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RESUMEN

La deteccion temprana, rdpida y
consistente de la infeccion en
plantas de olivo por los patotipos
(defoliante [D] y no defoliante
[ND]) de V. dahliae es, entre
otros, una accion clave para des-
arrollar con éxito una estrategia
de control integrado de la
Verticilosis del olivo, cuya aplica-
cion para la certificacion de mate-
rial de plantacién como libre del
patdogeno ayudaria a prevenir la
utilizacion de material de olivo
infectado. Nuestro grupo de tra-
bajo ha desarrollado un procedi-
miento molecular para el diagnos-
tico especifico y efectivo de los
patotipos de este hongo, e intro-
ducido subsecuentemente mejoras
en el mismo para eliminar cual-
quier ambigiiedad en la deteccion
in planta que pudiera producirse
por la coinfeccion de una misma
planta por ambos patotipos en
condiciones naturales. En este
articulo presentamos un procedi-
miento refinado de diagndstico
molecular de los patotipos de V.
dahliae, basado en la amplifica-
cion simultdnea de marcadores
especificos de los patotipos D y
ND mediante un protocolo de
diplex-“nested”-PCR. El procedi-
miento es efectivo en la deteccion
rdpida e inequivoca de los patoti-
pos Dy ND de V. dahliae, tanto
en plantas de vivero inoculadas
artificialmente, como en drboles
adultos infectados procedentes de
plantaciones comerciales; su apli-
cacion a muestras de diverso ori-
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gen geogrdfico indicé una alta fre-
cuencia de infecciones por el
patotipo D, que concuerda con los
informes que alertan a oliviculto-
res sobre la expansion del patoti-
po mds virulento de V. dahliae a
nuevas dreas de cultivo.
Asimismo, el procedimiento mejo-
rado permitioé constatar que en
condiciones naturales se puede
dar la coinfeccién de una planta
por los dos patotipos del patige-
no, que fue posteriormente corro-
borada mediante inoculaciones
artificiales. Por otro lado, el dis-
poner de los iniciadores especifi-
cos y de los procedimientos de
deteccion (protocolos de extrac-
cion de ADN y de ensayo PCR),
nos ha permitido cuantificar al
patdgeno en tejidos de olivo infec-
tados. Mediante la tecnologia de
PCR cuantitativa en tiempo real
(“Real-time quantitative PCR?”),
hemos podido demostrar que la
cantidad de ADN de V. dahliae
presente en diferentes genotipos
de olivo infectados estd correla-
cionada en mayor medida con el
grado de susceptibilidad de los
mismos al patégeno que con la
virulencia del patotipo de éste.
Por otra parte, la cantidad de
ADN del patégeno en tejidos
infectados alcanzé su mdximo
antes de que los sintomas de la
enfermedad alcanzaran su mdxi-
ma expresién en genotipos suscep-
tibles, siendo siempre menor la
cantidad de ADN del patégeno en
tallos que en raices. Ademds, los
mdximos de ADN de V. dahliae
(tanto del patotipo D como del

ND) en raices se detectaron desde
la primera semana después de la
inoculacion, pero la cantidad de
ADN decreci6 después de forma
paulatina. Nuestros resultados
demuestran que la técnica de
PCR cuantitativa en tiempo real
es una excelente herramienta
tanto para monitorizar la coloni-
zacion de los tejidos de olivo por
V. dahliae, como para evaluar la
resistencia o tolerancia de genoti-
pos de olivo a la Verticilosis, lo
que seria de una inestimable
ayuda en programas de mejora de
resistencia esta enfermedad.

INTRODUCCION

De acuerdo con un creciente nime-
ro de informes e investigaciones, la
Verticilosis (Verticillium dahliae
Kleb.) del olivo es una enfermedad
en preocupante expansién en aque-
llos paises donde el olivar es un
cultivo relevante. En el caso de
Espaiia, 1a Verticilosis afecta seve-
ramente tanto plantaciones de oli-
vos adultos (Jiménez-Diaz y col.,
1998), como aquéllas que se han
establecido recientemente
(Sénchez-Herndndez y col. 1998).
Los aislados de V. dahliae que
infectan olivo difieren marcada-
mente en virulencia y pueden ser
clasificados como patotipo defo-
liante (D) o no defoliante (ND)
segun su capacidad para defoliar o
no la planta, respectivamente
(Rodriguez-Jurado, 1993; Schna-
thorst y Sibett, 1971). La infeccién
por aislados ND provoca un cuadro
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Figura 1. A: Olivo ‘Picual’ adulto (>25 afios de edad) localizado en un olivar de la provincia de Almeria con claros sintomas de
Verticilosis causada por el patotipo no defoliante de Verticillium dahliae (el patotipo fue determinado mediante diagnéstico molecu-
lar). Se observa la severa marchitez de ramas y la marcada sectorializacién de los sintomas en la copa del arbol. Obsérvese que la
mayoria de las hojas permanecen adheridas a las ramas. B: Efecto de un ataque severo de Verticilosis causado por el patotipo
defoliante de Verticillium dahliae en una planta de olivo ‘Arbequina’ de 4 afios de edad en un olivar préximo a la ciudad de
Cérdoba. Obsérvese que el arbol ha sufrido una severa caida de hojas verdes.

