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Las hojas de olivos infectados por el patotipo
defoliante de Verticillium dahliae contribuyeron

a extender la verticilosis de 2 a 123 arboles en una
plantacion de Arbequina de alta densidad, regada por
goteo y no labrada, en un periodo de cuatro anos.

La tasa de aparicion de olivos enfermos fue maxima
durante invierno-primavera y los arboles enfermos
mostraron una distribucion en rodales cuyo nimero y
tamano aumento en el tiempo sugiriendo un proceso
contagioso a partir de arboles afectados.

a verticilosis del olivo, causada por el hongo Verticillium dahliae,
fue primeramente diagnosticada en Espana en 1979, en olivares
experimentales del actual IFAPA en Cérdoba y poco mas tarde se
informé acerca de su amplia distribucion en las principales pro-
vincias olivareras en Andalucia (Blanco Lépez et al., 1983). La elevada
incidencia y severidad de los ataques entonces detectados no origind
entonces, ni aparentemente en fechas inmediatas posteriores, mayor
preocupacion en el sector oleicola, a pesar de las llamadas de atencién
por parte de los expertos sobre verticilosis en relacion con la potencial
significacion de la enfermedad asociada a los cambios tecnoldgicos
que se estaban produciendo para la modernizacion de la produccién
oleicola en Espana (ejemplo, propagacion viverista del material de plan-
tacion, regadio, intensificacion en la densidad de plantas, etc.). Por el
contrario, la extension y gravedad que han alcanzado los ataques de la
verticilosis del olivo durante la Ultima década (actualmente diagnosti-
cada al menos en Aragoén, Castilla-La Mancha, la Comunidad Valencia-
na, y las Islas Baleares, ademas de todas las provincias andaluzas),
particularmente en plantaciones jévenes de regadio, han creado justifi-
cada alarma en el sector oleicola y demanda de conocimientos y tec-
nologias para el control eficiente de esta enfermedad.
Aungue resulta comprensible el deseo del olivicultor de que la en-
fermedad se pueda controlar eficientemente mediante intervenciones
simples sobre el arbol enfermo, hasta ahora no existe evidencia cienti-

fica convincente de que la aplicacién de productos quimicos (fungicidas
0 no) en olivares afectados de verticilosis ofrezca expectativas para el
control de la enfermedad. Por el contrario, el conocimiento cientifico
que se viene produciendo durante los Ultimos afos sobre la naturaleza
etiolégica y epidemiolégica de la verticilosis del olivo, indican convin-
centemente que esta enfermedad es de naturaleza compleja y que su
control ha de basarse fundamentalmente en la aplicacién de medidas
de lucha previas a la plantacion en una estrategia de manejo integrado
(Jiménez Diaz et al., 2003; Tjamos, 1993).

Entre las varias caracteristicas de la verticilosis del olivo en Andalu-
cia que dificultan su control merecen destacarse:

La prevalencia de una poblacién de V. dahliae (denominada patotipo
defoliante, D) patogénicamente diferenciada por la capacidad de cau-
sar la caida extensa de hojas verdes, asintomaticas, de algodén y olivo
(que no se produce en olivos infectados por el patotipo no defoliante,
ND) y eventualmente la muerte de la planta infectada (Jiménez Diaz et
al., 1998; Jiménez Diaz, 2007).

La versatilidad de medios mediante los que se puede dispersar el
patégeno en general, y el patotipo defoliante en particular, que al menos
incluyen:

+ Plantones infectados.

- Desplazamiento de suelo infestado mediante aperos, maquina-
ria, vehiculos, agua de riego a pi€, etc.

- Desplazamiento de restos de plantas enfermas y de cosechas de
cultivos afectados (particularmente algodon).

+ Distribuci6n de agua de riego infestada por el patégeno (Easton et
al., 1969; Rodriguez Jurado y Bejarano, 2007; Wilhelm y Taylor, 1965;
Thanassoulopoluos, 1980; 1993).

