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NEMATOLOGIA

Nematodos fitoparasitos en viveros de olivo

P. CasTILLO, A. 1. Nico, H. F. RAPOPORT, R. M. JIMENEZ-DiAz

Se ha estudiado la frecuencia y densidad de poblacién de nematodos fitoparasitos en
259 muestras de suelo y raices recogidas en 18 viveros de olivo en las provincias de Cér-
doba, Jaén y Sevilla. Las especies de mayor interés fitopatoldgico, en orden de frecuen-
cia decreciente de infestacidn, fueron Mesocriconema xenoplax (39,0%), Pratylenchus
penetrans (32,1%), P. vulnus (25,9%), Meloidogyne incognita (14,7%), M. javanica
(11,2%) y M. arenaria (2,7%). En las plantas infectadas no se detectaron sintomas de
enfermedad en la parte aérea. Sin embargo, en la mayorfa de los viveros las densidades
de poblacién de Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp. estuvieron en niveles potencial-
mente perjudiciales para su crecimiento. Los estudios histopatoldgicos de raices de plan-
tones de olivo naturalmente infectadas por Meloidogyne spp., mostraron una respuesta
susceptible a nematodos noduladores de raiz. En la mayoria de los casos, las masas de
huevos de Meloidogyne spp. se detectaron en el interior del tejido nodulado, lo que
puede contribuir a que se produzcan infecciones secundarias. El parasitismo por estos
nematodos indujo alteraciones celulares en el cértex, endodermis, periciclo y sistema
vascular, incluyendo la formacién de células gigantes y la alteracion de los tejidos vas-
culares.
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INTRODUCCION

En la ultima década, el establecimiento
de nuevas plantaciones de olivo se ha incre-
mentado considerablemente, entre otros fac-
tores, por la innovacién y mejora de las téc-
nicas de propagacién (i.e., enraizamiento de
estaquillas semilefiosas) que facilitan la pro-

duccién répida y sistematizada de plantones
homogéneos y de calidad (CABALLERO y DEL
Rio, 1999). El proceso de obtencién de los
plantones enraizados requiere un periodo de
crianza de varios meses, en un sustrato de
propagacién constituido generalmente por
suelo de diverso origen y textura areno-limo-
sa. Con frecuencia, estos sustratos proceden
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de suelos fértiles de cultivos o aluviales que
pueden estar infestados por diversos agentes
fitopatégenos, incluidos los nematodos fito-
pardsitos. Por su propia naturaleza, el mate-
rial de propagacién agamica utilizado para el
establecimiento de especies lefiosas presenta
una gran capacidad de diseminacién de
agentes fitopatégenos. Por este motivo, la
garantia sanitaria de que dicho material se
encuentre libre de agentes fitopatégenos es
esencial para minimizar sus efectos negati-
vos. En el caso del olivar, el perjuicio poten-
cial que pueden causar estas infecciones en
la produccién ha sido reconocido reciente-
mente por legislaciones de la Comunidad
Auténoma de Andalucia (Boia, 1997), Espa-
fia (BOE, 1999) y la Unién Europea (OEPP,
1993).

Entre los nematodos fitopardsitos que
han sido citados en olivo se incluyen algunos
de amplia distribucién, i.e., Mesocriconema
xenoplax, Helicotylenchus spp., Meloidogy-
ne spp. y Pratylenchus spp. (DiaB y EL-
EraAK1, 1968; LAMBERTI y VOVLAS, 1993).
Por el contrario, otras especies, como el
nematodo de los citricos (Tylenchulus semi-
penetrans), o el nematodo formador de quis-
tes (Heterodera mediterranea), tienen una
distribucién muy limitada en olivo (INSERRA
et al., 1981; McKENRY, 1994; CASTILLO et
al., 1999). Aun asi, la informacién sobre los
nematodos fitopardsitos en viveros de olivo
en la Cuenca Mediterrdnea (VOVLAS et al.,
1975; INSERRA y VOVLAS, 1981) y sobre las
relaciones huésped-parésito entre los nema-
todos noduladores de raiz y los plantones de
olivo, es escasa y fragmentaria. En el pre-
sente trabajo se utilizan los términos infec-
cion e infestacion con el siguiente significa-
do que se especifica a continuacién. La
infeccion requiere el establecimiento de una
relacién parasitica continuada entre el para-
sito o patégeno con el huésped que le pro-
porciona los nutrientes necesarios para su
crecimiento. Sin embargo, la infestacion se
refiere a la contaminacién de un sustrato
abidtico por el organismo, o al contacto de
éste con la superficie de una planta sin que se