sintomatolégico menos severo en
cultivares de olivo considerados
como susceptibles, tales como
‘Arbequina’ o ‘Picual’, que pueden
eventualmente recuperarse de la
enfermedad después de haber trans-
currido un tiempo desde su inocula-
cién artificial o infeccién natural
(Mercado-Blanco y col.,, 2001;
Rodriguez-Jurado, 1993). Por el
contrario, las infecciones por aisla-
dos D pueden resultar letales en
este tipo de cultivares (Lépez-
Escudero, 1999; Rodriguez-Jurado,
1993) (Figura 1). Los estudios efec-
tuados hasta hace poco refieren que
los ataques de Verticilosis en oliva-
res espafioles eran causados princi-
palmente por aislados del patotipo
ND (Jiménez-Diaz y col.,, 1998).
Sin embargo, trabajos muy recien-
tes verifican la preocupante obser-
vacién de que el patotipo D se ha
extendido progresivamente desde
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un 4area restringida del sur de
Espafia, donde fue detectado por
primera vez (Bejarano-Alcédzar y
col., 1996), a zonas olivareras dis-
tantes, causando serios problemas
en plantaciones jévenes (Bejarano-
Alcdzar y col.,, 2001; Lépez-
Escudero, 1999; Navas-Cortés y
col., 2001).

Los trabajos efectuados con ante-
rioridad por nuestro grupo de inves-
tigacién han permitido desarrollar
un procedimiento basado en la reac-
cién en cadena de la polimerasa
(PCR), que posibilita la deteccién
temprana y diferencial de las infec-
ciones, sintomaticas o no, causadas
por los patotipos D y ND de V. dah-
liae en plantas de olivo de vivero
tras inoculaciones artificiales de las
mismas (Mercado-Blanco y col.,
2001; 2002). Este procedimiento
estd basado en::a) la extraccién de
ADN de tejidos de olivo, infectados

o no por V. dahliae, con la calidad
necesaria para su utilizacién en las
reacciones de PCR; b) la utilizacién
en dichas reacciones de iniciadores
especificos para los patotipos D y
ND de V. dahliae; y c) la puesta a
punto de un protocolo de PCR
secuencial (“nested”-PCR) que per-
mite la deteccién del ADN del paté-
geno en muestra de ADN de tejido
de olivo infectado aunque su abun-
dancia en la misma sea minima. En
los estudios referidos se constataron
dos observaciones de interés. La
primera de ellas fue detectar que la
secuencia identificativa de aislados
del patotipo D también se encontra-
ba presente en determinados aisla-
dos del patotipo ND, con una modi-
ficacién que afectaba a un solo
nucleétido. Esta circunstancia sélo
era puesta de manifiesto tras efec-
tuar el protocolo completo de PCR
secuencial y, en determinados
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Figura 2. Esquema del procedimiento duplex-“nested” PCR usado para la
deteccion simultanea de V. dahliae y de sus patotipos D y ND.

casos, podia comprometer la correc-
ta identificacion del patotipo pre-
sente en una muestra infectada,
dado que podia ocurrir amplifica-
cion heterdloga del ADN fiingico
(Mercado-Blanco y col., 2002). Por
lo tanto, para efectuar un diagndsti-
co del patotipo de V. dahliae pre-
sente sin ambigiiedades se requie-
ren dos ensayos (uno por patotipo)
de PCR secuencial realizados en
paralelo y de forma independiente
para cada muestra a diagnosticar.
En segundo lugar, nuestras inves-
tigaciones indicaron reiteradamente
diferencias en la intensidad de la
fluorescencia en geles de agarosa
(tefiiddos con bromuro de etidio) de
los productos de amplificacion,
cuando se utilizaba como molde
ADN gendémico extraido de plantas
‘Picual’ infectadas con aislados D o
ND de V. dahliae. Asi, los productos
PCR de fluorescencia mds intensa
se obtenian con ADN de plantas de
olivo infectadas con el patotipo D
de V. dahliae que eran muestreadas
antes de la expresion mdxima de
sintomas de la enfermedad, y dicha
intensidad decrecia después de ese
momento de forma paulatina
(Mercado-Blanco y col., 2002).
Aunque esta observacion no puede
ser considerada como una determi-
nacion real de la cantidad de ADN
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del patdégeno presente en una mues-
tra de tejido infectada, permite
especular que la reduccion en la
intensidad de fluorescencia de pro-
ducto PCR observada en momentos
de maxima expresion de la enferme-
dad podria indicar un descenso en el
numero potencial de propagulos del
patégeno dentro de una planta
infectada.

En enfermedades como la
Verticilosis del olivo, la extension
de la colonizacién vascular puede
correlacionarse con la resistencia o
susceptibilidad al patégeno. No
obstante, la resistencia mostrada
por determinados genotipos (donde
el desarrollo de sintomas es poco
severo) no significa necesariamente
una reduccion del crecimiento del
patégeno (es decir, de su biomasa)
en la planta (Pegg y Brady, 2002).
De esta forma, la determinacion
cuantitativa de la biomasa de V.
dahliae (expresada como cantidad
de ADN) en una planta infectada
serfa de una inestimable ayuda en la
caracterizacion de la resistencia o
susceptibilidad de cultivares de
olivo, asi como de la virulencia de
patotipos del patégeno sobre geno-
tipos de olivo susceptibles. Sin
embargo, la cuantificacion de la
biomasa de patégenos fungicos vas-
culares (tales como V. dahliae) en
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plantas infectadas, se ha visto tradi-
cionalmente dificultada por el
hecho de que estos hongos se
encuentran confinados en los ele-
mentos no vivos del xilema a lo
largo de la mayor parte del periodo
de patogénesis (Pegg y Brady,
2002). Por otra parte, hasta que se
ha dispuesto de técnicas molecula-
res basadas en la PCR no ha sido
posible la cuantificacion efectiva de
la colonizacién por parte de

