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Bases para el control preventivo
de la tuberculosis del olivo

Deteccion molecular, dinamica de las poblaciones, efecto de los tratamientos quimicos y evolucion de variedades

La tuberculosis del olivo debida a la bacteria Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi causa en Espafia importantes
pérdidas de cosecha, siendo dificil su control y erradicacion.
Por este motivo se han puesto a punto métodos
moleculares sensibles y de gran fiabilidad para su
diagnostico, y se han estudiado aspectos epidemioldgicos
de la tuberculosis en el olivar espafiol, asi como la eficacia
de varios productos quimicos en la reduccién de las
poblaciones epifitas de la bacteria y en la incidencia de
tumores causados por esta enfermedad. Por dltimo, se ha
evaluado la sensibilidad de 28 variedades de olivo.

José M. Quesada, Ramén Penalver, Amparo Garcia, Edson Bertolini,
Carmina |. Salcedo, Jaime Piquer y Maria M. Lopez. Departamento de
Proteccion Vegetal y Biotecnologia. Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA). Valencia.

a tuberculosis del olivo estéd causada por la bacteria Pseu-
domonas savastanoi pv. savastanoi (Pss). Los sintomas ti-
picos de esta enfermedad son la formacién de tumores,
también denominados verrugas o excrescencias. Tienen
forma redondeada, son relativamente esponjosos en sus
etapas iniciales y su tamario es variable, entre pocos mm y va-
rios cm de didmetro. Los tumores se forman en tronco, ramas,
tallos y brotes y con mucha menor frecuencia en hojas, frutosy
raices (Smith, 1920). Los brotes y ramas jévenes suelen ser las
partes del olivo mas afectadas por esta enfermedad. La forma-
cidn de estos tumores es debida a la produccién de las fitohor-
monas acido 3-indolacético y de citoquininas por la bacteria
(Smidt y Kosuge, 1978). Aunque la enfermedad esta distribuida
por la mayoria de las dreas de cultivo del olivo del mundo, no exis-
te una estimacion precisa de las pérdidas que ocasiona. En Es-
pafna, en algunas zonas esté considerada como la tercera enfer-
medad en importancia tras el repiloy la lepra, debido a su amplia
distribucién por los olivares espanoies y a las pérdidas que cau-
sa en variedades sensibles, que fueron estimadas en el 1,3% de
la producci6n total anual (De Andrés, 1991). Ademas, hay casos
de pérdidas locales de casi la totalidad de la cosecha, por la com-
binacién de condiciones metereolégicas favorables para la en-
trada y multiplicacién de la bacteria, como ocurre con el granizo
primaveral.
El ciclo poblacional de |a bacteria es de tipo epifito-patégeno.
La bacteria presenta primero una fase en la que se multiplica en
la superficie de los tallos y las hojas, sin producir sintomas en el
olivo (Ercolani, 1978). Tanto a partir de estas bacterias epffitas,
como a partir de tumores, puede haber dispersion de Pss a larga

distancia por introduccion y plantacion de material infectado, con
0 sin sintomas. A cortas distancias las nuevas transmisiones se
ven favorecidas por practicas culturales inadecuadas, lavado por
la lluvia, o formacién de aerosoles por el viento, que pueden con-
taminar nuevos 6rganos o plantas (Wilson, 1935). En determi-
nadas circunstancias, como cuando se producen heridas por

e -~

Sintomas tipicos de la tuberculosis del olivo causada por Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi en tallo (arriba) y tronco (foto inferior).

