partes de la Unién Europea. La complejidad
que presenta el comportamiento de la bacteria ha dado lugar a que desde este
primer momento, la Comisién europea haya recabado el apoyo cientifico de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safe-
ty Authority). El primer informe de este organismo, de noviembre de 2013,
aportd informacion inicial sobre el amplio rango de especies huéspedes poten-
ciales, identific6 las posibles vias de entrada y de propagacién de la bacteria,
asi como las opciones de reduccién del riesgo.

Posteriormente, la Comisién europea publicé una primera norma en fe-
brero de 2014 que bdsicamente contemplaba:

* La prohibicién de circulacién fuera de la provincia de Lecce, en Ita-
lia, de material vegetal destinado a la plantacién, salvo determinadas
excepciones.

* La obligacién de los Estados miembros de iniciar prospecciones para
la busqueda del organismo nocivo X. fastidiosa.

En julio de 2014, y a la luz de los trabajos y pruebas que se iban realizan-
do en la zona afectada de Italia, se publicé una nueva decisién de la Comision
que introdujo nuevos elementos:

 Identificé una serie de especies vegetales consideradas hospedantes de
la bacteria y sobre las cuales debian llevarse a cabo labores de inspec-
cién y erradicacién.

* Implementé requisitos para la entrada en la UE de esas especies ve-
getales procedentes de paises donde se sabia que la bacteria estaba
presente.
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e Se establecieron requisitos para el movimiento de dichos vegetales
dentro de la UE cuando procedieran o hubieran transitado por zonas
donde la bacteria estaba presente.

* Continuaba con la importancia de la busqueda de la bacteria en todo
el territorio de la UE, asi como de la informacién y sensibilizacién a
los operadores implicados.

* Contemplaba la obligacién del establecimiento de zonas demarcadas,
cuando se tuviera constancia de presencia de la bacteria, y la aplica-
cién de medidas fitosanitarias obligatorias encaminadas a la erradica-
cién y a evitar la propagacién de la enfermedad.

Es curioso el hecho de que la lista de vegetales especificados, potencial-
mente hospedantes de la bacteria, que no alcanzaba la decena en julio de
2014, se increment6 ampliamente a raiz del siguiente informe de la EFSA.
Ademds, en esa fecha también se considerd que la anchura de la zona tampén
debia ser de solo 2.000 m, distancia que se veria igualmente aumentada en los
siguientes textos legislativos sobre X. fastidiosa.

En enero de 2015 la EFSA ya emitié un dictamen cientifico que identi-
ficé un amplio rango de especies vegetales potencialmente hospedantes de la
bacteria (mds de 350), determiné el nivel de riesgo de entrada y propagacién
de la bacteria, asi como las acciones necesarias a adoptar para minimizar di-
chos riesgos. El citado informe propicié un planteamiento completamente
diferente en la normativa comunitaria, dado el alto riesgo de entrada y propa-
gacién de la bacteria que habia identificado la EFSA.

De esta forma, la Comisién publicé una nueva Decisién en mayo de
2015 en la que se introducia, como principal novedad, una lista de «vegetales
especificados», es decir, una amplia relacién de especies vegetales que se habia
confirmado que eran sensibles (podian llegar a estar infectadas tanto por cepas
europeas como no europeas de la bacteria, y tanto por infeccién natural como
experimental e incluso por alguna via desconocida) y sobre las cuales se debia
aplicar la normativa comunitaria. Dicha lista de «vegetales especificados» al-
canzaba 214 especies de plantas en esa fecha y se encuentra en el Anexo I de
la citada Decisién.

Por otra parte, se establecié otra lista de vegetales, denominados «plantas
hospedadoras», donde se incluian aquellas especies que se habian confirmado
como sensibles (infectadas) a las cepas europeas de X. fastidiosa en los distin-
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tos focos europeos y sobre las cuales se aplicaban determinadas medidas de
erradicacién. Dicha lista de «plantas hospedadoras» se organiza en funcién de
la subespecie de la bacteria que se ha encontrado infectdndolas, se actualiza
periédicamente por la Comisién en funcién de la confirmacién de aparicién
de las distintas subespecies en nuevas especies vegetales, y puede consultarse
en la siguiente direccidon de la web de la Comisién: http://ec.europa.eu/food/
plant/plant_health_biosecurity/legislation/emergency_measures/X. fastidio-
sa-fastidiosa/susceptible_en.

Otra gran novedad que contemplé esta Decisién fue la de permitir la
contencién, en lugar de la erradicacién, de la bacteria en la provincia de Lec-
ce, en talia, dada la expansién de la misma, aunque se debia aspirar a reducir
al minimo el inéculo de la bacteria y mantener la poblacién del vector o
vectores en el nivel mds bajo posible. Al mismo tiempo, obligaba a establecer
una zona de vigilancia, de una anchura de 20 km, inmediatamente fuera de
la zona tampén en la citada provincia italiana. Por otro lado, en las zonas de-
marcadas, se establecieron requisitos estrictos para la produccién de material
vegetal y salida de dichos vegetales fuera de las mismas. La trazabilidad, tanto
en origen como en destino, de dichos vegetales, se ha considerado crucial
para verificar la eficacia de las medidas de produccién de estas plantas y de los
controles que sobre ellas se efecttian.

Ademis, se reforzaron las exigencias y los controles respecto a la entrada
de los vegetales especificados procedentes de paises terceros, especialmente los
procedentes de aquellos en los que se sabe que la bacteria estd presente. Esta
decisién prohibié al mismo tiempo la entrada de plantas de cafeto desde de
Costa Rica y Honduras, dadas las numerosas interceptaciones de estas plan-
tas, en las fronteras de la Unidn, con presencia de la bacteria.

La mencionada Decisién ha sufrido por el momento dos modificaciones,
una en diciembre de ese mismo afio 2015 y otra en mayo de 2016, de manera
que la situacién actual, en 2017, de la normativa comunitaria y los requisitos
legales para los estados miembros y la propia Unidn respecto a X. fastidiosa
son los siguientes:

* Existe una obligacién de comunicacién en caso de sospecha de pre-
sencia de la bacteria por parte de cualquier persona. Estas comunica-
ciones deben ser registradas por la autoridad competente y deben ser
investigadas.
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Los Estados miembros deben llevar a cabo inspecciones para detectar
la posible presencia de la bacteria. Estas prospecciones se efectuardn
sobre todas las especies incluidas en la lista de «vegetales especifica-
dos» y comprenderdn inspecciones visuales y toma de muestras, en
caso de sospecha de infeccién.

Se urgié a que, antes del 31 de diciembre de 2016, los Estados miem-
bros establecieran un plan de contingencia que recogiera las acciones
a llevar a cabo en caso de sospecha o deteccién de X. fastidiosa. Del
contenido y estructura de estos planes se hablard en otro punto de
este capitulo.

La Decisién fijé los criterios para establecer zonas demarcadas en caso
de confirmacién de presencia de la bacteria, aspecto este que también
serd desarrollado en un punto posterior del presente capitulo.

Posiblemente una de las medidas mds duras que se contemplan en
la lucha contra la bacteria es la de la prohibicién de la plantacién
de «plantas hospedadoras» en las zonas que tengan la calificacién de
zonas infectadas. Se permiten excepciones en casos de lugares de pro-
duccidén protegidos fisicamente contra los vectores, y para fines cien-
tificos en la zona infectada en Italia.

La Decisién comunitaria fij6 una serie de medidas de erradicacién
a aplicar en las zonas demarcadas que se detallarin mds adelante, asi
como la posibilidad de aplicar la opcién de la contencién exclusiva-
mente en el caso de la provincia de Lecce, en Italia.

En cuanto a la posibilidad de traslado de «vegetales especificados»
procedentes de zonas demarcadas hacia otras zonas de la Unién, la
norma comunitaria f1j6 una serie de requisitos muy exigentes de pro-
duccién para evitar posibles riesgos de propagacién de la bacteria y
que serdn detallados en el punto siguiente de este capitulo. Al mismo
tiempo, la modificacién de diciembre de 2015 introdujo una nove-
dad importante para el movimiento de las «plantas hospedadoras» en
el territorio europeo, procedieran o no de zonas demarcadas, y es la
obligacién de ir acompanadas de un pasaporte fitosanitario conforme
a la normativa reguladora europea. Esto ha significado un paso im-
portante para disminuir el riesgo y aumentar la vigilancia para espe-
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cies vegetales tan importantes para Espafia como el olivo, que hasta
ese momento no precisaba de un pasaporte fitosanitario para su tras-
lado dentro de la Unién. Este nuevo requisito, aplicable tanto al ma-
terial vegetal para plantacién como para uso ornamental, ha supuesto
una mejora considerable en la capacidad de vigilancia y supervisién
del material vegetal de este cultivo y era una exigencia reclamada por
algunas comunidades auténomas y el propio estado espanol.

e Por ultimo, la decisién de la Comisién destacd la importancia de
llevar a cabo campanas de sensibilizacién e informacién al ptblico en
general, los profesionales, viajeros y operadores de transporte interna-
cional sobre la amenaza que supone X. fastidiosa.

En cuanto a la normativa de cardcter nacional, el 21 de enero de 2017
se publicé en el BOE la Orden APM/21/2017, de 20 de enero, por la que
se establecen medidas especificas de prevencién en relacién con la bacteria
X fastidiosa. Mediante esta Orden ministerial se establecia como medida de
prevencién la prohibicién de salida de las Islas Baleares de material vegetal,
excepto las semillas, de los vegetales especificados que se relacionaban en el
anexo de la citada Orden. Las autoridades de las Islas Baleares deberdn vigilar
el cumplimiento de esa prohibicién y las del resto del Estado lo tendrédn en
cuenta, a fin de comprobar si se produce algiin movimiento después de la
prohibicién, y, en caso afirmativo, el material vegetal interceptado deberd ser
destruido. Un aspecto importante reflejado en la Orden APM/21/2017 es la
del deber de informacién por parte de las companias de transporte de viajeros
o mercancias de la citada prohibicién.

Por otra parte, existe la Resolucién de las Islas Baleares de enero de 2017,
por la que se declard la existencia de la bacteria en todas las islas y se adoptaron
medidas fitosanitarias cautelares de contencién y para evitar su propagacion.
En dicha resolucién, se declaré oficialmente la existencia de la plaga en todo
el territorio de las Islas Baleares, que automdticamente tiene la consideracién
de zona demarcada conforme a la Decisién comunitaria. Y en base a la Orden
APM/21/2017 se prohibe de manera cautelar la salida de vegetales especifica-
dos de las islas. Como medida de contencién, se establecié la eliminacién de
todos los vegetales infectados por la bacteria conforme al plan de accién de esa
comunidad auténoma y la propia Decisién de la Comisidn.
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3. Requisitos legales para la produccién y entrada en la UE
de material vegetal sensible

3.1. Produccién y movimiento de vegetales especificados dentro

de la UE

Respecto a los requisitos legales para la produccién de material vegetal
sensible a X. fastidiosa en la UE, hay que diferenciar aquel que se produce en
zonas donde la bacteria no se encuentra presente de aquel que pueda produ-
cirse en zonas demarcadas.

Respecto al primer caso, los vegetales especificados, cultivados en zonas
donde la bacteria no se ha detectado, deberdn cumplir aquellos requisitos fi-
tosanitarios exigidos de forma general para la produccién y movimiento den-
tro de la UE, conforme al anexo XX de la Directiva 2000/29, y deberan ir
acompanados del correspondiente pasaporte fitosanitario en su caso. Hay que
senalar que, posiblemente, muchas de las especies incluidas en la lista de «ve-
getales especificados» de la Decisién 2015/789 no precisan ninguna exigencia
fitosanitaria especial, ni precisan pasaporte fitosanitario si se producen o son
originarias de zonas no demarcadas de X. fastidiosa.

