Figura 1. Neophilaenus campestris. A) Ninfa. B) Adulto.

Capacidad de dispersion de
Neophilaenus campestris,
vector de Xylella fastidiosa.
¢cRealmente se desplazan
solamente 100 metros?

Neophilaenus campestris(Hemiptera: Cercopoidea) ha sido identificado reciente-
mente como uno de los insectos vectores capaces de transmitir Xylella fastidiosa
a olivo, lo que supone una grave amenaza para la agricultura espafiola. Uno de los
aspectos fundamentales para la expansion de la bacteria es la capacidad de des-
plazamiento de sus insectos vectores. Por tanto, en este estudio se han realizado
dos ensayos para conocer la capacidad de dispersién de estos insectos.
Porunlado, se harealizado un ensayo de captura-marcaje-recaptura utilizando pol-
vos fluorescentes para conocer el movimiento y capacidad de dispersién de N. cam-
pestris. Los resultados muestran que N. campestris es capaz de desplazarse al me-
nos 2.473 men 35 dias desde olivares hasta espacios naturales poblados de pinos.
También se harealizado un ensayo de movimiento direccional de especies de vec-
tores potenciales de X. fastidiosa entre olivares y otros cultivos. Los resultados
muestran que la mayoria de vectores se desplazan entre un olivar y un vifiedo
adyacente. Ademds, el movimiento de los insectos fue descendiendo progresiva-
mente cuando la vegetacion de cubierta comenzé a secarse.

Estos resultados sugieren que habria que revisar las medidas de control basadas
enarrancar deraiz plantas, infectadas ono, con X. fastidiosaen unradiode 100 m,
ya que los vectores tienen una capacidad de dispersién mucho mayor.

Palabras clave: Captura-marcaje-recaptura, migracidn, polvos fluorescentes, insecto vec-
tor, Pinus pinea, Pinus halepensis.
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Xylella fastidiosa Wells (1984) es una
bacteria fitopatdgena causante de
enfermedades graves e incurables.
En campo, se propaga Unicamente
por vectores que se alimentan de sa-
via xilematica, conocidos coloquial-
mente como cigarrillas. Los insectos
responsables de la transmision de
esta bacteria pertenecen, dentro del
orden Hemiptera, al suborden Ci-
cadomorpha. Concretamente a las
superfamilias: Cicadoidea, Cercopoi-
dea y dentro de la familia Cicadelli-
dae a la subfamilia Cicadellinae. En
América existen multitud de vectores
que pertenecen a la subfamilia Cica-
dellinae; sin embargo, en Europa la
mayorfa de vectores potenciales se
enmarcan dentro de la superfamilia
Cercopoidea (EFSA, 2019). Dentro
de la familia Aphrophoridae (He-
miptera: Cercopoidea), Philaenus
spumarius L. (1758) ha sido identi-
ficado como el principal vector eu-
ropeo. Ademas, recientemente se ha
demostrado que tanto Neophilaenus
campestris Fallen (1805) como Phi-
laenus italosignus Drosopoulos &
Remane (2000) son capaces de
transmitir X. fastidiosa a plantas de
olivo en condiciones de laboratorio,
sumandose asi a la lista de vectores
europeos (Cavalieri y col., 2019).
Neophilaenus campestris es una
especie de cigarrilla ampliamente
distribuida en Espafa, colonizando
principalmente varias especies de
gramineas que crecen bajo los oli-
vares (Morente y col., 2018), por lo
que debe considerarse como una
grave amenaza para varios cultivos
de vital importancia en nuestro pais
tales como el olivo, el almendro o la
vid. No obstante, cabe destacar que
cualquier Cicadomorpha que se ali-
mente de xilema podria actuar como
potencial vector de la bacteria.

Uno de los elementos clave para la
expansion de enfermedades trans-
mitidas por insectos es la capacidad
de dispersion del vector. En el caso
de los juveniles (ninfas) de N. cam-
pestris y P spumarius (Figura 1A), su
movilidad se encuentra muy limita-
da y se desplazan cubriendo cortas
distancias entre las distintas especies
herbaceas en las que habitan. Sin
embargo, cuando pasan a ser adul-
tos (Figura 1B), su capacidad de dis-
persion y su polifagia aumenta y se
desplazan volando, saltando o cami-
nando arrastrando las patas traseras.
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Figura 2. Esquema del ensayo de captura-marcaje-recaptura.