50/Vida Rural/1 de mayo 2006




- OLIVAR dossier

practicas culturales, bajas temperaturas, granizo o simplemente
por las vias naturales de entrada (estomas, cicatrices foliares,
etc.) la bacteria puede superar la barrera epidérmica del olivo y
comienza la fase patégena. Al producirse la interaccién compati-
ble Pss-olivo, tiene lugar la invasion, infeccion y multiplicacion
que desencadena la hipertrofia e hiperplasia de los tejidos con
la posterior formacion del tumor. La bacteria puede moverse en
el interior de los espacios intercelulares e incluso por los vasos
del xilema y producir nuevos tumores en nuevas heridas (Penyal-
ver et al., 2006). En los tumores, la bacteria puede mantenerse
de una estacién a otra y cuando la humedad es lo suficiente-
mente alta, se producen exudados con alta concentracién de
bacteria, que puede sobrevivir en la superficie de tallos, hojas y
frutos.

El control de fa tuberculosis del olivo debe ser esencialmen-
te preventivo, ya que una vez la enfermedad se ha establecido,
su erradicacion es compleja por la escasa eficacia de los méto-
dos curativos y es conveniente una estrategia de lucha integrada
contra esta enfermedad. También es necesario un estricto con-
trol del material vegetal, debido al incremento en el nimero de
plantaciones, el cambio notable en las tecnologias de produc-
ciény el creciente intercambio de material vegetal de olivo en los
tltimos anos.

p Deteccion molecular de Pssy

su aplicacion a programas de certificacion

de plantas de olivo

Se requieren métodos de deteccion sensibles, especificos y
de facil realizacion para un control rapido de las posibles infec-
ciones latentes bacterianas, es decir, antes de la aparicién de
sintomas. Por ello, las técnicas moleculares han tenido un pro-
tagonismo muy importante en la deteccion de bacterias fitopatd-
genas. En nuestro laboratorio se han puesto a punto métodos de
PCR para la deteccién simultanea y sensible en una tnica reac-
cién, de la bacteria Pss y de los cuatro virus del olivo contempla-
dos en el Real Decreto 1678/1999 que regula la produccion de
plantas certificadas de olivo en Espana (Bertolini et al., 2003).
Esta metodologia de analisis es la recomendada oficialmente
por el Ministerio de Agricultura para la deteccién de Pss y virus en
plantas madre de material vegetal de olivo propagado en Espa-
na. Con estas técnicas se realizd un andlisis de 405 olivos de di-
versas regiones espanolas, la mayoria de ellos utilizados como
plantas madre de viveros. Pss se detectd en un 27% de las plan-
tas analizadas. Estos resultados demuestran que el estado sa-
nitario del material multiplicado en Espana es aceptable, com-
parado con el de otros paises. Segln el reglamento técnico de
control y certificacién de plantas de olivo vigente en Espana, las
plantas madre del material inicial serén inspeccionadas oficial-
mente para comprobar que se encuentran libres de los siguien-
tes patégenos: Verticillium dahliae, Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoiy los virus del mosaico del pepino (CMV), del mo-
saico del arabis (ArMV), del enrollado de la hoja del cerezo (CLRV)
y el virus latente de las manchas de la fresa (SLRSV). El andlisis
del estado sanitario de las plantas madre se repetird anualmen-
te, utilizando técnicas apropiadas y aprobadas por el organismo
oficial responsable (Anénimo, 1999). Basados en los resultados
obtenidos, se propone utilizar la metodologia desarrollada para el
andlisis simultaneo de virus y bacterias en el material a certificar.

La utilizacion de estos métodos de deteccién moleculares en

CUADRO |. AISLAMIENTO, DETECCION Y CUANTIFICACION DE
LAS POBLACIONES DE PSEUDOMONAS SAVASTANO!

PV. SAVASTANOIEN TALLOS Y HOJAS ASINTOMATICAS DE OLIVOS
NATURALMENTE INFECTADOS EN 5 PARCELAS DE ANDALUCIA
Y DE LA COMUNIDAD VALENCIANA

Tipo de Aislamiento Deteccién molecuiar Media del tamafio
material de Pss de Pss de las pobiaciones de Pss en
vegetal (a) (b) muestras positivas (log UFC/g) (c)
Tallos 47 (179) 47 (179) 3.96 + 1.08(d)

Hojas 42 (159) 55 (159) 3.52 £ 0.98

Total 89 (338) 102 (338) -

(a) Ntimero de muestras en las gue se aisld Pss en tallos u hojas (muestras anallzadas).

