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Estudi de la susceptibilitat varietal de vinya i ametller a Xylella fastidiosa a Mallorca

Resum

Durant el mes d’octubre de 2016 es va detectar per primera vegada a Espanya el bacteri
fitopatogen Xylella fastidiosa. Aquesta deteccié va ser Mallorca, concretament a Porto Cristo
(Manacor) i posteriorment es van realitzar nombroses deteccions tant a I'illa de Mallorca com a
les illes de Menorca i Eivissa (Olmo et al., 2017). Entre els cultius més afectats es troben els
ametllers de Mallorca, on s’ha detectat tant la subespécie multiplex com la fastidiosa; i la vinya,
també a Mallorca, afectada per la subespeécie fastidiosa. Ambdds cultius sén els de major
importancia agronomica de les illes, per aquesta rad en aquest treball s’han estudiat diverses
combinacions de varietats i portaempelts tant de vinya com d’ametller per tal de poder establir
un grau de tolerancia/susceptibilitat de les varietats més importants. D’aquesta manera, s’han
estudiat 19 varietats de vinya en condicions d’hivernacle inoculades artificialment amb el
bacteri: ‘Argamussa’, ‘Chardonnay’, ‘Gird ros’, ‘Prensal’, ‘Sauvignon Blanc’, Vinater Blanc/,
‘Viognier, ‘Viura’, Cabernet’, ‘Callet’, ‘Esperd de Gall’, ‘Giré Negre’, ‘Gorgollassa’, ‘Mancés’,
‘Mandd’, ‘Manto Negro’, ‘Merlot’, ‘Syrah’ i ‘Tempranillo’; amb combinacié amb 6 portaempelts:
‘P1103’, ‘R110’, ‘R140’, ‘41B’, ‘161/49’ i ‘'SO4’. Aixi com també s’han observat els simptomes de
19 varietats infectades de manera natural a camp: ‘Viura’, ‘Syrah’, ‘Merlot’, ‘Callet’,
‘Gorgollassa’, ‘Sauvignon Blanc’, ‘Parellada’, ‘Viognier’, ‘Moscatell’, ‘Rielsing’, ‘Muscat’,
‘Tempranillo’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Malvasia’, ‘Chardonnay’, ‘Manto Negro’, ‘Prensal’, ‘Giré
Ros’ i ‘Giré Negre’. Pel que fa a ametller, s’"han estudiat 10 varietats inoculades en condicions
d’hivernacle: ‘Marinada’, ‘Penta’, ‘Avijor’, ‘Marta’, ‘Vairo’, ‘Soleta’, Belona’, ‘Isabelona’, ‘Guara’
i ‘Vialfas’; amb combinacié amb 5 peus diferents: ‘GxN’, ‘GF677’, ‘RP20’, ‘RP40’ i ‘RR’. A més,
també s’ha estudiat la transmissié del bacteri mitjangant empelt a ametller, confirmant que és
un metode de transmissid, encara que en aquest assaig, de baixa efectivitat (15,4%). Les
varietats més susceptibles de vinya tant en condicions d’hivernacle com en condicions de camp
han estat ‘Gorgollassa’ i ‘Viura’. Entre les varietats que han presentat menys simptomes es troba
‘Giré Ros’, la uinica que ho ha fet tant en camp com a hivernacle. En el cas de I'ametller, la varietat
que major susceptibilitat mostra és ‘Penta’ encara que els resultats sén insuficients per a arribar
a unes conclusions fermes en quant a susceptibilitat varietal i es considera necessari continuar
estudiant-la.

Paraules clau: Xylella fastidiosa, Pierce’s Disease, Almond Leaf Scoch Disease, vinya, ametller.
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Acronims

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccié en cadena de la polimerasa)

PWG: Periwinkle Wilt

BCYE: Buffered Charcoal Yeast Extract agar (agar tamponat de carbd vegetal i extracte de llevat)
EPPO: European and Mediterranean Plant Protection Organization

LOSVIB: Laboratori Oficial de Sanitat Vegetal de les llles Balears

LNR: Laboratori Nacional de Referéncia

IVIA: Institut Valencia d’Investigacions Agraries

MLST: Multilocus sequence typing (Tipificacié multilocus de seqiiéncies)

IAS-CSIC: Institut d’Agricultura Sostenible — Consell Superior d’Investigacions Cientifiques

ALSD: Almond Leaf Scorch Disease (cremada de la fulla de I'ametller)
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1. INTRODUCCIO

Xylella fastidiosa és un bacteri de quarantena en la Unié Europea des de I’any 2000, és I'agent
causal de nombroses malalties dels vegetals que podrien tenir greus repercussions
econdmiques, especialment per a I'economia espanyola, ja que pot afectar a especies com
I'olivera, la vinya, els citrics, fruiters d’os, ametller i nombroses espécies ornamentals i forestals
(Marco-Noales et al., 2017). Concretament I’Agéncia Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA)
distribueix en 595 especies vegetals els hostes de Xylella fastidiosa, xifra fins a juny de 2019
(EFSA, 2020).

1.1. Antecedents

La primera vegada que s’observaren simptomes causats per aquest microorganisme va ser I'any
1887 per Newton Barris Pierce, un agent especial del departament d’agricultura dels Estats
Units, qui va descriure per primera vegada ‘The California vine disease’ (Pierce, 1892), per la
qual cosa, I'any 1930 la malaltia en vinya associada a la simptomatologia es va denominar
malaltia de Pierce (Pierce’s disease o PD)(Gardner i Hewitt, 1974), encara que en aquell moment
no es sabia quin era 'organisme causal. Posteriorment, en la decada de 1940, es va demostrar
la transmissié de la malaltia per vectors (Purcell, 2013; Janse i Obradovic, 2010). Finalment
I’agent causal es va aillar en cultiu in vitro 'any 1978 (Davis et al., 1978), encara que no va ser
fins 1987 quan es va fer una descripcio, classificacié i nomenament adequat del bactericom ala
Unica espécie d’'un nou genere amb el nom de Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987). La seva
caracteritzacié va culminar amb la seqiienciacié del genoma complet d’una soca de citrics
(Almeida et al., 2000), sent el primer bacteri fitopatogen del que s’ha seqiienciat el genoma
complet.

A Europa la primera deteccio es va obtenir al sud d’ltalia I'any 2013 on ha arribat a acabar amb
hectarees d’oliveres (Saporani et al., 2013). A Espanya, I’entrada del bacteri era un fet esperat
degut a la comercialitzacié de plantes procedents de paisos que sofreixen la malaltia, ja que,
encara que s’agafen i analitzen mostres representatives de lots importants, la sanitat de les
plantes no pot estar garantida al 100% (Marco-Noales et al., 2017). Concretament, la primera
deteccié de Xylella fastidiosa a Espanya es va produir a la comunitat autonoma de les llles
Balears I'octubre de 2016, a la localitat de Porto Cristo, Manacor. Posteriorment es van fer noves
deteccions tant en la propia illa de Mallorca com a les illes d’Eivissa i Menorca (Olmo et al.,
2017). A principis d’estiu de 2017 es va detectar a Alacant en plantacions d’ametller. A ambdues
comunitats autonomes es va posar en marxa el Pla de Contingéncia del MAPA i es van realitzar
prospeccions i recollides de mostres de plantes hostes potencials en un radi de 100 metres al
voltant de les plantes infectades, el que va donar lloc a nous focus i a I'increment de la mida de
les zones demarcades en cada cas (Marco-Noales et al., 2017). L’interes cientific, técnic i
mediatic que ha provocat a Espanya el bacteri Xylella fastidiosa no és pot comparar a qualsevol
altre tema relacionat amb la sanitat vegetal en les darreres décades (Landa et al. 2017).

Aquest bacteri presenta una amplia distribucié per tot el continent america, on es trobava aillat
geograficament. A Nord-America, X. fastidiosa s’ha detectat tant a Canada com a Mexic
(Legendre et al., 2014) i Estats Units. A Ameérica Central i el Carib s’ha detectat a Costa Rica
(Nunney et al.,2014). | a Sud-Ameérica, a Argentina, Brasil, Equador, Paraguai i Veneguela. També
s’ha detectat a Iran (Marco-Noales et al., 2017). Dins Europa es troba a Italia (detectat I'any
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2013), Franga (2015), Alemanya (2016), Espanya (2016) i Portugal (2019) (Ministeri
d’Agricultura, Pesca i Alimentacio, 2019).

1.2. Caracteristiques generals

S’ubica al superregne Bacteri, que pertany a la classe Gamma dels protobacteris, ordre
Xanthomonadals i familia Xanthomonadaceae. Comparteix genere amb I'espécie X. taiwanensis
que es va identificar I'any 1994 a Taiwan afectant principalment a pereres i que va ser
considerada inicialment X. fastidiosa fins a I'lany 2016, quan es va comprovar que presentava
caracteristiques genetiques i fisiologiques diferents i, per tant, es va considerar com una nova
especie (Su et al., 2016).

Les cel-lules de Xylella fastidiosa tenen forma de bacils rectes de 0,25-0,35 x 0,9-3,5 um, que en
condicions especifiques de cultiu s’'uneixen en llargues cadenes filamentoses. Les colonies no
presenten pigmentacio i sén de dos tipus principals: convexes, llises y opalescents amb marges
sencers; o rugoses amb marges finament ondulats (Chen et al., 2005). Les cél-lules son Gram
negatives, sense flagels. Posseeixen pili del tipus IV, que permeten el moviment ascendent dins
la planta, i pili del tipus l'i ll, que permeten la formacié de biopel-licules i I'agregacié de cél-lules
(Li et al., 2007 i Retchless et al., 2014). La proba de I'oxidasa és negativa i la de la catalasa,
positiva. Té metabolisme aerobic estricte, no fermentatiu, no halofil, per tant, no suporta la
preséncia de grans quantitats de sals. El seu creixement in vitro és dificil, requerint medis
especifics que contenguin glutamina i peptona amb sero-albumina com a font de carboni. La
seva temperatura optima de creixement in vitro es troba entre 26-28°C, aturant-se als 12°C
(bacteri mesofil), i el seu pH optim esta entre 6,5-6,9 (Davis et al., 1978; Saddler i Bradbury,
2015; Wells et al., 1987).

Figura 1. Micrografies electroniques de Xylella fastidiosa en vasos xilematics de vinya © Dr. Doug Cook, UC Davis

Les soques de X. fastidiosa s’agrupen en base als hostes als quals afecten, ja que la majoria dels
casos un tipus de soca no causa malaltia a cultius susceptibles a altres tipus de soques (Landa et
al., 2017). En I'actualitat s’ha proposat la divisio de X. fastidiosa en sis subespécies (Schaad et
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al., 2004 i Schuenzel et al., 2005) que difereixen en els seus perfils genétics, encara que només
les tres primeres han estat descrites seguint la normativa sistematica microbiologica:

- Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa: vinya (Vitis vinifera), ametller (Prunus dulcis), alfals
(Medicago sativa)...

- Xylella fastidiosa subsp. pauca: café (Coffea spp.), taronger (Citrus sinensis), olivera
(Olea europaea)...

- Xylella fastidiosa subsp. multiplex: Prunus spp., Quercus spp., Ulmus spp., Rubus spp.,
Morus spp....

- Xylella fastidiosa subsp. sandyi: baladre (Nerium oleander)

- Xylella fastidiosa subsp. tashke: Chitalpa tashkentensis

- Xylella fastidiosa subsp. morus: morera (Morus alba) i Nandina domestica.

Pel que fa a la subespécie tashke, es va proposar per a incloure els aillats que provoquen la
malaltia a Chitalpa tashkentensis a Nou Méxic (EEUU), pero la seva posicié genética encara no
esta clara (Randall et al., 2011). Més recentment s’ha proposat la subespécie morus per a aillats
de moreres de Estats Units (Nunney et al., 2014), que seria fruit de la recombinacié d’al-lels
entre les subespécies fastidiosa i multiplex. La introduccié del tipat per analisi multilocus
(multilocus sequence typing, MLST) descrit per Yuan et al. (2010) va revolucionar la taxonomia
de X. fastidiosa, demostrant que les poblacions naturals de X. fastidiosa recombinen amb
freqUiéncia (Almeida et al., 2008; Nunney et al., 2012 i 2014), i indicant que el flux genétic via
recombinacid pot ser un dels motors que ha donat lloc a les noves malalties produides pel
bacteri (Almeida i Nunney, 2015; Kandel et al., 2017).

Xylella fastidiosa és un bacteri amb un cicle de vida dual, és a dir, passa una part de la seva vida
en els insectes vectors que la transmeten i una altra part en la planta que infecta, on poden
causar o no la malaltia. El creixement sistémic en els teixits del xilema de les plantes fa que la
utilitzacié de material de plantacid per a empeltar, agafat de plantes infectades, sigui una de les
vies per les que el bacteri pot ser introduit en una zona lliure d’ell; encara que la transmissié del
bacteri d’'una planta infectada a una altra sana es produeixi pels insectes xucladors capacos
d’arribar al xilema en els teixits infectats i de succionar la saba bruta on es troba el bacteri per a
la seva alimentacié (Landa et al., 2017).

Els simptomes de la malaltia apareixen algunes setmanes o inclds mesos després de la
inoculacid, depenent de |'espécie afectada, i es manifesten molt més clarament durant els
mesos d’estiu i tardor, que és quan existeix una major demanada hidrica en la planta (McElrone
etal., 2001).