Diversos investigadores observaron que las hojas senescentes de
olivos afectados por la verticilosis (presumiblemente infectados por el
patotipo ND) contienen microesclerocios del patégeno (que son las es-
tructuras mediante las que el hongo puede sobrevivir prolongadamente
en el suelo y originar infeccion de la planta) y especularon que dichas
hojas infectadas podrian constituir una fuente de in6culo eficiente en el
desarrollo de verticilosis del olivo (Tjamos y Botseas, 1987; Tjamos y
Tsougriani, 1990). Sin embargo, tal hipétesis no habia sido contrasta-
da experimentalmente hasta ahora. En este articulo presentamos re-
sultados de investigaciones realizadas en un olivar de alta densidad, re-
gado por goteo y manejado seglin las practicas de no laboreo que de-
muestran el potencial de las hojas de olivo caidas de arboles infectados
por el patotipo D de extender la verticilosis en un olivar (Navas-Cortés
etal., 2008)

El estudio se realizé desde octubre de 1999 a mayo de 2003, en un
olivar Arbequina de 4,6 ha establecido en julio de 1997 en un suelo al-
fisol de una parcela rectangular uniforme, nivelada, sita en la finca del
IFAPA, Alameda del Obispo, Cérdoba. Esta parcela no habia sido culti-
vada con plantas susceptibles a V. dahliae y carecia de historia de ver-
ticilosis en los quince anos anteriores a la plantacién. La plantacién se
realiz6 con plantones auto-enraizados de un ano de edad a una densi-
dad de 408 arboles/ha (3,5 x 7 m). El olivar se regé mediante dos go-
teros por arbol separados 10-20 cm del tronco y la infestacion de plan-
tas arvenses en la parcela se controlé mediante tratamientos con gli-
fosato entre las lineas de arboles.

A pesar de las cautelas arriba mencionadas en el establecimiento
de la plantacion para evitar el desarrollo de verticilosis, en noviembre
de 1999, 27 meses después de la plantacion, se diagnosticaron 3 ar-
boles afectados préximos entre si en uno de los margenes laterales de
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Foto 1. Olivo Arbequina de cuatro afios infectado por el patotipo defoliante de
Verticillium dahliae fotografiado en diciembre de 2000. Obsérvense la intensa
defoliacion de ramas y brotes y las hojas verdes caidas sobre el suelo bajo la copa
como consecuencia de la infeccion.

la parcela (i.e., 0,17% de los arboles), y el nimero de oli-
vos afectados amentd de manera inesperada en la esta-
cion de cultivo siguiente. Por ello, durante los cuatro anos
que siguieron a la plantacion se determind la incidencia
(porcentaje de olivos enfermos respecto del total) de ver-
ticilosis en la parcela a intervalos de 1 mes y la posicion
de cada arbol enfermo se localiz6 en la parcela en cada
fecha de observacion. Ademas la infeccion de la planta
por V. dahliae se confirmé mediante aislamiento del hon-
go de brotes sintomaticos en cultivo puroy los cultivos ob-
tenidos se identificaron y caracterizaron en los patotipos
D y ND mediante marcadores de ADN especificos de ellos
en ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
multiplex (Mercado-Blanco et al., 2003a).

En el curso de los cuatro afos de estudio, el nimero
de olivos enfermos se increment6 de los tres inicialmen-
te diagnosticados (dos por el patotipo D y uno por el ND) en noviembre
de 1999 hasta 141 (i.e., 7,83% de los arboles) distribuidos a través de
la parcela en julio de 2003, de los cuales 123 (87,2%) estaban infecta-
dos por el patotipo Dy 18 (12,8%) por el ND. En los arboles infectados
por el patotipo D se produjo la caida extensa de hojas verdes asinto-
maticas, que eventualmente origind la defoliacion completa y muerte
de ramas en olivos afectados, entre final del otono y principio del in-
vierno (foto 1). Por el contrario, los arboles infectados por el patotipo




ND manifestaron un sindrome de apoplejia (necrosis de brotes y ramas
de progresion basipeta, cuyas hojas enrolladas y de color castano per-
manecian adheridas a aquéllos) principalmente a final del invierno, o de
decaimiento lento (momificado de flores y necrosis de inflorescencias
junto con necrosis de hojas en brotes sintomaticos que cayeron excep-
to por las situadas en el extremo distal) en primavera (foto 2). Mientras
que la mayoria de los arboles enfermos infectados por el patotipo ND
aparecieron durante la estacién de cultivo que siguié a la primera de-
teccion (i.e., 1999/2000, 3er verde de olivos de cuatro anos), de ma-
nera que s6lo 4 de los 18 infectados por V. dahliae ND mostraron sin-
tomas durante el periodo 2001/02; el sindrome de defoliacién que ori-
gind la infeccién por V. dahliae D continué afectando a nuevos arboles
durante las cuatro estaciones de cultivo de estudio (figura1). Ademas,
el incremento del nimero acumulado de olivos enfermos (expresado en
porcentaje) en el tiempo durante el periodo 1999/2003 se ajust6 ade-
cuadamente (R2 > 0,98) a un modelo tedrico de crecimiento logistico
de sigmoide muiltiple, tanto para los ataques de los sindromes D y ND
individualizados como para el conjunto de olivos afectados de verticilo-
sis en la parcela (figura 1, arriba). Esto permitié estimar la tasa con que
fueron apareciendo los arboles enfermos por unidad de tiempo, que fue
méxima en el periodo de final de invierno-principio de primavera y mini-
ma durante el de verano-otofio e indicé el desarrollo de cuatro ‘oleadas’