{b) Numero de muestras en las que se detectd Pss en tallos u hojas por enriquecimiento y
nested-PCR (muestras anallzadas).

{c) Media del tamano de las poblaciones de Pss en las muestras anallzadas en las que el
aislamiento de la bacteria fue positivo.

(d) Desviacion tipica de la media.

programas de certificacién de material vegetal, contribuirén a ha-
cer posible la multiplicacién exclusiva y uso de cultivares de oli-
vo libres de Pss y de virus. También son muy Utiles estos méto-
dos para los controles realizados en la comercializacion y trans-
porte de material vegetal de un pais a otro, en la adopcién de me-
didas de control y en estudios epidemioldgicos.
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FIGURA 1.

Poblaciones medias de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss)
en la superficie de tallos y hojas de ramas asintomaticos de olivos
naturalmente infectados de una parcela de la Comunidad Valenciana
(a). Lluvia acumulada y promedio de la temperatura media registradas
entre muestreos consecutivos durante los tres afios de estudio (b).
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mica de las poblaciones epifitas

La escasa informacion sobre la variacion de las poblaciones
de Pss en la superficie de hojas de olivo en distintas épocas pro-
cede de Italia (Ercolani, 1978), no habiéndose realizado ningutin
estudio en Espafa hasta la fecha. Sin embargo, esta informa-
ci6n es necesaria, tanto por su aplicacién a los métodos de de-
teccién, como para la mejora de las estrategias preventivas de
control, que son las més efectivas en la lucha contra esta enfer-
medad. La variacién de las poblaciones de Pss en la parte aérea
del olivo fue estudiada en cinco parcelas comerciales, con olivos
de més de veinte afios de edad, de dos zonas olivareras de Es-
pafia entre los afios 1999 y 2002. No se obtuvieron diferencias
significativas entre los recuentos de Pss en las supetficies de ho-
jas y tallos de olivo analizadas, respecto al nimero de muestras
donde se aisl6 o detecté la bacteria. Tampoco hubo diferencias
significativas entre los tamafios medios de las poblaciones de
Pss entre tallos y hojas (cuadro I). Independientemente de la es-
tacion, es muy probable que Pss colonice de forma similar las su-
perficies de tallos y hojas de olivo y que ademas lo haga a bajos
niveles, porque de un total de 338 muestras analizadas sola-
mente se aislé Pss en 89 muestras y se detectd en 102 (cuadro
). La frecuencia del aislamiento de Pss y el tamario medio de sus
poblaciones fue muy variable entre las cinco parcelas. En una
parcela de la Comunidad Valenciana, que fue donde la bacteria
se aislé mas regularmente durante los tres anaos, la frecuencia
de aislamiento de la bacteria en verano fue significativamente
mads baja que en otofio y primavera. También en verano, las po-
blaciones medias de Pss, fueron significativamente mas bajas
que en el resto de estaciones. La fluctuacién estacional de las
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poblaciones medias de Pss parece seguir un patrdn con valores
més altos en los meses templados y lluviosos (principalmente
primavera) y mas bajos en los meses célidos y secos (verano) (fi-
gura 1). Se concluye en nuestro estudio, que se deben realizar
los muestreos tanto de tallo como de hoja en primavera, evitan-
do los muestreos en verano.

p Efecto de tratamientos quimicos sobre las
poblaciones de Pss y la enfermedad

El control de las tuberculosis del olivo mediante agentes qui-
micos ha sido poco estudiado en Espafia, tanto a nivel de pros-
peccidn y evaluacién de campo, como a nivel de ensayos expe-

FIGURA 2.