establezca una relacién interactiva entre
ambos.

Los objetivos de este estudio fueron: 1)
determinar la frecuencia y densidades de
poblacién de nematodos fitoparasitos en
plantones de olivo en las provincias olivare-
ras mas importantes de Andalucia; y 2) estu-
diar la relacién del huésped-parésito en plan-
tones de olivo naturalmente infectados por
nematodos noduladores de raiz.

MATERIALES Y METODOS

Se muestrearon 18 viveros comerciales
de olivo en las provincias de Cérdoba, Jaén
y Sevilla. Los viveros muestreados se selec-
cionaron en base a su importancia comercial,
tipo de sustrato utilizado en la fase de crian-
za y distribucién geogrifica. En cada vivero
se muestrearon plantones de 4-12 meses de
edad de todos los cultivares propagados, con
un tamafio muestral proporcional a la pro-
duccién de éstos en el vivero. Se tomaron un
total de 261 muestras con la siguiente com-
posicién de cultivares: Picual (104 mues-
tras), Arbequina (63), Hojiblanca (39), Man-
zanilla (27), Cornicabra (21), Gordal (3),
Ocal (3) y Picolimén (1)} Cada muestra de
estudio estuvo constituida por el suelo de la
bolsa de crianza y el sistema radical comple-
to del plantén.

La frecuencia de infestacién para una
especie de nematodo determinada se calculé
globalmente para toda la prospeccién y para
cada uno de los viveros estudiados como el
porcentaje de muestras en las que se encon-
tré dicha especie. La densidad de poblacién
de una especie nematolégica en suelo se
determiné en una submuestra de suelo de
100 cm3 mediante el procedimiento de cen-
trifugacion-flotacién (COOLEN, 1979). Ade-
mads se extrajeron los nematodos del sistema
radical completo de la planta mediante
maceracién-centrifugacién de dicho tejido
previamente lavado y pesado (COOLEN,
1979). Adicionalmente, cuando las raices de
las plantas muestreadas mostraban nédulos o
agallas, la mitad del sistema radical se utiliz6
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para evaluar la densidad de poblacién de
huevos y juveniles de segunda edad (J2) de
Meloidogyne spp., mediante el método del
hipoclorito de sodio (HUSSEY y BARKER,
1973). Para su identificacién, los nematodos
extraidos de suelo y raices se procesaron
mediante el método de glicerina (SEINHORST,
1962). Asimismo, para la identificacién de
las especies de Meloidogyne, el inéculo
extraido de las raices se incrementd en culti-
vos puros en plantas de tomate cv. Roma
susceptible. De estos cultivos puros se aisla-
ron los patrones perineales necesarios para la
identificacién de las especies (HARTMAN y
SASSER, 1985).

