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Capitulo 30

Enfermedades causadas por Xylella
fastidiosa en especies lenosas

Blanca B. Landa, Joao R. Spotti Lopes, Juan A. Navas-Cortés
y Alberto Fereres

1. Importancia y distribucion geografica

Es necesario empezar seialando que Xylella fastidiosa es el agente
causal de diversas graves enfermedades en numerosos huéspedes. Su
importancia actual, las caracteristicas de la bacteria y de varias enfer-
medades que causa se describen con mas detalle en un libro editado en
2018 por la Fundaciéon Cajamar (http://www.publicacionescajamar.es/
pdf/series-tematicas/informes-coyuntura-monografias/enfermedades-
causadas-por-la-bacteria-2.pdf).

La historia de esta bacteria comenzé en la década de 1880 cuando
una enfermedad misteriosa destruyd casi 14.000 ha de vifiedo en Cali-
fornia (EE. UU.) y fue descrita con gran detalle en 1887 por Newton B.
Pierce, por lo que es conocida actualmente como enfermedad de Pierce
(PD). Sin embargo, no fue hasta 1978 cuando el agente causal pudo ser
aislado por primera vez (Davis et al. 1978), y hasta 1987 cuando la bac-
teria fue descrita formalmente, clasificada y denominada Xylella fastidio-
sa (Wells et al. 1987). Dos subespecies de la misma causan ademas en
California, una enfermedad en almendro conocida como chamuscado
0 quemadura foliar del almendro (almond leaf scorch o ALS), con una
incidencia de un 17 %, causando unas pérdidas del rendimiento del 20-
40 % (De La Fuente et al. 2017).
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Distribucion geografica de Xylella fastidiosa s

g»

. 7 .
. = QU AR/ 3 ) - .
. ~Pa ’ *q' . A \ y - e
Xfsubsp. fastidiosa { EUROPA: Kosovo, 1998. No confirmado .. }

® Xfsubsp. multiplex f Puglia, Italia, Octubre 2013 v
® Xfsubsp. pauca Cércega, Francia, Julio 2015 .
Xfsubsp. sandyi . N Alpes-Maritimos, Francia, Octubre 2015y 2016
® Xfsubsp. no identificada o confirmada Sajonia, Alemania, Abril 2016
® X taiwanensis Mallorca, Espafia, Noviembre 2016 y 2017
Julio 2017
Adaptado de EFSA, 2015. EFSA Journal 13 (1): 3989 Madrid y Almeria, Abril 2018

Figura 1. A, Mapa de distribucion mundial de Xylella fastidiosa y sus subespecies. Cédigo
de color: azul = X. fastidiosa subsp. fastidiosa; verde = X. fastidiosa subsp. multiplex; rojo
= X. fastidiosa subsp. pauca; amarillo = X. fastidiosa subsp. sandyi; fucsia = X. fastidiosa
subsp. no identificada (modificada de EFSA 2015); B, Distribucién mundial de Xylella fasti-
diosa. Los simbolos indican presencia del patégeno segun registros de deteccion: e nacio-
nal, + subnacional, A ocasional (EPPO 2017).

Hasta hace escasamente cinco anos, X. fastidiosa sensu lato se con-
sideraba una bacteria restringida al continente americano, donde tiene
una amplia distribucion desde Canadé en el norte, hasta Argentina en el
sur, pasando por 29 estados de los EE. UU., Méjico, Costa Rica, Hondu-
ras, Venezuela, Brasil o Paraguay (EFSA 2015; EPPO 2017) (Fig. 1). En
Asia fue identificada en 1994 en Taiwan, ocasionando el chamuscado
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del peral asiatico (Pyrus pyrifolia), y fue clasificada como una nueva es-
pecie, X. taiwanensis (Su et al. 2016); posteriormente también se de-
tectd X. fastidiosa subsp. fastidiosa en vid (Su et al. 2013, 2016), que
también se habia detectado en Iran.

En la actualidad la enfermedad de Pierce, mas de cien afos despues
de su primera descripcion, sigue siendo una grave amenaza para la viticul-
tura del sur de los EE. UU., donde se ha convertido en las dos ultimas dé-
cadas en un factor limitante para la produccion de uva sobre todo debido
a la introduccion en California de Homalodisca vitripennis (Hemiptera: Ci-
cadellidae) (Fig. 2A), un vector muy eficiente en su transmision y de dificil
control (Chatterjee et al. 2008; Purcell 2013). En California sus costes se
han estimado en unos 104,4 millones de dolares por ano: 48,3 millones de
doblares para actividades de investigacion (financiadas por varias agencias
gubernamentales, industrias, viveristas de vid y de citricos), y 56,1 millo-
nes de dolares debido a pérdidas directas de cosecha y reemplazamiento
de vides, pero no incluyen los costes de las medidas contra los insectos
vectores, por lo que estan infravalorados (Tumber et al. 2012).

Figura 2. A, Homalodisca vitripennis principal vector de Xylella fastidiosa en California, EE.
UU. (Foto: R. Krugner. USDA-ARS, California, EE. UU.); B, Philaenus spumarius vector del
decaimiento del olivo en ltalia. Esta especie se ha encontrado infectada por X. fastidiosa en
Italia, Francia y Espafia; C, Trampas cromaticas para la captura in situ con manga entomo-
l6gica en cultivos de vid en los campos muestreados en Espana.
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En 1987, X. fastidiosa, que sélo estaba identificada en EE. UU., fue
asociada en Brasil a una enfermedad grave que afectaba a distintas
variedades de naranjo dulce (Citrus sinensis), y que producia clorosis
en hojas, frutos de menor tamano y decaimiento de los arboles, hacién-
dolos econdémicamente improductivos y a la que se denominé clorosis
variegada de los citricos (CVC) (Chang et al. 1993; Hartung et al. 1994).
Esta causada por X. fastidiosa subsp. pauca y solo ha sido diagnosti-
cada en Brasil y areas préximas de Argentina (Fig. 1). Se estimé que
aproximadamente el 40 % de los 200 millones de naranjos de los esta-
dos de Sao Paulo y de Minas Gerais (Brasil) se encontraban infectados,
y que las pérdidas anuales por disminucién de rendimiento o calidad del
fruto podian superar los 100 millones de dblares por afo (Bové y Ayres
2007). La misma subespecie también afecta a cafeto (Coffea arabica)
causando la quemazon de las hojas o crespera del cafeto (CLS), una
enfermedad importante que afecta el tamaro del grano y el rendimiento
(Rocha et al. 2010). Ademas, en Brasil X. fastidiosa subsp. multiplex
produce el escaldado de las hojas del ciruelo (Prunus domestica), una
enfermedad muy extendida y grave responsable del decaimiento y erra-
dicacién de este cultivo en varias regiones productoras (Ferreira et al.
2016). Posteriormente varias de estas enfermedades fueron diagnosti-
cadas en Costa Rica (Fig. 1).