Efecto de tratamientos con oxicloruro de cobre 50% (PM) o sulfato
cuprocalcico 20% con mancozeb 8% (PM), sobre el tamano de las
poblaciones medias de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi en la
superficie de tallos y hojas de ramas asintomaticos de olivos de la
variedad ‘Picudo’, inoculados con la bacteria. Las barras verticales
representan el error estandar de la media y las flechas de color rojo
indican el momento de aplicacion de los tratamientos.
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FIGURA 3.

Efecto de tratamientos con oxicloruro de cobre 50% (PM) o sulfato

cuprocalcico 20% con mancozeb 8% (PM), sobre la incidencia de la
tuberculosis del olivo, mediante el recuento de tumores en alivos de la
variedad 'Picudo’ inoculados con Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi. Las barras verticales representan la desviacion tipica de la
media.
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rimentales en condiciones controladas. Tampoco se conoce el
efecto de los tratamientos quimicos de control contra la ame-
naza que representa el inéculo epifito de la bacteria. Por este
motivo, se diseidé un ensayo experimental en campo, contro-
lando tanto la cantidad de inéculo, como el momento de aplica-
cién de los tratamientos. Se establecié una plantacion de olivo El ccibre pasia,
semi-intensiva de 1600 m2 persistente, eficaz y

con 200 olivos de las varie- selectivo, de maxima

dades Arbequina y Picudo . =
sensibles a la tuberculosis, accion fungicida y

con tratamientos asigna- bactericida.
dos segun un diseno en
grupos al azar con dos re-
peticiones y 10 arboles por
combinacion tratamiento/
repeticion. Antes de la pri-
mera aplicacion de trata-
mientos, los olivos fueron
inoculados con una cepa
espanola de Pss. Los trata-
L ERRNIEL L mientos fueron aplicados
ekl Ll Una vez en primavera y otra
en otofo durante tres
afios. Se evalud el efecto de dos derivados cupricos, el oxiclo-
ruro de cobre 50% (PM) y el sulfato cuprocalcico 20% con man-
cozeb 8% (PM), sobre la dindmica de las poblaciones de Pss.
Para ello se analizaron muestras asintométicas de tallos y ho-
jas en cada estacién, durante los cuatro afios que duré el en-
sayo. También se evalué el efecto de los tratamientos clipricos
sobre la incidencia de la tuberculosis, comparando el nimero
de tumores totales cada afio de plantas no tratadas, frente a
los de las tratadas.

Independientemente del material vegetal analizado, las po-
blaciones medias de la bacteria en olivos de Picudo tratados,
desde la primera aplicacién de tratamientos hasta el final del
estudio, oscilaron entre 0y 102 UFC/ml. Sin embargo, en olivos
de Picudo no tratados, las poblaciones de Pss alcanzaron 104
UFC/ml (figura 2). Los dos productos clpricos redujeron tanto
la proporcién de muestras en las que se aislé Pss, como el ta-
mano de las poblaciones epifitas de Pss respecto a las plantas
no tratadas. Este efecto fue mas pronunciado en Picudo que en
Arbequina.

En las plantas de Picudo tratadas con los compuestos cu-
pricos, el nimero medio de tumores en |a tltima campana de
2004, oscild entre 500 y 1000 tumores por tratamiento, que
fue significativamente inferior al de las plantas no tratadas, que
alcanz6 la cifra de 1.800 tumores (figura 3). En Arbequina el nu-
mero medio de tumores por tratamiento también fue significati-
vamente menor en las plantas tratadas que en el control, pero
se formaron menos tumores que en Picudo.

