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El paisaje rural tradicional de las Islas Baleares esta siendo
afectado por la reciente irrupcion de la bacteria fitopatégena,
Xylella fastidiosa. Su huella se deja ver con cierta intensidad
en forma de campos enteros de arboles muertos, generando
cierta alarma social y preocupacién no solo a los agricultores
sino también en el sector turistico. Para dar respuesta a este
desafio, el Gobierno de las Illes Balears, a través del Impues-
to del Turismo Sostenible (ITS), ha financiado el proyecto de
investigacion compuesto de seis lotes y con el titulo “Disefio
e implementacién de estrategias de control frente Xylella fasti-
diosa en las llles Balears”. El objetivo principal del proyecto es
profundizar en el conocimiento de aspectos diversos del paté-
geno y los insectos vectores que lo transmiten, tales como el
diagnéstico, la genética de poblaciones, la implementacién de
sistemas deteccidn precoz, la transmision, la resistencia gené-
tica de plantas huésped o la conservacién de plantas silvestres
amenazadas. En esta presentacién intentamos sintetizar los
resultados mas destacados del proyecto en el contexto agri-
colay forestal.

Una pregunta hasta ahora no resuelta es cual ha sido el im-
pacto y grado de penetracién de la bacteria en los ecosiste-
mas naturales. En el lote “Deteccién y efecto de X. fastidiosa
sobre la vegetacion silvestre de las Illes Balears” se ha visto
que hay un importante gradiente negativo en la incidencia de
las infecciones de acebuches desde los cultivos agricolas hacia
zonas forestales. Aun asi, la bacteria afecta a 18 especies sil-
vestres (10 nuevos hospedadores), algunas de ellas en peligro
de extincién. Esta menor incidencia en ecosistemas forestales
podria estar relacionada con las migraciones estacionales del
insecto vector principal, Philaenus spumarius, desde los cultivos
hacia los arboles forestales a medida que aumenta la sequia
en los meses estivales, como se indica en el lote “Contribu-
cién al conocimiento de las especies de insectos vectores de
Xylella fastidiosa en las Illes Balears, asi como su capacidad de
transmision en las plantas huéspedes”. El potencial hidrico de
las plantas determina el habitat de los estadios ninfales y de
los adultos de P. spumarius, una de las razones de por qué los
ecosistemas naturales mas aislados estan mas protegidos y

también de cdmo el cambio climatico repercutira en una pro-
gresiva reduccion de la transmision de X. fastidiosa. Sin em-
bargo, las poblaciones de vectores son actualmente todavia
suficientes para producir brotes epidémicos en plantaciones
nuevas de almendro, vifiedos u olivares. Es por ello importante
obtener métodos de deteccidn precoz a gran escala de infec-
ciones antes de que se manifiesten los sintomas y se desarro-
llen los brotes. Los resultados del lote “Puesta a punto de un
sistema de deteccion de la incidencia de Xylella fastidiosa en el
cultivo del almendro mediante imagenes aéreas en la isla de
Mallorca” dan una idea del potencial de esta metodologia para
la gestion y manejo de enfermedades como el chamuscado de
las hojas del almendro.

Desgraciadamente, el clima de las Illes Balears es bastante
adecuado para todas las subespecies de X. fastidiosa, aunque
no tanto para los insectos vectores. Poe ello debemos estar
atentos a la llegada de nuevos perfiles genéticos a las islas que
puedan suponer nuevas enfermedades o la intensificacion
de las ya existentes. Es por esta razon de suma importancia
no solo detectar las nuevas infecciones de X. fastidiosa, sino
también caracterizar los perfiles genéticos de muestras repre-
sentativas que puedan incluir la mayor diversidad genética
posible. En este cribado de asignar la subespecie, tipificar los
secuetipos (MLST) o descifrar la secuencia de los genomas han
contribuido los lotes “Caracterizacién de las poblaciones de la
bacteria fitopatdgena Xylella fastidiosa en las Illes Balears” y
“Deteccion de la bacteria fitopatégena Xylella fastidiosa en los
diferentes vegetales de las Illes Balears’. Toda esta informa-
cién nos da una perspectiva de la genética de las poblaciones
de las distintas subespecies y secuetipos de X. fastidiosa, en
cada isla, que nos permite entender la epidemiologia de en-
fermedades como la de Pierce de la vid o el chamuscado de
las hojas de almendro. Asi, por ejemplo, se sabe ahora que X.
fastidiosa entr6 en Mallorca antes de 1993, que la transmision
de almendro a vid puede ser importante, que los almendros
infectivos pueden durar mas de 14 afios, o que el decaimien-
to de los almendros en Ibiza es debido a las infecciones de la
subespecie pauca. También nos ha servido para relativizar un



paradigma bien establecido: la diversidad genética del hospe-
dador no ha sido suficiente para detener el brote epidémico
del ALSD que afecta a mas del 80% de los almendros en Ma-
llorca. En el lote “Estudio de la resistencia/tolerancia/suscep-
tibilidad varietal en los cultivos del almendro, la vifia y el olivo
frente a Xylella fastidiosa en las Illes Balears” se da cuenta de la
respuesta de un gran numero de variedades de almendros, vi-
des y olivos de las islas al patégeno. Finalmente se dan pautas
de qué variedades son mejores para cada cultivo.

Los resultados de este proyecto confirman la percepcion previa
de que los dafios causados por X. fastidiosa en las Illes Balears
se pueden controlar. El cambio climatico, en este caso, es un
aliado importante que favorece la disminucidn progresiva de
su incidencia y transmision. No obstante, se debe estar vigi-
lante ante nuevos acontecimientos que puedan perturbar la
convivencia con la bacteria.

Este trabajo ha sido financiado por el Proyecto de Investiga-
cién ITS2017-095: Disefio e implementacion de estrategias de
control frente Xylella fastidiosa en las Illes Balears.

Finalmente, no podemos dejar de agradecer el apoyo incondi-
cional y constante al equipo del Servicio de Agricultura de los
responsables politicos que durante estos afios han tutelado la
contencién de esta bacteria fitopatégena, el Sr. Viceng Vidal
Matas (consejero de Medio Ambiente, Agricultura y Pesca), la
Sra. Mae de la Concha (consejera de Agricultura, Pesca y Ali-
mentacién) y muy especialmente al Sr. Mateu Ginard Sampol
(director general de Agricultura y Ganaderia).

1. Caracterizacion de las poblaciones
de la bacteria fitopatégena Xylella
fastidiosa en las Islas Baleares

Concepcidn Olivares Garcia®, Miguel Montes Borrego?, Maria Pilar Ve-
lasco Amo?, Juan A. Navas-Cortés?, Blanca B. Landa'

nstituto de Agricultura Sostenible (IAS), Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC). Av. Menéndez Pidal S/N. Campus Alameda del Obispo, 14004
Cordoba, Espaiia.

Antecedentes

El presente proyecto fue adjudicado al Laboratorio de Biologia y Ecologia
de la Microbiota del suelo del Instituto de Agricultura Sostenible (IAS) del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en el afio 2019, y
se desarrollé entre mayo de 2019 a marzo de 2022. Para llevar a cabo las
actividades propuestas en el Lote 1, en el momento de inicio del proyec-
to nos ajustamos a la normativa que a la fecha de concesion regulaba al
organismo fitopatdgeno Xylella fastidiosa y que incluia 1) la Decision de
Ejecucion (UE) 2017/2352 de la Comision de 14 de diciembre de 2017,
por la cual se modificaba la Decision de Ejecucion (UE) 2015/789, sobre
medidas para evitar la introduccién y propagacion dentro de la Unién
de Xylella fastidiosa (Wells y col.,), 2) la Orden APM/21/2017, de 20 de
enero, por la que se establecen medidas especificas de prevencion en
relacion a la bacteria Xylella fastidiosa (Wells y col.,) y 3) la Resolucién
del Consejero de Medio ambiente, Agricultura y Pesca de 7 de febrero
de 2018, por la cual se prorrogan las medidas fitosanitarias cautelares
adoptadas contra la plaga Xylella fastidiosa (Wells y col.,) en las Islas Ba-
leares.

El objetivo de este Proyecto fue caracterizar las poblaciones de la bacte-
ria fitopatdgena X. fastidiosa en las Islas Baleares mediante una metodo-
logia de diagndstico molecular basada en la técnica de andlisis Multilo-
cus o MLST (de inglés ‘multilocus sequence typing’) descrita por Yuan y
col., (2010) y que asigna la subespecie y grupo genético o secuetipo (ST)
en base a las secuencias de siete genes mantenedores o conservados.
Este andlisis fue llevado a cabo a partir de muestras vegetales diagnos-
ticadas como positivas para X. fastidiosa, bien por el Laboratorio Oficial
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de Sanidad Vegetal de las Islas Baleares (LOSVIB) o por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de las Islas Baleares, que resulté adju-
dicatario del Lote 2 por la Direccién General de Agricultura, Ganaderia
y Desarrollo Rural. El envio de material genético (ADN) desde las Islas
Baleares al IAS-CSIC, por tanto, no supuso ningun riesgo en materia de
bioseguridad.

Muestras analizadas

El total de muestras analizadas en este proyecto se presenta en la Tabla
1, especificando la especie vegetal e isla de procedencia, y el afio de
envio de la muestra. En total se analizaron 413 muestras obtenidas de
un total de 32 plantas huésped diferentes. La mayor parte de las mues-
tras se recibieron en el afio 2020 (44%), seguidas de 2019 y 2021 con
un nimero de muestras similar (28% y 27%, respectivamente), mien-
tras que en 2022 solo se recibieron cuatro muestras (1%) (Figura 1). La
distribucidn en funcidén de la de origen por islas, fue 14% de muestras
de Menorca, 30% de Ibiza, y 56% de Mallorca (Figura 1). Cabe recordar,
gue hasta la fecha no ha habido ningutin caso de deteccion de X. fasti-
diosa en Formentera, entre mas de 1600 muestras analizadas.

Tabla 1. Distribucion del nimero de muestras analizadas por planta
huésped, isla de origen y afio de envio para analisis.

n



Ibiza

Planta huésped

2019

2020

2021

2022

Cistus albidus

Calicotome spinosa

Cistus monspeliensis

Clematis cirrhosa

Eleagnus angustifolia

Ficus carica

Fraxinus angustifolia

Genista hirsuta

Genista valdes-bermejoi

Helichrysum stoechas

Lavandula angustifolia

Lavandula dentata

Nerium oleander

Olea europaea europaea

28

48

83

Olea europaea sylvestris

11

Phagnalon saxatile

Phillyrea angustifolia

Phlomis italica

Polygala myrtifolia

Prunus dulcis

10

Rhamnus alaternus

Rosmarinus officinalis

Ruta chalepensis

Salvia officinalis

Santolina chamaecyparissus

Santolina magonica

Spartium junceum

Teucrium capitatum

Thymus vulgaris

Ulex parviflorus

Vitex agnus-castus

Vitis vinifera

Total general

25

37

58

123

Mallorca Menorca Total
2019 | 2020 | 2021 | 2022 N 2019 | 2020 | 2021 N N | %

1 1 2 3 3 10 2.4

1 1 1 3 3 0.7

1 1 1 0.2

1 1 1 0.2

3 0.7

2 1 3 3 0.7

1 10 11 11 2.7

2 0.5

1 1 1 0.2

2 2 4 4 6 1.5

1 1 3 0.7

1 1 1 0.2

1 1 1 0.2

3 6 9 92 22.3

10 19 29 11 12 16 39 79 19.1

1 1 1 0.2

1 1 1 0.2

2 2 2 0.5

1 1 2 0.5

48 82 13 143 153 37.0

4 3 7 1 1 8 1.9

1 1 1 1 5 1.2

2 2 2 0.5

1 1 1 0.2

4 4 3 2 5 9 2.2

1 1 1 0.2

2 2 2 0.5

2 2 2 0.5

1 0.2

2 0.5

1 1 1 0.2

2 1 3 3 0.7
78 126 27 1 232 12 18 28 58 | 413

13




Figura 1. Muestras recibidas para la determinacion de las subespecies y grupos
genéticos (ST) de Xylella fastidiosa por isla de origen y afio de envio para analisis.

En funcién de la planta huésped de origen el mayor nimero de muestras
analizadas correspondid a almendro (Prunus dulcis) con un 37% de las
muestras, seguido de olivo cultivado (22%) y acebuche (19%) (Tabla 1).

Metodologia de caracterizacion genética

La aproximacion que se ha llevado a cabo para los analisis MLST ha sido
similar a la que se ha utilizado en la Encomienda de Gestion para la de-
terminacién de la subespecie de X. fastidiosa de las muestras de los ve-
getales y productos vegetales introducidos en Espafia que el IAS-CSIC ha
venido manteniendo con el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion entre los afios 2017 a 2023, y que queda recogido en la Figura 2.

La determinacidn de la subespecie de X. fastidiosa se baso en el andlisis
MLST descrito por Yuan y col., (2010). Este andlisis MLST utiliza datos de
siete genes de mantenimiento que estan distribuidos por todo el cromo-
soma bacteriano y la combinacién del conjunto de los siete alelos indivi-
duales se emplea para asignar los aislados a subespecie y ST. Estos siete
genes codifican para la 2-isopropilmalato sintetasa (leuA); subunidad

C1 de la ubiquinol citocromo c oxidoreductasa C1 (petC); ABC permea-
sa transportadora de azucares (malF); sintasa del gen sirohemo (cysG);
subunidad chi de la holoenzyma DNA polimerasa lll (holC); subunidad
NQO12 de la NADH-ubiquinona oxidoreductasa (nuol); y proteina sim-
porte del glutamato (g/tT) (Tabla 2). El tamafio de los productos amplifi-
cados es de 708 pb para 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 g/tT. En
ciertos aislados, en ocasiones faltan 6 pb en la secuencia del gen cysG, o
30 pb en el gen nuoL. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
siguiendo lo descrito en el Anexo 12 del protocolo MLST descrito en la
version 4 del protocolo de diagnéstico sobre X. fastidiosa de la EPPO
(2019).

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores a utilizar para analisis MLST segln Yuan y
col., (2010)

leuA-for | 5-GGTGCACGC- leuA-rev | 5’-GTATCGTTGTGGCGTA-
CAAATCGAATG-3’ CACTG-3’

petC-for | 5’-GCTGCCATTC- | petC-rev | 5’-GCACGTCCTCCCAATA-
GTTGAAGTACCT-3’ AGCCT-3’

malF-for | 5-TTGCTGGTCCT- | malF-rev |5 -GACAGCAGAAGCAC-
GCGGTGTTG-3’ GTCCCAGAT-3’

cysG-for | 5’-GCCGAAGCAGT- | cysG-rev | 5'-GCCATTTTCGATCAGT-
GCTGGAAG-3’ GCAAAAG-3’

holC-for | 5’-ATGGCACGCGC- | holC-rev | 5’-ATGTCGTGTTTGTTCAT-
CGACTTCT-3’ GTGCAGG-3’

nuol-for | 5’-TAGCGACTTAC- | nuolL-rev | 5-ACCACCGATCCACAAC-
GGTTACTGGGC-3’ GCAT-3’

gltT-for 5’-TCATGATC- gltT-rev 5’-ACTGGACGCTGCCTCG-
CAAATCACTC- TAAACC-3’
GCTT-3’

Como paso inicial antes del andlisis MLST, en cada muestra se amplifi-
co el gen cysG del panel MLST (Figura 2). El tipo de secuencia de estos
genes se correlacionan con la subespecie de X. fastidiosa, y el limite de
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deteccidn para este gen permite determinar el posible éxito en la ampli- Tabla 3. Secuencias de los iniciadores y temperatura de hibridacién utilizada

ficacion del resto de genes del panel MLST. Ademas, el gen cysG junto al para el analisis MLST mediante PCR anidada.
malF son los que proporcionan mas informacidn sobre la caracterizacidon
Posteriormente, en fyncién de I.os .resultados de amplificacién del gen leuA | leuAnest-F CGAAGGTGCAAACAAAGTGA 336
cysG el proceso seguido fue el siguiente para cada una de las muestras
(Figura 2): leuA-F-yuan GGTGCACGCCAAATCGAATG 58| 774
leuAnew-R ACTGGTCCCTGTACCTTCGT 60
Cuando se obtuvo amplificacién para el gen cysG se prosiguié con leuAnest-rev CGCACTGGCTTCGATAATGTCT
todas las amplificaciones restantes de los seis genes constitutivos cysG | cysG_newF CCAAACATAGAAGCACGCCG 776
de referencia utilizados en el analisis MLST de X. fastidiosa, siguien- cysG-yuanF GCCGAAGCAGTGCTGGAAG 64| 642
doel protocglo de la EPPO (2019) para llevar a cabo el andlisis MLST EESTIE GCCATTTTCGATCAGTGCAAAAG 56
completo (Figura 1).
cysGnest-rev GCGAGTGTTTTCAGCGTTCC
Cuando no se obtuvo amplificacion para el gen cysG se utilizé direc- petC | petcCnew_f TCAATGCACGTCCTCCCAAT >82
tamente con todos los genes una nueva estrategia mediante la uti- petCyuan-modified-F ACGTCCTCCCAATAAGCCT 60| 551
lizacidn de un sistema de analisis MLST-anidado (Cesbron y col.,, petCnest-R CGTTATTCACGTATCGCTGC 56
2020) basado en PCR anidada desarrollado en el laboratorio de la petCnew-R GGCTGCCATTCGTTGAAGTA
Qra. M.' A Jacgues (INRA,-Franua) gn co.IaboraC|on co'n el Laborato- holC | holC_F CCGATGGTGAAGAACAGTAGACA 559
rio de ‘Biologia y Ecologia de la Microbiota del suelo’ del IAS-CSIC. PRp— CETCACATGTCGTGTTTGTTC 0| a2
Mediante este nuevo protocolo de MLST-anidado se tiene mas éxi- ofnes
to en la amplificacidon de los genes del panel de MLST. Esta técnica holCnest-R CACGCGCCGACTTCTATTT 58
se basa en la realizacién de dos reacciones de PCR secuenciales en holCnew-R GCTCGAGAAACTSGATTAATGG
las que el producto de amplificacién de la primera PCR sirve como nuol | nuoLnew-F TTGGTACGTTGGCTTTGGTG 845
ADN .molde de .Ia segunda PCR. Para ello en el MLST—amda.do se e T R e GCGACTTACGGTTACTGGGC 60| 597
amplifican los siete genes del panel MLST con catorce parejas de
R . . . . nuolyuan-R ACCACCGATCCACAACGCAT 64
iniciadores nuevas (siete parejas para la primera PCR y otras siete
parejas distintas para la segunda PCR; Tabla 3) y presenta mayor guetnewsh GACAAACCAGATTIGEGTSE
sensibilidad en la deteccidon (hasta 100 x) y mejor amplificacion de gltT | gltTnest1-F GGTGCCATCCAATCCGTTTT 916
los productos PCR correspondientes a los mismos genes y fragmen- gltTnest2-F TCATGATCCAAATCACTCGCTT 60| 700
tos de secuencias del panel MLST de Yuang y col., (2010) (Figura 1). gltThest2-R TTACTGGACGCTGCCTCG 58
gltTnest1-R TCAGGATGTCCCAATTCCAACG
malF | malFnew-F AACGTCGTCACCCCAAGAA 845
malFyuan_modified-rev | AGCAGAAGCACGTCCCAGAT 60 767
malFnew-R CTGGTCCTGCGGTGTTGG 57
malFnew-R2 ATGAGGCGGGCTTCTTTGG




Finalmente, aquellos genes que no amplificaron con el sistema de
MLST convencional en la primera fase se analizaron mediante el
sistema de MLST-anidado (Figura 2).

