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Epocas de aislamiento de Verticillium dahliae Kleb en olivar

en la provincia de Sevilla

F. MONTES, J. I. PAEZ, J. M. VEGA y M. E. DUHART

Los sintomas producidos por la Verticilosis del olivo (V.0.) y la facilidad con la
que el patdgeno puede ser aislado de drboles enfermos describen ciclos estacionales,
influyendo en la fiabilidad del diagnéstico de la enfermedad. Para determinar la época
maés adecuada para efectuar los andlisis de laboratorio se han recogido mensualmente
muestras de drboles con V.O. entre marzo de 1994 y diciembre de 1996, en una parcela
de olivar de la provincia de Sevilla. La aparicién de sintomas en campo y el porcentaje
de andlisis positivos en laboratorio fueron maximos en los meses de marzo a junio, mi-
nimos en los de verano e invierno, y tuvieron un ligero incremento durante el mes de
septiembre. El patégeno fue aislado con més facilidad en el momento de mostrarse los
sintomas. Los drboles se dividieron en dos grupos segin fuera o no posible volver a
aislar V. dahliae Kleb en las primaveras siguientes. A partir de los datos presentados se
demuestra la importancia de la época de muestreo en el diagnéstico de V.O., determi-
nandose, para nuestra zona, el momento adecuado en un cultivar susceptible y en con-
diciones de cultivo conducentes al desarrollo de la enfermedad.
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INTRODUCCION

La Verticilosis del olivo (V.0O.) es una en-
fermedad causada por Verticillium dahliae
Kleb que produce dos tipos de sindromes
bien definidos y denominados «Decaimien-
to lento» y «Decaimiento rdpido» o «Apo-
plejia» (ZACHOS, 1963; BLANCO-LOPEZ,
etal., 1984).

Una de las caracteristicas de estos sindro-
mes en los paises de clima mediterrdneo es
la estacionalidad con que se presentan a lo
largo del afio, lo cual se asocia a la facilidad
con que el patégeno se puede aislar de los
brotes o ramas afectadas y por ello con el
diagnéstico de la enfermedad. Esta estacio-
nalidad tiene ademds importancia desde el
punto de vista del disefio de medidas de
control dada su implicacién con la inactivi-

dad del hongo en determinadas épocas, con
la posible necesidad de nuevas reinfecciones
y con la recuperacidn natural de plantas en-
fermas, procesos que se relacionan con el
grado susceptibilidad-resistencia en la res-
puesta varietal (WILHELM y TAYLOR, 1965;
BLANCO-LOPEZ et. al., 1990; BLANCO-
LOPEZ y JIMENEZ-DiAZ, 1995).

Si bien parece clara entre los diversos au-
tores la aceptacién de la estacionalidad de
los sintomas, hay cierta disparidad respecto
a la del aislamiento del patégeno, debido
posiblemente a las distintas condiciones
geogrificas, de patotipos y cultivares con
que se han realizado los trabajos publica-
dos. Asi en Italia, mientras CIRULLI (1981),
en Puglia aisla el hongo ficilmente durante
todo el afio de 4rboles de la variedad muy
susceptible S. Agostino; RAGAZZI et al.,
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(1987) en Toscana y partiendo del cultivar
Marailo, encuentra un ciclo con maxima
frecuencia en primavera y progresiva dis-
minucién hasta llegar al minimo en invier-
no. THASSANOPOULUS et al., (1979) en
Grecia, cita fluctuaciones estacionales pero
lo afsla con cierta facilidad durante todo el
afio, indicando como causa la elevada sen-
sibilidad de algunas variedades como Kon-
servolia y Kalamon.

Dado el nimero creciente de muestras re-
cibidas en el Laboratorio de Sanidad Vege-
tal de Sevilla (D.G. de la Produccién Agra-
ria) que requieren el diagndstico de V.O., se
planted el presente trabajo para determinar,
en las condiciones de cultivo de nuestra
zona, la época de aislamiento del patégeno,
a fin de dar normas sobre los momentos més
adecuados para efectuar los muestreos de
forma que sean més fiables los resultados de
los andlisis en laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

El seguimiento de olivos afectados por
V.0. se efectud en una parcela representati-
va del nuevo olivar de verdeo del término

municipal de La Rinconada, Sevilla, planta-
da en 1989 de cultivar Manzanillo en suelo
con cultivo previo de horticolas sensibles a
Verticilosis, con riego por goteo, marco
7 X 6 m y cultivo intensivo, circunstancias
conducentes al desarrollo de la enfermedad.