En la Unién Europea, la bacteria es un organismo de cuarentena y
hace una década existian referencias contradictorias de introducciones
de X. fastidiosa en Francia (EPPO Reporting Service N° 500/02, 505/13
y 1998/9), y en el mismo ano la bacteria se identificé en vifiedos de
Kosovo (Berisha et al. 1998), pero no se pudo constatar con posteriori-
dad su presencia. En 2014-2017 fueron numerosas las interceptaciones
de plantas ornamentales (fundamentalmente de cafeto procedentes de
Costa Rica y Honduras) que habian sido importadas por distintos pai-
ses de la Union Europea y que estaban infectadas con distintas subes-
pecies de X. fastidiosa (Jacques et al. 2016; Loconsole et al. 2016; Base
de datos de EUROPHYT. https://ec.europa.eu/food/plant/plant_health_
biosecurity/europhyt/interceptions).

Sin embargo, la alarma llegé a Europa en 2013, tras el anuncio por
las autoridades fitosanitarias de la Unidn Europea de la relacion entre
una epidemia devastadora de una nueva y letal enfermedad en olivares
del sur de ltalia y X. fastidiosa, que caus6 gran conmocién. La razoén
del impacto causado por esta primera deteccion de X. fastidiosa subsp.
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pauca en olivo reside en la catastrofica situacion fitosanitaria que se
describia, asi como en la rapidez con que la enfermedad se habia
extendido y la forma “subita” en la que se producia el desarrollo de la
enfermedad, lo cual dio lugar a que se denominara olive quick decline,
en inglés; complesso del disseccamento rapido dell’olivo (CoDiRO),
en italiano; o decaimiento rapido del olivo, en castellano (Boscia et al.
2017).

Aunque el diagnéstico de la referida enfermedad se confirmd y co-
munico en 2013 (Saponari et al. 2013), para entonces, la enfermedad
se encontraba extendida en cerca de 8.000 ha y dos afos mas tarde se
habia extendido en un area de mas de 23.000 ha de cultivo de la region
de Apulia (ltalia). Actualmente, aunque no hay cifras oficiales de los mi-
les de arboles infectados, toda la provincia de Lecce y parte de las de la
Brindisi y Taranto se consideran ya “zonas infectadas” (segun la termi-
nologia de la legislacion europea); es una superficie de unas 200.00 has
donde pueden cultivarse unos 20 millones de olivos, lo que da una idea
de la magnitud y capacidad de diseminacion de la enfermedad (Boscia
et al. 2017). En ltalia, por el momento solo se ha identificado un Unico
grupo genético o sequence type (ST), el ST53, de X. fastidiosa subsp.
pauca infectando no solo olivo, sino hasta 31 especies de plantas hos-
pedadoras, fundamentalmente plantas cultivadas, ornamentales y espe-
cies silvestres (EFSA 2018). Los postulados de Koch para esta cepa se
han completado para olivo, Polygala myrtifolia' y Nerium oleander (Sa-
ponari et al. 2017). Es importante sefnalar que la secuencia de dicha
cepa coincide con la de plantas de adelfa y de cafeto de Costa Rica y
dado que se habian importado plantas de dicho pais en los viveros de
la zona, se tienen fuertes sospechas de que la bacteria lleg6 a Italia con
plantas ornamentales de ese pais centroamericano (Giampertuzzi et al.
2017).

En Francia se detect6 por primera vez en 2015 en la isla de Cércega
y diversas localidades de la costa Azul o region PACA. Actualmente se
han identificado las subespecies multiplex, pauca 'y sandyiy dos gru-
pos genéticos principales (ST6 y ST7) y otros secundarios (ST53, ST76
y ST79) afectando hasta 36 plantas hospedadoras, fundamentalmente
plantas ornamentales y especies silvestres del matorral mediterraneo
(Denance et al. 2017; EFSA 2018). En Alemania, X. fastidiosa subsp.
fastidiosa ST1 fue detectada en 2016 en un invernadero en Sajonia
afectando cuatro especies de plantas ornamentales y erradicada.
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En el caso de Espana, en Mallorca, Menorca e Ibiza, desde 2016 se
han detectado las subespecies fastidiosa, multiplex y pauca (ST1, ST7,
ST80y ST81). En las Islas Baleares las plantas infectadas identificadas
son fundamentalmente de acebuche, almendro, olivo y vid, aunque se
han descrito hasta 18 plantas hospedadoras distintas. En la Comunidad
Valenciana, desde 2017, se detecté X. fastidiosa subsp. multiplex ST6
en distintos municipios de las comarcas de la Marina Alta, la Marina
Baixa y el Comtat en la provincia de Alicante, afectando solo al almen-
dro por el momento. En la Comunidad de Madrid, en 2018, se detectd X.
fastidiosa subsp. multiplex ST6, afectando olivos en la localidad de Villa-
rejo de Salvanés (Madrid). Finalmente, en 2018 X. fastidiosa se detectd
en el este de la Comunidad de Andalucia afectando a P. myrtifolia (plan-
ta ornamental) en un invernadero en la localidad de El Ejido en Almeria
(EFSA 2018). Sin embargo, no puede descartarse que el patégeno esté
ya presente en otros paises, o en otras zonas de Espafia, y que pase in-
advertido debido a la falta de especificidad de los sintomas, la ausencia
de vectores eficientes, 0 a que no se hayan muestreado aun esas zonas
utilizado los procedimientos diagnésticos sensibles y especificos, que
son estrictamente necesarios para su deteccion.