Progreso temporal de la verticilosis del olivo durante cuatro afios consecutivos
en una parcela de olivo Arbequina situada en la finca Alameda del Obispo del
IFAPA en Cérdoba, ajustada a un modelo logistico de sigmoide miiltiple.
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Arriba. Curvas de progreso de enfermedad observada (simbolos) y estimados por el modelo (Iineas).
Abajo. Tasa aparente de enfermedad estimada por el modelo (Navas-Cortés et al. 2008).

Foto 2. Arbequina de cuatro arios infectado por el patotipo no defoliante de Verticillium dahliae fotografiado
en mayo de 2000. Obsérvense la extensa muerte de flores y algunas hojas amarillentas o necréticas.

de infeccion distintivas en el caso del patotipo D, y de sélo dos para el
patotipo ND (estaciones de cultivo 1999-2000 y 2001-2002), en las
que ademas los valores maximos de dicha tasa fueron inferiores y ocu-
rrieron con notable retraso con respecto a los olivos infectados por el
patotipo D (figura 1, abajo).

El patrén de crecimiento logistico de la verticilosis en el olivar del es-
tudio no corresponde al que caracteriza a las enfermedades causadas
por patdgenos residentes en el suelo (como es el caso de V. dahliae)
que originan un solo ciclo de infeccién y presentan un crecimiento mo-
nomolecular (i.e., incremento de enfermedad en el tiempo de tasa de-
creciente). Este cambio en el patrén de desarrollo epidémico también
se ha observado en otras enfermedades causadas por hongos de sue-
lo, asociado con circunstancias que favorecen extremadamente el de-
sarrollo de la enfermedad (por ejemplo, ambiente muy favorable para la
infeccion, cultivar muy susceptible a la enfermedad, etc.). El desarrollo
logistico de la verticilosis del olivo en contraposicién con el modelo de
crecimiento monomolecular implica una aceleracion de la enfermedad
durante los primeros estados de la epidemia, que puede ser debido a
modificaciones en el proceso de progreso de la enfermedad inducidos
por ambiente favorable para la verticilosis en la parcela de estudio y
también la alta susceptibilidad de la variedad Arbequina a la infeccion
por el patotipo D de V. dahliae indicada tanto por los resultados de este
estudio en condiciones de campo como por inoculaciones experimen-
tales en condiciones controladas (Lépez-Escudero et al., 2004; Merca-
do-Blanco et al., 2003b).

El desarrollo de las epidemias de verticilosis en la parcela también
se examind en un contexto espacial, asi como conjuntamente en térmi-
nos espacial y temporal. El analisis espacial se realiz a tres niveles de
escala:

1. Andlisis de secuencias ordinarias en el que se estima la agrega-
cién entre plantas enfermas adyacentes en las lineas o columnas de
una matriz de olivos enfermos mediante el contraste Z del porcentaje
de lineas o columnas que contienen agregacion de arboles enfermos.

2. Andlisis de la agregacion de arboles enfermos en grupos de oli-
vos de tamano variable [2 (2x1), 4 (2x2), 8 (2x4) y 16 (4x4)] mediante la
distribucion beta-binomial.

3. Andlisis de indices de distancia (SADIE) que considera la fortale-
za y orientacion entre los grupos anteriores con arboles enfermos, y el
patrén espacial se cuantifica utilizando las coordenadas (ubicacién) de
los grupos y el nimero de olivos enfermos por grupo para medir el mi-
nimo esfuerzo total necesario para forzar una distribucién en la que los
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arboles enfermos estén espaciados lo mas regularmente que sea po-
sible. El andlisis espacio-temporal se realizé utilizando SADIE para de-
terminar la asociacion de agrupaciones espaciales de arboles enfer-
mos entre pares de periodos de tiempo en los que se estudio el incre-
mento de la incidencia de verticilosis en la parcela. Similarmente, en
cada periodo experimental se utilizé el indice de agregacion SADIE para
comparar la distribucion espacial de arboles enfermos infectados por el
patotipo D o ND.