Figura 2. Procedimiento seguido para la determinacion de las subespecies y se-
cuetipos (ST) de Xylella fastidiosa.

Resultados de la caracterizacion de la diversidad genética de las pobla-
ciones de la bacteria fitopatdgena Xylella fastidiosa en las islas Baleares

En la Figura 3A se presenta el porcentaje de reacciones de PCR realizadas
y el éxito de amplificacién de las mismas para cada uno de los genes del
panel MLST llevadas a cabo mediante amplificacion por MLST conven-
cional o MLST anidado. Como puede observarse el gen cysG fue el que
presentd mayor éxito de amplificacion en PCR simple seguido de nuol y
holC, mientras que el gen malF fue el que presenté mayor dificultad de
amplificacion mediante MLST convencional. En la Figura 3B se muestra
el porcentaje de éxito total de genes secuenciados a partir de los produc-
tos obtenidos mediante MLST convencional o MLST anidado. Se puede
observar como la combinaciéon de ambos procedimientos permitié am-
plificar en el 100% de las muestras los genes cysG, nuol y petC, mientras
que para el resto de genes el porcentaje fue también muy alto y estuvo
comprendido entre 97% para malF y mas del 99% para el resto de genes.

Tabla 4. Correspondencia entre secuetipos (ST) y subespecie de Xylella fasti-
diosa basada en los nimeros de alelos obtenidos para los diferentes genes del
panel MLST en la base de datos pubMLST (http://pubmlst.org/xfastidiosa) de
genes MLST para X. fastidiosa

leuA | petC | malF | cysG | holC | nuol | gltT

1 1 1 1 1 1 1 1 fastidiosa
2 1 1 4 1 1 1 1 fastidiosa
3 1 1 1 20 1 1 1 fastidiosa
4 1 1 1 4 1 1 1 fastidiosa
5 2 2 2 2 2 2 2 sandyi

6 3 3 3 3 3 3 3 multiplex

7 3 3 3 7 3 3 3 multiplex
8 3 3 5 5 4 3 7 multiplex

9 3 3 5 5 4 3 4 multiplex

10 5 4 3 3 6 3 5 multiplex

11 7 7 7 9 10 8 8 pauca

12 7 7 7 9 13 8 8 pauca

13 7 6 7 9 10 7 8 pauca

14 8 8 8 11 12 9 9 pauca

15 5 3 3 3 4 3 5 multiplex

16 7 6 8 10 11 8 8 pauca

17 1 1 10 12 18 10 1 fastidiosa
18 9 1 9 13 14 5 10 fastidiosa
19 10 1 10 14 15 11 1 fastidiosa
20 1 1 10 12 17 11 11 fastidiosa
21 10 1 10 14 15 11 12 fastidiosa
22 3 3 5 12 4 3 3 multiplex

23 3 3 5 3 6 3 3 multiplex

24 3 3 5 3 4 3 7 multiplex

25 3 3 3 17 3 3 3 multiplex

26 5 3 3 3 6 3 5 multiplex

27 6 3 5 6 7 3 7 multiplex
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ST Gen del panel MLST Subspecie
61 11 9 11 15 16 12 10 fastidiosa/sandyi
62 4 3 6 18 5 6 3 morus

63 5 6 3 6 3 5 multiplex
64 7 7 7 9 10 7 8 pauca

65 7 6 7 10 8 8 pauca

66 7 8 8 10 11 8 8 pauca

67 5 3 8 3 12 3 5 multiplex
68 14 8 8 11 12 9 8 pauca

69 7 6 7 9 23 17 8 pauca

70 14 7 8 11 22 9 8 pauca

71 5 8 8 11 12 9 pauca

72 12 12 15 26 24 18 1 sandyi
73 7 6 8 27 10 16 8 pauca

74 7 6 8 28 25 16 8 pauca

75 9 1 10 29 1 19 1 fastidiosa
76 12 13 15 26 24 18 1 sandyi
77 1 1 6 30 26 5 1 fastidiosa
78 7 6 7 9 23 8 8 pauca

79 3 3 3 26 3 3 multiplex
80 7 6 17 31 10 16 15 pauca

81 3 3 3 32 3 3 multiplex
82 3 3 5 12 4 16 multiplex
83 6 3 5 33 4 7 multiplex
84 7 6 7 34 10 20 8 pauca

85 7 6 8 10 10 8 8 pauca

86 7 6 8 10 11 20 8 pauca

87 5 3 5 3 3 21 3 multiplex
88 3 3 19 7 3 3 multiplex
89 6 2 5 18 4 23 7 multiplex
90 16 15 20 36 27 24 18 pauca

ST Gen del panel MLST Subspecie
28 6 3 5 18 7 4 7 multiplex

29 4 3 6 18 5 4 3 morus

30 4 5 6 8 5 4 3 morus

31 4 3 6 18 8 6 3 morus

32 4 3 5 12 4 4 3 multiplex

33 11 9 14 15 19 13 10 fastidiosa/sandyi
34 3 3 3 3 3 3 6 multiplex

35 3 10 3 3 3 3 3 multiplex

36 5 3 5 19 6 3 5 multiplex

37 3 3 5 21 4 3 3 multiplex

38 3 3 5 16 4 3 7 multiplex

39 3 3 5 19 4 3 7 multiplex

40 6 3 5 18 7 3 7 multiplex

41 3 3 5 18 9 3 3 multiplex

42 6 3 5 12 4 3 3 multiplex

43 3 3 5 18 4 3 7 multiplex

44 3 3 5 5 6 3 4 multiplex

45 3 3 5 3 4 3 3 multiplex

46 5 3 3 3 6 3 3 multiplex

47 13 1 10 23 20 5 1 fastidiosa

48 3 3 12 3 6 3 3 multiplex

49 3 3 5 3 6 3 7 multiplex

50 3 11 13 22 21 14 13 multiplex

51 3 3 5 3 4 15 3 multiplex

52 10 1 10 14 18 10 1 fastidiosa

53 7 6 16 24 10 16 14 pauca

54 11 9 11 25 19 12 1 fastidiosa/sandyi
55 1 1 10 12 18 10 10 fastidiosa

56 11 9 11 15 17 12 10 fastidiosa/sandyi
57 1 1 10 12 18 11 11 fastidiosa

58 6 3 5 12 4 3 7 multiplex

59 9 1 9 13 14 5 1 fastidiosa

60 9 1 1 13 14 5 1 fastidiosa
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Figura 3. A) Porcentaje de reacciones de PCR llevadas a cabo con éxito (1), falli-
das (0), o no realizadas (N/R) mediante el procedimiento de MLST convencional
o MLST-anidado para cada uno de los siete genes del panel en base a la metodo-
logia descrita en la Figura 2. B) Porcentaje de éxito en la secuenciacién de cada
gen mediante el procedimiento de MLST convencional o MLST-anidado.

Una vez obtenidos los productos de amplificacidn éstos se enviaron a se-
cuenciar en ambos sentidos mediante la metodologia Sanger a un servi-
cio de secuenciacién externa . En el caso de secuenciacidn exitosa de los
genes del panel MLST, las secuencias obtenidas se cotejaron mediante la
herramienta de alineacién y busqueda BLASTN, disponible en la base de
datos pubMLST para genes MLST (http://pubmlst.org/xfastidiosa) de X.
fastidiosa. A cada secuencia se le asigné un nimero; la combinacién de
estos niumeros es la que indica la subespecie y grupo genético (hasta un
total de 90 posibles en la actualidad) (Tabla 4).

En total, de las 413 muestras, se pudo identificar al menos la subespecie
en 399 muestras (99.0%), y el ST en 377 muestras (91.3%); tan solo en
cuatro muestras no fue posible amplificar ninguno de los genes (Tabla 5;
Figura 4). Estas correspondieron a una muestra de Calicotome spinosa,
dos de Cistus albidus y una de Teucrium capitatum. La cantidad de ADN
bacteriano de estas plantas no fue muy elevada, unido a la presencia ya
conocida de inhibidores de PCR en estas especies hizo que no fuera posi-
ble obtener amplificacidn exitosa mediante PCR convencional o anidada
de ninguno de los siete genes del panel MLST (Tabla 5).

Los resultados de éxito para la asignacion a nivel de subespecie o ST fue
similar para las tres islas (Tabla 5; Figura 4). Sin embrago, las subespecies
y STs encontrados en las tres islas fueron similares a los que habian mos-
trado investigaciones anteriores, mostrando que tres subespecies de X.
fastidiosa y cuatro STs estan presentes en las Islas Baleares: X. fastidiosa
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subsp. fastidiosa ST1 (12% de las muestras) y X. fastidiosa subsp. mul-
tiplex ST7 (<1% de las muestras) Unicamente en Mallorca, X. fastidiosa
subsp. pauca ST80 (27% de las muestras) en lbiza, y X. fastidiosa subsp.
multiplex ST81 (52% de las muestras) en Mallorca y Menorca (Olmo y
col.,, 2021) (Tabla 5; Figura 4).

Figura 4. Resultados de la caracterizacion a nivel de subespecie y secuetipos
(ST) de las 413 muestras analizadas en el presente proyecto de distintas plantas
huésped infectadas por Xylella fastidiosa.

Todas las muestras analizadas procedentes de la isla de Ibiza (n = 121) es-
taban infectadas por X. fastidiosa subsp. pauca, y en 110 de ellas se pudo
confirmar su pertenencia al ST80. Por otro lado, todas las muestras pro-
cedentes de Menorca (n = 58) estaban infectadas por X. fastidiosa subsp.
multiplex, y en 52 de ellas se pudo confirmar que éstas pertenecian al
ST81. Finalmente, en las muestras de Mallorca, (n = 232), un 23,3% es-
taban infectadas por X. fastidiosa subsp. fastidiosa de las cuales en el
22,4% se identificd el ST1; el 75,8% estaban infectadas por X. fastidiosa
subsp. multiplex, de las cuales en el 69.8% se identificd el ST81, y tan
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solo en una muestra se identificé el ST7 (Tabla 5; Figura 4). En la Figura
5 se presentan la localizacion geografica y la asignacion a subespecie de
todas las muestras analizadas en este trabajo. Se puede observar como
las muestras infectadas por la subespecie fastidiosa se encuentran loca-
lizadas desde el centro hacia el este de la isla mientras que las infectadas
por la subespecie multiplex, estan mas localizadas hacia el sur y oeste de
laisla (Figura 5).

Finalmente, indicar que gracias al estudio llevado a cabo en este subpro-
yecto se han podido identificar 26 nuevas combinaciones para la ciencia
de subespecies y grupos genéticos de X. fastidiosa con sus plantas hués-
ped (Figura 6).

Tabla 5. Asignacion a nivel de subespecie y ST de las muestras de ADN analiza-
das en el presente proyecto para cada planta huésped.
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Planta Huésped 1 |12| N 7 | 8 [81?2| N 80 | 802 | N fZ"J'
Calicotome spinosa 1 1 1 1 1 3
Cistus albidus 3 2 5 3 3 2 10
Cistus monspeliensis 1 1 1
Clematis cirrhosa 1 1 1
Eleagnus angustifolia 1 2 3 3
Ficus carica 2 1 8 8
Fraxinus angustifolia 11 11 11
Genista hirsuta 2 2 2
Genista valdes-bermejoi 1 1 1
Helichrysum stoechas 6 6 6
Lavandula angustifolia 1 1 1 1 2 3
Lavandula dentata 1 1 1
Nerium oleander 1 1 1
Olea europaea europaea 7 2 6 76 7 83 89
Olea europaea sylvestris 60 8 68 11 11 79
Phagnalon saxatile 1 1 1
Phillyrea angustifolia 1 1 1
Phlomis italica 2 2 2
Polygala myrtifolia 1 1 1 1 2
Prunus dulcis 41 1 42 1 97 8 101 10 10 153
Rhamnus alaternus 4 4 2 2 4 8
Rosmarinus officinalis 2 2 2 1 3 5
Ruta chalepensis 1 1 2 2
Salvia officinalis 1 1 1
Santolina chamaecyparissus 9 9 9
Santolina magonica 1 1 1
Spartium junceum 2 2 2
Teucrium capitatum 1 1 1 2
Thymus vulgaris 1 1 1
Ulex parviflorus 2 2 2
Vitex agnus-castus 1 1 1
Vitis vinifera 3 3 3
Total general 52 2 54 1 214 19 234 110 11 121 4 413

N= Numero total analizado por subespecie. (?)= No fue posible completar los siete genes del panel MLST

para la asignacion a nivel de ST.
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Figura 5. Distribucidn geografica de las muestras analizadas en el presente
proyecto y su asignacion por subespecie de Xylella fastidiosa para el total de
413 muestras analizadas en las islas de Ibiza, Mallorca y Menorca hasta marzo
de 2022.

Figura 6. Distribucidon de subespecies y Grupos genéticos (ST) de Xylella fas-
tidiosa en las Islas Baleares para las plantas huésped identificadas en las islas
de lbiza, Mallorca y Menorca hasta marzo de 2022. Subrayados en amarillo se
indican aquellas combinaciones nuevas para la ciencia que se han identificado
en este proyecto.
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2. Deteccion de la bacteria fitopatége-
na Xylella fastidiosa en los diferentes
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En este trabajo se describen los trabajos pertenecientes al lote 2 “Detec-
cion de la bacteria fitopatdgena X. fastidiosa en los diferentes vegetales
de las Islas Baleares”. El objetivo de este lote es la deteccién de la bac-
teria fitopatégena en distintas muestras vegetales de las Islas Baleares,
analizando muestras vegetales procedentes de los lotes 3, 4, 5, y 6 del
contrato, , asi como abordar el aislamiento y caracterizacién genética
mediante las tecnologias de secuenciacién masiva. Todos los analisis se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universitat de
les Illes Balears.

La deteccion de la presencia de X. fastidiosa en muestras vegetales se ha
realizado mediante PCR a tiempo real (QPCR). A partir de una seleccién
de muestras positivas, se realizaron aislamientos del patégeno para su
caracterizacion e identificacién y posterior secuenciacién de sus geno-
mas. A lo largo de los tres ainos del proyecto se han procesado un total
de 7.109 muestras, 2.116 en el afo 2019, 2.197 en el ano 2020 y 2.796
en el afio 2021. De estas, alrededor del 27 % resultaron positivas en el
diagnéstico de X. fastidiosa mediante qPCR.

Las muestras de los lotes 3, 4, 5y 6, una vez recibidas en el laboratorio
se procesaron siguiendo las recomendaciones establecidas por la EPPO

(EPPO, 2016). A partir de los extractos vegetales obtenidos en su ma-
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yoria de la extraccidn de nervios centrales de las hojas y/o peciolo, se
realizd una extraccion de ADN y a partir de ésta, el diagndstico de X.
fastidiosa mediante qPCR. Se usaron las pruebas Harper y colaborado-
res que consiste en el analisis de una region codificante para la proteina
rimR del gen 16S rRNA (Harper y col., 2010; erratum 2013), y una segun-
da prueba confirmativa —sdlo en aquellas muestras positivas — que tie-
ne como secuencia diana un gen de una proteina hipotética conservada
especifica de 221 pb denominada HL (Francis y col., 2006). En todas las
muestras positivas del lote 3 con suficiente carga bacteriana, se realizé
la identificacion de las distintas subespecies mediante la adaptacion del
protocolo de gqPCR Tetraplex (Dupas y col.,, 2019). Cabe mencionar que
el laboratorio cumplia con la normativa correspondiente en materia de
bioseguridad al ser considerado un organismo cuarentenario y de tipo 2.

Los resultados obtenidos se reportaron a los investigadores principales
de los distintos lotes. Por otro lado, una seleccién de muestras positivas
se envid al laboratorio contratado en el Lote 1 para la caracterizacion
de la subespecie y determinacidn del genotipo (ST) de X. fastidiosa. La
seleccion de estas muestras se realizé conjuntamente con la Conselleria
d’Agricultura, Pesca i Alimentacio del Govern Balear.

Finalmente, en una seleccidn de muestras positivas con suficiente carga
bacteriana (valores de Ct inferiores a 30) se intentd obtener aislamientos
de X. fastidiosa en los medios de cultivo recomendados por la EPPO: me-
dio de extracto de levadura de carbdn vegetal (BCYE) (Wells y col., 1987),
PWG (Hill y Purcell, 1995) y PD2 (Davis y col., 1978). Los aislamientos
se realizaron haciendo un tratamiento previo de las muestras vegetales
con el objetivo de desinfectar superficialmente las hojas y evitar el creci-
miento de microorganismos saprofitos, debido a que X. fastidiosa crece
muy lentamente y puede quedar enmascarada en la placa de cultivo por
organismos de crecimiento mas rapido. Las placas se incubaron a 28 °C
durante un minimo de 15 dias. Los aislados susceptibles de ser X. fasti-
diosa una vez identificados y caracterizados mediante técnicas molecula-
res como la amplificacion y secuenciacién del gen 16S rRNA (Lane, 1991),
y los genes rpoD (Minsavage y col., 1994) y cysG (Yuan y col., 2010) espe-
cificos de X. fastidiosa, se seleccionaron para la secuenciacién del geno-
ma completo mediante la plataforma de secuenciacién masiva Illumina
MiSeq y su posterior andlisis gendmico. A continuacién, se desglosan los
principales resultados obtenidos en los distintos lotes analizados (lotes 3
a 6), atendiendo a los principales objetivos del proyecto:
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1. Diagnéstico del patégeno vegetal X. fastidiosa

Lote 3. Deteccidn y efectos de Xylella fastidiosa sobre la vegetacion sil-
vestre de las Islas Baleares

Con el objetivo de determinar y detectar las especies silvestres de las
Islas Baleares, especialmente las endémicas, el grado de afeccion por X.
fastidiosa, la prevalencia de la enfermedad en las especies mas impor-
tantes, evaluar la intensidad de la infeccidon y elaborar un analisis de los
patrones espaciales de expansion de la infecciéon a lo largo de tres afios
del proyecto se recogieron y analizaron muestras con sintomas compa-
tibles con X. fastidiosa. El nimero de muestras analizadas por afio y los
resultados obtenidos en su diagndstico se muestran en la Tabla 1. En
total se analizaron 1.830 plantas silvestres tanto sintomaticas como asin-
tomadticas, recogidas en Mallorca, Menorca, lbiza, Formentera, y Cabrera
(343 en el afio 2019, 651 en el afio 2020 y 836 en el afio 2021). Un 10
% del total de muestras analizadas dio un resultado positivo, detectan-
dose X. fastidiosa Unicamente en las muestras recogidas en las islas de
Mallorca, Menorca e lbiza. Algunas muestras se reanalizaron en mas de
una ocasion para realizar un seguimiento de estas y para algunas plantas
huésped se evaluaron distintos métodos para preparar el extracto vege-
tal a partir del cual se obtuvo el ADN.