Si es importante senalar, tal y como se ha mencionado anteriormente, la
novedad introducida en diciembre de 2015 de exigir el pasaporte fitosanitario
para las especies vegetales incluidas en la lista de «plantas hospedadoras», aun
cuando hayan sido producidas en zonas donde la bacteria no esté presente.
Este nuevo requisito es importante, por ejemplo, para mejorar el sistema de
registro de operadores dedicados a la produccién o comercializacién de ese
material vegetal, que en otro caso no estarian obligados a dicha inscripcién.
Evidentemente, esta mejora en el registro permite una mejor actuaciéon de
vigilancia y supervision, se hacen los autocontroles oportunos por dichos ope-
radores, la autoridad fitosanitaria autoriza la expedicién del pasaporte y, en
definitiva, se intentan ofrecer las méximas garantias para minimizar el riesgo
de que las plantas sean portadoras de X. fastidiosa.

Respecto al movimiento de material vegetal de especies consideradas
como «vegetales especificados» de X. fastidiosa producido en zonas demar-
cadas, conforme el articulo 4 de la Decisién 2015/789 de la Comisién, den-
tro del territorio de la Unién, deben cumplirse unos estrictos requisitos para
poder ser autorizado. Como norma general, se prohibe el traslado de los ve-
getales especificados hacia fuera de las zonas demarcadas y desde la zonas
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infectadas hacia la zona tampén; no obstante, si que ese movimiento podria
ser autorizado si el lugar de produccién cumple las siguientes condiciones:

e Se encuentra debidamente registrado.

e Estd reconocido por la autoridad competente en sanidad vegetal
como sitio libre de X. fastidiosa y de sus vectores.

* Se encuentra protegido fisicamente contra los vectores de la bacteria

* En una franja de 200 m alrededor del lugar de produccién se han rea-
lizado exdmenes visuales, y toma de muestras en caso de sospechas, y
se ha comprobado que X. fastidiosa no se detecta. En esa misma franja
se han efectuado tratamientos fitosanitarios contra los vectores.

* En el lugar de produccién se han llevado a cabo tratamientos fitosa-
nitarios adecuados contra los vectores.

* Anualmente, en las épocas adecuadas, se realizan como minimo dos
inspecciones oficiales.

* Durante la época de crecimiento de los vegetales no se encuentran
sintomas de presencia de X. fastidiosa ni sus vectores y, si se han toma-
do muestras, los resultados de los andlisis han sido negativos.

Adicionalmente, en el momento adecuado se deben haber realizado
pruebas de diagnéstico en cada especie vegetal y confirmado la no deteccién
de la bacteria. Del mismo modo, en el momento mds cercano a cuando los
vegetales vayan a trasladarse, se realizard un examen visual oficial, toma de
muestras y andlisis mediante técnicas moleculares que permitan asegurar la
no deteccién de la bacteria en la muestra conforme a la norma internacional
NIMF n.c 31. Ademds, antes de la circulacién de los vegetales, se realizardn
tratamientos fitosanitarios contra los vectores y ademds, el material vegetal
deberd transportarse en contenedores o envases cerrados que garanticen que
no pueda producirse una infeccién de la bacteria o de sus vectores.

Es evidente que todos los vegetales que se trasladen fuera de las zonas
demarcadas cumpliendo los requisitos sefialados deberdn ir acompanados de
su correspondiente pasaporte fitosanitario.

Desde diciembre de 2015, la normativa comunitaria permite un trato
particular al material vegetal de vid en reposo destinado a la plantacién y
producido en zonas demarcadas. En ese caso, la circulacién estard permitida
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si el lugar de produccién se encuentra registrado y si los vegetales, lo mds
cerca posible del momento del traslado y en una instalacién de tratamiento
autorizada, han sido sometidos a un tratamiento de termoterapia, en el que el
material vegetal es sumergido durante 45 minutos en agua caliente a 50 °C.
Todo ello en base a la norma correspondiente de la EPPO.

Del mismo modo, desde mayo de 2016, la Decisién de la Comisién esta-
blece un caso particular para el movimiento y circulacién dentro de la Unién
de vegetales especificados que se hayan cultivado iz vitro dentro de una zona
demarcada. En esos casos, deberdn cumplir los mismos requisitos que los se-
fialados anteriormente respecto a registro, hermeticidad y controles oficiales
y, ademds, los vegetales deberdn haber sido obtenidos a partir de semillas, pro-
pagados en condiciones estériles, y procedentes de plantas madre originarias
de zonas de la Unién libres de X. fastidiosa y analizadas y encontradas libres
de la bacteria.

En otro de los aspectos que incide en gran manera la norma comunitaria
es en el de la trazabilidad del movimiento del material vegetal, especialmente
en el procedente de zonas demarcadas. De esta forma, establece la necesidad
de mantener registros detallados de suministro de plantas por parte de los
operadores autorizados, al igual que los operadores que reciban esas plantas.
Dichos registros deberdn conservarse durante tres anos. Los mismos operado-
res deben informar a sus autoridades oficiales de los envios de lotes y de la re-
cepcidén de los mismos, y estas a su vez lo hardn a la Comisién. Se deberdn po-
ner en marcha igualmente controles especificos para vigilar el cumplimiento
de los requisitos de este movimiento de plantas procedentes de zonas demar-
cadas. En cualquier caso, la Decisién de la Comision establece la necesidad de
elaborar un listado de operadores autorizados para la produccién y comercia-
lizacién de vegetales especificados procedentes de zonas demarcadas, y que se
suministrard a la Comisidn y esta la comunicard al resto de Estados miembros.
A fecha de redaccién del presente texto no existe ningtin operador autorizado
en ninguna zona demarcada de los paises con presencia de X. fastidiosa.

3.2. Requisitos para la entrada de material vegetal a la UE
procedente de terceros paises

La aparicion de X. fastidiosa en Europa ha supuesto una revisién impor-
tante de los requisitos y las condiciones a exigir para la entrada de vegetales es-
pecificados procedentes de paises terceros, tanto de aquellos donde la bacteria
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no esté presente como de los que esté establecida. Al mismo tiempo, se han re-
forzado los controles del material vegetal en el momento de su llegada a la UE.
Ademds, la lista de plantas huéspedes sigue aumentando (ver seccién 14.2).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la Comisién prohibié en
mayo de 2015 la entrada en la UE de vegetales para plantacién, excepto las
semillas, de cafeto originarios de Costa Rica y Honduras. Esta medida habia
sido reclamada desde varios dmbitos y asociaciones de productores, por con-
siderar que el nivel de riesgo de llegada de la bacteria con dichos vegetales era
muy elevado.

Respecto a la entrada de vegetales especificados procedentes de paises
terceros donde la bacteria no estd presente, la normativa actual exige que la
autoridad competente de dicho pais notifique a la UE que X. fastidiosa no se
ha detectado en el mismo. Estas comunicaciones pueden consultarse en la
web de la comisién, en el siguiente enlace: http://ec.europa.eu/food/plant/
plant_health_biosecurity/legislation/emergency_measures_en.

Ademds, los vegetales deberdn ir acompanados de un certificado fitosa-
nitario que indique que el organismo nocivo no estd presente en el pais de
origen. En cualquier caso, dichas plantas seran controladas en el momento de
su entrada en el territorio de la Unién.

Para la entrada de vegetales especificados procedentes de paises donde
X fastidiosa esté presente, podemos distinguir dos casos: si provienen de una
«zona declarada libre» de la bacteria o si se han cultivado en una zona en la
que la bacteria se sabe que estd establecida. En el primer caso, la entrada solo
podra producirse si se cumplen los siguientes requisitos:

e Las plantas van acompanadas de un certificado fitosanitario.
p p

* Lazonadenominada como libre de la bacteria ha sido establecida por
la autoridad fitosanitaria del pais conforme a normas internacionales
y ha sido notificada a la Comisién.

En el segundo caso, las plantas solo podran introducirse en la Unidn si:

* Se han producido en un lugar que cumple los mismos requisitos que
los exigidos para los operadores situados en zonas demarcadas y que
quieran producir y comercializar vegetales especificados fuera de las
mismas.
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e El servicio fitosanitario del tercer pais ha comunicado a la Comisién
la lista de dichos lugares autorizados.

* En el sitio de produccién se aplican productos fitosanitarios contra
los vectores.

* Se toman muestras y se realizan andlisis y se ha confirmado la ausen-
cia de deteccién de la bacteria.

* Los vegetales se transportan en contenedores o envases cerrados que
impidan una infeccidén o contacto con los vectores de la bacteria.

* Lo mds cerca del momento de la exportacién, los lotes han sido ins-
peccionados y muestreados y se ha confirmado la ausencia de sinto-
mas de la bacteria.

* Inmediatamente antes de su exportacidn, las plantas han sido tratadas
con productos fitosanitarios contra los vectores de X. fastidiosa.

En cualquier caso, la Comisién también ha establecido controles especifi-
cos para todos los vegetales especificados que lleguen a la Unidn.

Si las plantas proceden de un pais en el que X. fastidiosa no estd presente
o de una zona declarada «libre de», las autoridades fitosanitarias competentes
en frontera realizardn siempre un examen visual de los vegetales y, en caso de
sospecha de presencia de la bacteria, efectuardn toma de muestras y pruebas
analiticas para confirmar la presencia de la misma.

En el caso de que las plantas sean originarias de zonas donde la bacteria
estd presente, se realizard un examen visual y siempre ird acompanado de un
muestreo y de pruebas en el Laboratorio Nacional de Referencia de muestras
de los lotes, para confirmar la ausencia de deteccién de la bacteria.

Todas estas tomas de muestras a las que hemos hecho referencia con ante-
rioridad se efectuardn conforme a la norma internacional fitosanitaria NIMF
n.° 31, con un tamano que permita identificar con una fiabilidad del 99 % un
nivel de presencia de la bacteria de al menos el 1 %.

4. Plan de contingencia del MAPAMA vy planes de accién

autonomicos

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la Decisién 2015/789 in-
trodujo la necesidad de que, antes del 31 de diciembre de 2016, los Estados
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miembros establecieran un plan de contingencia en el que se expongan las
acciones que van a ponerse en marcha en sus territorios, si se confirma o se
tiene sospecha de la presencia de X. fastidiosa.

El plan deberia incluir los siguientes aspectos:

* Las funciones y responsabilidades de los organismos participantes.

* Laidentificacién y designacion de los laboratorios oficialmente auto-
rizados para la deteccién de la bacteria.

e Las normas sobre la comunicacién de las acciones a llevar a cabo entre
los organismos implicados, los operadores profesionales afectados y el
publico en general.

* Los protocolos descriptivos sobre los métodos de exdmenes visuales,
la toma de muestras y los andlisis de laboratorio.

e La formacién del personal que participe en las acciones.

* Los recursos minimos necesarios que deben ponerse a disposicién y
los procedimientos para aumentarlos si fuera necesario.

Pero bdsicamente, ;qué es un plan de contingencia? Se trata de un docu-
mento donde deben quedar identificados los organismos responsables de los
trabajos, las acciones de coordinacidn necesarias entre los mismos, las necesi-
dades de comunicacién, sensibilizacién, consulta e informacién a los grupos
de interés, las acciones encaminadas a la deteccién precoz de un organismo
nocivo, informacién y formacién sobre el mismo para el personal implicado,
asi como las medidas a poner en marcha en caso de sospecha o confirmacién
de su presencia.

