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RESUMEN

“Rama seca” es el principal problema del olivar riojano. En una finca en Catinzaco, pro-
vincia de La Rioja se estim¢ su incidencia entre 2001 y 2005. En 2009 se evalu6 severidad
en plantaciones de 1999 y 2001. Adicionalmente en 2009 y 2010 se realiz6 el seguimiento
de 130 plantas sintomaticas y asintomaticas cv ‘Picual’(plantacion 1999) registrando seve-
ridad, efecto de variables ambientales, reduccion de rendimiento y etiologia. La deteccion
de Verticillium dahliae Kleb se efectud por técnicas tradicionales, qPCR y nPCR. Entre
2001 y 2005, la incidencia aument6 diez veces en el grupo ‘Arbequina’, ‘Barnea’,
‘Kadesh’, ‘Manzanilla’, ‘Nabali’, ‘Novo’ y ‘Picual’, con los mayores valores para ‘Kadesh’
y ‘Manzanilla’. La plantacion 1999, mostré severidad >60% en ‘Mission’ y ‘Sirio’; mien-
tras que en la del 2001, ‘Barnea’ cuadriplico a ‘Arbequina’ y duplico a ‘Picual’. ‘Arbequi-
na’ mostr6 los menores valores de incidencia y severidad. La parcela cv ‘Picual’ de 1999,
mostrd diferencias de severidad entre plantas asintométicas y enfermas, entre fechas de
evaluacion e interaccion. Las ecuaciones de regresion entre la severidad y las variables
climaticas que mejor predijeron el avance de la enfermedad, estuvieron conformadas por un
factor lineal con temperaturas inferiores a 20°C y otro exponencial con temperaturas supe-
riores a 35°C; el primer factor tendid a disminuir la enfermedad y el segundo a estabilizar-
la. Asimismo la severidad de “rama seca” tendid a incrementarse con el aumento de las
precipitaciones. La reduccion en rendimiento alcanzé 93% (2009). La regresion de datos de
severidad y rendimiento 2009 y 2010, mostr6 asociacion entre las variables analizadas. La
técnica nPCR permitié detectar por primera vez a la cepa defoliante de V. dahliae en ‘Pi-
cual’, mientras que qPCR resulté altamente sensible y especifico para V. dahliae. Es la
primera cita de la deteccion de la cepa defoliante de V. dahliae en olivo en Argentina y la

primera evaluacion de pérdidas de rendimiento atribuibles a “rama seca”.
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1. INTRODUCCION

1.1 El cultivo de olivo en Argentina: reseria historica, drea de cultivo, cultivares y pro-

duccion

El olivo fue cultivado desde la mas remota antigiiedad y su area de dispersion
se extendia desde Siria hasta Grecia, poblando abundantemente las costas del mar Medite-
rraneo. En 1520, las evidencias sugieren que se trajeron estacas de Sevilla, Espafia, a Su-
damérica, llegando a Argentina, Chile y Pert. En 1670, el rey Carlos III ordendé que todos
los arboles de olivo y vid existentes en Argentina fueran talados, debido a la potencial
competencia que suponian estos cultivos (Searles et al., 2012). A finales del siglo XIX y
comienzos del siglo XX, Argentina, inici6 el “Fomento Econémico del Olivo”, que incluyd
todas las provincias con apropiadas condiciones agroclimdticas (Ley Nacional 11.643)
(Olivera, 2000). Durante las décadas del ‘70 y el ‘80 la produccion disminuy6 considera-
blemente debido a la competencia con los aceites de girasol y maiz.

Hasta 1990 el area plantada con olivo en Argentina era de 30.000 ha con la ma-
yor produccion proveniente de las provincias de Mendoza (13.700 ha), Cordoba (5.000 ha)
y San Juan (4.800 ha) (MAGPyA, 2004). La mayoria de las explotaciones eran pequenas,
de alrededor de 10 ha, con plantacion tradicional a 10 x 10 m y riego por manto. La Ley
Nacional de Promocion N° 22.021, que permiti6 diferir el pago de impuestos nacionales e
invertir dicho monto en la explotaciones agricolas hasta la entrada en produccion, motivo la
modernizacion del olivar y su crecimiento a unas 110.000 ha. En la actualidad, mas del
90% del total del area cultivada en Argentina esta en las provincias que bordean la cordille-
ra de los Andes, en el Centro Noroeste de Argentina: Catamarca, La Rioja, San Juan y
Mendoza. También existen otras zonas de pequefias plantaciones tradicionales en Cérdoba,
mientras que las provincias de Neuquén y Rio Negro estan empezando a explorar su poten-
cial de alta calidad de aceite de oliva. Por ultimo quedan la provincia de Buenos Aires, con
fincas viejas y pequefias con modelos mixtos (aceite y aceituna) y algunas nuevas fincas
boutique (Searles et al., 2012) y la provincia de Salta con una reducida superficie (400 ha)