La deteccid i la densitat de poblacié de Xylella fastidiosa presenta una variacié estacional que en
gran mesura depenen de la planta hoste i de la zona geografica (Hopkins, 1980; Chang i Walker,
1988 i Henneberger et al., 2004). En vinya, a California, el bacteri no es detectat fins maig o
principis de juny, trobant el maxim nivell en el xilema durant els mesos d’estiu i decreixent de
manera gradual fins a principi d’hivern (Hopkins i Thomson, 1984). Factors diferents als climatics,
com la senescencia de la fulla, I’hivernacié de I'hoste, les variacions en les poblacions dels
vectors i la seva eficiencia de transmissid, podrien contribuir a aquesta dinamica estacional
(Henneberger et al., 2004). Hopkins et al.(1991) suggereixen que en arees amb el clima moderat,
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les temperatures minimes hivernals no sén suficientment baixes com per causar una mort
significativa del bacteri.

La capacitat de supervivencia de Xylella fastidiosa a I'hivern pot variar amb I'estirp, soca o
subespécie del bacteri i la interaccié amb la planta hoste (Purcell, 1977). D’aquesta manera,
infeccions produides en ametller durant la primavera amb les soques causants de la malaltia de
Pierce, escassament persisteixen a I'any seglient (Davis et al., 1980) i, en alguns casos, als dos
anys el bacteri ja no pot ser detectat (Purcell, 1977). Els simptomes normalment apareixen abans
i sGn més severs en regions amb els estius calids, com son les llles Balears, pero que generalment
també tenen temperatures hivernals moderades (Hewitt et al., 1949).

Es troba present en una amplia diversitat de zones climatiques, encara que particularment
predomina als paisos dels tropics i subtropics. Es troba també en arees de clima Mediterrani,
encara que es poden trobar registres de les malalties que provoca a zones amb climes molt més
freds (EFSA, 2019).

Feil i Purcell (2001), considerant les temperatures minimes hivernals, van establir que, a vinya,
el bacteri provoca un impacte sever a quan aquestes superen els 4,5°C; danys moderats a
temperatures min. hivernals d’entre 1,7 i 4,5°C, danys ocasionals entre 1,7 i -1,1°C; i rars, quan
son inferiors a -1,1°C. Per la qual cosa les regions amb clima tropical, semitropical, temperat i
mediterrani moderat, son adequades per al desenvolupament del bacteri (Hoddle, 2004).

1.3. Vectors

El bacteri colonitza dos habitats, el xilema de la planta hoste i I'intesti anterior dels insectes
xucladors de saba bruta, que sén vectors del bacteri (Almeida i Nunney, 2015).

Tots els vectors de X. fastidiosa descrits, son hemipters pertanyents al subordre Cicadomorpha,
especificament espeécies de les superfamilies Cercopoidea, Cicadoidea i Cicadellidae (subfamilia
Ciadellinae) i de la familia Aphrophoridae. Es caracteritzen per tenir una potent musculatura en
el cap que els permet succionar el xilema a alts nivells de tensié negativa (Redak et al., 2004),
fent possible que el bacteri pugui ser transportat des dels vasos del xilema fins el seu aparell
bucal, on aquest s'instal-la i es multiplica.

Cornara et al. (2016) varen analitzar la preséncia de X. fastidiosa en cinc possibles vectors a Italia:
Philaenus spumaris (Linnaeus), Neophilaenus campestris (Fallén), Cicada orni (Linnaeus),
Cercopis sanguinolenta (Scopoli) i Euscelis lineolatus (Brulle), obtenint un Unic cas positiu en N.
campestris i un 50% d'individus de P. spumaris infectats. A les llles Balears, s’han trobat
Philaenus spumarius i Neophilaenus campestris com a les espécies de la familia Aphrophoridae
més abundants (Miranda et al,, 2017), convertint-se en els candidats més importants de la
transmissio de X. fastidiosa dins les illes.
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Figura 2. Philaenus spumarius en diferents estadis a Italia (A) Massa d'ous, (B) Nimfa i (C) Adult. Vincenzo
Cavalieri i Nicola Bodino, IPSP-CNR.

Philaemus spumaris és un hemipter pertanyent a la superfamilia Cercopoidea, familia
Aphrpphoridae. Es un insecte polifag ampliament distribuit a nivell mundial (Drosopoulos i
Remane, 2000) que es caracteritza pel seu gran polimorfisme (Steward i Lees, 1996) i per la
secrecié d'una escuma protectora que envolta |'estat de nimfa (Weaver i King, 1954).

La duracié del cicle biologic i el nombre de generacions per any en els Cercopoidea varia amb
I'espécie i les condicions climatiques locals (Valério et al., 2001). En el cas de P. spumaris, el cicle
biologic és de metamorfosis senzilla, i esta format per les fases d'ou, nimfa i adult, donant lloc a
una generacié per any. Passa I'hivern en forma d'ou, encara que s'ha observat que I'adult pot
sobreviure quan les temperatures sén suaus (Saporani et al., 2014). Després de 100 dies de
diapausa, els ous eclosionen a principi de primavera (West i Lees, 1988), i després les nimfes es
desplacen cap als primers brots vegetals, a la recerca d'aliment i proteccid, completant el seu
desenvolupament en 5-8 setmanes després de passar per cinc estadis. Els primers adults
apareixen durant el mes d'abril o maig fins que la vegetacié s'asseca o s'elimina. A partir de
mitjans del mes d’octubre es detecten els ous a I'abdomen de les femelles, realitzant I'oviposicio
a partir del mes de desembre fins al mes de marg (Duran et al., 2018), depenent de la
climatologia (Morente i Fereres, 2017). Realitzen postes damunt les restes de vegetacid seca i
trossos de soques, normalment propers al sol. Els ous van units per un ciment escumads en grups
de diferent mida (de 1 a 20, amb una mitja de 7), sén ovalats, de color groguenc o blanquinds i
presenten una taca ataronjada en un dels seus extrems (Morente i Fereres, 2017; Duran et al.,
2018). Dins de cada localitat la posta es distribueix durant un mes, adaptant-se a la fenologia
dels hostes, fent que es puguin trobar nimfes neonates amb un mes de diferéncia, encara que
no hi ha solapament entre aquestes i els adults. La fase de nimfa neonata té poca mobilitat i no
es desplacen de la planta en la que s’ha efectuat la posta, romanent en colonies agrupades baix
I’escuma protectora. A partir de la tercera edat, les nimfes tenen capacitat de recérrer curtes
distancies per a dispersar-se a altres hostes proxims, els hostes secundaris. Aquest grup de
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plantes és molt nombrds, podent-se trobar fins a 200 espécies vegetals dicotiledonies. Inclou 12
families destacant per la seva abundancia les compostes (Asteraceae). En el cas de les nimfes de
quinta edat, poden trobar-se ocasionalment en graminies (Duran et al., 2018).

Els ous de Cercopoidea necessiten una humitat superior al 80% per a poder eclosionar (Weaver
i King, 1954), el que limita la seva area de dispersio a zones temperades amb elevada humitat
(Chmiel i Wilson, 1979; Halkka i Halkka, 1990), encara que la seva distribucié és molt amplia,
podent-se trobar a deferents latituds i altituds de la regié Holartica (Steward i Lees, 1996), per
la qual cosa la proximitat de zones humides o fresques, com les bardisses, contribueix a la seva
supervivencia (Duran et al., 2018).

La preséncia d’adults és maxima durant els mesos de maig i juny, perd deixen de veure’s
coincidint amb I'agostejament de la vegetacio herbacia de cada localitat. Els adults passen I'estiu
sense allunyar-se de les zones on s’han desenvolupat, resguardats durant el dia en la vegetacid
arbustiva més propera o en refugis, com per exemple, les parets. El dimorfisme sexual d’aquests
s’aprecia externament per la preséncia de |'ovipositor de la femella. Els adults tornen a detectar-
se durant el dia quan a la tardor es suavitzen les temperatures i comencen les pluges, coincidint
amb la brotada de la vegetacidé herbacia que servira d’hoste de les nimfes neonates. Existeix una
altissima fidelitat per la que els focus es mantenen any rere any (Duran et al., 2018).

La nimfa i I'adult de P. spumaris sén altament polifags (Ossiannilsson, 1981). S'ha enregistrat un
ampli nombre de plantes hoste (Delong i Severin, 1950; Weaver i King, 1954), encara que
majoritariament es poden trobar sobre plantes fixadores de nitrogen i aquelles amb altes
concentracions d'aminoacids en el xilema (Thompson, 1994).

Aguests vectors presenten una alta taxa d’alimentacié i una eficiéencia alta en I'ds de
components del xilema (Andersen et al., 1989), ja que el xilema és un medi pobre en nutrients
que esta format principalment per aigua, alguns aminoacids (la majoria no essencials), acids
organics i carbohidrats, en baixes concentracions (Andersen i Brodbeck, 1989).

1.4. Transmissio de Xylella fastidiosa

La transmissié del bacteri a plantes no infectades es produeix de la seglient manera segons
Chatterjee et al. (2008): primer es necessari que es produeixi I'adquisicié del bacteri des de la
planta font; quan el vector s’alimenta de la planta font, s’ancora i es retén el bacteri a la cuticula
del cibari (part anterior de la cavitat preoral) del vector; i, finalment, es despren el bacteri i
s’inocula un nou hoste quan el vector va a alimentar-se d’una planta sana.

La infeccio és persistent en adults (Severin, 1949) i no existeix transmissié transovarica (Freitag,
1951) o entre estadis, ja que la nimfa, a I'hora de mudar, perd la cuticula i amb ella els bacteris
adherits a ella (Purcell i Finlay, 1979). Presenta un curt periode de latencia abans de la
transmissio, per tant, el vector es infectiu practicament en el mateix moment que adquireix el
bacteri. D'aquesta manera, la transmissio és no circulativa, el bacteri la retén a la cuticula sense
passar a I'hemolimfa de I'insecte abans de ser transmesa (Purcell i Finlay, 1979).

L'efectivitat en la transmissid del patogen augmenta proporcionalment amb el temps
d'adquisicié al que es troba exposat el vector (Purcell i Finlay, 1979). L'alta dilucio dels nutrients
en el xilema fa que els hemipters tinguin que succionar grans quantitats de saba per completar
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els seus requeriments nutricionals (Horsfield, 1977), augmentant el temps que es troben en
contacte amb el xilema de la planta (Mittler, 1967).

Des del moment de la seva adquisicié, X. fastidiosa colonitza paulatinament la cuticula del
precibari i la bomba cibarial formant biopel-licules (Purcell et al., 1979), on el bacteri és retingut
i expulsat a la planta durant I'alimentacié del vector (Purcell, 1989). Al llarg dels primers dies
després de 'adquisicié de X. fastidiosa, la baixa concentracié bacteriana que es troba a I'aparell
bucal del vector fa que el bacteri sigui indetectable, encara que el vector ja sigui infectiu (Purcell
et al., 1979). A majors densitats de poblacions del bacteri, major eficiencia d’adquisicié, ja que
augmenten les possibilitats de que el vector es trobi amb el patogen (Hill i Purcell, 1997;
Almeida, 2016). Aquesta eficiencia també es veu influenciada per les preferencies alimentaries
i per la distribucié heterogénica del bacteri dins els vegetals, fent que el bacteri no es trobi
distribuit de manera uniforme dins la planta (Daugherty et al., 2010).

De la mateixa manera que I'adquisicid, la inoculacio es fa més efectiva amb I'augment del temps
que el vector es troba en contacte amb el xilema de la planta (Almeida i Purcell, 2003). Moltes
de les cél-lules que s'inoculen moren, per tant, un major temps d'inoculacié afavorira a un major
assentament dels bacteris en la planta (Almeida et al., 2005). La concentracid del bacteri en el
vector no esta relacionada amb I'eficiencia en la transmissio (Hill i Purcell, 1995), per tant, només
és important el nombre d'inoculacions en una planta (Almeida, 2016); ja que les biopel-licules
gue forma X. fastidiosa creixen lentament colonitzant la xarxa de vasos del xilema des del punt
d'entrada, per tant, un major nombre d'inoculacions, facilita la colonitzacié del xilema de la
planta en diferents zones, accelerant |'aparicié de simptomes (Costa et al., 2000). Aixi mateix,
també és molt important I'estat fenologic de la planta en el moment de la inoculacié del bacteri
(Almeida et al., 2005).

1.5. Xylella fastidiosa a les llles Balears

Com s’ha comentat anteriorment, Mallorca va ser l'illa on es va produir la primera deteccid de
Xylella fastidiosa subs. fastidiosa a Espanya, a Porto Cristo (Manacor) el 16 d’octubre de 2016,
concretament a I'espécie Prunus avium (cirerer) (Olmo et al., 2017).

