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Resumen

La bacteria Xylella fastidiosa (Xf) es conocida en el continente americano por producir danos
econdmicos importantes en cultivos como la vid, citricos y almendros, asi como en plantas
ornamentales y forestales. Hasta el 2013, Xf no habia sido detectada en Europa, cuando fue
relacionada por primera vez a una mortandad masiva de olivos en el sur de Italia. En 2016, Xf fue
detectada por primera vez en Espana en Mallorca y al ano siguiente en Alicante, asociado a
almendros. Nuevas prospecciones han demostrado que el patdégeno lleva décadas en el territorio
balear y que éstas albergan una gran diversidad genética, habiéndose identificado hasta tres
subespecies (pauca, fastidiosa y multiplex) y cuatro tipos de secuencia (ST1, ST7, ST81 y ST80). En
un contexto evolutivo estamos, por tanto, ante uno de los mayores experimentos abiertos de Xf en
Europa. Describimos aqui los resultados de este ‘experimento’ en el contexto forestal de las Baleares,
haciendo un balance de la situacion actual y proyecciones futuras en base a observaciones de
campo, analisis genéticos y experimentos de inoculaciones. A partir de la informacion de los perfiles
genéticos de Xf presentes en Espana, reflexionamos sobre los posibles riesgos hacia las masas
forestales de la peninsula ibérica.

Palabras clave
Enfermedades forestales, analisis de riesgo, patégenos invasores, spillover, diversidad genética,
Philaenus spumarius, cadenas de transmision.

1. Introduccion

El comercio internacional de plantas y sus productos derivados esta favoreciendo la entrada de un
nlimero cada vez mayor de patdégenos invasivos que amenazan los cultivos y bosques de Europa y de
otros continentes (MORALEJO et al., 2009; JUNG et al. 2016; SANTINI et al. 2013). Entre las plantas
comercializadas, las plantas ornamentales han contribuido especialmente a la introduccion de
patégenos exéticos desde sus areas de distribucion nativas a nuevas zonas biogeograficas, con
importantes repercusiones sobre la bioseguridad (BRASIER 2008). La reciente deteccion de la
bacteria Xylella fastidiosa (Xf) en Europa ilustra estos riesgos, asi como el impacto que pueden
generar los patégenos exéticos a nivel de cultivo, paisaje y ecosistemas naturales.

Xf es el agente causal de importantes enfermedades vegetales como la enfermedad de Pierce, la
clorosis variegada de los citricos, o el chamuscado de las hojas de almendros (conocido en inglés
como almond leaf scorch; ALSD), entre otras (ALMEIDA & NUNNEY 2015). Se transmite por insecto
vectores (Homoptera; Cicadellidae) al alimentarse de la sabia bruta del sistema vascular de los
hospedadores (CORNARA et al. 2017). La especie Xf es genéticamente diversa; esta constituida por
tres subespecies, pauca, multiplex y fastidiosa, y dentro de ellas una amplia variedad de genotipos
(secuetipos; ST) con diversos rangos de hospedadores (DENANCE et al. 2019; VANHOVE et al. 2019).
Aunque se conoce muy poco sobre el papel ecoldgico que juega la bacteria en los ecosistemas de




2/16

origen, parece claro que la especie es nativa del continente americano (GIAMPETRUZZI et al. 2017;
SICARD et al. 2018).

En 1989, la Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion de las Plantas (EPPO) incluyé a Xf
como una plaga cuarentenaria Al para proteger a la industria vinicola europea de la enfermedad de
Pierce (EP) de las vides procedente de los EE. UU. (EPPO/OEPP 1989). Desde entonces, a pesar de
algunos reportes no confirmados (BERISHA et al. 1998), Europa permaneci6 libre del patégeno hasta
2013, cuando se notificd por primera vez un brote de Xf en olivos en la region italiana del Salento
(SAPONARI et al. 2017]. Pronto se observé una mortalidad masiva de olivos sin precedentes que
aumenté la preocupacion de que Xf se propagara al resto de Europa. La Comisién Europea obligd a
los estados miembros a realizar prospecciones. Como consecuencia, se descubrié que la bacteria
también se habia establecido en Cércega, Provenza, los Alpes y la Costa Azul en Francia, y Alicante y
las Islas Baleares en Espafa (DENANCE et al. 2017; OLMO et al. 2017; MARCO-NOALES et al. 2021).
La amenaza de Xf para Europa y la cuenca del Mediterraneo ha ido en aumento después de que se
detectaran mdltiples subespecies y genotipos en Italia, Francia, Portugal y Espana (LOCONSOLE et al.
2016; BERGSMA-VLAMI et al. 2017; LANDA et al. 2020).