En total se analizaron 147 plantas huésped diferentes de las cuales 27
resultaron positivas y se diagnosticaron 13 nuevas plantas huésped para
este patdgeno, incluyéndose en esta categoria no sélo nuevas plantas
huésped sino también plantas huésped ya reportadas pero detectadas
por primera vez en alguna de las islas de nuestra comunidad auténo-
ma. Estas muestras se remitieron al Laboratorio Nacional de Referencia
para su confirmacién y su consecuente declaracion como nueva planta
huésped. Las nuevas plantas huésped detectadas a lo largo de los tres
afios de proyecto fueron: Cistus albidus, Elaeagnus angustifolia, Genista
hirsuta subsp. erioclada, Genista valdes-bermejoi, Helichrysum stoechas,
Phlomis italica, Salvia officinalis, Santolina chamaecyparissus, Santolina
magonica, Spartium junceum, Thymus vulgaris subsp. aestivus, Ulex par-
viflorus y Vitex agnus-castus. En la Tabla 2 se muestran todas las plantas
huésped analizadas, indicdndose las que mostraron resultado positivo.
Una seleccidon de estas muestras positivas se envid al laboratorio respon-
sable del lote 1 para la determinacidn de subespecie y secuetipo.
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Tabla 1. Muestras analizadas para el diagndstico de X. fastidiosa a lo largo de los
tres afios de proyecto correspondiente al Lote 3.

LOTE 3 2019 2020 2021 Total
+ 23 57 105 185

- 320 594 731 1.645

Total 343 651 836 1.830

A su vez, todas las muestras positivas con elevada presencia de la bac-
teria (valores de Ct inferiores a 32) se analizaron mediante una qPCR Te-
traplex que ademas de diagnosticar la presencia de X. fastidiosa permite
determinar la subespecie. En la Figura 1 se muestra un ejemplo de los
resultados obtenidos en estos analisis. De las 160 muestras analizadas,
140 fueron positivas para X. fastidiosa subsp. multiplex, tanto en Mallor-
ca como en Menorca, 15 para X. fastidiosa subsp. pauca (lbiza) y 5 para
X. fastidiosa subsp. fastidiosa (Mallorca). Estos resultados sugieren cla-
ramente que la subespecie multiplex predomina en las plantas silvestres
de Mallorca frente a la subespecie fastidiosa.

Figura 1. Ejemplo de resultado de la amplificacion mediante qPCR Tetraplex
para las distintas subespecies en tres muestras distintas. En la muestra a) se
ha detectado la presencia de X. fastidiosa subsp. fastidiosa, en la muestra b) la
presencia de X. fastidiosa subsp. multiplex y en la muestra c) X. fastidiosa subsp.
pauca. Cada una de las subespecies se marca con distintos fluorocromos. En
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todas ellas se ponen los cebadores y sonda para detectar la especie X. fastidiosa
(sonda XFH-Cyan500), la subespecie fastidiosa (XFF-Lc610), la subespecie multi-
plex (XFM-Cy5) y la subespecie pauca (XFP-Lc610).

Lote 4. Contribucion al conocimiento de las especies de insectos vectores
de Xylella fastidiosa en las Islas Baleares, asi como su capacidad de trans-
mision en las plantas huéspedes

En este lote el objetivo principal era conocer la biologia, ecologia, di-
namica y fauna util asociada a las potenciales especies trasmisoras de
X. fastidiosa en diversos cultivos y condiciones, asi como evaluar el po-
tencial de adquisicidn segun las especies de insectos y la eficiencia de
trasmision/competencia vectorial. Como parte del estudio, se analizé la
presencia de X. fastidiosa en distintas muestras vegetales de los princi-
pales cultivos susceptibles (olivo, almendro, vifia, citricos y frutales de
hueso) de diferentes zonas agroclimaticas representativas y amenazadas
por X. fastidiosa en las Islas Baleares. Se analizaron muestras de Felanitx,
Sos Ferrers, Manacor, Palma (Establiments, Sant Jordi, Ctra. Manacor),
Llucmajor y Santa Margalida. En total se analizaron 317 muestras vege-
tales (Tabla 3), correspondientes a las siguientes plantas huésped: Cera-
tonia siliqua, Cistus albidus, Dittrichia sp., Dittrichia viscosa, Ficus carica,
Lavandula dentata, Morus alba, Olea europaea, Pistacia lentiscus, Pista-
cia terebrinca, Populus sp., Prunus dulcis, Punica granatum, Quercus ilex
subsp. ilex, Rhamnus alaternus, Rosmarinus officinalis, Rubus ulmifolius,
Smilax aspera y Vinca sp. Un 20 % de estas muestras dieron positivo,
principalmente muestras de Ficus carica, Olea europaea, Prunus dulcis y
Rhamnus alaternus.

Tabla 3. Muestras analizadas para el diagndstico de X. fastidiosa a lo largo de los
tres afos de proyecto correspondiente al Lote 4.

LOTE 4 2019 2020 2021 Total
+ 9 9 46 64
- 53 66 134 253
Total 62 75 180 317
33



Lote 5. Puesta a punto de un sistema de deteccion de la incidencia de
Xylella fastidiosa en el cultivo del almendro mediante imdgenes aéreas
en la isla de Mallorca

El principal objetivo de este lote 5 fue evaluar con un sistema de detec-
ciéon mediante imdagenes aéreas la incidencia de X. fastidiosa en almen-
dros (P. dulcis) afectados. Para ello, ademas de analizar los campos de
cultivo con cdmaras hiperespectrales y térmicas, se recogieron muestras
de almendros para la determinacién de la presencia o no del patégeno
y confirmar los resultados obtenidos con el grado de infeccion de las
plantas. Se analizaron muestras de almendros en julio del 2019, 2020 y
2021 de distintas parcelas de Mallorca, localizadas en Binissalem, Conse-
I, Felanitx, Llucmajor, Marratxi, Puigpunyent (Son Cotoner), Santa Maria
del Cami (Son Sureda) y Villafranca de Bonany. En total se analizaron 889
muestras, 43,4 % de las cuales dieron positivo para X. fastidiosa (Tabla 4).
Una seleccién de muestras positivas se envio al laboratorio responsable
del Lote 1 para la determinacion de subespecie y secuetipo (ST).

Tabla 2. Listado de todas las especies de plantas huésped silvestres analizadas
en el marco del Lote 3. En negrita se indican, las especies diagnosticadas como
positivas a lo largo del estudio y con un asterisco, las especies confirmadas
como nueva planta huésped de X. fastidiosa. En este ultimo grupo se incluyen
tanto las nuevas plantas huésped reportadas como las plantas detectadas como
hospedadoras por primera vez en nuestra comunidad auténoma.

Acacia Cistus clusii | Erica multi- Juniperus Olea euro- | Rhamnus Spartium
saligna flora pheonicea | paea var. oleoides junceum
subsp. europaea -
turbinata
Ailanthus Cistus Erica sco- Lantana Olea euro- | Ricinus Suaeda
altissima creticus paria camara paea var. communis vera
sylvestris
Albizia Cistus Eucalyptus Launaea Ononis Robinia Tamarix
lophantha | monspe- sp. cervicornis | crispa pseudoca- sp.
liensis cacia
Amaran- Cistus salvi- | Ficus carica Laurus Ononis Rosa canina | Teucrium
thus retro- | ifolius nobilis natrix asiaticum
flexus
Anagyris Clematis Fraxinus Lavandula | Ononis Rosa sem- Teucrium
foetida cirrhosa angustifolia | angusti- ramosis- pervirens capi-
folia sima tatum
subsp.
majori-
cum
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Anthyllis Clematis Galium cres- | Lavandula | Passiflora Rosa sp. Teucrium
cytisoides | flammula pianum dentata sp. dunense
Anthyllis Cneorum Genista Lavandula | Phagnalon | Rosmarinus | Teucrium
hystrix tricoccon dorycnifolia | latifolia rupestre officinalis marum
Artemisia | Convolvulus | Genista Limonium | Phagnalon | Rubia ba- Teucrium
arbores- althaeoides | hirsuta ssp. | biflorum saxatile learica subspino-
cens erioclada * sum
Asparagus | Conyza bo- | Genista Lonelosia Phillyrea Rubia pere- | Thymbra
acutifolius | nariensis lucida cretica angusti- grina capitata
folia
Asparagus | Coriaria Genista Lonicera Phillyrea Rubus Thy-
albus myrtifolia majorica implexa media ulmifolius melaea
hirsuta
Asparagus | Coris mons- | Genista Lonicera Phlomis Ruta angus- | Thy-
angustifo- | peliensis valdes-ber- | japonica italica * tifolia melaea
lius mejoi * velutina
Asparagus | Coronilla Globularia Lycium Pistacia Salvia offi- | Thymus
horridus glauca alypum intricatum | lentiscus cinalis * vulgaris
subsp.
aestivus*
Asparagus | Crataegus Helianthe- Medicago | Polygala Santolina Tilia pla-
stipularis azarolus mum ca- arborea myrtifolia | chamae- typhyllos
put-felis cyparissus *
Asteriscus | Crataegus Helichrysum | Medicago | Populus Santolina Tilia sp.
maritimus | monogyna | ambiguum citrina alba magonica *
Astragalus | Crepis Helichrysum | Medicago | Prunus Santolina Ulex
balearicus | vesicaria rupestre var. | sativa dulcis sp. parviflo-
latifolium rus *
Brachypo- | Daphne Helichrysum | Medicago | Psoralea Schinus Ulmus
dium gnidium rupestre strasseri bituminosa | molle minor
retusum
Calicoto- Dittrichia Helichrysum | Microme- Punica gra- | Senecio Viburnum
me infesta | viscosa stoechas * ria inodora | natum cineraria tinus
Calicoto- Dorycnium | Heliotropium | Myoporum | Quercus Silene molli- | Vinca
me spi- hirsutum europaeum laetum cerrioides | sima difformis
nosa
Celtis Dorycnium | Hippocrepis | Myrtus Quercus Smilax Viola
australis pentaphy- grosii communis | coccifera aspera arbores-
llum cens
Chronan- Elaeagnus | Hypericum Nerium Quercus Solanum Vitex ag-
thus biflo- | angustifo- | balearicum oleander ilex bonariense | nus-cas-
rus lia * tus *
Cistus Ephedra Juniperus Nicotiana Rhamnus | Sorbus Withania
albidus * | fragilis oxycedrus glauca alaternus | domestica | somnifera
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Tabla 4. Muestras analizadas para el diagndstico de X. fastidiosa a lo largo de
los tres afios de proyecto correspondiente al Lote 5.

LOTE 5 2019 2020 2021 Total
+ 187 58 145 386

- 212 42 249 503
Total 395 100 394 889

Lote 6. Estudio de la resistencia/tolerancia/susceptibilidad varietal en
los cultivos del almendro, vifia y olivo frente a Xylella fastidiosa en las
Islas Baleares

Finalmente, en el marco del lote 6 cuyo objetivo principal era caracterizar
la dindmica estacional de sintomas y niveles de infeccidn en las varieda-
des de olivo, almendro y vid que presentaban respuesta diferencial a X.
fastidiosa en condiciones de campo mediante qPCR, se analizaron 4.521
muestras (Tabla 5). Estas muestras provenian de diferentes variedades
de distintos bancos de germoplasma de Mallorca que dispone la Conse-
lleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacid. Concretamente, se analizaron
los bancos de germoplasma de almendros de Son Real, Xorrigo y Sa Ca-
nova, los de olivo de Sa Granja y los de vifia, localizados en Sa Granja y
Sa Canova durante los meses de junio, julio y agosto, mayoritariamente.
Alrededor del 30 % de las muestras de almendro fueron positivas mos-
trando en el caso de los almendros una mayor positividad en los meses
de agosto, y una diferente afeccién segun la variedad analizada.

Tabla 5. Muestras analizadas para el diagndstico de X. fastidiosa a lo largo de los
tres aflos de proyecto correspondiente al Lote 6: banco de germoplasma.

LOTE 6 2019 2020 2021 Total
+ 354 505 457 1.316

- 962 866 929 2.757
Total 1.316 1.371 1.386 4.073

Para el cultivo de vid se analizaron 60 muestras del banco de germoplas-
ma de Sa Granja y 30 de Sa Canova, correspondientes a distintas varieda-
des, en los meses de julio, agosto y septiembre, durante los tres afios. En
todas las ocasiones las muestras resultaron negativas para el diagndstico
de X. fastidiosa.
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Para el cultivo de almendros se analizaron distintas variedades de los
bancos de germoplasma de Sa Canova, Son Real y Xorrigo. En total, se
analizaron 3.508 muestras vegetales observandose que, en los meses
de agosto durante los tres afnos de muestreo realizado, los almendros
presentaron un elevado porcentaje de positividad en comparacion con el
primer mes de recogida de muestras. Ademas, se observé una diferencia
en la positividad atendiendo a las distintas variedades analizadas. Por
ejemplo, las variedades Alzina, Corona, Mardia y Vivot mostraron una
mayor deteccién de este patdgeno a lo largo de los distintos muestreos,
mientras que en la variedad Vairo practicamente no se detecto.

El andlisis del banco de germoplasma de olivo en Sa Granja, donde se
analizaron 12 variedades mediante muestra compuesta de distintos
arboles de la misma variedad arrojé siempre un resultado negativo en
todos los meses analizados.

En este mismo lote se analizaron 846 muestras provenientes de parcelas
agricolas principalmente de vifia y almendros, localizadas en Binissalem,
Felanitx, Montuiri, Son Bordils y Xorrigo, con el objetivo de determinar
la relacidn entre la composicion de la savia y el desarrollo de la enferme-
dad ocasionada por X. fastidiosa (77 % de estas muestras dieron resul-
tado negativo).

2. Caracterizacion e identificacion de aislados de X. fastidiosa, se-
cuenciacion de genomas y analisis genémico

Un total de 91 muestras positivas de los distintos lotes que mostraban
un elevado nivel de infeccidn, principalmente plantas silvestres del lote
3, se seleccionaron para intentar realizar el aislamiento de cepas de X.
fastidiosa. Los aislados obtenidos susceptibles de ser este fitopatdgeno
debian presentar una morfologia colonial puntiforme y de coloraciéon
blanquecina (Figura 2). Posteriormente a la seleccion, se aislaron en cul-
tivo puro utilizando agar BCYE incubado a 28 C durante minimo 15 dias.
Una vez obtenidos los aislados en cultivo puro, se identificaron a nivel de
especie mediante amplificacién y secuenciacién del gen 16S rRNA. El gen
rpoD se usé para determinar la subespecie y el gen cysG para confirmar
los resultados de las amplificaciones anteriores. Los aislados correspon-
dientes a la subespecie de X. fastidiosa subsp. fastidiosa mostraron en
general un mejor crecimiento en placa. Una vez confirmados los distin-
tos aislados, una seleccidn de estos se secuencié mediante la plataforma
de secuenciacién masiva lllumina MiSeq para su posterior analisis.
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De las 91 muestras estudiadas se obtuvieron aislamientos en once de
ellas, y una vez caracterizados e identificados se secuenciaron sus geno-
mas completos. De estos aislados diez correspondieron a la subespecie
multiplex y uno a la subespecie fastidiosa. Se obtuvieron genomas de X.
fastidiosa aisladas de las siguientes plantas huésped Helichrysum stoe-
chas, Prunus dulcis, Rhamnus alaternus y Spartium junceum.

Los genomas obtenidos una vez ensamblados se compararon con los
mas de 150 genomas de los que se dispone del género Xylella incluyén-
dose tanto genomas propios como los disponibles en las bases de datos.
El andlisis del core y el pangenoma realizado hasta el momento, asi como
la comparativa genédmica mostrd claras diferencias entre las distintas
subespecies, aunque se observaron pocos genes exclusivos para cada
subespecie, la mayoria de los cuales relacionados con proteinas hipo-
téticas. Se estudiaron las diferencias en otros genes relacionados con la
potencial virulencia o en la formacidn del pili tipo IV, observandose pe-
gueiias diferencias en la secuencia nucleotidica entre las distintas subes-
pecies. En la formacidn del pili tipo IV se observaron diferencias tanto en
las proteinas del complejo cebador, encargado de la funcion de quimio-
taxis del pili como en las proteinas que forman el pili en si. En cuanto a
las proteinas relacionadas con la virulencia la mayoria de diferencias se
encontraron en genes de adhesion bacteriana como las adhesinas, genes
relacionados con el quorum sensing y enzimas hidroliticos.

Figura 2. Ejemplos de las distintas morfologias coloniales observadas en placas
de agar PWG (izquierda) y agar BCYE (centro) a partir de los extractos vegetales
realizados. En la imagen de la derecha se muestra la morfologia colonial obser-
vada de una cepa de X. fastidiosa subsp. fastidiosa en cultivo puro aislada en
agar BCYE.
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Introduccion

Xylella fastidiosa afecta a plantas cultivadas de gran interés econé-
mico, como es caso del olivo, la viiia, el almendro o el naranjo. Precisa-
mente por los dafios que causa a los cultivos se ha avanzado mucho en
los métodos de deteccidn, descripcidn de sintomas, detecciéon mediante
sensores espectrales, etc. Sin embargo, este conocimiento no ha podido
evitar una mortandad masiva de olivos del sur de Italia (Morelli y col.,
2021) o de almendros de las islas Baleares (Olmo y col., 2021). El paisaje
de estas zonas ha cambiado rapidamente, bien porque se han arranca-
do los arboles o porque quedan sus restos secos sobre el terreno. Estos
escenarios nos muestran hasta qué punto X. fastidiosa es un riesgo para
las plantas que son sensibles.

Una caracteristica notable de esta bacteria es el amplisimo abanico de
plantas que puede infectar. De alguna manera, es un reflejo de la poca es-
pecializacién de los insectos que la transmiten. Efectivamente, en las islas
Baleares, Philaenus spumarius es el vector mds importante, responsable
de la transmisién de la bacteria de una planta enferma a otra sana al ali-
mentarse de la savia de estas plantas (Lopez-Mercadal y col., 2021). Los
expertos nos dicen que este insecto es polifago, esto es, puede utilizar un
enorme numero de plantas diferentes para alimentarse. En consecuencia,
muchas especies de plantas, muy diferentes entre si, pueden recibir inécu-
los de X. fastidiosa al ser picadas por este insecto. Algunas de estas plantas
pueden ser sensibles a la infeccidén y desarrollardn la enfermedad o seran
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portadoras de la bacteria. Efectivamente, la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA y col., 2023) ha reportado 679 especies de plantas, per-
tenecientes a 88 familias distintas, en las que se ha detectado la presencia
de la bacteria por cualquiera de los métodos de deteccidn reconocidos.