A la darrera actualitzacié de les dades del Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentacié del 4 de
mar¢ de 2020, es varen confirmar un total de 1027 mostres positives al bacteri Xylella fastidiosa
a les llles Balears (Taula 1), resultants de les analitiques del Laboratori Oficial de Sanitat Vegetal
de les llles Balears (LOSVIB) i confirmats parcialment pel Laboratori Nacional de Referéncia (LNR)
de Bacteris Fitopatogens (IVIA, Valéncia). S’"han detectat un total de 24 especies hostes
afectades per aquest bacteri (Taula 1): Acacia saligna, Calicotome spinosa, Clematis cirrhosa,
Cistus albidus, Cistus monspeliensis, Ficus carica, Fraxinus angustifolia, Genista lucida, Juglans
regia, Lavandula angustifolia, Lavandula dentata, Nerium oleander, Olea europaea var.
europaea, Olea europaea var. sylvestris, Phagnalon saxatile, Phillyrea angustifolia, Polygala
myrtifolia, Prunus avium, Prunus domestica, Prunus dulcis, Rhamnus alaternus, Rosmarinus
officinalis, Teucrium capitatum i Vitis vinifera (Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacio,
2020, dades no publicades).
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Taula 1. Mostres analitzades, nombre de positius i percentatges dels positius a Xylella fastidiosa, obtinguts a les

llles Balears entre octubre de 2016 i 9 de novembre de 2018. Font: Juan, 2018

N2 mostres
Espécie vegetal analitzades N2 positius % Positius

6.749 820 12,15
Acacia saligna 33 3 9,09
Calicotome spinosa 14 1 7,14
Cistus albidus 50 2 4,00
Cistus monspeliensis 59 1 1,69
Ficus carica 283 21 7,42
Fraxinus angustifolia 16 4 25,00
Genista lucida 1 25,00
Juglans regia 1 14,29
Lavandula angustifolia 14 1 7,14
Lavandula dentata 71 6 8,45
Nerium oleander 298 6 2,01
Olea europaea var. europaea 1.077 145 13,46
Olea europaea var. sylvestris 1.434 324 22,59
Polygala myrtifolia 155 21 13,55
Prunus avium 27 3 11,11
Prunus domestica 19 1 5,26
Prunus dulcis 705 194 27,52
Rhamnus alaternus 72 6 8,33
Rosmarinus officinalis 299 14 4,68
Teucrium capitatum 4 1 25,00
Vitis vinifera 510 64 12,55

La distribucié d’aquestes mostres positives practicament ocupa la totalitat de les tres illes si

incloem un radi de 10 Km a cada positiu, com es pot veure a la Figura 3, podem dir que Xylella

fastidiosa es troba ampliament distribuida a les illes de Mallorca, Menorca i Eivissa, quasi en la

seva totalitat.
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Figura 3. Distribucio de les mostres positives a Xylella fastidiosa i la seva densitat en radis de 10 Km a les llles
Balears. Font: Juan, 2018

Les determinacions de les subespécies i els genotips de Xylella fastidiosa s’han realitzat en el
Laboratori de Biologia i Ecologia Microbiana del Sol del IAS-CSIC, determinant mitjancant
sequenciacions del gen del factor 670 de I’ARN polimerasa i la técnica de tipificacié multilocus
de seqliéncies (MLST). Els resultats estan mostrant una gran diversitat genotipica, trobant-se a
Balears 3 subespécies de X. fastidiosa i 4 genotips diferents (ST), dos d’ells no descrits fins ara
(Juan, 2018).
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Taula 2. Subespeécies i tipus genétics (STs) de Xylella fastidiosa de les mostres de les llles Balears segonsiilla i
planta hoste. Font: Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacid, 2020, dades no publicades)

llla

Planta hoste

Subespecie i ST

Mallorca

Acacia sp.

Ficus carica

Fraxinus angustifolia
Lavandula dentata

Olea europaea var. europaea
Olea europaea var. sylvestris
Polygala myrtifolia

Prunus domestica

Prunus dulcis

Rosmarinus officinalis

Cistus albidus

X. fastidiosa subsp. multiplex ST81

Mallorca

Polygala myrtifolia
Prunus dulcis

X. fastidiosa subsp. multiplex ST 7

Mallorca

Calicotome spinosa
Cistus mospeliensis
Genista lucida
Polygala myrtifolia
Prunus avium
Prunus dulcis
Rhamnus alaternus
Vitis vinifera
Juglans regia
Teucrium capitatum

X. fastidiosa subsp. fastidiosa ST 1

Mallorca

Nerium oleander
Lavandula angustifolia

Per determinar

Menorca

Ficus carica

Olea europaea var. europaea
Olea europaea var. sylvestris
Prunus dulcis

Polygala myrtifolia
Rosmarinus officinalis
Rhamnus alaternus

Clematis cirrhosa

X. fastidiosa subsp. multiplex ST81

Acacia sp.

Cistus albidus

Lavandula dentata

Olea europaea var. europaea

Eivissa . X. fastidiosa subsp. pauca ST 80
Olea europaea var. sylevestris
Polygala myrtifolia
Prunus dulcis
Rosmarinus officinalis
Eivissa Nerium oleander Per determinar
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1.5.1. Afeccio del bacteri al cultiu de I’ametller (Prunus dulcis) a Mallorca

L'ametller es veu afectat per tres subespécies: fastidiosa, multiplex i pauca (Moller et al., 1974;
Mircetich et al., 1976; Saponari et al., 2013; Elbeaino et al., 2014), provocant la cremada de la
fulla, el que es coneix com ALSD (Almond Leaf Scorch Disease). Aquesta malaltia, va adquirir
importancia a la decada dels 90 a Estats Units, on actualment conviuen amb el bacteri, realitzant
podes, eliminant les males herbes i arrabassant els arbres en funcié a la vida util restant, arribant
a ser d’uns 20-25 anys com a maxim. A Mallorca podem trobar Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa
ST1 i Xylella fastidiosa subsp. multiplex ST81, que afecten a nombrosos camps d’ametller
provocant grans danys.

En base als estudis realitzats en els bancs de germoplasma de Mallorca de la Conselleria de Medi
Ambient, Agricultura i Pesca del Govern de les llles Balears s’han classificat les diferents varietats
d’ametller segons la susceptibilitat a la malaltia (Taula 3 i 4), establint com a no afectades
aquelles amb resultat d’analisi negatiu al laboratori per técnica PCR (Polimerase Chain Reaction);
les poc afectades amb resultats de PCR positives i poca simptomatologia; i les molt afectades
amb PCR positives, presentant molta simptomatologia (Juan, 2018).

Taula 3. Classificacio de les varietats foranies més utilitzades a Mallorca segons |'afeccié en camp de Xylella
fastidiosa. Font: Juan, 2018

Varietats foranies

No afectades Poc afectades Molt afectades
Antofieta Belona Garrigues
Soleta Blanquerna Marcona
Constanti Glorieta
Cristomorto Marta
Moncayo Masbovera
Penta Mardia
Lauranne Guara
Ferragnes Desmayo largueta
Ferraduel
GF-677
Marinada
Tarraco
Vayro
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Taula 4. Classificacio de les varietats autoctones de Mallorca segons I'afeccié en camp de Xylella fastidiosa. Font:

Juan, 2018

Varietats autoctones

No afectades Poc afectades Molt afectades
Beyrita Binissalem Vera Andreu Maxina
Bord penyat Bolic Vivero Alzina Mollar
Cabana Canaleta Agrina Morro de vaca
Cantaros Ceba Bertina Pere Gelabert
Capirons Den Ribes Bord Santa Maria Pintadeta
Costa Den Rotger Bord de Selva Pou Felanitx
Des meus De I'engany Bord des Raiguer Pou
Eivissenc De la trapa Bord Pep Jeroni d’Establiments
Fita Duran Bord den Cabet Pou Gaspar
Horrach Duranet Caragola Poteta
Mare de Deu Feliu Clot de sa mata Primerenca
Pere Xina Fita Mollar Corona Rutlo
Verd Guarin Corona de rei Taitona
Jordi De lavara Torres
Nostro Desmai Victoria Totsol
Pons Dueta Trinxets
Sicilia Fenereta Verdereta
Filau Victoria
Lluca Vinagrillo
Menut Viveta
Vivot

Aguests resultats es poden veure influenciats per una série de factors que afecten a la resposta

de I'ametller a la malaltia (Juan, 2018):

a)
b)
c)
d)

Edat de la planta: major incidencia en plantacions de més de 20 anys.

Reégim hidric: major afeccié en plantacions en seca que en reguiu.

Varietat: major incidéncia en varietats autoctones que en foranies.

Maneig del sol: les plantacions d’ametller associades amb el cultiu de cereal o farratge,
aixi com les que presenten abundant vegetacid adventicia, mostren una major
incidéncia, probablement degut a que actuen de reservori del vector transmissor.

Estat de la plantacid: major incidéncia en plantacions abandonades, sense
manteniment, sense la realitzacié d’accions com la poda, el llaurat, la fertilitzacid, els
tractaments fitosanitaris...

Pel que fa els simptomes en ametllers, la majoria presenten simptomes de clorosi i assecament

dels extrems apicals i els marges de les fulles, podent corbar-les, i evolucionant cap a una seca

generalitzada del fullatge de la copa (Olmo et al., 2017).
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Figura 4. Simptomes de Xylella fastidiosa en les fulles d'ametller. Font: Conselleria d’Agricultura, Pesca i
Alimetacio, CAIB

Aguesta malaltia té un gran impacte a les nostres illes ja que Balears ocupa la segona posicié en
quant a superficie relativa d’ametller dins Espanya, és a dir, la superficie de plantacio en relacid
a la superficie total del territori. Ha provocat la mort de moltes plantacions, sobretot aquelles
abandonades o sense maneig del sol, i I'eliminacié de moltes altres com a conseqiiéncia de les
baixes produccions.

1.5.2. Afeccio del bacteri a vinya (Vitis vinifera) a Mallorca

En els camps de vinya comercial de Mallorca s’ha observat que la incidéncia de la malaltia de
Pierce, causada per Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa ST1, depén de varis factors (Juan, 2018):

a) Varietat: algunes varietats tenen un comportament més sensible a la malaltia que altres.

b) Maneig del sol: la preséncia de cobertes vegetals mal gestionades en primavera
augmenta les possibilitats d’afeccid del bacteri com a consequéncia de les altes
poblacions de vectors.

¢) Preséncia d’inocul en I'ambient: major incidéncia en les vinyes si es troben properes a
plantacions d’ametllers molt afectades.

d) Practica de I'empelt: les varietats autoctones i foranies de vinya, s’han propagat
mitjangant empelt, sense fer una seleccié sanitaria dels ceps.

Els simptomes que provoca X. fastidiosa no sén especifics, ja que sén conseqiiencia del col-lapse
dels vasos conductors que, al obstruir-se, no permeten I'adequada circulacié de la saba,
provocant la necrosis de les fulles i I'assecament dels sarments (Salazar i Lopez-Cortés, 2018).
Els tipics simptomes en vinya sén les “illes verdes” (arees d’epidermis verdes en una tija marro),
necrosis de la fulla en pegats o necrosis marginal y “llumins” (matchsticks), que son els peciols
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qgue romanen adherits a la tija després de que les fulles es caiguin (Purcell 1986, Goheen i
Hopkins 1988, Stevenson et al. 2005). També sdn simptomes la seca de raims i les clorosis i
necrosis marginals de les fulles, amb halos grocs en varietats blanques i vermells en varietats
negres (Olmo et al., 2017) podent provocar fulles corbes cap al revés (Salazar i Lépez-Corteés,
2018), manifestant simptomes diferents depenent de la varietat. Els raims son més curts,
perdent tant flors com baies durant el verolat. Molts dels raims es mustien de forma parcial o
completa. Augmenta l'acidesa a les baies, tinent una maduracié incompleta i una polpa més
endurida. En atacs precocos, els raims es deshidraten i, en atacs més avancats, les baies
s’arruguen, es deshidraten i acaben caient. Les soques es mostren més sensibles a la sequera,
comencen manifestant depressid vegetativa i acaben morint en 3-4 anys, depenent de la
sensibilitat del cultivar, ja que endarrereixen la brotada i fa que les reserves acumulades siguin

molt baixes (Salazar i Lopez-Cortés, 2018).

Figura 5. Simptomes en vinyes amb Pierce's Disease a Mallorca: A) simptomes en fulles, varietat negra, ‘Merlot’,
B) simptomes en fulles, varietat blanca, ‘Chardonnay’, C) 'matchsticks', D) ‘Green islands’, E) Dessecacioé del raim.
Font: Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacid, CAIB.

Dins Espanya, el cultiu de raim a Balears no té importancia ni a nivell de superficie ni a nivell de
produccid, pero si té la seva importancia historica i cultural dins el nostre territori.

1.6. Meétodes de deteccio del bacteri

S’han descrit diversos protocols de PCR, a temps final i a temps real per a la deteccié de Xylella
fastidiosa. Actualment la PCR a temps real constitueix la técnica de major sensibilitat disponible
i que es pot utilitzar tant en mostres vegetals com en els vectors (Lépez et al., 2017).

Les dues PCR en temps real que s’utilitzen en els paisos de la UE, seguint el protocol de la EPPO
(EPPO, 2019), son les descrites per Francis et al. (2006) i Harper et al. (2010; erratum 2013). La
PCR de Francis et al. (2006) té com a seqléncia diana un gen d’una proteina hipotética
conservada, HL, i la mida de I'ampliacié és de 221 parells de bases. En canvi, en la PCR de Harper
et al. (2010; erratum 2013) la seqiiéncia diana es troba localitzada en el gen que codifica la
proteina rimM de processament del ARN ribosomic 16S, fent que la seva sensibilitat sigui major,
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podent aixi detectar quantitats baixes de bacteris que no es poden detectar amb la PCR de
Francis et al. (2006).

També s’han desenvolupat metodes serologics per a detectar aquest bacteri. Es poden utilitzar
al menys dos kits per a ELISA (Sherald i Lei, 1991), que s’han validat per a la seva utilitzacid en
olivera, baladre, ametller, citrics, roure, vinya i altres especies vegetals (Loconsole et al., 2014).
També s’ha desenvolupat una técnica de immunofluorescencia amb fixaciéo en membrana (MEIF,
membrane entrapment immunofluorescence)(Hartung et al., 1994), que es basa en la retencid
dels bacteris en membranes negres de policarbonat de 0,2 um mitjancant la filtracié seqliencial
de I'extracte vegetal i la posterior tincid amb serums especifics. La sensibilitat d’aquestes
tecniques és menor que la de les tecniques moleculars, pero poden ser molt Utils en zones on ja
es troba present la malaltia, ja que permeten processar un gran nombre de mostres amb
rapidesa i a un cost inferior al de les técniques moleculars (Lépez et al., 2017).

L’aillament del bacteri és dificil, ja que requereix la utilitzacié de medis de cultiu especifics (EPPO,
2019) com el PD2 (Davis et al., 1980), BCYE (Wells et al., 1981) i PWG (modificat de Hill i Purcell,
1995), i es recomana utilitzar al menys dos dels medis per a augmentar les possibilitats d’exit
(EPPO, 2019). El creixement del bacteri és molt lent, per la qual cosa és necessari desinfectar
superficialment el material vegetal utilitzat per tal d’evitar el creixement d’organismes saprofits,
de creixement més rapid, que emmascaren el creixement de Xylella fastidiosa (Lopez et al.,
2017).

