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Foto 1. AlImendro afectado por Almond leaf scorch causado por Xylella fastidiosa en Alicante (E. Marco-Noales, IVIA).
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Un trabajo colaborativo entre investigadores de diferentes paises
europeos y americanos, que se recoge en larevista Applied and Envi-
ronmental Microbiology (Landa y col,, 2020), trata de arrojar luz so-
bre el modo en que Xylella fastidiosa subsp. multiplex, la subespecie
mas frecuente en Europa, puede haber llegado al viejo continente.
Para ello se compararon las secuencias de los genomas completos de
numerosas cepas, realizandose analisis filogenéticos que han per-
mitido establecer relaciones de parentesco entre ellas. Los resulta-
dos indican que X. fastidiosa subsp. multiplex ha sido introducida al
menos en cinco ocasiones distintas en diferentes paises europeos,
probablemente desde California, situandose el ancestro comun a las
introducciones europeasy a las propiasintroducciones en California
en el area sudoriental de Estados Unidos.
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El riesgo asociado a una enfermedad
infecciosa esta de maxima actualidad
porque lo estamos viviendo en pri-
mera persona con la pandemia Co-
vid-19. La tasa de introduccion de or-
ganismos patégenos exdticos se ha
ido incrementando con el paso de los
anos debido al aumento vertiginoso
de viajes, intercambios y transaccio-
nes comerciales -la llamada globali-
zacion-. Existen numerosos ejemplos
de este fenémeno de infecciones
emergentes en cualquier parte del
mundo. En el caso de las plantas, la
introduccion de organismos fitopa-
tdgenos se ha relacionado con mas
de la mitad de las nuevas enferme-
dades o grandes epidemias descritas
en los ultimos afos, y esto supone
una amenaza para la seguridad ali-
mentaria y los ecosistemas agrarios
y forestales en general. La introduc-
cion de insectos vectores, capaces de
vehiculizar determinados patégenos
de plantas, constituye otro importan-
te riesgo de dispersion.

Las pérdidas que producen las enfer-
medades tienen consecuencias no
solo econémicas sino también socia-
les y medioambientales. En el dmbito
de la Union Europea (UE), las medi-
das de proteccion contra la introduc-
cion de organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales, y
contra su propagacién en el interior
de la Comunidad, se recogen en la
Directiva 2019/523, que revisa las
medidas ya establecidas por la Direc-
tiva 2000/29/CE y establece la lista
de organismos de cuarentena en la
UE. La concienciacion sobre la ame-
naza que las enfermedades vegetales
pueden suponer ha sido mayor des-
de 2013, debido a la devastacion de
millones de olivos causada por Xylella
fastidiosa (OQDS, olive quick decline
syndrome) en la principal zona pro-
ductora de Italia, la region de Apulia.
Posteriormente, se han ido detectan-
do brotes de X. fastidiosa en distintos
paises de Europa meridional en otros
cultivos agricolas, como almendro y
vid, y también en especies endémicas
de ecosistemas forestales naturales y
en plantas ornamentales.

X. fastidiosa es una bacteria restringi-
da al xilema de la planta hospedado-
ra, y se propaga a través de insectos
vectores que se alimentan de la savia
bruta. Cerca de seiscientas especies
de plantas estan catalogadas como
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Foto 2. Colonias, en un medio de cultivo de laboratorio, de una cepa de Xylella fastidiosa aislada de
almendro en el brote de Alicante (A. Monterde y S. Barbé, IVIA).