Verticillium spp., si bien ello ha
tenido lugar hasta ahora sdlo en
huéspedes herbaceos (Heinz y col.,
1998; Hu y col., 1993). El reciente
desarrollo de la tecnologia de PCR
cuantitativa en tiempo real (“real
time quantitative PCR”) (Morrison
y col., 1999) ha supuesto un notable
avance en el campo de la cuantifi-
cacion de dacidos nucleicos y tiene
un enorme potencial para el diag-
nostico cuantitativo de patégenos
vegetales a bajos niveles de infec-
cidn. Esta técnica es mds exacta y
rdpida que los métodos tradiciona-
les de cuantificacion mediante PCR
basados en el resultado final del
proceso de amplificacién, ya que
registra la acumulacién de produc-
tos PCR durante la fase exponencial
del proceso, antes de que alguno de
sus componentes resulte limitante.
Aparte de su interés como herra-
mienta diagndstica cuantitativa, la
PCR cuantitativa en tiempo real
puede ser de utilidad para monitori-
zar el progreso de la infeccion por
parte del patégeno.

Los trabajos que nuestro grupo ha
desarrollado recientemente han
tenido como objetivos: 1) eliminar
las incertidumbres de diagndstico
de patotipos D y ND de V. dahliae
en plantas de olivo infectadas,
mediante el empleo de nuevos ini-
ciadores y un protocolo de diplex-
“nested”-PCR que asegure la detec-
cién de la especie flingica y de sus
patotipos; 2) demostrar que este
nuevo procedimiento es capaz de,
una vez eliminadas las incertidum-
bres, detectar la presencia de los
dos patotipos (D y ND) en una
misma planta de olivo infectada en
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condiciones naturales; y 3) estudiar
si la severidad de la enfermedad
causada por patotipos de diferente
virulencia (D y ND) estd correla-
cionada con la cantidad de ADN
(indicadora de la cantidad de propa-
gulos o biomasa) del patégeno pre-
sente en genotipos de olivo con
diferente grado de susceptibilidad a
la Verticilosis. En este articulo se
resumen los resultados mdés rele-
vantes de las investigaciones efec-
tuadas.

DESARROLLO DE
NUEVOS INICIADORES
Y DE UN PROTOCOLO

DUPLEX-“NESTED”-PCR

En la bisqueda de nuevos marcado-
res moleculares para la identifica-
cién y diferenciacién de aislados de
V. dahliae que desarrollamos en
nuestro laboratorio, pudimos cons-
tatar que un marcador PCR que se
obtiene con los iniciadores DB19 y
DB22, y que originalmente fue
identificado por Carder y col.
(1994) como especifico de V. dah-
liae, presentaba un polimorfismo
del tamafio molecular asociado con
los patotipos D y ND que infectan
algodén y olivo. Asi, todos los ais-
lados D amplificaban una banda de
aproximadamente 540 nucleétidos,
mientras que todos los aislados ND
analizados amplificaban una banda
menor de ADN (aproximadamente
530 nucleétidos). La posterior
secuenciacién de dicho fragmento
de ADN revel6 la presencia, entre
otras diferencias, de un inserto de
15 nucleétidos (Mercado-Blanco y
col., 2003b; Collins y col., en pre-
paracién). Dicha secuencia de 15
nucleétidos sirvié como base para
el disefio de un nuevo iniciador
(denominado espdef01), que usado
en combinacién con el iniciador
DBI19 o con el par DB19/DB22 dis-
criminaba en una tnica reaccién
PCR los aislados D de los ND
(Mercado-Blanco y col., 2003b).
El ajuste de las condiciones de
reaccién PCR y “nested”-PCR per-
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Figura 3. Deteccion de los patotipos defoliante (D) y no defoliante (ND) de

Verticillium dahliae en ramas de olivos ‘Arbequina’ procedentes de olivares
de la provincia de Huesca y de Sevilla. Se muestran los patrones electroforé-
ticos de los productos de PCR obtenidos después de aplicar el procedimien-
to de duplex-“nested”-PCR a muestras de tejidos sospechosos de estar
infectados. También se muestran los resultados obtenidos después de efec-
tuar la primera PCR y la “nested”-PCR (22 PCR) a muestras de ADN directa-
mente extraidas de micelio de un aislado representativo del patotipo no
defoliante (ND) o del defoliante (D), al igual que una reaccién control negativo
sin ADN (C). Obsérvese que las muestras que dieron positivas de arboles de
la provincia de Huesca soélo lo fueron para el patotipo ND (carriles 3 y 4). Las
muestras de arboles procedentes de un olivar situado en el municipio de
Osuna (Sevilla) que dieron resultado positivo, mostraron simultaneamente la
presencia del marcador D (334 pb) y ND(824 pb) en la misma planta (carriles
3, 5y 6), lo que indicaba que ambos patotipos han colonizado simultanea-

mente el tejido vascular de las ramas analizadas. M. marcador de peso

molecular.