S’han dissenyat algunes estratégies amb la finalitat d’augmentar les probabilitats d’aconseguir
I'aillament del bacteri, com per exemple, la utilitzacié d’ultrasons que disgreguen les estructures
de biopel-licula que forma el bacteri en els vasos del xilema. En el cas de mostres de vegetals
llenyosos, s’ha utilitzat la impressio directa de seccions de tronc posterior a una lleugera pressié
per a facilitar la sortida del liquid xilematic (Lopez et al., 2017).

El métode més utilitzat per a poder determinar la subespécie de Xylella fastidiosa és I'analisi
MLST basat en I'amplificacid i seqlienciacié en ambdues direccions de set gens de manteniment
(Yuan et al., 2010). Aquests 7 gens codifiquen per a:

- 2-isopropilmalat sintetasa (leuA), amb una mida del producte amplificat de 708 parell
de bases (pb).

- Subunitat C1 de la ubiquinol citrocrom c oxidoreductasa C1 (petC); 533 pb.

- ABC permeasa transportadora de sucres (malF); 730 pb.

- Sintasa del gen sirohem (cysG); 600 pb (excepcions amb 594 pb).

- Subunitat chi del holoenzim DNA polimerasa Il (holC); 379 pb.

- Subunitat NQO12 de la NADH-ubiquinona oxidoredyctasa (nuol); 557 pb (excepcions
amb 527 pb).

- Proteina simportadora del glutamat (g/tT); 654 pb.

Una vegada obtingudes les seqiiencies en ambdues direccions, aquestes han d’alinear-se i
acoblar-se eliminant les seqiiencies dels iniciadors, posteriorment les seqliencies es comparen
mitjancant I'eina d’alienaciod i recerca BLASTN. A cada seqliéncia se li assigna un nombre i la
combinacio d’aquests és la que indica la subespecie i el grup genétic, permetent identificar la
preséncia de recombinacions geneétiques (Coletta-Filho et al., 2017). Per a concretar les relacions

22




Estudi de la susceptibilitat varietal de vinya i ametller a Xylella fastidiosa a Mallorca

filogenetiques entre soques o el seu posicionament de manera més precisa, es procedeix a la
concatenacio dels set gens i el seu analisi filogenétic (MLSA, Multilocus Sequence Aligment).

La determinacid de les subespécies també es pot realitzar en alguns casos mitjancant marcadors
molecular que sén especifics de cada subespécie. Com per exemple en la PCR de Pooler i Hartung
(1995) I'amplificacié d’un fragment de 500 pb indica la presencia de la subespécie pauca, existint
altres protocols de PCR en temps real que permeten fer-ho (Li et al., 2013).
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2. OBIJECTIUS
Tenint en compte la problematica actual que provoca Xylella fastidiosa, en 'assaig es pretén:

- Obtenir aillaments in vitro de distintes soques de Xylella fastidiosa de tot el territori de
les llles Balears.

- Identificar les diferents respostes de tolerancia/susceptibilitat varietal a Xylella
fastidiosa en els cultius de vinya i ametller, mitjangant tant inoculacions en hivernacle
de bioseguritat com observacions en camp de les infeccions naturals de camps de vinya.

- Avaluar el possible efecte del portaempelt com a ‘transmissor’ de la
resisténcia/tolerancia en ametller i en vinya.

- Comprovar si la realitzacié d’empelt amb material infectat pot transmetre el bacteri
Xylella fastidiosa en ametller.
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3. MATERIAL | METODES

Els estudis que requerien inoculacions amb el bacteri es varen realitzar en un hivernacle de
bioseguretat (Figura 6) instal-lat el mes de febrer de 2018 expressament per aquests treballs al
recinte de la Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacio del Govern Balear, a Palma.

Durant les darreres setmanes de I’hivern i les primeres de la primavera del mateix any es va
procedir a la recepcid i col-locacié del material vegetal necessari per a desenvolupar els assajos,
la instal-lacio del reg i I'aplicacié de productes fitosanitaris per minimitzar interferencies amb
altres plagues i malalties.

- L RN ) A3
Figura 6. Hivernacle de bioseguretat utilitzat en I’assaig, a les instal-lacions
de la Conselleria.

3.1. Aillaments

Els aillats del bacteri sén necessaris per a tenir cultius vius en condicions de laboratori i poder
inocular les plantes. A partir de I’'any 2017 s’ha cultivat in vitro el bacteri a partir de diferents
especies vegetals préviament analitzades amb resultat positiu per a la preséncia de X. fastidiosa
per PCR. En aquest assaig, s’ha volgut obtenir una gran quantitat d’aillaments, repartits per la
superficie de les illes per a poder fer un estudi geneétic posterior i per a poder utilitzar-los en
futurs assajos. Per a obtenir aillats de les mostres positives de camp, es seleccionaren fulles
simptomatiques, incloent alguna asimptomatica, fins obtenir un total de 0,5 — 1 g de peciol amb
nervi central (EPPO, 2019). Per exemple, en ametllers, es van utilitzar unes 15 fulles, en ullastre
unes 20 i, en vinya, només 2. Una vegada seleccionades les fulles, es desinfectaren
superficialment amb aigua i sabo (Figura 7), eliminant els restes de sab6 que poden quedar en
les fulles i es van deixar assecar damunt paper de filtre. Una cop seques, es tallaren els peciols i
el nervi central fins a la meitat de la fulla (en vinya i figuera només s’utilitzaren els peciols).

Dins la campana de flux laminar de seguretat biologica de tipus Il, es va continuar amb la
desinfeccié. Primer es passaren les fibres per una solucié de lleixiu al 2% durant 2 minuts.
Posteriorment per alcohol 70° durant 2 minuts més i, a continuacié es realitzaren tres rentades
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amb aigua destil-lada esteril. Un cop desinfectat el
material vegetal, es va deixar assecar a sobre d’un
paper de filtre esteril dins una placa de petri (EPPO,
2019).

En el cas de I'olivera o de l'ullastre, I'extracte es fa
també a partir de la fusta, llevant I'escorga (collint la
part del sistema vascular) de la mostra (Aldrich et al,,
1992).

Per a preparar I'extracte (Figura 8), un cop el material
estava sec, es va introduir el material vegetal dins
bosses amb malla per a la preparacid de extractes
(Bioreba, AG, Suissa) amb 5 mL de PBS i es va triturar
amb ajuda d’'un homogeneitzador Homex6® (Bioreba,
AG, Suissa) i un morter de ceramica. Una vegada
obtingut I'extracte, es van sembrar en plaques,
preferiblement amb medi PWG (també BCYE),
transferint 3 gotes (en triangle) de 10 plL per cada una

Figura 7. Preparacio de la mostra vegetal per
a aillar el bacteri

de les plaques utilitzades, i estenent les gotes per tota

la placa amb una nansa de Driglasky. Una vegada sembrades, es segellaren amb Parafilm®
(Bemis-Amcor, Ziirich, Suissa) i s'incubaren a 28°C dins camera. Es sembraren les plaques amb
la concentracié mare del extracte i amb la dilucié 1/10 d’aquesta, i es deixaren aproximadament
'.' S -: I ‘ un maxim de 28 dies dins camera de cultiu
a 28°C (EPPO, 2019). Normalment
comencgaren a créixer als 10 dies (Chen et

al., 2005).

A mesura que s’anaven obtenit colonies
bacterianes amb morfologia (EPPO, 2019)
compatible amb Xylella fastidiosa es va
comprovar per qPCR (Haper et al., 2010,
erratum 2013) conservant-la dins plaques
de petri. Per a fer-ho, abans de 20 dies des
de l'obtencié de l'aillat, es realitzaren
resembres en triple estria de totes les
mostres amb ajuda d’una nansa de sembra.
En aquest <cas, el medi utilitzat
preferiblement va ser BCYE, obtenint un
total de 3 resembres abans de la seva conservacié a -80°C amb medi PWG liquid i glicerol al 30%

Figura 8. Preparacio de I'extracte i de les plaques de BCYE
per a aillar Xylella fastidiosa.

3.2. Inoculacions

Per a realitzar les inoculacions amb Xylella fastidiosa subs. fastidiosa es va utilitzar el material
vegetal d’ametller (Prunus dulcis) i vinya (Vitis vinifera) que es descriu a les taules que es troben
a continuacié (Taula 5 i 6). Com s’aprecia a les taules, en ambdds casos algunes de les varietats
es combinaren amb diferents patrons o portaempelts. Concretament en el cas de la vinya es va
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disposar de 340 plantes amb 30 combinacions diferents de 19 varietats combinades amb 6
portaempelts. Per la seva part, en ametller el total de plantes va ser de 240 en 20 combinacions

diferents de 10 varietats i 5 peus.

Taula 5. Varietats de vinya i combinacions varietat-peu utilitzades a I'assaig

Varietat Portaempelt

Gorgollassa R-110
Mando R-110
Prensal 161/45
R-110

Argamussa R-110
Gird ros 161/49
R-110

Manto negro R-110
Callet R-110
Vinater Blanc R-110
Mancés R-110
Gir6 Negre R-110
Esperd de Gall R-110
Cabernet R-110
Chardonnay R-110
P-1103

Viura R-140

SO-4

Merlot R-110
Sauvignon Blanc R-110

SO-4

R-110

Syrah 41-B
R-140

R-110

41-B

Tempranillo P-1103
R-140

SO-4

Viognier R-110
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Taula 6. Varietats + peu d'ametller utilitzar a I'assaig

Varietat Portaempelt
Marta GF 677
Vairo GF 677

GF 677

Marinada

GxN
GF 677
Soleta GxN
RP-20
GF 677
Belona
GxN
GF 677
GxN
Avijor
RP-20
RP-40
RP-20
Vialfas
R-R
Isabelona RP-20
GF677
Penta RP-20
GxN
Guara RP-20

Abans de realitzar les inoculacions, de cada una de les plantes, es van collir entre 2 i 10 fulles i
es van analitzar en el laboratori mitjancant PCR per a descartar possibles infeccions pel bacteri
anteriors a la recepcié del material vegetal. Per a realitzar les inoculacions, es va utilitzar I'aillat
XYL 2055/17 pertanyent al ST1 de la subsp. fastidiosa (Gomila et al., 2019) obtingut a I’lany 2017
a partir d’una parra de Vitis vinifera de la varietat ‘Parellada’ de Manacor.

En ambdues espécies vegetals, per cada combinacid varietat+patré es van inocular 12
exemplars: 8 amb el bacteri i 4 només amb PBS (controls).

A finals del mes de maig es van realitzar les inoculacions a vinya, les d’ametller es van realitzar
en dues tandes, una també a finals del mes de maig i una altra a mitjans del mes de juny (Figura
9).

L'inocul va consistir en una suspensié de cél-lules bacterianes a partir de colonies de Xylella
fastidiosa crescudes durant 10 dies en medi BCYE, fins a aconseguir una solucié saturada amb
una concentracid aproximada de 108-10° bacteris per mL de PBS. Es va col-locar una gota de 10
pL de la suspensid del bacteri i un cop en contacte amb la planta, amb ajuda d’una agulla es van
realitzar 5 incisions, travessant la gota, assegurant-se la perforacié fins el sistema vascular de la
planta i afavorint aixi la penetracié dels bacteris (Hill i Purcell, 1995; Almeida et al., 2001; Francis,
et al., 2008; Saponari, et al., 2016; Sanderlin, 2017). Totes les inoculacions es van realitzar per
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duplicat amb una diferéncia aproximada de 15 dies (Wallis i Chen, 2012), per aixi assegurar la
infeccid de la planta, ja que, com diu Almeida (2016) i Lopez et al. (2017), és més important el
nombre d’inoculacions que la concentracié de bacteri. La segona inoculacio es va fer 2 cm per
davall del primer punt d’inoculacié, la majoria, directament a la tija.

Durant tot I'assaig s’han realitzat seguiments visuals de totes les plantes inoculades. Cada 2
setmanes, a partir de la setmana 8 fins a la setmana 16, es va dur a terme un seguiment de la
simptomatologia la vinya, contant el nombre de fulles amb simptomes i assignant un grau de
severitat depenent del nombre de fulles afectades, sent 0 sense fulles simptomatiques, 1 el
menor grau amb 1 o 2 fulles i 5 amb més de 10 fulles amb simptomes (Taula 7). D’aquesta
manera, es va poder aplicar la férmula de Su et al. (2013), on ny és el nombre de plantes amb
grau X de simptomatologia i, N és el nombre total de plantes:

G ng+4-ng+3-n3+2-n,+1-n+ 0-ny)

Figura 9. Procés d’inoculacié. Esquerra: col-locacié de
la gota en ametller. Dreta: Incisions amb agulla en
vinya.

Taula 7. Grau de severitat de Pierce's disease segons el nombre de fulles afectades en hivernacle.

Ne Grau de Severitat
0 0
1-2 1
3-4 2
5-7 3
8-10 4
+10 5

Durant la setmana 12 després de la inoculacié es va comprovar la preséncia de Xylella fastidiosa.
Per tal de fer-ho es van mostrejar fulles de les plantes de vinya, tant de les inoculades com de
les controls no inoculats, collint la fulla nimero 2 i la fulla nimero 5 des del punt de la inoculacid,
podent, d’aquesta manera, observar el moviment del bacteri dins la planta.
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A més de I'’experiment en condicions d’hivernacle, es van recollir dades en camp dels simptomes
de altres varietats de vinya (algunes coincidint amb les estudiades dins I’hivernacle) en diferents
parcel-les de Mallorca infectades de manera natural. En aquestes condicions, es va establir un
distint grau de severitat de la malaltia (Taula 8) depenent del nombre de fulles amb necrosis
marginals, el nombre de sarments afectats, la formacié de ‘matchsticks’, el dessecament de
pampols... Un petit percentatge d’aquestes plantes observades (10%) es van enviar al laboratori
(LOSVIB) per tal d’assegurar-nos de que els simptomes corresponien amb la infeccié per Xylella
fastidiosa.