Para el estudio histopatoldgico se selec-
cionaron raices noduladas de plantones de
olivo infectados de modo natural de los cul-
tivares Arbequina, Cornicabra, Hojiblanca,
Manzanilla y Picual. Las raices se lavaron y
se seleccionaron nédulos individuales asi
como segmentos de la raiz no infectados.
Dichos segmentos se fijaron en FAE (forma-
lina: dcido acético: 60% etanol = 2:1:17 v/v)
durante un minimo de 48 h, se deshidrataron
en una serie de alcohol butirico terciario (70-
85-90-100%) y se incluyeron en parafina.
Los tejidos incluidos en parafina se cortaron
longitudinal y transversalmente con un
microtomo en secciones de 10-12 um de
grosor, se tifieron con dcido tanico, safranina
y fast green (JENSSEN, 1962) y se examinaron
bajo el microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante las prospecciones nematolégicas
identificamos 29 especies, entre las cuales
deben destacarse especialmente por su
importancia fitopatolégica los nematodos
noduladores: Meloidogyne arenaria, M.
incognita, M. javanica, M. lusitanica y lesio-
nadores de raiz: Pratylenchus penetrans, P.
vulnus (Cuadro 1). Las especies de Meloi-
dogyne se encontraron en suelo y raices de
los cultivares de olivo mds importantes en la
produccién olivarera nacional (Arbequina,
Cornicabra, Manzanilla y Picual), con densi-

dades de poblacién entre 192 a 1.205 J2/100
cm?3 de suelo y entre 662 a 2.586 huevos + J2/g
de raiz (Cuadro 1).

M. arenaria, M. incognita y M. javanica
estuvieron ampliamente representadas, lle-
gando a alcanzar, en la totalidad de las mues-
tras, una frecuencia de 2.7-14.7% (Cuadro
1). Entre los noduladores, M. incognita fue
la especie mds extendida, infestando 9 de los
18 viveros estudiados, con frecuencias que
en algunos casos superaron el 30% (Cuadro
2). Sin embargo, M. arenaria y M. javanica
s6lo se detectaron en 3 viveros de las pro-
vincias de Sevilla y Cérdoba, respectivamen-
te (Cuadro 2). No obstante, la frecuencia de
las infestaciones de M. javanica fue = 50%
en dos de estos viveros (Cuadro 2). Final-
mente, M. lusitanica s6lo se encontré en una
Unica muestra de suelo y raiz del cv. Picual
(Cuadro 1).

P. penetrans y P. vulnus también se
encontraron en suelo y raices de los cultiva-
res mas importantes, con frecuencias que
oscilaron entre 20.5-33.3% y 11.8-40.0%,
respectivamente (Cuadro 1). Ambas espe-
cies, se detectaron en 13 y 8 viveros, respec-
tivamente, con frecuencias que en varios
viveros superaron el 50% (Cuadro 2). Todas
las especies mencionadas de nematodos se
han demostrado patogénicas sobre frutales y
en algunos casos también en olivo (LAMBER-
TI y BAINES, 1969b; LAMBERTI y VOVLAS,
1993; NyYCZEPIR y HALBRENDT, 1993; Dou-
CET et al., 1997, Nico et al., 2003). Estudios
de patogenicidad en condiciones controladas
han demostrado que poblaciones moderadas
o elevadas de M. incognita y M. javanica
(1.000-10.000 J2/planta), o de P. vulnus
(1.000-5.000 nematodos/ planta) reducen el
crecimiento de plantones de olivo de diver-
sos cultivares ampliamente difundidos en
Espafia e Italia (LAMBERTI y BAINES, 1969a;
1969b, SASANELLI et al., 1997). Asimismo,
estas reducciones de vigor han sido demos-
tradas en plantones de olivo cvs. Arbequina
y Picual inoculadas artificialmente con
Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. (Nico
et al., 2003). Estos antecedentes muestran
que las densidades de poblacién de Meloi-
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Cuadro 1. Nematodos fitoparasitos en viveros comerciales de olivo