En este ensayo de campo se demostré que tanto el oxiclo-
ruro de cobre 50% como el sulfato cuprocélcico 20% con man-
cozeb 8% fueron eficaces, tanto para reducir la incidencia de
los tumores, como la fuente de indculo representada por las po-
blaciones epifitas de Pss. De manera que si estos productos
son aplicados en el momento éptimo (meses templados y llu-
viosos), podria realizarse un control efectivo de la enfermedad,

antes de que se inicie la infeccidn de los tejidos sensibles. Es- -
tos tratamientos deberian ser complementados con los de pro- |SﬂG DO [SDﬂnﬂ
teccién de heridas después de la recoleccion y de granizo, he-

ladas, etc., con dichos productos.
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Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoien pedimeylo;
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[ ] Evaluacion de la sUscept bilidad varietal

a la tuberculosis del olivo

La informacion disponible sobre la sensibilidad de las varie-
dades de olivo a la tuberculosis era escasa y se basaba princi-
palmente en prospecciones y evaluaciones de campo, en las
que no se partia de la misma cantidad de inéculo natural y el ni-
vel de los factores favorables para la infeccion era distinto. Por
ello, se ha analizado la influencia de distintos factores en la
sensibilidad y se concluye que para evaluarla debe utilizarse
material vegetal genéticamente homogéneo, de al menos 2-3
anos de edad, e inocular en primavera o principios de verano,
realizando heridas con bisturf en forma de lengleta. Se reco-
mienda la utilizacion como minimo de dos cepas de Pss, que
muestren alta agresividad. Estas serén inoculadas a dosis de
indculo baja, para establecer diferencias entre |as distintas va-
riedades y también a dosis alta para identificar las variedades
més tolerantes. Es conveniente utilizar diez plantas de olivo por
cepa bacteriana y dosis. Posteriormente, se arrancan y pesan
los tumores de cada planta. Ademas, es conveniente hacer

CUADRO Il. CLASIFICACION DE LA SENSIBILIDAD DE LAS

VARIEDADES DE OLIVO EVALUADAS FRENTE A LA TUBERCULOSIS
EN ENSAYOS COMPARATIVOS DE INOCULACION EN ESPANA.

Muy sensibles Moderadamente sensibles Poco sensibles
Arbequina Ascolana tenera Azapa
Arrdniz Changlot Real Cerezuela
Nevadillo Blanco de Jaén Gordal Sevillana Chemlali
Pajarero Koroneiki Dulzal de Carmona
Picudo Lechin de Sevilla Frantoio
Vallesa Mollar de Cieza FS-17
Morisca Gordal de Archidona
Picual Gordal de Hellin
Royal de Cazorla Lechin de Granada
Manzanilla Cacerefia
Manzanilia de Sevilla
Nevadillo negro
Villalonga
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nuevas heridas en condiciones asépticas para
evaluar la frecuencia de aparicién de tumores se-
cundarios, causados por las bacterias proceden-
tes de los tumores iniciales (Penyalver et al.,
2006).

La clasificacion de variedades de olivo en grupos
de sensibilidad no resulta senciila. La metodolo-
gia que se ha desarrollado en el IVIA, ha permitido
evaluar 28 variedades, la mayoria procedentes del
Banco de Germoplasma Mundial del CIFA “Alame-
da del Obispo” de Cérdoba. El nimero de tumores
aparecidos en las heridas inoculadas, el peso y el
ndmero de tumores secundarios aparecidos en las
distintas combinaciones dosis/cepa, se analizaron
estadisticamente y este andlisis permitio clasificar
las variedades en muy sensibles, moderadamente
sensibles y poco sensibles. En el cuadro Il se reco-
gen los resultados de evaluacion de susceptibili-
dad a la tuberculosis del olivo. Como muy sensibles
se han clasificado las variedades Arbequina, Arré-
niz, Nevadillo Blanco de Jaén, Pajarero, Picudo y Va-
llesa. Las variedades que se mostraron poco sen-
sibles fueron Azapa, Cerezuela, Chemlali, Dulzal de Carmona,
Frantoio, FS-17, Gordal de Archidona, Gordal de Hellin, Lechin de
Granada, Manzanilla Cacerefia, Manzanilla de Sevilla, Nevadillo
Negro y Villalonga. El resto de variedades fueron moderadamen-
te sensibles. Entre todas las variedades evaluadas, no se en-
contré ninguna variedad resistente a la tuberculosis del olivo.
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