Se desconoce el origen exacto de las introducciones en Francia y
Espania, pero la diversidad genética de las cepas europeas de X. fasti-
diosa evidencia que estas introducciones en la Union Europea son in-
dependientes unas de otras, ya que se trata de varias subespecies y de
cepas pertenecientes a STs diferentes. Se cree que llegaron con impor-
taciones de EE. UU. y de paises centroamericanos, de vid, almendro y
sobre todo de planta ornamental. No obstante, el impacto real de esta
bacteria en los distintos paises de la Unién Europea dependera de las
circunstancias concretas del lugar de su introduccién y de las plantas
hospedadoras y vectores locales, asi como la cepa de X. fastidiosa que
se establezca, ya que cada subespecie y ST concretos tienen distinto
espectro de huéspedes (Almeida y Nunney 2015; Landa et al 2017a,b).

2. Sintomatologia y diagndstico

X. fastidiosa tiene una de las mayores gamas de huéspedes entre las
bacterias fitopatdogenas, habiéndose descrito en mas de 360 huéspedes
en los distintos paises y en ellos produce distintos tipos de sintomas, de
los que aqui se describen solo los de cuatro huéspedes representativos.
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2.1. Sintomatologia

2.1.1. Enfermedad de Pierce de la vid

Los sintomas mas tipicos en vid consisten en el desecamiento drastico y
repentino en verano de grandes porciones de las hojas, que se necrosan
mientras que los tejidos verdes circundantes se tornan amarillos o rojizos
(Fig. 3A, B). La necrosis o escaldado suele aparecer en los margenes de
las hojas (Fig. 3C). Estas hojas con sintomas de quemazén suelen caer a
partir de la parte distal de los peciolos y no de la basal, quedando los pe-
ciolos adheridos a los sarmientos (Fig. 3D). Los sintomas foliares se puede
confundir con otros desoérdenes de la vid como toxicidad por salinidad, o
deficiencia de boro, cobre o fosforo (Fig. 3F). En estados més avanzados
se produce un amarilleamiento mas generalizado de las hojas, que se cur-
van y posteriormente caen quedando solo los peciolos, observandose tam-
bién maduracién prematura de la madera (Fig. 3B), acortamiento de los
entrenudos, o enanismo de la planta completa (Fig. 3E). También se puede
producir deshidratacién de los frutos, y en general una menor produccion.

Figura 3. Sintomas de la enfermedad de Pierce de la vid. A, Aspecto general de una planta
del cultivar Chardonnay, en primavera (Foto: A.H. Purcell, University of Berkeley, California,
EE: UU.); B, Maduracion irregular de la madera. Peciolos defoliados; C, Hojas del cultivar
Chardonnay; D, Peciolos persistentes en los sarmientos después de la caida prematura de
las hojas; E, Vid afectada de forma crénica a la derecha de la imagen mostrando sintomas de
crecimiento retrasado y reducido en comparacion con la vid de la izquierda; F, clorosis inter-
nervial de hojas jévenes. (Fotos B, C, D, E y F: J.K. Clark ‘The University of California, ANR’).
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2.1.2. Clorosis variegada de los citricos

Los sintomas pueden aparecer en ramas, hojas y frutos de los citricos.
La enfermedad toma su nombre de las lesiones cloréticas internerviales
en el haz de las hojas (Fig. 4A) que son el primer sintoma que apare-
ce, recuerdan a la deficiencia de zinc, y se corresponden con lesiones
ligeramente protuberantes y gomosas de color marron claro-oscuro en
el envés. Puede afectar a arboles desde el estado de plantula en vivero
hasta arboles de mas de diez anos. Sin embargo, en los de mas de 15
anos, los sintomas suelen aparecer en ramas localizadas, o tardar mas
tiempo en hacerse sistémicos, mientras que los sintomas son mas evi-
dentes y aparecen mas rapidos en arboles de 3 a 6 afos, y fundamen-
talmente en las variedades de naranjo dulce. El sintoma mas caracte-
ristico es el menor tamario de los frutos (Fig. 4B) que puede llegar a ser
hasta del 50 % del tamafno normal, al permanecer mas frutos, pero mas
pequenos, lo que los hace no comerciales y afecta a su rendimiento
en la industria de zumos. Ademas, el contenido en azucar de los frutos
afectados es mas elevado de lo normal y la piel y corteza son mas du-
ras, lo que unido a su menor tamafno causa dafnos en la maquinaria de
extraccion. Los arboles gravemente afectados pueden ademdas mostrar
enanismo, menor tasa de crecimiento, muerte de ramas y brotes, y me-
nor numero total de hojas. Sin embargo, raramente llegan a morir.

Figura 4. Sintomas de clorosis variegada de los citricos (CVC). A, Hojas de naranjo dulce;
B, Frutos de menor tamafio (extremos) procedentes de arboles afectados por CVC compa-
rados con un fruto sano en el centro (Foto: F.F. Laranjeira. Embrapa, Brasil).

2.1.3. Decaimiento rapido del olivo

Se caracteriza por el desarrollo inicial de necrosis y color atabacado
de las hojas, que se inicia por su apice, progresa de forma irregular
hasta afectar a todo el limbo foliar (Fig. 5A) y determina la desecacion
subsiguiente de brotes y pequenas ramas. Estos sintomas se inician y
prevalecen primero en las zonas periféricas superiores de la copa, pero
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a medida que progresa el desarrollo de la enfermedad se extienden con
distribucion irregular a toda la copa, que adquiere una coloracién ata-
bacada de aspecto de quemado (Fig. 5B). La poda severa (“fraileado”)
de los arboles gravemente afectados puede propiciar la emisién y creci-
miento de nuevos brotes, pero estos se desarrollan con escaso vigor y
finalmente son afectados por nuevos sintomas y acaban muriendo (Fig.
5C). En las etapas finales del desarrollo de la enfermedad, el agricultor
tiende a podar drasticamente los arboles enfermos en un afan de eli-
minar las partes afectadas y favorecer su rebrote; sin embargo, éstos
adquieren un aspecto ‘esquelético’, y aunque pueden emitir numerosos
chupones desde la base del tronco sobreviven durante un tiempo limita-
do y en general vuelven a desecarse (Landa et al. 2017a, b).

Figura 5. Sintomas del decaimiento rapido del olivo causados por Xylella fastidiosa subsp.
pauca en la region de Apulia, sur de ltalia. A, Sintomas iniciales: clorosis y abarquillado
de hojas; B, Necrosis extensa de hojas con muerte de ramas; C, Olivar con arboles muy

afectados.