susceptibles de infeccién por este
patdgeno, posiblemente en relaciéon
con su elevada diversidad genéti-
ca. Dicha diversidad se agrupa, por
un lado, en tres subespecies princi-
pales: fastidiosa, multiplex y pauca,
aunque también se han descrito
otras como morus, sandyi y tashke,
menos extendidas y estudiadas que
las primeras; y, por otro, en lo que
se denominan tipos de secuencia
(ST, sequence types), basados en el
analisis simultdneo de siete genes de
mantenimiento de funciones celu-
lares basicas. Mediante este analisis
MLST (multilocus sequence typing)
se asignan cepas a grupos genéticos
0 STs, no solo con la intencién de cla-
sificarlas sino de obtener informacion
sobre qué especies vegetales pueden
ser susceptibles a las mismas. Sin em-
bargo, cepas de una misma subespe-
cie o un mismo ST pueden tener un
importante grado de diversidad, ya
que los datos que pueden obtenerse
del andlisis de pequefnos fragmentos
del genoma, en comparacién con la
secuencia de los genomas comple-
tos, son muy sesgados. Sin embargo,
las estrategias disefadas por la Co-
mision Europea para hacer frente a

los brotes de X. fastidiosa y tratar de
evitar su diseminacion se basan, hoy
por hoy, en la subespecie detectada
en cada zona.

Las subespecies de X. fastidiosa se
originaron cada una en un area geo-
gréafica distinta de Ameérica, pero a lo
largo del tiempo se han dispersado
y establecido varias veces, y tanto
el norte, como el centro y el sur del
continente han sido origen y destino
de introducciones de la bacteria. La
emergencia de X. fastidiosa en el sur
de Italia se debi¢ a una cepa de la
subespecie pauca, probablemente a
través de comercio de material vege-
tal infectado procedente de América
Central, ya que mediante estudios
genéticos se comprobd la elevadi-
sima similitud con una cepa de X
fastidiosa aislada de una planta or-
namental de aquella region.

En los brotes europeos se han iden-
tificado las subespecies pauca, mul-
tiplex, fastidiosa y sandyi, y hasta 9
STs distintos. El conocimiento de las
posibles vias de dispersién que ha
seguido la bacteria puede contribuir
a evitar futuras introducciones vy, por
consiguiente, nuevos dafios, y tam-
bién a dirigir los esfuerzos de gestion
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de un modo mas certero. Es en este
contexto donde surge la necesidad
de comparar los genomas completos
de cepas de X. fastidiosa aisladas en
distintas dreas geograficas tanto de
Ameérica como de Europa.

Estrategias para conocer
el origen de los brotes de
X. fastidiosa en Europa

En un trabajo conjunto entre centros
de investigacion americanos y eu-
ropeos, cientificos de Espafa, ltalia,
Estados Unidos y Brasil hemos rea-
lizado un estudio comparativo con
las secuencias del genoma completo
de 45 cepas de X. fastidiosa, quince
de ellas de los brotes espafoles de
Baleares y Alicante, tres de Cdércega
(Francia), tres de la Toscana (ltalia),
23 de distintas procedencias de Es-
tados Unidos y una de Brasil, a fin
de inferir los posibles origenes de
todas ellas y las vias de introduccion
en cada uno de los dos continentes.
Cuatro cepas eran de la subespecie
fastidiosa: una aislada de almendro
en California, y dos de vid y una de
cerezo en Mallorca. Las cepas de la
subespecie fastidiosa se utilizaron a
modo de referencia, pero el estudio
se centrd en la subespecie multi-
plex, la mas abundante y extendida
en Europa, con aislados obtenidos
de diversos hospedadores: almen-
dro, retama, poligala, siempreviva,
aladierno e higuera, procedentes de
los brotes de Espafia, Francia y norte
de Italia; y almendro, ciruelo, ciruelo
japonés, arandano, olivo, platano de
sombra, roble americano, olmo ame-
ricano, pecan y girasol, entre otros,
de California y de diversas localiza-
ciones sudorientales de Estados Uni-
dos; la cepa de Brasil era de ciruelo.
De este modo, la representatividad
de los diferentes brotes estaba ga-
rantizada. Se analizaron también pe-
quefios cambios en la secuencia del
genoma debidos a nucleotidos aisla-
dos (SNP, Nucleotide Single Polymor-
phism), una herramienta adicional
para explorar la diversidad genética
de los organismos.