Taula 8. Graus de severitat de Pierce's disease en camp

Grau Simptomes

0 Sense simptomes
Fulles amb simptomes
‘Matchsticks’
Illes verdes
Dessecacio del raim

AWIN|R

Per a fer-ho es van realitzar recomptes de 7 punts de manera atzarosa dins la parcel-la per cada
una de les varietats, observant els simptomes en 20 plantes de cada un d’aquests 7 blocs, i
establint una mitjana del grau d’afeccid i calculant el percentatge de plantes afectades, d’una
manera similar a la que van utilitzar Madden i Hughes (1995).

De la mateixa manera que es va fer el seguiment de la vinya dins hivernacle, també es va realitzar
amb I'ametller, observant els simptomes en la setmana 12 (16 per als ametllers més grans) i en
la 16 (20 per els demés ametllers) després de la inoculacié. Per a analitzar en PCR, es van
mostrejar les fulles nimero 2 des del punt d’inoculacié de cada una de les répliques, a les 12
setmanes.

Seguint els postulats de Koch, a més dels resultats de les PCR, es va intentar re-aillar el bacteri
de les plantes inoculades, i comprovar que en les plantes control no existia la seva preséencia.

3.3. Transmissié per empelts en ametller

Per a realitzar aquest assaig, es varen utilitzar ametllers de la varietat ‘Vivot’ amb el portaempelt
GF677. Per a fer-ho, es van seleccionar 24
exemplars i, durant el mes de juny, es van
empeltar en escudet (empelt en ‘T’) 16
répliques, mantinent 8 exemplars com a
controls.

Per a realitzar I'empelt, es va col-locar una
gemma del material vegetal infectat per la
subespeécie fastidiosa, que es va obtenir de
dos ametllers de Sa Pobla (XYL 1699/18 i
XYL 1702/18) que es seleccionaren entre
els analitzats al LOSVIB en dates préevies al

Figura 10. Material vegetal utilitzat per a la realitzacio dels
empelts.
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assaig. Posteriorment es va separar I'escorc¢a de |'arbre de I’assaig, es va introduir la gemmai es
van segellar els empelts per a afavorir la unié (Gédmez i Felipe, 1987). Aproximadament
transcorreguda una setmana, es van destapar els empelts i es va tallar el flux de saba principal

per a estimular la brotada de I'empelt.

WA
i
)
y
+
2

Figura 11. Procés de realitzacié dels empelts

Les mostres de fulles per a analitzar en PCR es va recollir aproximadament als 3 mesos a partir
de la realitzacié de I'empelt, utilitzant la mostra també per aillar el bacteri seguint els postulats
de Koch.
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4. RESULTATS
4.1. Aillaments

De totes les mostres que

s’han intentat aillar STy 7 Sl

’ i XYL 186487 s = XYL 1968/18
(n=110), s’han obtingut o XYL2477/28

. . XY/51978718;

50 aillats del bacteri &f{(:g;fi% e
(45,45%) distribuits per XY/L§1979/18

o Y XYL 1981717
tot el territori de les llles XYL 2038/18

Balears, la gran majoria
de Mallorca. Només s’ha

obtingut un aillat

d’Eivissa (de la

subespécie pauca) i tres Figura 12. Distribuci6 dels aillats de Xylella fastidiosa obtinguts a les llles Balears
de Menorca.

D’aquests 50 aillats, 16 mostres van ser enviades al
laboratori de IAS-CSIC, a la Doctora Blanca Landa, per
tal de comprovar la subespecie. Es va fer a partir de
DNA provinent de material vegetal i, en alguns casos,
directament de les colonies. Com es pot veure a la
taula de la pagina seglient (Taula 9), la gran majoria
van resultar ser de la subespécie fastidiosa. De les 3
de Menorca, 2 van ser identificades com a multiplex.
Dels aillaments de la illa de Mallorca, 12 van ser de la
subespecie fastidiosa i només un de multiplex (a
Ametller).

Tot i que s’han aconseguit nombrosos aillaments, és

Figura 13. Aillament de Xylella fastidiosa a PWG
vist en lupa.

tracta d’un bacteri amb un creixement lent i de
aillament i manteniment dificil (Chen et al., 1995). La
gran majoria del aillaments pertanyen a la subespecie fastidiosa podent dir que es més
nombrosa (sobretot a Mallorca) o de més facil aillament, comparant-la amb les altres dues
subespeécies.
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Taula 9. Aillaments realitzats de manera satisfactoria durant I'assaig.

Codi Especie Vegetal Municipi Isla  Subespeécie
XYL 1981/18 Prunus dulcis Algaida Mallorca -
XF 3959/18 Prunus dulcis Binissalem Mallorca -
XYL 1752/17 Prunus dulcis Ciutadella de Menorca Menorca multiplex
XF 3960/18 Prunus dulcis Binissalem Mallorca -
XF 3961/18 Prunus dulcis Binissalem Mallorca -
XYL 2122/18 Prunus dulcis (Vivot) Binissalem Mallorca  fastidiosa
XYl 1981/17 Ficus carica Campos Mallorca -
XYL 2195/18 Vitis (Merlot) Consell Mallorca -
XYL 2177/18 Vitis (Manto Negro) Consell Mallorca -
XYL 2178/18 Vitis Consell Mallorca -
XYL 1732/17 Vitis (Parellada 110 Richter) Felanitx Mallorca  fastidiosa
XYL 2017/18 Prunus dulcis Inca Mallorca fastidiosa
XYL 2018/18 Prunus dulcis Inca Mallorca -
XYL 2055/17 Vitis (Parellada) Manacor Mallorca -
XYL 2093/18 Prunus dulcis Manacor Mallorca fastidiosa
XYL 2144/18 Vitis (Sauvignon Blanc) Manacor Mallorca -
XYL 2151/18 Vitis (Callet) Manacor Mallorca -
XYL 2153/18 Vitis (Callet) Manacor Mallorca -
XYL 1978/18 Prunus dulcis Montuiri Mallorca  fastidiosa
XYL 1979/18 Prunus dulcis Porreres Mallorca -

XYL 203/16 (IVIA 5387.1) Prunus avium Porto Cristo. Manacor Mallorca  fastidiosa
XYL 1699/18 Prunus dulcis Sa Pobla Mallorca fastidiosa
XYL 1700/18 Prunus dulcis Sa Pobla Mallorca fastidiosa
XYL 2014/18 Prunus dulcis Sa Pobla Mallorca -

XYL 2015/18 Prunus dulcis Santa Margalida Mallorca -

XYL 1966/18 Olea europaea var. europaea  Ciutadella de Menorca Menorca multiplex
XYL 1968/18 Olea europaea var. europaea  Ciutadella de Menorca Menorca -

XYL 2016/18 Prunus dulcis Santa Margalida Mallorca  fastidiosa
XYL 1995/18 Vitis Santa Margalida Mallorca -

XYL 1997/18 Vitis Santa Margalida Mallorca -

XF 3962/18 Prunus dulcis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -

XF 3963/18 Prunus dulcis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -

XF 3964/18 Prunus dulcis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -

XYL 2038/18 Olea europaea var. europaea Sant Joan de Labritja Eivissa pauca
XF 3865/18 Prunus dulcis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -

XF 3866/18 Prunus dulcis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -

XYL 1980/18 Prunus dulcis Vilafranca de Bonany Mallorca  fastidiosa
XF 1648/18 Acacia Mallorca -

XYL 2105/18 Prunus dulcis Mallorca -

XYL 2106/18 Prunus dulcis Mallorca -

XYL 2107/18 Prunus dulcis Mallorca -

XYL 2295/18 Prunus dulcis Inca Mallorca -

XYL 2468/18 Prunus dulcis Santa Maria del Cami Mallorca multiplex
XYL 2474/18 Prunus dulcis Sencelles Mallorca fastidiosa
XYL 2475/18 Prunus dulcis Sineu Mallorca fastidiosa
XYL 2477/18 Prunus dulcis Costitx Mallorca -

XYL 2432/18 Vitis (Red globe) Llubi Mallorca -

XYL 2398/18 Vitis (Prensal) Felanitx Mallorca -

XYL 2400/18 Vitis (Callet) Felanitx Mallorca -

XF 3967/18 Vitis Sant Lloreng des Cardassar Mallorca -
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4.2. Inoculacions
4.2.1. Inoculacions en vinya

A vinya, els simptomes varen apareixer aproximadament a les 5-6 setmanes després de

les

inoculacions a les varietats ‘Tempranillo P1103’, ‘Tempranillo R140’ i ‘Gorgollassa R110’. A la
Figura 14 es pot veure I'evolucié de la malaltia des de que van apareixer els primers simptomes.

Figura 14. Evolucié de la malaltia de Pierce en vinya, varietat 'Gorgollassa (R110)', a partir de la setmana
5-6 fins la setmana 16.

Com es pot veure a la taula (Taula 10), la varietat que va presentar simptomes de manera més
primerenca va ser ‘Tempranillo’ amb el peu ‘P1103’ mentre que altres varietats o combinacions
no es veien encara alterades pel bacteri. Encara que va ser la varietat que va mostrar majors
simptomes en un principi, a mesura que van transcérrer les setmanes, altres varietats van
mostrar majors susceptibilitats, com per exemple ‘Gorgollassa R110’ (Figura 14) o ‘Viura SO4’.
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Taula 10. index de severitat i percentatges de positius de les mostres de vinya. Els nombres en verd equivalen a
varietats sense simptomes o amb menors simptomes, mentre que els nombres en vermell equivalen a les varietat
amb majors.

index de Severitat PCR
8 10 12 14 16 12
Setmanes Setmanes Setmanes Setmanes Setmanes | Setmanes
Varietat Patro 31/07 14/08 28/08 11/09 25/09 % Positivos
Mandé R110 0,667 1,111 2,889 3,222 4,556 100
Prensal 161/49 0,500 1,375 2,750 3,625 4,750 100
R110 0,125 0,250 1,500 1,500 2,375 50
Gorgollassa R110 1,000 2,143 4,714 4,857 5,000 100
Gird Negre R110 0 0,125 1,250 2,000 2,250 62,5
Cabernet R110 0 0,125 0,375 0,625 0,875 25
41B 0 0,125 0,625 0,750 0,875 12,5
Syrah R110 0 0,125 1,875 2,500 3,500 100
R140 0,444 0,778 2,111 2,667 2,889 55,56
Viognier R110 0,125 0,125 0,625 1,125 2,250 75
R110 0,250 0,375 0,875 1,250 1,750 25
P1103 1,625 2,333 3,833 4,167 4,167 62,5
Tempranillo S04 0,125 0,625 1,875 2,250 2,375 50
R140 1,250 1,500 2,250 2,375 2,500 50
41B 0,250 0,375 1,125 1,125 1,250 25
Chardonnay R110 0,125 0,500 2,125 2,750 2,625 75
Merlot R110 1,000 2,125 3,500 3,500 3,750 75
) R140 0 0,100 2,600 2,800 3,200 70
(MZ'C‘;Lan) P1103 0,750 1,250 3,875 4,375 4,375 87,5
SO4 0,500 1,500 4,125 4,625 4,750 100
Sauvignon R110 0,875 2,000 3,750 4,750 5,000 100
Blanc S04 0 0 0,500 0,500 0,500 0
Vinater Blanc R110 0,125 0,125 0,500 0,500 1,000 25
Gird Ros R110 0 0,125 0,250 0,250 0,375 0
161/49 0,143 0,143 0,857 1,429 2,286 42,86
ESpg;’l d R0 0125 0,250 0,750 0,750 0,750 12,5
Callet R110 0 0,375 1,500 1,625 2,250 37,5
Mancés R110 0 0 0,250 0,250 0,250 0
Manto Negro R110 0,125 0,250 2,875 3,000 3,750 75
Argamussa R110 0 0,125 0,625 0,625 1,625 50

El 89% de les plantes simptomatiques van donar positiu a les PCRs durant la setmana 12, mentre
gue només un 0,8% (12 plantes) de les plantes asimptomatiques van donar positiu als analisi,
semblant que I'observacié de simptomes és un bon indicatiu de la infeccié pel bacteri.
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Els resultats de les PCRs coincideixen amb els graus de severitat de la malaltia, sent ‘Mandé
(R110), ‘Prensal (161/49)’, ‘Gorgollassa (R110)’, ‘Syrah (R110)’, ‘Viura (SO4)’ i ‘Sauvignon Blanc
(R110)’ les varietats amb major nombre de plantes infectades (100%); i ‘Sauvignon Blanc (SO4)’,
‘Gird Ros (R110)" i ‘Mancés (R110)’ les varietats que menys es van infectar (0%). Es va realitzar
una comprovacio del grau de correlacié (Spearman) amb el programa estadistic RStudio,
comprovant que existeix una correlacid positiva entre la incidencia de la malaltia, és a dir, els
simptomes observats a les plantes, i el resultat del laboratori (0,81).

Mitjancant un analisi estadistic, després de comprovar que les dades no seguien una distribucio
normal, es va realitzar un model lineal generalitzat (GLM) demostrant que el model que millor
descriu la severitat és aquell que contempla la combinacié de cultivar i peu més el temps de la
inoculacid. Per tant, per a poder arribar a uns resultats fiables sempre es tindra en compte la
combinacio cultivar-portaempelt, sense poder estudiar-los per separat. De la mateixa manera,
el temps també afecta al resultat, per tant, les dades que s’utilitzaran seran de la mateixa
setmana (setmana 14), sempre hi quant no s’indiqui el contrari.