miti6 desarrollar un protocolo de
diagnéstico molecular in planta
(Figura 2) que est4 basado en el que
previamente habfamos diseiiado
(Mercado-Blanco y col., 2001). Asi,
en una primera reaccién PCR
diplex se utilizan los pares de ini-
ciadores NDf/NDr, que amplifica
una banda del:410 pb que es espe-
cifica de aislados ND (Mercado-
Blanco y col, 2001), vy
DB19/DB22, que amplifica una
banda especifica de V. dahliae
(530/540 pb) (Carder y col., 1994;
Mercado-Blanco y col., 2003b). La
segunda reaccién de amplificacién
(reaccién “nested”) tiene lugar en
presencia de los pares de iniciado-
res INTND2f/INTND2r, que da
como resultado un amplicén de 824
pb (Mercado-Blanco y col., 2001),
y el par de iniciadores DB19/esped-
fe01, que amplifica un fragmento de
334 pb sélo en aquellas muestras de
ADN que contengan ADN de aisla-
dos del patotipo D (Mercado-
Blanco y col., 2003b) (Figura 2).
Este protocolo de diplex-“nested”-
PCR se ha mostrado efectivo en la

detecci6n sin ambigiiedades de los
patotipos D y ND en muestras de
tejidos de plantas de olivo de vivero
inoculadas de forma artificial. De
esta manera, en una unica secuencia
de reacciones (“nested™), es factible
determinar la especie (V. dahliae) y
sus patotipos (D o ND) (ddplex). El
reto que nos planteamos a continua-
cién fue demostrar la efectividad
del procedimiento de deteccién
cuando se utiliza con muestras de
olivos infectados de forma natural y
verificar, una vez eliminadas las
posibles amplificaciones heterélo-
gas antes citadas, si las plantas pue-
den estar infectadas conjuntamente
por aislados de los dos patotipos de
V. dahliae.

DEMOSTRACION DE LA
INFECCION CONJUNTA POR
LOS PATOTIPOS D Y ND DE
V. DAHLIAE EN PLANTAS
DE OLIVO
La demostracién de que los patoti-
pos D y ND de V. dahliae pueden
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coinfectar de forma simultdnea
plantas de olivo, y que ambos pato-
tipos pueden ser detectados en teji-
~dos de las mismas tras la aplicacién
del procedimiento diplex-“nested”-
PCR, se obtuvo en primer lugar a
partir de experimentos de co-inocu-
lacién artificial de plantas de vivero
del cv. Arbequina efectuados ad
hoc. Las plantas se inocularon por
inmersién del sistema radical des-
nudo en una secuencia, en la que
primero se utiliz6 una suspensién
de conidias del patotipo ND y a
continuacién otra del patotipo D, y
después se transplantaron a macetas
que contenfan una mezcla estéril de
arena:limo (2:1, v/v). Las plantas se
incubaron en cdmaras de cultivo en
condiciones Optimas para la
Verticilosis, y se muestrearon a los
7, 14, 21 y 85 dias después de la
inoculacién. De forma paralela, y a
modo de tratamientos control, se
inocul6 un grupo de plantas sélo
con el patotipo D, otro s6lo con el
patotipo ND (controles positivos de
infeccién individual), y un tercero
se sumergid en agua estéril (control
negativo). )

El anilisis PCR utilizando el ADN
de raices y tallos de plantas muestre-
adas indicé que las que habian sido
inoculadas sélo con el patotipo D
amplificaban sé6lo la banda caracte-
ristica del patotipo D (334 pb),
mientras que las plantas inoculadas
s6lo con el patotipo ND produjeron
el amplicén de 824 pb especifico de
patotipo ND. Sin embargo, lo mas
interesante fue confirmar que el
ADN procedente de aquellas plantas
que habfan sido inoculadas de forma
secuencial con los dos patotipos
amplificaba ambos marcadores (334
y 824 pb) de forma inequivoca, lo
que indicaba la presencia de los
patotipos D y ND en una misma
planta. Este resultado fue nitido en
muestras de raices y, sobre todo, a
los 21 y 85 dias después de la inocu-
lacién (Mercado-Blanco y col.,
2003b). Aunque en estos experimen-
tos no se pudo detectar de forma
simultdnea la presencia de ambos
patotipos en tallos, si fue patente una
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mayor capacidad (o mayor veloci-
dad) de colonizacién de la parte
aérea de la planta por parte del aisla-
do D comparado con el ND, tanto en
plantas inoculadas sélo con el pato-
tipo D como en aquellas que habian
sido co-inoculadas con los dos pato-
tipos. En todo caso, la deteccién
positiva en las plantas infectadas fue
siempre anterior al desarrollo de sin-
tomas, en concordancia con resulta-
dos obtenidos con anterioridad
(Mercado-Blanco y col., 2001;
2002).

Los resultados descritos abrian la
posibilidad de valorar si nuestro
procedimiento refinado de diagnés-
tico molecular era de aplicaci6n efi-
caz en condiciones naturales, es
decir, en muestras de tejidos proce-
dentes de olivos de plantaciones
comerciales que mostraban sinto-
mas de Verticilosis. Por otra parte,
con dicho procedimiento se podria
demostrar si en condiciones natura-
les los patotipos D y ND pueden co-
infectar una misma planta de olivo
como habfan puesto de manifiesto
nuestros experimentos de co-inocu-
lacién anteriores. Con ese objetivo,
se efectuaron andlisis diagnésticos
moleculares por el procedimiento
descrito, utilizando muestras de
ADN extraidas de plantas de olivo
de diferente procedencia geografi-
ca, edad y cultivar. Para los andlisis
se utilizaron tejidos de parte aérea
(tallos y, ocasionalmente, hojas)
puesto que son m4s accesibles al
muestreo que las raices de 4rboles
adultos en condiciones de campo.