En octubre de 2016 se detectdé por primera vez Xf en las Islas Baleares (OLMO et al. 2017). Desde
entonces, se han llevado a cabo por parte de las Conselleria de Agricultura i Medi Ambient del
Gobierno Balear prospecciones pormenorizadas para conocer el alcance de la distribucion del
patégeno en las islas, la afeccion de plantas agricolas y forestales, la diversidad genética del
patdgeno y los insectos vectores que lo transmiten. A dia de hoy, se han realizado analiticas a mas de
23.000 muestras de plantas, tanto asintomaticas como sintomaticas, de mas de 453 especies
incluidas en 96 familias botanicas (OLMO et al. 2021) y a cientos de insectos vectores (LOPEZ-
MERCADAL et. al 2021). Ademas, para conocer mejor la diversidad genética de las poblaciones de la
bacteria, se han secuenciado el genoma de 24 aislados de X. fastidiosa pertenecientes a las tres
subespecies principales fastidiosa, multiplex y pauca (LANDA et al. 2019; GOMILA et al. 2019;
MORALEJO et al. 2020; L.F. ARIAS-GIRALDO, ROMAN, MORALEJO y LANDA, sin publicar). De forma
destacada, se ha podido reconstruir con datos sélidos la epidemiologia de la enfermedad del ALSD en
almendros, datar la introduccién de los ST1 y ST81 a principios de la década de los 90s del siglo
pasado y conocer el periodo medio de latencia desde la infecciébn hasta que el almendro muere
(MORALEJO et al. 2020). Esta informacion es de suma importancia porque permite situar en un
contexto espacio-temporal la invasion del patégeno en las islas Baleares y evaluar su impacto sobre
la agricultura y los ecosistemas forestales.

Aunque se ha avanzado bastante en el conocimiento de los insectos implicados en la transmision de
X. fastidiosa (MORALEJO 2019; ALOMAR 2020; LOPEZ-MERCADAL et. al 2021), se necesita mayor
informacién sobre el papel que juegan estos en la dindmica de transmision. Superada la fase
descriptiva inicial de la biologia de los vectores, se necesitan estudios cuantitativos enfocados a
parametrizar las variables que determinan la transmisién para poder modelizar la epidemiologia de
las enfermedades y mejorar su manejo. Recientemente, se ha desarrollado un modelo epidemiolégico
dindmico con base mecanicista para predecir en el presente y en futuro donde se puede establecer la
enfermedad de Pierce en todo el mundo (GIMENEZ-ROMERO et al. en revisién). Un enfoque parecido
seria deseable para entender la transmision en los hospedadores de ecosistemas naturales.

El esfuerzo e inversion en la investigacion de la X. fastidiosa en las Baleares esta dando sus frutos.
Hoy en dia, hay un conocimiento amplio de la situacion. Se ha superado una primera fase inicial de
prospeccion generalizada y se ha pasado a una fase en la que se esta digiriendo la inmensa cantidad
de datos obtenidos en campo y en experimentos. Es esta enorme coleccion de muestras y analiticas
lo que nos permite evaluar con alta fiabilidad qué especies forestales estan en peligro y cuales no en
la situacion actual de distribucion de las subespecies de X. fastidiosa en las islas. Las cepas de las
dos subespecies introducidas en Mallorca estan adaptadas al almendro (ST1y ST81) y a la vid con las
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que han coexistido en plantaciones de vid y almendros durante la mayor parte del siglo XX en
California (ALMEIDA & PURCELL 2003). Recientemente, se ha confirmado las sospechas de que el
acebuche ha jugado un papel destacable en la epidemiologia y en la adaptacion de la subsp.
multiplex al entorno de la isla. Uno de los cuatro aislados de esta subespecie obtenidos de olivos en
el sur de California, que mostraba el mismo perfil de ST81 que la poblacién de Mallorca, ha sido
secuenciado y ha resultado ser el ancestro mas cercano en los analisis filogenéticos (O’LEARY et al.
2020). El acebuche ademas de ser el hospedador mas abundante es también una de las plantas
refugio del insecto vector Philaenus spumarius a principio de verano (ALOMAR 2020).

En las Baleares se ha producido un experimento evolutivo, no controlado, a escala regional con la
introduccion involuntaria de Xf (cf. BRASIER 2008). Durante los Ultimos cuatro anos se han
prospectado y examinado en campo las especies forestales infectadas, los sintomas que presentan vy,
lo que es mas importante, qué plantas no estan infectadas. Esta informacion va acompafnada de
experimentos de inoculacion para confirmar las observaciones de campo.