El Estado espanol ya disponia de un plan de contingencia de X. fastidiosa
desde junio de 2015 en el que se recogia informacién suficiente sobre la bac-
teria, caracteristicas, biologia, sintomas de las enfermedades que produce, asi
como establecia las prioridades a la hora de las prospecciones para la deteccién
del patégeno, la metodologia de las inspecciones, toma de muestras, andlisis,
y las medidas a adoptar en caso de sospecha o confirmacién de presencia de
la bacteria. En esa misma fecha, muchas comunidades auténomas ya habian
redactado sus propios planes de accién o de contingencia contra la bacteria,
apoyados o basados en el mismo plan nacional y adaptados a sus peculiarida-
des y necesidades particulares.
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El plan de contingencia contra X. fastidiosa del Ministerio de Agricultura
y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente, en su dltima versién de mayo de
2017, comprende los siguientes aspectos: identifica el marco legislativo a apli-
car, asi como las autoridades competentes y administrativas implicadas, tanto
a nivel de la Administraciéon central como en las comunidades auténomas,
senalando sus dmbitos de competencias. Hay que sefalar que en la aplicacién
de este plan de contingencia, por las propias caracteristicas de la enfermedad,
se encuentran implicadas autoridades competentes tanto en sanidad vegetal
como en sanidad forestal, y en muchos casos participando distintas conseje-
rias o departamentos de una misma comunidad auténoma.

Dentro de los organismos oficiales implicados, se identifican los labo-
ratorios oficiales designados por las comunidades auténomas, asi como el
Laboratorio Nacional de Referencia, que van a participar en las pruebas de
diagnéstico necesarias. El plan también senala cudles deben ser los métodos de
diagndstico a utilizar para la deteccién de la bacteria. En ese sentido, se fija el
criterio marcado por la EPPO en septiembre de 2016, mediante el protocolo
de diagnéstico EPPO (PM 7/24 (2) que establece la necesidad de aplicar al
menos dos pruebas de diagnéstico basadas en diferentes principios biol6gicos
o dos técnicas moleculares que analicen diferentes partes del genoma (ver

Capitulo 5).

Es muy importante igualmente clarificar un esquema de mando, quién es
responsable de cada tarea, cémo fluye la informacién y la toma de decisiones.
En ese contexto, el plan contempla que, en el caso de aparicién de un brote
o foco de la bacteria, se deberd crear un equipo de direccién de emergencia,
que se encargard de los aspectos tdcticos y de operaciones para llevar a cabo
lo definido en dicho plan o en otros documentos de planificacién. El plan
proporciona informacién detallada y completa sobre la bacteria, su situacién
actual en Europa, brotes detectados, especies hospedantes y medidas aplica-
das, asi como sobre los sintomas.

Uno de los aspectos destacados de todo plan de contingencia es el de re-
coger la informacién y planificacién relativa a un programa de prospecciones
definido para la realizacién de las inspecciones sobre el organismo nocivo.
De esta forma, el plan contempla un protocolo especifico de cémo deberdn
llevarse a cabo las prospecciones de X. fastidiosa en Espana. El trabajo de pros-
pecciones se basa en la Guia para las prospecciones de X. fastidiosa en la UE
que ha elaborado la Comisidn, y se han identificado los lugares o puntos de
mayor riesgo de aparicién de la bacteria, que son:
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* Viveros de produccién y comercializacién de vegetales especificados,
incluidos centros de jardineria o garden centers.

*  Nuevas plantaciones de cultivos sensibles que hayan podido efectuar-
se con material vegetal procedente de paises o regiones donde la bac-
teria esté presente.

* Explotaciones de control de cultivos hospedantes con gran importan-
cia para nuestro pais como vid, citricos, olivar, almendro, frutales de
hueso, o encinas y otras quercineas.

* Puntos de riesgo como entorno de puertos, acropuertos, vias de co-
municacién con zonas demarcadas.

e Dada la situacién del foco existente en Baleares, la costa de la Comu-
nidad Valenciana se identificé como un lugar a vigilar intensivamente.

Los trabajos de prospeccién consistirdn en inspecciones visuales y toma
de muestras, tanto en el caso de plantas sintomdticas como asintomdticas.

El plan de contingencia recoge las acciones a poner en marcha en caso
de sospecha o presencia confirmada de presencia de X. fastidiosa, asi como las
medidas de erradicacién que deberdn ser aplicadas. Todos estos aspectos serdn
desarrollados en el siguiente epigrafe de este capitulo. Volvamos, sin embargo,
a comentar con mds detalle algunos aspectos del plan de prospecciones. En
primer lugar, hay que senalar que, conforme a lo dispuesto en la Decisién
2015/789, los trabajos de prospeccién deben ser efectuados sobre la base de
los vegetales especificados, es decir, sobre mds de 200 especies vegetales distin-
tas, esto da una idea de la complejidad y dificultad que presentan las inspec-
ciones de este organismo nocivo.

Por lo tanto, la primera cuestién a resolver a la hora de planificar una
prospeccién de la bacteria serfa ;dénde realizar las prospecciones de X. fasti-
diosa? Como ya hemos comentado, se han identificado unos lugares de riesgo
donde deben centrarse esos trabajos. Dentro de los mismos, los viveros o cen-
tros de jardinerfa dedicados a la produccién o comercializacién de vegetales
especificados son prioritarios, evidentemente, si ademds han recibido material
vegetal procedente de zonas demarcadas, ahora o en el pasado, su inspeccién
es crucial.

Con el objetivo de priorizar los viveros o garden centers para la deteccién de
X fastidiosa, se tendrdn en cuenta los siguientes criterios de riesgo fitosanitario:
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*  Que hayan recibido planta procedente de paises o zonas con presen-
cia de X. fastidiosa. La legislacién actual ha reforzado las medidas es-
tablecidas con anterioridad, tanto para la importacién procedente de
paises con X. fastidiosa como para la circulacién de plantas originarias
de zonas demarcadas, y, ademds, recoge un rango de hospedantes mu-
cho mds amplio. Por lo tanto, se considera que las plantas importadas
con anterioridad a mayo de 2015, de paises o zonas con presencia de
la plaga, tienen un riesgo fitosanitario mayor, y serdn objetivo priori-
tario de las prospecciones realizadas a productores y/o comerciantes
de vegetales especificados.

* Presencia de planta madre de vegetales especificados de X. fastidiosa.

* Produccién al aire libre (mayor riesgo que en condiciones protegidas,
debido a la posible presencia de insectos vectores).

En cuanto a las especies vegetales a inspeccionar en el vivero o garden cen-
ter, se tendrdn en cuenta los criterios recogidos en la «Guia para las prospec-
ciones de Xyella fastidiosa en la UE», en la que se concluye que las plantas que
tienen un mayor riesgo de introduccién de la bacteria son: drboles, arbustos,
plantas perennes y las plantas de Coffea sp. Los motivos para priorizar las
prospecciones sobre estas plantas son: tienen ciclos de vida largos, lo que in-
crementa la probabilidad de transferencia de la bacteria por insectos vectores
si se cultivan al aire libre; es habitual que no se sometan a sistemas de certi-
ficacién y existe una alta probabilidad de propagacidn vegetativa a partir de
plantas asintomdticas. Las plantas hospedadoras recogidas en la base de datos
de la Comisién cumplen estos criterios, sobre todo si se cultivan al aire libre,
asi que se deben considerar prioritarias en las prospecciones.

Teniendo en cuenta los criterios de riesgo definidos en el apartado ante-
rior y que las especies que se han identificado como hospedantes de X faszi-
diosa en las Islas Baleares cumplen esos criterios, las siguientes especies serdn
prioritarias en las prospecciones: Acacia saligna, Cistus monspeliensis, Lavan-
dula dentata, Nerium oleander, Olea europea europea, Olea europaea sylvestris,
Polygala myrtifolia, Rosmarinus officinalis, Prunus avium, Prunus domestica y
Prunus dulcis.

El procedimiento de inspeccién de estos lugares va a consistir en la ins-
peccién visual de la parte aérea para la deteccién de sintomas (decaimiento
o sintomas de marchitez, quemados, clorosis, necrosis o incluso moteados en
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brotes y hojas). Si se detecta la presencia de sintomas que sean compatibles
con los observados para X. fastidiosa, se tomardn muestras y se remitirdn al
laboratorio de diagnéstico de la comunidad auténoma. Ademds, se tomardn
muestras asintomaticas.

Para determinar el nimero de plantas que deben ser sometidas a inspec-
cién visual se aplicard la NIMF n.° 31, tal y como recomienda la norma EPPO
PM 3/82 (1) de inspeccién de lugares de produccién de vegetales destinados
a plantacién para X. fastidiosa. Para poder aplicar la NIMF n.° 31, en primer
lugar se debe definir un lote de plantas. El tamafio de la muestra (ndmero de
plantas que se van a observar) para un determinado tamafno del lote se esta-
blecerd para un nivel de confianza determinado (99 % en el caso de vegetales
destinados a plantacién) y un nivel de infestacion (1 %, es decir, que existe un
99 % de probabilidad de que si el porcentaje de infestacién de la poblacién es
superior o igual al 1 %, se sea capaz de detectarlo). Para su determinacién se
aplicardn las tablas de las distribuciones binomiales (Tabla 3, NIMF n.c 31)
o de Poisson (Tabla 4, NIMF n.° 31) para lotes grandes (>10.000 plantas), y
la distribucién hipergeométrica (Tabla 1, NIMF n.° 31) para lotes pequenos
(<10.000 plantas). Ademds, se aplicard un porcentaje de eficacia de la detec-
cidn, que en este caso se estima del 75 % debido a que los sintomas pueden
ser inespecificos e incluso puede que no se manifiesten. Cuando el lote es muy
pequefio (<1.000 plantas) todo el lote deberd ser sometido a una inspeccién
visual. Por ejemplo, para un lote de 10.000 plantas (lote pequefio) habria
que realizar una observacién visual de 448 plantas para tener una confianza
del 99 % de que el nivel de infeccidn es inferior al 1 %, considerando que la
eficacia de la deteccidn es del 100 %. En este caso se ha aplicado el cuadro n.°
1 de la NIMF n.° 31 de la distribucién hipergeométrica.

Las prospecciones en plantaciones o explotaciones agrarias de cultivos
sensibles son otro elemento importante de la busqueda de la bacteria. En esos
casos se tendrdn en cuenta algunos criterios de riesgo para enfocar los trabajos.
De esta forma, en caso de detectar una plantacién o replantacién con planta
de alguno de los vegetales especificados procedente de paises o regiones en los
que estd presente X. fastidiosa, realizadas en los tltimos dos anos, se llevardn
a cabo prospecciones sobre los vegetales especificados. Con independencia de
lo anterior, se realizardn prospecciones para la deteccién de X. fastidiosa en
plantaciones comerciales, como minimo sobre los cultivos que son hospedan-
tes principales y con gran importancia en nuestro pais: vid, citricos, Prunus
sp., Quercus sp., olivo (Olea europea europea). En funcién de la importancia de
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otros vegetales especificados de X. fastidiosa en cada comunidad auténoma, se
podra establecer realizar prospecciones sobre plantaciones o cultivos de otros
géneros y especies (por ejemplo: Pistacia vera, Persea americana, Rubus sp,
Vaccinium sp.).

Con objeto de que la intensidad de la prospeccién sea homogénea en todas
las comunidades auténomas, se fijard la siguiente intensidad de prospeccién:

* Olivo: 1 prospeccién por cada 10.000 ha.

* Citricos: 1 prospeccién por cada 10.000 ha.