Nuestros resultados demostraron
que es factible extraer ADN de cali-
dad PCR de tallos y hojas de drboles
adultos, si bien son mds adecuados
los tejidos que no estén severamente
necréticos o marchitos en el caso de
estar afectados de Verticilosis. En
cualquier caso, el procedimiento de
diagnéstico molecular super6 al pro-
cedimiento tradicional de diagnésti-
co mediante aislamiento microbiol6-
gico en medios de cultivo (i.e.,
mayor nimero de diagnésticos posi-
tivos a favor del primero), aun cuan-
do se use ADN extraido de tejidos

seriamente afectados por la enfer-
medad (Mercado-Blanco y col.,
2003b). La utilizacién de tejido
verde no sintomdtico para diagnésti-
co mediante diplex-“nested”’-PCR
de patotipos de V. dahliae en olivos
afectados de Verticilosis es poten-
cialmente més adecuada que la de
tejidos necréticos, ya que facilita la
deteccién de infecciones latentes del
patégeno en tejidos donde el patGge-
no pudiera estar aiin biolégicamente
activo.

Los. resultados del diagnéstico
molecular en muestras de campo
determinaron, en primer lugar, que
todas las muestras que resultaron
positivas en los aislamientos con-
vencionales fueron confirmadas por
el procedimiento didplex-“nested”-
PCR. Ademais, el diagnéstico mole-
cular mejoré los resultados propor-
cionados por el diagnéstico conven-
cional. Asf, y a modo de ejemplo,
cuando se analizaron un total de 45
muestras de ADN extraidas de tallos
severamente afectados por la enfer-
medad de olivos ‘Arbequina’ de 4-5
afios de edad de una plantacién en la
provincia de Coérdoba, el procedi-
miento molecular determiné la pre-
sencia de V. dahliae en 25 de ellas,
mientras que el aislamiento micro-
biolégico sélo lo pudo confirmar en
13 de las 45. Lo mismo ocurrié con
muestras procedentes de olivos
‘Picual’ de 8 afios de edad, ya que de
un total de 12 muestras de tallos (6
asintomdticos y 6 claramente afecta-
dos), en 5 de ellas (1 marchito y 4
verdes) se detecté el patégeno
mediante PCR, mientras que sélo en
2 (verdes) pudo determinarse la
infeccién mediante el aislamiento
convencional.

Otro hecho a destacar es que
hubo uwna mayor abundancia de
detecciones moleculares positivas
para ¢l patotipo D en muestras pro-
cedentes de olivos del sur de
Espafia (provincias de Cérdoba,
Sevilla y Granada). Asi, de un total
de 118 muestras analizadas 66 die-
ron resultado positivo para el mar-
cador D y sélo 15 para el marcador
ND. Si bien este resultado puede
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ser la consecuencia de muestrear
4rboles severamente afectados, con
una clara sintomatologia de infec-
cién por el patotipo D, no deja de
preocupar la presencia frecuente
del patotipo D en zonas alejadas de
donde fue originalmente descrito
(Bejarano-Alcdzar y col., 1996), y
alerta sobre la expansi6n del patoti-
po méas virulento hacia nuevas
zonas olivareras. Por el contrario, el
andlisis molecular revel6 que mues-
tras de tejidos de olivos supuesta-
mente afectados por Verticilosis y
procedentes de zonas alejadas de
Andalucia, como la provincia de
Huesca (‘Arbequina’, 3 afios) o de
Argentina (cvs. ‘Manzanilla’,
‘Nabali’ y ‘Picual’, 9 afios), dieron
resultado positivo para el patotipo
ND en el primer caso y negativo en c
el segundo. Por 1ltimo, el resultado

mids interesante desde los puntos de

vista diagnéstico y epidemiolégico

fue comprobar que en determinadas

muestras era posible detectar la pre-

sencia simultdnea de ADN de los : T -

dos patotipos (D y ND). Asi, en 13 Dias después de la Inoculacidn

del total de muestras analizadas en

este estudio se produjeron las ban-

das marcadores especificas de cada Figura 4. A: Curva de progreso de la enfermedad observada en un bioensa-
uno de los patotipos, tal y como se yo con plantas del genotipo ‘Acebuche-L’ cuando las mismas fueron inocula-
muestra en la Figura 3, confirman- das mediante inmersion de raices en suspensiones de conididas (107 coni-
do asi nuestros resultados en co- dias/ml) de un aislado defoliante (V138l) o de un aislado defoliante (V4l) de
Verticillium dahliae. La severidad de los sintomas fue evaluada segin una

escala de 0 a 4, correspondiendo el 0 a la completa ausencia de sintomas
visuales y el 4 a la planta muerta. Se calculé un indice de intensidad de
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inoculaciones artificiales. Esto sig-
nifica que los patotipos D y ND de

V. dahliae pueden co-infectar y co- enfermedad (IIE) segun la expresion IE=2(Si - Ni)/4-N,, que tiene un valor
colonizar una misma planta de maximo de 1, y se representd sobre el tiempo transcurrido desde la inocula-
olivo en condiciones naturales. cién y hasta los 42 dias donde se finaliz6 la lectura de sintomas. Cada punto

de la curva es el valor medio de la lectura efectuada sobre 20 plantas.
Noténse los valores del IIE comparados con los que se indican para plantas
de ‘Arbequina’ en la Fig. 5. B y C: Cantidades de ADN de Verticilllium dahliae

DESARRQLLO DE LA cuantificadas en raices de plantas ‘Acebuche-L’ que fueron inoculadas con
ENFERMEDAD, EXTENSION el aislado V138l (defoliante) (B) o el aislado V4l (no defoliante) (C) después de
DE LA COLONIZACION DEL aplicar la metodologia de PCR cuantitativa en tiempo real. Las plantas pro-