Estos insectos pasan la mayor parte
de su vida moviéndose y alimentan-
dose sobre la vegetacion esponta-
nea de cubierta tanto en los cultivos
como en zonas de monte. En vera-
no, cuando la vegetacion se seca,
se ven obligados a migrar en busca
de alimento y refugio, por lo que se
desplazan a zonas con plantas lefo-
sas perennes U otras especies que se
mantienen verdes en verano. Tras las
lluvias otonales, cuando la vegeta-
cion de cubierta de cultivos lefosos
como el olivo rebrota, estos insectos
regresan para poner los huevos. En
el caso de N. campestris, suelen co-
locar sus huevos en areas donde las
gramineas comienzan a rebrotar tras
las primeras lluvias otonales (Moren-
tey col., 2018).

Una de las medidas implementadas
por la Comisién Europea para luchar
contra la dispersion de X. fastidio-
sa consiste en que, al detectar una
planta infectada, se deben arrancar
de raiz, de forma obligatoria, tanto
las plantas infectadas como las plan-
tas huéspedes que se encuentren en
un radio de 100 m, independiente-
mente de si estan infectadas o no
(Comision Europea, 2019). Esta me-
dida se fundamenta en el estudio de
Weaver y King (1954) en el que se
observa que P spumarius es capaz
de desplazarse 30 m en un solo vue-
loy hasta 100 m en 24 h. No obstan-
te, hay estudios que muestran cap-
turas de Aphrophoridos a altitudes
que alcanzan los 200 m (Reynolds
y col.,, 2017). Esto sugiere que los
vectores de X. fastidiosa podrian ser
transportados de forma pasiva largas

PHYTOMA Espaiia / N° 320 / Junio/Julio 2020 | 12

distancias por medio de corrientes
aéreas. Actualmente, no existe una
informacion precisa de la capacidad
de dispersién de estos insectos, por
lo que resulta fundamental estudiar
hacia donde migran, las plantas que
utilizan como refugio estival y la dis-
tancia que son capaces de recorrer.

Para ello, nuestro equipo ha realiza-
do un extenso estudio de movimien-
to y capacidad de dispersiéon de vec-
tores potenciales de X. fastidiosa. En
este trabajo se muestran los resulta-
dos mas relevantes de dicho estudio,
desarrollado en el Instituto de Cien-
cias Agrarias - CSIC en colaboracion
con el Instituto Madrilefio de Inves-
tigacion y Desarrollo Rural, Agrario
y Alimentario (IMIDRA) y el Instituto
de Tecnologias de la Informacion y
Comunicaciones (ITACA), Universitat
Politecnica de Valéncia.

Material y métodos

Ensayo de captura-marcaje-
recaptura de Neophilaenus
campestris

Se realizé un ensayo en campo de
captura-marcaje-recaptura para estu-
diar hacia donde migran y la distan-
cia que los adultos de N. campestris
son capaces de recorrer (Figura 2).

Este ensayo tuvo lugar en Santos de
la Humosa, Madrid. Se seleccionaron
cuatro olivares como puntos de suel-
ta de los vectores y se utilizaron cua-
tro colores fluorescentes: rosa, azul,
amarillo y naranja para marcar los in-
sectos capturados (un color por cada
olivar) (Figura 3). Los olivares selec-



cionados presentaban vegetacion
de cubierta y se encontraban a unos
200 m de distancia unos de otros. Se
capturaron 1315 adultos de N. cam-
pestris  mediante mangueo sobre
la vegetacion de cubierta presente
en dichos olivares. El total de insec-
tos capturados se dividié en cuatro
grupos de marcaje y suelta (uno por
olivar y color). Asi, cada grupo de
insectos se tind de un color diferente
segun el olivar en que fueron libera-
dos. Los insectos marcados se libera-
ron sobre la vegetacion de cubierta
del olivar correspondiente. Trans-
curridos veinte dias desde la suelta,
coincidiendo con la senescencia de
las cubiertas vegetales en la zona de
estudio se realizd la primera recap-
tura. Posteriormente, se continua-
ron realizando recapturas de forma
periédica hasta 43 dias después de
la suelta. Se realizaron batidas con
manga entomoldgica en doce areas
concretas previamente selecciona-
das alrededor de los olivares. El obje-
tivo de dichas batidas era recapturar
los insectos marcados y calcular la
distancia que habian recorrido des-
de los lugares de suelta. Los puntos
de recaptura seleccionados presen-
taban plantas que podian ser hués-
pedes estivales de los vectores de X.
fastidiosa, tales como pinos, almen-
dros, coscojas, quejigos, retamas, hi-
nojo o cardo corredor. Estos puntos
de recaptura se encontraban a una
distancia de entre 94 my 2.754 m
de los olivares donde se liberaron los
insectos marcados. Debido al tiempo
transcurrido entre la suelta y la re-
captura, los insectos marcados ha-
bian perdido parte del color y no se
podian distinguir a simple vista. Por
ello, los insectos recapturados se lle-
varon al laboratorio y se expusieron
a luz ultravioleta para comprobar si
estaban realmente marcados con
fluorescente o no.