1. Objetivos

Desde la primera deteccion de Xylella fastidiosa en Europa existe cierta preocupacion sobre la
posibilidad de que pueda afectar a ciertas especies forestales (DESPREZ-LOUSTAU et al. 2021).
Debido a que la subespecie multiplex es la Unica que se conoce que infecta arboles en parques,
zonas urbanas y algunos bosques del este de Estados Unidos, se ha puesto el foco principalmente
sobre esta subespecie (HARRIS & BALCI 2015). A la pregunta de si existe cierto riesgo de que la
variante ST81 de la subsp. multiplex pueda afectar a especies forestales de las Islas Baleares y en la
peninsula ibérica intentamos dar respuesta en este trabajo. Para ello, analizamos las observaciones
de campo, los resultados de PCR sobre muestras vegetales, las inoculaciones en el tlnel/invernadero
de bioseguridad y los perfiles genéticos de las poblaciones de Xf. Uno de los objetivos es reproducir la
sintomatologia observada en campo mediante ensayos de inoculacion de cepas de las subespecies
fastidiosa (ST1) y multiplex (ST81) sobre las principales especies forestales lenosas de las Islas
Baleares.

2. Metodologia
3.1. Prospecciones.

Se realizaron prospecciones de Xf en diferentes viveros de las tres islas, muestreos de especies
forestales y de especies vegetales que forman ecosistemas naturales entre octubre de 2016 y marzo
de 2022. El disefno de las prospecciones se ha realizado en cumplimiento a los planes de contencién
de la Decision de la Comision Europea. Para ello se proyectaron a lo largo de la superficie de las islas
una cuadricula de 1km?2 y se intentd tomar muestras de plantas representativas que abarcaran el
mayor nimero de cuadriculas. De cada una de las muestras se anotaron las coordenadas, y datos
ecolégicos de interés y se introdujeron en bolsas de plastico dentro de una nevera portatil refrigerada.

3.2 Anélisis en laboratorio

Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio para analisis Xf qPCR y registradas en la base
de datos del Laboratorio Oficial de Sanidad Vegetal de las Islas Baleares (LOSVIB). La extraccion de
ADN de la bacteria de plantas se realiz6 con un kit EZNA HP Plant Mini (Omega-Biotek, Norcross,
Georgia, EE. UU.) basado en CTAB, , mientras que el ADN gendmico de Xf se extrajo con el kit Wizard
DNA Promega. Los extractos de ADN se analizaron para detectar la presencia de Xf mediante qPCR
utilizando dos protocolos especificos de especies con los cebadores XF-F/XF-R y la sonda de doble
marcaje XF-P (HARPER et al. 2010) y los cebadores HL5/HL6 y un TagMan sonda (FRANCIS et al.
2006) utilizando termocicladores ECO (PCRmax, Staffordshire, Reino Unido) y qTOWER3 (Analytik
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Jena, Jena, Alemania), . EI ADN de Xf subsp. pauca cepa CoDiRo o Xf subsp. fastidiosa cepa Temecula
se utilizaron como controles positivos.

3.3 Inoculaciones

Se realizaron los ensayos de inoculaciones de Xylella fastidiosa sobre las principales especies
forestales de las Islas Baleares, entre 2018 y 2021, en los invernaderos de bioseguridad de la
Conselleria de Agricultura del Govern de les llles Balears. Las especies forestales se seleccionaron en
funcion de los resultados de las prospecciones y de su importancia forestal (TABLA 1). Todas las
plantas de 2 a 5 anos de edad fueron suministradas por el vivero forestal Menut perteneciente a la
Conselleria de Medi Ambient del Govern Balear, localizado a unos 500 m de altura en la Serra de
Tramuntana (Mallorca). Las plantas en macetas de plastico de 20 L con una mezcla estandar de
tierra se dispusieron en hileras durante el invierno y se regaron con goteo a capacidad de campo a lo
largo de los ensayos. Las macetas se distribuyeron aleatoriamente en hileras de 12 plantas a lo largo
de un tdnel a prueba de insectos expuesto a la temperatura del aire. Las plantas se fertilizaron
mensualmente con un fertilizante granulado de liberacién lenta y se trataron con insecticidas y
fungicidas seglin necesidad hasta el final del experimento. Dos semanas antes del inicio de la prueba
de inoculacién, se recogieron muestras de hojas de todas las plantas y se analizaron por qPCR para
detectar la presencia de Xf. Para los experimentos de inoculacién se utilizaron tres cepas de la
subespecie fastidiosa (XYL 2055/17; XF 3865/18 y XYL 2017/18) y de la subespecie multiplex (XYL
1752/17; XF 3960/18 y XYL 1981/18), cuyos genomas habian sido secuenciado recientemente
(MORALEJO et al. 2020). Los aislados se cultivaron en medio BYCE a 28 °C durante 7-10 dias,
siguiendo el protocolo EPPO PM7/24. Las células se recogieron raspando las colonias vy
suspendiéndolas en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) hasta obtener una suspension
turbia (108-10° células mlt). Las plantas fueron inoculadas mecanicamente por puncién con ligeras
modificaciones (ALMEIDA & PURCELL 2002). Se pipete6 una gota de 10 ul de la suspension
bacteriana en la axila de la hoja y se pinché la axila de la hoja cinco veces con una aguja
entomoldgica. Se inocularon ocho repeticiones por combinacién especie-cepa de Xylella con la
suspension bacteriana y tres-cuatro plantas por especie, con una gota de PBS como control. Las
inoculaciones se repitieron dos semanas después perforando la siguiente axila de la hoja por encima
de la previamente inoculada. Las plantas sintomaticas y asintomaticas se analizaron mediante gPCR
para la infeccion por Xf a los tres meses posteriores a la inoculacion, tomando el peciolo de la
segunda y quinta hojas por encima del segundo punto de inoculacién. Se utilizaron cinco hojas de
todas las plantas inoculadas para el aislamiento de Xf, siguiendo el protocolo EPPO.