Nematodos/100 cm3 suelo

Nematodos/g raiz

Nematodos Frequencia (%) Media + DE Media + DE
No do!
Meloidogyne incognita 14,7 248,0 + 78,2 1367,2 + 642,02
M. javanica 11,2 191,6 + 29,7 708,5 + 181,73
M. arenaria 2,7 1205,2 £ 1062,7 661,9 £ 519,32
M. lusitanica 0,4 643,0 2856,0 8
Lesionadores
Pratylenchus penetrans 32,1 936+ 11,6 11,524
P, vulnus 25,5 66,3 + 6,6 10,3+ 3,0
P. thornei 22,8 36,7 4.8 57+22
P. neglectus 42 104,8 = 14,5 8428
P. fallax 2,7 86,7+ 19,9 1,5+0,5
Zygotylenchus guevarai 39 219+34 45+19
Pratylenchoides ritteri 0,8 14565 -
Posibles Transmisores de virus
Paratrichodorus teres 20,1 47,7 +5,6 -
P. minor 7.3 372x75 -
Xiphinema pachtaicum 54 11,8 +3,1 -
Longidorus sp. 1,9 62+12 -
Trichodorus giennensis 1,2 283+ 193 -
Ectoparisitos migratorios
Mesocriconema xenoplax 39,0 396,5 + 84,3 92+32
Tylenchorhynchus clarus 39,0 79,1 +7,8 -
Helicotylenchus pseudorobustus 34,0 59,0 +6,2 -
Paratylenchus microdorus 27,4 70,5 + 25,5 26+1,6
P. arculatus 13,5 240,3 £ 73,8 479 +£242
Helicotylenchus digonicus 13,1 100,6 + 35,8 -
Tylenchorhynchus dubius 12,7 94.8 + 23,6 -
Tylenchorhynchus sp. 12,0 87,3+ 19,7 -
T. huesingi 58 110,1 £ 25,2 -
T. aduncus 4,6 69,4 £ 31,9 -
Helicotylenchus vulgaris 39 154,1 = 134,5 1.4
Tylenchorhynchus mamillatus 3,5 57,0 £ 13,7 -
Amplimerlinius paraglobigerus 1,9 22,2+£6,2 -
Criconemoides informis 1,2 21,355 -
Helicotylenchus dihystera 1,2 779,0 + 668,7 -
Hemicycliophora sp. 1,2 70+£25 -
Rotylenchus sp. 0,4 8,0 -

2 Niimero de huevos + J2
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Cuadro 2. Frecuencia (%) de las principales especies de nematodos fitoparasitos en los viveros prospectados

Provincia Vivero N° de M. arenaria M. incognita M. javanica P. penetrans  P. vulnus
(N° de muestras
referencia)

Cérdoba 101 24 - 54,2 8,3 9,2 0,1
102 27 - - 59,3 59,3 -
103 24 - - 50,0 - 54,2
104 18 - 55,5 - 5,6 50,0
105 15 - 20,0 - - -
107 12 - 25,0 - 75,0 -
110 6 - - - 100 -
111 6 - 333 - 50,0 -
113 18 - - - 22,2 5,6

Sevilla 201 19 53 - - 78,9 -
202 24 83 - - 100 -
203 21 19,1 - - - 57,1

Jaén 301 20 - 10,0 - 358 40,0
302 3 - - - - -
303 6 - 16,7 - 33,3 -
304 6 333 - - -
305 6 - - 50,0 50,0
306 6 16,7 - 66,7 16,7

(-) = no detectado.

dogyne spp. y Pratylenchus spp. encontradas
en nuestro estudio constituyen un riesgo
potencial para el crecimiento de estos plan-
tones en el vivero o en las nuevas plantacio-
nes que se establezcan con ellos.

Ademds de P penetrans y P. vulnus,
entre los nematodos lesionadores de raiz
también se encontraron poblaciones elevadas
en suelo de otras especies, como Pratylen-
choides ritteri, Pratylenchus fallax, P,
neglectus, P. thornei y Zygotylenchus gueva-
rai (Cuadro 1). Sin embargo, los datos en la
literatura nematolégica demuestran que estas
iltimas especies no parasitan drboles frutales
(VERDEIO y PINOCHET, 1991; PINOCHET et al.,
1992), por lo cual deben ser considerados
como pardsitos ocasionales de los plantones

de olivo como consecuencia de infestar los
sustratos viveristicos.

