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Durante los ultimos afios, el
Grupo AGR136 Sanidad
Vegetal del IAS-CSIC y la
UCO ha centrado sus
proyectos de investigacion de
financiacion privada o publica
en el desarrollo de
conocimientos y tecnologias
sobre medidas de lucha
aplicables para la gestion
integrada de la verticilosis del
olivo. En este articulo
presentamos sucintamente
algunos de los objetivos
perseguidos en dichos
proyectos y los resultados
mas destacables alcanzados
en el desarrollo de los
mismos.
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a verticilosis del olivo (VO) causa-

da por el hongo de suelo Vertici-

llium dahliae se ha convertido en

uno de los problemas méas importan-
tes del sector oleicola andaluz (Jiménez-
Diaz et al., 2012). Esta enfermedad fue
diagnosticada por primera vez en Espafia
en 1979, en olivares experimentales del ac-
tual Ifapa en Cordoba, si bien prospeccio-
nes aleatorias en olivares de las provincias
de Cdrdoba, Jaén y Sevilla en 1980-1983 in-
dicaron que ya se encontraba ampliamen-
te establecida en el valle del Guadalquivir
(Blanco-Ldpez et al., 1984). Desde enton-
ces, la distribucién de la VO se ha extendi-
do a todas las provincias andaluzas, asocia-
da aparentemente con las innovaciones
agronémicas que han tenido lugar en el
manejo del cultivo para incrementar su pro-
ductividad (ej., propagacion viverista del
material de plantacion, extension del rega-
dio, etc.), alcanzando prevalencias de has-
ta el 70% de los olivares e incidencias de has-
ta 50% de olivos enfermos en las plantacio-
nes afectadas (Jiménez-Diaz et al., 2011; L6-
pez-Escudero et al.,, 2010; J.A. Navas-Cortés
et al., no publicado).

Los ataques de VO pueden ocasionar la
muerte de olivos jévenes o adultos, pero
también importantes reducciones de ren-
dimiento en arboles que sobreviven a la in-
feccion (foto 1); por ejemplo, infecciones
moderadamente severas redujeron el 87 y
73% de la cosecha/arbol de olivos Picual de
regadio en Israel el tercer y quinto afio tras
la plantacion, respectivamente (Levin et al.
2003), y el 84 y 56% de la cosecha/arbol de
olivos Arbequina de regadio en Cdrdoba el
tercer y cuarto afio tras la plantacion, respec-
tivamente (R.M. Jiménez Diaz y J.L. Trape-
ro Casas, no publicado).

La VO es una enfermedad cuya patogé-
nesis es compleja y determinada por va-
rias e importantes caracteristicas de V. dah-
liae, incluyendo:

(i) Su supervivencia en el suelo durante
mas de diez afios, mediante microescle-
rocios.

(i) La capacidad de infectar centenares de
plantas.

(iiii) Su crecimiento confinado en el xilema
de la planta susceptible.

(iv) La existencia de gran diversidad gené-
tica y patogénica en sus poblaciones, y
en particular la prevalencia en Andalu-
cia de un patotipo defoliante (D) altamen-
te virulento y letal en olivos suscepti-
bles que se ha extendido en todas las
provincias olivareras andaluzas (foto
1) (Jiménez-Diaz et al., 2011; J.A. Na-
vas-Cortés et al., no publicado)

Foto 1a. Sintomas de la verticilosis del olivo.

Olivo Arbequina de 2,5 aiios completamente defoliado
por la infeccion del patotipo defoliante de Verticillium
dahliae (Ecija, Noviembre de 2008).

Foto 1b. Ataque de verticilosis en un olivar de Picual.

(v) Su fécil dispersion dentro y entre planta-
ciones por medio de:
(a) Material de plantacién infectado.
(b) Suelo infestado.
(c) Restos infestados de plantas cultiva-
das o arvenses.
(d) Agua de riego.
(e) Uso de residuos de almazara infesta-
dos.
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(f) Hojas caidas de olivos infectados por
el patotipo D (Garcia-Cabello et al., 2012;
Jiménez-Diaz et al., 2012; Navas-Cortés
et al., 2008; Rodriguez Jurado y Bejara-
no Alcazar, 2007).

Todo ello determina que el control eficien-
te de la VO requiera la aplicacion de una es-
trategia de gestion integrada (GlI).