(Copello, com. pers.). El 70 % se cultiva bajo riego. Catamarca, La Rioja y San Juan lide-



ran la produccién, seguidas por Mendoza, Cordoba, Buenos Aires, Rio Negro y Neuquén

(Tabla 1).

Tabla 1. Superficie plantada con olivo.

Previa a A diferir! Total 2004 Total 2012

Provincia diferir (ha) (ha) (ha) (ha)
Mendoza 13.700 300 14.000 19.000
Coérdoba 5.000 470 5.470 5.500
San Juan 4.800 13.800 18.600 20.000
La Rioja 2.900 27.000 29.900 30.000
Catamarca 1.400 30.000 31.400 31.000
Buenos Aires 1.800 0 1.800 1.800
Rio Negro y Neuquén - - 2.500
Total 29.600 71.570 101.170 110.000

(MAGPyA, 2004; Searles et al., 2012). 'Ley Nacional de Promocién 22.012.

El aumento en las plantaciones de olivares de los 90’s resultd en una importa-
cién masiva de olivos (por ej. entre 1991-1998 ingresaron a La Rioja aproximadamente un
millén de plantines procedentes de Espafia, Italia, Israel y Estados Unidos (Roca, com.
pers.). Los cvs. importadas fueron principalmente ‘Alorefia’, ‘Arbequina’ , ‘Empeltre’ ,
‘Manzanilla’ , y ‘Picual’ de Espafia; ‘ Coratina’, ‘Frantoio’ y ‘Leccino ’ de Italia; ‘Barnea’
, ‘Nabali’ y ‘Novo’ de Israel y ‘Mission’ y ‘Manzanilla’ de Estados Unidos.

Actualmente, los cvs. predominantes son ‘Arbequina’ como cv. de aceite y
‘Manzanilla’ , como cv. de mesa, reemplazando a la tradicional ‘Arauco’, que es el Gnico
cv. reconocido de Argentina en el Catdlogo Mundial de Variedades de Olivo (International
Olive Council, 2000). Probablemente fue seleccionada durante la época colonial de estacas
enviadas de Espafa y es similar a ‘Azapa’ en Chile y ‘Sevillana’ en Pert. Se dice que
‘Arauco’ significa agua de greda o arcilla, en referencia al agua de vertiente que usaban los
aborigenes para regar los olivos en algunas zonas del Noroeste de Argentina. Sin embargo,
algunos cvs. introducidos no han tenido éxito y areas considerables de cultivos de ‘Empel-

b

tre’ , ‘Frantoio’ , y ‘Leccino’ fueron removidas o reinjertados por problemas en la flora-
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cion debido a la falta de acumulacion de horas de frio en Catamarca y La Rioja (Searles et
al., 2012).

El nuevo marco de plantacion y la velocidad que la promocion imprimid al
desarrollo, obligaron a incrementar la produccion de plantas. Se cambid la multiplicacion
por estacones y semilla con posterior injertacion por el estaquillado herbaceo o semilefioso,
lo cual disminuy6 la cantidad de plantas madres y por lo tanto la diversidad genética. Hasta
que los viveros locales fueron capaces de producir plantines en cantidad, se recurrié a la
importacion para poder cumplir con los plazos que imponia la Ley Nacional de Promocion
22.012, comunmente llamada ley de diferimiento.