PATOGENO Y RELACION ceden del mismo bioensayo cuya curva de progreso de enfermedad se
CON LA SUSCEPTIBILIDAD O muestra en el panel A de esta figura. El contenido de ADN esta expresado
TOLERANCIA A LA en nanogramos (ng) por 100 ng de ADN gendmico total extraido de raices de
las plantas infectadas. Cada barra es el valor medio de dos ensayos inde-
VERTICILOSIS DE pendientes de PCR cuantitativa en tiempo real que incluyeron tres repeticio-
GENOTIPOS DE OLIVO nes para cada muestra de ADN. El triangulo invertido del panel € indica que
el ADN de dicha planta no pudo ser cuantificado. En el caso de las plantas
Una vez disponibles la metodologia ‘Acebuche-L., y al contrario que en los cultivares susceptibles ‘Picual y
y los materiales que hacen posible ‘Arbequina’, no se pudo cuantificar el ADN del patégeno en tallos. Letras
el diagnéstico cualitativo de V. dah- iguales por encima de las barras indican que no hubo diferencias significati-

vas (P<0.01) entre tiempos de muestreos para cada aislado de Verticillium

liae y sus patotipos en plantas de dahliae ensayado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

olivo, es decir, un procedimiento de
extraccién de ADN de calidad PCR.
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iniciadores especificos de la espe-
cie y de sus patotipos, y protocolos
basados en la PCR, con sus diversas
mejoras y variantes, es un paso
obligado, desde nuestro punto de
vista, la cuantificacién exacta y
objetiva de la colonizacién de los
tejidos de la planta huésped por
parte del patégeno. En el caso de la
interaccion V. dahliae-olivo, tal
cuantificacién conduciria a una
mejor comprensién de la reaccién
de enfermedad que diferentes geno-
tipos de olivo manifiestan a la
infeccién por los patotipos D y ND
de V. dahliae, para lo cual se dispo-
ne actualmente de una excelente
herramienta experimental: la PCR
cuantitativa en tiempo real
(Cockerill y col., 2002; Ririe y col.,
1997). En nuestros estudios, hemos
utilizado dicha tecnologia para eva-
luar la infeccién por V. dahliae en
genotipos de olivo de variada res-
puesta a la Verticilosis, correlacio-
nando la cantidad de ADN de cada
uno de los patotipos del patégeno
presente en los tejidos de aquéllos
con la cantidad de enfermedad des-
arrollada (Mercado-Blanco y col.,
2003a). Para efectuar esta investi-
gacién hemos inoculado plantas de
olivo de los diferentes genotipos
por inmersién del sistema radical
desnudo en suspensiones de coni-
dias de cada uno de los patotipos (D
y ND) (Mercado-Blanco y col.,
2001; Rodriguez-Jurado, 1993), e
incubado las plantas inoculadas en
cdmaras de cultivo en condiciones
6ptimas para la Verticilosis. Las
plantas se muestrearon después, en
un curso temporal, al objeto de
efectuarles el diagnéstico cuantita-
tivo mediante PCR en tiempo real.
Durante los bioensayos, el desarro-
llo de la enfermedad fue severo
(patotipo D) o moderadamente
severo (patotipo ND) en los cvs.
‘Arbequina’ y ‘Picual’, considera-
dos como susceptibles; pero las
plantas del genotipo ‘Acebuche-L’
(proporcionadas por Cotevisa,
Valencia) se mostraron resistentes a
la enfermedad. E1 ADN que se utili-
z6 para la cuantificacién se extrajo
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segln el procedimiento desarrolla-
do por Mercado-Blanco y col.
(2001), y todas las muestras de
ADN extraidas de tejido vegetal y
utilizadas para cuantificacién fue-
ron previamente diagnosticadas
sobre la presencia del patotipo D o
ND mediante el procedimiento de
“nested”-PCR. La puesta a punto
del protocolo de PCR cuantitativa
en tiempo real excede las pretensio-
nes de este articulo, pero para los
lectores interesados queda amplia-
mente descrita en Mercado-Blanco
y col. (2003a) y, ademds, existe una
amplia bibliografia sobre la crecien-
te utilizacién de esta metodologia
en estudios fitopatolégicos (p. ej.,
Bates y col., 2001; Weller y col.,
2000; Winton y col., 2002).

De los trabajos sobre cuantifica-
cion de ADN de V. dahliae en teji-
dos de olivo podemos extraer cuatro
conclusiones importantes. En pri-
mer lugar, la cantidad de ADN del
patégeno determinada en tejidos
infectados de los genotipos de olivo
analizados estd correlacionada con
la susceptibilidad a la Verticilosis
de cada uno de ellos. Como era de
esperar, el niimero de plantas en las
cuales el ADN del patégeno pudo
ser cuantificado de forma efectiva
estuvo correlacionado con la inci-
dencia y la severidad de 1la
Verticilosis que se desarroll6 en
dichos genotipos. De esta manera,
la cantidad de ADN del patégeno
(ya sea para el aislado V4I [ND] o
para el V138I [D]) presente en rai-
ces y tallos durante los 100 dias de
los experimentos fue mayor en

plantas ‘Picual’ (el genotipo de-

olivo més susceptible, datos no
mostrados), ‘pero menor en
‘Arbequina’ (Figura 5) vy
‘Acebuche-L’ (Figura 4), en este
orden. Estos dos iltimos genotipos
produjeron un menor nimero de
plantas enfermas, aunque en las rai-
ces de todas ellas fue detectado el
patégeno mediante los correspon-
dientes ensayos de “nested”-PCR.
Por lo tanto, los resultados de cuan-
tificaciéon de ADN del patégeno
obtenidos para plantas ‘Arbequina’