* Vid: 1 prospeccién por cada 15.000 ha.

e Almendro: 1 prospeccién por cada 10.000 ha.

e Ciruelo: 1 prospeccién por cada 10.000 ha.

e Albaricoquero: 1 prospeccién por cada 15.000 ha.

e Cerezo y guindo: 1 prospeccién por cada 10.000 ha.

*  Melocotonero, nectarino: 1 prospeccién por cada 15.000 ha.

*  Quercussp.: 1 prospeccién por cada 50.000 ha (dada la gran superficie).

En funcién de la experiencia adquirida en las Islas Baleares, en las que la
mayor parte de las detecciones de X. fastidiosa se estin produciendo en plan-
taciones envejecidas y poco cuidadas o abandonadas (escasa o nula poda, au-
sencia de riego y fertilizacién, con presencia de otras plagas, etc.), se deberdn
realizar también prospecciones dirigidas sobre plantaciones que cumplan estas
caracteristicas y que pertenezcan a los principales cultivos hospedantes de la
bacteria (vid, citricos, olivo, frutales de hueso, almendro, etc.).

Igualmente, a partir de la experiencia adquirida en Baleares, el acebuche
se ha identificado como una especie vegetal importante a vigilar. El acebuche
(Olea europaea var. sylvestris) u olivo silvestre es una planta autéctona silvestre
de la vegetacién mediterrdnea que forma parte del conjunto de arbustos y ar-
boles de bosque mediterrdneo junto con encinas, quejigos y alcornoque, y una
de las plantas hospedadoras mds afectadas por X. fastidiosa en las Islas Baleares
junto con el almendro. Dada su distribucién aleatoria, en esta especie no se
realizardn prospecciones sistemdticas, pero se recomienda realizar prospeccio-
nes sobre aquellos acebuches que estén situados en el entorno de un lugar de
riesgo. En este sentido, las comunidades auténomas deben conocer la super-
ficie y distribucién de las plantas de acebuche en su territorio que, tal y como
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se muestra en el Mapa Forestal de Espana, estdn principalmente localizados en
el sur y este de la peninsula, asi como en las Islas Baleares. Existen igualmente
otras plantas que han aparecido con mayor porcentaje de positivos en los dis-
tintos focos en Europa y sobre las que centrar la vigilancia de la enfermedad,
entre otras cabria sefalar Polygala myrtifolia, o almendro.

Ademids de viveros y explotaciones agricolas, deben identificarse posibles
lugares o puntos de riesgo, relacionados con el movimiento de mercancias,
viajeros o cercania a zonas demarcadas o con brotes. Por ejemplo, las vias de
comunicacién con zonas demarcadas (por ejemplo, puertos maritimos, depor-
tivos o pesqueros de la Comunidad Valenciana, donde hay trénsito frecuente
con las Islas Baleares a través de ferris). Los insectos vectores se transportan de
forma pasiva en los coches y en la ropa, y por ello estos lugares requieren una
especial vigilancia.

Se deben realizar prospecciones para la identificacién de potenciales in-
sectos vectores de X. fastidiosa en todo el territorio. El objetivo de estas pros-
pecciones es conocer la relacién de potenciales insectos vectores que estin
presentes, los hospedantes en los que se desarrollan y el ciclo biolégico que
tienen, para poder actuar de una forma mds eficaz en caso de detectarse un
brote en la zona.

Los métodos mds apropiados para la recoleccién de insectos vectores son
la captura mediante mangas de barrido, utilizacién de aspiradores o mediante
captura directa desde las plantas. La utilizacién de trampas amarillas también
es posible, pero no es tan efectiva como los anteriores, porque en ellas estos
insectos vectores solo caen de forma accidental y la calidad de la muestra
puede no ser la adecuada, si el periodo de revisién de la trampa es amplio. La
época recomendada para la realizacién de estas prospecciones es desde finales
de primavera hasta principios de otofo.

Una vez identificados los lugares donde realizar las prospecciones, habria
que explicar en qué consisten las mismas, ;cémo se busca X. fastidiosa?

Las inspecciones consistirdn en la observacién visual de los vegetales des-
tinados a plantacién de las especies hospedantes de X. fastidiosa. La observa-
cién visual se dirigird a la parte aérea de la planta. En primer lugar se valorard
el estado fitosanitario de la planta en su conjunto, para observar si existe de-
caimiento o sintomas de marchitez, y luego se dirigird a los brotes y las hojas,
con la intencién de detectar quemados, clorosis, necrosis, o incluso moteados.
Dado que los sintomas que muestra la bacteria a veces son comunes a los de
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otras causas, se debe observar si existe algin agente del cultivo o medioam-
biental que los justifique, por ejemplo: estrés hidrico, zona de exposicién al
viento, salinidad en el suelo, etc.

Si alguna rama o brote se ha secado, se puede realizar un corte transversal
para observar si hay oscurecimiento de los vasos del xilema, que puedan hacer
sospechar de la presencia de esta bacteria.

Si se detecta la presencia de sintomas que hagan sospechar de la infeccién
de X. fastidiosa, se tomardn muestras y se remitirdn al laboratorio de diagndsti-
co de la comunidad auténoma, conforme se detalla mas adelante. Asimismo,
siempre que se detecte material vegetal sensible a X. fastidiosa procedente de
zonas demarcadas o de alguno de los terceros paises en los que la bacteria
estd presente, se deberdn tomar y analizar muestras asintomdticas del citado
material.

La muestra tomada debe contener material vegetal (ramas o brotes con
hojas) con los sintomas observados, y que no estén en estado muy avanzado,
para facilitar la deteccién y evitar que se deteriore la muestra durante el trans-
porte. El peciolo y los nervios de la hoja contienen gran cantidad de vasos
xilemdticos, es por lo que la muestra siempre debe contener hojas maduras,
a ser posible que no procedan de brotes nuevos en crecimiento. Las hojas o
el brote que componen la muestra se deben envolver en papel de aluminio,
conservar refrigerados (4-8 °C), y transportar en una bolsa de pldstico o reci-
piente cerrado, y siempre con etiqueta. Es importante revisar el material ve-
getal recogido para asegurarse de que no contenga ninguna especie de insecto
vector en forma juvenil o adulto.

La bacteria puede producir infecciones latentes, y algunos de los sintomas
que provoca son inespecificos, lo que ocasiona que se puedan confundir con
otras causas, por lo que, aunque no se detecten sintomas de presencia de X.
fastidiosa, también se puede realizar una toma de muestras asintomdticas. En
las plantas asintomadticas, el muestreo deberd ser representativo de la parte aé-
rea de la planta. En los olivos centenarios de Italia la deteccidn es mds eficaz en
las muestras recogidas de la parte mds alta de la copa. En plantas individuales,
se tomardn al menos 4-10 ramas, dependiendo del tamano de la planta.

En las prospecciones sistemdticas sobre los principales cultivos: vid, citri-
cos, olivo, frutales de hueso, almendro y Quercus se deben recoger muestras
asintomadticas obligatorias (al menos una muestra/especie) para comprobar la
ausencia de la bacteria en el territorio peninsular. Las muestras asintomdticas
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se recogerdn una vez al afo, preferiblemente durante el periodo célido y hu-
medo (final verano-principio otono), aunque, dependiendo de las zonas y de
las especies, podrian recogerse durante todo el periodo vegetativo.

En el caso de muestras sintomdticas, se tomard una muestra representa-
tiva de los brotes o ramas que presenten sintomas de presencia de la bacteria,
a ser posible que no estén en estado muy avanzado. Conviene recoger varios
brotes o ramas que contengan al menos 10-25 hojas en total (dependiendo del
tamano de la hoja). Es preferible que los brotes o ramas no procedan de partes
jovenes y en crecimiento, pues en las partes mds viejas es donde se detecta una
mayor concentracion de la bacteria, y la muestra puede proceder de una tnica
planta, aunque es aconsejable recoger varias muestras representativas de los
sintomas observados y de varias plantas que presenten dichos sintomas.

Los sintomas caracteristicos de la presencia de X. fastidiosa son el que-
mado de hojas y brotes, marchitez y decaimiento generalizado (descritos en
distintos capitulos de este libro). Este tipo de sintomas son inespecificos, y
también se pueden producir por otras causas no asociadas a ninguna plaga
(agentes abidticos o medioambientales): estrés hidrico, viento, salinidad, ex-
ceso de nutrientes, etc. La diferencia entre los sintomas producidos por estas
causas y los ocasionados por la presencia de X. fastidiosa radica en que, cuando
se deben a causas abidticas o medioambientales, el quemado de hojas suele ser
generalizado, afectando tanto a las partes jévenes como a las mds viejas, y suele
observarse en todas las plantas del mismo lote, puesto que se han desarrollado
en las mismas condiciones. Cuando el sintoma se debe a la presencia de X.
fastidiosa, se observan mds en las partes en crecimiento de la planta.

5. Medidas a adoptar en caso de sospecha o introduccién
de la bacteria

5.1. Actuaciones en caso de sospecha de presencia de X. fastidiosa

La gravedad de las enfermedades causadas en los cultivos por X. fastidiosa
hace necesario que las autoridades responsables de la sanidad vegetal lleven a
cabo actuaciones y tomen medidas cautelares, incluso cuando se trate de una
sospecha de presencia de la bacteria y hasta que se confirme la misma, o el
resultado final sea negativo. La sospecha de la presencia de un brote de X. fas-
tidiosa puede producirse a través de los controles oficiales, de las notificaciones
pertinentes por parte de otras comunidades auténomas o Estados miembros,
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o de cualquier otro medio; en esos casos deben adoptarse una serie de medidas
cautelares orientadas a confirmar o desmentir la presencia del organismo y a
evitar su propagacién mientras se define la situacién. Estas medidas son las
siguientes:

* Realizar inspecciones en la zona implicada en la sospecha, con el fin
de recabar informacién y comprobar los siguientes aspectos:

Verificar in situ la presencia de los sintomas sospechosos.

* Realizar un muestreo de vegetales hospedantes en las proximida-
des de las plantas sospechosas (al menos 100 m).

*  Obtener tanta informacién como sea posible, incluyendo el histo-
rial y la trazabilidad del origen y destino de los vegetales o produc-
tos vegetales relacionados con la sospecha, asi como los detalles
de cualquier movimiento del material vegetal en la zona afectada.

* Localizar las parcelas de produccién de plantas hospedantes o vi-
veros que produzcan o comercialicen todas las plantas hospedan-
tes, tanto sintomdticas como asintomdticas (al menos en un radio

de 10 km).

* Registrar inmediatamente toda la informacién relativa a la presencia
o sospecha de presencia de X. fastidiosa.

e Inmovilizar de forma cautelar los vegetales o productos vegetales de
los cuales se hayan tomado las muestras, excepto que el movimien-
to pueda producirse bajo control oficial por parte de la comunidad
auténoma y siempre que se compruebe que no existe ningin riesgo
identificable de propagacién del organismo.

e Las plantas que estdn bajo sospecha se deberdn separar fisicamente
de las plantas de especies hospedantes que no lo estdn, y cubrir con
una malla para evitar una posible contaminacién a través de insectos
vectores.

* Prohibir, en la medida de lo posible, el acceso a la zona a personas y
vehiculos, puesto que pueden servir de via de transporte de insectos
vectores adheridos a la ropa, o en el interior de vehiculos.

* Realizar un muestreo de insectos vectores potenciales de X. fastidiosa,
en la parcela/vivero y en las proximidades (al menos 100 m alrededor,
que es la distancia de vuelo de los insectos vectores).
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*  Realizar un tratamiento fitosanitario para el control de insectos vectores.

e Eliminar los restos de poda o restos del material enfermo que proce-
dan de las plantas sospechosas, mediante quemado o triturado en la
propia parcela/vivero.

