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La verticilosis del olivo se ha consolidado como la en-
fermedad mds preocupante para este cultivo en Espa-
fia por su amplia distribucion, intensidad y gravedad
de las pérdidas que ocasiona (Landa et al, 2009). Es-
tas circunstancias han motivado el desarrollo de nu-
merosas investigaciones que han puesto de manifiesto
gue esta enfermedad es de naturaleza compleja, lo
cual dificulta de forma notable que su control pueda
ser alcanzado mediante una unica medida. Actual-
mente se acepta que es necesaria la integracion de di-
ferentes medidas para el control de la verticilosis del
olivo. Este articulo presenta aspectos novedosos sobre
el desarrollo de una de las estrategias de control mds
respetuosas con el medio ambiente como es el uso de
agentes de control bioldgico.

del suelo Verticillium dahliae
Kleb., es considerada una de las
enfermedades mas importan-
tes y serias que afectan el culti-
vo del olivo en todo el mundo.

SINTOMAS DE LA
VERTICILOSIS DEL OLIVO

En base a su virulencia diferen-
cial en algodon y olivo, V. dahliae
puede ser clasificado en dos va-
riantes patogénicas: patotipo
defoliante y no defoliante, (Jimé-
nez-Diaz et al.,, 2010; Navas-
Cortés et al., 2008).

Las infecciones causadas por el
patotipo defoliante pueden ser
letales para las plantas de olivo
y actualmente son la causa de se-
veros ataques que pueden origi-
nar dramaticas pérdidas en el
rendimiento de plantaciones co-
merciales de olivo constituyen-
do hasta el momento la principal
amenaza para el olivar en el sur
de Espafia (Jiménez-Diaz et

al.,1998; Navas-Cortés et al.,
2008).

Los sintomas caracteristicos
observados en parte o en la to-
talidad de la copa del olivo son:
la defoliacion, marchitez de las
hojas (tornando a verde mate en
las fases iniciales y posteriormen-
te abarquillado y secado), necro-
sis de las inflorescencias (cuyas
flores pueden quedar momifica-
dasy persistir en el arbol afecta-
do) y momificado y necrosis de
frutos (Figura 1). Segun la seve-
ridad y extensién de los sintomas
en el arbol afectado puede llegar
a producir la muerte del éste,
debida a un colapso total del sis-
tema vascular, o en otros casos,
aunque menos frecuentes, pue-
de producirse una recuperaciéon
sintomatoldgica en afios sucesi-
vos, dando lugar a una aparen-
te disminucién de la incidencia
de la enfermedad a lo largo del
tiempo (Jiménez Diaz et al.,
1998).

T
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

La Verticilosis del olivo se identificd por primera vez en Espafia en

| olivo ha sido culturalmen-
Ete y econdmicamente el
principal cultivo oleagino-

so de la Cuenca Mediterranea.
Espafia es el mayor productor de
aceite de oliva en el mundo, y
Andalucia con aproximadamen-
te 1,5 millones ha de olivo cons-
tituye la principal area de culti-
vo del pais con el 62% de la su-
perficie total de olivar. Esta su-
perficie tiene un dominio de
grandes extensiones de monta-
fia y colinas caracteristicas del
paisaje andaluz ocupando hasta
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el 17% de la superficie de la re-
gion. Ademas, en este drea, exis-
te una excepcional presencia
de bosques de olivos silvestres
que representan un componen-
te predominante y distintivo de
la flora Mediterranea (Rubio de
Casas et al., 2002).

En la Cuenca Mediterranea, la
produccién del cultivo del olivo
puede ser amenazada por dife-
rentes enfermedades, principal-
mente de etiologia flngica. En
este contexto, la Verticilosis,
causada por el hongo patégeno

el afio 1975 en campos de experimentacion en Cordoba (Caballero
et al, 1980) aunque existian descripciones anteriores de ciertos
sintomas que podrfan corresponder a verticilosis. Desde entonces,
la enfermedad se ha ido extendiendo de forma continuada, en pro-
ceso aparentemente paralelo al de modernizacion y extensién del
cultivo del olivo, de forma que no es posible entender la Verticilosis
del olivo sin haber comprendido la evolucién de este cultivo y su
historia mds reciente (Jiménez-Diaz et al, 2012).