Durante los ultimos afios, el Grupo
AGR136 “Sanidad Vegetal” del IAS-CSIC
y la UCO ha centrado sus proyectos de in-
vestigacion de financiacion privada o pu-
blica en el desarrollo de conocimientos y
tecnologias sobre medidas de lucha aplica-
bles para la Gl de la verticilosis del olivo. En
este articulo presentamos sucintamente al-
gunos de los objetivos perseguidos en dichos
proyectos y los resultados mas destaca-
bles alcanzados en el desarrollo de los mis-
mos, que conciernen:

(i) La biologia reproductiva de V. dah-
liae.

(ii) La biodiversidad de la microbiota ri-
zosférica del olivo y su relacién con el con-
trol bioldgico de la enfermedad.

(i) Los impactos potenciales de cambios
ambientales en el desarrollo de la VO.

(iv) La nematofauna rizosférica del oli-
Vo y su potencial interaccion con V. dahliae
en el desarrollo de la VO.

(v) El desarrollo de clones de acebu-
che resistente al patotipo D de uso como por-
tainjertos para el control de la enfermedad
en cultivares de olivo susceptibles pero de
alto valor agrondémico y comercial.

Novedades sobre la biologia
reproductiva de la verticilosis
Verticillium dahliae es un hongo mitospdri-
co, i.e. del que no se conoce estado repro-
ductivo sexual, cuyas poblaciones natura-
les en el suelo se conciben estables y de es-
tructura estrictamente clonal; esto es, cons-
tituidas por grupos de individuos derivados
de un antepasado comun (linajes clonales)
denominados grupos de compatibilidad ve-
getativa (VCG), en los cuales se ha podido
producir variacion genética mediante muta-
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ciones. Sin embargo, investigaciones por
diferentes laboratorios sobre las relaciones
evolutivas entre los linajes clonales de V.
dahliae han puesto de manifiesto discre-
pancias en éstas que se explican mas facil-
mente por la ocurrencia de eventos de re-
combinacion genética entre los VCGs que
por mutaciones (Collado-Romero et al.,
2006; Jiménez-Gasco et al., 2014). Esta hi-
potética recombinacion podria tener impor-
tantes repercusiones sobre la durabilidad
(estabilidad) de cultivares de olivo resisten-
tes desarrollados por la mejora genética,

Se han desarrollado mapas
de riesgo para la VO en
diversos escenarios de
cambio climatico para
Andalucia en el periodo
2011-2100. Como
consecuencia del incremento
de temperatura y nivel de
CO2 ambiental, se estima un
riesgo elevado de verticilosis
en la mayoria de las areas de
cultivo de olivo en Andalucia
para la combinacion cv.
Picual/patotipo D

que es un elemento clave para la Gl de la
verticilosis del olivo.

Para contrastar la hipdtesis de que los
linajes clonales que actualmente estructu-
ran las poblaciones de V. dahliae se han
producido por eventos de recombinacion, he-
mos genotipado por secuenciacion masi-
va (GBS) 141 aislados (cepas) de V. dahliae

procedentes de una diversidad de plantas
cultivadas susceptibles en paises olivareros
de la cuenca mediterranea y EE.UU., en
cuyo ADN se han identificado cerca de
27.000 variaciones que difieren en un solo
nucledtido (SNPs), que estan distribuidas a
través del genoma del hongo y por lo tan-
to son adecuadas para el andlisis de even-
tos de recombinacion.

El andlisis de estas variaciones ha per-
mitido detectar mas de 400 eventos de re-
combinacion genética distribuidos amplia-
mente entre los linajes clonales de V. dah-
liae y en menor extension entre aislados
de un linaje dado, e identificar aislados re-
combinantes del hongo que muestran adap-
tacion patogénica sobre pimiento en Califor-
nia y alcachofa en la Comunidad Valencia-
na. Dicha recombinacién genética se ha
podido derivar de reproduccion sexual mas
que de un fenémeno parasexual, segun lo
sugiere la existencia en la muestra de los ais-
lados de estudio de los dos tipos de com-
patibilidad sexual (MAT1-1, MAT1-2) que se
han descrito en hongos ascomicetos (si
bien en proporcion desequilibrada hacia
MAT1-2) y de homdlogos de ocho de los
12 genes que regulan la meiosis en otros hon-
gos de reproduccion sexual conocida (Mil-
groom et al., 2014).