En la provincia de La Rioja, el olivar esta distribuido principalmente en tres
areas: zona. 1: Valle de Aimogasta—Salar de Pipanaco (35% de la superficie), zona 2: La
Rioja Capital (41% de la superficie) y zona 3: Valle Antinaco —Los Colorados (21% de la
superficie) y otra zona: Colonia Ortiz de Ocampo (1.3% de la superficie). (Figura 1).
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Figura 1. Zonas geograficas y % de superficie implantada de olivo en La Rioja (Andrada,

2002 Secretaria de Agricultura de La Rioja y Censo Nacional Agropecuario, 2002).

En la década de los 90, con las nuevas plantaciones se produjeron sustanciales

cambios tecnoldgicos en los olivares, tales como: aumento en la densidad de plantacion,
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que pas6 de menos de 100 a 550 plantas por hectarea; generalizacion de riego presurizado
con fertirrigacion; sistemas de conduccion y poda mecanizada del/los lateral/es y “topping”
(corte de la parte superior de la copa), con la intencién de adecuar el olivar a la cosecha

mecanica, reducir el uso de mano de obra y atenuar la veceria.

1.2 Produccion de olivo para mesa y aceite

El Comité Internacional de Aceite de Oliva (COI) indica que en la Argentina,
el 65% de la produccion de aceitunas se utiliza para la elaboracion de aceite y el 35% para
aceituna de mesa. Catamarca destina el 80 % de su produccion olivarera a la elaboracion de
aceite, mientras que en La Rioja esta dirigida a la industria conservera principalmente. Las
cifras de produccion son dificiles de analizar porque no existe una metodologia que susten-
te los guarismos y mucho menos una unica fuente que los haya generado; ésto explica solo
en parte los "saltos" productivos anuales (Moavro, com. pers). En sintesis los datos del Ta-
bla 2 no constituyen estrictamente una "serie". Hecha esta aclaracion, los indicados son las
cifras que el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion (MAG-
PyA) informa entre otros organismos internacionales al COI (Tabla2). De dichos datos sur-
ge que la elaboracion de aceite de oliva entre 1990 y 2007 (8.000 a 27.000 t), se incremento
en un 337% y la produccion de aceitunas de mesa (30.000 a 100.000 t) un 333%. La pro-
duccion de aceite de oliva tuvo su maximo valor en la campafia 2011/12 con 32.000 t; para
las aceitunas de mesa fue en la campaina 2009/10 con 250.000 t.

El aumento de produccion desde los *90 en adelante se debe al incremento en la superficie
implantada, aunque algunos cultivares ain no alcanzan su maximo potencial. Las variacio-
nes interanuales se pueden explicar en parte, por la natural veceria del cultivo (produccion
alternada) y factores de manejo como cosecha tardia y podas inadecuadas. Pero la caida o
cambios de la produccion observada entre las campafias 2010/11 a 2012/13, tanto en acei-
tunas de mesa como en aceite, obedece a una combinacioén de factores. Por una parte, las
contingencias climaticas sufridas en varias zonas productoras argentinas durante la campa-
na 2012/13, tales como vientos excesivamente calidos en floracion, heladas tardias y grani-
zo y por otro lado, el sostenido incremento de los costos de produccion, en especial la
mano de obra sin un correlato en los precios, que redujo los incentivos para cosechar la
totalidad de la produccion obtenida. También la dificultad para conseguir y contratar cose-

cheros y la falta de financiamiento para realizar cosecha, derivaron en un cambio de la re-
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lacion usual conserva-aceite, en donde la mayor proporcion de la produccion se destinaba a

la conserva (Andrada, com. pers. Camara Olivicola Riojana. (COR), 2013).

Tabla 2. Produccion de olivo para mesa y aceite (t).

Campaiias de

produccién (t) Mesa (t) Aceite (t) Produccion total(t)
1990/91 30.000 8.000 38.000
2003/04 70.000 14.000 84.000
2004/05 60.000 18.000 78.000
2005/06 85.000 23.000 108.000
2006/07 75.000 15.000 90.000
2007/08 100.000 27.000 127.000
2008/09 95.000 23.000 118.000
2009/10 220.000 17.000 237.000
2010/11 90.000 20.000 110.000
2011/12 150.000 32.000 182.000
2013/14! 55.000 55.000 130.000
Promedio 93.636 22.909 118.364

MAGyP, 2013. 1 Datos estimativos COR (Camara Olivicola Riojana).