Con la secuencia de los genomas
completos de cada una de las cepas
de X. fastidiosa, se realizaron analisis
filogenéticos para comprobar la re-
lacion de parentesco entre ellas, in-
tentando en cierto modo localizar lo
que llamariamos ancestros o antepa-

Figura 1. Arbol filogenético simplificado de las relaciones entre cepas de Xylella fastidiosa de Europa
y América (ver la informacion completa en la Figura 1 de Landa y col., 2020. https://doi.org/10.1128/

AEM.01521-19).

sados. En funcién de las semejanzas
y diferencias, tanto entre las secuen-
cias como entre los SNPs, se cons-
truyeron arboles filogenéticos, en
los que las cepas se sitGan en ramas
gue se van separando por puntos de
bifurcacién o nodos, segun el grado
de divergencia, y mas o menos largas
como aproximacion al tiempo desde
que las cepas empezaron a divergir.

Origen de la aparicion de
X. fastidiosa subsp.
multiplex en Europa

En la Figura 1 podemos ver un arbol
filogénetico simplificado de las rela-
ciones que se han podido establecer
en funcion del andlisis de los geno-
mas completos, partiendo de que las
poblaciones ancestrales y/o endémi-
cas tienden a ser mas diversas gené-
ticamente que las introducidas. Los
ancestros de las cepas de X. fastidio-
sa subsp. multiplex parecen provenir
del sudeste de los Estados Unidos,
puesto que las cepas de Georgia,
Florida, Alabama y Texas presentan
secuencias mas diversas y podrian
haber dado lugar a las secuencias de
las demas cepas. Incluso las cepas de
esta subespecie de California, que no
presentan una gran diversidad ge-
nética, parecen tener sus ancestros
en aquella regiéon del otro lado del
pais. La baja diversidad de nucleoti-
dos, tanto de las cepas de California
como de las de Europa, es similar, lo
que apoya la hipotesis de que ambas
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poblaciones son relativamente jove-
nes. Por consiguiente, tanto las cepas
de California como las de Europa, y
también la de Brasil, tienen probable-
mente un ancestro comun en la zona
suroriental de Estados Unidos. No
obstante, en todos los casos no es fa-
cil determinar el origen y el destino;
por ejemplo, las cepas de la Toscana,
ltalia, podrian haberse originado tan-
to en California como en el sudeste
de los Estados Unidos, porque estan
en ramas no muy distantes de las
cepas presentes a un lado y otro del
arbol filogenético.

La comparacién indica también que
ha habido multiples introducciones
de X fastidiosa subsp. multiplex en
Europa (Figura 2), porque las secuen-
cias de las cepas analizadas son su-
ficientemente distintas como para
proceder de eventos de entrada inde-
pendientes. Y la mayoria de introduc-
ciones debieron ser probablemente
desde California, que a su vez, como
hemos comentado, procedian del su-
deste de los Estados Unidos, donde
puede que la subespecie multiplex
sea endémica. Se podria decir que
son, de algin modo, introducciones
desde el sudeste de Estados Unidos
via California. Las cepas europeas del
ST6, ST7 y ST81 indican cuatro even-
tos de introduccion en tres areas dis-
tintas: dos en la isla de Cércega (uno
representado por las cepas del ST6 y
otro por la cepa del ST7), uno en Me-
norcay Mallorca (tres cepas del ST81),
y uno en Alicante (nueve cepas del



ST6). Este grupo de cepas de los ST 6,
7y 81 difieren menos entre ellas que
todo el grupo de aislados estudiados
de la subespecie multiplex. Pero es
interesante que, a pesar de ello, las
diferencias entre las cepas del ST6 de
Francia y de Alicante indican que este
ST, que es asignado segun el andlisis
MLST, no tiene un Unico origen. De
hecho, las cepas de Alicante (ST6) se
sitian en ramas del arbol mas cerca-
nas a las cepas del ST7 que a las otras
cepas del ST6, de California y Francia,
mas proximas a su vez a las cepas del
ST81 de Menorca y Mallorca.