3.4 Origen de las cepas de Xf

Para establecer las relaciones de parentesco genético entre los genotipos de Xf detectados en las
Baleares con las del resto del mundo, se compararon las secuencias de los genomas de una
seleccion de aislados disponibles en GenBank. Los genomas ensamblados de los aislados de las
subespecies fastidiosa (ST1) y multiplex (ST81) provienen de trabajos publicados anteriores
(MORALEJO et al. 2020). Los contigs ensamblados se reordenaron usando la funcion de movimiento
de contigs de Mauve (RISSMAN et al. 2009) con el ensamblado completo de Temeculal disponible
plblicamente (GCA_000007245.1) y utilizado como referencia. Posteriormente, los genomas
ensamblados y reordenados se anotaron individualmente utilizando el pipeline de Prokka (SEEMANN
2014). Se utiliz6 Roary v3.11.2 (PAGE et al. 2015) para calcular el nimero de genes en el nicleo
(genes compartidos entre el 99 y el 100 % de las cepas). Se cred una alineacion del genoma central
de todos los genomas incluidos en el analisis filogenético utilizando las banderas -e (alineacién
multisecuencia consciente de codones de genes centrales) y -n (alineacion rapida de nucleétidos) en
Roary. Esta alineacion del genoma central se utilizé para construir un arbol de maxima verosimilitud
(ML) con RAXML (STAMATAKIS 2014). El modelo de sustitucion GTRCAT se utilizé en la construccion
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del arbol, mientras que la topologia del arbol y el soporte de las ramas se evaluaron con 1000
réplicas de arranque. El arbol filogenético resultante se visualizdé con FigTree (RAMBOUT 2009).

3. Resultados
4.1 Xylella fastidiosa en plantas forestales

Se han analizado un total de 14,674 muestras de plantas recogidas en ecosistemas naturales y de
plantas ornamentales en las islas de Mallorca (n= 5,697), Menorca (n = 5,005), Ibiza (n = 3,011) y
Formentera (n = 961) desde octubre de 2016. Un 7.8% de las muestras fueron PCR+, entre las que
se encuentran 27 especies forestales como hospedadores de Xf, pertenecientes a 13 familias
botanicas. Destaca el acebuche como hospedador que representa el 83.9% de las muestras
positivas. En la TABLA 1 se incluye la lista de hospedadores, las subespecies y secuetipos de Xf que
los infectan.

Sélo 37 especies vegetales de 454 taxones analizados que forman parte de la flora balear (n= 1,729)
han dado positivo a Xf (TABLA 2). Estas cifras nos dan una pista del impacto relativo de Xf sobre los
ecosistemas naturales y del esfuerzo realizado en la prospeccion del patégeno. Con mucha frecuencia
los lindes entre la agricultura y la vegetacion silvestre en las islas quedan difuminados por la
presencia masiva de acebuche como principal colonizador competitivo de suelos no cultivados (Figura
1a). Los acebuches sirven en muchos casos como especies corredoras que conectan los
asentamientos agricolas con la vegetacion de matorrales y los bosques y, por lo tanto, son propensos
a la exposicion a Xf.