En los ultimos afios ha habido un aumento paulatino en la inciden-
cia y severidad de los ataques de Verticilosis fundamentalmente
asociado a nuevas plantaciones de olivar establecidas con siste-
mas de cultivo intensivo o a su puesta en regadio, provocando im-
portantes pérdidas econémicas. Ademds la enfermedad se ha ex-
tendido a otras Comunidades Auténomas (e.g., Aragon, Castilla-La
Mancha, Comunidad Valenciana, y Extremadura) (liménez-Diaz et

al, 2003; 2012; Landa et o/, 2009).
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FIGURA 1. Sintomas caracteristicos de la Verticilosis del olivo: (A] Colapso o muerte fotal de la planta (B] Marchitez de hojas e
inflorescencias (Fotos: ]. L. Trapero)

CONTROL DE LA
VERTICILOSIS

Las estrategias de manejo de
las enfermedades de los cultivos
en todo el mundo estan funda-
mentadas principalmente en el
uso de resistencia genética en las
plantasy la aplicaciéon de mate-
rias quimicas activas contra los
patogenos.

Sin embargo, el uso de formu-
laciones quimicas en la agricul-
tura estd cada vez mas restringi-
do por: 1) la legislacion vigente
que prohibe gran numero de
materias activas en muchos pa-
ises, 2) el impacto negativo en el
medio ambiente, y 3) la pérdida

de aceptacion de productos agri-
colas tratados con pesticidas
por parte de los consumidores
en los mercados comerciales
europeos.

Actualmente, las Unicas estra-
tegias de manejo disponibles
para el control de la Verticilo-
sis del olivo son de tipo preven-
tivo, y pueden ir dirigidas tan-
to al material vegetal como al
lugar donde éste va a ser o esta
establecido. En cualquiera de
los casos, todas ellas deberian
ser llevadas a cabo de forma
conjunta puesto que desesti-
mar la aplicacion de alguna de
ellas supone incrementar la
ineficacia de las otras.
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P Estrategia de manejo
integrado

En consecuencia, basandonos
solamente en las caracteristi-
cas inherentes de la enfermedad,
la puesta en practica de una es-
trategia de manejo integrado
de la Verticilosis del olivo me-
diante medidas de caracter pre-
ventivo incluiria: 1) Evitar el uso
de suelos infestados por V. dah-
liae, asi como la proximidad de
la plantacidn a cultivos herbace-
os susceptibles a éste, en parti-
cular algodon.

2) Analizar el suelo sobre su
contenido en microesclerocios
(estructuras de supervivencia

de V. dahliae a las que se le re-
conoce una viabilidad de mas de
10 afios), para lo cual se dispo-
ne de métodos microbioldgicos
y moleculares contrastados ex-
perimentalmente.

3) Evitar el riego con aguas que
puedan contener estructuras
infectivas del patégeno.

4) Desinfestar el suelo que
contenga indculo elevado o viru-
lento del hongo, ya sea de forma
generalizada o localizada, me-
diante solarizacion y/o aplicacion
de productos fumigantes auto-
rizados (si esto es viable econd-
micamente para la explotacion).

5) Aplicacién de practicas cul-
turales o buenas practicas agri-

R3. TB 85-100

Los tractores de perfil bajo R3. TB son referente dentro
del segmento de tractores especializados para el olivar y
almendro, asi como para zonas de montaia, gracias a
su bajo centro de gravedad.

Las dos versiones 85 y 100 permiten cubrir las diferentes
necesidades de potencia, con la posibilidad de montar inver-
sor electrohidraulico y multiples equipamientos opcionales.

Pregunte en su concesionario oficial Lamborghini.
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FIGURA 2. Seleccidn inicial de aislados bacterianos por su capacidad antifingica contra Verticillium dahliae patotipo defoliante, previa a

la caracterizacién de mecanismos de biocontrol (Fotos: G. Contreras)

colas para evitar la dispersién de
inéculo.