2.1.4. Quemadura foliar del almendro

El nombre de la enfermedad es debido al aspecto quemado de las
hojas. Los sintomas mas caracteristicos son la clorosis y seca de los
extremos apicales y los margenes de las hojas, a veces con un halo
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clorético en el borde de avance (Fig. 6A), que van evolucionando a una
seca generalizada del follaje de la copa o una coloracion dorada de toda
la copa conocida como muerte dorada o golden death debido al color
amarillo-dorado del follaje en los estadios finales (Fig. 6B,C). Los arbo-
les infectados puedes permanecer asintomaticos desde que brotan en
primavera hasta bien entrado el verano, cuando debido al estrés hidrico
y las altas temperaturas, los sintomas aparecen en pocas semanas (De
La Fuente et al. 2017).

Figura 6. Sintomas de quemadura foliar en almendro causados por Xylella fastidiosa subsp.
fastidiosa en Mallorca. A, Sintomas de necrosis en hojas; B, Necrosis extensa de hojas y
ramas; C, Parcela afectada con arboles en distinto grado de desarrollo de sintomas.

2.2. Diagnéstico de las enfermedades causadas
por X. fastidiosa

X. fastidiosa es una especie bacteriana de muy lento crecimiento, que
no se puede cultivar en los medios comunes para otras bacterias, pero
se han desarrollado medios selectivos adecuados para su aislamien-
to como PD 2, PD 3, BCYE, PWG y CS20 (Schaad et al. 2001, 2004;
Lépez et al. 2017; EPPO 2018). Por ello, es recomendable emplear al
menos dos de los medios citados para aumentar las posibilidades de
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éxito (EPPO 2018). Dada la dificultad del aislamiento, este método no
se recomienda para la deteccién, que debe estar basada en métodos
independientes del cultivo como ELISA y PCR (Lépez et al. 2017) y que
se recogen en el protocolo oficial de la EPPO (EPPO 2018), que es el
aconsejado en todos los paises de la Union Europea.

Para el diagndstico de esta bacteria existen diferentes métodos se-
rolégicos de deteccidén que incluyen DAS-ELISA e inmunocaptura con
deteccion mediante anticuerpos, inmunofluorescencia con fijacion en
membrana e inmunoimpresion (DTBIA) (Lépez et al. 2017). Hay al me-
nos dos estuches comerciales para ELISA que han sido validados para
su utilizacién en vid, citricos, olivo, almendro, adelfa y otras especies
vegetales (Loconsole et al. 2014). La sensibilidad de todas estas técni-
cas es menor que la de las técnicas moleculares, pero pueden ser muy
utiles en zonas donde ya esta presente la enfermedad, como Apulia (lta-
lia), porque permiten procesar un gran numero de muestras con rapidez
y a un coste inferior al de las técnicas moleculares.

En la actualidad, los métodos basados en la PCR son los mas utiliza-
dos para su deteccion en tejidos vegetales y en insectos. Hay que tener
en cuenta que un problema relativamente frecuente con algunas matri-
ces vegetales y de insectos es la presencia de inhibidores que pueden
interferir en la amplificacion, pero habitualmente este efecto negativo se
supera con un protocolo adecuado de extracciéon del ADN y con dilucio-
nes del extracto. Varios protocolos de PCR (convencional y en tiempo
real), han sido seleccionados por la EPPO (EPPO, 2018) y validados por
varios laboratorios de diagnaéstico oficiales para X. fastidiosa en la Unién
Europea. Estos protocolos amplifican los fragmentos diana de todas las
subespecies de X. fastidiosa y son utilizados para un primer cribado
de las muestras. Tres de ellos son los que la normativa europea reco-
mienda para llevar a cabo las prospecciones de material vegetal en los
estados miembros: 1) PCR convencional desarrollada por Minsavage
et al. (1994) (gen rpoD); 2) PCR en tiempo real de Francis et al. (2006)
(proteina hipotética conservada, HL); 3) PCR de Harper et al. (2010)
(gen rimM), siendo este el mas sensible y el aconsejado para el primer
cribado de las muestras.

Para la asignacion de los aislados a especie, subespecie, caracteri-
zarlos a nivel de subgrupo dentro de una subespecie (ST), o analizar la
diversidad genética, se pueden utilizar protocolos de PCR multiple espe-
cificos, analisis basados en SSR, y analisis filogenéticos de secuencias
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de la regidén 16S e ITS del ADNr, genes conservados (MLST), o de ge-
nes influenciados por factores ambientales (MLST-E) (Rodrigues et al.
2003; Scally et al. 2005; Schuenzel et al. 2005; Almeida et al. 2008;
Yuan et al. 2010; Parker et al. 2012; Retchless et al. 2014). Para las
PCR especificas de subespecie, los iniciadores CVC-1 y 272-2-int son
especificos para la deteccion de X. fastidiosa subsp. pauca (Pooler y
Hartung 1995) y XF1968, ALM, y XF2542f amplifican otras subespecies
(Hernandez-Martinez et al. 2006).

El andlisis MLST basado en la amplificacion y secuenciacion de siete
genes de mantenimiento (Yuan et al. 2010) es el mas utilizado actualmen-
te y el recomendado por la UE cuando ocurren nuevas detecciones, y que
ha permitido determinar la presencia de tres subespecies y cuatro STs en
Espana, dos de ellos nuevos para la ciencia (el ST80 y ST81) (Fig. 7).

ST80- sandyi

ST-80

Subsp. fastidiosa

Figura 7. Reconstruccion de relaciones filogenéticas entre las distintas subespecies de
Xylella fastidiosa y los diferentes grupos genéticos o STs descritos hasta la fecha. Para el
andlisis se ha utilizado la secuencia concatenada de los siete genes de mantenimiento del
analisis MLSA. En rojo se marcan los STs identificados en Espana.

Existen diversos polimorfismos (SNPs) en la secuencia del gen gyrB
que permiten diferenciar las subespecies fastidiosa, multiplex, pauca y
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sandyi, asi como los aislados que causan distintas enfermedades de
la subespecie pauca. La existencia de estos SNPs ha permitido el de-
sarrollo de un procedimiento diagndstico mediante la técnica de mini-
secuenciacién o SnaPShot, que permite diferenciarlos (Montes-Borrego
et al. 2015; Landa y Montes-Borrego no publicado).