El acebuche un arbusto muy abundante en Mallorca y Menorca estd muy afectado por Xf. subsp.
multiplex ST81. Si bien la severidad de la infeccién no es letal, su prevalencia es muy importante. A
falta de una cuantificacién rigurosa, la incidencia de Xf sobre acebuches debe estar muy por encima
del 50% (> >1 millén de ejemplares infectados). La misma cepa infecta muy esporadicamente a los
olivos en Mallorca, sin causar casi danos, al igual que ocurre en California (KRUGNER et al. 2014). El
hecho de que el acebuche es un componente muy abundante tanto en el entorno agricola como
forestal sugiere que la mayoria de las plantas sobre las que el vector Philaenus spumarius suele
alimentarse han debido estar en contacto con la bacteria desde que se introdujo casi hace tres
décadas. En los cuatro anos de vigilancia sobre arboles forestales, s6lo se ha observado, ademas del
acebuche, plantas sintomaticas de Fraxinus angustifolia (Figura 1c). No se han observado sintomas ni
en pinos ni encinas atribuibles a la bacteria.

En el ambito de arbustos que forman el maquis mediterraneo, podria haber alguna afectacion
importante en garrigas donde el género Cistus, Rhamnus alaternus (Figuras 1b y d) y las labiadas son
un componente importante del matorral, aunque el nimero detectado de positivos en los gPCR no es
muy grande. No hay tampoco evidencias cuantitativas del impacto que Xf pueda haber tenido sobre
otras especies forestales, independientemente de que se hayan detectado con PCR.

Para comprender el posible impacto de Xf en los ecosistemas forestales es importante fijarse en el
nimero de andlisis que se han realizado en los diferentes taxones y también en la captura de
insectos vectores sobre estas plantas. Asi, por ejemplo, se ha observado en verano que los pinos son
un refugio importante de P. spumarius. Sin embargo, se han realizado 59 analisis de PCR y todas han
sido negativas. Lo mismo se puede decir de la otra especie forestal, la encina (Quercus ilex),
dominante de la isla de Mallorca y Menorca. Unas 342 muestras de encinas y otras quercineas con
diferentes tipos de decaimientos han sido analizadas y en ningln caso ha dado positivo, a pesar de
que la encina esta en contacto frecuente con acebuches y almendros en la parte central de isla de
Mallorca y en Menorca. Ademas, tampoco se visualizaron sintomas cuando se inocularon plantas de
Q. ilex con aislamientos de ST1 y ST81 durante un ensayo de dos anos, lo que confirma que la encina

G

8° CONGRESO FORESTAL
ESPANOL




6/16

no es hospedante de estas cepas (TABLA 1). Parece existir una fuerte barrera genética a la infeccién
de encinas por las cepas ST1 y ST81, ya que el vector P. spumarius es frecuentemente capturado en
su copa. Menos se sabe sobre la resistencia de las encinas a la cepa ST80 de la subespecie pauca,
ya que las encinas son muy escasas en lbiza. Otras especies de arboles y arbustos comunes en las
tres islas y que, por lo tanto, han estado expuestas al espectro genético de Xf durante muchos anos,
como Ulmus palvifolia (n = 271), el algarrobo (n = 37). Pistacia lentiscus (n = 307), Myrtus communis
(n = 209), Juniperus oxycedrus (n = 69) y Juniperus phoenicia (n = 87) parecen no hospedar a
ninguno de los tres tipos de secuencias de Xf detectados en Mallorca.

4.2 Ensayo de inoculaciones

En ninguno de los ensayos se observaron sintomas de clorosis de hojas, necrosis marginales de
hojas, muertes retrogresivas de ramillas o algln tipo de decaimiento atribuible a la infeccion de Xf
durante el seguimiento de estas. Las inoculaciones confirman, en general, las observaciones de
campo, aunque con alguna excepcion importante. Se han realizado inoculaciones sobre 8 especies
forestales entre 2018 y 2021 con cepas de las subespecies multiplex (XYL 1752/17; XF 3960/18 y
XYL 1981/18) y fastidiosa (XYL 2055/17; XF 3865/18 y XYL 2017/18). Todas han dado negativo
incluyendo el acebuche (TABLA 1). No se ha podido demostrar los postulados de Koch sobre Fraxinus
angustifolia y Olea europaea var. sylvestris lo que resta fiabilidad a los resultados sobre las otras
especies. En los mismos experimentos, sin embargo, en cada ano se han inoculado almendros y vides
gue han dado en muchos casos positivo y han mostrado sintomas caracteristicos de la enfermedad
de Pierce y ALSD, indicando que no es problema que se pueda atribuir a una pérdida de virulencia.
Los problemas para reproducir las infecciones en especies lenosas en inoculaciones sobre plantas
jovenes es un hecho conocido. Para la enfermedad del olivo en Apulia, por ejemplo, costd un gran
esfuerzo reproducir los sintomas en planta joven, aun siendo la cepa de la subespecie pauca muy
virulenta en campo sobre arbol maduro. El hecho de inocular plantas jévenes puede ser una de las
causas, ya que por ejemplo se ha observado que los acebuches jévenes raramente muestran
sintomas en campo.