6) Utilizar material de plan-
tacion certificado libre de V.
dahliae.

7) Utilizar material de planta-
cién tolerantes o menos sus-
ceptibles a la Verticilosis.

8) La proteccion de ese mate-
rial vegetal y del ya establecido
de la infeccion por el patégeno
mediante la aplicacion de agen-
tes de control biolégico (ACB) an-
tagonistas del patégeno (Jimé-
nez-Diaz et al., 2003; 2010; Lan-
da et al., 2009).

BACTERIAS COMO AGENTES
DE CONTROL BIOLOGICO DE
ENFERMEDADES

Las interacciones planta-mi-
croorganismo en la rizosfera y
endosfera ha sido objeto de nu-
merosos estudios, ya que las
comunidades bacterianas de-
sempefian un importante pa-
pel en el balance, desarrollo y
funcionamiento del ecosistema
suelo en diferentes sistemas
agricolas en muchas especies
de plantas cultivadas. Los resul-
tados de estas investigaciones
han demostrado que la compo-
sicion de las comunidades micro-
bianas asociadas a las plantas es
altamente especifica y que las in-
teracciones que ocurren son el
resultado de un reconocimiento
reciproco entre ambos organis-
mos.
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En diversos estudios se ha de-
mostrado que las plantas culti-
vadas han desarrollado una es-
trategia para estimular y promo-
ver el desarrollo de grupos espe-
cificos de microorganismos an-
tagonistas autdctonos como pri-
mera linea de defensa contra pa-
tégenos de suelo (Cook et al.,
1995; Landa et al., 2006; Weller
et al., 2007). Por lo tanto, el sis-
tema radical de la planta es un
importante nicho de microorga-
nismos aun inexplorados que
pueden constituir un importan-
te reservorio de antagonistas
contra patégenos de plantas.

La utilizaciéon de microorga-
nismos antagonistas como ACBs
de patdgenos esta considerada
un componente basico de las
medidas de control de enferme-
dades para utilizar de forma
combinada junto a todas las es-
trategias disponibles de menor
impacto medioambiental y de
esta forma contribuir a la soste-
nibilidad del cultivo. Esto induda-
blemente supone que el conjun-
to de métodos erradicativos uti-
lizados para el control de la Ver-
ticilosis, en el futuro, podrian
complementarse con el control
bioldgico, desarrollando nuevos
métodos de manejo integrado
de la enfermedad (Landa et al.,
2009; Tjamos, 1993; Trapero y
Blanco, 2008).

En el caso particular del olivo,
cada vez es mas frecuente la in-
corporacion de nuevas tecnolo-

// EL SISTEMA RADICAL DE LA PLANTA ES UN
IMPORTANTE NI1CHO DE MICROORGANISMOS
AUN INEXPLORADOS QUE PUEDEN CONSTITUIR
UN IMPORTANTE RESERVORIO DE
ANTAGONISTAS CONTRA PATOGENOS DE

PLANTAS //

gias mediante el uso de inoculan-
tes microbianos durante la pro-
duccidn en vivero que incluyen
aplicacién de bioprotectores, fi-
toestimuladores o biofertilizan-
tespara incrementar la calidad y
vigor de los plantones. El interés
actual en aplicar esta tecnologia
en olivar de bajo impacto al me-
dio ambiente ha enfatizado el es-
tudio y manejo de las interaccio-
nes microbianas en el suelo y ri-
zosfera de olivo por nuestro
grupo de investigacion (Aranda
et al., 2010a).

BACTERIAS AUTOCTONAS
DE OLIVAR ANTAGONISTAS
DE V. DAHLIAE

Lo deseable es que los ACB de
agentes fitopatdgenos estén
adaptados a diversos ambientes,
0 al menos a las condiciones am-
bientales donde deben actuar, y
que ademas basen su capacidad
en su potencialidad para desa-
rrollar y/o inducir diferentes
mecanismos de control biolégi-
co contra el patégeno, y que al
miso tiempo directa o indirecta-

mente promuevan la sanidad y
crecimiento de las plantas sin
causar efectos negativos en el
medio ambiente.