¢Afecta el polvo a la tasa de
supervivencia o a la capacidad
de vuelo de estos insectos?

Antes de realizar el ensayo de cap-
tura-marcaje-recaptura, se realizaron
dos ensayos para comprobar si el pol-
vo fluorescente afectaba a N. campes-
tris. En primer lugar se evalué el efec-
to del polvo sobre la supervivencia y
posteriormente se evalud su efecto en
el potencial de vuelo.
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Figura 3. Adulto de Neophilaenus campestris marcado de naranja.

Para el ensayo de supervivencia se
seleccionaron doscientos adultos de
N. campestris. Se marcaron cuarenta
insectos de cada color y otros cua-
renta se dejaron sin marcar. Estos in-
sectos se dejaron en jaulas con plan-
tas de Bromus madritensis (Poaceae)
para que pudieran alimentarse y se
contd el numero de supervivientes
dos veces a la semana durante 35
dias.

Para estudiar si los polvos fluores-
centes modificaban la capacidad de
vuelo de los insectos se utilizaron mo-
linos de vuelo (Insect FlyteMill, Crist
Instruments, Hagerstown, MD, USA).
Los molinos de vuelo son dispositivos

que constan de un brazo conectado
a un soporte por medio de una aguja
(Figura 4). Entre el soporte y el brazo
hay dos imanes que crean suspension
magnética. En un extremo del bra-
z0 se coloca el insecto que se quiere
estudiar y en el extremo opuesto un
contrapeso adecuado. Para conectar
el insecto al molino, en primer lugar,
se anestesia, aplicando CO, durante
cinco segundos. Después, aplicando
una pequefa gota de cola termofusi-
ble sobre el pronoto del insecto, éste
se une a la cabeza de un alfiler ento-
molodgico. Una vez el insecto se une al
alfiler, se conecta al molino y en ese
momento el insecto comienza a volar
describiendo una trayectoria circular.
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El molino estd conectado a un orde-
nador que registra el nimero de vuel-
tasy su duracion de forma automatica
mediante un software denominado
“mill_recorder”. Ademaés, consta de
otro software que calcula automati-
camente una serie de parametros de
vuelo denominado “mill_processor”.
Ambos han sido desarrollados espe-
cificamente por la ITACA-Universitat
Politecnica de Valéncia. Los parame-
tros de vuelo calculados fueron: (1)
velocidad media (2) distancia recorri-
da (3) duracién de vuelo. Para este
ensayo se compararon estos tres pa-
rametros de vuelo entre los insectos
marcados con cada uno de los colores
(diez insectos por color) y un control
de diez insectos sin marcar. Antes de
los ensayos los insectos se sexaron,
también se estudio si el sexo influia
en alguno de estos tres pardametros
de vuelo.

Patrones de movimiento de
cigarrillas en un olivar

Se desarrolld un ensayo para estu-
diar el movimiento de adultos de
cigarrillas entre diferentes cultivos
(Figura 5). Este ensayo tuvo lugar
en un olivar de la zona de Villa del
Prado en Madrid en los meses de
mayo-julio de 2019. El olivar pre-
sentaba abundante vegetacion de
cubierta. Este olivar objeto de estu-
dio estaba rodeado por un vifiedo
al noroeste y tres olivares sin ve-
getacion de cubierta; uno de ellos,
situado al noreste, presentaba tres
encinas que formaban una barrera
en uno de los bordes del olivar. Se
colocaron cuatro bandas pegajosas
amarillas por las dos caras entre el
borde del olivar de estudio y los
campos que lo rodeaban. Entre el
vifiedo y el olivar, ademas, se coloco
una trapa de hilos pegajosa y una
trampa tipo bi-direccional Malaise
para estudiar el movimiento de los
insectos que entraban y salian del
olivar objeto de estudio (Figura 5).
Se comprobd semanalmente el nu-
mero de cigarrillas que quedaban
atrapadas en las bandas. En funcién
del lado de la banda en el que que-
daban atrapados, se pudo determi-
nar si los insectos estaban entrando
al olivar de estudio (inmigrantes) o
saliendo hacia los campos de los al-
rededores (emigrantes).