Mientras que los olivos afectados de verticilosis no mostraron al
principio un patrén de distribucién discernible en la parcela, desde final
del invierno de 2000 hasta el final del estudio los nuevos arboles en-
fermos aparecieron mas frecuentemente adyacentes a los ya enfer-
mos, dando lugar a la formacion de focos de rodales de arboles afecta-
dos através de la parcela, y dicho patrén de agregacion fue indicado por
los varios tipos de analisis utilizados (figura 2). Ademas, el patron de
agregacion entre olivos enfermos fue claramente discernible entre
aquéllos que estaban infectados por el patotipo D, y la extension de di-
cha agregacion aumenté gradualmente con el tiempo, mientras que los
arboles infectados por el patotipo ND mostraron una distribucion alea-

toria en la parcela. Estos resul-

- tados respecto de la agrupa-
FlgUl’C[ 2. cién de arboles sucesivamen-

Mapas de distribucion espacial de te enfermos indica que la in-

incidencia de verticilosis en la primavera
de los ailos 2000, 2001, 2002 y 2003
en una parcela de olivo Arbequina
situada en la finca Alameda del Obispo

feccién de un arbol influye so-
bre la infeccién de arboles in-
mediatos adyacentes y dicha
influencia es mas intensa en-

del IFAPA en Cordoba tre los arboles que se encuen-

tran cercanos en una linea
comparada con la que ocurre
entre arboles que se encuen-
tran en lineas diferentes.

La distribucién segun un
patrén de agrupacion de los
olivos de la parcela infectados
por el patotipo D de V. dahliae
no es extrana en enfermeda-
des causadas por patégenos
que residen en el suelo. Dicho
patrén puede corresponder a
la distribucién agrupada de los
microesclerocios en el suelo
que constituyen el inéculo pri-
mario para las epidemias, pero
también puede ser consecuen-
cia de infecciones secundarias
originadas por la dispersion de
inéculo efectivo desde los fo-
cos primarios de enfermedad
hasta plantas sanas. Poten-
cialmente, la dispersion de V.
dahliae en un olivar puede te-
ner lugar mediante la disper-
sién de sus propagulos conte-
nidos en el suelo por el agua
de riego en movimiento, asi
como por la dispersion de ho-
jas infectadas. La distribucién
no agregada de los arboles in-
fectados por el patotipo ND su-
giere que éste pudo ser intro-
ducido en la parcela en plantas
infectadas asintomaticas.
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Los ejes indican la distancia en metros entre
arboles con el eje de ordenadas y en la direccién
de las calles (Navas-Cortés et al. 2008).




Foto 3. Defoliacién de plantones de olivo Cornicabra
de catorce meses de edad que crecieron en
ambiente natural, durante ocho meses, en suelo
estéril infestado artificialmente con un triturado de
hojas caidas de olivos Arbequina infectados por el
patotipo defoliante de Verticillium dahliae. A la
izquierda un plantén de Cornicabra testigo que crecid
en suelo no infestado (D. Rodriguez Jurado y R. M.
Jiménez Diaz; datos no publicados).

Esta interpretacion se basa en la
escasa incidencia global de di-
chas infecciones en la parcela
(i.e., 1% del total de olivos), asi
como en que los arboles enfermos
estaban distribuidos individual-
mente en la misma sin que se ob-
servara expansion de las infeccio-
nes a partir del 1° ano del estudio
ni indicacion alguna de formacion
de rodales. Ademas, es respalda-
da por la diversidad genética que identificamos entre los aislados ND
obtenidos de los olivos enfermos, cuando el ADN de ellos se analizé
mediante ensayos PCR basados en amplificacion arbitraria de secuen-
cias de microsatélites (MP-PCR) (Navas-Cortés et al., 2008). Alternati-
vamente, las infecciones por el patotipo ND podrian derivar de inéculo
presente en el suelo de la parcela antes de la plantacion. En este caso,
la cantidad de dicho in6culo deberia haber sido extremadamente alta
dado el escaso potencial de los microesclerocios del patotipo ND para
establecer infecciones sintomaticas en olivo, lo cual es cuestionable en
razén de la prolongada ausencia de cultivo huésped de V. dahliae y de
verticilosis en la parcela.

El incremento plurianual de la incidencia de infecciones por el pato-
tipo D en la parcela de estudio, y la distribucién agregada y expansion
de los rodales de arboles enfermos en ella, podrian resultar de la dis-
persién de suelo infestado y/o hojas infectadas caidas de arboles en-
fermos a través de la plantacion y la subsiguiente infeccién de nuevos
olivos por el inéculo contenido en aquéllos. La dispersion de inéculo del
patégeno en el suelo por agua superficial es de escasa significacion, y
posiblemente pueda ser restringida a la ocasionada por el agua de llu-
via dada la uniformidad y nivelacion de la parcela y el riego por goteo que
se utiliz6 durante los 4 afnos de estudio.