No obstante la evidencia de recombi-
nacion y la inferencia del origen recombinan-
te de algunos de los linajes clonales de V.
dahliae, el andlisis filogenético de los cer-
ca de 27000 SNPs agrego a los aislados de
estudio en los mismos linajes clonales des-
critos anteriormente por analisis de com-
patibilidad vegetativa y marcadores de ADN
neutrales (Collado-Romero et al., 2006),
confirmando que las poblaciones de V. dah-
liae actualmente existentes tienen una es-
tructura marcadamente clonal. Ademas, los
resultados del genotipado por GBS ha pro-
porcionado un elevado nimero de marca-
dores SNPs especificos de cada linaje clo-
nal (i.e., un nucledtido presente en todos
los aislados de un mismo linaje y otro dis-
tinto en todos los demas linajes) que es-
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tan siendo Utiles para desarrollar protocolos
diagnasticos (ej., deteccidn y cuantificacion
del patotipo D en el linaje 1/D) y de méto-
dos para investigaciones sobre la ecologia,
diversidad y evolucién en poblaciones na-
turales de V. dahliae (en curso).

La existencia de los genes relaciona-
dos con la compatibilidad sexual (MAT1-1y
MAT1-2) y la meiosis en V. dahliae es con-
sistente con el potencial en sus poblaciones
de reproducirse sexualmente y generar nue-
vos linajes clonales mediante recombinacion,
dando lugar a un incremento de la diversi-
dad genética en aquéllas. A pesar del origen
sexual de los linajes, es posible especular
que la actual estructura clonal de las po-
blaciones de este patégeno es resultado
de un proceso de seleccion en favor de los
individuos mejor adaptados a los sistemas
de cultivo mas intensificados. Esto es, la
reproduccion sexual y recombinacion que de-
bié ocurrir en el algin momento del pasa-
do dio lugar a un reducido nimero de geno-
tipos de V. dahliae particularmente adapta-
dos a determinadas especies huésped o
sistemas de cultivo, cuya frecuencia au-
mentd asexualmente favorecido especialmen-
te por la predominancia de poblaciones
huésped (cultivos) extensas y genéticamen-
te uniformes caracteristicas de la agricultu-
ra moderna, dando lugar a poblaciones de
estructura epidémica similares a las des-
critas en bacterias fitopatdgenas, y hongos
como Sclerotinia sclerotiorum o Sclerotium
cepivorum que también se componen de clo-
nes originalmente derivados de recombi-
nacion sexual (Milgroom et al., 2014).

La microbiota rizosférica y el
control bioldgico de la
verticilosis

Las plantas cultivadas han desarrollado una
estrategia para estimular y promover el des-
arrollo de grupos especificos de microor-
ganismos antagonistas autdctonos, que re-
siden junto con los patégenos en el suelo y
constituyen una primera linea de defensa
contra estos ultimos. Ello propicia la pro-
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teccion de los cultivos contra los ataques por
dichos patdgenos aunque las densidades de
poblacion de ellos en el suelo sean sufi-
cientemente elevadas para originar enferme-
dad severa en plantas susceptibles (We-
ller et al., 2007). Este fendmeno de reduc-
cién del desarrollo de enfermedad en pre-
sencia de indculo abundante y condiciones
ambientales favorables se produce de for-
ma natural en los denominados suelos su-
presivos en determinadas zonas del mun-
do. Por ello, tanto el sistema radical de las
plantas como los suelos supresivos son un
nicho de microrganismos que pueden cons-
tituir un importante reservorio de antago-
nistas con potencial de ser utilizados co-
mo agentes de control bioldgico (ACBs)
contra patdgenos de plantas, que en gran
medida constituyen nichos insuficientemen-
te explorados.