Los sintomas de la misma eran obvios en
marzo de 1994, momento en que comenza-
ron las prospecciones, las cuales se realiza-
ron mensualmente hasta diciembre de 1996,
excepto en el mes de julio de dicho afio.
Cada prospeccion consistié en la observa-
cién de un nimero variable de arboles con
un recorrido de unos 400 m, que abarcaba
unos 120 arboles en la primera visita, y que
se fue ampliando hasta observar unos 700
arboles en una superficie de unas 3 ha.

Las visitas se hicieron la tercera semana de
cada mes, seleccionando los drboles avista-
dos con sindrome de V.O., los cuales eran
muestreados y marcados para su seguimiento
en los meses posteriores a no ser que fueran
abandonados a causa de su muerte y arranque
o de otras actuaciones del agricultor destina-
das a intentar en muchos de los casos la recu-
peracion de decaimientos debidos a V.O.

En el cuadro 1 y figura 1, se reflejan el
nimero de drboles seleccionados y muestrea-

Cuadro 1.-Nimero de drboles de Nueva seleccion y Total muestreados cada afio y mes

1994 1995 1996
Mes
N T N T N T
- - 2 21 0 42
- - 0 21 0 42
6 6 1 22 0 42
6 11 19 41 0 40
8 19 1. 37 0 37
3 23 6 34 0 36
1 24 2 35 - -
AgOStO ..cvireenieine 2 26 0 34 0 38
Septiembre .... 1 27 4 47 0 38
Octubre ...........c....... 0 22 1 43 0 38
Noviembre .............. 0 19 0 43 0 38
Diciembre ............... 0 18 0 43 0 38

(N) Nimero de 4rboles seleccionados cada mes en funcién de sus sintomas de V.O.
(T) Ndmero Total de drboles muestreados y analizados en laboratorio.
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Fig. 1.-Numero total de drboles seleccionados en cada mes durante el periodo de muestreo (N) y su porcentaje
acumulado (%)

dos por primera vez en cada fecha (N) y el
nimero total de los que se tomaron muestras
para su andlisis en laboratorio (T). Se selec-
cionaron 63 drboles entre marzo 1994 y oc-
tubre 1995, abandondndose 25 en algiin mo-
mento y muestredndose un mimero variable
cada mes, que oscilé entre los 6 iniciales y
los 38 finales con un médximo de 47 en la vi-
sita de septiembre 1995.

En cada caso se recogieron brotes y ra-
mitas afectadas que fueron cortadas en 28
secciones o astillas de unos 5 mm, lavadas
con agua corriente, tratadas con Hipoclori-
to s6dico 2% durante 1 minuto y distribui-
das en tres placas Petri con PDA y una con
Agar-agua, que se incubaron en oscuridad
a 22-23 °C y se observaron a los 4 y 7 dias
para determinar la presencia de V. dahliae
Kleb., (JIMENEZ-Diaz y MONTES-AGUSTI,
1974).

Los 4rboles fueron clasificados en los tres
grupos siguientes:

— «Abandonados»: Arboles seleccionados
y muestreados que fueron abandonados en
algiin momento.

— «Recuperados»: Arboles de los cuales
si se aislé V. dahliae Kleb fue sélo en el
momento de la seleccién o en los meses in-
mediatos y que en cierto aspecto se podrian
considerar como «Recuperados», al menos
durante el resto del periodo de seguimiento.

— «Ciclicos»: Arboles en los cuales se
aislé V. dahliae Kleb en el momento de la
seleccion y en las siguientes campaiias, y
que consideramos como «Ciclicos», durante
el periodo de seguimiento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de drboles sintométicos

El nimero de drboles seleccionados por la
presencia de sintomas (N), fue maximo en
los meses de marzo a junio de cada afio
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(cuadro 1), en que se eligieron un total de
50 arboles (79%). A partir de octubre y du-
rante los meses de invierno dichas seleccio-
nes fueron escasas o nulas.