El consumo promedio nacional de aceitunas de conserva y de aceite de oliva es
de 15.000 y 5.240 t anuales, respectivamente. La exportacion ha aumentado enormemente
en los ultimos diez afios, Argentina se encuentra entre los cinco mayores exportadores de
aceituna de mesa en el mundo con 100.000 t/afio, lo que implica un ingreso mayor a 100
millones de dolares. Por otra parte, la produccion de aceites representa un bajo porcentaje
en el mercado mundial de exportacion con 70 millones de dolares en 2009 (MAGyP A). La
mayoria de las exportaciones son a Brasil y Estados Unidos (Céceres ef al., 2009, Searles et
al., 2012).

Ademas, el sector es una de las principales fuentes de contratacion de mano de
obra transitoria en las regiones de Cuyo y NOA. Teniendo en cuenta que aproximadamente

existen en Argentina 50.000 ha de olivares modernos (intensivos), se requieren 400.000



jornales al afio para poda. Al calculo, ademas, deben sumarse las contrataciones de técni-
cos, capataces y personal administrativo para las empresas. Para la cosecha, la demanda
real es de aproximadamente 1.350.000 jornales al afio, representando 14.440 puestos de

trabajo durante los 90 dias de la campana productiva (Caceres et al., 2009).

1.3 “Seca de olivos jovenes” en Esparia y “rama seca” en Argentina

En prospecciones realizadas por la seccion de Sanidad Vegetal de la Universi-
dad de Coérdoba, Espafia (Sanchez Hernandez et al., 1998 a, b, ¢) durante 1994/95 y 1996
se identifico una sintomatologia similar a la “rama seca”, a la que denominaron “SOJ” (se-
ca de olivos jovenes). En dichas prospecciones determinaron que el 33,1% de los casos se
debian a verticilosis (23,3%), dafios por heladas (7,8%); el resto lo atribuyeron a insectos y
manejos inadecuados de la plantacion. Entre los hongos de campo destacaron: Cylindro-
carpon destructans, Dematophora necatrix, Fusarium spp., Macrophomina phaseolina,
Phytophthora spp., Pythium irregulare, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii 'y V. dahliae,
destacandose la verticilosis del olivo (VO) por su elevada incidencia. Ademas, mediante el
analisis de plantines de vivero muertos (damping-off) y pudricion del sistema radicular,
determinaron que los hongos asociados a estas pudriciones en vivero eran distintos de los
aislados de campo y que por lo tanto, el vivero no seria el origen de las pudriciones radicu-
lares. También determinaron la patogenicidad de aislamientos de cada especie fingica. De
todas las especies, cinco mostraron patogenicidad en olivo: Cylindrocarpon destructans,
Phytophthora megasperma, P. palmivora, Pythium irregulare y Sclerotium rolfsii, repro-
duciendo los sintomas de pudricion radicular y marchitez en plantas inoculadas. Fusarium
acuminatum, F. eumartii, F. oxysporum, F. solani, Macrophomina phaseolina y Rhizocto-
nia solani resultaron débilmente o nada patogénicos. La patogenicidad de Phytophthora
megasperma, P. palmivora y Pythium irregulare resultd dependiente del contenido hidrico
del suelo, ya que los aislados ensayados solo causaron necrosis extensas del sistema radicu-
lar y muerte de las plantas inoculadas en condiciones de saturacion continua del suelo. La
elevada frecuencia de aislados de Phytophthora megasperma en suelos encharcados y su
dependencia patogénica del exceso de agua en el suelo, sugieren que este hongo puede ju-
gar un papel importante en la generalmente aceptada sensibilidad de los olivos jovenes a la

asfixia radicular (Sanchez Hernandez et al., 1998 b, ¢).