En nuestro grupo de investigacion con-
sideramos que la utilizacién de ACBs anta-
gonistas de V/ dahliae debe ser un compo-
nente basico de las medidas de Gl de la
verticilosis del olivo (Landa et al., 2009); si
bien las investigaciones sobre la diversidad
y estructura de las poblaciones microbia-
nas asociadas con olivo han sido escasas
hasta la fecha. Nuestros trabajos, iniciados
en 2008, constituyen el primer estudio cen-
trado en determinar la estructura y diversi-
dad de las comunidades microbianas pre-
sentes en el suelo rizosférico y raices de oli-
vos silvestres y cultivados en Andalucia,
evaluar el nivel de supresividad natural de
los suelos de olivar a la VO, y demostrar
su potencial como una nueva fuente de
ACBs antagonistas contra V. dahliae. Estas
medidas tienen como fin proteger contra la
infeccion por el patdégeno tanto el material
vegetal de plantacién como el ya estableci-
do en campo, mediante la aplicacion o pro-
mocidn de las poblaciones de ACBs autdc-
tonos de la rizosfera de olivo.

Mediante las nuevas tecnologias mo-
leculares disponibles, se han identificado
y aislado ACBs efectivos contra V. dahliae a
través de seleccion asistida, identificado

cepas con afinidad al cultivo del olivo, deter-
minado los factores bidticos y abidticos que
afectan la colonizacién de estos ACBs y
caracterizado los genes que pueden estar
involucrados en la competencia y supre-
sién de este patégeno por parte de dichos
ACBs (Aranda et al., 2011a, 2001b). Adicio-
nalmente, se han utilizado técnicas inde-
pendientes del cultivo in vitro (EcoPlate,
Apizym, T-RFLP y pirosecuenciacion, etc.)
para caracterizar la actividad y diversidad de
las comunidades microbianas en mas de
un centenar de suelos de olivar de toda An-
dalucia, determinando los factores agroné-
micos, edaficos y climaticos asociados con
las estructuras y actividad de las poblacio-
nes microbianas (Landa et al., 2014; Mon-
tes-Borrego et al., 2013; 2014). Mediante
ensayos de patogenicidad se ha caracteri-
zado el nivel de supresividad natural de
esos suelos de olivar a la VO, indicando
que aproximadamente el 25% de los sue-
los muestreados presentan alta capacidad
de suprimir el desarrollo de la enfermedad.
La utilizacion de diferentes andlisis multi-
variantes esta permitiendo determinar los fac-
tores bidticos (diversidad funcional, grupos
especificos de microorganismos, genotipos
de olivo) y abidticos (edaficos y climaticos)
que estan altamente asociados con niveles
altos de supresividad de esos suelos a la VO.
De esta forma, el uso combinado de apro-
ximaciones clasicas y de metagendmica
esta permitiendo desvelar qué poblaciones
microbianas estan especificamente aso-
ciadas con mayores niveles de supresivi-
dad a la VO, lo que va a permitir en el futu-
ro seleccionar o potenciar sistemas de ma-
nejo del olivo y microorganismos antago-
nistas que incrementen o favorezcan la Gl
de la verticilosis y en definitiva la sanidad del
cultivo.

Impacto del cambio climatico

La temperatura y la concentracion de didxi-
do de carbono (COz2) son las variables am-
bientales asociadas al cambio climatico que
mayor impacto pueden ejercer sobre los pa-



tosistemas agricolas. Por ello, se ha evalua-
do y modelizado el desarrollo de la verticilo-
sis, y su interaccion con el nivel de virulen-
cia de los patotipos de V. dahliae y la suscep-
tibilidad de cultivares de olivo para niveles
actuales de temperatura y CO2, asi como
sus predicciones por modelos de simulacién
de clima para los escenarios SRES A2 y B2
del IPCC (Panel Intergubernamental sobre el
Cambio Climatico) para Andalucia.

Los resultados indican un efecto dife-
rencial de los componentes del patosistema
olivo/V. dahliae sobre el desarrollo de la VO
en los escenarios considerados. Asi, a con-
centraciones de CO2 actuales, la tempera-
tura dptima para el desarrollo de la vertici-
losis se estimd en 20-24°C, siendo éste
mas rapido y severo en la combinacion cul-
tivar de olivo/patotipo de V/ dahliae mas fa-
vorable (i.e, Picual/D) seguida de Arbequi-