También merecen una especial atencién
las cinco especies de posibles nematodos
transmisores de virus (Longidorus sp., Para-
trichodorus minor, P, teres, Trichodorus
giennensis y Xiphinema pachtaicum) diag-
nosticadas en las prospecciones, que presen-
tan una frecuencia y densidad de poblacién
medias o bajas, a excepcidn de P. teres (Cua-
dro 1). No obstante, la informacién disponi-
ble hasta el momento indica que ninguna de
ellas es un vector conocido del virus del
mosaico de Arabis (AMV) y virus del mote-
ado latente de la fresa (SLRV) que infectan
olivo (TAYLOR y BROWN, 1997). Estos dos
virus son transmitidos por X. diversicaudatum
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. Figura 1. Sintomas desarrollados en raices de plantones de olivo infectadas por Meloidogyne spp. (A-B) Nédulos o
agallas (C) Masas de huevos superficiales y tefiidas. (D) Rafz de ‘Hojiblanca’ infectada por M. incognita (N= hembra
adulta del nematodo).
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(MARTELLI TAYLOR, 1989) especie que no se
ha encontrado en nuestro estudio, aunque
debe ser tenida en cuenta puesto que se ha
citado en el centro y norte de Espaiia (NAVAS
et al., 1988).

Los nematodos ectoparésitos migrato-
rios identificados en las prospecciones cons-
tituyen el grupo cualitativamente mas nume-
roso (17 especies) y con una frecuencia de
aparicién mds elevada (Cuadro 1). En este
grupo debe destacarse M. xenoplax, tanto
por su elevada frecuencia (39.0%), como
por su presencia en suelo y raices de los cul-
tivares Arbequina, Manzanilla y Picual
(Cuadro 1). La densidad de poblacién de M.
xenoplax fue de 343-517 nematodos/100
cm?3 de suelo y de 6-23 nematodos/g de peso
fresco de raiz (Cuadro 1). En algunos vive-
ros la frecuencia de este nematodo alcanzé
valores superiores al 90 % (Cuadro 2). La
capacidad de M. xenoplax de causar perjui-
cio en plantones de olivo estd por determi-
nar, aunque este nematodo es considerado
como un patégeno importante de frutales
del género Prunus, siendo el principal factor
bidtico responsable de “la vida corta del
melocotonero” (PTSL o “peach tree short
life”y (NYCzePIR y HALBRENDT, 1993). En
este grupo tréfico de nematodos también
han presentado una elevada frecuencia y
densidades de poblacién en suelo varias
especies de los géneros Helicotylenchus
spp., Iylenchorhynchus spp. y Paratylen-
chus spp. (Cuadros 1 y 2). Si embargo y de
acuerdo con los datos existentes en la litera-
tura nematoldgica (DiaB y EL-ErAKI, 1968;
LAMBERTI y VOVLAS, 1993), los niveles de
poblacién encontrados en nuestro estudio no
parecen constituir amenaza para el creci-
miento de los plantones de olivo.

En el curso de las prospecciones, no se
observé ningin sintoma de enfermedad en
los tallos u hojas de los plantones infectados
por nematodos respecto de los no infectados.
Sin embargo, plantas que estaban infectadas
por nematodos noduladores mostraron raices
secundarias deformadas y nédulos o agallas
de tamafio grande (6-8 mm) a moderado (2-
3 mm) (Fig. 1). Dichos nédulos se encontra-