El arbol filogenético construido con
los SNPs de las cepas de X. fastidiosa
subsp. multiplex fue muy similar al
construido de acuerdo a las secuen-
cias de los genomas completos. As,
las cepas de Alicante por un lado,
Mallorca y Menorca por otro, y la
Toscana por otro, formaban grupos
compactos. Y tanto la longitud de
las ramas, que era corta, como el
pequeno numero de diferencias en
los SNPs revelaban una diversidad
genética baja dentro de cada uno de
estos grupos de cepas, lo que nos lle-
va a pensar que la introduccion de la
bacteria en cada una de estas areas
debid ser reciente. Esta hipotesis vie-
ne avalada también por el hecho de
gue las cepas del sudeste de Estados
Unidos, de donde se cree que puede
proceder el ancestro, son mucho mas
diversas que los aislados de Europa
y también que los de California, que
seria el punto de origen mas inme-
diato de las introducciones europeas.

Las plantas asintomaticas
son un reservorio para la
dispersion de la bacteria a
largas distancias

En el estudio se emplearon cepas
europeas de X. fastidiosa aisladas no
solamente de plantas cultivadas sino
también de plantas de ecosistemas
naturales, con y sin sintomas. Esta
bacteria infecta cientos de especies
vegetales diferentes, en la mayoria
de casos sin producir ningun tipo de
sintomatologia. Incluso en algunos
casos puede que la relacion con la
planta hospedadora sea de tipo co-
mensalista; es decir, que la presencia
de la bacteria no produzca a la plan-
ta ningun beneficio, pero tampoco
un dafo. Asi que la bacteria puede
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Figura 2. Posibles vias de introduccion de Xylella fastidiosa en los diferentes brotes de Europa donde se

ha identificado la subespecie multiplex.

pasar completamente desapercibida
en multitud de ocasiones, por lo que,
durante décadas y desde hace mu-
chos anos, puede haber estado sal-
tando la barrera intercontinental, al
no existir los controles que se llevan a
cabo en frontera hoy en dia después
de la epidemia de olivo del sur de
[talia. La transmision de X. fastidio-
sa por insectos vectores es la forma
de dispersion mas importante a nivel
local, pero no entre continentes, asi
gue el comercio de material vegetal
asintomatico infectado con la bacte-
ria explica, con toda probabilidad, las
varias introducciones de X. fastidiosa
en Europa reveladas por la compara-
cion de los genomas completos.

Recombinacién entre las
cepas europeas de

X. fastidiosa subsp.
multiplex

La recombinacion homologa es un
mecanismo por el que las células pro-
cariotas intercambian material gené-
tico. El efecto de este intercambio es
gue se incrementa la variabilidad ge-
nética sobre la que la selecciéon natu-
ral puede actuar, aunque en si misma
no supone un cambio cualitativo en
alguna caracteristica de la célula re-
ceptora del material genético. Por los
estudios que se han hecho en diver-
sas bacterias, también en X. fastidio-
sa, se sabe que la mezcla de formas
genéticamente divergentes dentro
de una misma especie puede dar lu-
gar a recombinantes capaces de inva-

dir nuevos nichos, que en el caso de
X. fastidiosa serian nuevas especies
vegetales. Por ello, las introducciones
continuas de una bacteria patége-
na en un area pueden desembocar
en recombinaciones entre las cepas
introducidas, y eso puede complicar
cualitativamente el problema creado
con la primera introduccion.