Conocemos aquellas plantas cultivadas que son sensibles, pero la ma-
yoria de las plantas que sufren la enfermedad son, de hecho, plantas
silvestres de nuestros matorrales y bosques. Y de estas plantas silvestres
sabemos muy poco. (Cuales son? ¢Ddénde estan? ¢En qué medida son
afectadas por la infeccion? ¢Cuales son sus sintomas? ¢Pueden llegar
a desaparecer? Son algunas de las preguntas que podemos hacernos
sobre estas plantas y que hasta ahora no tenian una respuesta satisfac-
toria. Conocerlas es importante porque pueden ser un reservorio de
bacterias que pueden transmitirse después a los cultivos. Adema3s, estas
plantas silvestres pueden tener un gran valor ecolégico, como parte fun-
damental de las comunidades vegetales de nuestras islas. También pue-
den tener un valor paisajistico, ya que la vegetacidén natural es una pieza
fundamental del paisaje de un territorio. Finalmente, algunas de estas
plantas pueden ser endémicas, o sea que solo viven en nuestras islas vy,
por lo tanto, tener un enorme valor como parte de nuestro patrimonio
natural. La experiencia acumulada sobre las cultivadas nos muestra que
también las plantas silvestres mas sensibles podrian llegar a desaparecer
sin que llegdramos a darnos cuenta de lo que ha sucedido.

Para abordar la problematica de las plantas silvestres en relacion
a la patologia provocada por X. fastidiosa en el archipiélago balear, se
desarrolléd un proyecto de investigacion sobre este tema (2019-2022)
financiado por la Consejeria de Agricultura, Pesca y Alimentacion del
Gobierno de las Islas Baleares con los fondos del Impuesto del Turismo
Sostenible (ITS). El objetivo general era evaluar hasta qué punto se esta-
ba produciendo una degradacién de la vegetacion natural debido a esta
bacteria, y conocer si algunas especies podian correr algun peligro, espe-
cialmente entre aquellas que son endémicas. Este proyecto fue liderado
por el Laboratorio de Botdnica de la Universidad de les Islas Baleares.

Dicho proyecto se desarrolld siguiendo cuatro objetivos concretos:

1. Conocer las plantas silvestres afectadas, especialmente las endé-
micas.

2. Averiguar, mediante el uso de imagenes satelitales, si es posible
reconocer el decaimiento de la vegetacion debido a la infeccién.

3. Saber el grado de afectacion de las plantas que se encuentran en
zonas forestales.
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4. Averiguar si hay un diferente grado de afectacion entre las plan-
tas que se encuentran en el interior de las masas forestales y las
gue se encuentran en su periferia.

A continuacién, presentamos los principales resultados y conclusio-
nes de este trabajo. Se han agrupado en dos bloques. El primero se dedi-
ca a describir el impacto de esta enfermedad sobre las especies concre-
tas de plantas silvestres, entre ellas las endémicas, y su distribucion en
las islas Baleares. En el segundo apartado hemos reunido varios estudios
diferentes pero que en su conjunto pretenden conocer la incidencia de
esta infeccidn sobre una las comunidades forestales donde el acebuche
(Olea europea var. sylvestris) es el arbol dominante o esta al menos pre-
sente. Este tipo de vegetacidn aparentemente es el mas afectado por X.
fastidiosa.

1.- Sensibilidad de las plantas silvestres de las islas Baleares a X. fasti-
diosa.

En esta parte del proyecto se llevo a cabo un amplio muestreo de
especies arbustivas que se encuentran en la vegetacion natural de las
islas. Se muestred todo el territorio del archipiélago, incluyendo la isla
de Cabrera y dos islotes cercanos a lbiza. Se estructurd el muestreo si-
guiendo una malla geografica de 10 x 10 km (Figura 1), para asegurar
una prospeccion global del territorio insular. En total se tomaron 1.857
muestras, de 236 localidades, pertenecientes a 147 especies, 24 de ellas
endémicas (ver tabla 2 del capitulo 1). La mayor parte de las muestras se
tomaron en el medio natural, pero también en algunas zonas ajardina-
das (principalmente rotondas de carreteras) donde se cultivaban plantas
autéctonas.

Del total de muestras, 190 dieron positivo a X. fastidiosa, lo que su-
pone un 10% aproximadamente. Sin embargo, excluyendo una serie de
muestras que se tomaron al azar, independientemente si presentaban
sintomas o no, la positividad del resto de muestras tomadas de forma
homogénea ascendid al 12%. Estas muestras positivas correspondieron a
24 especies diferentes, 18 de las cuales eran nativas de las Baleares, 3 de
ellas endémicas; otras 6 eran especies no nativas (Tabla 1). Diez de estas
especies nunca se habian citado hasta ahora como sensibles a X. fastidio-
say se han incorporado al catdlogo de la EFSA, otras tres se encontraron
por primera vez en alguna de las islas.
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Tabla 1. Especies que han dado positivo a X. fastidiosa. En negrita las especies
endémicas. Con * especies no nativas.

Calicotome spinosa

Phagnalon saxatile

Cistus albidus

Phlomis italica

Cistus monspeliensis

Polygala myrtifolia*

Clematis cirrhosa

Rhamnus alaternus

Elaeagnus angustifolia*

Rosmarinus officinalis

Fraxinus angustifolia

Salvia officinalis*

Genista hirsuta ssp. erioclada

Santolina chamaecyparissus*

Genita valdes-bermejoi

Santolina magonica

Helichrysum stoechas

Spartium junceum*

Lavandula dentata

Thymus vulgaris

Myoporum laetum*

Ulex parviflorus

Olea europaea

Vitex agnus-castus

Los resultados positivos se distribuyeron por todo el territorio de Me-
norca y de Ibiza (Figura 2). En Mallorca se encontraron muestras positi-
vas en toda la isla excepto en la zona de la Serra de Tramuntana, Cap de
Formentor y peninsula de Andratx. En Formentera, Cabrera y en los dos
islotes de Ibiza no se encontraron ninguna muestra positiva, por lo que
aparentemente estan libres de la infeccidn. Las zonas forestales densas,
principalmente pinares y encinares, estaban mayoritariamente libres de
esta infeccién, aunque se encontraron muestras positivas en los marge-
nes de estas zonas forestales.

Al margen de los resultados analiticos, y tomando como indicador el
estado sanitario de los acebuches, la gravedad de la infeccidon no estd
uniformemente extendida. En Menorca, pese a que se han encontrado
plantas infectadas en todo su territorio, la situacidn estd aparentemente
peor en ambos extremos (oriental y occidental) de laisla. En Ibiza, la par-
te aparentemente mas afectada es la zona agricola central de la isla. En
Mallorca, la zona agricola del centro-oeste de la isla esta particularmente
afectada. Por el contrario, las tierras mas cercanas a la Serra de Tramun-
tana presentan un menor grado de afectacién. Estd valoracidon deberia
confirmarse con métodos cuantitativos.
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Figura 1. Mapa de las localidades donde se han tomado muestras de plantas
para el analisis de X. fastidiosa.

Figura 2. Distribucidn de las muestras positivas a X. fastidiosa.
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Sintomas mas frecuentes

Los sintomas que provoca la infeccién por X. fastidiosa son muy varia-
bles y dependen de cada especie de planta. Por otra parte, la presencia
de sintomas compatibles con la enfermedad no garantiza que la planta
en cuestion esté infectada. La falta de agua u otras patologias pueden
dar lugar a sintomas parecidos. Hemos constatado, mediante recolec-
ciones de varias muestras del mismo individuo, que una planta infectada
puede dar un resultado negativo en los andlisis de laboratorio, lo que se
conoce como un falso negativo, seguramente porque las bacterias no se
encuentran uniformemente distribuidas en las plantas. Estos falsos ne-
gativos pueden haber distorsionado los resultados que probablemente
infravaloran la prevalencia de la infeccion para algunas especies, y no se
puede descartar que en las especies afectadas no haya sido detectada.
Dicho esto, hay un conjunto de sintomas que aparecen con frecuencia en
las plantas enfermas, y que permiten dirigir la toma de muestras hacia
los ejemplares que con mayor probabilidad estan afectados por la bacte-
ria. Estos sintomas son los siguientes:

- Arbustos muertos, o con solo algunas ramas vivas, junto a otros
individuos completamente sanos (indicador de que la causa de la
muerte no es un factor general, como la falta de agua, sino espe-
cifico del individuo).

- Ramas defoliadas dispersas sin un patrdn regular por el conjunto
de la planta (Figura 3).

- Ramas con hojas con sintomas de la infeccién junto con otras ra-
mas con hojas sanas en el mismo individuo.

- Ramas con hojas muertas junto con otras ramas con hojas vivas.
Este sintoma es muy caracteristico en los acebuches en el verano
y otofio.

- Hojas con diferente grado de necrosis que avanza desde el dpice
hacia la base.

- Ramas con hojas mas pequeiias de los normal. La miniaturizacion
de las hojas enfermas es un sintoma compartido por muchas es-
pecies.
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Figura 3. Acebuches con ramas defoliadas irregularmente repartidas por la
copa, acompafiadas de ramas sanas, son sintomas de una probable infeccién
por X. fastidiosa.

La afectacion de las especies endémicas

En este estudio se han encontrado tres especies endémicas sensibles
a X. fastidiosa (Santolina magonica, Genista valdes-bermejoi y Phlomis
italica), a las que hay que afadir otras dos (Genista lucida y Teucrium
capitatum subsp. majoricum) conocidas a partir del trabajo de otros au-
tores.

La situacion de S. magonica es particularmente seria. Esta especie es
endémica de Menorca y Mallorca. Hasta el momento solo se han encon-
trado ejemplares afectados en Menorca. En esta isla se han encontrado
dos poblaciones, de las que se han obtenido muestras positivas, ambas
en entornos naturales costeros. También se han encontrado plantas in-
fectadas en ajardinamientos, tanto particulares como en rotondas de las
carreteras. En los todos casos se observaron numerosas plantas muertas
o muy dafiadas por lo que la infeccién afecta muy seriamente a esta es-
pecie (Figura 4), es verosimil que localmente pueda llegar a desaparecer.
Es muy importante realizar un estudio del estado de conservacién de
todas las poblaciones de Menorca y continuar el muestreo en Mallorca.
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Figura 4. Santolina magonica infectada por X. fastidiosa, con la mayor parte de
las ramas muertas.

El caso de G. valdes-bermejoi también es remarcable. Esta especie
es endémica de Mallorca de la que existen varias poblaciones disjuntas,
esto es muy alejadas unas de otras. Vive principalmente en la Serra de
Tramuntana pero también, de forma puntual, en otras partes de la isla.
Se han encontrado varias plantas que dieron resultado positivo en una
poblacién aislada que se encuentra en la parte meridional de la isla. Esta
poblacidn estd en riesgo de desaparecer, ya que la mayoria de los indi-
viduos presentan sintomas de la infeccién por X. fastidiosa. Afortunada-
mente, las muestras de la misma especie tomadas en la parte norte de la
isla, donde es mas frecuente, dieron resultado negativo.

P. italica es la especie que aparentemente estd menos afectada de
las tres. Unicamente se han encontrado muestras positivas en plantas
cultivadas en las rotondas de las carreteras de Menorca. Finalmente, se
puede comentar el caso de Genista hirsuta subsp. erioclada, un taxén
que en las Baleares solo se encuentra en lbiza donde es relativamen-
te rara. Estas plantas muestran diferencias morfoldgicas respecto de las
poblaciones de la Peninsula Ibérica por lo que algunos autores la han
considerado como una variedad endémica de lbiza (Genista hirsuta var.
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trichoacantha), criterio que hoy en dia no es mayoritario. Hemos en-
contrado varias muestras positivas de esta especie, y sus poblaciones
muestras sintomas de decaimiento que podrian deberse a la infeccidn
por X. fastidiosa, que podria estar muy extendida en esta especie. Seria
importante hacer un seguimiento de estas plantas para conocer su grado
de afectacién y el riesgo de corren.

La afectacion del resto de plantas silvestres

Algunos arbustos mediterraneos, que son muy frecuentes en la flora
de las islas Baleares, son sensibles a X. fastidiosa. Entre estas especies
podemos citar a Cistus albidus (“estepa blanca”), Cistus monspeliensis
(“estepa llimonenca”), Rosmarinus officinalis (“romani”), Rhamnus ala-
ternus (“llapudol”), Clematis cirrhosa (“vidalba”), Helichrysum stoechas
(“flor de tot I'any”), entre otras. Todas estas plantas son componentes
habituales en los matorrales, garrigas y bosques de todas las islas. Las
muestras que han dado positivo correspondian a plantas que se en-
contraban en los margenes de zonas forestales y de zonas degradadas.
Todas las plantas con un resultado positivo que han sido monitoreadas
han acabado por morir, por lo que la infeccién por X. fastidiosa tiene un
riesgo potencial muy serio, y para algunas catastroéfico, si se extendiera
de forma masiva.

Algunas de estas especies, como los Cistus spp., con una capacidad
germinativa elevada, pueden de reconstruir la poblacién afectada con
relativa rapidez. Otras, como Rosmarinus officinalis, no tienen un dina-
mismo tan veloz y no se puede descartar que puedan llegar a desapare-
cer de zonas con una prevalencia importante de la infeccién. En general,
la proporcidon de muestras que han dado positivo, respecto del total es
bastante bajo (7,3 % para la Cistus albidus, 11,2 % para Rosmarinus offici-
nalis). Sin embargo, estos valores se deben tomar con precaucién ya que,
como se ha comentado antes, se ha constatado que plantas enfermas
pueden dar negativo en los analisis. Asi, los porcentajes de prevalencia
infravaloran el problema en una proporcién desconocida.
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Figura 5. “Estepa blanca” (Cistus albidus) en Ibiza, la planta acaba muriendo
por la infeccion. Es frecuente encontrar individuos muy afectados junto a otros
aparentemente sanos.

Otra planta silvestre que estan sufriendo la infeccion de forma severa
es Fraxinus angustifolia (“fleix”). Se trata de un arbol caducifolio que se
encuentra solo en Mallorca. Vive en los margenes de torrentes y sobre
suelos humedos. Este arbol, frecuente en los torrentes de la Serra de
Tramuntana y de los municipios cercanos como Esporles, Puigpunyent,
Alaré, Consell, Pollensa, etc., soporta mal la falta de agua y es particular-
mente sensible a X. fastidiosa, una bacteria que dificulta o incluso obs-
truye el transporte del agua desde las raices a las hojas. En estas zonas
periféricas de la Serra se han visto numerosos arboles afectados e inclu-
so muertos por la infeccidon. La tasa de positividad ha sido muy alta del
37,1%. Seguramente es una de las especies mds sensibles y con peor
prondstico de nuestra flora (Figura 6).
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Figura 6. Fraxinus angustifolia, “fleix”, afectado por X. fastidiosa, con sintomas
caracteristicos como la presencia de ramas muertas o con pocas hojas junto con
ramas aparentemente sanas.

El acebuche, Olea europea var. sylvestris (“ullastre”), también se esta
viendo fuertemente afectado por esta patologia. El 46,2% de las mues-
tras tomadas de arboles con sintomas dieron positivo, es la tasa mas alta
del conjunto de especies estudiadas (Figura 7). En esta especie también
se han detectado falsos negativos por lo que esta tasa de positividad in-
fravalora los casos que existen en la realidad. Se pueden ver arboles con
fuertes defoliaciones, o con ramas con hojas muertas, en cualquier parte
de las islas de Menorca y de Ibiza, y en gran parte de Mallorca. El impac-
to ecoldgico y paisajistico es notable. En algunas zonas de las tres islas
la mayor parte de los individuos manifiestan sintomas, cuando no estan
completamente defoliados. Sin embargo, y como veremos en otros apar-
tados, este impacto pudiera estar limitado a las zonas periféricas de las
masas forestales, asi como a los arboles aislados o que se encuentran en
la vecindad de campos de cultivo.
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La enfermedad es subletal para el acebuche en Menorca y Mallorca.
Sin embargo, en lbiza, donde se encuentra la subespecie de la bacteria
gue causo la muerte de los olivares de Italia (X. fastidiosa subsp. pauca),
los drboles acaban muriendo o mantienen un débil rebrote en sus bases.

El acebuche es un arbol muy resistente, capaz de rebrotar desde la
base incluso cuando ha perdido toda su parte aérea. Produce muchas
semillas, que son dispersadas por las aves, lo que le da una enorme ca-
pacidad para colonizar tierras abandonadas o suelos vacios. Gracias a
esta resistencia y a su facilidad para reproducirse, el prondstico a largo
plazo es que desarrolle mecanismos adaptativos que le permita convivir
con la bacteria. Mientras, muchas zonas de nuestros espacios naturales
quedaran marcados por la defoliacidn de estos arboles.

Figura 7. Acebuche en Menorca afectado por X. fastidiosa. Desde principios de
verano y hasta inicios de otofio las ramas con hojas muertas, pero aun sobre el
arbol son un sintoma de probable infeccién por esta bacteria.

Un caso completamente opuesto a los dos anteriores es el de la
encina, Quercus ilex (“alzina”). De las 56 muestras recogidas no se ha
encontrado ninguna que diera un resultado positivo a la bacteria. Son
buenas noticias, ya que si este arbol fuera seriamente afectado por este
patdgeno las consecuencias ecolégicas y paisajisticas serian muy graves.
Afortunadamente, no es este el caso. Algunas de nuestras muestras han
dado resultados dudosos, que después no han sido confirmados sobre
nuevas muestras de la misma planta. Por ello, es probable que estos ar-
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boles reciban inoculaciones de bacterias transmitidas por el vector, pero
son capaces de frenar la infeccion sin que le provoque dafios relevantes.

El problema de las plantas de los jardines

Es muy frecuente que se utilicen plantas mediterraneas en los jardi-
nes, sobre todo en las vias publicas y rotondas de carreteras, por lo que
se tomaron algunas muestras de especies nativas y no nativas cultivadas
en estos jardines. También se analizaron algunas especies ornamentales
que tienen la capacidad de naturalizarse y aparecer fuera de los confines
de los jardines. El analisis de estas muestras nos ha permitido encontrar
plantas nativas infectadas de especies como: Rosmarinus officinalis (“ro-
mani”), Santolina magonica (“camamil-la de Mad), Phlomis itdlica (“her-
ba blanera”) (fig. 8), Vitex agnus-castus (“aloc”), Thymus vulgaris (“tem”)
y Lavandula dentata (“garlanda”). Ademas de otras especies mediterra-
neas que se utilizan en jardines y huertos como Salvia officinalis (“sal-
via”), Spartium junceum (“ginestra”), Nerium oleander (“baladre”) y San-
tolina chamaecyparissus (“camamil-1a”). Esta lista seguramente podria
crecer mas si se hiciera un muestreo exhaustivo en jardines en general
y en los jardines de las rotondas en particular. Es muy importante hacer
un estudio que nos permitiria averiguar si estas plantas enfermas se han
infectado después de ser plantadas o por el contrario fueron plantadas
portando la enfermedad desde su origen.

Figura 8. Phlomis italica, una especie endémica de Menorca y Mallorca afectada
por X. fastidiosa en el ajardinamiento de una rotonda de Menorca.
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2.- El estado sanitario de las maquias de acebuche, Olea europea var.
sylvestris.