La verificacion de la patogenicidad de X. fastidiosa es, en general, com-
plejay puede requerir varios meses de incubacion de las plantas inoculadas
(EPPO 2018). Es fundamental que la bacteria sea inoculada directamente
en los vasos xilematicos y el método mas utilizado es el de inoculacion
por gota y pinzamiento (drop and pinprick) (EPPO 2018). Los sintomas en
naranjo suelen aparecer 4-10 meses después de la inoculacién, mientras
que en vid aparecen a los 2 0 4 meses, pero en cafeto pueden tardar has-
ta 1 6 2 anos en aparecer. En el caso de olivo se ha observado que los
sintomas en invernadero tardan hasta 12 meses (Saponari et al. 2017).
Finalmente, la bacteria debe ser reaislada de tejidos sintomaticos alejados
del punto de inoculacién, para completar los postulados de Koch.

3. Etiologia

La taxonomia, nomenclatura y morfologia del agente causal de las en-
fermedades descritas, asi como las caracteristicas basicas de esta es-
pecie bacteriana se recogen en la descripcion del género Xylella.

Fue en 2004 cuando se determiné que todas las cepas que causaban
enfermedad de Pierce en vid formaban un grupo homogéneo que se cla-
sificé con rango de subespecie (X. fastidiosa subsp. fastidiosa) (Schaad
et al. 2004, erratum 2004; Schuenzel et al. 2005) y se han descrito hasta
cinco STs asociados a esta enfermedad. Recientemente, se ha demos-
trado que los aislados de X. fastidiosa asociados a plantas enfermas de
vid, citricos o cafeto en Costa Rica muestran una alta diversidad gené-
tica y estan genéticamente proximos a los aislados norteamericanos de
X. fastidiosa subsp. fastidiosa (Aguilar et al. 2005; Montero-Astua et al.
2007, 2008). Ademas, los analisis MLST apoyan la hipétesis de que los
aislados de la subsp. fastidiosa que afectan a vid en EE. UU. derivarian
de un ancestro de la misma subespecie introducido desde Costa Rica
en California, con plantas infectadas de cafeto (Nunney et al. 2010).

Las cepas que causan clorosis variegada de los citricos en Brasil
pertenecen a X. fastidiosa subsp. pauca, pero, las cepas que la causan
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en Costa Rica pertenecen a X. fastidiosa subsp. fastidiosa (Nunney et
al. 2010). La relacion existente entre los aislados de X. fastidiosa subsp.
pauca procedentes de naranjo y cafeto en Brasil es controvertida y no
existen evidencias claras aun de si tienen o no el mismo origen.

A nivel mundial, el olivo puede ser infectado por varias subespecies
y STs de X. fastidiosa. Concretamente X. fastidiosa subsp. pauca ST53
en ltalia (la cepa mas virulenta sobre olivo que se conoce), X. fastidiosa
subsp. pauca ST69 en Argentina (Haeltermann et al. 2015), X. fastidio-
sa subsp. pauca ST16 en Brasil (Coletta-Filho et al. 2016), X. fastidiosa
subsp. pauca ST80 en lbiza, X. fastidiosa subsp. multiplex ST6 en la
Comunidad de Madrid y X. fastidiosa subsp. pauca ST81 en Mallorca y
Menorca (Landa et al. 2017a,b).

De forma similar, en el caso del almendro, la quemadura foliar se ha
encontrado asociada X. fastidiosa subsp. pauca ST53 en ltalia y ST80
en lIbiza; X. fastidiosa subsp. fastidiosa ST1 en EE. UU. y Mallorca; X.
fastidiosa subsp. multiplex ST6 en Alicante, ST81 en Mallorca y Menor-
cay ST7 en Mallorca (EFSA 2018).

Asimismo, existe una alta tasa de recombinacién homoéloga entre y
dentro de las distintas subespecies, lo que ha dado lugar a nuevas sub-
especies y variantes (p. €j., X. fastidiosa subsp. morus) (Nunney et al.
2014; Retchless et al. 2014).

X. fastidiosa fue la primera bacteria fitopatégena cuyo genoma fue
secuenciado completamente y actualmente hay unos 30 genomas dis-
ponibles de varias cepas de diversos huéspedes (Base de datos en
http://www.xylella.Incc.br y en GenBank del National Center for Biotech-
nology Information, NCBI).

4. Ciclo de patogénesis

X. fastidiosa sensu lato es transmitida por varias especies de cicadéli-
dos (Hemiptera: Cicadellidae), cercopidos (Hemiptera: Cercopoidea) y
posiblemente por las cigarras (Hemiptera: Cicadoidea) que suelen utili-
zar la savia del xilema como su principal fuente de alimento. Se conocen
cerca de 40 especies de insectos vectores de X. fastidiosa (Redak et
al. 2004), pero existe muy baja especificidad entre la bacteria y el vec-
tor, ya que probablemente todas las especies de la familia Cicadellidae
(subfamilia Cicadellinae) y las superfamilias Cercopoidea y Cicadoidea,
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que se alimentan preferentemente en el xilema de ciertas plantas sean
vectores potenciales del patdégeno (Chatterjee et al. 2008).

Existen tres pasos esenciales para la transmision: 1) la adquisicidén
cuando el vector ingiere savia del xilema de una planta infectada; 2) re-
tencion de la bacteria en la cuticula de la region cibarial y precibarial
del insecto y colonizacion de la misma; y 3) liberacion e inoculacién en
la planta susceptible. No existe periodo de latencia, por lo que el vector
puede inocular la bacteria inmediatamente después de adquirirla de una
planta enferma. La bacteria se retiene en el aparato bucal del vector,
se pierde tras la muda y por tanto no circula por el vector (Purcell et al.
1979). Sin embargo, los individuos adultos pueden mantener su capa-
cidad de transmisidén durante toda su vida, pues la bacteria se replica
en el aparato bucal del propio vector (Almeida y Purcell 2003, 2006).
Los patrones de alimentacién de los principales vectores de X. fastidiosa
tanto en plantas de vid como en citricos han sido caracterizados (Joost
et al. 2006; Backus et al. 2009; Miranda et al. 2009), lo que pronto per-
mitira conocer con detalle el mecanismo de adquisicidn e inoculacion del
patégeno. Cabe destacar que estos insectos suelen ingerir una cantidad
de hasta 400 veces su propio volumen en un solo dia, con lo que el flujo
de savia a través de los canales alimentarios debe de ser muy rapido y
turbulento. Sin embargo, a pesar de ello, la bacteria consigue salvar esos
obstaculos y adherirse a la cuticula del insecto. La adhesién de X. fasti-
diosa a los lugares de retencion en el intestino anterior y la formacion de
colonias implica una serie de interacciones moleculares complejas (New-
man et al. 2004; Chatterjee et al. 2008, 2010; Killiny y Almeida 2009a,b).