na/D, mientras que dicho desarrollo tuvo
lugar con retraso y niveles de infeccion in-
feriores en la combinacidn Picual/patotipo no
defoliante (ND, menos virulento que el pa-
totipo D) (Calderdn et al., 2014). Por otro
lado, para estos mismos niveles dptimos
de temperatura, el incremento de la con-
centracion de CO2 determiné una ralentiza-
cién del desarrollo, y reduccion de la canti-
dad, de la enfermedad. Valores extremos
de temperatura (28°C) y CO2 (750 ppm) li-
mitan el desarrollo de la VO. Es de destacar
que la intensidad de colonizacion de olivo
por el patotipo D de V. dahliae alcanzd los
mayores niveles con condiciones de CO2 ac-
tual a 20 y 24°C en Arbequina y Picual,
respectivamente; mientras que en plantas
Picual infectadas por el patotipo ND, la in-
tensidad maxima de colonizacion vascular
se alcanzé a 24°C y COz2 elevado (750

ppm). Asimismo, el crecimiento y desarro-
llo de la planta se vio influido por la interac-
cion de los factores en el estudio. Mientras
que las plantas testigo (no infectadas) de Ar-
bequina y Picual alcanzaron su mayor cre-
cimiento a 24°C y concentracién mas ele-
vada de COz2 (750 ppm), cuando las plan-
tas de ambos cultivares de olivo estuvie-
ron infectadas por el patotipo D los valores
mas altos de biomasa y longitud del tallo se
produjeron a 28°C y CO2 actual, que son con-
diciones en las que el desarrollo de vertici-
losis fue mas restringido. Finalmente, es de
destacar que el crecimiento 6ptimo de las
plantas Picual infectadas por el patotipo
ND de V. dahliae se alcanz6 a 24°C y valo-
res intermedios de COg2, de 550 ppm.

En base a estos resultados, se han des-
arrollado mapas de riesgo para la VO en
diversos escenarios de cambio climatico

publicidad

1/2 horizontal



para Andalucia en el periodo 2011-2100,
para cada una de las combinaciones de
cultivar de olivo x patotipo de V. dahliae an-
tes referidas. Estos escenarios se han ob-
tenido a partir de los elaborados por la Con-
sejeria de Agricultura, Pesca y Medio Am-
biente de la Junta de Andalucia disponi-
bles en la Red de Informacién Ambiental
de Andalucia (REDIAM), que representan la
evolucion prevista de temperatura para el pe-
riodo 2011-2100 y escenarios de emisiones
A1, A2 y B2. Los modelos desarrollados se
consideran para olivares de regadio, y asu-
men que la variacion en el riesgo de VO
es dependiente Unicamente de variaciones
ambientales en temperatura y CO2 ambien-
tal, y que existe indculo virulento del pato-
geno en el suelo. Las estimaciones del mo-
delo de riesgo de VO desarrollado para
condiciones de clima actual se han con-
trastado con la informacién sobre la inci-
dencia y distribucion de verticilosis en olivar
en Andalucia elaborada por la Red Andalu-
za de Informacién Fitosanitaria (RAIF).
Nuestros resultados indican que, en ge-
neral, se estima un incremento en el riesgo
de VO como consecuencia del incremento
de temperatura y nivel de CO2 ambiental,
aunque el efecto neto de dicha estimacion
dependera de la combinacién cultivar de
olivo x patotipo de V. dahliae. Asi, se estima
un riesgo elevado de verticilosis en la ma-
yoria de las éreas de cultivo en Andalucia
para la combinacién cv. Picual/patotipo D, i.e.,
la mas favorable para el desarrollo de VO,
siendo el riesgo maximo para el escenario
de alta emision A2 en toda la comunidad au-
tonoma. Dicho riesgo es moderado para
este mismo cultivar infectado por el patoti-
po ND menos virulento, a excepcion del es-
cenario A2 y periodo 2071-2100, en el que
se estima un incremento de riesgo debido
a la mayor favorabilidad estimada para es-
ta combinacion en condiciones de CO2 ele-
vado. En la combinacion cv. Abequina/patotipo
D se estima un riesgo moderado-bajo en con-
diciones de clima actual, con un incremen-
to progresivo en el tiempo en particular pa-
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ra escenarios de alta emision A1y A2 has-
ta el periodo 2041-2070, y una disminucion
del riesgo para final del periodo 2071-2100
ocasionado por el menor éptimo térmico
estimado para esta combinacion.