Como se apuntdé en el apartado anterior, una de las plantas mas
afectadas por X. fastidiosa es el acebuche, Olea europea var. sylvestris.
Los arboles irregularmente defoliados se pueden ver en casi cualquier
lugar de las tres islas principales. El acebuche tiene una gran importancia
ecoldégica y paisajistica, sobre todo en Mallorca y Menorca, por este mo-
tivo se llevd a cabo un estudio mas profundo de esta especie y de la co-
munidad vegetal donde vive. Para ello se escogieron diecinueve zonas en
las cuatro islas principales (12 en Mallorca, 3 en Menorca y en lbiza, y 1
en Formentera) con caracteristicas forestales, donde el acebuche era un
elemento importante o forma parte de la vegetacion. En estas zonas se
estudié el estado sanitario de la comunidad vegetal en su conjunto abor-
dandolo desde tres aproximaciones diferentes: 1) Analizando del indice
NDVI de la vegetacion en una serie temporal de imdgenes satelitales. 2)
Muestreando al azar las principales especies de plantas de esta comuni-
dad para detectar el patégeno. 3) Comparando el estado sanitario de los
acebuches dentro y en la periferia de las zonas forestales. A continua-
cion, se presentan los principales resultados de estas lineas de trabajo.

Andlisis del indice NDVI de una serie temporal de imagenes satelitales

Se seleccionaron imagenes satelitales (Landsat) desde 1984 hasta
2018 de cada una de estas 19 zonas, unas tomadas en verano y otras
en invierno, generando dos series independientes de imagenes. De cada
una, se ha calculd el indice NDVI, uno de los mas utilizados para conocer
el estado fisioldgico de la vegetacion (Di Nissio y col., 2020). Este indice
es alto, si el estado fisioldgico es bueno y bajo en caso contrario. Este in-
dice fue calculado para superficies de terrenos homogéneos de 30 m de
lado. La tecnologia de la época inicial de las series no permitia una mayor
resolucidon. Con este estudio se pretendia conocer si se habia producido
un decaimiento del estado de la vegetacion a lo largo de la serie que
pudiera relacionarse con la entrada de X. fastidiosa.

Los resultados obtenidos son coincidentes en todas las parcelas y
en las dos épocas del afio estudiadas. Las tendencias de este indice fue-
ron positivas en todas las parcelas y en todas las islas, tanto en verano
como en invierno (Figuras 9 y 10). Las oscilaciones mas importantes del
estado fisioldgico de la vegetacidn a lo largo de estos aios se pueden re-
lacionar mas con afios secos o humedos que con otros factores. Asi, por
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ejemplo, en la mayor parte de las parcelas se puede observar un declive
entre los afios 1996 y 2001, que fue un periodo particularmente seco. La
linea de tendencia positiva se puede explicar por el propio crecimiento
de la vegetacién a lo largo del tiempo. En cualquier caso, la evolucién de
este indice no detecta un problema sanitario que pueda relacionarse con
la entrada de X. fastidiosa.

Figura 9. Evolucién del indice NDVI de cuatro parcelas de Mallorca, desde el afio
1984 hasta el 2018. Se han afadido las lineas de tendencia de las dos parcelas
con valores mas extremos.

Figura 10. Evolucion del indice NDVI de tres parcelas de Menorca, desde el afio
1984 hasta el 2018. Se han afiadido la linea de tendencia de la parcela con va-
lores mas altos.
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Grado de afectacién de las plantas que se encuentran dentro de las
zonas forestales.

En las 19 zonas escogidas de las cuatro islas se tomaron cinco
muestras al azar de otros tantos individuos de las especies de plantas le-
filosas mas comunes (Olea europea var. sylvestris, Rosmarinus officinalis,
Cistus albidus, etc.) que se encontraban en el interior de una vegetacion
densa. Se pretendia saber la prevalencia de la infeccidn en estas especies
y si habia diferencias entre localidades e islas. Se tomaron 268 muestras
de 32 especies diferentes, aunque 16 de ellas fueron muestreadas con
mayor intensidad. El resultado fue que, de todas estas muestras, solo se
encontraron dos positivas a X. fastidiosa, ambas tomadas en una misma
zona del sur de Menorca. Este resultado indica que la incidencia de la
infeccién en el interior de las zonas forestales, o con vegetacion lefiosa
densa, es muy baja. La deteccidn de X. fastidiosa en muestras tomadas
al azar, como el que se hizo en este caso, es muy dificil por lo que es
recomendable llevar a cabo muestreos de plantas con sintomatologia
compatible con la enfermedad.

Comparacion del estado sanitario de Olea europea var. sylvestris en
zonas forestales densas y en la periferia de las mismas.

Algunas plagas de insectos forestales atacan preferentemente a
arboles aislados o que se encuentran en los margenes de los bosques. Es
razonable la hipdtesis de que el insecto transmisor de la bacteria pudiera
tener un comportamiento parecido y afectar preferentemente a los ar-
boles que se encuentran en esas posiciones de contacto con campos de
cultivo o espacios abiertos. Una afectacidn diferenciada en funcién de
donde se encuentran las plantas, en zonas periféricas o en el interior de
la vegetacién densa, podria explicar la paradoja de que visualmente se
observan muchos acebuches defoliados (porque al estar en zonas peri-
féricas se ven mas), pero no se detectan plantas enfermas en los mues-
treos realizados en el interior de la vegetacidn, ni de que haya observado
un decaimiento mediante la series de imdagenes satelitales (tomadas del
interior de las zonas forestales).

Para chequear esta hipodtesis se escogieron tres de las doce zo-
nas seleccionadas de Mallorca para los otros dos estudios anteriores.
En estas tres zonas se trazaron cuatro transectos de unos 100 m de
largo dentro de la comunidad de acebuche, otros cuatro en zonas pe-
riféricas del mismo con campos de cultivos y cuatro mas en masas de
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acebuche con estructura lineal con campos de cultivos a ambos lados.
En estos transectos se evalud individualmente el estado sanitario de los
acebuches siguiendo una escala de 0 a 5, donde 0 correspondia a un
arbol sin sintomas y un 5 correspondia a un arbol muerto. Se tomaron
igualmente muestras para analizar la presencia de la bacteria en drboles
sintomdticos de varios de estos transectos.

En la figura 11 se muestran los principales resultados. Cuando se
evaluan las tres parcelas de forma integrada, no existe una diferencia sig-
nificativa en el grado de defoliacién entre los acebuches que se encuen-
tran en una situacion periféricas de los que forman masas lineales, pero
los que se encuentran en el interior de las zonas forestales presentan un
grado de afectacién significativamente inferior.

Figura 11. Promedio y error estandar del grado de defoliacion de Olea europea
var. sylvestris para las tres zonas estudiadas en funcion de su posicién en la zona
forestal.

Por otra parte, ninguna de las muestras que se tomaron de acebu-
ches de las zonas interiores, pese a presentar defoliaciones importantes,
dieron un resultado positivo a X. fastidiosa. Todas las muestras positivas
se encontraron en arboles situados en una posicion lineal o periférica.
Estos resultados son consistentes con una mayor prevalencia de la pa-
tologia en darboles que se encuentran en contacto con los campos de
cultivo vecinos.

Por otra parte, estos resultados también nos muestran que una
fuerte defoliacion del acebuche no implica necesariamente una infec-
cion por X. fastidiosa, sino que hay otras causas que provocan sintomas
parecidos.
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Conclusiones

X. fastidiosa estd afectando a un nimero significativo de especies
de la flora silvestre de las Islas Baleares y estd distribuida por la mayor
parte de las tres islas principales, salvo la Serra de Tramuntana y, proba-
blemente la peninsula de Andratx. Afortunadamente, ni en Formentera
ni en Cabrera se han detectado plantas afectadas. Igualmente, en el inte-
rior de las zonas forestales la incidencia de la infeccidon es muy reducida
o nula.

Muchos de los arbustos mediterraneos sensibles a esta bacteria
son muy frecuentes en nuestra flora: “ullastre”, “romani”, “estepes”,
“ginestes”, “argelagues”, “garlandes”, “tems”, “aladerns”, “llampugols”,
etc. se estan viendo afectados en diferente grado y extension. Algunos
arboles, igualmente importantes, como Fraxinus angustifolia “fleix”, es-
tdn muriendo en las zonas proximas a la Serra de Tramuntana. Por otra
parte, no se puede descartar que algunas de estas especies afectadas
estén sufriendo descensos significativos de sus poblaciones, al menos en
algunas de las zonas mas afectadas, sin que este cambio sea percibido.
Es también muy preocupante que se hayan encontrado especies endé-
micas sensibles a la bacteria. La situacién de Santalina magonica “cama-
mil-la de Mad” en Menorca es particularmente peligrosa, ya que se han
encontrado plantas positivas en poblaciones naturales en las cuales se
ha observado una fuerte mortalidad. El impacto de esta infeccién sobre
el paisaje es muy notable en algunas zonas de las tres islas principales,
debido a la defoliacion que provoca en los acebuches. Afortunadamente,
las encinas parecen ser resistentes a esta patologia.

Se ha detectado una incidencia muy alta de la infeccién en los
ajardinamientos con flora mediterranea, particularmente (pero no solo)
en las rotondas de las carreteras. Por lo que es probable que una mala
praxis en la jardineria sea una via de propagacion de la enfermedad.

Se ha profundizado mas en el estado de las masas forestales de
Olea europea var. sylvestris utilizando diferentes tipos de metodologias
(analisis de series de imdagenes satelitales, muestreos al azar en zonas
forestales, valoracién de defoliacion dentro de las masas de acebuche y
en zonas periféricas). Los resultados muestran que los arboles mas afec-
tados se encuentran en contacto con campos de cultivo o zonas abiertas,
mientras que los drboles que estdn en el interior de las masas forestales
estan poco o nada afectados.
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4. Insectos vectores de Xylella
fastidiosa en las islas Baleares:
distribucion, ciclo, huéspedes
vegetales e infectividad
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X. fastidiosa se transmite mediante la propagacion vegetativa de mate-
rial vegetal y de forma natural mediante insectos chupadores de xilema
del orden de los hemipteros, en América principalmente de la subfamilia
Cicadellinae y en Europa de la familia Aphrophoridae. La principal es-
pecie de insecto transmisora de la enfermedad en los focos europeos
es Philaenus spumarius seguida de Neophilaenus campestris. Ambas es-
pecies presentan una generacién al afio, hibernan en forma de huevo
y crecen en primavera como ninfas protegidas por una espuma acuosa
sobre plantas herbaceas. P. spumarius tiene un rango muy amplio de
huéspedes alternando plantas herbaceas en primavera/otofio y lefiosas
en verano, mayoritariamente fuera de los cultivos y con una gran movili-
dad (Cavalieriy col., 2018).

Actualmente no se dispone de un tratamiento curativo directo sobre la
bacteria, siendo las estrategias indirectas las mejores alternativas de lu-
cha. Las principales herramientas de lucha contra la enfermedad y sus
pérdidas son la tolerancia/resistencia en las distintas variedades y/o es-
pecies y la prevencion de la infeccion. La disminucién de la disemina-
cion de la bacteria se puede conseguir incidiendo simultdneamente en
factores, la eliminacién de inéculo (plantas infectadas) y el control de
las poblaciones de insectos vectores. La reduccién de indculo, tanto en
las plantaciones como en la vegetacion silvestre, disminuye la capacidad
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infectiva de los vectores independientemente de su dinamica poblacio-
nal y abundancia. Si esta capacidad infectiva menor se combina con la
reduccién de las poblaciones de los vectores y su menor acceso a los cul-
tivos, se produce un efecto sinérgico en la disminucién de la dispersion
de la enfermedad. El control de las poblaciones de vectores se puede
establecer por diferentes vias: limitando las plantas huésped y ambien-
tes favorables al vector con el manejo de cubiertas y margenes, tratando
directamente con insecticidas y con control biolégico mediante depre-
dadores, parasitoides y agentes patdgenos para insectos (EPPO 2019).

Se calcula que durante los ultimos afios en la isla de Mallorca donde con-
viven las subespecies fastidiosa y multiplex, se puede haber perdido hasta
un 80 % de la produccién de almendra, especialmente en secano. También
se han visto muy afectados las higueras y los vifiedos especialmente en
las zonas de la isla donde la subespecie fastidiosa esta presente. X. fasti-
diosa también infecta gravemente al acebuche, sobre todo en Mallorca y
Menorca, donde es la especie forestal dominante en muchas zonas y cuya
afectacion dafia gravemente al paisaje y la biodiversidad. Otro dafio impor-
tante de X. fastidiosa a la biodiversidad es la infeccion y muerte de especies
vegetales endémicas, ya de por si muy amenazadas por otros factores.

Con el objetivo ultimo de controlar y entender los mecanismos de dis-
persién de la bacteria en las Islas Baleares, se han estudiado diversos
aspectos de sus vectores para profundizar en el conocimiento de la bio-
logia, el ciclo, los huéspedes y su comportamiento en las diferentes islas
a través de 3 sub-objetivos:

1. Estudio de la biologia, ecologia, dindmica y fauna util asociada a
las potenciales especies transmisoras de X. fastidiosa en diver-
sos cultivos y condiciones.

2. Evaluacion del potencial de adquisicidon por especies de insec-
tos. Correlacidn entre capturas, incidencia, huéspedes y subes-
pecies.

3. Eficiencia de transmisidon/competencia vectorial y estudio de es-
trategias de control y transferencia

A través del lote 4 de la licitacion del Gobierno Balear para el estudio de
X. fastidiosa en el archipiélago, los trabajos han sido llevados a cabo por
entomologos y patdlogos vegetales del IRTA (Cabrils) en colaboracion
con la Consejeria de Agricultura, el Laboratorio de Sanidad Vegetal de
les illes Balears y los participantes en otros lotes de la licitacion.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion de parcelas, captura de insectos e identificacion

En colaboracién con la Consejeria de Agricultura de Baleares, Consejos
Insulares, técnicos y productores, se eligieron parcelas representativas
de los principales cultivos susceptibles, manejos y agroecosistemas en
cada una de las cuatro islas, incluyendo Formentera, donde hasta el
momento no se ha detectado la enfermedad. Durante los dos primeros
meses del proyecto se prospectaron las poblaciones de ninfas y adultos
de afroféridos en diferentes parcelas de olivo, vid, almendro vy citricos,
parcelas que, en funcién de las capturas, continuaron o no, siendo estu-
diadas durante el resto del estudio (2019-2021).

En Mallorca se muestrearon quincenalmente de abril a diciembre 8 par-
celas repartidas por toda la isla junto con sus cultivos vecinos y marge-
nes. Se eligieron parcelas con una elevada incidencia de la enfermedad,
evidencias de transmisidn activa y manejos representativos (laboreo/
cubierta, eco/convencional, secano/regadio), principalmente de vid y
almendro rodeadas de lindes con acebuchales, algarrobos y lentisco. En
Ibiza, Formentera y Menorca se realizaron cuatro prospecciones al afio
distribuidas geograficamente y por cultivos para representar los ambien-
tes de cada isla, con el objetivo de caracterizar las especies de afroféri-
dos, el rango de huéspedes vegetales en cada momento y su porcentaje
de infeccién (Figura 1).

Se capturaron los insectos presentes en el cultivo, su cubierta herbacea,
margenes y parcelas colindantes incluyendo herbdceas y lefiosas, me-
diante aspiracién (vid y herbaceas) o mangueo (olivo, almendro, acebu-
che, lentisco algarrobo y otras lefosas) (Figura 2). Con el objetivo de po-
der comparar entre diferentes métodos de captura, especies vegetales
y sistemas de formacidn, se referenciaron las capturas en m? de copa,
cubierta, seto o corddn en funcion de la forma de la especie de planta a
muestrear. Como estandar se muestrearon 40 m? por huésped/parcela en
puntos repartidos aleatoriamente; si el huésped vegetal era poco abun-
dante (menos de 40 m?) se muestreaban todos los individuos presentes.
Como ejemplo, la vid en corddn se muestreaba en unidades de 10 cepas
(1m alto espaldera x 10 m lineales = 10 m?) en 4 lineas de captura (40 m?).
El Muestreo se realizé en diagonal alternando las dos orientaciones del
corddn. En huéspedes silvestres, normalmente con forma de seto (lentis-
co, acebuche), la unidad de muestreo 2x2 (alto/ancho), 4 m? que por 10
puntos de muestreo sumaban 40 m? por parcela y huésped.
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Las bolsas de captura se congelaron, se seleccionaron las especies de
insectos interesantes y se limpiaron de restos vegetales. Las especies se
identificaron bajo lupa binocular siguiendo las claves de Hodkinson &
White, 1979 para psilidos, Ribaut, 1952 y Della Giustina, 1989 para ci-
cadélidos y Holzinger y col., 2003 para afroféridos, cixidos, delfacidos y
otras familias de Auchenorrhyncha. Los insectos fueron congelados de
nuevo hasta la extraccién de su ADN.

Figura 1. Puntos muestreados en las 4 Islas Baleares.
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Figura 2. Parcela de vid en Felanitx representativa de la Isla de Mallorca, cercada
por almendros y acebuches con sintomas, lentiscos sanos y pastos.
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Extraccion de ADN y deteccidn de X. fastidiosa por qPCR.

Se purificd individualmente el ADN de las cabezas diseccionadas de los
insectos, que fueron trituradas con bolas de tungsteno. Se desecharon
los abddmenes y se extrajo el ADN mediante el procedimiento del Ctab/
Cloroformo, todo ello siguiendo protocolos estandarizados. Se analiza-
ron plantas de los cultivos afectados y de las lindes para confirmar la en-
fermedad y determinar sus huéspedes salvajes; se extrajeron mediante
el mismo procedimiento Ctab/Cloroformo adaptado para plantas (EPPO
2019). EI ADN obtenido de las cabezas de los insectos fue sometido a 3
procedimientos de qPCR con moldes sobre genes distintos para determi-
nar con mayor precisién los insectos positivos y evaluar las capacidades
de detecciéon de cada método para insectos infectivos de campo. Se utili-
zaron 3 métodos EPPO (2019), dos métodos basados en sondas Tagman
(Harper y col., (2010) & Erratum (2013) y Li y col., (2013)) y Francis y
col., (2006) basado en Sybr. Los insectos de la Isla de Mallorca, donde
conviven dos subespecies, también fueron analizados a nivel subespecie
mediante gPCR multiplex con sondas Tagman siguiendo Dupas y col.,,
2019. Se utilizaron como controles positivos extractos de ADN de las tres
subespecies aisladas y cultivadas en las mismas islas Baleares.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los 3 afios del estudio se analizaron casi 5000 de los insectos
capturados de forma individual, la gran mayoria de ellos de la familia de
los Afroféridos, demostrados como vectores en todos los focos de Eu-
ropa. Las capturas de afroféridos fueron muy contrastadas, entre afos,
parcelas y huéspedes. Las capturas en un afio lluvioso como 2020 fueron
casi 4 veces superiores a las de un afio seco como 2021. Los resultados
indican que la especie vectora mas abundante y ubicua fue Philaenus
spumarius con unos 4000 insectos capturados y analizados, con un por-
centaje total de positivos de aproximadamente del 10% (406 positivos
de 4058 individuos). También se capturaron un total de 300 individuos
de Neophilaenus campestris de los cuales solo un 2% fueron positivos
(7+/301) Ambas especies fueron capturadas en las cuatro islas en pro-
porciones y huéspedes similares. No se capturd ninguna otra especie de
afroférido de las presentes en la peninsula, Philaenus spp., Neophilanus
spp. o Lepyronia colepotrata. Entre las especies de cicadelas floémofagas
analizadas, los porcentajes de positivos fueron extremadamente bajos:
Agallia sp. 0+/52, Aphrodes sp. 0+/9, Thamnotettix sp. 1+/34 Cicadula
sp. 0+/9 Euscelis sp. 0+/7 Hyalesthes sp. 4+/202, Hysteropterum grylloi-
des 0+/45 (Figura 3). Ninguno de los pocos positivos entre las especies
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floemdéfagas ha presentado una sefial por debajo de los 32 ciclos, es de-
cir eran todos positivos flojos.