Una vez que la bacteria es inoculada por el vector, se disemina por
las células de xilema o por los elementos traqueales. Los sintomas de
la enfermedad aparecen varias semanas después de la inoculacién y
se manifiestan mucho mas claramente durante los meses de verano y
otofio, que es cuando existe la maxima demanda hidrica.

Los factores asociados a la virulencia de X. fastidiosa son variados
y se han estudiado basicamente en las cepas de X. fastidiosa subsp.
fastidiosa de vid. Se ha asociado segun Landa et al. (2017a,b) con: i)
estrés hidrico debido a la obstruccion del xilema de la planta por la ex-
tensa colonizacion bacteriana; ii) produccién de polisacarido bacteriano
extracelular; y iii) formacién de biopeliculas y agregacion celular. Sin
embargo, algunos investigadores sugieren que ciertos compuestos son
los responsables del desarrollo de sintomas en vid y no el estrés hidrico
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(Reddy et al. 2007; Bruening et al. 2008). No existe correlaciéon entre
la poblacion del patégeno y el desarrollo de sintomas, lo que sugiere
que la obstruccidn del xilema no es necesaria para que la enfermedad
se produzca (Gambetta et al. 2007). Sin embargo, la formacion de bio-
peliculas (o biofilms) es importante para la colonizacién de la planta e
infectividad de por vida de los insectos vectores adultos (Purcell et al.
1979; Chatterjee et al. 2008).

5. Epidemiologia

Zonas climaticas

Kppen-Geiger
I Af

’

Figura 8. Clasificacién climatica de Képpen—Geiger para Europa con indicacion de tipos
climaticos en que se ha citado Xylella fastidiosa en el mundo (EFSA 2016), asi como los
tipos de clima prevalentes en Europa y Espana. (x) Grupos climaticos: A: tropical, Af: ecua-
torial, Am: monzénico, Aw: sabana; B: seco, BSh: estepario calido, BSk: estepario frio, BWh:
desértico cdlido, BWk: desértico frio; C: latitudes medias, Cfa: subtropical hiumedo, Cfb:
ocednico, D: continental con inviernos muy frios, Dfa: continental con verano calido, Dfb:
continental con verano fresco, Dfc: continental subartico o boreal, Dsa: continental con ve-
rano cdlido. Datos climaticos: CliMond. (Fuente: Navas-Cortés et al. 2017).

En consonancia con su amplia distribucion geogréfica, X. fastidiosa es
capaz de desarrollarse en un rango amplio de climas. Es una bacteria
mesofila adaptada a zonas con inviernos con temperaturas suaves o mo-
deradas (Fig. 8). El crecimiento in vitro de X. fastidiosa subsp. fastidiosa
es Optimo a 28 °C, no observandose crecimiento de X. fastidiosa subsp.
fastidiosa a 12 °C; las temperaturas inferiores a 8 °C o superiores a 34 °C,
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comprometen su supervivencia en la planta (Feil y Purcell 2001). Estos
autores propusieron para X. fastidiosa subsp. fastidiosa en vid que ten-
dria, en base a las temperaturas minimas invernales, impactos severos
(4,5 °C), ocasionales (1,7 °C) o raros (-1,1 °C). En base a la distribucién
conocida de X. fastidiosa en las distintas zonas del mundo y en el mar-
co de los proyectos POnTE y XF-ACTORS del programa H2020 de la
UE se estan infiriendo modelos de favorabilidad climatica, asi como de
distribucion potencial de X. fastidiosa en Europa. Segun ellos, las tem-
peraturas minimas en invierno que prevalecen en las areas de cultivo de
olivar, vid y almendro, principalmente en el sur de Espana, Grecia, ltalia,
Portugal o Turquia podrian permitir la supervivencia y establecimiento
de la bacteria, si finalmente llegase a ser introducida y/o no se pudiese
erradicar. No obstante, sera necesario estimar los valores umbrales de
temperatura minima invernal para la situacion europea, ya que cada una
de las subespecies puede presentar condiciones climaticas diferencia-
das para su desarrollo y supervivencia.

La prevalencia de las enfermedades causadas por X. fastidiosa esta
directamente relacionada con la de sus vectores. La importancia de la
enfermedad de Pierce en la costa de California es mayor en las cuen-
cas de los rios, donde habita uno de sus principales vectores, Grapho-
cephala atropunctata. También es frecuente observar que las epidemias
son mas frecuentes en zonas de vifiedos proximas a zonas de regadio
o canales (Purcell y Frazier 1985). Curiosamente, en el Valle Central de
California los vectores no se suelen encontrar alimentandose de vifas,
por lo que la transmision la realizan Xyphon fulgida 'y Draeculacephala
minerva procedentes de otros cultivos o de vegetacion espontanea, que
transitan por los vifiedos. Se ha observado que el inéculo primario pro-
cede de fuera del cultivo de vid ya que a principios de la primavera la
enfermedad se expande empezando por los margenes de los vifiedos.
La diseminacién secundaria entre plantas de vid tiene mucha menor im-
portancia, dado que el numero de bacterias no es suficientemente alto
como para que la planta actie como fuente de in6culo (Purcell 1981;
Hill y Purcell 1997). La llegada a California, a principios de la década
de 1990 del vector H. vitripennis (Fig. 2A) procedente de Méjico ha in-
crementado la incidencia de la enfermedad en California y también ha
causado la expansién de X. fastidiosa subsp. multiplex en cultivos de
almendro, ciruelo y melocotonero, ya que es un insecto polifago, con
gran capacidad de dispersion y reproduccion, que habita zonas urbanas

539



Enfermedades de plantas causadas por bacterias

y plantaciones de citricos, donde puede reproducirse también durante la
época invernal (Redak et al. 2004). La raz6n fundamental de la expan-
sidn de esta bacteria es que este insecto puede alimentarse en invierno
de vifas y arboles en estado de dormancia, lo que amplia en varios me-
ses el periodo de vulnerabilidad de los cultivos. En California los citricos
actuan como reservorio del vector H. vitripennis.