En la figura 1 se exponen el total de arbo-
les de nueva eleccién en cada mes para los
tres afios que durd el muestreo, quedando de
manifiesto la rdpida acumulacién de los
mismos durante la primavera-principios de
verano.

Este ciclo en la seleccion es reflejo de la
aparicion de sintomas en campo y coincide
con las fechas de desarrollo del sindrome de
«Decaimiento lento» (JIMENEZ-DIAZ et al.,
1984) aunque también se vieron ramas con
el sintoma de corteza morada, propio de
«apoplejia», y a ella seguramente se debie-
ron parte de las muertes y talas severas que
nos obligaron a abandonar 25 arboles duran-
te el periodo de seguimiento.

Andlisis de los arboles muestreados
El cuadro 2 muestra los resultados de los

andlisis realizados a los drboles selecciona-
dos por primera vez en cada fecha y el por-

centaje de aislamientos positivos realizados.
Vemos una alta frecuencia (78%) de aisla-
mientos del hongo al analizar 4rboles mues-
treados en el primer mes de su seleccion,
porcentaje que se mantiene en las dos cam-
paiias (85% y 72%) y que se eleva al 92%
cuando consideramos solo el perfodo com-
prendido entre los meses de marzo a junio,
mientras que entre julio y noviembre solo en
1 de los 11 4rboles de nueva seleccién (9%)
se aisl6 el patégeno.

Cuando se estudian los resultados del total
de los analisis realizados cada mes (cuadro
3 y fig. 2) se ve una disminucion en el por-
centaje de andlisis positivos que pasan del
33% en 1994 al 7% en 1996, debido a la
mayor repercusién de los drboles «Recupe-
rados», a la no eleccién de nuevos drboles
con sintomas en desarrollo y a una mayor
«Resistencia» asociada a la edad (BLANCO
et al., 1990), pero conservandose siempre la
méxima frecuencia de aislamiento entre los
meses de marzo a junio en que hay 132 de
los 172 anélisis que dieron resultado positi-
vo a lo largo de toda la prospeccion (77%).

Del cuadro 3 se deduce que en todos los
afios hubo algin mes en que no se aislé el

Cuadro 2.-Resultado de los andlisis de drboles de nueva seleccién en cada afio y mes

1994 1995 Total
Mes
+/N (%) +/N (%) +N (%)
- ()] 212 (100) 2/2 (100)
- =) 0/0 =) 0/0 ]
6/6 (100) m (100) n (100)
6/6 (100) 18/19 95) 24/25 (96)
78 (88) 11 (100) 8/9 ®9
33 (100) 4/6 67) 719 (78)
1 (100) 072 ©0) 173 (33)
AQOSLO ..vvrreeeen 0/2 0) 0/0 -) 0/2 (V)
Septiembre ............. 0/1 ) 0/4 ) 0/5 ©)
Octubre ........coveuee... 0/0 - 01 ) 0/1 ©0)
Noviembre .............. 0/0 ()] 0/0 )] 0/0 -)
Diciembre ............... 0/0 =) 0/0 -) 0/0 =)
Total .....cccocerrenennen. 23/27 (85) 26/36 (72) 49/63 (78)

(+) Niimero de Aislamientos positivos en los drboles de Nueva seleccién muestreados y analizados en cada mes y afio.
(N) Ndmero de drboles de Nueva seleccion muestreados y analizados en cada mes y afio
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Cuadro 3.-Resultado de los anilisis del niimero total de arboles muestreados en cada afio y mes