Interaccion de la nematofauna
rizosférica y V. dahliae
Los nematodos fitoparasitos constituyen un
grupo de organismos extraordinariamente
diverso y complejo que residen en el sue-
lo y que estan ampliamente distribuidos en
todos los sistemas agricolas. Practicamen-
te, cualquier cultivo agricola, incluido el oli-
vo, puede sulfrir un perjuicio importante de-
bido al parasitismo por alguno de estos ne-
matodos. La magnitud de las pérdidas que
ocasionan depende de la densidad de la
poblacion en suelo y/o raices, de la sus-
ceptibilidad del cultivo, y de las condicio-
nes ambientales (Castillo et al., 2010). De he-
cho, el parasitismo por nematodos formado-
res de nddulos (Meloidogyne spp.) y por
los lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.)
reducen el crecimiento y vigor del olivo en
todos los paises donde se han descrito in-
fecciones por alguna especie de estos gé-
neros especies (Castillo et al., 2010).
Prospecciones fitonematoldgicas reali-
zadas por nuestro grupo han demostrado la
existencia de altas infestaciones por mas
de 100 especies distintas de nematodos fi-
toparasitos, algunas de ellas con elevadas
densidades de poblacién, en mas de un
centenar de campos de olivar de toda An-
dalucia. Entre las especies mas importan-
tes, muchas de las cuales estan amplia-
mente distribuidas en la cuenca mediterra-
nea, podemos citar: Helicotylenchus spp.,
Heterodera mediterranea, Pratylenchus pe-
netrans, Pvulnus, y diversas especies de Me-
loidogyne, Longidorus y Xiphinema. Ademas,
investigaciones recientes integrando el uso
de metodologias clasicas y moleculares
(Palomares-Rius et al., 2012) evidencian
un efecto significativo del genotipo de olivo
sobre la comunidad de nematodos fitopara-
sitos. Asimismo se ha determinado que,

junto con el efecto del cultivar de olivo, tam-
bién influyen sobre la abundancia y diversi-
dad de nematodos fitoparasitos el manejo
del olivar (convencional u organico) y el ti-
po de suelo; mientras que la estructura de
las poblaciones de nematodos fitoparasi-
tos en Andalucia es influida principalmen-
te por el cultivar de olivo y la textura del
suelo (Palomares-Rius et al., 2015).

En diversos patosistemas agricolas se ha
demostrado que la coinfeccion de plantas por
nematodos fitoparasitos y otros patégenos
puede dar lugar a interacciones sinergisticas
que acenttan el perjuicio en la planta. En oli-
vo, el incremento en extension y severidad
de la verticilosis ha reforzado el interés por
determinar los mecanismos de interaccion
entre V. dahliae y Meloidogyne spp. Investi-
gaciones en nuestro grupo indican que en plan-
tones de olivo coinfectados por el patotipo D
de V. dahliae y M. javanica aceleran el des-
arrollo de la verticilosis comparado con oli-
vos infectados Unicamente por V. dahliae (P.
Castillo y J.A. Navas-Cortés, no publicado).
Ademas, mas importante aun puede ser el
efecto que la coinfeccién por ambos agen-
tes pueda tener sobre la estabilidad de la re-
sistencia de cultivares de olivo a la verticilo-
sis, fenémeno que ha sido extensamente
documentado en otros patosistemas agri-
colas (Castillo et al., 2010).

Portainjerto de clones de
acebuche resistentes

La utilizacién de cultivares resistentes es
un elemento clave para la Gl de las infec-
ciones de olivo por el patotipo D de V. dah-
liae predominante en Andalucia, al cual son
muy susceptibles los cultivares de mejor
adaptacion pedoclimatica e interés comer-
cial (ej. Arbequina, Hojiblanca, Picual, etc.)
y para el que la resistencia disponible en cul-
tivares de menos interés es incompleta y
comprometida por niveles moderados de
densidad de indculo e infecciones recurren-
tes (Trapero et al., 2013). Por ello, la dispo-
nibilidad de portainjertos altamente resis-
tentes al patotipo D propiciaria una alter-



Foto 2. Respuesta de los cultivares Arbequina y Picual injertados sobre los clones de acebuche Ac-13 yAc-18, 6
semanas después del trasplante a suelo infestado con 2 x 107 propagulos de Verticillium dahliae defoliante/g suelo.