* Eliminar las malas hierbas de especies sensibles a X. fastidiosa, en la
parcela o vivero.

* Informar de inmediato a cualquier persona que tenga bajo su control
vegetales que puedan estar infectados por X. fastidiosa, sobre la sospe-
cha de la presencia, las posibles consecuencias y riesgos, asi como de
las medidas que se deben adoptar para evitar su dispersin.

Se realizardn igualmente las siguientes investigaciones:

e Determinacién de la fuente/s primaria/s de la sospecha de contami-
nacién y obtencién de cualquier otra informacién que pueda ayudar
a establecer la trazabilidad del material bajo sospecha.

* Si existe riesgo de contaminacién de material vegetal que proceda o
se dirija a otra comunidad auténoma o Estado miembro, la comuni-
dad auténoma en la que se produzca la sospecha de contaminacién
debe informar inmediatamente al Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacién y Medio Ambiente, para que este a su vez informe a
las comunidades auténomas o Estados miembros afectados. Las co-
munidades auténomas a las que se informe, aplicardn las medidas
preventivas recogidas en su plan de contingencia.

5.2. Medidas a adoptar en caso de confirmacion de presencia
de X. fastidiosa

Una vez confirmada la presencia de la X. fastidiosa debe ponerse en mar-
cha, en primer lugar, un sistema de notificacién y comunicacién del brote en-
tre la comunidad auténoma, el Ministerio y el resto de Estados miembros, de
manera que, cumpliendo los plazos establecidos, todas los organismos tengan
conocimiento de la deteccién del foco y la informacién disponible para poder
tomar las medidas y decisiones oportunas.

De manera esquematica, las acciones a desarrollar y las medidas a adoptar
son las siguientes:
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* Los organismos oficiales de la comunidad auténoma deberdn proce-
der al establecimiento de una o varias zonas demarcadas, conforme
a la Decisién 2015/789/UE, delimitando una zona infestada y una
zona tampon.

* En estas zonas se deben adoptar las medidas de erradicacién previstas
en el articulo 6 de la citada Decisién y recogidas en el correspondien-
te plan de contingencia.

Sin embargo, la legislacidon establece la posibilidad de no establecer una
zona demarcada, en casos de presencia aislada de X. fastidiosa y cuando la
presencia de la bacteria se pueda eliminar con la destruccién de los vegetales
en los que se haya detectado. En estos casos serd preciso actuar de inmediato
para determinar si se han infectado otros vegetales.

Las medidas de erradicacién y/o contencién que se deben adoptar contra
X fastidiosa se distinguen entre las que se han de aplicar en la zona infestada
y las que se han de llevar a cabo en la zona tampén.

En la zona infectada las medidas irdn encaminadas a la erradicacién de
la plaga: realizacién de tratamientos fitosanitarios para los insectos vectores;
eliminacién y destruccién de todos los vegetales infectados asi como los que
presenten sintomas y las plantas hospedadoras; prohibicién de replantar plan-
tas hospedadoras y muestreo asintomdtico obligatorio segin NIMF n.o 31
sobre todos los vegetales especificados.

En la zona tampén se realizardn prospecciones sistemdticas segiin una cua-
dricula de 100 x 100 m para detectar sintomas de presencia. Ademads, en toda la
zona demarcada (zona infectada + zona tampdn) se restringe el movimiento de
vegetales especificados salvo en determinadas condiciones, se realizardn buenas
précticas agricolas, se realizardn actividades de comunicacién y divulgacién, asi
como se llevard a cabo una sefalizacién vial para indicar su delimitacién.

5.2.1. Delimitacién de zonas demarcadas e informacidn a recabar

El articulo 4 de la Decisién 2015/789/UE obliga a delimitar una zona
demarcada en caso de confirmacién de la presencia de X. fastidiosa, que con-
sistird en una zona infectada y una zona tampén (10 km alrededor), en la que
se adoptardn una serie de medidas con el objetivo de erradicar la bacteria.

Una zona demarcada se compondrd de las siguientes zonas:
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*  Una zona infectada que incluya:

*  Vegetales cuya infeccién esté confirmada.

e  Vegetales que muestren sintomas que indiquen una posible infec-
cién (decaimiento, quemado de hojas).

e Vegetales susceptibles de estar infectados por X. fastidiosa debido
a su proximidad con: los vegetales infectados o con una fuente de
produccién comun, si se conoce, con vegetales infectados, o vege-
tales desarrollados a partir de estos (mismos lotes que las plantas
infectadas, o vegetales obtenidos a partir de plantas infectadas).

*  Una zona tampdén con una anchura minima de 10 km alrededor de la
zona infectada. La delimitacién exacta de las zonas se debe basar en
principios cientificos sélidos, la biologia del organismo especificado
y sus vectores, el nivel de infeccién (presencia de sintomas o infec-
cién latente), la presencia de vectores y la posible distribucién de los
hospedantes en la zona. Si se confirmara la presencia de X. fastidiosa
fuera de la zona infectada, se revisard y modificard, en consecuencia,
la delimitacién de la zona infectada y la zona tampén.

La delimitacién de la zona demarcada se deberd indicar mediante sefali-
zacién vial. En dicha zona, es fundamental identificar las especies hospedantes
afectadas en el brote (género, especie, variedad, porta-injerto, edad, fase de
desarrollo, posibles replantaciones, etc.) de cara a una adecuada gestién del
mismo. Ademds, es necesario identificar el género, la especie, la variedad y el
portainjerto. La bacteria tiene mds de 300 hospedantes identificados, cuyo
listado se encuentra en continua actualizacién debido a la frecuente deteccién
de nuevos hospedantes. Ademds, dentro de una misma especie se ha observa-
do distinta sensibilidad de las variedades o porta-injerto utilizado a X. faszi-
diosa, como es el caso de la diferente sensibilidad detectada en las variedades
de olivo afectadas en Italia.

Se aportard cualquier estimacién de extensién e impacto del dafio que se
considere oportuna. La extensién del dafio es una fuente de informacién so-
bre la dispersién que ha tenido lugar en la zona afectada, y el tiempo estimado
de presencia de la enfermedad.

Se deben poner en marcha investigaciones para intentar identificar el po-
sible origen de la plaga en el territorio, si es posible. El movimiento o im-
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portacién de plantas infectadas parece ser la principal via de entrada de X.
fastidiosa en Espana, ya que el movimiento intracomunitario procedente de
zonas demarcadas o la importacién de plantas procedentes de terceros paises
en los que estd presente la bacteria, o la multiplicacién vegetativa realizada con
material infectado han sido responsables de brotes en Italia y Francia. Por ello
se deberd investigar la trazabilidad de origen del material infectado.

5.2.2. Medidas de erradicacién

En caso de deteccién de un brote de X. fastidiosa se deberdn aplicar una
serie de medidas obligadas por la legislacién europea, con el objetivo de erra-
dicar la plaga en la zona infectada: destruccién de vegetales infectados y los
situados en los alrededores, realizacién de tratamientos fitosanitarios para el
control de insectos vectores, buenas pricticas agricolas para una adecuada ges-
tién de la bacteria y el vector, etc.

Antes de la eliminacién de los vegetales infectados y los situados en las
proximidades (100 m) anteriormente definidos, se deberdn aplicar tratamien-
tos fitosanitarios adecuados contra los insectos vectores y contra las plantas
que puedan hospedar a dichos vectores. Entre estos tratamientos podra figu-
rar, segun proceda, la eliminacién de los vegetales, lo que se puede hacer por
diferentes técnicas: segado, control quimico mediante la aplicacién de her-
bicidas, laboreo del suelo o escarda manual. Ademds, mientras se mantenga
vigente la zona demarcada, se pueden realizar tratamientos fitosanitarios con-
tra los insectos vectores al menos en la zona infectada para evitar una posible
propagacién de la bacteria.

Se eliminardn y destruirdn todos los vegetales y partes de vegetales que
han sido inspeccionados y cuya infeccién se ha probado mediante la realiza-
cién de andlisis, asi como los vegetales préximos localizados en un radio de
100 m alrededor de los infectados:

* Las plantas hospedadoras, con independencia de su estado sanitario.
* Los vegetales cuya infeccién por X. fastidiosa esté confirmada.

* Los vegetales con sintomas de una posible infeccién, o sospechosos de
estar infectados por el patégeno.
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Dicha eliminacién se hard con posterioridad a la realizacién del trata-
miento fitosanitario contra los insectos vectores, y a la realizacién del muestreo
de conformidad con la NIMF n.° 31. La eliminacién deberd llevarse a cabo
de tal modo que no quede ningtn resto del vegetal eliminado donde pueda
sobrevivir la bacteria, y deberdn tomarse todas las precauciones necesarias para
evitar la propagacién de X. fastidiosa durante y después de la eliminacién. La
destruccién se llevard a cabo iz situ o en un lugar cercano designado a tal fin,
dentro de la zona infectada. La eliminacién consistird en el arranque de los
drboles, incluido el sistema radicular, y quemado o triturado de los mismos.

Se deberdn aplicar las préicticas agricolas adecuadas para la gestién de X. fas-
tidiosa y de sus vectores. En este sentido, en Italia se estdn llevando a cabo una
serie de medidas culturales e higiénicas de forma complementaria, y cuyo prin-
cipal objetivo es mantener las plantaciones en un estado sanitario adecuado.

5.2.3. Medidas para evitar propagacién

Estas medidas tienen como objetivo evitar la propagacién, y estdn enca-
minadas a reducir al minimo la cantidad de inéculo bacteriano y mantener
la poblacién de insectos vectores al nivel mds bajo posible. Estas medidas se
deben llevar a cabo tanto si se estd aplicando una estrategia de erradicacién
como de contencién.

Para ello, se restringe el movimiento de vegetales especificados que se
hayan cultivado durante al menos parte de su vida en una zona demarcada,
debido a que se considera que tienen un elevado riesgo fitosanitario, salvo
cuando dichos vegetales se hayan cultivado en un sitio que cumpla deter-
minados requisitos fitosanitarios que garanticen la mdxima probabilidad de
ausencia de X. fastidiosa.

Ademds, se prohibe la plantacién de plantas hospedadoras en la zona in-
fectada, para evitar nuevas infecciones en la zona demarcada, salvo que se rea-
lice en cultivos protegidos o cuando sea con fines cientificos y en condiciones
controladas en las que no exista riesgo de dispersion.

La circulacién de vegetales especificados que se hayan cultivado parte de
su vida en una zona demarcada de X. fastidiosa estd prohibida, salvo que se
cumplan determinados requisitos que garanticen la médxima probabilidad de
ausencia de la bacteria y el vector (sitio de produccién autorizado, controles in-
tensivos y requisitos durante el traslado), o los vegetales se hayan cultivado i7 vi-
tro durante todo el ciclo de produccién y se cumplan determinadas condiciones.
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1. Situacién de Xylella fastidiosa en Europa

La primera reflexién que surge es que, desgraciadamente, se ha cumplido
la premonicién que A. H. Purcell escribié hace ahora veinte afos (Purcell,
1997). El mayor experto norteamericano en X. fastidiosa y sus vectores argu-
mentaba que, aunque esta bacteria solo se habia encontrado en paises ame-
ricanos y en Taiwdn, el hecho de que se hubiera detectado en la década de
1990 en citricos y en adelfa, causando nuevas enfermedades que se extendian
con gran rapidez, sugeria que fuera de América se debian mantener medidas
de vigilancia fitosanitaria, para evitar su introducién: 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 introduction.