Figura 3. De arriba abajo y de izquierda a derecha: Philaenus spumarius, Neophi-
laenus campestris, Hyalesthes obsoletus y Aphrodes sp.

En laisla de Menorca se muestrearon basicamente acebuchales en acla-
reo y prados secos y de pasto representativos de la mayor parte de la
isla. se capturaron 388 individuos de P. spumarius (46+/388=12%) y 24
N. campestris 3+/24=12%. Otra especie remarcable en capturas fue Hya-
lesthes sp., normalmente ligado a acebuche como en la isla de Mallorca.

Mas de la mitad de las capturas totales de P. spumarius se realizaron
en las islas Pitiusas: Ibiza (73+/1885=4%) y Formentera (0+/415) donde
también se capturaron N. campestris (2+/183 y 0+/63) respectivamente.
En Ibiza las capturas de adultos sobre herbaceas se concentran hasta
principios de junio y a partir de octubre, principalmente en parcelas al-
mendro y olivo manejados con cubiertas herbosas. El paso a adulto de
las ninfas y el salto de estos a lefiosas es muy variable entre afios y en
menor medida entre parcelas, y parece ligado a la temperatura de la pri-
maveray al vigor de las hierbas de la cubierta. Las capturas sobre lefiosas
se concentran en el periodo estival, coincidiendo con el secado genera-
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lizado de la vegetacion herbdacea a partir de junio. Los vectores concen-
tran en 4 especies: almendro, sabina, pino y lentisco. En almendro las
capturas se dan al principio del salto en junio y caen drasticamente en
julio y en agosto. Los almendros en Ibiza presentan la particularidad que
pierden la hoja en verano y vuelven a brotar con la llegada de las lluvias,
comportandose a la practica como un doble caducifolio en invierno y ve-
rano, hecho que seguramente condiciona las nulas capturas de P. spuma-
rius en verano comparadas con otras lefiosas. Hay que destacar que los P.
spumarius capturados sobre almendro en junio presentan el porcentaje
de portadores de X. fastidiosa por huéspedes vegetales mas elevado de
todo el estudio en Ibiza, aproximadamente del 15% (22+/156) pese a ser
a principio de estacidn y tener menos tiempo de adquisicidon y multiplica-
cion de la bacteria. En julio y agosto las capturas se trasladan a sabina 0%
(0+/57), lentisco 8% (12+/154) y sobre todo pino 2% (5+/252). Llaman
la atencidn las diferencias en porcentajes de positivos entre huéspedes,
muy bajos en pino y sabina y relativamente altos en lentisco. Estos re-
sultados son coherentes con la susceptibilidad de las especies vegetales
a X. fastidiosa, pino y sabina no son huéspedes y por tanto la infeccion
de los vectores se tiene que haber dado previamente en otras plantas, y
el almendro si esta mayoritariamente infectado y por tanto los insectos
capturados en él tienen muchas oportunidades de adquisicion. El caso
del lentisco no es tan coherente, ya que no se ha detectado la bacteria
en esta especie. En el caso de Ibiza es muy curioso el bajisimo nume-
ro de capturas en olivo en parcelas donde los arboles estan enfermos y
dénde P. spumarius ha sido capturado abundantemente en la hierba de
su cubierta.

X. fastidiosa no ha sido detectada hasta el momento en Formentera en
plantas, hecho que cuadra con los resultados de las analiticas de los vec-
tores, ya que no se ha encontrado la bacteria en ninguno de los 510 P.
spumarius y los 75 N. campestris capturados durante los 3 afios. El nu-
mero de insectos capturados es alto para unaisla donde no se tenia clara
la presencia de afroféridos, y por tanto, su negatividad es significativa,
corroborando la no deteccidn de la bacteria en planta hasta el momento.
Hay que destacar el elevado nimero de P. spumarius capturados en un
solo muestreo, mas de 200 capturados en un vifiedo en La Mola (junio
de 2020), muy probablemente por un fenédmeno de agregacién por la
falta de vegetacién arbdrea en la zona, que hace que se concentren en
sobre vid en el inicio de sus movimientos hacia lefiosas.

En Mallorca, los niveles poblacionales de P. spumarius han presentado
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diferencias significativas entre las parcelas, siendo las poblaciones casi
3 veces mas altas en el noreste de la isla (Manacor y Santa Margalida)
gue en la zona suroeste (Palma y Llucmajor), siguiendo un gradiente con
Felanitx como punto intermedio con 0,111 individuos capturados por
m? (Figura 4). Este hecho puede ser explicado por los distintos paisajes
agrarios, pluviometrias y vegetacién dominante en las dos zonas. La zona
noreste se caracteriza por parcelas rodeadas de acebuchales, almendros
y lentiscos como cerramientos y con mucho aprovechamiento de pastos
y algarrobos. En la zona sur, por su menor pluviometria y el laboreo, hay
menos hierba en general para hospedar a las ninfas, y en las lindes tam-
bién hay acebuches, pero con mdas presencia de pinos y sabinas. Muy
probablemente, estas mayores poblaciones de vectores en el norte, ten-
gan una clara influencia en una mayor severidad e incidencia de la en-
fermedad, sin olvidar la dominancia de las subespecies dentro de la isla.

Figuras 4 y 5. Abundancia de P. spumarius en Mallorca (d= densidad de pobla-
cién de P. spumarius (individuos capturados/m2) y capturas de P. spumarius por
huésped en Mallorca.

En general los niveles mas elevados de capturas de afrofdridos por
muestreo se han producido sobre herbdceas en primavera. A partir de
mediados de junio las capturas se reparten entre las lefiosas hasta bien
entrado septiembre, cuando se concentran en las herbaceas de nuevo
para la puesta. Las capturas disminuyeron drasticamente en noviembre,
pero con algunos individuos sobreviviendo hasta enero (Figura 6).

El huésped vegetal con mas capturas fue el lentisco, seguido del alga-
rrobo, el acebuche y el granado, todos ellos en las lindes. El nimero de
individuos de P. spumarius capturados sobre los cultivos de almendro o
vid fue inferior al 5% del total, confirmando que los cultivos no son su
huésped principal, aunque los visiten en sus movimientos entre plantas
lefiosas (Figuras 5y 6).
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Figura 6. Capturas de P. spumarius por huéspedes en Mallorca.

La positividad a X. fastidiosa de los P. spumarius capturados en Mallorca
crecid de un 2,5% en mayo hasta un maximo en agosto del 35% de indi-
viduos positivos, decreciendo suavemente hasta el fin de ciclo, evolucidn
l6gica en una bacteria con modo de transmisidn persistente como X. fas-
tidiosa (Fig.7). Dada la poca repetitividad y especificidad de los insectos
positivos por encima de 35 ciclos de amplificaciéon por gPCR, no se han
considerado tales como positivos en el andlisis con fines epidemioldgicos
(Figura 8). Las muestras por encima de 35 ciclos presentaron una repeti-
tividad inferior al 50% entre los tres métodos, mientras que por debajo
(mayor concentracion de ADN de X. fastidiosa) fue practicamente del
85%, coincidiendo ademas con temperaturas de melting inestables por
encima de 35 ciclos en el método con Sybr. Muy probablemente estos
positivos lejanos puedan representar alimentaciones recientes de plan-
tas infectadas o inespecificidades con otras bacterias, pero en ambos
casos la capacidad de transmision de estos insectos seria probablemente
muy baja.
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Figuras 7 y 8. Evolucion de insectos positivos a X. fastidiosa en Mallorca y multi-
plex qPCR para deteccién de subespecies.

Si no solo tenemos en cuenta el porcentaje de positivos, sino también el
tamano de la poblaciéon de P. spumarius, la maxima concentracién indivi-
duos infectivos se da en lentisco y en acebuche en el mes de julio con un
pico secundario en octubre sobre herbaceas (Figura 9).

La relacién entre la subespecie de la bacteria detectada en los insectos
y la de su planta de captura no ha sido tan alta como cabria esperar, con
muchos insectos capturados sobre olivo con la subespecie fastidiosa y al-
gunos sobre vid con la subespecie multiplex. También se han detectado
individuos positivos a las dos cepas, coinfectados. Este hecho indica que
la movilidad entre huéspedes es alta i que la adquisicidon puede no ser
un evento reciente. Llama la atencidn que lentisco y algarrobo, plantas
en las que no se ha confirmado la infecciéon por la bacteria, presenten
porcentajes de positivos parecidos a los de plantas huésped como el ace-
buche, y confirma la gran movilidad de estos insectos y la persistencia de
su adquisicidn, ya que la bacteria se habria adquirido en otro huésped.
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Figura 9. Evolucion de insectos infectivos por huéspedes y superficie.

En las parcelas de vid estudiadas donde conviven las dos subespecies:
acebuche/multiplex, vid/fastidiosa, almendro/ambas, se ha constado
un descenso significativo en los insectos infectados por la subespecie
fastidiosa entre el afio 2019 y 2021. Este hecho, probablemente sea atri-
buible a la muerte y tala de los almendros infectados y al arranque de
vides infectadas, y abre una via de convivencia con la enfermedad en los
vifiedos. Con el control del inéculo se frena la transmisién y dispersion
de la Unica subespecie de la bacteria que puede afectar la vid, aunque
habria que continuar alerta como ocurre con todas las enfermedades
endémicas, ya que una desaparicion total del indculo o de los vectores
es poco factible. El control de la subespecie multiplex por esta via proba-
blemente se mas complicado ya que su mas amplio rango de huéspedes
y la abundancia del acebuche, junto con la menor severidad de la enfer-
medad, hacen que sea una fuente de indculo mayor, mas estable y dificil
de reducir.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que una estrategia de
control basada solamente en el control quimico de vectores sobre el cul-
tivo no seria muy efectiva para evitar unas pocas picadas de un vector
visitante, muy mavil y ya infectivo.

Con lo que conocemos del ciclo de P. spumarius y la enfermedad en Ba-
leares, se propone como estrategia el control de puestas, ninfas y adul-
tos remigrantes mediante “push & pull” o concentracién y escape, adap-
tadas a las circunstancias del cultivo, manejo y parcela. Un ejemplo seria
sembrar tempranamente franjas de herbdaceas para que cuando los vec-
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tores adultos retornen a poner los huevos lo hagan lejos del cultivo y en
un lugar susceptible de ser labrado o tratado para eliminar los huevos en
otofio o las ninfas en primavera. También se puede hacer una siembra de
cubierta tardia (noviembre/diciembre) que escape a la puesta. Acciones
como estas adaptadas a cada parcela, junto con el control del inéculo,
pueden permitir una convivencia productiva con la enfermedad, incluso
en manejos sin aplicacion de insecticidas.
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1. ANTECEDENTES

El presente proyecto ha sido llevado a cabo por el Laboratorio
de Epidemiologia y Control integrado de enfermedades, el Laboratorio
de Métodos Cuantitativos de Teledeteccidén (Quantalab) y el Laboratorio
de Biologia y Ecologia de la Microbiota del suelo del Instituto de Agricul-
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tura Sostenible (IAS) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(csIc).

El objetivo de este Proyecto fue desarrollar un sistema de detec-
cion temprana de Xylella fastidiosa en almendros mediante imagenes
aéreas de alta resolucién en la isla de Mallorca utilizando métodos basa-
dos en algoritmos de clasificacién y aprendizaje automatico y cuantifica-
cion de rasgos espectrales de banda estrecha relacionados con la fisiolo-
gia a nivel de darbol, indices espectrales, indices térmicos, fluorescencia
clorofilica inducida por el sol (SIF) y eficiencia de fluorescencia (Fi).

2. METODOLOGIA
2.1. Parcelas experimentales

El estudio se ha llevado a cabo en una seleccién de 18 parcelas
comerciales de almendro en la isla de Mallorca en tres campafias entre
2019y 2022. Estas parcelas incluyeron diversas variedades de almendro
(ej., Marinada, Marta, Soleta, Vairo), edades del cultivo, y regimenes hi-
dricos (12 en regadio y 6 en cultivo tradicional de secano) (Figura 1A).
Las parcelas se localizaron en los términos municipales de Binissalem
(P8), Consell (P7A, P7B, P9), Felanitx (P20, P21), Llucmajor (P11, P12,
P13, P14), Marratxi (P4, P16), Puigpunyent (P1, P10, P15), Santa Maria
del Cami (P3), y Vilafranca de Bonany (P22 y P23). Cada afio se han lleva-
do a cabo varias campafas de campo y una aérea (exceptuando 2020 en
que fue suspendida debida a la incidencia de COVID19).

2.2. Evaluacion de sintomas de Chamuscado foliar en parcelas de al-
mendro

En cada afio y campaiia se llevaron a cabo las siguiente activida-
des: (i) evaluacidon de la incidencia (porcentaje de arboles enfermos) y
severidad de sintomas visuales de Chamuscado foliar caracteristicos de
los causados por X. fastidiosa en almendro utilizando en una escala de
evaluacion de 0 a 5 segun el porcentaje de dosel afectado por los sinto-
mas de la enfermedad; 0 indica la ausencia visual de sintomas detecta-
bles (asintomaticos), 1: >0 < 25%, 2: >25 < 50%, 3: >50 <75% y 4 donde
la totalidad de la copa presenta sintomas de la enfermedad y 5 es arbol
muerto (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Imagen de parcelas de almendro en régimen de secano (izquierda)
y secano (derecha) seleccionadas para el estudio en la isla de Mallorca. (B) Esca-
la de severidad de sintomas de Chamuscado foliar causado por Xylella fastidiosa
en almendro, donde 0: arboles asintomaticos, y 1: >0 < 25%, 2: >25 < 50%, 3:
>50 <75%; 4>75% de la copa muestra sintomas de la enfermedad y 5 es arbol
muerto.

2.3. Medidas fisioldgicas en arboles asintomaticos o afectados por Cha-
muscado foliar mediante sensores préximos

Se realizaron medidas fisioldgicas en ramas seleccionadas de
arboles asintomaticos y sintomaticos en las que se midieron hojas asin-
tomadticas y sintomdticas utilizando sensores préximos que incluyeron:
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(i) Dualex 4 (Force-A, Orsay, France) para la estimacién del contenido
de clorofila, flavonoides y antocianos, asi como un indice de balance de
nitrogeno (NBI); (ii) PolyPen RP410-UVIS y Polypen RP410-NIR (Photon
Systems Instruments, Brno, Republica Checa) que estima la reflectancia
espectral de la hoja el espectro electromagnético entre 380y 790 nm y
entre 640y 1050 nm, respectivamente, que permiten la estimacién de in-
dices de vegetacion vy (iii) FluorPen FP110 (Photon Systems Instruments,
Brno, Republica Checa) es un fluorémetro que permite la medicidn de
fluorescencia clorofilica. Todas las ramas medidas se muestrearon para
determinar su infeccidn X. fastidiosa utilizando los métodos moleculares
descritos en la seccion 2.4.

A partir de los valores de reflectancia obtenidos con los dos sen-
sores PolyPen se calcularon 70 indices de vegetacion. Estos indices esti-
man una serie de parametros fisioldgicos de la planta relacionados con
el contenido de clorofila, carotenoides y flavonoides, indices de relacidon
de los valores del espectro visible azul, verde y rojo, fluorescencia de la
clorofila, asi como otros indices indicadores de estrés en plantas. Con
objeto de establecer la posible relacién entre los indices de vegetacidon
con la infeccidn por X. fastidiosa y su capacidad para discriminar plantas
infectadas de plantas sanas no infectadas, se han llevado a cabo andli-
sis multivariantes que incluyeron: (i) andlisis de agrupacién jerarquica
basada en la matriz de correlacién de Spearman usando el método de
agrupacion de Ward, que incluye los 70 indices fisioldgicos calculados,
junto con los pardmetros obtenidos de los sensores Dualex y Fluorpen.
Este analisis permite analizar la respuesta global de los distintos grupos
de hojas con sintomas y sin sintomas que se han muestreado, tanto en
arboles de secano como regadio, y establecer posibles similitudes o dife-
rencias entre los distintos grupos, y (ii) analisis candnico discriminante,
gue permite determinar la precisién de la clasificacién del conjunto de
indices de vegetacidn en funcidn de, en primer lugar si son arboles esta-
ban infectados o no por X. fastidiosa, y en segundo lugar, aquellas hojas
asintomaticas de una rama infectada diagnosticada como positiva en el
analisis molecular para X. fastidiosa, seleccionando aquellos indices que
permiten discriminar entre ellos, tanto en secano como en regadio.

2.4. Deteccion de Xylella fastidiosa en ramas asintomaticas y sintoma-
ticas afectadas por Chamuscado foliar mediante analisis molecular

En cada fecha de evaluacion de sintomas se han tomado mues-
tras de ramas de arboles asintomaticos o con diferentes niveles de se-
veridad de sintomas de aproximadamente un 10% del conjunto de ar-
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boles para determinar la infeccién por X. fastidiosa mediante métodos
moleculares de andlisis de ADN basadas en PCR que incluyeron: (i) Har-
per-gPCR que permite no sélo la deteccidén de la bacteria sino también
su cuantificaciéon (Harper y col.,, 2010; erratum, 2013); (ii) duplex qPCR
gue utiliza cebadores de la qPCR de Harper y Ouyang (Bonants y col.,,
2019); y (iii) AmplifyRP® XRT+, que utiliza la amplificacidn isotérmica de
la recombinasa polimerasa (RPA) (Kersting y col., 2014), fundamentado
en el protocolo de Li y col., (2016). Las muestras se han analizado en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de las Islas Baleares ad-
judicatario del Lote 2, asi como en el Laboratorio Biologia y Ecologia de
la Microbiota del suelo del IAS-CSIC o en el laboratorio del IRFAP durante
la misma semana de muestreo en la campafia de 2019 y 2022. La co-
rrespondencia entre la presencia de sintomas visuales e infeccidn por X.
fastidiosa alcanzé una precisidn global superior al 90% lo que garantiza
su utilizacién como base de datos para la calibracion de las medidas con
sensores proximos e imagenes aéreas.