Por ello en nuestro grupo de in-
vestigacion desarrollamos un
enfoque de analisis polifasico, en
el que inicialmente examina-
mos la estructura y diversidad de
las comunidades bacterianas to-
tales tanto en la rizosfera de oli-
vos silvestres de diez zonas dife-
rentes de las provincias de Cadiz
y Cérdoba y de mas de 90 fincas
comerciales de olivar con distin-
tas caracteristicas agrondémicas
en las provincias de Cérdoba,
Granada, Jaén, y Sevilla utili-
zando un enfoque independien-
te del cultivo de estos microor-
ganismos.

» Metodologia

- Primero, utilizamos la técni-
ca de analisis molecular FT-RFLP,
basada en la amplificacion del
ADN bacteriano (la regién 16S
ADNr) y que nos ha permitido
obtener un perfil genético o
‘barcoding’ de cada rizosfera.



Nuestros resultados revelaron
una alta heterogeneidad en la
composicion de las comunidades
bacterianas de la rizosfera, sugi-
riendo la existencia de comuni-
dades especificas en funcién del
genotipo de la planta, localiza-
cién geogréfica, y sistemas de
manejo agrondmico, siendo cada
reducto de olivares silvestres o
cultivados un reservorio Unico de
diversidad microbiana (Aranda et
al., 2011a).

- Para tener éxito en el desarro-
llo de estrategias de control bio-
I6gico de enfermedades lo dese-
able es que los ACB estén adap-
tados al medioambiente donde
se deban aplicar, por ello en
segundo lugar, procedimos a
aislar bacterias autéctonas de
este nicho ecoldgico (la rizosfe-
ra de olivo) e investigamos el po-
tencial antagonista de esas po-
blaciones bacterianas cultiva-
bles asociadas a la raiz de oliva-
res de toda Andalucia (Aranda et
al., 2011a). Seguidamente se
determind el potencial antago-
nista in vitro de los aislados bac-
terianos obtenidos mediante
técnicas cultivo-dependientes
enfrentando estas bacterias en
cultivos duales frente V. dahliae
patotipo defoliante, para deter-
minar la capacidad de producir
compuestos de naturaleza ‘fun-
gicida’, que se determind por la
existencia de un halo de inhibi-
cién (Figura 2). De un total de
675 aislados bacterianos de la ri-
zosfera y endosfera de olivos sil-
vestres, 94 (14%) mostraron una
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TABLA 1 / Distribucién de las cepas antagonistas predominantes contra Verticillium
dahliae patotipo defoliante aisladas de la rizosfera y endosfera del olivo cultivado en

Andalucia
PHYLA FAMILIA GENERO R1ZOSFERA | ENDOSFERA (%)
_— Bacillaceae Bacillus 30a 24a 57b
Firmicutes Paenibacillaceae Paenibacillus 3 4 74
Pseudomonadacese  Pseudomonas 19 7 27
Gammaproteobacteria  Moraxellaceae Acinetobacter 3 3
Enterobacteriaceae Rahnella 1 1
Actinobacteria Nocardiaceae Rhodococcuus 1 1
Bacteroidetes Flavobacteriaceae  Chryseobacterium 2 21

a Numero total de cepas antagonistas asignadas a cada poblacién
b Proporcién del total de antagonistas identificados provenientes de olivo silvestre incluyendo ambas poblaciones

fuerte actividad antagonista in vi-
tro contra V. dahliae patotipo de-
foliante. La proporcidon mas alta
de antagonistas se obtuvo de la
rizosfera (59,6%) en compara-
cion con la endosfera (interior de
la raiz) (40,4%).

Posteriormente identificamos
los antagonistas de V. dahliae se-
leccionados mediante técnicas
de secuenciacion de un frag-
mento de su ADN para evitar la
seleccién de organismos inclui-
dos en el listado Agentes Biold-
gicos del grupo 2, que podrian
presentar riesgo potencial para
la salud humana.