Y ¢l se hacia las preguntas clave: ;es esta bacteria una amenaza potencial
para otros continentes? ;Es un problema regional o una amenaza global? Ahora
es fdcil responder, tras las detecciones europeas en Italia, Alemania, Francia y
Espafia: se trata de una amenaza global, por tratarse de una bacteria con mucha
més capacidad de afectar a multiples especies vegetales y que estd causando
muchas mds pérdidas, al menos en Italia, de lo que se podia sospechar en 1997.

La advertencia de Purcell no tuvo suficiente eco, ya que los paises de la
UE parecian mds interesados en aprovechar las ventajas del comercio global
que en protegerse de las graves enfermedades y de las plagas que podian ser
introducidas con los productos importados. Asi debié introducirse X. fasti-
diosa en la UE, siendo transportada en avién o en barco con plantas orna-
mentales u otros tipos de material vegetal infectado, procedente de paises del
continente americano.
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Desde entonces también hemos aprendido que X. fastidiosa tiene un
comportamiento impredecible en nuevas zonas y que nos quedan muchos
misterios sobre ella por resolver. Aunque la enfermedad era conocida en vid
desde hace més de cien afios, y en este cultivo se convive con ella en zonas de
California y otros estados de EEUU, como ya se ha indicado (Capitulos 1y
8), alli sigue causando grandes pérdidas. Se ha estimado que solo en EEUU
anualmente causa 56,1 millones de délares en pérdidas de produccién y de re-
posicién de material vegetal, y es importante senalar que, cada afo, se dedican
a investigacién sobre la enfermedad y la bacteria que la causa 48,3 millones de
délares, que son proporcionados no solo por el gobierno, sino también por la
industria, los viveros y otros estamentos de California (Tumber ez al., 2014)
(Capitulo 8).

La situacién en la UE se puede ilustrar con dos ejemplos descritos en este
libro. La inesperada deteccién de X. fastidiosa en el sur de Italia (Saponari ez
al., 2013), y las pérdidas econémicas que actualmente han sido evaluadas por
la Federacién Regionale Coldiretti Puglia en 10 millones de olivos infectados
y unas pérdidas superiores a 1 millén de euros (Minerva, 2017) (Capitulo
10), hace que no sea exagerado considerarla como el mayor problema fitopa-
tolégico mundial de la historia reciente. Ello justifica su repercusiéon medid-
tica, que le ha llevado a cubrir varios articulos de opinién de las revistas de
investigacién multidisciplinares mds prestigiosas del mundo como Science o
Nature desde 2015 (Abbot, 2016; 2017; Almeida, 2017). Pero las pérdidas
que X. fastidiosa ha originado en Italia, no necesariamente van a repetirse en
otros paises, si somos capaces de aprender de la experiencia italiana y no repe-
tir los errores que allf se han cometido. Ademds, parece que alli se dieron unas
condiciones muy especiales, que desgraciadamente propiciaron la tormenta
perfecta: una introduccién inesperada de una nueva cepa de X. fastidiosa muy
agresiva, que se adaptd especialmente bien a los olivos de Apulia, abundancia
de plantaciones de edad avanzada de variedades muy sensibles, presencia de
grandes poblaciones de Philaenus spumarius, un vector muy eficiente que pue-
de desarrollar perfectamente su ciclo en la cubierta vegetal que es muy comtn
en los olivares existentes en la zona, unido a unas condiciones climdticas muy
favorables, tanto para la bacteria, como para el vector.

La situacién en Francia, sin embargo, no ha sido tan dramdtica. Tras la
deteccién en Cércega en 2015 y en las regiones de Provenza-Alpes-Costa Azul
(Capitulo 11), se ha visto que la bacteria afectaba bdsicamente a plantas or-
namentales como Polygala myrtifolia y retama pero no a la vid, ni al olivo, ni
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a los citricos. Y en Alemania se ha detectado solo puntualmente en plantas
ornamentales de un invernadero.

Surge la duda de si realmente son solo estos paises de la UE, entre ellos
Espana (Capitulos 12 y 13), los que ya tienen introducida X. fastidiosa en sus
cultivos, y/o plantas ornamentales y/o masas forestales. El tiempo dard una
respuesta. Hasta 2013 se consideraba que X. fastidiosa no estaba presente en
paises de la UE, pero esta hipétesis era posiblemente demasiado optimista,
ya que tampoco se buscaba intensivamente la bacteria en ningtn pais, salvo
algunas excepciones. En base a las intercepciones de material vegetal de dis-
tintas especies identificadas en los dltimos afos en varias fronteras de paises
europeos, es presumible que haya habido muchas mds introducciones de las
senaladas, pero que hayan pasado desapercibidas al no tener todavia serias
consecuencias econémicas y/o no se hayan diseminado al no haber vectores
eficientes en la zona. Ademds, hay que tener en cuenta que ni los focos italia-
nos, ni los franceses, ni los de Baleares parecen de reciente introduccién.

Los trabajos realizados en distintos paises muestran que los sintomas de
las enfermedades causadas por X. fastidiosa no son especificos en la mayoria de
los casos, por lo que se requieren andlisis moleculares en laboratorios especia-
lizados, siguiendo protocolos oficiales como el publicado recientemente por
la European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO, 2016).
Pero en el mismo ya se comenta la dificultad de dichos anilisis, debido a la
irregular distribucién de la bacteria en muchas plantas huéspedes y las bajas
poblaciones de la misma en los meses frios, la presencia de inhibidores en
muchas especies vegetales, etc., lo que puede dar origen a falsos negativos en
los andlisis (Capitulo 5).

Actualmente X. fastidiosa ya ha sido detectada en Espana, lo que, junto
a las detecciones recientes en Francia y Alemania, demuestra que cuando se
busca intensamente esta bacteria, en la época apropiada y con los métodos de
diagndstico més sensibles, se puede encontrar. Se trata de un patégeno anun-
ciado, ya que en nuestro pais y otros de la UE, se han importado y se siguen
importando plantas procedentes de paises donde estd presente la enfermedad.
La sanidad de esas plantas no estd totalmente garantizada, a pesar de tomarse
y analizarse muestras (mds o menos representativas de los lotes importados),
cumpliendo la legislaciéon europea (Capitulo 5), porque las técnicas analiticas
son de sensibilidad limitada y los recursos de la bacteria, como estamos com-
probando dia tras dia, numerosos.
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Dada la abundancia de especies huéspedes que recoge la lista publicada
por EESA (EFSA, 2016), y que se ha incrementado en mds de cuarenta nue-
vas plantas hospedadoras en los tltimos tres anos (https://ec.europa.eu/food/
plant/plant_health_biosecurity/legislation/emergency_measures/xylella-fas-
tidiosa/susceptible_en), muchos paises europeos, entre otros Espana, tienen
huéspedes potenciales en todas sus provincias, siendo algunos de ellos, como
el olivo y la vid, cultivos estratégicos para nuestra economia, pero otros como
lavanda, romero, retama, acebuche, etc., son especies tipicas del paisaje me-
diterrdneo. Los tnicos factores actualmente conocidos que pueden limitar la
diseminacién de X. fastidiosa son la ausencia de vectores eficientes (Capitulo
4) y el frio invernal, como sehalan las evaluaciones de riesgo (Capitulo 6). Por
eso, es posible que en Espana y los demds paises mediterraneos los dafios po-
tenciales puedan ser importantes si no se toman medidas estrictas, ya que es-
pecialmente las zonas de clima mds templado, como todas las costeras, poseen
unas condiciones favorables para la supervivencia de la bacteria y sus vectores
potenciales y para el desarrollo de la enfermedad, debido a la combinacién
de temperaturas templadas dia y noche, lluvias mds o menos regulares y largo
periodo vegetativo de las plantas sensibles.

2. Situacién de Xylella fastidiosa en Espafha

La historia de X. fastidiosa en Espafa estd empezando a escribirse, pero la
informacién disponible sugiere que comenzé hace ya bastantes afios en Balea-
res (Capitulo 12). Su origen y extensién en la Comunidad Valenciana se estin
estudiando todavia (Capitulo 13). Y es posible que en los préximos meses o
afos se detecte en otras zonas espafolas, quizds no en olivo, almendro, vid u
otros huéspedes de interés econdémico, que es en los que prioritariamente se
busca, sino en jardines o viveros en plantas ornamentales. Pero, si hay vectores
en la zona, el riesgo de que, estando en las plantas ornamentales, pueda pasar
a las cultivadas es alto.

En el tema de los vectores, en distintos paises se han identificado diferen-
tes insectos transmisores de esta bacteria (Capitulo 4), y la falta de evidencia
clara de un vector o vectores eficaces en Francia y en Baleares podria ser de-
bida a que los que estdn transmitiendo la bacteria en dichas zonas no sean
los esperados, pudiendo incluso tratarse de otras especies, no previamente
descritas como vectores.
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Los riesgos para Espana, siguiendo los que describia el mismo Purcell
para Europa (Purcell, 2013), se pueden concretar, entre otros ya indicados,
en los siguientes:

* Ladificultad de deteccién de X. fastidiosa, debida tanto a la distribu-
cién no uniforme de la bacteria en los tejidos del huésped como a su
presencia en forma latente y a la insuficiente sensibilidad, en algunos
casos, de las técnicas de que se dispone.

e Las posibles introducciones periddicas del patégeno en el pais por im-
portacién de numerosos huéspedes (asintomadticos), no solo de fuera
de la UE, sino por movimientos comerciales de plantas dentro de la
misma.

* La capacidad potencial que tienen muchos Cicadellidae, incluyendo
numerosas especies presentes en Europa de transmitir X. fastidiosa, y
que Philaenus spumarius no sea el Gnico vector.

e El desconocimiento que se tiene sobre la capacidad de posibles vecto-
res de sobrevivir el invierno en estado adulto, e incluso de pasar des-
apercibidos en vegetacién adyacente o espontdnea de zonas lindantes
con cultivos y que pueden actuar como reservorios del patdgeno y del
vector (Capitulo 3).

Por ello, es importante realizar una divulgacién activa e intensiva al gran
publico espafol, sobre la necesidad de intentar la erradicacién rdpida de la
bacteria en zonas nuevas, si los conocimientos cientificos lo aconsejan, pen-
sando en sus ventajas a largo plazo, en contraposicién a la contencién (Capi-
tulo 7). Esta tltima estrategia, a medio plazo, permite que la bacteria se vaya
extendiendo y acabe poco a poco con las plantas huéspedes en una zona y que
sus vectores dispersen a zonas limitrofes el problema, como estd ocurriendo
actualmente en el sur de Italia, si las medidas de contencién no son aplicadas
adecuadamente y por todos los agricultores.

3. Diversidad genética y huéspedes potenciales

Es necesario ser muy conscientes del limitado conocimiento actual sobre
la diversidad genética de X fastidiosa, sus factores de virulencia y las bases de
la especificidad de huésped y de vector (Capitulo 2). Se sabe que es frecuente
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la recombinacién homoéloga entre cepas de esta especie (Almeida y Nunney,
2015) y se sigue confirmando en los nuevos brotes o intercepciones de Ita-
lia, Francia y Espana (Loconsole ez al., 2016; Denancé ez al., 2017; Olmo et
al., 2017), por lo que la gama de huéspedes o incluso la biologia de nuevos
genotipos resultan, a priori, desconocidos. Por otro lado, los grandes avances
en investigacion que se estdn obteniendo en Italia desde 2014, desafortunada-
mente no tienen por qué ser extrapolables a Espana, al tratarse de diferentes
subespecies y genotipos de la bacteria (Capitulos 1y 2).