Es demostra que existeixen diferéncies significatives en quant a les setmanes, sense trobar-ne a
la setmana 8 (p=0,104). El temps posterior a la inoculacio té un efecte significatiu, la severitat
de laincidencia augmenta amb el temps, des de que no mostrava diferéncies significatives entre
les combinacions de varietats i portaempelts a la setmana 8, fins a grans diferéncies a la setmana
14 i 16 després de la inoculacio.

S’ha de destacar que el peu utilitzat pareix influir en gran mesura en el comportament de la
planta, observant-se en moltes varietats, perd en major mesura en la varietat ‘Sauvignon Blanc’,
en la qual el peu ‘SO4’ pareix conferir-li tolerancia o resistencia, mentre que el peu ‘R110’ li
aporta gran susceptibilitat al bacteri. Si ens centrem només amb el peu, mitjangant el test
estadistic Kruskal-Wallis i amb la comparacié post-hoc del test de Tuckey, podem afirmar que
existeixen diferéencies significatives entre ells dins una mateixa varietat en quant a nombre de
fulles afectades (severitat), encara que no s’han realitzat el mateix nombre d’assajos amb tots
ells i no en totes les varietats mostren diferéncies significatives. Per exemple, el peu P1103
sembla que té un comportament diferent a tots els demés peus a totes les varietats.

La varietat que que s’ha combinat amb major nombre de peus és ‘Tempranillo’, que dels 6 peus,
es combina amb 5 (a excepcié de 161/49). En el cas de les diferéncies entre peus només es
troben a la setmana 10 (p=0,0299), mentre que a la setmana 12 (p=0,085) i 14 (p=0,165), no
mostren diferencies significatives. Es comprova que el peu que li confereix una major
susceptibilitat és el peu P1103, seguida del peu R140, mentre que els que menys susceptibilitat
mostren son els peus R110i 41B, tot i que a setmanes més avancades de la malaltia no mostren
diferéncies significatives.

En el cas de ‘Viura’, que es combina amb els peus P1103, R140 i SO4, mostra diferéencies
significatives a la setmana 14 entre els peus P1103 i R140 (p=0,012), pero no entre P1103 i R140,
ni entre R140 i SO4, essent el peu P1103 aquell que major susceptibilitat aporta i el R140 el que
més tolerancia mostra en combinacié amb aquesta varietat.

En el cas de ‘Sauvignon Blanc’, com ja hem comentat amb anterioritat, és veu clarament I'efecte
del peu, ja que el peu R110 mostra una major susceptibilitat que el peu SO4 (p=0,000063).
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Tot i que els peus sembla que tenen un efecte similar a les varietats no en totes es demostra, ja
que per exemple les varietats ‘Gird ros’ i ‘Prensal’ es combinen amb els mateixos peus 161/49 i
R110, pero en el cas de ‘Gird ros’ no mostren diferéncies significatives (p=0,37), mentre que en
la varietat ‘Prensal’ el peu 161/49 li confereix una major susceptibilitat (p=0,013) que el peu
R110.

En algunes varietats, com per exemple ‘Syrah’ no es veu |'efecte del peu, ja que cap dels treus
peus assetjats (R110, 41B i R140) mostren diferéncies significatives entre ells (p=0,075).

Encara que no es poden establir les suficients diferencies entre ells, ja que tenen un
comportament diferent en funcid de la varietat assetjada, veiem que el peu P1103 és aquell que
mostra una major susceptibilitat amb les varietats utilitzades i que el peu 41B pareix conferir
major tolerancia, mentre que els demés peus (R110, R140, 161/49 i SO4) varien en gran mesura
segons la varietat, per la qual cosa no es poden classificar en un grup clar.

Si passem a comparar les combinacions de varietats i portaempelts, com es pot observar a la
seglient figura (Figura 15), no existeixen moltes diferéncies entre aquestes, per la qual cosa, la
majoria de les varietats no mostren diferéncies significatives entre elles, fent que sigui dificil la
seva classificacio.
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ViraRid0{  —] | |
VioraP-11037  * :D
Viognier R-110 I:I:'—
Vinater Blanc R-110 1 |:| . .
Temprenilo 8049 | | —
TempraniloR1407 | | ——
Tempranillo R-110 li .
Tempranillo P-11031 —:I—
Temprznilo 41-8 1 |:| . .
syahR140q | [ ——
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0 10 20
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Figura 15. Nombre de fulles afectades (severitat) segons la combinacié de varietat-peu durant la setmana 14
després de la inoculacio. Les caixes delimiten el primer i tercer quartil (representen el 50% de les dades centrals),
dins de la caixa la linia indica on es troba la mitjana (segon quartil). Les linies horitzontals representen el rangs
maxim i minim de les dades. Els punts representen els valors atipics o extrems, que no compleixen amb els
requisits d’heterogeneitat de les dades.

A partir de les dades obtingudes, es fa una classificacié estimada de la susceptibilitat de les
combinacions varietats-portaempelt (Taula 11), ja que es veu que les varietats ‘Gorgollassa
R110’ i Viura’ (en combinacié amb els peus P1103 i SO4) es comporten com a més susceptibles
sense mostrar diferencies significatives entre elles, pero si amb les varietats ‘Argamussa R110’,
‘Cabernet R110’, ‘Esperd de Gall R110’, ‘Giré Ros R110’ i ‘Mancés R110’. També es veuen
diferencies significatives entre ‘Gorgollassa R110’ i les varietats ‘Sauvignon Blanc SO4’ i ‘Syrah
41B’, mentre que no es veuen diferéncies significatives entre les demés varietats. D’aquesta
manera la gran part de les combinacions es classifiquen com a mitjanament susceptibles, ja que
no mostren diferéncies significatives amb les combinacions de varietats-portaempelts
classificades com a més susceptibles ni amb les menys susceptibles.
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Taula 11. Classificacid segons la susceptibilitat a Xylella fastidiosa de les combinacions de varietat-portaempelt
de vinya segons el nombre de fulles amb simptomes.

Més susceptibles  Mitjanament susceptibles Menys susceptibles

Gorgollassa R110 Mandé R110 Argamussa R110
Viura P1103 Prensal 161/49 Cabernet R110
Viura SO4 Prensal R110 Esperd de Gall R110
Gird Ros 161/49 Gir6o Ros R110
Manto Negro R110 Mancés R110
Callet R110 Syrah 41B
Gird Negre R110 Sauvignon Blanc SO4
Chardonnay R110 Vinater Blanc R110
Viura R140
Merlot R110

Sauvignon Blanc R110
Sauvignon Blanc SO4
Syrah R110
Syrah R140
Tempranillo R110
Tempranillo 41B
Tempranillo P1103
Tempranillo R140
Tempranillo SO4
Viognier R110

També podem comprovar la susceptibilitat segons la varietat totes elles amb el peu R110, ja que
de les 19 varietats s’utilitza a 18 d’elles. Només es queda fora de I’analisi la varietat ‘Viura’, que
s’ha combinat amb els peus P1103, R140i SOA4.

Si comparem totes les varietats amb el peu R110 podem observar que les varietats que es
comporten com a més susceptibles sén les varietats ‘Gorgollassa’ i ‘Sauvignon Blanc’, mostrant
diferéncies significatives amb aquelles classificades com a menys susceptibles, i sense mostrar
diferéncies amb les mitjanament susceptibles (Taula 12). La classificacié és molt similar a la
mostrada amb les combinacions de varietat-portaempelt, només varia la classificacio de les
varietats ‘Sauvignon Blanc’, que comparant-la només amb les varietats amb el peu R110 passa
a ser més susceptible; i de ‘Viognier’ i ‘Tempranillo’, que passen a ser menys susceptibles.

Taula 12. Classificacioé segons la susceptibilitat a Xylella fastidiosa de les varietats de vinya segons el nombre de
fulles amb simptomes amb el peu R110.

Més susceptibles  Mitjanament susceptibles Menys susceptibles

Gorgollassa Mandé Argamussa
Sauvignon Blanc Prensal Cabernet
Manto Negro Esperd de Gall
Callet Gird Ros
Gird Negre Mancés
Chardonnay Vinater Blanc
Merlot Tempranillo
Syrah
Viognier

39




Estudi de la susceptibilitat varietal de vinya i ametller a Xylella fastidiosa a Mallorca

En el cas de les varietats menys susceptibles son aquelles que mostren diferencies significatives
amb les varietats més susceptibles (‘Gorgollassa’ i ‘Sauvignon Blanc’), a excepcid de les tres
darreres varietats ‘Tempranillo’, ‘Syrah’ i ‘Viognier’, que només mostren diferéncies
significatives amb la varietat ‘Gorgollassa’.

Si comparem altres varietats combinades amb altres peus, en el cas de 41B que es combina amb
‘Syrah’ i ‘Tempranillo’ no es veu diferéncies significatives entre les varietats (p=89), de la mateixa
manera que passa amb el peu R110.

Amb el peu 161/49 es combinen les varietats ‘Prensal’ i ‘Gird ros’, que, de la mateixa manera
que ocorre amb el peu R110, mostra diferencies significatives entre varietats (p=0,014), essent
‘Gird ros’ la varietat amb menor incidencia de la malaltia.

Pel que fa al peu P1103, combinat amb les varietats ‘Viura’ i ‘Tempranillo’, podem veure que
existeixen diferéncies significatives (p=0,036), essent la varietat ‘Viura’ més susceptible que
‘Tempranillo’.

Si observem el comportament de les tres varietats combinades amb el peu SO4 (‘Sauvignon
Blanc’, ‘Tempranillo’ i ‘Viura’), veiem que existeixen diferéncies significatives entre ‘Sauvignon
Blanc’ i ‘Viura’ (p=0,0033), pero no entre ‘Tempranillo’ i aquestes.

Per acabar, podem veure que no es troben diferéencies significatives (p=0,94) entre les varietats
‘Syrah’, ‘Tempranillo’ i ‘Viura’, amb el peu R140. Cosa que no succeeix amb les varietats
‘Tempranillo’ i ‘Syrah’ amb el peu P1103.

Si dividim les varietats assetjades segons el tipus de raim (Taula 13), és a dir, blanc o negre,
segons el test de Wilcox (demostrant que les variancies sén iguals als dos grups — test de Fligher-
Killen p-value=0.89) podem veure que no existeix diferencia entre els resultats en quant a
severitat dins les plantes de I’hivernacle (p=0.995), és a dir, el comportament de les varietats
blanques no és diferent del de les varietats negres.

Taula 13. Classificacié de les varietats assatjades segons els tipus de raim.

Varietats Blanques Varietats Negres
Argamussa Cabernet
Chardonnay Callet

Gird Ros Esperd de Gall
Prensal Gird Negre
Sauvignon Blanc Gorgollassa
Vinater Blanc Mancés
Viognier Mandd
Viura Manto Negro
Merlot
Syrah
Tempranillo

Durant la setmana 12 es va comprovar el nombre de fulles amb simptomes tant de manera
apical com de manera basal des del punt d’inoculacid, comprovant el moviment del bacteri dins
la planta (Taula 14).
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Taula 14. Nombre de fulles afectades per damunt (blau) i per a baix (vermell) del punt d'inoculacié durant la
setmana 12 després de la inoculacié.

N2 de fulles afectades per réplica

1 2 3 4 5 6 10 12
Varietat Peu 0 2 20 I N I o 20 R 2 I 0 R N O R T
Mandé R110 2/ 0|/ 6| 0] 6] 1| 4/1] 61| 5|0]5]|]3|]4]|1
Prensal 161/49| 2| 0| 3| 1| 4| 2| 4| 3| 5| 2| 4| 2| 5| 5| 5| 2
Prensal R110 5/0| 1] 3] 4]/ 6| 0]0] 3/1|0/0]0]0]O0]1
Gorgollassa R110 |11 | 7| 7]11| 7| 2[18| 2| 8| 1]|13]| 2 12
Gir6 Negre R110 0O 0| 4/ 0| 0] O| O] O] 8| O 0] 0] 9|1
Cabernet R110 0| 0| 0| O] 0OJ]O] 2] 0| O| O] 4/0|l]0|0]O0]O
Syrah 41B oj0| 0|1/ 0/0)J0O0|JO|]O|O[10jO|]O0[O]O]O
Syrah R110 4/ 0| 0| Ol 3/ 0] 4]/0|] 3]0 2[0|5|[0|]5]0
Syrah R140 72| 8, 0] 0|0|] 3/ 0] 0|O)] 8 0]|10] 4] 0[O0 O
Viognier R110 0| 0| Ol O] OJO] 3|]0| 1|0 13 0
Tempranillo R110 7/0/ 7] 1] 0|0 0|]0]O0]O|]O0|J]O]O]JO]O]O
Tempranillo P1103 |12 | 4| 8| 1|12]| 3 6| 3(10| 3
Tempranillo S04 0| 0| 5/ 2| 0/0]0|]0O|] 7]0]O0f0O 10| 1| 7
Tempranillo R140 9| 6| 0| O| 8/ 5 0[O0 O| O| 5|2] 0]0| 9|2
Tempranillo 418 o| 0| of 0] 0OJ]O] O|]O| 8/1| 7|2| 0/0|] O0]O
Chardonnay R110 0| 0| 4/ 1| 4/ 1) 0]0|] 0|0 5[0|] 6|1 16
Merlot R110 9| 2(12| 4| 0| 0|14 2| 7| 3| 0| 0|14 6| 8| 1
Viura R140 0| 0|14| 4| 3| 1] 5|0 7|1]0f[0| 6]2]7]2]|0 9
Viura P1103 | 5| 4| 0| O| 8| 3| 4| 1| 8| 1)11] 1|18| 1[{19(| O
Viura S04 12| 1])10| 0| 8| O| 5[ 5| 5| 1]12| 1| 6| 0[{13| O
Sauvignon Blanc | R110 6| 1| 4| 1( 5| 9( 5|/ 0| 5] 0 9| 1| 8| 2(13]| 2
Sauvignon Blanc | SO4 1({0| 1f{ 0] 0| 1| 1| 0| O O] O] O] O] O] Of O
Vinater Blanc R110 0| 0| 0| O] 5/0]0/]0]0|0[O][]O|]O0J]O0]O0]1
Gird Ros R110 0| 0| 2|0/ 0/O)JO]JO|]1|0[O][]O|]O0JO]O]O
Gir6 Ros 161/49 3/ 0] 50/ 0]0]1]O0 0/ 0|l 0JO] O
Esperé de Gall | R110 0| 0| 0Ol 0] OJ]O] O|O|25] 1] 1|0
Callet R110 0| 0| 1| 0] 0| O 0| 0| 0| O] 0] 0|12| 4] 5
Mancés R110 0| 0| 2|/ 0/l 0|1]0]O 0/ 0|l 0JO] O 0
Manto Negro R110 8/ 0| 8/ 010 1| 2| 4| 3| 0[5/6|]0[/0]O0]O
Argamussa R110 21| 0| O O| O] 0| O] O] O] OO 2| 1| 1| O

El test de Wilcox mostra que existeixen diferéncies significatives en quant al moviment del
bacteri dins la planta (p-value=1,17-101), ja que en el moviment apical es veu una mitja de 2,75

fulles més afectades que en el moviment basal.