En cambio, en América del sur, principalmente Argentina y Brasil, se
conocen al menos 12 especies de insectos vectores capaces de trans-
mitir X. fastidiosa subsp. pauca. La especie Bucephalogonia xanthophis
es uno de los principales vectores de la CVC en Brasil (Redak et al.
2004; Lopes y Krugner 2016). Recientemente se han identificado otras
tres especies capaces de transmitir CVC a naranjo en Argentina, Cypho-
nia clavigera, Dechacona missionum y Tapajosa rubromarginata (De-
llapé et al. 2016). Al contrario que en la vid, la diseminacién de arbol a
arbol tiene una gran importancia. En este caso se ha comprobado que
una forma efectiva de frenar el avance de la enfermedad es la elimina-
cidén de arboles infectados o ramas sintomaticas, que reduce los riesgos
de diseminacién secundaria del patdégeno (Laranjeira et al. 1998).

En ltalia se ha demostrado que Philaenus spumarius (Hemiptera,
Aphrophoridae) (Fig. 2B) es capaz de adquirir X. fastidiosa de olivos
infectados y trasmitirla a Vincay olivos sanos (Saponari et al. 2014; Cor-
nara et al. 2017), y recientemente también se ha demostrado la capaci-
dad de transmision de Neophilaenus campestris y Philaenus italosignus
(Cavalieri et al. 2018).

En 2004 se realizd por primera vez una prospeccion de vectores
potenciales de X. fastidiosa en algunas de las regiones de cultivo de
vid, olivo y citricos de la peninsula ibérica (denominacion de origen de
Jumilla, Murcia; Montilla-Moriles, Cérdoba, sur de Murcia y sureste de
Madrid), con el fin de evaluar los riesgos en el caso de que el patégeno
fuera introducido (Lopes et al. 2014) en zonas que por sus condicio-
nes climaticas y por los cultivos existentes y flora espontanea pudieran
favorecer las enfermedades causadas por X. fastidiosa (Fig. 2C). Aun-
que no se detectd en la mayoria de las regiones muestreadas la pre-
sencia de posibles vectores conocidos de X. fastidiosa, en Jumilla se
encontraron poblaciones de la superfamilia Cercopoidea, que también
se identificaron en el sureste de Madrid. Estos ultimos son vectores de
X. fastidiosa (p. €j., N. campestris Cercopoidea: Aphrophoridae) y aun-
que no aparecieron directamente sobre vinedos, estaban presentes en

540



Capitulo 30. Enfermedades causadas por Xylella fastidiosa en especies lefiosas

pinos y en la vegetacion espontanea cercana (Lopes et al. 2014). Hay
que destacar que en esa prospeccidon no se encontraron cicadélidos de
la subfamilia Cicadellinae, que es el grupo mas importante de vectores
de X. fastidiosa en el continente americano.

Desde la deteccion de X. fastidiosa en nuestro pais se estan llevando
a cabo numerosas prospecciones en distintas regiones que indican que
existen en ellas cinco de los géneros de insectos incluidos en la lista de
vectores potenciales de X. fastidiosa en Europa (EFSA 2018), incluyen-
do Aphrophora, Cercopis, Cicadella, Neophilaenus 'y Philaenus, siendo
P. spumarius la especie mas abundante en Catalufia y La Rioja. En la
mitad sur de la peninsula ibérica se ha podido observar que P. spumarius
y N. campestris se encuentran presentes en la vegetacion espontanea
asociada a olivar (Morente et al. 2017). En Baleares, se han encontrado
varias especies de Aphrophoridae que podrian ser consideradas como
vectores potenciales de X. fastidiosa, como N. campestris, N. lineatus y
P. spumarius, siendo la primera la mas abundante, pero, ninguna estaba
infectada por X. fastidiosa (Miranda et al. 2017). Por otro lado, estudios
sobre la dinamica poblacional de vectores de X. fastidiosa en el valle
de Guadalest (Alicante) han constatado altas densidades en vegetacion
espontanea bajo almendros de N. campestrisy P. spumarius (Morente et
al. 2018 en prensa). Por otro lado, los analisis moleculares de 327 indivi-
duos capturados en parcelas de almendros infectadas o cerca de éstas
revelaron la presencia de X. fastidiosa en un 27 % de P. spumariusy 1,2
% de N. campestris, y el analisis MLST confirma su contaminacién por
X. fastidiosa subsp. multiplex ST6 (Landa y Marco-Noales no publicado).

6. Control

Las medidas de control de estas enfermedades se deben basar fun-
damentalmente en acciones de prevencion, con medidas que eviten la
entrada de inéculo de la bacteria —exclusion—, o o eliminen —erradi-
cacion—, considerando la amplia gama de huéspedes y el movimiento
global de material vegetal entre y dentro de los continentes (Janse y
Obradovic 2010). Las medidas de exclusion deberian garantizar, tras
analisis con técnicas muy sensibles, que el material vegetal certificado
procedente de viveros situados en regiones o paises donde la enfer-
medad esta presente, esta realmente libre de X. fastidiosa. Como esta
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garantia es muy complicada en la practica, sélo excepcionalmente se
deberia importar, en Espafa o en la Unién Europea, material vegetal
procedente de paises donde X. fastidiosa esté diagnosticada, en cuyo
caso deberia someterse a cuarentena estricta (EFSA 2015). Ademas,
la adquisicion de plantas dentro del territorio de la Unidn Europea que
sean huésped de esta bacteria debe realizarse Unicamente en viveros
autorizados, exigiendo el pasaporte fitosanitario para aquellas especies
vegetales contempladas en la legislaciéon (Directiva 2000/29/CE) (DOCE
2000 y modificaciones) (www.eur-lex.eu).

Por otro lado la Decisién de Ejecucion de la Comision 2015/789/UE y
sus enmiendas 2017/2352/UE establecen la obligacion de los Estados
Miembros de: (i) Realizar inspecciones anuales para detectar la pre-
sencia de X. fastidiosa en su territorio; (ii) Informar sobre la deteccién o
sospecha de la presencia del organismo al Centro de Sanidad y Certifi-
cacion Vegetal competente; (iii) Regular y controlar la circulacion de las
especies vegetales especificadas (Anexo |); (iv) Desarrollar campanas
de sensibilizacion en los Estados miembros que faciliten informacion al
publico en general, sobre la amenaza que supone esta bacteria en el
territorio de la Unién; y (v) Establecer Planes de Contingencia con objeto
de garantizar el control y erradicaciéon en caso de posibles introduccio-
nes. Ha sido la puesta en marcha y ejecucion de estas medidas la que
ha tenido como resultado la deteccion de los diversos focos de ltalia,
Francia, Espana y Alemania (Landa et al. 2017a,b).