La identificacion de los antago-
nistas mediante la secuenciacion
del gen 16S del ADNr indicé que
la mayoria de las bacterias per-
tenecian a los géneros Bacillus
(56,4%), Pseudomonas (27,7%)
y Paenibacillus (7,4%). Asimismo,
varios de los aislados bacterianos
que se identificaron no habian

sido previamente citados en oli-
vo incluyendo Acinetobacter sp.
(3,2%), Chryseobacterium vyrs-
taatense (2,1%), Rhodococcus
wratislaviensis (1,1%), y Rahne-
llasp. (1,1%) (Tabla 1). En la ac-
tualidad este procedimiento se
esta aplicando en nuestro labo-
ratorio a otros aislados bacteria-
nos (1500) procedentes de fincas
comerciales de olivar.

- Finalmente, se caracterizo el
potencial biotecnoldgico de es-
tos potenciales ACB mediante
evaluacion in vitro de la produc-
cion de hormonas y diversos
enzimas hidroliticos y compues-
tos antimicrobianos. En total, la
mayoria de los antagonistas (en-
tre un 58,5 a 78,3%), mostraron
actividad proteolitica, lipolitica,
quitinolitica, produjeron acido in-
dol-acético y sideréforos. To-
das estas actividades estan des-
critas como importantes en cual-
quier bacteria antagonista que se

quiera usar como ACB de enfer-
medades de plantas.

Ademas, aislamos e identifica-
mMOs por primera vez nuevas es-
pecies de bacterias pertenecien-
tes al género Duganella spp.
asociadas con la rizosfera de
olivo que son capaces de produ-
cir violaceina, un metabolito se-
cundario de color azul-morado
con importantes aplicaciones
bioldgicas, médicas e industria-
les de alto interés biotecnoldgi-
co, y que ha dado lugar a una pa-
tente de proteccion intelectual
(P201031655 y PCT/ES2011
/070771; Aranda et al., 2011b).

De acuerdo a nuestra informa-
cion, estos trabajos representan el
primer estudio centrado en deter-
minar la estructura y diversidad de
las comunidades bacterianas pre-
sentes en el suelo rizosférico y ra-
ices de olivo y su potencial como
una nueva fuente de ACB antago-
nistas contra V. dahliae.

FIGURA 3. Confirmacion de los aislados bacterianos mds efectivos como potenciales ACB contra Verticillium dahlice patotipo defoliante,
A= Control sin bacterias; B= Aislados de Bacillus spp.; C= Aislados de Pseudomonas spp. (Fotos: C. Cantalapiedra).
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FACTORES IMPLICADOS EN
LA EFECTIVIDAD DEL
CONTROL BIOLOGGICO

Los avances significativos que
se han producido durante los
ultimos 20 afios sobre la carac-
terizacidén, ecologia y modo de
accién de una gran diversidad
de ACB, y el énfasis en el uso
preferente de estrategias no
quimicas en la lucha contra las
enfermedades de los cultivos,
puede haber favorecido la per-
cepciéon de que el control bio-
légico es facil y de eficiencia
consistente. No obstante, son
numerosos los casos que aler-
tan de la falta de consistencia
y variabilidad en los resultados
de control biolégico.

Esto es debido a la influencia de
una variedad de factores que
afectan a los patosistemas (e.g.,
densidad del inéculo y virulencia
del patégeno, genotipo del cul-
tivar, planta huésped, tempera-
tura, etc.) y de las complejas in-
teracciones que tienen lugar en-
tre el patdgeno, la planta, el
ACB vy el ambiente (Landa et al.,
2001; 2003; 2004).

Uno de los aspectos que mas
influyen en el fracaso en la acti-
vidad de un ACB se debe a que
los organismos que se introdu-
cen proceden de ecosistemas di-
ferentes de las zonas donde de-
ben actuar y no estan adaptados
ni al ambiente ni al ecosistema
donde deben ejercer la actividad
de control bioldgico.