nativa de gran interés para la Gl de la ver-
ticilosis y la utilizacién de cultivares de oli-
vo susceptibles de interés comercial en are-
as infestadas por el mismo. En investiga-
ciones anteriores utilizando una amplia
muestra de material obtenido de acebucha-
les en Andalucia, encontramos clones de ace-
buche tanto o mas susceptibles a V. dahliae
D que los cultivares de olivo susceptibles (gj.,
Picual) e identificamos dos clones de ace-
buche (denominados Ac-13, Ac-18) cuya
resistencia es superior a la expresada por
cultivares de olivo descritos como resisten-
tes (Jiménez Diaz, 2008). Subsecuente-
mente, hemos confirmado y caracterizado
la reaccion resistente de ambos clones en
bioensayos con condiciones que aseguran
el desarrollo éptimo de la enfermedad, me-
diante inoculacién por inmersion del siste-
ma radical desnudo en una suspension de
107 conidias de V/ dahliae/ml de agua esté-
fil o por trasplante a una mezcla de suelo pas-
teurizada e infestada con alta densidad de
indculo del patégeno (4,9x108 - 6x107 pro-
pagulos de V. dahliae/g suelo), y subsiguien-
te incubacion a temperatura favorable (24°C).
Dichas condiciones determinaron la muer-
te de las plantas de Picual entre 4 y 6 sema-
nas después de la inoculacion, pero los clo-

nes Ac-13 y Ac-18 mostraron una reaccion
altamente resistente y asintomatica. No obs-
tante, dichos clones fueron infectados por
V. dahliae en variable extension, que fue
evaluada mediante aislamiento del hongo a
lo largo del tallo de la planta y la cuantifica-
cién de su ADN en el tejido caulinar asinto-
matico utilizando un protocolo de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo re-
al (QPCR) con un limite de deteccion de 18
fg (i.e. 1075 g) de ADN de V. dahliae (inferior
al ADN contenido en una conidia del hon-
go) (Gramaje et al. 2013). La concentracion
de ADN de V. dahliae por 100 ng (i.e. 109 g)
de ADN de tallo fue de 10,9 y 86,7 pg (i.e.
1012 g) en plantas de Ac-13 y Ac-18, respec-
tivamente, comparado con 42,9 pgy 16,6 ng
en olivos Frantoio y Picual, respectivamen-
te. Ademas, los aislamientos en cultivo pu-
ro confirmaron la presencia del hongo via-
ble en la zona media del tallo de Ac-13 pe-
ro no asi en el tallo de Ac-18, sugiriendo
que la respuesta defensiva de este Ultimo
determind la muerte del patégeno en el te-
jido infectado.

Bioensayos de inoculacion adicionales
en las mismas condiciones dptimas para
la infeccion por V. dahliae han demostrado
que la respuesta asintomatica de los clones

Ac-13 y Ac-18 se mantiene en inoculaciones
con aislados de V. dahliae D de variada na-
turaleza y origen geografico, y no es modi-
ficada por: (i) la infeccién conjunta de su
sistema radical por el hongo micorricico
Glomus intraradices, que es ampliamente
utilizado en la propagacion viverista comer-
cial por su efecto estimulador del crecimien-
to del planton de olivo, o (ii) la coinfeccion
de la planta por el nematodo nodulador Me-
loidogyne javanica que con frecuencia en-
contramos establecido en plantones pro-
cedentes de viveros comerciales (Castillo et
al., 2010).

Finalmente, plantones de Ac-13 y Ac-
18 previamente inoculados o no con V. dah-
liae D se injertaron con yemas de olivo Ar-
bequina o Picual y se inocularon con V. dah-
liae D en las condiciones dptimas para la in-
feccion antes referidas, que determinaron la
muerte de plantas de Arbequina y Picual
autoenraizadas. El injerto de patrones prei-
noculados dio lugar a crecimiento asinto-
matico del tallo de olivo, y las plantas injer-
tadas crecieron asintomaticamente tras la rei-
noculacion (foto 2). Dicha respuesta asin-
tomatica se ha mantenido cuando las plantas
se trasplantaron con el cepelldn infestado a
microparcelas en condiciones naturales o a
macetas de gran capacidad en umbraculo,
donde las plantas contintian creciendo asin-
tomaticas desde hace mas de un afio. B
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