4.3 Origen de los genotipos de Xf encontrados en las Baleares

Se han analizado las relaciones de parentesco con nuevos genotipos cuyos genomas esta disponibles
en GenBank que complementan la cronologia y origen de la introducciébn de las subespecies
fastidiosa y multiplex estudiados anteriormente (MORALEJO et al. 2020). Tanto el ST1 como el ST81
tienen su origen en el valle central de California y estan emparentados con cepas de Xf relacionadas
con el cultivo de almendros que causan el ALSD (Fig. 1). Es destacable la relacion de la cepa Fillmore
aislado de olivos en el sur de California, y que también pertenece al ST81 (O’LEARY et al. 2020). Esta
cepa comparte con los aislados ST81 de Mallorca y Menorca un 99.81 % del genoma. Los nuevos
genomas publicados de la ST1 en California no hacen mas que confirmar el origen de las cepas ST1
encontradas en Mallorca y que causan ademas del ALSD

4, Discusion

Con muy pocas excepciones, las analiticas de muestras de plantas asintomaticas mediante PCR
confirman las observaciones de campo. Ninguna muestra de pino de Alepo, encina, olmo y algarrobo,
por ejemplo, han dado positivo a pesar que el nimero de capturas de insectos infectados con Xf
sobre estas plantas es mayor que en las vides y en los campos de almendros (ALOMAR 2021).
Tampoco se ha detectado Xf sobre mata (Pistacea lentiscus), una de las plantas preferidas del vector.
De plantas arbustivas de maquia se han detectado positivos en Genista lucida, Phillyrea angustifolia,
Rhamnus alaternus (Figura 1), Rosmarinus officinalis, Lavandula dentata y L. angustifolia, aunque el
nimero de especimenes infectados es pequeno en comparacion con el acebuche. En términos
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epidemiolégicos quizas estas plantas actlan como sumideros y se esta sobredimensionado la
importancia que pueden tener estos hospedadores. Este punto requiere una investigacion especial.

Las inoculaciones confirman las observaciones de campo, aunque con alguna excepcién. Se
han realizado inoculaciones sobre 8 especies forestales entre 2018 y 2021 con cepas de las
subespecies multiplex (XYL 1752/17; XF 3960/18 y XYL 1981/18) y fastidiosa (XYL 2055/17; XF
3865/18 y XYL 2017/18). Solo en una ocasién se ha detectado mediante PCR una planta positiva
después de 3 meses de incubacion. Todas las demas han dado negativo incluyendo el acebuche. No
se ha podido demostrar los postulados de Koch sobre Fraxinus angustifolia y Olea europaea var.
sylvestris lo que resta fiabilidad a los resultados sobre las otras especies. En los mismos
experimentos en cada ano se han inoculado almendros y vides que han dado en muchos casos
positivo y han mostrado sintomas caracteristicos de la PD y ALSD, indicando que no es problema que
se pueda atribuir a una pérdida de virulencia. Los problemas para reproducir las infecciones en
especies lenosas en inoculaciones sobre plantas jévenes es un hecho conocido. Para la enfermedad
del olivo en Apulia, costo un gran esfuerzo reproducir los sintomas en planta joven, aun siendo la
cepa pauca muy virulenta en campo sobre arbol maduro (SAPONARI et al. 2017). El hecho de inocular
plantas jovenes puede ser una de las causas ya que por ejemplo se ha observado que los acebuches
jovenes raramente muestran sintomas en campo.

Habitualmente se escucha que las cepas de la bacteria pueden acumular mutaciones
puntuales y cambiar con el tiempo el rango de hospedadores y la virulencia sobre estos. Aunque no se
puede descartar, no es la forma conocida de microevolucién de Xf. Al ser una bacteria que coloniza
los vasos xilematicos que estan constituidas por células muertas, no se produce la habitual carrera
armamentistica entre las defensas del hospedador y los factores de virulencia del patégeno. La otra
forma de salto entre hospedadores es debido a la recombinacion de trozos de la secuencia de ADN
entre cepas diferentes. La mayoria de recombinaciones entre la subsp. multiplex y fastidiosa que se
encuentran en la poblacion de Mallorca son anteriores a su introduccion en los 90s. Por ello creemos
poco probable que con el tiempo la acumulacion de mutaciones o recombinaciones puedan causar un
cambio de hospedadores en Mallorca y Menorca. El juntar las variedades multiplex y fastidiosa con la
hasta ahora aislada subespecie pauca en lbiza podria ser un problema de mucho mayor riesgo. Se
sabe que la recombinacién de genomas entre subespecies o subtipos alopatricos, pueden cambiar
sus propiedades patogénicas como se ha comprobado en Sur América. A nuestro juicio la
introduccién de pauca en Mallorca o cualquiera de las subespecies de Mallorca en lbiza supone el
mayor riesgo para los ecosistemas forestales de las Islas Baleares.