EN QUE SE HA DE BASAR
LA INVESTIGACION

Para que el control biolégico
llegue a ser un componente util
de un Sistema de Control Inte-
grado de Enfermedades es nece-
sario superar limitaciones en
nuestro conocimiento a través
de un incremento de la investi-
gacion en determinadas areas:

1) El conocimiento exacto de
las poblaciones del patdgeno
presentes en el campo (niveles
y diversidad genética y patogé-
nica), asi como los niveles de en-
fermedad a partir de los cuales
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FIGURA 4. Vista general de experimentos para determinar la actividad de control bioldgico de
aislados bacterianos seleccionados (Fotos: G. Ledn)

el patégeno puede causar pérdi-
das econdmicas.

2) El conocimiento mas com-
pleto acerca de parametros eco-
légicos importantes para la pro-
duccion del cultivo, la eficiencia
y la supervivencia de los ACB.

3) La identificacion, y desarro-
llo (mediante ingenieria genéti-
ca) de nuevos ACBs para el con-
trol de enfermedades de plantas.

4) El conocimiento de la ecolo-
giay biologia del ACB, patégeno
y planta huésped que puedan
ayudar a disminuir los puntos de
debilidad o explotar las fortale-
zas de estos organismos para in-
crementar el éxito de control. Si-
milarmente, el conocimiento de
las condiciones fisicas, bioldgicas,
y ecolégicas éptimas para la ac-
cién frente al patégeno permiti-
rian la optimizacién de estas
condiciones para obtener los
mejores niveles de suprimir el
desarrollo de la enfermedad
(Landa, 1999; Weller, 2007).

RETOS Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

Actualmente, con las nuevas
tecnologias disponibles, se han
identificado ACBs efectivos con-
tra patégenos diana mediante
seleccidn asistida por marcado-
res moleculares, se han caracte-
rizado cepas con especificidad
hacia un cultivo en particular o
variedades de éste, determinar
los factores bidticos y abidticos
que afectan la colonizacién o efi-
cacia del ACB, y caracterizar los
genes involucrados en la compe-
tencia y supresién de los agen-
tes fitopatdgenos residentes en

el suelo por parte de estos ACB
(e.g., Landa et al., 2001; 2002;
2003;2004; Weller, 2007).

Sin embargo, uno de los gran-
des retos en la actualidad sigue
siendo el desarrollo de tecnolo-
gias para la dptima incorporacién
de estos ACBs en el campo, en el
momento adecuado y de forma
duradera, asi como poder desa-
rrollar nuevas formulaciones co-
merciales con alta calidad, y via-
bilidad y a un precio asequible
para el agricultor.

En las investigaciones que ve-
nimos desarrollando en nuestro
grupo de investigacién hemos
superado parte de las limita-
ciones arriba mencionadas vy
disponemos de conocimiento
cientifico que permitira disminuir
parte de las incertidumbres para
lograr la aplicabilidad de estos
ACB en campo, si bien aun que-
da mucho trabajo experimental
por llevar a cabo.

Actualmente se estan evaluan-
do los aislados bacterianos en es-
taquillas de olivo de seis meses
de edad en condiciones de inver-
nadero, algunos de los cuales
presentan actividad promete-
dora (Figura 4). Sin embargo, son
muchas las etapas que quedan
por desarrollar desde la seleccién
de los ACB mas efectivos para
evaluarlos en plantones de olivos
de mayor edad hasta realizar en-
sayos en condiciones de campo.
Finalmente, el/los organismos
efectivos deberian ser formula-
dosy registrados, aspecto en el
cual las empresas privadas con
interés en su explotacion poste-
rior son un eslabén fundamen-
tal en la cadena.

Todas estas etapas de desarro-
llo de un formulado de ACB de
naturaleza bacteriana, autocto-
no de olivar y efectivo frente la
Verticilosis del olivo no pueden
tener lugar sin la participaciony
financiacidon de empresas y orga-
nismos publicos y privados. Si
bien la situacion actual en la que
nos encontramos de falta de
disponibilidad de recursos eco-
noémicos, no facilita el poder
acortar los plazos para alcanzar
un formulado comercial de un
ACB efectivo contra la Verticilo-
sis del olivo en el futuro cercano.
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