se corresponden con la menor inci-
dencia y severidad de la enfermedad
comparadas con las que se observa-
ron en plantas ‘Picual’, y la préctica
ausencia de sintomas de la enferme-
dad en plantas ‘Acebuche-L’. Es de
destacar que en todos los ensayos
efectuados, independientemente de
la combinacién patotipo V. dah-
liae/genotipo de olivo ensayada,
siempre se detecté una menor canti-
dad de ADN del patGgeno en tallos
que en rafces de una misma planta
infectada, y que por ello fue necesa-
rio duplicar la cantidad de ADN
total (hasta 200 ng) en los ensayos
de cuantificacién mediante PCR en
tiempo real, para poder efectuar en
tallos una medida efectiva de la
cantidad de ADN del patégeno pre-
sente. A pesar de ello, nunca se
pudo efectuar una cuantificacién
fidedigna de ADN de V. dahliae en
tallos de plantas ‘Acebuche-L’, lo
que indica que el nimero potencial
de propédgulos del patégeno en teji-
dos aéreos de este genotipo (en
definitiva, la biomasa del pat6geno
presente en ellos) era muy baja e
insuficiente para una adecuada
cuantificacién. En cualquier caso,
los tallos de algunas de estas plantas
estaban infectados por V. dahliae,
como demostraron los ensayos
“nested”-PCR con dichos tejidos.
La segunda conclusién importan-
te de este estudio fue constatar que
las diferencias en la cantidad de
ADN del patégeno en planta era
determinada en mayor medida por
el genotipo de olivo que por la viru-
lencia de patotipo infectante (D o
ND), con escasas excepciones. Asi,
las médximas cantidades de ADN de
V. dahliae- cuantificadas en raices
del genotipo resistente ‘Acebuche-
L’ fueron similares, independiente-
mente de que se determinasen en
plantas inoculadas con el aislado
V138I (D, altamente virulento) o en
aquéllas inoculadas con V4I (ND,
moderadamente virulento) (Figura
4). En- el caso de plantas
‘Arbequina’ se encontré un patrén
similar, aunque las cantidades
medias de ADN del patégeno deter-
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minadas en tallos fueron mayores
para las plantas que habfan sido
inoculadas con el aislado V138I
comparado con las que lo fueron
con el aislado V4I (Figura 5). En
términos de persistencia del patége-
no en los tejidos infectados, resulté
evidente en nuestros ensayos que
cuanto mds susceptible era el geno-
tipo de olivo ensayado y més viru-
lento el patotipo de V. dahliae ino-
culado, més prolongado era el inter-
valo de tiempo durante el que se
detectaban cantidades considera-
bles de ADN del patégeno (p. ej.,
en las interacciones ‘Picual’/V138I
o V41, resultados no mostrados). En
este cultivar (muy susceptible a la
Verticilosis) y en la interaccién més
compatible (plantas inoculadas con
el aislado V138I), la cantidad de
ADN del patégeno en raices perma-
necié a niveles altos (valores
medios entre 1-1,5 ng/100ng ADN
total de la planta) hasta los 41 dfas
después de la inoculacién. Ademas,
se detect6é un incremento significa-
tivo de la cantidad de ADN de V.
dahliae en los tallos de dichas plan-
tas a ese mismo tiempo. Esto sugie-
re que aproximadamente a los 40
dias después de la inoculacién, en
los tallos de plantas ‘Picual’ tiene
lugar un sibito incremento de la
cantidad de ADN de V. dahliae (es
decir, de su biomasa). Sin embargo,
en interacciones menos compati-
bles que el caso anterior, como por
ejemplo ‘Picual’/V. dahliae V4l
(resultados no mostrados) o incluso
‘Arbequina’/V. dahliae V1381 o
V4l (Figura 5), no se verificaron
incrementos significativos en la
cantidad de ADN del patégeno, per-
maneciendo éste a niveles relativa-
mente bajos y constantes a lo largo
de los 100 dias en que se prolongé
el muestreo.

El tercer hallazgo de interés fue
determinar que la médxima acumula-
cién de ADN del patégeno en raices
de plantas de olivo de todos los
genotipos estudiados, y también en
tallos de ‘Picual’, tiene lugar antes
de la méxima expresion de sinto-
mas de la enfermedad. A partir de
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Figura 5. A: Curva de progreso de la enfermedad observada en un bioensa-
yo efectuado con plantas del cv. ‘Arbequina’. Se siguié el mismo proceso
explicado en la Figura 4 para las plantas ‘Acebuche-L’, pero las lecturas se
efectuaron hasta los 98 dias después de la inoculacién. By C: Cantidades
de ADN de Verticilllium dahliae cuantificadas en raices de plantas
‘Arbequina’ que fueron inoculadas con el aislado V138l (defoliante)

ese maximo, la cantidad de ADN
del patégeno disminuye, bien de
forma acusada como en el caso de
los genotipos ‘Arbequina’ y
‘Acebuche-L’ (Figuras 4 y 5), u
oscila ligeramente durante un tiem-
po que va desde los 7 a los 52 dias
después de la inoculacién en el
genotipo ‘Picual’. Como ya se ha
indicado, el ADN del patégeno
cuantificado en los tallos de plantas
‘Arbequina’ y ‘Picual’ fue mucho
menor que en raices, y sus maximos
se cuantificaron: después de los
méximos medidos en raices. Este
retraso entre los maximos de ADN
del patégeno detectados primero en
raices y luego en tallos sugiere que
tiene lugar una secuencia temporal

en la colonizacién sistémica de la
planta por parte del patégeno. Es
interesante destacar que plantas
severamente afectadas (como ocu-
rri6 con algunas plantas ‘Picual’
inoculadas con el aislado V138I) y
que fueron muestreadas a tiempos