Coordinates: 40°15'54.5"N 4°16'19.0'W

Figura 5. Olivar de Villa del prado (6.075 m?), El olivar presenta cuatro bordes (A, B, C, D) rodeados por: (A)
un olivar, (B) un vifedo (C) un olivar con 3 Q. ilex subsp. ballota, (D) y un olivar. Se colocaron cuatro bandas
amarillas (bandas: a, b, ¢, d), una en cada borde. Ademas, se colocaron una trampa de hilos pegajosa
y una trampa tipo bi-direccional Malaise en el borde (B). Google. (n.d.). Villa del prado. Retrieved from:
https://www.google.es/maps/place/40%C2%B015'54.5%22N+4%C2%B016'19.0%22W/@40.26515
69,-4.272151,132m/data=!3m111e314m5!3m4!11s0x0:0x0!18m213d40.265138914d-4.2719444?hl=es

Resultados

Ensayo de Captura-Marcaje-
Recaptura

De los 1.315 adultos de N. campes-
tris soltados, se recapturaron un to-
tal de 21 individuos marcados, todos
N. campestris. Esta tasa de recaptura
representa un 1.6% de individuos
marcados recapturados respecto al
total liberado. Todos los N. campes-
tris recapturados, tanto marcados
como no marcados, se encontraron
en pinos de las especies Pinus hale-
pensis y Pinus pinea situados en un
radio aproximado de unos 3 km del
lugar de la suelta. En base a este re-
sultado puede decirse que los adul-
tos de N. campestris se refugian en
los pinares durante el verano, cuan-
do la vegetacion herbacea de cubier-
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ta presente en los cultivos que habita
se seca. De los 21 individuos de N.
campestris recapturados, ocho indi-
viduos marcados fueron encontra-
dos a 123 m y otros ocho individuos
a 281 m de los puntos de suelta. Sin
embargo, el resultado mas destaca-
ble es que se encontraron cinco N.
campestris marcados a una distan-
cia de 2.473 m del punto de suelta.
Esto demuestra que N. campestris es
capaz de desplazarse mas de 2 km
en 35 dias, siendo la mayor distan-
cia registrada que una cigarrilla de la
familia Aphrophoridae ha sido capaz
de recorrer hasta la fecha.

¢ Afecta el polvo a la tasa de supervi-
vencia o a la capacidad de vuelo de
estos insectos?

En el ensayo de supervivencia se de-
mostré que marcar a los insectos con



polvo fluorescente no aumentaba su
tasa de mortalidad (Figura 6).

En cuanto al ensayo con el molino
de vuelo, se observé que ni el sexo ni
el polvo fluorescente influian sobre
el potencial de vuelo de los adultos
de N. campestris. Ademas, en este
ensayo el 56% de los insectos que se
colocaron en el molino, tanto marca-
dos como sin marcar, fueron capaces
de volar. La distancia media recorrida
por estos individuos en el molino de
vuelo fue de 281.54 m y la méxima
de 1.36 km en un tiempo de 1h 22
min; la duracién media de los vue-
los fue de 17 minutos; por ultimo,
la velocidad media fue de 0.26 m/s'y
la maxima de 0.42 m/s. Estos resul-
tados indican que los adultos de N.
campestris son capaces de recorrer
una distancia mucho mayor de los
100 m en condiciones de laborato-
rio, lo que concuerda con los resulta-
dos obtenidos en el campo.