En la UE, la legislacién sobre la necesidad de andlisis del material impor-
tado procedente de paises terceros y de prospecciones en todas las posibles
plantas huéspedes, o al menos en los cultivos estratégicos en cada pais y en
plantas trampa como P myrtifolia, comenzaron en 2015, pero posiblemente
los casos positivos detectados representan solo una minoria de los reales. Y
solo con los resultados disponibles hasta ahora, resulta muy sorprendente la
diversidad genética de las cepas de la bacteria que se han introducido y su
comportamiento en cuanto a la gama de huéspedes.

Incluso en paises donde hay genotipos conocidos de la bacteria, no se
pueden aventurar de forma exacta los huéspedes potencialmente afectados y
los dafnos previsibles, basindose en la experiencia de otras zonas, ya que en
cada lugar hay que considerar el papel de los vectores locales, que es crucial
y determinante para la gravedad de la enfermedad, las condiciones climdticas
particulares de cada regidn, y las especies vegetales circundantes que pueden
actuar como reservorio, etc. Lo sucedido en un territorio no es extrapolable
a otro. Ello justifica que la legislacién europea defienda la erradicacién como
la medida mds adecuada a tomar en los nuevos brotes, con el fin de prevenir
males mayores.

La situacién con X. fastidiosa presente en una zona se ha demostrado que
nunca es estable y nuevas introducciones, tanto de la bacteria como de nuevos
vectores (mds eficientes en la transmisién o més polifagos), pueden conducir a
desastres inesperados, afectando la bacteria a nuevos cultivos o causando ma-
yores pérdidas en zonas en las que la enfermedad ya es endémica, tal y como
ocurri6 en California con la entrada del vector H. vitripennis procedente de

México (Capitulo 4).
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4. Legislacién y su cumplimiento

La UE ha sido realmente muy rdpida en legislar las normas necesarias
para la prevencién de X. fastidiosa en los paises miembros, tras ser consciente
de que la carencia de una legislacién especifica respecto a las importaciones de
plantas de paises terceros, parece haber sido responsable de la introduccién de
la enfermedad en Italia. Por ello, tras la inesperada notificacién de la detec-
cién de la bacteria en octubre de 2013, se publicaron varias normativas (Ca-
pitulo 14). Es importante destacar que, a partir de 2014, la legislacion se ha
apoyado en el conocimiento cientifico obtenido en investigaciones especificas
financiadas por EFSA o consensuadas por paneles de expertos (Figura 1). A
partir de entonces, la mayoria de los paises europeos, entre ellos Espana, han
disenado planes de contingencia, mds o menos completos, que presentan en
muchos casos el problema de la falta de fondos especificos para ser ejecutados
con garantfas.

Figura 1. Marco regulatorio puesto en marcha en la Unién Europea
tras la primera deteccién en 2013 de Xylella fastidiosa en Apulia
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Respecto a las opciones de reduccién del riesgo, la EFSA recomienda la
prevencién de la introduccién de material vegetal contaminado y de insectos
vectores. En este sentido, ya se ha indicado (Capitulo 5) que se deberfan de-
finir claramente las zonas libres de X. fastidiosa en la UE y en paises terceros
(tras intensivas prospecciones y andlisis), y limitar al minimo imprescindible
las importaciones de paises en los que estd presente la bacteria, aunque tengan
la documentacién en regla.

Una vez confirmada la presencia de X. fastidiosa en un territorio por vez
primera, se debe proceder a la destruccién inmediata del material vegetal in-
fectado, segin indica la normativa europea (Decisién de ejecucién 2015/789).
No obstante, es necesario tener en cuenta que las acciones mencionadas de
erradicacion solo son efectivas en el control de la bacteria a medio plazo, si son
aplicadas en los primeros momentos tras su deteccién y cuando sean pocas las
plantas afectadas, y el nimero de focos escaso, y si se actia con rapidez, o si se
intercepta en frontera (Capitulo 7). Por el contrario, dichas acciones dejan de
ser efectivas una vez que la enfermedad se ha establecido en una zona. Asi, en
California, EEUU, donde la bacteria es endémica y llevan mds de cien afios
conviviendo con el problema, todas las medidas de control que se llevan a
cabo estdn basadas en el escape, la terapia y la resistencia, y no existen esfuer-
zos de erradicacién activos ni planeados centrados en el material vegetal pero
si planes de accién sobre diferentes especies de insectos vectores.

En el caso particular de Italia, la UE cita, en un informe de la audi-
toria DG(SANTE) 2016-8794—MR llevada a cabo en 2016 y publicada el
31 de mayo (http://ec.europa.cu/food/audits-analysis/audit_reports/details.
cfm?rep_id=3819), una serie de hechos fundamentales, o errores cometidos
que han podido llevar a la expansién de la epidemia y a la situacién catastréfi-
ca que se tiene alli en la actualidad: i) el monitoreo sistemdtico de la infeccién
comenzé demasiado tarde, ii) han existido ‘retrasos excesivos en arrancar los
drboles infectados; iii) las autoridades nacionales y regionales han desembolsa-
do poco més de la mitad de los 10 millones de euros presupuestados para las
medidas de contencién (Abbot, 2017). Ademds, existen datos que evidencian
la respuesta lenta de la Administracién. Por ejemplo, en 2016, los laboratorios
italianos implicados en la monitorizacién casi no procesaron ninguna muestra
para X. fastidiosa, lo que indica que la monitorizacién cesé casi por comple-
to. En este caso, la erradicacién se vio frenada por movimientos ecologistas
y ambientalistas extremistas, y el apoyo de la fiscalia a estos prohibiendo las
medidas de erradicacién y el control de los vectores (Abbot, 2017).
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Es importante sehalar que conocer con precisién el rango de plantas
huésped para cada subespecie y genotipo (ST) de la bacteria presente en un
drea determinada, es clave para optimizar las medidas de erradicacién, ya que
permitirfa eliminar solo aquellas especies vegetales que representen un riesgo
real de ser reservorio de esa cepa/s del patégeno. Desafortunadamente la nor-
mativa actual solo se basa en las especies huésped a nivel de cada subespecie
de X. fastidiosa. Por otra parte, los radios de erradicacién y demarcacion esta-
blecidos por la legislacién podrian ser optimizados aplicando estrategias mds
eficientes, como las de radio variable y otras basadas en modelos epidemio-
16gicos (Hyatt-Twynam ez al., 2017). Todo ello ayudaria a reducir los costes
econdémicos y medioambientales de los programas de erradicacién, favore-
ciendo su aceptacién por parte de los diversos actores implicados. Ademis, los
investigadores especialistas en sociologia reconocen que la erradicacién puede
ser lograda solo si todas las partes interesadas, incluyendo la opinién publica,
cooperan y contribuyen a través de interacciones positivas (Marzano ez al.,
2015), que pasan necesariamente por una divulgacién y educacién correcta y
eficaz. De hecho, algunos programas de erradicacién de plagas han dedicado
hasta un tercio de su presupuesto a la comunicacién (Vicent y Blasco, 2017).
Pero lo mds necesario, al menos en Espana, basindonos en experiencias pre-
vias de erradicacién eficaz como la del fuego bacteriano en los anos iniciales,
es una compensacién econdémica ripida y adecuada por los arranques de los
viveros o plantaciones, que también resulta imprescindible para la aceptacién
de la erradicacién por la opinién publica y los medios.

5. Necesidad de incrementar las prospecciones y los andlisis

de Xylella fastidiosa en Espafa

El Plan Nacional de Contingencia de X. fastidiosa establece los lugares
a prospectar (plantaciones, viveros, centros de jardinerfa) y las intensidades
de prospeccién (MAPAMA, 2017). En todas las comunidades auténomas
se deberfa realizar una estricta vigilancia de importaciones ilegales, viveros
y plantaciones, parques y jardines con plantas huéspedes, introducir en los
esquemas de certificacién de plantas a este patdgeno, tanto en vid como en
otros cultivos y plantas ornamentales huéspedes de la bacteria, favorecer la
produccién del material vegetal en viveros bajo malla para evitar insectos vec-
tores, realizar andlisis y control de vectores potenciales, andlisis de plantas
asintomaticas, etc.
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No se tienen noticias de que se hayan realizado en ninguna comunidad
auténoma prospecciones rutinarias en vid, citricos, almendro, olivo u otras
plantas huéspedes de esta bacteria, anteriores a la deteccién de X. fastidiosa
en Italia en 2013. Hay que senalar que el Laboratorio de Bacteriologia del
IVIA de Valencia, que es también el Laboratorio Nacional de Referencia del
MAPAMA, ha venido realizado andlisis para detectar la bacteria desde finales
de la década de 1990 en muestras de plantaciones o viveros espanoles, pero
solo de manera esporddica.

Ademds, desde 2013, la reduccién casi generalizada del personal y presu-
puesto de los Servicios de Sanidad Vegetal en muchas comunidades auténo-
mas ha hecho que las prospecciones y andlisis de X. fastidiosa sean mds limita-
das de lo que se debiera y en muchos casos la mayoria de las inspecciones vayan
dirigidas a la bisqueda de olivos con sintomas sospechosos, olvidando que los
huéspedes de X. fastidiosa son mas numerosos y abundantes en nuestro pais.

Desde la Asociacién Espafola de Sanidad Vegetal (AESaVE) se insiste
en que es esencial que se realicen prospecciones en todas las comunidades
auténomas, que se disponga de laboratorios especializados en las mismas y
que se sea consciente de que este es un caso claro en el que prevenir es mejor
que curar, y que X. fastidiosa podria causar en algunas zonas de Espana, si no
se toman las medidas adecuadas de prevencién, imprevisibles desastres econé-
micos y medioambientales.

6. Necesidad de incrementar la investigacion sobre X. fastidiosa

La investigacién sobre X. fastidiosa en Espafa hasta 2015 ha sido muy
reducida, ya que se habia limitado pricticamente a aspectos relacionados con
la diversidad de las cepas de esta especie, los vectores potenciales y los mé-
todos de diagnéstico y deteccién de la misma, realizados bdsicamente en el
IAS-CSIC de Cérdoba, el ICA-CSIC de Madrid, el IRTA de Barcelona y el
IVIA de Valencia, con fondos no especificos para X. fastidiosa, sino de diver-
sos programas internacionales, programas generales de investigacién o fondos
propios de remanentes de proyectos de los investigadores.

Desde 2014 el IAS-CSIC, el IAC-CSIC y el IVIA participan en el proyec-
to POnTE y desde 2016 en el XF-ACTORS, ambos financiados por el pro-
grama H2020 de la UE. Sin embargo, es necesario también que organismos
espafoles pablicos o privados se impliquen en la financiacién de investigacio-
nes sobre esta bacteria que supone una amenaza real para nuestra agricultura.
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El caso de EEUU, en que la Administracién, los investigadores y el sector
van al unisono para tratar de encontrar soluciones a los problemas planteados
por X. fastidiosa, puede servir de ejemplo. En 2017 se ha presentado un pro-
yecto de investigacién, con participacién de diversas instituciones espanolas,
a la convocatoria de Proyectos de investigacién sobre patdgenos emergentes
(Proyectos de I+D Emergentes. E-RTA 2017) dentro de la convocatoria de
Proyectos de Investigacién Fundamental Orientada en el Marco del Programa
Estatal de I+D+i Orientada a los Retos de la Sociedad (reto de seguridad y
calidad alimentaria, actividad agraria productiva y sostenible, sostenibilidad
de los recursos naturales e investigacién marina y maritima), y de concederse
serfa el primero para esta bacteria que contase con financiacién publica espa-
fiola en una convocatoria competitiva, asi como con una masa investigadora
y centros de investigacién participantes sin precedentes (13 centros naciona-
les, 3 centros extranjeros y 42 investigadores). Pero todavia estd pendiente de
aprobacién y mientras tanto la bacteria va haciendo camino.