5.1 Riesgos de infeccion de masas forestales por Xylella fastidiosa en la peninsula ibérica

Los secuetipos de las tres subespecies encontradas en las Islas Baleares no parecen tener capacidad
de infectar y producir sintomas en especies de Quercus. Tampoco, y eso del todo esperable, tienen
capacidad de infectar y causar danos en coniferas, ya que no se conoce casos de especies de
coniferas que muestren sintomatologia debido a infecciones de Xf en los EEUU. Aunque no hemos
realizado experimentos de inoculacion con la cepa ST6 de la subespecie multiplex de Alicante, no hay
razones para pensar que pueda infectar y danar a estas especies en condiciones naturales. Hasta
donde podemos llegar, no tenemos conocimiento de ninguna notificacion de deteccion de multiplex
en Quercus en la peninsula ibérica. Ademas, ya ha pasado suficiente tiempo desde la introducciéon de
esta cepa (estimada a principios del 2000) para que se hubiera hecho visible en el caso de algln tipo
de virulencia. Al igual que las cepas de XF multiplex de las Baleares, la cepa ST6 de Alicante es muy
probablemente originaria de California y esta adaptada al cultivo del almendro (LANDA et al. 2020;
MORALEJO et al. 2020). En California, aunque hay algin reporte esporadico de deteccidon por
métodos moleculares en alguna quercinea, lo cierto es que no hay casos de enfermedades
transmisibles causadas por Xf en ese estado.

Por otro lado, aunque Xf multiplex probablemente pueda soportar en plantas lenosas infectadas
temperaturas mas bajas que la subespecie fastidiosa, las condiciones climaticas para que se pueda
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establecer el patdégeno estan bastante limitadas a situaciones costeras, con temperaturas
relativamente suaves y con cierta humedad primaveral. Si a esto sumamos que el vector principal,
Philaenus spumarius, soporta mal la sequedad ambiental extremas, se reducen apreciablemente la
posibilidad de transmision del patdégeno. No obstante, siempre hay el riesgo de introduccién de
nuevos genotipos o la aparicion de cepas recombinantes que muestren un rango de hospedadores
diferentes y virulencia mayor a una determinada especie vegetal. Sin embargo, no hay que olvidar que
hasta donde hemos podido averiguar no hay ningln caso de danos apreciables causado por Xf en
masas forestales en el mundo. El caso mas importante quizas es la infeccion de acebuches por la
cepa ST81 en Mallorca y Menorca, y en ninglin caso se ha visto muertes de arbustos. Los acebuches
estan adaptados a suelos poco profundos y a condiciones de sequia estival extremas.

5. Conclusiones

En las Baleares se ha producido un ejemplo clasico de “spillover” de un patégeno introducido,
generalista desde los cultivos principales, como el almendro, vifa y olivos, hacia la vegetacion natural,
actuando los acebuches como principal reservorio y puente de transmision hacia la vegetacion
silvestre a través del insecto vector Philaenus spumarius. Las infecciones en acebuches son muy
generales (>>106 pies infectados) y estan ampliamente distribuidas en Mallorca y Menorca, aunque
estas son subletales. La cadena de transmisién de acebuches a otras plantas silvestres todavia no
esta bien estudiada. De la frecuencia de estas transmisiones inter-especificas, asi como de las
transmisiones intra-especificas de las 20 especies forestales hospedadoras conocidas dependera el
grado de penetracion de Xf en los ecosistemas naturales. De especial preocupacion son las
infecciones de especies forestales relictuales, como Fraxinus angustifola, cuyas poblaciones parecen
estar afectadas por varios patégenos ademas de Xf. También otras especies vulnerables con
poblaciones pequenas en peligro de extincidn requieren cierta atencién, aunque no hay evidencia de
afecciones significativas. Hasta el momento y a falta de un analisis mas detallado parece que la
cadena de transmision se diluye rapidamente desde los ecosistemas agricolas en direcciéon a la
vegetacion en mosaico colindante hasta llegar muy residualmente a los ecosistemas naturales. La
movilidad y comportamiento del principal insecto vector podria explicar este patrén general.
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Tabla 1. Resultado de las inoculaciones de Xylella fastidiosa sobre especies forestales de las Islas Baleares.