2.5. Imagenes aéreas

Para la toma de imagenes aéreas en la primera semana del mes
de julio de 2019, 2021 y 2022 se sobrevolaron varias comarcas de la
isla de Mallorca utilizando diversos sensores aerotransportados en un
vehiculo tripulado que incluyeron: (i) sensor Micro hiperespectral (Mi-
cro-Hyperspec VNIR modelo, Headwall Photonics, Fitchburg, MA, USA),
que cubre la region espectral del visible y del infrarrojo cercano (400 y
885 nm) con una resolucidn espacial < 25 cm. La camara hiperespectral
adquiere imagenes con 260 bandas espectrales adquiridas a 1,85 nm/
pixel y con una resolucién radiométrica de 12 bits, un ancho de banda
de 6,4 nm (FWHM) y una rendija de 25u en la region 400-885 nm. (ii)
sensor Micro-Hyperspec NIR-100 (Headwall Photonics) con una configu-
racién de 165 bandas espectrales situadas en la region espectral de 950-
1750 nm, a una resolucion radiométrica de 16 bits y un FWHM de 6.05
nm con una resolucién espacial < 60 cm. (iii) sensor térmico (FLIR SC655,
FLIR Systems, Wilsonville, USA) con una respuesta espectral situado en
el rango de 7.5 a 13 um, una resolucion de 640x480 pixeles con una
distancia focal de 13,1 mm, resolucién radiométrica de 16 bits y con una
resolucion espacial < 40cm. Las imagenes se tomaron a 500 m de altitud
sobre el nivel del suelo.

Las imagenes hiperespectrales y térmicas se procesaron y co-
rrigieron radiométrica y espectralmente, siguiendo la metodologia pro-
puesta en Zarco-Tejaday col., (2016) y Camino y col., (2018). La orto-rec-
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tificacion de las imdagenes hiperespectrales se realizé con datos GPS
adquiridos con una unidad de medicion inercial (IMU) instalada a bordo
y sincronizada con los sensores hiperespectrales y el sensor térmico. Para
la identificacién de arboles individuales en las imagenes hiperespectral y
térmico se utilizaron métodos de deteccidn y segmentacion de copas ba-
sadas en objetos (Calderdn y col.,, 2013). Para ello se utilizaron métodos
de segmentacion (Niblack, 1986; Sauvola y Pietikdinen, 2000) que permi-
tieron el aislamiento de las copas de los arboles del suelo y las sombras.
Ademds, la segmentacién de cada copa de arbol se evalud visualmente
para garantizar un minimo nimero de pixeles de vegetacion pura dentro
de cada copa de arbol, asi como espectralmente para evaluar la pureza
de la reflectancia extraida de la corona para evitar la mezcla espectral
con el suelo, las sombras y los componentes de fondo (Zarco-Tejada y
col., 2018; Poblete y col., 2020). Finalmente, para los pixeles seleccio-
nados en cada copa se calcularon la radiancia hiperespectral media, la
reflectancia y la temperatura.

2.6. Relacién entre observaciones de incidencia y severidad de Cha-
muscado foliar y datos extraidos de imagenes aéreas multiespectrales
y térmicas

Los datos obtenidos en las campaias de evaluacidn visual de in-
cidencia y severidad de sintomas foliares, asi como los obtenidos con
los diversos sensores aerotransportados se han analizado utilizando un
esquema integrado multicapa de rasgos funcionales relacionados con la
infeccion por X. fastidiosa, calculados a partir de la inversién de modelos
de transferencia radiativa (PROSAIL; Jacquemoud y Baret, 1990; Verhoef,
1984), emisidon de fluorescencia (3D-FluorFLIGHT; (Hernandez-Clemente
y col., 2017) y caracteristicas fisioldgicas, como el estado de de-epoxi-
dacidén de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, la degradacion de
clorofila a través de la feofitinizacién, conductancia estomatica y las al-
teraciones de la transpiracion estimados a partir de indices espectrales
y térmicos. Para ello, se ha desarrollado un marco operativo de apren-
dizaje automadtico (Machine learning, ML) para detectar la deteccion de
arboles infectados por X. fastidiosa en parcelas de almendro con dos
regimenes de riego. El procedimiento desarrollado, combina cuatro eta-
pas de ML: (i) segmentacion individual de copas de los arboles; (ii) De-
terminacién de Vmax (tasa maxima de carboxilacién, como proxy de la
actividad fotosintética) y extraccidon de rasgos de vegetacion utilizando
modelos biofisicos; (iii) Estimacién de Nitrégeno total; y (iv) generacién
de un ML parsimonioso para la deteccion de arboles infectados por X.
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fastidiosa. Este marco operativo de ML se implementd en Python 3.6 y
en el software R (R Core Team, 2020).

3. RESULTADOS

3.1. Deteccion de Xylella fastidiosa en arboles asintomaticos o afecta-
dos por Chamuscado foliar mediante sensores proximos.

En la Figura 2 se presentan los resultados obtenidos en el ana-
lisis de agrupacion jerdrquica, utilizando los 75 indices de vegetacién
calculados a partir de los valores de reflectancia, en el que se pudieron
distinguir tres grupos claramente diferenciados. Por un lado, se agrupa-
ron las hojas con sintomas de Chamuscado foliar, independientemente
de si la parcela es en régimen de secano o regadio. Por el otro, pode-
mos distinguir dos grupos de hojas sin sintomas, uno correspondiente
a las hojas en darboles en parcelas en secano y otro aquellas en arboles
en regadio (Figura 2A). Dentro de cada grupo en funcién del sistema de
manejo, se pueden diferenciar las hojas asintomaticas de arboles sanos
no infectados de aquellas también asintomaticas pero medidas en ramas
gue si muestran sintomas. Estos resultados indican como las hojas en
arboles sanos tienen un perfil espectral diferencial respecto al de hojas
asintomaticas pero en arboles afectados por la enfermedad (Figura 2A).
Asimismo, las diferencias observadas se demuestran en los perfiles es-
pectrales claramente diferenciables en funcién de estos mismos grupos
de hojas (hojas asintomaticas y hojas infectadas con y sin sintomas), en
particular en la region espectral entre 500 y 575 nm y entre 850 y 950
nm (Figura 2B).

Por otro lado, los resultados del analisis candnico discriminante
se presentan en la Figura 2C. En este andlisis de los 75 indices de vege-
taciéon se pudieron seleccionar 12 y 21 indices en arboles en secano y
regadio, respectivamente. Estos indices permiten discriminar entre los
distintos tipos de hojas, i.e., sintomaticas y asintomaticas. Asi, las hojas
en el estudio se pudieron clasificar en cuatro grupos: 1) hojas de arbo-
les sanos sin sintomas; 2) hojas asintomaticas de ramas sin sintomas en
arboles afectados por la enfermedad; 3) hojas sin sintomas tomadas de
ramas con sintomas de la enfermedad; 4) hojas con sintomas. La mayor
distancia entre estos grupos se observé entre los grupos 1y 4 formados
por hojas de arboles sanos de aquellas con sintomas de la enfermedad,
respectivamente. No obstante, existio algun solapamiento entre los gru-
pos 2 y 3 que en ambos casos estuvieron constituidos por hojas toma-
das de arboles afectados por la enfermedad, bien en ramas sin sintomas
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(grupo 2) o en ramas con sintomas (grupo 3) (Figuras 2C-D). Entre los
indices que mas contribuyeron a la discriminacidon de X. fastidiosa en
parcelas de almendro, tanto en secano con en regadio, destacan el con-
tenido de antocianinas, la fluorescencia de la clorofila, varios indices re-
lacionados con la banda del azul (de 450 a 520 nm) (BF1, BF2, NPQl), con
el contenido de xantofilas (PRI, PRIn, PRI-CI, PRIM1) y con el contenido
de clorofilas (PSSRa, PSSRb, TCARI/OSORI, GM1). En arboles en secano
destacaron el contenido de flavonoides, mientras que en los arboles de
regadio fueron el CRI550, relacionado con la banda del verde y el indice
de senescencia de planta (PSRI).

Figura 2. Clasificacion de hojas de arboles sintomaticos y asintomaticos basada
en 75 indices de vegetacidn para: A) analisis de agrupacion jerarquica para los
grupos de hojas asintomaticas/sintomaticas; B) reflectancia de la hoja obteni-
das de arboles asintomaticos y de hojas con sintomas y sin sintomas de plantas
infectadas mostrando el dominio del espectro visible y parte del infrarrojo cer-
cano (400-1060 nm); (C y D) primera y segunda variables candnicas del analisis
discriminante candnico para las parcelas de almendro en régimen de secano (C)
y regadio (D).
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3.2. Imagenes areas para la deteccion de Xylella fastidiosa en arboles
almendro afectados por Chamuscado foliar mediante imagenes aéreas

En la Figura 3 se presentan ejemplos de imdgenes aéreas re-
presentativas de las parcelas de almendro obtenidas con los diferentes
sensores RGB (Figura 3A), hiperespectral (Figura 3B) y SWIR (Figura 3C).
Estas imagenes incluyen parcelas en régimen de regadio y secano con
diferente nivel de incidencia y severidad de sintomas de Chamuscado
foliar en la isla de Mallorca.
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Figura 3. Imagenes aéreas obtenidas con diferentes sensores aerotransportados
en parcelas en régimen de regadio y secano con diferente nivel de incidencia
y severidad de sintomas de Chamuscado foliar en la isla de Mallorca, Islas Ba-
leares. (A) sensor RGB (Red-green-blue) aerotransportado con una resolucién
especial de 7 cm de pixel; (B) sensor hiperespectral VNIR (regién espectral 400
— 800 nm) con una resolucién especial de 50 cm de (C) sensor hiperespectral
NIR-100 (region espectral 950 — 1750 nm) con una resolucion especial de 60 cm
de pixel.

3.2.1. Rasgos de vegetacion asociados a la deteccidon de plantas de al-
mendro afectadas por Chamuscado foliar causado por Xylella fastidiosa

Para evaluar la importancia de los rasgos de vegetacion en la
deteccidon de arboles sintomaticos infectados por X. fastidiosa, se esti-
mo la capacidad de prediccidn de estos indicadores en cada uno de los
tres modelos de Machine Learning (ML) evaluados (Fig. 4). En general,
tanto el nivel de incidencia de X. fastidiosa en la parcela como el ré-
gimen hidrico (regadio vs. secano) determinaron el conjunto de rasgos
de vegetacidn seleccionados y su contribucion en el modelo. Asi, en las
parcelas en regadio (Fig. 4) los rasgos de vegetacion Vcmax (tasa maxima
de carboxilacién, como proxy de la actividad fotosintética), contenido en
Clorofila a+b, CBC (Componentes a base de carbono, incluyendo lignina),
LIDF (Funcidén de distribucion de inclinacién de la hoja) y contenido en
Antocianinas fueron los rasgos de vegetacién con mayor contribucién a
los clasificadores de ML, que oscild entre el 20 y 11%, respectivamen-
te, con una contribucidn global del 74%. Sin embargo, en las parcelas
en secano (Figura 4), el contenido en Antocianinas y Tc (temperatura
de la copa) aumentaron su contribucién al 28% y 15% respectivamente,
mientras que CBC y LIDF mostraron una contribucion similar a la de las
parcelas en regadio; mientras que para Vcmax y contenido en Clorofila
a+b su contribucion descendio al 9% y 8%, respectivamente. Finalmente,
cuando el analisis se realizé para el conjunto de parcelas, tanto en seca-
no como regadio (Fig. 4), LIDF, CBC, Tc, Vcmax, Cw (Espesor equivalente
de agua, como proxy del contenido de agua en la hoja) y contenido en
Clorofila a+b presentaron una contribucién que oscilé entre el 16 y 11%,
siendo ésta del 9% para el contenido en Antocianinas (Figura 4).

Destacar que en las parcelas en condiciones de secano, en las
que la presiéon de enfermedad es muy superior a la observada en rega-
dio [i.e., presentan valores de incidencia medios del 75% (donde el 45%
son arboles calificados con sintomas moderados y el 30% con sintomas
iniciales)], los rasgos de vegetacién relacionados con el estrés hidrico
(ej. Temperatura de la copa), LIDF y de defensa de la planta (ej. las an-
tocianinas o la deposiciéon de lignina, o CBC) fueron los que mostraron
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una mayor contribucidn. Por tanto, los rasgos de vegetacién criticos en
la deteccidon de arboles afectados por Chamuscado foliar tanto en ré-
gimen de secano como regadio son los relacionados con el contenido
en pigmentos (Clorofila a+b y Antocianinas), capacidad fotosintética (Vc-
max), y Componentes a base de carbono (CBC). Por otro lado, cuando
se compararon los rasgos de vegetacién de drboles sanos en parcelas
con presencia de enfermedad con aquellos en parcelas sin presencia de
enfermedad, ambos grupos de drboles presentaron variaciones similares
en actividad fotosintética, contenido en nitrégeno y temperatura de la
copa.

Figura 4. Contribucion de los rasgos de vegetacion para la deteccién de Xylella
fastidiosa en almendro para el modelo

mas parsimonioso de Machine en parcelas de almendro en la Isla de Mallorca
afectadas por Chamuscado foliar en régimen de secano, regadio o para ambos
regimenes hidricos conjuntamente.
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3.2.2. Rasgos de vegetacion asociados a la deteccidn diferencial de sinto-
mas causados por la infeccidén por Xylella fastidiosa en almendro vy olivo
o estrés hidrico abidtico

Una limitacidn importante de los métodos avanzados basados
en imagenes hiperespectral, térmica y modelos de transferencia radia-
tiva para la monitorizacidn de estado fitosanitario de los cultivos es que
las alteraciones fisioldgicas causadas por una enfermedad se reflejan en
cambios en el estado fisioldgico de la planta, como pueden ser la regu-
lacién estomatica y la dindmica acoplada de clorofila, fotosintesis-trans-
piracidn, que comunmente estan moduladas por factores tanto bidticos
como abidticos. Por lo tanto, el poder revelar huellas espectrales asocia-
das diferencialmente con condiciones de estrés bidtico frente a estrés
abidtico es de gran importancia para optimizar los esfuerzos en la de-
tecciéon remota de sintomas tempranos de infeccion por patdgenos que
ocurren en el contexto de la variabilidad fisiolégica natural (por ejemplo,
debido a la deficiencia de agua o las deficiencias de nutrientes) que se
normalmente se producen incluso en condiciones de cultivo de regadio.

Para ello se han estudiado las posibles divergencias entre las al-
teraciones fisioldgicas detectadas a través de la espectroscopia de ima-
genes y los datos térmicos inducidas por el estrés bidtico causado por X.
fastidiosa, que es una bacteria invasora del sistema vascular en olivo y
almendro o del estrés abidtico impuesto por la limitacion del agua. Para
ello, los datos obtenidos en este proyecto se han comparado con datos
de investigaciones anteriores de nuestro grupo sobre la deteccién de X.
fastidiosa en olivo en la regidén de Apulia en el sur de Italia (Zarco-Tejada
y col., 2018) con objeto de dilucidar las huellas espectrales especificas
del huésped para las infecciones por X. fastidiosa en olivar (Apulia, Italia)
y almendro (Isla de Mallorca) (Figura 5). Los resultados mostraron que
las alteraciones fisioldgicas inducidas por la infeccién por X. fastidiosa
dan lugar a cambios en los rasgos espectrales de la vegetacion sensibles
al estrés bidtico que eran comunes para las dos especies huésped (olivo
y almendro), mientras que otros rasgos eran especificos de cada hués-
ped (Figuras 5A vs 5By 5C). En ambas especies huésped, la infeccion por
X. fastidiosa modificé los rasgos espectrales de la planta relacionados
con la dinamica de conductancia estomatica ya que la infeccién bloqued
progresivamente los vasos del xilema y, por lo tanto, redujo la transpira-
cion de la planta. Las tasas de transpiracion mas bajas también conducen
a un incremento de la temperatura general del dosel del arbol, estimada
por el indice de estrés hidrico térmico del cultivo (CWSI), que asimismo
esta asociada con una reduccién en la fotosintesis y alteraciones en la
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dindmica del ciclo de la xantofila (estimados por el indice de Reflectancia
Fotoquimica normalizado, PRIn) (Figura 5). Ademas, nuestros resulta-
dos indican la existencia de rasgos espectrales especificos de la especie
huésped modificados por la infeccién por X. fastidiosa como son el rasgo
espectral de la regidn azul NPQI (relacionado con la degradacién de clo-
rofila-feofitina), y el contenido de antocianinas que tuvieron una impor-
tancia limitada en el caso de la infeccion por X. fastidiosa en almendro,
pero extremadamente relevantes para la deteccién de la infeccion por
este mismo patogeno en olivo (Figura 5).

Destacar que el desacoplamiento de esta dinamica espectral bio-
tico-abidtica permite incrementar la capacidad de prediccién de arboles
infectados en el 6% en olivo y almendro con una precisién de deteccion
global del 92%.
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Figura 5. Importancia de los rasgos espectrales para la deteccidon de sintomas
de infeccion por Xylella fastidiosa. (A-C) Importancia normalizada de los rasgos
hiperespectrales y térmicos de las plantas recuperados del conjunto de rasgos
espectrales de las plantas utilizados para detectar (A) los sintomas inducidos
por Xylella fastidiosa en olivo y (B) en almendro en régimen de secano y (C) en
almendro en régimen de regadio. Adaptado de Zarco-Tejada y col., 2021.
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6. Incidencia y sensibilidad varietal de
la bacteria Xylella fastidiosa en los
bancos de germoplasma de vid, al-
mendro y olivo de la isla de Mallorca
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Introduccion

Xylella fastidiosa (Xf) es una bacteria que habita el xilema, cau-
sando diversas enfermedades en cultivos, como la quemazén de las ho-
jas de los almendros o la enfermedad de Pierce en la vid, entre otras. Los
mecanismos especificos por los cuales la bacteria infecta y coloniza las
plantas todavia no se conocen con exactitud, aunque si se conoce que el
desarrollo de los sintomas en las plantas afectadas se debe, inicialmen-
te, a respuestas fisioldgicas de la planta desencadenadas por el déficit
hidrico como consecuencia del taponamiento de los vasos del xilema
por biopeliculas segregadas por las colonias de bacterias (FAO, 2019).
Sin embargo, no todas las infecciones desarrollan sintomas (Landay col.,
2017).

Xf se transmite de forma natural a través de insectos vectores
del orden de los hemipteros que se alimentan del xilema, principalmente
chicharras, chicharritas y saltahojas (MAPA, 2021a); de forma artificial,
se puede transmitir por medio de practicas culturales como el injerto o
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la poda (Landay col., 2017). Las principales subespecies y perfiles gené-
ticos descritos e identificados mas comunes se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales subespecies y grupos genéticos de X. fastidiosa y principa-
les especies huéspedes.

Subespecie  Grupo genético (ST)  Huéspedes

fastidiosa 1 Vitis vinifera, Prunus dulcis y Medicago sativa

Prunus spp., Quercus spp., Ulmus spp., Rubus

multiplex 6,7,79, 81 819 G 9.

pauca 53, 80 Citrus x sinensis, Coffea, Olea europaea, etc.

sandyi 76 Nerium oleander, Jacaranda spp., etc.

Es importante destacar que los diferentes huéspedes pueden
verse afectados con diferentes niveles de severidad, segun las condicio-
nes agricolas, climaticas, varietales, o segun la subespecie de la bacteria
infectante. En general los inviernos templados son adecuados climati-
camente para el establecimiento en cualquier zona de todas las subes-
pecies y grupos genéticos. Por otro lado, el mayor crecimiento de Xf se
produce a temperaturas entre 25 y 282C y disminuye a medida que se
registran tanto temperaturas mayores como menores, siendo 34 y 10°C,
respectivamente, los limites a partir de los cuales puede paralizarse el
crecimiento de esta bacteria (Alvarez, 2017).