Estudi de la susceptibilitat varietal de vinya i ametller a Xylella fastidiosa a Mallorca

4.2.2. Vinya en condicions de camp

Per tal d’establir una classificacid de varietats en condicions naturals, sense inoculacio for¢ada,

es van observar unes 10200 plantes de 17 camps diferents, repartits pel territori de Mallorca,

només 2 d’ells amb maneig de cultiu ecologic.

Com s’observa a les taules seglients (Taula 15.1i15.2) les varietats responen de diferent manera

segons la localitzacié de la parcel-la, depenent de les seves condicions ambientals i del seu
voltant. També s’ha vist que una mateixa varietat tractada de manera ecologica, com per
exemple la varietat ‘Callet’ de dues parcel-les properes de Felanitx, mostra una major

susceptibilitat en el tractament ecologic; o ‘Cabernet sauvignon’ que de tres parcel-les de

Binissalem les que pareixen tenir major tolerancia al bacteri sén les que tenen un maneig

convencional. Aixo pot ser degut al maneig del cultiu amb un menor nombre de tractaments

fitosanitaris i al maneig de la coberta vegetal que si no s’elimina pot actuar com a reservori dels

vectors.
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Taula 15.1. Percentatge d’incidéncia i mitjana del grau de severitat de la malaltia de Pierce en camp en diferents

municipis de Mallorca. Las parcel-les Felanitx 1 i Binissalem 3 sén parcel-les d’agricultura ecologica. El percentatge

d'incidéncia s'expressa com el nombre de plantes afectades amb qualsevol grau d’afeccié.

Varietat Municipi Grau Severitat % Incidencia
Binissalem 1 0,014 0,71
Gorgollassa Consell 0,221 14,29
Santa 2,779 95,71
Manacor 2 1,372 50
Felanitx 1 1,325 55,1
Callet Felanitx 2 0,407 20,71
Santa 1,65 77,86
Consell 0,393 27,86
Binissalem 1 1,65 3,57
Manacor 2 1,521 82,14
Consell 1,5 77,14
Felanitx 1 1,029 47,86
h Santa 0,993 53,57
Syra Sencelles 0,114 7,143
Pollenca 0 0
Petra 0 0
Llucmajor 0,014 1,43
Algaida 0,1 6,43
Binissalem 1 0,114 4,29
Consell 0 0
Santa 0,771 38,57
Prensal (Moll) =5 i 0,021 1,43
Santa Maria 0,15 8,57
Algaida 0,057 4,29
Binissalem 1 0,771 2,86
Manacor 1 0,057 2,86
Consell 0,029 2,14
h Felanitx 1 0,283 13,87
Chardonnay Sencelles 0,05 2,857
Pollenca 0 0
Llucmajor 0,007 0,71
Son Servera 0,271 19,29
Binissalem 1 0,05 0,71
Binissalem 2 0,007 30,71
Binissalem 3 0,564 59,29
Consell 0,45 32,14
b . Felanitx 2 0,186 8,57
Cabernet Sauvignon —c . Colles 0,307 15,71
Porreres 0,014 1,43
Santa Maria 0,021 2,14
Petra 0 0
Son Servera 0,564 27,14
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Taula 15.2. Percentatge d’incidéncia i mitjana del grau de severitat de la malaltia de Pierce en camp en diferents
municipis de Mallorca. Las parcel-les Felanitx 1 i Binissalem 3 sén parcel-les d’agricultura ecologica. El percentatge
d'incidéncia s'expressa com el nombre de plantes afectades amb qualsevol grau d’afeccié.

Varietat Municipi Grau Severitat % Incidencia
Viura Felanitx 2 0,4 14,29
Sencelles 0,946 48,72
Son Servera 1,914 77,14
Merlot Binissalem 1 0,946 2,86
Sencelles 0,057 2,86
Pollenca 0 0
Petra 0 0
Porreres 0 0
Llucmajor 0 0
Tempranillo Binissalem 1 0,064 2,14
Petra 0 0
Manto Negro Binissalem 1 0,057 2,14
Binissalem 3 0,036 56,43
Consell 0,014 1,43
Sencelles 0,05 2,857
Santa Maria 0,071 6,43
Algaida 0,036 2,86
Parellada Manacor 1 2,1 98,57
Sauvignon Blanc Manacor 1 1,129 54,29
Pollenca 0 0
Llucmajor 0 0
Giré Manacor 2 1,482 72,14
Algaida 0,014 1,43
Giro Ros Llucmajor 0 0
Moscatell Felanitx 2 0,071 3,57
Petra 0 0
Viognier Consell 0,807 46,43
Santa Maria 0 0
Petra 0,036 2,14
Algaida 0,029 2,14
Malvasia Llucmajor 0,007 0,71
Muscat Son Servera 0,371 27,29
Reisling Algaida 0,036 2,14

La variable camp es comporta com a variable aleatoria, ja que la incidéncia de la malaltia és

significativament diferents entre ells.
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Podem fer una classificacio de les varietats segons la susceptibilitat mostrada a camp (Taula 16),

trobant diferencies significatives entre aquelles més susceptibles (‘Gorgollassa’, ‘Callet’, ‘Viura’

i ‘Parellada’) i les menys susceptibles.

Taula 16. Classificacio de les varietats de vinya en condicions naturals segons el seu grau de susceptibilitat.

Més susceptibles  Mitjanament susceptibles

Menys susceptibles

Gorgollassa Syrah Merlot
Callet Sauvignon Blanc Moscatell
Macabeu (Viura) Viognier Rielsing
Parellada Muscat Tempranillo
Cabernet Sauvignon Malvasia
Gird Negre Chardonnay
Manto Negro
Prensal
Gird Ros
Si ens centrem en comprar els resultats dels Incidéncia

camps segons el maneig de cultiu, agricultura
ecologica o convencional (Figura 16), segons
la correlaci6 de Spearman, el grau de
severitat esta altament correlacionat amb el
percentatge d’incidencia de manera positiva
(0.91). Tot i aix0, amb el test de Kruskal-
Wallis, no es troben diferencies significatives
entre el grau de severitat de les plantes
tractades amb agricultura convencional o
amb agricultura ecologica (p-value=0,11).
Pero si que difereixen en quant a percentatge
d’incidéncia  (p-value=0,01), essent |Ia
incidencia major en agricultura ecologica
(46,51%) que en agricultura convencional
(17,14%).

De totes maneres, és dificil arribar a unes
conclusions fiables si el nombre de camps
amb agricultura ecologica és molt menor que
els que es dediquen a [Iagricultura
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Tipus d'Agricultura
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Ecoldgica

Figura 16. Distribucié dels percentatges d'incidéncia segons
el métode de cultiu. Les caixes delimiten el primer i tercer
quartil (representen el 50% de les dades centrals), dins de la
caixa la linia indica on es troba la mitjana (segon quartil). Les
linies verticals representen el rangs maxim i minim de les
dades. Els punts representen els valors atipics o extrems,
que no compleixen amb els requisits d’heterogeneitat de les

dades.

convencional, per la qual cosa, seria convenient realitzar més observacions en camps amb

maneig del sol de manera ecologica.
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Per acabar amb I'assaig de vinya, si comparem el percentatge d’incidéncia segons el tipus de

raim, blan o negre (Figura 17), es comprova que, de la mateixa manera que passa en condicions

d’hivernacle, no hi ha diferencies significatives en quant a percentatge d’incidéncia de varietats

blanques i negres (p-value=0,86), mentre que les varietats blanques tenen un percentatge

d’incidéncia mitja del 15,46%, les varietats negres el tenen de 21,66%, només un 6,2% més que

les varietats blanques.

% Incidéncia

80 100
I

60
1

oo

% Incidéncia

40
1

Blanc Negre

Tipus de raim

Figura 17. Distribucio del percentatje d'incidéncia de la
malaltia, segons els tipus de raim. Les caixes delimiten el
primer i tercer quartil (representen el 50% de les dades
centrals), dins de la caixa la linia indica on es troba la
mitjana (segon quartil). Les linies verticals representen el
rangs maxim i minim de les dades. Els punts representen els
valors atipics o extrems, que no compleixen amb els
requisits d’heterogeneitat de les dades.
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4.2.3. Inoculacions en ametllers

Pel que fa a les inoculacions dels ametllers, trobem els resultats en la segiient taula (Taula 17).
Només 9 de les plantes inoculades de totes les combinacions (n=160) han donat resultats
positius, resultant I'assaig de poca rellevancia. Aixi i tot, es veu que la varietat d’ametller que ha
presentat majors simptomes ha estat la ‘Penta’ o ‘Pentacebas’ amb el peu ‘G x N amb un 75%
de positius. Seguida de la mateixa varietat amb el peu ‘RP-20’, ‘Soleta (RP-20)’ i ‘Marinada
(GF677). Es pot veure una diferéncia en la utilitzacié de distints portaempelts, que mostren una
diferéncia en quant a susceptibilitat dins una mateixa varietat.

Taula 17. Nombre i percentatge de positius mitjangant PCR de les combinacions varietats-portaempelt d'ametller.

Varietat Peu N2 Positius % Positius
Marta GF 677 0 0
Vairo GF 677 0 0

Marinada GF 677 1 12,5

GxN 0 0

GF 677 0 0

Soleta GxN 0 0
RP-20 1 12,5

Belona GF 677 0 0
GxN 0 0

GF 677 0 0

Avijor GxN 0 0
RP-20 0 0

RP-40 0 0

Vialfas RP-20 0 0
R-R 0 0

Isabelona RP-20 0 0
GF 677 0 0

Penta RP-20 1 12,5
GxN 6 75

Guara RP-20 0 0

Encara que amb els resultats obtinguts no tenim informacié suficient per a establir una
classificacid, en una primera estimacio, aquesta quedaria de la seglient manera:

- Penta GxN: combinacié de varietat-peu més susceptible

- Penta RP20, Soleta RP20 i Marinada GF677: com a combinacions mitjanament
susceptibles.

- La resta de combinacions com a poc susceptibles, ja que no s’ha obtingut cap
resultat de les inoculacions.

L’afeccié no mostra diferencies significatives en cap varietat (p=0,48), peu (0,54) o combinacié
(p=0,061), ja que la majoria de les plantes mostraven simptomes que no indicaven una infeccié
per Xylella fastidiosa, pero es poden confondre facilment amb els simptomes causats per altres
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factors biotics o abiotics, com altres patogens, estresos ambientals, deficiencies d’aigua,
salinitat, contaminants de I'aire, problemes nutricionals, cremades del sol... (Landa et al., 2017).
Només es troben diferéncies significatives entre la varietat ‘Pentacebas’ i la varietat ‘Avijor’
(p=0,0016). Els resultats indiquen que la varietat més susceptible a n’aquest assaig ha estat
‘Pentacebas’ i la menys susceptible ‘Avijor’, ja que no ha mostrat cap resultat positiu a cap dels
4 peus utilitzats. Tot i que altres varietats tampoc no han mostrat resultats positius, no s’han
utilitzat el mateix nombre de plantes, ja que el nombre de peus assajat no ha estat el mateix.

Amb la proba de Kruskal-Wallis, les varietats no mostren diferéncies significatives en quant a
simptomes observats, perod si en quant a resultats de les PCRs (p-value = 3,97-107). A la Figura
18 es pot veure la quantitat de valors atipics i de plantes amb simptomes que no coincideixen
amb els resultats obtinguts amb les PCRs.

Segons la correlacié de Spearman per a mostres amb distribucié no normal, la correlacié entre
I’afeccid o els simptomes observats es de 0,38, un valor baix pero positiu, aixo es deu a que els
simptomes provocats pel bacteri no sén especifics i es poden confondre facilment amb
simptomes d’estres de la planta, com per exemple per la falta d’aigua o d’alguna caréncia
nutricional, com també es poden veure afectats per fongs o altres plagues o malalties, com s’ha
comentat anteriorment.