En caso de detectarse la presencia de X. fastidiosa en un territorio,
al tratarse de un organismo nocivo de cuarentena, la legislacion obliga
a comunicar al 6rgano de la C. A. responsable de la Sanidad Vege-
tal la presencia de sintomas sospechosos de la enfermedad. Una vez
confirmada la presencia de X. fastidiosa, por el Laboratorio Oficial de
Diagnéstico, se debe comunicar inmediatamente a la Subdireccion Ge-
neral de Sanidad e Higiene Vegetal y Forestal del Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentaciéon. Los Organismos Oficiales de la C. A. que
detecten el brote deberan adoptar las medidas de erradicacién (des-
truccion o inactivacion del patégeno en plantas y vectores) previstas
en el articulo 6 de la Decisién 2015/789/UE y sus enmiendas: (i) Eli-
minar las plantas infectadas y las plantas huésped que pudieran haber
estado expuestas a la infeccién por X. fastidiosa. Para la erradicacion
habra que haber establecido previamente las zonas demarcadas (zona
infectada y zona tampén). En la zona infectada se aplicardn medidas
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de erradicaciéon de forma inmediata en un radio de 100 m alrededor
de las plantas infectadas, eliminando: (i) las plantas infectadas y sinto-
maticas; (ii) las plantas huésped (es decir aquellas especies vegetales
susceptibles identificadas en la Unién Europea), independientemente
de su estado fitosanitario; y se llevara a cabo el muestreo y analisis de
plantas especificadas en el Anexo | de la decision. En la zona tampoén,
en un radio de 5 km alrededor de la zona afectada: (i) se intensificara la
monitorizacion de plantas especificadas; y (ii) se realizara el muestreo
y analisis de plantas con sintomas y asintomaticas en su proximidad.
Finalmente, en ambas zonas: (i) se aplicaran medidas de contencion y
restriccion de movimiento de vegetales fuera de la zona; (ii) antes de la
eliminacién de las plantas infectadas se aplicaran los tratamientos fito-
sanitarios adecuados contra los vectores de X. fastidiosa y las plantas
que puedan hospedarlos; y (iii) se prohibira realizar replantaciones con
especies huésped de la bacteria.

Sin embargo, la legislacion establece la posibilidad de no establecer
una zona demarcada, en casos de presencia aislada de X. fastidiosa,
cuando se pueda eliminar con la destruccién de las especies vegetales
en las que se haya detectado (como es el caso de la deteccién de X.
fastidiosa en un invernadero de Almeria). En estos casos, sera preciso
actuar de inmediato para determinar si se han infectado otras especies
(Navas-Cortés et al. 2017).

La erradicacion solo resultara efectiva si se actua de forma rapida y
contundente por parte de las autoridades competentes.

La utilizacion de variedades total o parcialmente resistentes, en caso
de haberlas, es sin duda la media mas efectiva para el control eficien-
te de X. fastidiosa. La dificultad de obtencién de cultivares con niveles
de tolerancia/resistencia frente a X. fastidiosa queda bien patente para
el caso de la vid (Landa et al. 2017a,b), ya que la mayor parte de los
cultivares de vides europeas (Vitis vinifera), americanas (V. labrusca) o
hibridas son sensibles. Sin embargo, recientemente se ha encontrado
resistencia en genotipos de V. rotundifolia, Muscadinia rotundifolia, y V.
girdiana, entre otras. Por otro lado, existen algunas variedades de vini-
fera en California que presentan un cierto nivel de tolerancia a la enfer-
medad, como Petit Sirah, Chenin blanc, y Sylvaner (Hopkins y Purcell
2002), y ademas se han desarrollado cultivares de vid transgénicos con
resistencia a la enfermedad; si bien estos ultimos no son aceptados por
la legislacién europea (Landa et al. 2017a,b). En el caso del olivo, se ha
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identificado cierto nivel de tolerancia a la enfermedad causada por X.
fastidiosa subsp. pauca ST53 en el cultivar Leccino comparada con la
reaccion susceptible de los cultivares utilizados comunmente en la zona
(EFSA 2017). Asimismo, resultados preliminares indican la existencia de
niveles de tolerancia o resistencia en otros cultivares de olivo como el
patrén de olivo Favolosa FS-17® (EFSA 2017).

El uso de terapia cultural o quimica tiene como objetivo la reduccién
o eliminacién de inéculo de X. fastidiosa o de las poblaciones de sus
insectos vectores y que incluirian (Landa et al. 2017a): (i) la poda de ra-
mas afectadas para reducir la fuente de inéculo que seria efectiva apli-
cada en los primeros estadios de desarrollo de la enfermedad, habién-
dose mostrado ineficaz en olivos afectados por CoDiRO en el sur de
Italia; (ii) tratamiento de termoterapia con agua caliente a 50 °C durante
45 min, efectivo para eliminar X. fastidiosa de material de plantacién de
Vitis (EFSA 2015); (iii) la eliminacién de la bacteria por temperaturas in-
feriores a 0 °C en vid y cerezo; (iv) tratamiento terapéutico y profilactico
con un coctel de fagos virulentos con actividad litica ; (v) la proteccion
cruzada con cepas no virulentas de X. fastidiosa; (vi) el tratamiento qui-
mico contra los insectos vectores de X. fastidiosa que podria realizarse
como medida preventiva contra las ninfas de éstos en primavera, o me-
diante el desbroce de la vegetacion espontanea antes de la aparicion de
los primeros adultos (Morente et al. 2017), o bien durante los meses de
verano y otofo para el control de los ejemplares adultos.

Aunque X. fastidiosa se ha estudiado durante mas de un siglo en
Ameérica, actualmente no existen tratamientos terapéuticos efectivos
que puedan suprimir el desarrollo de enfermedad en la planta infectada.
El futuro de como evolucionen las epidemias en Espafna y en Europa va
a depender de las interacciones entre las combinaciones de cada planta
huésped, los vectores presentes y la cepa concreta en cada zona, y mas
importante aun de cémo esas interacciones son modificadas por los
factores bibticos y abioticos incluyendo las actividades antropogénicas
y las decisiones politicas (Almeida y Nunney 2015; Sicard et al. 2018).
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