Especie forestal Genotipo Fecha inoculacion | Fecha de andlisis PCR y
(n=8) resultados
Pinus halepensis Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Juniperus phoenicea Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07,2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Olea europea var. sylvestris Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Olea europaea Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(8T81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Quercus ilex Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(8T81) 07/2019 07/2021 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Phillyrea latifolia Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(8T81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Fraxinus angustifolia Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(8T81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
Ulmus minor Subsp. multiplex 07/2018 12/2018 (negativo)
(8T81) 07/2019 07/2020 (negativo)
Subsp. fastidiosa 07/2018 12/2018 (negativo)
(ST1)
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Tabla 2. Lista de hospedadores de Xylella fastidiosa en las Baleares. Los datos estan disgregados en islas, subespecies y

Isla

Mallorca

Mallorca

Mallorca

Mallorca

genotipos del patégeno.

Planta hospedante

Acacia sp. (Acacia)

Ficus carica (Higuera)

Fraxinus angustifolia (Fresno)
Genista valdes-bermejoien
Lavandula angustifolia (Lavanda)
Lavandula dentata (Lavanda)

Olea europaea var. europaea (Olivo)
Olea europaea var. sylvestris
(Acebuche)

Phillyrea angustifolia (Labiérnago
blanco)

Polygala myrtifolia (Poligala)
Prunus domestica (Ciruelo)

Prunus dulcis (Almendro)

Rhamnus alaternus (Aladierno)
Rosmarinus officinalis (Romero)
Salvia officinalis (Salvia)

Spartium junceum (Retama macho)
Cistus albidus (Estepa blanca)

Polygala myrtifolia (Poligala)
Prunus dulcis (Almendro)

Calicotome spinosa (Aliaga)

Cistus mospeliensis (Jaguarzo negro)
Genista lucida (Retama)

Polygala myrtifolia (Poligala)

Prunus avium (Cerezo)

Prunus dulcis (Almendro)

Rhamnus alaternus (Aladierno)

Vitis vinifera (Vifia)

Juglans regia (Nogal comun)
Teucrium capitatum (Tomillo macho)
Ruta chalepensis (Ruda)

Helichrysum stoechas (Manzanilla
bastarda)

Nerium oleander (Adelfa)
Phagnalon saxatile (Manzanilla
yesquera)

Santolina chamaecyparessus

Subespecie y ST

X. fastidiosa subsp. multiplex
ST81

X. fastidiosa subsp. multiplex ST
7

X. fastidiosa subsp. fastidiosa ST
1

Por determinar

-
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Isla

Ibiza

Ibiza

Isla

Menorca

Menorca

14/16
Planta hospedante Subespecie y ST

Acacia sp. (Acacia)

Cistus albidus (Estepa blanca)
Lavandula angustifolia (Lavanda)
Lavandula dentata (Lavanda)

Olea europaea var. europaea (Olivo)
Olea europaea var. sylvestris (Acebuche)
Polygala myrtifolia (Poligala)

Prunus dulcis (Almendro)

Rosmarinus officinalis (Romero)

Ulex parviflorus Pourr. (Aliaga morisca)

X. fastidiosa subsp. pauca ST
80

Genista hirsuta
Nerium oleander (Adelfa)
Thymus vulgaris (Tomillo)

Por determinar

Planta hospedante Subespecie y ST

Cistus albidus (Estepa blanca)

Clematis cirrhosa (Atragene balearica)

Ficus carica (Higuera)

Helichrysum stoechas (Manzanilla bastarda)

Olea europaea var. europaea (Olivo)

Olea europaea var. sylvestris (Acebuche) X. fastidiosa subsp.
Prunus dulcis (Almendro) multiplex ST81
Polygala myrtifolia (Poligala)

Rosmarinus officinalis (Romero)

Rhamnus alaternus (Aladierno)

Santolina chamaecyparessus

Santolina magonica (Camamilla de

muntanya o de Maod)

Vitex agnus-castus (Gatillo casto) Por determinar
Phlomis itélica
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Figura 1. Sintomatologia de infecciones de Xylella fastidiosa. (a) ejemplo de transicién de almendros a paisaje
silvestre formado por acebuches mostrando una afeccion importante. (b) Rhamnus alaternus con ramas peladas y
con socarrado de hojas. (c) Fraxinus angustifolia con sintomas claros de decaimiento. (d) detalle de hojas de
Rhamnus alaternus infectado por Xylella fastidiosa.
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9.0E-4

Figura 2. Relacion filogenética de los aislados de Mallorca de la subespecie fastidiosa con el resto de genomas
publicos en GenBank (n=234). El subclado de Mallorca (en rojo) esta anidado con el resto de aislados de la zona sur
del valle central de California.
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