Por el contrario, nuestra hipétesis al respecto es en favor del papel
del inéculo contenido en las hojas caidas de arboles infectados por V.
dahliae D en la extension de la verticilosis en la parcela. La mayor agre-
gacion de la enfermedad entre arboles adyacentes en una linea, com-
parada con la de los arboles ubicados en lineas diferentes, puede ser
debida a que la distancia entre los primeros (3,5 m) fue menor que la
existente entre los segundos (7 m). Nuestra hipétesis se fundamenta
en el potencial que hemos estimado en dichas hojas caidas como fuen-
te de indculo para la verticilosis del olivo, que es indicada por los si-
guientes datos:

1. El gran ndmero de hojas verdes infectadas por V. dahliae D que
caen de los olivos enfermos.

2. La capacidad de dichas hojas de originar infeccion y enfermedad
en plantones Arbequina de siete meses de edad, y Cornicabra de ca-
torce meses, que crecieron en suelo estéril infestado artificialmente
con un triturado de ellas y se incubaron en condiciones naturales en la
parcela (foto 3).

Nuestras observaciones en la parcela indicaron que durante el pe-
riodo de noviembre de 2001 a mayo de 2002 se produjo una caida me-
dia de 5.580 hojas por mes y arbol, de las cuales un promedio del
67,7% estaban infectadas por el patégeno (Rodriguez-Juradoy Jiménez-
Diaz, datos no publicados). Un papel similar al descrito ha sido referido
en las verticilosis del falso platanero y del fresno causadas por V. dah-
liae, pero no habia sido demostrada hasta ahora en la verticilosis del oli-
vo (Hiemstra, J. 2000.; Rijkers et al., 1992). En condiciones naturales,
la infeccién de olivos favorecida por las hojas infectadas puede ser lle-
vada a cabo por conidias y/0 microesclerocios del patdégeno que se for-
man en gran ndmero y sobreviven, respectivamente, hasta seis sema-
nas en hojas que se depositaron sobre el suelo bajo los olivos y a los 3-
5 meses en hojas que se enterraron cercanas a las zonas de goteo bajo
los mismos (Rodriguez-Jurado y Jiménez-Diaz, datos no publicados). La
eficiencia de dichos indculos para la infeccion de la planta puede ser
auspiciada por la humectacion del suelo que proporcionan los goteros
y la elevada densidad de raices absorbentes susceptibles (< 0,5 mmde
diametro) que se forman en el perfil de 20 cm en una zona hasta 1 m
del tronco del arbol (Ferndndez et al., 1991).

Las evidencias directas e indirectas que proporcionan los resulta-
dos de nuestro estudio demuestran convincentemente que infecciones
iniciales e incipientes de plantones de olivo por el patotipo defoliante
de V. dahliae pueden originar epidemias severas de verticilosis en oli-
vares jovenes de regadio y alta densidad en un corto periodo de tiempo.
Este hecho es de particular relevancia en virtud de la extensa disper-
sién del patotipo D en las principales provincias olivareras de Andalucia
durante los Ultimos anos, que se encuentra presente en Granada, Huel-
va, Jaén, Cérdoba y Sevilla y es el dominante en las poblaciones de V.
dahliae que infectan olivo en estas tres Ultimas (Jiménez Diaz, 2007).

Que las infecciones sean originadas por el patotipo D tiene signifi-
cacion adicional, por la posibilidad de que el patégeno sea dispersado
a distancias relativamente amplias desde el olivar afectado a otros oli-
vares libres de la enfermedad mediante hojas infectadas que caen
prontamente y en gran cantidad de los &rboles enfermos. Este medio
de dispersion ha podido desempefar un papel importante en la intro-
duccién del patotipo D en el olivar de nuestro estudio, que creemos tuvo
lugar previamente al establecimiento de la plantacion por la dispersion
de hojas de algod6n infectadas por el patégeno desde una parcela dis-
tante cerca de 100 m. Esta parcela ha sido repetidamente cultivada de
algoddn susceptible a la verticilosis hasta dos anos antes de la planta-
ciény esta infestada con elevada densidad de indculo de V. dahliae D (J.
Bejarano Alcazar, comunicacion personal). De hecho, el analisis me-
diante ensayos MP-PCR de la diversidad genética en muestras repre-
sentativas de aislados del patégeno de los olivos infectados y de aisla-
dos de V. dahliae obtenidos del suelo de la parcela cultivada de algo-
dén, demostré que dichas poblaciones comparten el mismo perfil ge-
nético (Navas-Cortés et al., 2008).
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