Els resultats son insuficients per arribar a unes conclusions fiables, ja que amb la majoria de les
varietats no s’ha obtingut a cap resultat. De totes maneres, el model que millor defineix I'afeccié
i els resultats obtinguts, és la combinacié de varietat i peu.
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Vialfas RP20

Vialfas R-R A

Wairo GFETY

Soleta RP20 1

Soleta GxM A

Pentacebas RP20

Pentacebas GxM

Marta GFG77 -

Marinada GxM -

Marinada GFG77
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Guara RP20 1
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Avijor RP40
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Figura 18. Nombre de fulles amb simptomes (Afeccid), segons la combinacié de varietat i peu d'ametller. Les
caixes delimiten el primer i tercer quartil (representen el 50% de les dades centrals), dins de la caixa la linia indica
on es troba la mitjana (segon quartil). Les linies verticals representen el rangs maxim i minim de les dades. Els

punts representen els valors atipics o extrems, que no compleixen amb els requisits d’heterogeneitat de les
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4.3. Transmissio per empelts

Com es pot veure a la Taula 18 el percentatge d’éxit dels empelts va ser proper al 70%. Aixi i tot
alguns dels brots joves van agafar més forca que altres, per tant, mentre que en alguns ametllers
ja trobaven algunes fulles idonies per a mostrejar, altres arbres només presentaven fulles joves
(Figura 19), no indicades per al mostreig per la baixa o nul-la concentracié del bacteri (EPPO,
2019). Podent ser una de les raons per les quals només un 15% dels arbres empeltats van donar
positius, és a dir, només dos de 13 brotats.

Taula 18. Nombre i percentatge d'empelts brotats i de empelts positius a PCR damunt ‘Vivot (GF 677)’.

Arbres estudi 24
Arbres empeltats 16
(mostra positiva)

Arbres brotats 13

% Brotats 68,75
Positius PCR 2

% Positius PCR 15,38

Figura 19. Evolucié dels empelts. Primera fotografia: brots dels empelts dia 13/07/18. Segona i tercera fotografia:
diferéncia entre les brots dia 11/09/18.
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5. DISCUSSIO
5.1. Inoculacions en vinya

Els simptomes apareguts a les plantes de vinya han variat depenent del cultivar, pero
coincideixen amb els descrits a la bibliografia consultada, per exemple en varietats tintes com la
‘Gorgollassa’ la fulla ha mostrat molta més proporcié de color porpra que en altres cultivars, i
les varietats blanques presentaven les fulles més groguenques. Pel que fa als simptomes més
caracteristics, com la necrosis marginal de les fulles i les fulles clorotiques, la caiguda de les fulles
amb els peciols encara fixats a la tija (‘matchsticks’) (Pierce, 1982; Hopkins i Purcell, 2002), s’han
observat a totes les varietats. No s’han observat simptomes més avangats com la mort de la
planta com a conseqiiencia de la infeccié (Thorne et al., 2006), ni la curacié de les vinyes durant
I’hivern o mitjangant la poda com ho fan a California (Feil, 2002), ja que els resultats es basen en
I’observacié de només un any.

Si comparem els resultats obtinguts en condicions de camp (encara que no es sap amb certesa
el peu utilitzat) amb els resultats dins I'hivernacle, veiem que moltes de les varietats es
comporten de la mateixa manera, com per exemple les varietats ‘Viura’ i ‘Gorgollassa’ que es
comporten com a varietats molt susceptibles; Giré6 Ros’ que té un comportament poc
susceptible; o ‘Sauvignon Blanc’ i ‘Gir6 Negre’ que es comporten com a mitjanament
susceptibles. La varietat ‘Syrah’ es troba en el cas de I'assaig en condicions d’hivernacle entre
susceptibilitat mitjana i baixa, pero en el cas de la combinacié amb el peu R110, que es aquell
que més s’utilitza a camp, es troba a susceptibilitat mitjana, per tant pareix coincidir amb el
resultat de camp. Altres varietats no coincideixen amb els resultats a hivernacle, com ‘Cabernet
Sauvignon’ que en el cas de condicions controlades es comporta com a poc susceptible; i les
varietats ‘Chardonnay’, ‘Manto Negro’ i ‘Prensal’, passen de ser poc susceptibles a camp a
mitjanament susceptibles amb inoculacions forcades. Aixi hi tot, els resultats no varien molt de
I’assaig en condicions controlades dins hivernacle.

Segons Salazar i Lopez (2018), investigadors de valéncia, les varietats més sensibles son
‘Chardonnay’, ‘Garnatxa’, ‘Monastrell’, ‘Cabernet’, ‘Merlot’, ‘Viura’, ‘Viognier’, ‘Moscatell’ i
‘Malvasia’. Només quatre d’aquestes varietats no s’han estudiat a n"aquest assaig (‘Garnatxa’,
‘Monastrell’, ‘Moscatell’ i ‘Malvasia’) de les altres cinc varietats els resultats pareixen coincidir
en quatre d’elles (‘Chardonnay’, ‘Merlot’, ‘Viura’ i ‘Viognier’), presentant percentatges majors al
70% de positius. De fet, a les nostres classificacions ‘Viura’ és aquella que major susceptibilitat
presenta, classificant-la com a molt susceptible, mentre que ‘Chardonnay’, ‘Merlot’ i ‘Viognier’
es classifiguen com a mitjanament susceptibles. La Unica varietat que ha mostrat un
comportament diferent ha estat ‘Cabernet’, ja que només ha presentat un 25% de positius,
qualificant la varietat com a menys susceptible, no com a molt sensible. Un altre estudi realitzat
a la Universitat de California (Varela et al., 2001) coincideix amb el resultat de qualificar a la
varietat ‘Cabernet’ com a menys sensible, aixi com també amb la classificacié de ‘Chardonnay’
com a molt susceptible. Per altre banda I'estudi classifica les varietats ‘Sauvignon Blanc’ i
‘Merlot’ com a poc susceptibles, distant dels resultats obtinguts (75% en ‘Merlot’, varietat
mitjanament susceptible), encara que la varietat ‘Sauvignon Blanc’ en el nostre estudi amb un
dels peus (SO4) ha obtingut un 0% d’infeccid, per la qual cosa, només amb aquest s’ha comportat
com a tolerant, mentre que el comportament general és com a mitjanament susceptible.
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Els resultats de Feil (2002) mostren que el cultivar ‘Chardonnay’ té una major incidéncia que
‘Cabernet sauvignon’, cosa que no succeeix en camp, pero si a les inoculacions dins hivernacle.

Establir una classificacié de la resisténcia/tolerancia per a les varietats de Vitis vinifera és un
repte, ja que sén termes relatius que depenen del conjunt de cultivars que s’avaluen en un
determinat estudi (Rashed et al., 2013), ja que es comparen uns amb els altres fent dificil una
homogeneitat dels resultats de diferents estudis. De la mateixa manera, existeixen nombrosos
cultivars de vinya fent que sigui dificil comparar resultats ja que no tots els cultivars s’han assajat.

En aquest estudi es pot veure que el peu juga un paper dins el comportament de la varietat,
encara que es necessari fer més incidencia en aquesta variable, per tant, es tindria que realitzar
un disseny experimental en el que totes les varietats s’assetgessin amb els mateixos peus, per
tal de poder veure un efecte clar del peu en cada una de les varietats. S’estan investigant
estrategies de control basades en la selecci6 de portaempelts que minimitzin el
desenvolupament dels simptomes en les varietats (Wallis et al., 2013), aconseguint, d’aquesta
manera, utilitzar les varietats més demandades en viticultura i no aquelles més tolerants, que
poden ser d’un menor atractiu vinicola.

5.2. Inoculacions en ametller

En quant als resultats de les inoculacions d’ametllers, segons els obtinguts en camp el mateix
any, es pot veure que no coincideixen, ja que segons Juan (2018) les varietats ‘Soleta’, ‘Penta’ i
‘Marinada’ pertanyen al grup de varietats foranies no afectades (Taula 3), per tant, que no han
mostrat simptomes en camp ni han donat PCRs positives, sent les Uniques varietats amb
resultats positius en hivernacle amb alguns dels peus estudiats. Tot i que si coincideixen resultats
com la classificacio de la varietat ‘Vairo’, que pertany al grup de varietats foranies no afectades.
Encara que no eés del tot comparable un estudi amb I'altre pels pocs resultats obtinguts.

Al contrari del que passa amb les varietats de vinya, que s’utilitzen moltes varietats similars a
molts llocs diferents pels seus potencials vinicoles, és molt dificil trobar estudis varietals
d’ametllers, pero aixi i tot, la majoria d’estudis de X. fastidiosa s’han realitzat amb altres
varietats d’ametllers, com per exemple el de Wilhelm et. al. (2011) a California, que va classificar
les varietats ‘Buttle’ i ‘Carmel’ com a resistents i ‘Peerles’ i ‘Sonora’ com a susceptibles, varietats
que no s’utilitzen a la nostra zona. Per la qual cosa, ha estat dificil comparar els resultats
obtinguts.

Cao et al. (2011), a California, va comparar si la data de la inoculacié influia en la manifestacio
dels simptomes en ametller, es van comparar dates des del mes de maig fins al mes d’octubre,
els mesos amb majors simptomes van ser els mesos de juny i juliol (sobretot juny), i els que
menys, van ser les inoculacions fetes els mesos d’agost i d’octubre. En el nostre cas, |la data de
les inoculacions d’ametller pareix no influir en els resultats, ja que de les 4 varietats amb
resultats positius 2 es van inocular a finals del mes de maig (25/05), amb les reinoculacions
durant el mes de juny (18/06); i les altres 2 durant el mes de juny (18/06), amb les reinoculacions
també durant aquest mes (29/06). L’edat de la planta tampoc pareix ser un factor d’importancia,
ja que els ametllers inoculats per maig eren ametllers de 2 anys, mentre que els inoculats per
juny eren ametllers més joves, del mateix any.
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Les mostres dels ametllers es van agafar a les 12 setmanes de les inoculacions, de la mateixa
manera que la vinya. Tot i que la vinya necessita entre 60 i 80 dies (EPPO, 2019) o, més
concretament, una mitja de 52 dies (EFSA, 2019) per manifestar simptomes; els ametllers
necessiten uns 13 mesos (EPPO, 2019) o 105 dies en el cas de la subespécie fastidiosa i 116 dies,
en el cas de multiplex (EFSA, 2019), és a dir, necessita com a minim uns tres mesos i mig per
poder manifestar simptomes, en lloc dels 84 dies que varem deixar nosaltres entre la primera
inoculacid i la recollida de mostres, pel que els 3 mesos de marge poden ser pocs per arribar als
resultats esperats.

El metode d’inoculacié també pot ser un factor a tenir en compte, ja que pareix que la gran
majoria de plantes no han adquirit el bacteri. Segons I'EPPO (2019) tot i que el metode més
utilitzat per a la inoculacié de Xyelella fastidiosa és I'emprat en aquest assaig, un altre dels
meétodes convencionals és la inoculacid a través de xeringa (xeringa de tuberculina d’1mL) amb
la que s’infiltren gotes amb una concentracié de 108/mL. A citrics també s’han utilitzat altres
meétodes com per exemple aixecar una ‘finestra’ de teixit d’escorca tallant tangencialment cap
a dalt amb una fulla de bisturi i aplicant 10-30 pL de suspensié (108/mL) davall de la ‘finestra’; o
com extirpar un tros de teixit d’escor¢a i col-locar-lo en un tub Eppendorf amb 500uL de
suspensio bacteriana durant 2 hores, desprées desplacgar el tros de teixit i envoltar-ho amb cinta
d’empelt, ambdds metodes molt agressius que no simulen la infeccié natural.

5.3. Empelts en ametller

Una de les conseqliéncies de que només un 15% dels arbres empeltats mostressin preséncia de
Xylella fastidiosa donant positiu a PCR, podria ser |'edat de les fulles (EPPO, 2019) o que els brots
joves agafats per empeltar no tinguessin el bacteri. Per tant, seria necessari tornar a agafar
material vegetal en el moment més adequat de mostreig, per tant, esperant a que els brots
presentessin fulles madures i, si es possible, amb simptomes.

A estudis con el de Mircetich et al. (1976), els empelts amb ALSD van tenir un 50% d’efectivitat,
demostrant que les gemmes utilitzades que no mostraven simptomes, no transmetien el bacteri,
a diferencia del empelts de tija, que transmeten de manera més eficag el bacteri. En el nostre
assaig, el material utilitzat va donar positiu a les proves de PCR, pero no tots els brots, i per tant,
no totes les gemmes utilitzades, mostraven simptomes clars de ALSD, com es pot veure a la
fotografia del material utilitzat (Figura 10). Per la qual cosa, es tindria que utilitzar gemmes de
fulles amb simptomes clar de Xylella fastidiosa o també seria convenient provar si altres tipus
d’empelts, més utilitzats en agricultura poden transmetre el bacteri de manera més eficag.
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6. CONCLUSIONS
De I'assaig s’han obtingut les seglient conclusions:

- S’han obtingut aillaments de les tres illes, la major part de Mallorca de la subespecie
fastidiosa.

- Els resultats no varien molt en condicions controlades d’hivernacle i en condicions
de camp en vinya.

- Les varietats més susceptibles de vinya tant con condicions d’hivernacle com en
condicions de camp sdn ‘Gorgollassa’ i ‘Viura’. Mentre que la varietat menys
susceptible és ‘Gird Ros’.

- El portaempelt de vinya que pareix conferir major susceptibilitat és el P1103.

- Es molt dificil comparar resultats varietals d’ametller, ja que les varietats utilitzades
en els nostres camps no s’utilitzen a la gran part de llocs. En aquest estudi els
resultats sén insuficients per a arribar a unes conclusions fiables en quant a
susceptibilitat/tolerancia de varietats, perd pareix que la varietat que major
susceptibilitat mostra és ‘Penta’.

- No es pot arribar a unes conclusions en quant a quin portaempelt confereix major
susceptibilitat/tolerancia en quant a ametller, ja que no s’han obtingut els resultats
esperats.

- Seria convenient provar altres métodes d’inoculacié en ametller, per a veure si
I’eficacia d’infeccié augmenta.

- Es confirma la transmissio del bacteri mitjancant empelt a ametller, encara que en
baix percentatge, per la qual cosa seria convenient provar si altres tipus d’empelts i
amb material més afectat transmeten d’una millor manera el bacteri.
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