ban distribuidos de forma discreta o indivi-
dual, o formando grupos en la raiz (Fig. 1).
Los estudios histopatolégicos demostraron
que los nédulos inducidos por Meloidogyne
spp. en las raices de plantones de olivo varia-
ban en tamafio y situacién. Generalmente,
los nédulos eran méds o menos irregulares y
estaban localizados en los 4pices radicales,
pero también estuvieron presentes a lo largo
del eje de la raiz (Fig. 1). En muchos casos
se encontraron hasta ocho hembras maduras
globosas asociadas con dichos nédulos (i.e.,
M. arenaria en ‘Cornicabra’). En raras oca-
siones se encontré una masa de huevos en la
superficie de la raiz; por el contrario, en la
mayoria de los casos las masas de huevos se
observaron dentro de los tejidos corticales de
la raiz, independiente de la edad del sistema
radical. Las raices infectadas por Meloidogy-
ne spp. mostraron alteraciones celulares en
tejidos corticales, endodermis, periciclo y
parénquima vascular (Fig. 1); y en los sitios
de alimentacién permanente el nematodo
indujo la formacién de células gigantes
multinucleadas (Fig. 1); que dio lugar a la
distorsién y aplastamiento de los tejidos
vasculares (Fig. 1). Estas células gigantes
mostraron un citoplasma denso y un niime-
ro variable de niicleos, con nucleolos hiper-
trofiados (Fig. 1). Adicionalmente, los teji-
dos adyacentes a las células gigantes tenian
un acentuado desarrollo hiperpldsico que
contribuyé a la formacién del nédulo o aga-
1la radical (Fig. 1).

Las modificaciones histolégicas descri-
tas anteriormente indican que los plantones
de olivo de los cvs. Arbequina, Cornicabra,
Hojiblanca, Manzanilla y Picual tienen una
reaccién susceptible tipica a la infeccién por
M. arenaria, M. incognita y M. javanica. El
desarrollo y el hébito parasitico de Meloi-
dogyne spp. observado en este estudio es
similar al encontrado por otros investigado-
res en Argentina (DOUCET et al., 1997), Italia
y Portugal (ABRANTES et al., 1992). Sin
embargo, un hallazgo adicional en nuestro
estudio es la presencia de numerosas masas
de huevos dentro de los tejidos de la raiz, lo
que podria contribuir a que se establezcan
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infecciones secundarias con mayor facilidad
en los plantones en su etapa de vivero o en la
plantacién definitiva.

La frecuencia y densidades de poblacién
de nematodos encontrados en suelo y raices
de plantones de olivo en este estudio, asi
como las alteraciones anatémicas observa-
das en las raices infectadas por Meloidogyne
spp., sugieren que el parasitismo de raices de
plantones de olivo por nematodos nodulado-
res y lesionadores tienen la capacidad poten-
cial de causar perjuicio al crecimiento de los
mismos en el vivero o en la plantacién defi-
nitiva. En consecuencia, para evitar los ries-
gos sefialados en los viveros de olivo, los
sustratos deberian ser desinfestados median-
te diversas estrategias de control (solariza-

ABSTRACT

cién, enmiendas orgénicas, etc.), en las cua-
les esté trabajando nuestro grupo de investi-
gacién. Estas précticas de saneamiento de
sustratos proporcionaran al sector viveristico
del olivo una tecnologia que permitird la pro-
duccién de plantones con un alto estdndar de
calidad fitosanitaria.
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Nematode population densities were determined in 259 soil and root samples collec-
ted from 18 olive nurseries in Cérdoba, Jaén, and Sevilla provinces (southern Spain).
The most important plant-parasitic nematodes detected, in order of decreasing frequency
of infestation, were, Mesocriconema xenoplax (39.0 %), Pratylenchus penetrans (32.1
%), P. vulnus (25.9 %), Meloidogyne incognita (14.7 %), M. javanica (11.2 %), and M.
arenaria (2.7 %). No disease symptoms were noted on above-ground organs of infected
plants. However, population densities of Pratylenchus spp. and Meloidogyne spp. were
at potentially damaging levels in most of olive nurseries surveyed. Histopathological stu-
dies of galled roots from the naturally-infected olive planting stocks showed a suscepti-
ble response to root-knot nematode infection. Large numbers of egg masses were pre-
sent within the galled root tissues that might contribute to secondary infections. Feeding
by root-knot nematodes induced the expected cellular alterations in the cortex, endoder-
mis, pericycle and vascular system, including giant-cell formation and the alteration of

vascular tissues.
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