En el andlisis de eventos de recombi-
nacion entre las cepas europeas de
X. fastidiosa subsp. fastidiosa y de X.
fastidiosa subsp. multiplex, se iden-
tificaron regiones de recombinacion
con mas de cien genes, en el caso de
las cepas de la subespecie fastidiosa,
y mas de setenta, en el caso de las
cepas de la subespecie multiplex, en
su mayoria correspondientes a pro-
teinas con funciones desconocidas.
Estos eventos de recombinacion in-
dican que las cepas donadoras son
las de la subespecie fastidiosa y las
receptoras las de multiplex, pero
entre estas Ultimas nunca estan las
cepas de Alicante, solo las multiplex
de Baleares, Cércega y la Toscana.
Las recombinaciones mas numerosas
se identificaron entre las cepas de la
subespecie fastidiosa de Mallorca y
Menorca y las de multiplex de la Tos-
cana. En esta linea, es curioso que se
detectaron mas eventos de recombi-
nacién entre cepas de poblaciones
de distinto lugar geografico, como
las de Mallorca con las de la Toscana
italiana, que entre cepas de poblacio-
nes de un mismo lugar, como las va-
rias cepas de Mallorca (el Unico lugar
de Europa donde coexisten las dos
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subespecies, fastidiosa y multiplex).
La interpretacion mas plausible es
gue esos eventos de recombinacion
se produjeran en Norteamérica, an-
tes de la introduccion de estas cepas
en Europa, donde luego, dependien-
do del destino de un mismo material
inicial, cepas mas similares entre si
han llegado a lugares mas alejados
que cepas mas distintas en origen.

Implicaciones de los datos
obtenidos y las técnicas
utilizadas

El analisis MLST ha sido y es muy uti-
lizado para clasificar la diversidad ge-
nética observada en la especie X. fas-
tidiosa y en sus subespecies, y para
indagar posibles vias de dispersién
y potenciales hospedadores. Pero la
comparacion de las cepas europeas y
sus relaciones de parentesco nos han
mostrado que el analisis MLST pue-
de no ser suficiente con estos pro-
poésitos. Por un lado, las cepas que
pertenecen a un mismo ST pueden
no tener un mismo origen, como ha
quedado patente en el caso de las
cepas del ST6 de Alicante y Cércega,
que pertenecen a grupos diferentes a
pesar de compartir el mismo ST. Esto
tiene importantes repercusiones, ya
gue mediante el ST no siempre se
puede identificar la posible gama de
hospedadores a los que ese grupo
genético puede infectar. Por tanto,
las medidas para hacer frente a los
brotes de la bacteria o las relaciona-
das con el comercio de material ve-
getal no pueden basarse simplemen-

te en inferencias realizadas a partir
de los diferentes grupos genéticos,
porque esto podria comprometer la
eficacia de las medidas a adoptar.

Conclusiones

La subespecie multiplex ha sido in-
troducida varias veces en Europa, en
la mayoria de casos via California, a
donde probablemente llegd desde el
sudeste de Estados Unidos, area en
gue se sitla el ancestro de las cepas
de esta subespecie. En California se
disperso, principalmente por los cul-
tivos de almendro y por plantas del
entorno natural, posteriormente fue
introducida en Europa a través del
comercio de material vegetal y se ha
establecido con éxito en nuestro con-
tinente.

La baja diversidad de las cepas euro-
peas apoya la hipdtesis de introduc-
ciones recientes, multiples en el caso
de Codrcega y Unicas en cada uno de
los brotes de ltalia (Toscana) y Espa-
fia (Mallorca y Menorca por un lado
y Alicante por otro). Esta hipodtesis
estd avalada también por las escasas
huellas de eventos de recombinacién
entre cepas, que, ademas, no se de-
tectan en poblaciones de una misma
zona, por lo que debieron ocurrir
antes de la entrada de la bacteria en
Europa.

Aunque por ahora no estamos en
condiciones de datar con precision
cada introduccion, podemos suponer
gue se produjeron antes de la aplica-
cion de los estrictos reglamentos que
desde hace afios rigen el comercio de

plantas. Si fueran posteriores, estas
introducciones tendrian que haber-
se producido a través de especies de
plantas consideradas no susceptibles
o mediante introducciones ilegales.

Los riesgos del comercio de material
vegetal a escala mundial requieren
minimizar la probabilidad de disper-
sion de organismos patdgenos. Y,
en este contexto, la informacién que
proporcionan las secuencias de los
genomas completos es fundamental
para determinar las vias de dispersién
o las relaciones entre las cepas de X.
fastidiosa, lo que tiene importantes
consecuencias no solo para el cono-
cimiento de su ecologia sino también
para la toma de decisiones por parte
de las autoridades competentes y el
desarrollo de estrategias de gestion.
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