‘tardios, después de la inoculacién

(76-100 dias), no contenian una ele-
vada cantidad de ADN del pat6geno
en raices. Esto sugiere que el nime-
ro de propdgalos del patégeno en
estos tejidos decrece en tiempos
posteriores al completo desarrollo
de la enfermedad, al mismo tiempo
que tiene lugar una translocacién
del pat6égeno hacia los haces vascu-
lares de la parte aérea. El hecho de
que algunos de los méximos en can-
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tidad de ADN del patgeno fuesen
determinados en plantas atin asinto-
maticas, es decir, en tiempos tem-
pranos después de la inoculacidn,
sugiere que los mdximos de inci-
dencia de la enfermedad y de seve-
ridad de sintomas son precedidos
por un stibito incremento de la can-
tidad del patégeno, que primero
tiene lugar en raices y a continua-
cién en los tallos.

Por idltimo, pero no por ello
menos importante, es importante
resaltar que el uso de la PCR cuan-
titativa en tiempo real permite eva-
lnar la reaccién de genotipos de
olivo a los patotipos de V. dahliae.
Asi, la cuantificacién de ADN de
los patotipos D y ND de V. dahliae
en tallos de olivos ‘Arbequina’ y
‘Picual’ se correlaciona adecuada-
mente con el nivel de susceptibili-
dad a la enfermedad (indicada por
la incidencia y severidad de sinto-
mas). De igual modo, la respuesta
de resistencia a la enfermedad que
mostré el genotipo ‘Acebuche-L’
estd correlacionada con la imposi-
bilidad de cuantificar (por encon-
trarse por debajo del umbral de
cuantificacién efectiva que deter-
minamos en nuestro estudio en
torno a 1 picogramo de ADN del
patégeno) el ADN del patégeno en
tallos. Por el contrario, la cantidad
de patégeno determinada en raices
de este genotipo fue comparable a
la  del cultivar susceptible
‘Arbequina’, pero inferior que en el
altamente susceptible ‘Picual’.

CONCLUSIONES

El empleo en Fitopatologia de las
técnicas y herramientas molecula-
res basadas en la PCR y el uso de
iniciadores especificos, ha supuesto
un incuestionable avance en el
campo del diagnostico in planta de
organismos fitopat6genos. Nuestro
grupo lleva afios trabajando én la
implementacién de protocolos de
diagnéstico molecular para la iden-
tificacion tanto a nivel de especie
como a nivel subespecifico (por
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ejemplo, patotipos) de diferentes
patégenos fingicos. En el caso de la
interaccién V. dahliae-olivo dispo-
nemos de protocolos de deteccién
molecular basados en la PCR
secuencial o “nested”-PCR, y de
una bateria de iniciadores para el
diagnéstico en tejidos infectados de
aislados de V. dahliae pertenecien-
tes a los patotipos D y ND. La intro-
duccién de mejoras en el procedi-
miento de diagnéstico molecular
cualitativo (protocolo diplex-“nes-
ted”-PCR) no sé6lo nos ha permitido
reducir el tiempo y coste para obte-
ner un diagnéstico efectivo, sino
que ha eliminado ciertas incerti-
dumbres observadas con anteriori-
dad y que ponian en cuestién la
correcta identificacién del patotipo
presente en una muestra de tejido
infectado. Esta mejora, ademds, ha
permitido constatar que ambos
patotipos pueden colonizar de
forma simultinea una planta de
olivo y que este fen6meno, que
puede tener importantes consecuen-
cias epidemioldgicas y de imple-
mentacién de medidas de control, se
da en condiciones naturales.
Ademds, se ha verificado que el
patotipo D, el mds amenazador para
el cultivo del olivar, se extiende de
forma preocupante desde las res-
tringidas 4reas donde fue identifica-
do por primera vez hacia nuevas
zonas de cultivo.

Por otra parte, la utilizacién de la
PCR cuantitativa en tiempo real,
utilizada por primera vez para eva-
luar el progreso de la colonizacién
por parte de un patégeno en un
huésped lefioso, no sélo es una
excelente herramienta para infor-
mar sobre la extensién de la coloni-
zacion en tejidos y sobre la cantidad
de patdégeno presente en ellos, sino
que lo es también para determinar
diferencias en susceptibilidad y/o
tolerancia que determinados culti-
vares de olivo pueden tener a los
diversos aislados de V. dahliae.
Otros autores que trabajan sobre el
patosistema V. dahliae-patata han
recomendado que una cuantifica-
cién exacta de la biomasa del pat6-

geno deberia ser de obligada eva-
luacién en programas de mejora de
resistencia (Dan y col., 2001).
Nuestros resultados avalan dicha
recomendacién. Por ello sugerimos
que la cuantificacién de la biomasa
de V. dahliae (y de sus patotipos) en
genotipos de olivo deberfa ser un
elemento importante a tener en
cuenta en los programas que para la
mejora a la resistencia a la
Verticilosis puedan desarrollarse o
estén en desarrollo. Por iiltimo,
nuestro interés se centra ahora en la
utilizacién de este tipo de herra-
mientas de diagndstico molecular
para determinar el patotipo y la can-
tidad del mismo en suelos destina-
dos al establecimiento de nuevas
plantaciones, ya que dicho conoci-
miento estimamos es de extrema
importancia para la toma de deci-
siones respecto de la aplicacién de
estrategias de control integrado de
Verticilosis de cultivos. @
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