" 1994 1995 199 Total

“ TUNT (%) #NT (%) +#NT (%) +NT (%)
 c = O 371 2y R 17V 0) 5763 ®
Febrero ......... - (=) 7121 (33) 4/42 (10) 11/63 )
MArzo ........... 6/6 a0 2 14) 342 M 1270 (a7
Abtil s LAY OO0 SR (61 - Al 12) 4192  (45)
Mayo . 16/19  (84) 1637 (@43  5B7 13) 3793 (40)
Fonds 53 2023 (87) 1834  (53) 436 (A1) 42093 (45)
Julio ... o 224 @®) 035 ) = © 2/59 3)
AGOSIO oo 0126 ) 134 3) 2138 ) 3/98 3)
Septiembre ... 6/27 (22) 0/47 ©) 338 ®) 9112 (8)
Octubre ... 0/22 ) 0/43 ©) 4138 10) 4103 (@)
Noviembre ..... 0/19 ) 1/43 @) 0/38 ) oo Q)
Diciembre ...... 3/18 an 0/43 ) 2138 ) 5/99 )
Total o, 64/195  (33) 76421 (18) 320420  (T) 1721045  (16)

(+) Nimero de Aislamientos positivos en el Total de drboles muestreados y analizados en cada mes.

(NT) Niimero Total de drboles muestreados y analizados en cada mes.
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Fig. 2.—Porcentaje de 4rboles con aislamiento positivo respecto a los drboles analizados en cada mes,
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patégeno (agosto, octubre y noviembre de
1994; julio, septiembre, octubre y diciembre
de 1995; enero y noviembre de 1996), pero
al totalizar por meses, en todos ellos hubo
andlisis positivo en algin caso, obteniendo
el minimo en el mes de noviembre (1%) y el
mdiximo en los meses de abril y junio
(45%). Al igual que otros autores (THASSA-
NOPOULUS et al., 1979; CIRULLI, 1981; RA-
GAZZI et al., 1987), en nuestras condiciones
hemos conseguido aislar el hongo, al menos
de un 4rbol, durante todos los meses del
afio, aunque con distinta frecuencia.

RAGAZZI et al., (1987), en el N. de Italia
encontré que la probabilidad de aislamiento
del patégeno disminuia progresivamente de
verano a invierno, mientras que WILHELM y
TAYLOR (1965) trabajando con la variedad
manzanillo en California, aislan el hongo de
forma poco frecuente en julio y agosto, nula
en septiembre y muy frecuente al final de
invierno y primavera.

En Sevilla, con la misma variedad manza-
nillo hemos observado un ciclo de aisla-
miento del patégeno con un maximo en los
meses de marzo a junio y minimo en invier-
no, pero con mayor frecuencia en septiem-
bre respecto a los meses del verano con lo
cual el ciclo difiere del descrito por los au-
tores citados.

Analisis de los arboles clasificados
en grupos

Los arboles muestreados se dividieron en
tres grupos de 25, 21 y 17 arboles «Abando-
nados», «Recuperados» y «Ciclicos» (fig. 3).

Al estudiar los resultados de los andlisis
de cada grupo de arboles, fig. 3, vemos que
en el momento de seleccionar un arbol por
sintomas obvios de V.O. fue muy fécil el
aislamiento del patégeno, lo cual se consi-
guié en 19/25 casos (76%) en el grupo de
arboles «Abandonados», 16/21 (76%) en el
grupo de drboles «Recuperados» y 14/17
(82%) en el grupo de arboles «Ciclicos».
Ademds, en los adrboles «Recuperados», los
aislamientos positivos se concentraron mas
en los meses de marzo a junio (20:1) que en
los otros dos grupos (cuadro 4), lo cual rati-
fica la importancia del momento del mues-
treo, dado que en este tipo de drboles puede
que no se produzca la aparicién de nuevos
sintomas.

VIGOUROUX (1975) aislé facilmente el
hongo (90%) de las partes vivas del drbol
por debajo de la zona seca, pero después de
algunos meses el aislamiento le resulté difi-
cil e imposible al cabo de un afio, atribuyén-
dolo a la inactividad del hongo en el xilema
del arbol. Al igual que VIGOUROUX (1975)
hemos obtenido una frecuencia de aisla-
mientos maxima cuando las tomas se efec-
tuaban en el momento en que los sintomas
aparecieron por primera vez («sintomas
frescos») pudiendo después disminuir o ha-
cerse imposible debido al ciclo estacional o
al proceso de «recuperacién» (WILHELM y
TAYLOR, 1965; BLANCO-LOPEZ y JIMENEZ-
Diaz, 1995).