En la actualidad, aparecen registradas 595 especies vegetales
huésped, pertenecientes a 275 géneros y 85 familias, de las cuales se
ha confirmado la infeccidon de 343 mediante dos procedimientos de ras-
treo, en circunstancias naturales o artificiales (EFSA, 2020). Muchas de
las plantas huésped identificadas son de gran interés agricola, como la
vid, el almendro y el olivo, entre otros (Vicent y col., 2019). Son preci-
samente estos tres cultivos sefalados los que presentan mayor interés
para el territorio balear.

Finalmente, es importante saber que, en la actualidad, no existen trata-
mientos efectivos para el control de Xf, lo que dificulta su control, pre-
vencién y erradicacion. En este contexto, resulta evidente la necesidad
de encontrar nuevas estrategias de lucha contra este fitopatégeno que
permitan su control. Una de las aproximaciones mas adecuadas es el
analisis de la tolerancia/sensibilidad varietal de aquellos cultivos de ma-
yor interés desde un punto de visto agrondmico.
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Importancia de la vid en las Islas Baleares e Incidencia de Xylella fasti-
diosa

Segun el MAPA, con fecha a 31 de julio de 2020, Espafia cuenta
con la mayor superficie de produccidn viticola mundial (944.478 ha de
vifledo), aunque desde la campafia 2000/2001, todas las CC. AA. han
visto aminorada su extension viticola, exceptuando Baleares, Cantabria,
Galicia y La Rioja (MAPA, 2021b).

La informacién recopilada por el Instituto de Calidad Agroali-
mentaria de las Illes Balears (IQUA) constata que la vitivinicultura tiene
un importante papel socioecondmico y constituye un patrimonio cultu-
ral. Los ultimos datos publicados en 2017 indican que la superficie de vid
cultivada cuenta con 1.630,88 ha, de las cuales 312,72 ha corresponden
a la Denominacion de Origen (DO) Binissalem y 441,18 ha a la DO Pla i
Llevant. Por su parte, en la categoria “Vi de la Terra”, se registraron ese
mismo afo un total de 877,98 ha, divididas entre sus respectivos sub-
grupos: “Vi de la terra llles Balears” (4'16 ha), “Vi de la terra Serra de
Tramuntana” (15’87 ha), “Vide la terra Mallorca” (743 ha), “Vide la terra
Eivissa” (59,98 ha), “Vi de la terra llla de Menorca” (40,11 ha) y “Vide la
terra Formentera” (13,86 ha). Toda la superficie anteriormente comen-
tada estd destinada a la vinificacion.

La produccidn de uva ascendid a un total de 8.161.753 kg en
2017, de los cuales 3.747.416 kg provienen de la superficie inscrita en
alguna de las DOV, los 4.414.337 kg restantes corresponden a la produc-
cion de los vifiedos inscritos en la categoria “Vi de la Terra”. A partir de
estos kg de uva, se elaboraron 24.918 hl de vino en las DO y 28.870 hl
en la categoria “Vi de la Terra”, sumando un total de 53.789 hl de vino.

Envid, Xfdesarrolla la denominada enfermedad de Pierce, Pier-
ce’s disease (PD) en inglés, descrita por Newton Pierce en 1884. Las
cepas de la bacteria que provocan el PD pertenecen a la subsp. fastidiosa
(Tabla 1). La mayoria o practicamente todas las variedades de Vitis vini-
fera son susceptibles a X. fastidiosa subsp. fastidiosa, aunque en inocu-
laciones y en campo se observan algunas diferencias en la severidad de
las infecciones.

Los sintomas de PD aparecen a finales del verano cuando las con-
diciones climaticas son calidas y secas, o cuando la planta sufre estrés
hidrico. Los primeros sintomas que se aprecian después de una infeccién
son el secado de grandes partes de hojas verdes. Estas partes se vuelven
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necrdticas y los tejidos limitrofes se tornan amarillos en variedades blan-
cas (Figura 1) o rojos en variedades tintas (Figura 2). La necrosis suele
estar presente en los margenes de las hojas. Las hojas con sintomas de
guemazon habitualmente se desprenden del peciolo (conocido en in-
glés como matchstick), quedando éste adherido a la planta (Figura 3).
Estos sintomas pueden confundirse con otros desérdenes como la toxi-
cidad por exceso de sal o la deficiencia de boro, cobre o fésforo. Ademas
de los sintomas genéricos anteriormente descritos, se pueden producir
también defoliaciones, enanismo en las ramas y tronco, asi como deshi-
dratacion de los racimos. Los sarmientos pueden mostrar islas verdes o
parches irregulares de tejido verde (no endurecido) sobre tejido marrén
(endurecido). Ademas, las vides pueden mostrar un crecimiento reduci-
do, zonas atrofiadas y/o una baja produccidn que puede terminar con la
muerte de la planta.

Figura 1. Sintomatologia tipica de X. fastidiosa en hoja de una variedad blanca
de vid.

Figura 2. Sintomatologia tipica de X. fastidiosa en hoja de una variedad tinta de
vid.
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Figura 3. Sintomatologia tipica de X. fastidiosa en el cultivo de la vid denomina-
da, en inglés, matchstick.
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Importancia del almendro en las Islas Baleares e incidencia de Xylella
fastidiosa

Actualmente, son pocos los paises que concentran la produccidn
mundial de almendra, siendo Espafia el segundo pais productor mas
importante detras de Estados Unidos (FAO, 2021). Segun el MAPA, con
fecha a 18 de octubre de 2022, el almendro representa el 86% de la su-
perficie total de frutos secos de Espafia. Este grupo de cultivos mantiene
su linea de expansion.

Segun el analisis provincial de superficie y produccion llevado a
cabo por el MAPA para el afio 2021, el cultivo del almendro en las Islas
Baleares ocupa una superficie total de 24.032 ha, de las cuales 19.627
ha estan en produccion. Ademas, las tendencias al alza de demanda y va-
lorizacién econdmica de la almendra hacen del almendro un cultivo con
alto interés y rentabilidad en el territorio balear. El Instituto de Calidad
Agroalimentaria de las llles Balears (IQUA) confirma que desde el 2017
y hasta la actualidad se ha detectado un aumento en la superficie desti-
nada a este cultivo en Baleares, al igual que en su produccion. Debido a
su gran importancia y su calidad diferenciada, la almendra mallorquina
cuenta con su sello de calidad de Indicacion Geografica Protegida (IGP)
“Almendra de Mallorca” desde 2014.

En el almendro, Xf desarrolla la denominada quemazdn de las
hojas. En este caso, y al contrario que para la vid, diversas subespe-
cies pueden desarrollar dicha enfermedad, siendo las mds comunes las
subsp. multiplex y fastidiosa (Tabla 1).

Los primeros sintomas observables en hojas de almendro son
necrosis marginales , generalmente acompafiadas de un halo clordtico
entre el tejido vivo y el tejido necrosado. También se puede observar un
mosaico a modo de aguas en la zona necrosada (Figura 4). Como en el
caso de la vid, las plantas pueden tener un crecimiento reducido, zonas
atrofiadas y una baja produccién que puede terminar con la muerte de
la planta.
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Importancia del olivo en las Islas Baleares e Incidencia de Xylella fasti-
diosa

La industria del aceite de oliva desempefia un papel muy impor-
tante en el sistema agroalimentario espafiol. Espafia es lider mundial en
superficie, produccidén y comercio exterior de este producto. La produc-
cion espafiola de aceite de oliva representa el 70% de la produccion de
la Unién Europea (UE) y el 45% de la produccion mundial.

Segun el andlisis provincial de superficie y produccion del afio
2021 del MAPA, Baleares dedica 108 ha de superficie en plantacion regu-
lar al cultivo del olivo para aceituna de mesa con una produccion de 48
toneladas, mientras que la superficie dedicada a plantaciones regulares
para aceituna de almazara alcanza las 8.416 ha y la produccidn asociada
de 5.154 toneladas.

El olivo es un cultivo con una gran importancia tanto histérica
como econdmica en las Islas Baleares. Tanto es asi, que cuentan con tres
denominaciones de origen (“Aceite de Mallorca”, “Aceite de Ibiza/Oli
d’Eivissa” y “Aceite de Menorca/Oli de Menorca”) para visibilizar y valo-
rizar este producto de elevada importancia socioecondmica.

En el olivo, la Xf desarrolla la denominada necrosis marginal o
quemazon. En este caso, y como en el caso del almendro, diversas subes-
pecies pueden desarrollar dicha enfermedad, siendo las mds comunes
las subsp. multiplex y pauca, especialmente esta ultima (Tabla 1).

Los primeros sintomas observables consisten en el marchita-
miento y decaimiento generalizado (sintomas asociados al estrés hidri-
o), seca de hojas que comienza por el borde apical, y de ramas, acom-
pafiada de defoliacion, pudiendo llegar a la muerte del arbol. En hojas se
observan sintomas con areas secas y marrones con distribucion irregular
en las hojas y abarquillamiento de las hojas hacia el envés (Figura 5).

Material y métodos

Con el objetivo principal de caracterizar la dinamica estacional
de sintomas y niveles de infeccién de Xf en las variedades de vid, almen-
dro y olivo, se realizé un seguimiento de los bancos de germoplasma
que dispone la Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacid. Concreta-
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mente, se analizaron los bancos de germoplasma de vifia de Sa Granja
y Sa Canova, de almendro de Son Real, Xorrigo y Sa Canova y el de olivo
de Sa Granja, durante los meses de junio, julio y agosto de 2019-2021.

Las principales caracteristicas de los bancos de germoplasma
muestreados se recogen en las Tablas 2, 3 y 4 para vid, almendro y olivo,
respectivamente. En cada banco de germoplasma se cuenta con al me-
nos tres réplicas de cada variedad de vid, almendro y olivo.

Tabla 2. Caracteristicas principales de los bancos de germoplasma de vid.

Banco de ger- Superfi- Portain- Sistema Marcode Anodela N2de Va-

moplasma cie jerto deriego plantacion plantacion riedades
Sa Granja 0,28 ha R-110 goteo 1,2x2,4 1996 60
Sa Canova 0,30 ha R-110 goteo 1,2x2,4 2005 10

Tabla 3. Caracteristicas principales de los bancos de germoplasma de almendro.

o
ELEDCR . . .. Sistema Marcode Afodela N ¢.:|e
germo- Superficie Portainjerto . iy .. Varie-

de riego plantaciéon plantacion

plasma dades
Son Real 1,64 ha GF-677 goteo 6x7 2012 75
Sa Canova 0,83 ha GF-677 goteo 7x5 20041 68
Xorrigo 1,48 ha GF-677 goteo 7x6 20142 14

1. Excepto las variedades Vairo, Tarraco, Marinada y Constanti (2012).

2: Excepto las variedades Masbovera, Glorieta, Lauranne y Penta (2015).

Tabla 4. Caracteristicas principales de los bancos de germoplasma de olivo.

o
Banco de ger- . . Portain- Sistema Marcode Afodela N ?'e
Superficie . . g . . Varie-
moplasma jerto deriego plantacion plantacion
dades
Sa Granja 1,61 ha - goteo 6x6 1998 12
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En cada muestreo se tomaron muestras vegetales simples para
el analisis de X. fastidiosa y se realiz6 una estimacién de la sintomatolo-
gia de cada individuo. Para ello, se usé un una escala 0-5 (Tabla 5) defini-
da por la Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacié para estandarizar
la deteccion visual de la sintomatologia asociada a la bacteria, corres-
pondiente al porcentaje de hoja y copa afectada por la enfermedad.

Tabla 5. Grado de afectacidn estimado durante los muestreos para cada indivi-
duo y cultivo analizado.

Afectacion (%) Valor
Sin sintomas
1a25%

26 a 50 %
51a75%

76 a 100 %

Muerto

u b W N R O

El grado de afectacion varietal se clasificd en 3 grupos segun la afec-
tacion:

No afectadas: variedades sin sintomatologia (valor de afectacion
=0) y con analitica de X. fastidiosa negativa.

Poco afectadas: variedades sin o baja sintomatologia (valor de
afectacion =0 - 1) y con analitica de X. fastidiosa positiva.

Muy afectadas: variedades con sintomatologia evidente (Valor
de afectacién > 1) y con analitica de X. fastidiosa positiva.

Ademds, se diferencid dentro de cada categoria entre variedades au-
téctonas y variedades foraneas.

Para la deteccidn y el andlisis en el laboratorio, se cogieron mues-
tras simples de cada individuo, siguiendo la metodologia descrita por la
EPPO (EPPO, 2019). En el caso de ejemplares sintomaticos, se recogieron
pequenas ramas y hojas con afectacién, procurando evitar siempre las
hojas mas jovenes. En el caso de ejemplares asintomaticos se llevd a
cabo un muestreo de hojas completamente adultas, evitando los brotes
y hojas mads jovenes. La deteccidon en el laboratorio se realizé siguiendo
los métodos moleculares descritos en el capitulo 3. Todos los andlisis se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universitat de
les llles Balears.
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Resultados y discusion

Vid

Durante los tres afios de seguimiento no se observé una afecta-
cion en ninguna de las variedades presentes en los bancos de germoplas-
ma de Sa Granja y Sa Canova. La afectacion acumulada de este periodo
para cada una de las variedades analizadas se resume en la Tabla 6.

Tabla 6. Variedades de vid no afectadas presentes en los bancos de germoplas-

ma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES NO AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS VARIEDADES FORANEAS
Aleluia Jaumes Cabernet Sauvignon Pinot
Argamussa Jaumillo Chardonnay Red Globe
Batista Quigat Chenin Riesling
Boal Magdalena Garnatxa Rosaki
Cabellis Mamella de Vaca Gewurztraminer Sauvignon
Callet Mancés de Capell Macabeo Blanc
Callet Blanc Mancés de Tibus Malvasia Syrah
Calop Mando Merlot Sultanina
Calop Blanc Manto Negro Monastrell Tempranillo
Calop Negre Mateu Moscatell Tinto Velasco
Calop Roig Molinera Parellada Vermentino
Escursac Moll de Binissalem Xarel.lo
Esperd de Gall Peu de rata
Fernandella Prensal Blanc
Fogoneu Sabater
Fogoneu Frances | Sinsé
Garrafo Valent Negre
Gird Blanc Vinater Blanc
Gird Negre Vinater Tinto
Gir6 Ros
Gorgollasa

Almendro

Durante los tres afos de seguimiento se observaron diferentes
respuestas a la infeccién y afectacidn por X. fastidiosa en funcion de la
variedad. La afectacion acumulada de este periodo para cada uno de los
cultivos analizados se resume en las tablas 7, 8 y 9. Para la elaboracién
de estas tablas se han clasificado las variedades en la categoria mas des-
favorable que han estado durante el periodo trianual de seguimiento.
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Tabla 7. Variedades de almendro no afectadas presentes en los bancos de ger-
moplasma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES NO AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS
Cabana Mare de Deu
Cantaros Pere Xina
Capirons Progresos
Horrach Verd
VARIEDADES FORANEAS
Cristomorto Lauranne
Ferragnes Soleta
Marinada Tarraco
Moncayo Vairo

Tabla 8. Variedades de almendro poco afectadas presentes en los bancos de
germoplasma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES POCO AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS
Bolic Eivissenc
Den Ribes Feliu
De’n Rotger Guarin
Des meus Jordi
Duran Sicilia
Duranet Vivero
VARIEDADES FORANEAS
Belona Guara
Constanti Marta
Desmai llargueta Penta
Ferraduel

Glorieta
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Tabla 9. Variedades de almendro no afectadas presentes en los bancos de ger-

moplasma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES MUY AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS
Alzina Caragola Filau Pons
Agrina Ceba Lluca Pou Gaspar
Andreu Clot de sa mata Menut Primerenca
Bertina Corona Maxina Rutlo
Beyrita Corona de rei Mollar Torres
Binissalem Costa Morro de vaca Taitona
Bord Santa Maria De I'engany Nostro Totsol
Bord de Selva De la trapa Pere Gelabert Trinxets
Bord des Raiguer De la vara Pintadeta Verdereta
Bord Pep Jeroni De’n Pons Pou d’Establiments Vera
Bord den Cabet Desmai Victoria Pou Felanitx Victoria
Bord penyat Dueta Poteta Vinagrillo
Canaleta Fenereta Viveta

Fita Mollar Vivot
VARIEDADES FORANEAS
Antofieta Marcona
Blanquerna Mardia
Garrigues Masbovera
Olivo

Durante los tres afios de seguimiento no se observé una afecta-
cién severa en ninguna de las variedades presentes en el banco de ger-
moplasma de Sa Granja. La afectaciéon acumulada de este periodo para
cada uno de los cultivos analizados se resume en las tablas 10y 11. Para la
elaboracion de estas tablas se han clasificado las variedades en la catego-
ria mas desfavorable que ha estado en el periodo trianual de seguimiento.
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Tabla 10. Variedades de olivo no afectadas presentes en los bancos de germo-
plasma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES NO AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS

Empeltre

VARIEDADES FORANEAS

Aragonesa Hojiblanca
Arbequina Oblonga
Cornicabra Picual
Frantoio Picudo
Villalonga

Tabla 11. Variedades de olivo poco afectadas presentes en los bancos de ger-
moplasma durante el periodo de seguimiento

VARIEDADES POCO AFECTADAS

VARIEDADES AUTOCTONAS
Mallorquina ‘ Mallorquina de Cort
VARIEDADES FORANEAS

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio nos dan una primera
aproximacion a la tolerancia o sensibilidad de las diferentes variedades
de vid, almendro y olivo frente a la bacteria X. fastidiosa en las Islas Ba-
leares. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos resultados
han sido generados a partir de un seguimiento de 3 afios, periodo insufi-
ciente para extraer resultados concluyentes con respecto a la resistencia
a una enfermedad. Numerosos factores ambientales intervienen en la
infeccién y desarrollo de una enfermedad, por lo que se necesitan se-
guimientos mas largos para obtener resultados robustos y conclusiones
adecuadas. Como ejemplo, resaltar el resultado obtenido para almendro
en el segundo afio de seguimiento, donde se observd una mejoria gene-
ral respecto a la resistencia de este cultivo. Dicha mejoria podria atribuir-
se a un incremento considerable de las horas de frio durante el invierno,
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el cual puede haber controlado la multiplicacion y dispersidn de la bacte-
ria, reduciendo la afectacion en muchas variedades de almendro.

También es necesario indicar que los resultados obtenidos co-
rresponden a la afectacion y sintomatologia de las variedades presentes
en los bancos de germoplasma. Es importante considerar que hay otras
zonas de la isla de Mallorca donde estas variedades pueden estar pre-
sentes y la bacteria X. fastidiosa haya sido ya detectada.

Agradecimientos: este trabajo ha sido financiado por la Conselleria
d’Agricultura, Pesca i Alimentacio (Gobierno de las Islas Baleares) por
medio del contrato 4384/2018.
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