Patrones de movimiento de
adultos de cigarrillas en un
olivar

La mayor parte de los vectores y
vectores potenciales de X. fastidiosa
fueron capturados en la banda pe-
gajosa colocada entre el olivar de es-
tudio y el vifedo situado al noroeste
del olivar, mientras que en el resto
de bandas el numero de insectos
capturados fue muy bajo. Las espe-
cies de cigarrillas capturadas fueron
N. campestris, R spumarius, L. co-
leoptrata y Cercopis spp. Estos insec-
tos fueron capturados a ambos lados
de la banda, tanto entrando al olivar
(inmigrantes) como saliendo hacia el
vinedo (emigrantes). Ademas, res-
pecto a las fechas de las capturas,
se ha observado que el numero de
las mismas comenzo a descender la
segunda semana de junio, cuando la
vegetacion de cubierta del olivar co-
menzoé a secarse (Gréafico 1). El ele-
vado movimiento de insectos entre
el olivar y el vifiedo, en contraste con
la ausencia de movimiento entre el
olivar de estudio y el resto de oliva-
res, puede explicarse por la suculen-
cia de las hojas de vid, que contrasta
con la ausencia de vegetacion de
cubierta en los olivares colindantes
al olivar de estudio. Esto, sumado
al descenso de capturas observado
después de que se secase la vege-
tacion de cubierta del olivar, sugiere
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Figura 6. Curva de supervivencia de insectos marcados (linea discontinua) y de insectos no marcados

(linea continua), con barras de error.

Vectores capturados en la banda entre el olivar y el vifiedo
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Grafico 1. Numero de vectores capturados (tanto inmigrantes como emigrantes) en la banda situada

entre el vifedo y el olivar de estudio en cada fecha.

gue el movimiento de los vectores
de X fastidosa se ve fuertemente
condicionado por la presencia de ve-
getacion verde suculenta de la que
puedan alimentarse.

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos
en este estudio podemos concluir:

- Los adultos de Neophilaenus cam-
pestris son capaces de desplazarse
mucho mas de 100 m, llegando a
recorrer distancias de mas de 2.4
km en 35 dias.

- Los adultos de N. campestris mi-

gran a pinares en verano, que utili-
zan como alimento y refugio cuan-
do se seca la vegetacion herbacea
de los lugares que habitan.

- EI movimiento de adultos de ci-
garrillas desde y hacia los olivares
estd muy condicionado por la pre-
sencia de plantas suculentas de las
que puedan alimentarse.

¢A la luz de estos resultados,
qué estrategia debemos seguir?

Estos resultados nos sugieren que los
vectores de X. fastidiosa, cuando son
adultos, tienen una alta capacidad
de dispersion. Por tanto, para limi-
tar la expansion de X. fastidiosa en
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las regiones donde esté presente de-
bemos eliminar las posibles fuentes
de inoculo, pero ademas controlar
los vectores cuando aun son juveni-
les (ninfas), puesto que en esta fase
tienen la movilidad muy limitada y
son mas vulnerables. Esto reducira
la presencia de adultos en las zonas
donde se encuentre la bacteria, re-
duciendo el riesgo de expansion de
la misma a cortas y largas distan-
cias. Este objetivo debe desarrollarse
de la forma mas sostenible posible,
teniendo en cuenta la ecologia, bio-
logia y comportamiento de los in-
sectos vectores. Medidas culturales
como el desbroce en los meses de
primavera, cuando los insectos aun
son juveniles y por tanto vulnerables,
son esenciales para el control de las

poblaciones de vectores y limitar la
expansion de las enfermedades pro-
vocadas por Xylella fastidiosa.

Summary

Neophilaenus campestris is one of
the recently identified spittlebugs
(Hemiptera: Cercopoidea) able to
transmit Xylella fastidiosa to olive
trees so it should be considered a
serious threat to Spanish agriculture.
Knowledge on the dispersal ability of
N. campestris is essential to limit the
spread of X. fastidiosa. So we perfor-
med a mark-release-recapture assay
using fluorescent dusts to track N.
campestris movement in the field.
Results indicated that N. campestris
was able to disperse a maximum dis-
tance of 2473 min 35 days from the

olive groves to pine trees.

Moreover, we carried out a survey
of directional movement of poten-
tial vectors of X. fastidiosa between
agrosystems. The results showed
that the highest number of spittle-
bugs was captured between an olive
grove and a vineyard close by. Mo-
reover, the number of captures star-
ted to decrease when the ground
vegetation dried out.

Our findings suggest that control
measures by rooting-up X. fastidio-
sa-infected and non-infected trees
in a radius of 100 m should be im-
proved because vectors are able to
disperse rapidly over much longer
distances.
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