La dificultad de aislamiento del patégeno
durante algunos meses en Andalucia podria
estar influenciada por las condiciones am-
bientales desfavorables para el desarrollo
del patégeno, lo que justificaria la recupera-

Cuadro 4.—Resultado de los analisis de los grupos de arboles segiin épocas del afio

N.° Aislamientos +/N° drboles analizados y su Porcentaje (%)

Marzo a Junio Resto del afio Relacion
“Abandonados” 35/60 (58%) 6/74 (8%) 7:1
“Recuperados” 30/152 (20%) 4/329 (1%) 20:1
“Ciclicos” 65/136 (48%) 29/294 (10%) 5:1
Total 130/348 (37 %) 39/697 (6%) 6:1
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Fig. 3.-Resultados de los anilisis de cada drbol clasificados en grupos.
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cién de la planta explicada por distintos au-
tores debido a la compartimentalizacién o
muerte del patégeno por la formacién del
nuevo xilema (BLANCO-LOPEZ y JIMENEZ-
Diaz, 1995). '

CONCLUSIONES

Las prospecciones de Verticilosis del
olivo (V.0) efectuadas durante tres afios en
un olivar de verdeo, var. Manzanillo, en cul-
tivo intensivo en la provincia de Sevilla, en
los que durante las dos primeras campaiias
se seleccionaron drboles que presentaban
sintomas en desarrollo, nos permiten dedu-
cir las siguientes conclusiones:

— La aparicién maxima de sintomas coin-
cidié con los meses de marzo a junio, de
primavera y principio de verano, que se co-
rresponden con fechas de desarrollo del sin-
drome denominado «Decaimiento lento»
por diversos autores, aunque en la parcela
muestreada también se observaron sintomas
correspondientes al sindrome de «Apople-
jia» teniendo que abandonar una tercera
parte de los arboles seleccionados.

— Cuando se analizaban los drboles mues-
treados por primera vez en laboratorio el
aislamiento del patégeno fue mucho mas
facil que en los muestreos efectuados en los
meses siguientes. La presencia de «sintomas

ABSTRACT

frescos» facilita el diagndstico en laborato-
rio de la enfermedad.

— Se ha obtenido un ciclo anual en la fre-
cuencia del aislamiento del V.O. con un mé-
Ximo en los meses de marzo a junio, con un
valor intermedio en el més de septiembre y
valores minimos en los de verano e invier-
no, lo cual no coincide con lo descrito por
otros autores. De ello se deduce que los
meses de primavera y principio de verano
son los mas adecuados para efectuar los
andlisis para el diagndstico de la Verticilosis
del olivo en nuestras condiciones.

— Los arboles en seguimiento fueron divi-
didos en tres grupos que denominamos
«Abandonados», «Ciclicos» y «Recupera-
dos», concentrandose en todos ellos los ais-
lamientos positivos en los meses de prima-
vera, pero esta concentracion fue maxima en
los arboles «Recuperados», lo cual ratifica
la importancia de elegir bien la época de
muestreo para el diagnostico de V.O en
nuestras condiciones.
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MOoNTEs, F.; PAEZ, J. L; VEGA, J. M.* & DUHART, M. E., 1997: Isolation time of Vertici-

llium dahliae Kleb from olive trees in Sevilla (Spain). Bol. San. Veg. Plagas, 23(3): 439-447.

Symptoms produced by Verticillium wilt on olive trees and readines the pathogen
can be isolated from diseased trees makes a seasonal cicle on which diagnostic depends
on. A plot in the Sevilla province was sampled monthly between March 1994 to De-
cember 1996, to determine the most adequate time that samples from diseased trees
must be analysed. The greatest fresh field symptoms development and positive fungus
isolations in laboratory analysis were from March to June and the smallest one during
summer and winter months with a slight increase during September. The easiest fungus
isolation was when first symptoms development were obvious. The following springs,
isolation depends on whether the tree is recovered from Verticillium wilt or not.

Key words: Verticillium dahliae, olive tree, isolation moment, diagnostic, time,
Olea europea.
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