A pesar de los enormes avances sobre el conocimiento de X. fastidiosa y de
su comportamiento en olivo, gracias al excelente trabajo y los esfuerzos de los
investigadores italianos y muy especialmente del grupo liderado por D. Boscia
y Maria Saponari en Bari, queda todavia mucho por aprender de esta bacteria
polifaga. La EFSA, ya en 2014 y de nuevo en 2015, ha recomendado la inten-
sificacién de la investigacién sobre X. fastidiosa en Europa, especialmente en
los aspectos relacionados con su gama de huéspedes, epidemiologia y control,
particularmente en Italia (Figura 1). Sin embargo, la inesperada reciente de-
teccidn de otras subespecies de la bacteria en Francia, Alemania y Espafa, con
situaciones muy distintas en cada uno de estos paises, hace que en toda la UE
se deban dedicar recursos especificos a investigar sobre los riesgos y problemas
concretos que plantea X fastidiosa en cada pais y cultivo y sobre los mejores
métodos para abordarlos.

La experiencia de los problemas ocurridos en Italia, con la oposicién de
ciertos sectores a las medidas de control de la enfermedad basadas en erradica-
cién y contencidn, hace que esta investigacién sea especialmente necesaria en
el caso de esta bacteria tan medidtica y en la que todos se sienten con derecho
a opinar. Las instituciones educativas, las sociedades cientificas y los organis-
mos publicos de investigacién tienen todavia un largo trecho por recorrer para
propiciar que la ciencia permee en la sociedad, y para que las decisiones politi-
cas para afrontar los problemas graves como el de X. fastidiosa, que amenazan
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nuestro bienestar, se basen en el conocimiento y no solo en las opiniones

(Landa et al., 2016).

7. Perspectivas

Son varias las lineas a seguir después de esta nueva situacién de la de-
teccion de X. fastidiosa en Europa desde 2013, puesto que la amenaza que
supone para la agricultura debe abordarse desde distintos dngulos, sin perder
de vista ningtin enfoque. El marco legislativo del que actualmente se dispone
debe cumplirse, pero, al mismo tiempo, se hace necesario, como ya se ha co-
mentado anteriormente, avanzar en el conocimiento de los multiples factores
relacionados con esta situacion, ya que de ese modo se podrdn llegar a disenar
estrategias de manejo de las enfermedades causadas por X fastidiosa basadas
en el conocimiento cientifico.

En el marco de los dos proyectos europeos anteriormente mencionados
se estd intentando abordar esta problemdtica de modo integral, consideran-
do todos los elementos clave relacionados con la misma. Y en este sentido,
las lineas de investigacién a medio plazo, en las que ya se estd trabajando
son las siguientes:

e Optimizacién de las técnicas de deteccién y diagndstico, incremen-
tando la capacidad de detectar la bacteria en fase completamente asin-
tomdtica, con métodos econdmicos y de elevada sensibilidad. Puesta
a punto de métodos seroldgicos basados en anticuerpos monoclonales
especificos y de amplificacién molecular que utilicen sistemas direc-
tos de preparacién de muestras sin purificaciéon de ADN. La finalidad
tltima es utilizar, ademds de los métodos clasicos, sistemas amigables
que permitan analizar miles de muestras, cubriendo mds plantas de
distintos cultivos, parques, jardines y masas forestales.

e Avance en el conocimiento de la biologia de la bacteria: diferencias
fenotipicas entre subespecies y ST, condiciones ptimas y sub6ptimas
de crecimiento, limites de temperatura, capacidad de adaptacién, re-
querimientos nutricionales, etc.

* Epidemiologia de la enfermedad: descubrimiento de los factores re-
lacionados con la capacidad de la bacteria para producir enfermedad
en unos huéspedes y no en otros, en unas determinadas condiciones
ambientales, presencia latente en plantas reservorio, etc.
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* Diversidad genética de la especie, las subespecies, las cepas y papel de la
recombinacién homdloga en la capacidad de adaptacién del patégeno.

* Patogenicidad de las cepas europeas para diferentes huéspedes.

* Resistencia/tolerancia varietal de diferentes huéspedes y papel real de
esta en el manejo de las enfermedades causadas por X. fastidiosa.

¢ Nuevos métodos de control, amistosos con el medio ambiente, como
la utilizacién de virus bacteriéfagos especificos de X. fastidiosa y de pép-
tidos antimicrobianos, y del microbioma endéfito de los huéspedes.

e Secuenciacién del genoma completo de las diferentes cepas europeas
y obtencién de informacién para entender la patogenicidad de estas
a partir del mismo.

* Informacién de la expresién génica diferencial de X. fastidiosa en fun-
cién de huésped, de planta vs. insecto vector, etc.

Xylella fastidiosa es una amenaza real y emergente para los paises de Euro-
pa y mds especialmente para los del Mediterrdneo, por sus favorables condi-
ciones climdticas y no solo para el olivo, la vid o los citricos, sino también para
los frutales de hueso y el almendro, plantas ornamentales y masas forestales.
Las enfermedades que causa podrian tener a medio y largo plazo graves conse-
cuencias, como ya se ha demostrado en Italia, ya que las pérdidas econémicas
potenciales serfan elevadas y requeririan métodos de control de coste e impac-
to muy altos, tanto desde el punto de vista medioambiental (con la necesidad
de numerosos tratamientos insecticidas) como econémico.

Por ello es necesario actuar intensiva y coordinadamente para proteger la
agricultura europea, y en particular la espafola, de la amenaza de X. fastidiosa.
Conforme se van conociendo més a fondo las caracteristicas de esta polifaga
bacteria, de las enfermedades que causa y de los vectores que la transmiten,
se va siendo muy consciente de todo lo que todavia nos queda por aprender
sobre ella, dadas las enormes diferencias entre la situaciéon creada en Italia y
en otros paises europeos, o las diferencias entre las enfermedades que causa en
América, en EEUU y Brasil. Ello justifica la acuciante necesidad de fomentar
la investigacién interdisciplinar mediante colaboraciones entre distintos paises
y también en Espana entre distintos organismos y comunidades auténomas.

Por otra parte, una legislacién adecuada y el cumplimiento riguroso de
la misma, planes de contingencia y de prevencién realistas, dindmicos y ade-
cuados a las circunstancias locales, programas de inspeccién, prospeccién y
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andlisis, colaboracién entre paises y solidaridad entre comunidades auténo-
mas, rapidez y transparencia en la informacién y comunicacién, asi como
cooperacién entre todos los sectores implicados son los pilares sobre los que
se debe asentar una buena planificacién en Espafa para abordar el riesgo real
que supone X. fastidiosa, ya que esta bacteria es un problema que nos afecta
a todos.

Agradecimientos

Las autoras agradecen a los proyectos POnTE (Pest Organisms Threate-
ning Europe) y XF-ACTORS (Xylella fastidiosa Active Containment Through
a multidisciplinary-Oriented Research Strategy), del programa Horizonte
2020 de la UE, su apoyo y financiacion.

Referencias bibliograficas

ABBOTT, A. (2016): «Gridlock over Italy’s olive tree deaths starts to ease»;

Nature (533); pp. 299-300.

ABBOTT, A. (2017): «ltaly rebuked for failure to prevent olive-tree tragedy»;
Nature (546); pp. 193-194.

ALMEIDA, R. P P (2016): «Can Apulias olive trees be saved?»; Science
353(6297); pp. 346-348.

ALMEIDA, R. P P y NunnEy, L. (2015): «How do plant diseases caused by
Xylella fastidiosa emerge?»; Plant Disease (99); pp. 1457-1467.

DENANCE, N.; LEGENDRE, B.; BRianD, M.; OLIVIER, V.; DE Boisseson, C.;
Poriakory, E y JacQues, M. A. (2017): «Several subspecies and sequence
types are associated with the emergence of Xylella fastidiosa in natural
settings in France»; Plant Pathology (66); pp. 1054-1064.

EuroreaNn Foop Sarery AutHoriTy (EFSA PANEL ON PranT HEALTH),
(2016): «Update of a database of host plants of Xylella fastidiosa: 23
November 2015»; EFSA Journal 4(2): 4378; pp. 40; doi:10.2903/j.
efsa.2016.4378.

EPPO (2016¢): «PM 7/24 (2) Xylella fastidiosa»; Bulletin OEPP/EPPO Bulle-
tin 46(3); pp. 463-500.

MONOGRAF{AS CAJAMAR CAJA RURAL



Consideraciones sobre la situacién de X. fastidiosa en la Unién Europea y en Espana [...]
Maria M. Lépez, Ester Marco Noales y Blanca B. Landa

Jansg, J. D. y OBrapovic, A. (2010): Journal of Plant Pathology (92); pp.
35-48.

Lanpa, B. B.; Navas, J. A.; LorEZ, M. M. y JimMENEZ-Diaz, R. (2016): «Una
llamada a la sensatez y a la necesidad de apreciar y valorar la evidencia

cientifica sobre Xylella fastidiosa»; Phytoma (276); pp. 12-13.

LoconsoLg, G.; SApoNARI, M.; Boscia, D.; D’Artoma, G.; MORELLI, M.;
MarTELLL G. Py ALMEIDA, R. . P. (2016): «Intercepted isolates of Xyle-
lla fastidiosa in Europe reveal novel genetic diversity»; J. Plant Pathol.
(146); pp. 85-94.

MAPAMA (MINISTERIO DE AGRICULTURA, PESCcA, ALIMENTACION Y MEDIO
AMBIENTE). (2017): «Programa para la aplicacién de la normativa fitosa-
nitaria»; Plan de contingencia de Xylella fastidiosa (Well y Raju), 137 pp.

Minerva, M. C. (2017): «Xylella, 10 milioni di piante infette ¢ un miliardo
di danni»; Quotidiano di Puglia Sabato 1 Aprile 2017 - Ultimo aggiorna-
mento 02-04-2017 (13); pp. 10.

Ormo, D.; NieTO, A.; ADROVER, E; URBANO, A.; BEIDAS, O.; JUAN, A.; MAR-
co-NoaLks, E.; Lérez, M. M.; Navarro, I.; MONTERDE, A.; MONTEs-
BorreGo, M.; Navas-CortEs J. A. y Lanpa, B. B. (2017): «First de-
tection of Xylella fastidiosa infecting cherry (Prunus avium) and Polygala
myrtifolia plants, in Mallorca Island, Spain»; Plant Dis. (101); pp. 1820.

PurceLL, A. H. (1997): «Xylella fastidiosa, a regional problem or global
threat?»; Journal of Plant Pathology (79); pp. 99-105.

Purcert, A. H. (2013): «Paradigms: examples from the bacterium Xylella
[Jastidiosar; Annual Review of Phytopathology (51); pp. 339-356.

Saronari, M.; Boscia, D.; Nigro, E y MarteLLL G. P (2013): «Identifica-
tion of DNA sequences related to Xylella fastidiosa in oleander, almond
and olive trees exhibiting leaf scorch symptoms in Apulia (Southern
Italy)»; Journal of Plant Pathology (95); pp. 668.

TumBER, K. P; ALsToN, J. M. y FULLER, K. B. (2014): «Pierce’s disease costs
California $104 million per year»; California Agriculture 68(1-2).

VicenT, A. y Brasco, J. (2017): «When prevention fails. Towards more effi-
cient strategies for plant disease eradication»; New Phytol. (214); pp. 905-
908; doi:10.1111/nph.14555.

CAJAMAR CAJA RURAL MONOGRAF{AS

319