Sanchez et al. (2009) informaron los avances en pudricion radicular asociada a
Phytophthora, mencionando que los sintomas aéreos consisten en muerte subita, deseca-
cion y marchitez, con o sin amarillamiento o pérdida de hojas que conduce a la muerte del
arbol en un corto periodo de tiempo. En olivos adultos observaron deterioro progresivo de
la copa con amarillez, desecacion y caida de hojas, que puede terminar con intensa defolia-
cion o incluso muerte de los arboles, si persisten condiciones para el desarrollo de enfer-
medad. Tanto en olivos jovenes como en adultos, los sintomas aéreos se presentan en toda
la copa y no en ramas o sectores del arbol, como ocurre en la verticilosis. Ademas, el dete-
rioro generalizado del sistema radicular del arbol impide la brotaciéon de chupones o varetas
en el tronco, algo que es comun en verticilosis. Los sintomas consisten en necrosis del teji-
do cortical de las raicillas absorbentes. El tejido afectado se desprende con facilidad por lo
que las raicillas adquieren un aspecto “pelado” o “descascarillado” caracteristico, en oca-
siones muy severas, con pérdida casi total de las raicillas, pudiendo observarse lesiones que
afectan el cuello y la parte baja del tallo. Los agentes aislados fueron: Phytophthora me-
gasperma 'y P. inundata y en vivero P. palmivora y P. cactorum. Ademas de Phytophthora,
con frecuencia se aisld V. dahliae a partir de plantas afectadas por “seca”, lo que pone de
manifiesto la presencia de los dos patdogenos en los mismos campos, € incluso infectando
simultdneamente a los mismos individuos. Otras identificaciones fueron: Phytophthora
citricola y P. drechsleri, en California, P. megasperma P. palmivora y P. citricola en Ar-
gentina y P. megasperma en Italia (Teviotdale, 1994; Sanchez Herndndez et al., 2001;
Nigro et al., 2005; Vettraino et al., 2009; Lucero et al., 2005, 2007 y 2012). Lo Giudice et
al. (2010) demostraron en Sicilia, Italia la infeccion conjunta entre P. palmivora y V. dah-
liae.

Los primeros problemas de “rama seca” en olivo en Argentina se presentaron
en los nuevos viveros de estaquillado herbaceo y al inicio de la plantacion. Se identificaron
hongos produciendo mortandad de plantines en vivero y a campo pertenecientes a los géne-
ros: Fusarium, Pythium, Rhizoctonia y/o nematodos de los géneros: Meloidogyne y Praty-
lenchus (Pérez et al., 2001; Roca et al., 2001, 2002).

Cuando los olivares plantados bajo el régimen de la Ley Nacional de Promo-
cion 22.012, tuvieron dos o tres afos (1997) hizo su aparicion la sintomatologia llamada
por los productores “rama seca”. En 1998 el sector olivicola reclam¢ la intervencion de la

Comision Provincial de Sanidad Vegetal de La Rioja (CO.PRO.SA.VEG.). Como conse-
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cuencia de ello se conformd una comision técnica, que coordind las investigaciones y con-
voco a instituciones que trabajaron en la identificacion de los agentes bidticos y abidticos
asociados a la “rama seca”. En 1999, se realiz6 un relevamiento de informacion local y de
antecedentes en plantaciones de olivo jovenes entre 3 a 5 afos en tres departamentos de la
Provincia de La Rioja, encontrandose un 90% de prevalencia (% de fincas afectadas) y un
5,3% de incidencia (33.000 sobre 623.664 plantas evaluadas). El detalle por departamento
fue: 10,28 % en Chilecito; 6,5% en Arauco y 0,26% en La Rioja-Capital. (Figura 2)La in-
cidencia por cv. y departamento se indica en los Tablas 3 y 4 (Roca et al., 1999; Babbitt et
al., 2000).
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Tabla 3. Incidencia (%) de “rama seca” por cv. y departamento en La Rioja, 1999.

Incidencia (%)

Cultivar Plantas
uitivares observadas Depto. Depto. Depto. Media
Arauco Chilecito Capital

Manzanilla' 35.629 9,87 8.29 0.51 6
Arauco &1.935 13,73 3.67 0.03 6
Nabali 9.540 - 8.70 - 9
‘Picual’ 132.702 1,14 5.13 0.16 2
Novo 700 - 40.57 - 41
Barnea 4.881 - 5.06 - 5
Arbequina 3.299 - 3.52 - 4
Empeltre 17.146 - 0.23 - 4

(-) sin dato. " incluye todas las denominaciones.

Tabla 4. Incidencia (%) de “rama seca” en cvs. de ‘Manzanilla’, en La Rioja, 1999.

Tipos de ‘Manzanilla’ Incidencia %
Espaiiola y californiana 17,4

Fina espafiola 11

Israeli 10,5
Reina espaiiola 9,4
Espaiiola 8,8
Espafiola Gordal 1,1
Californiana 0,9
Comun (Argentina) 0,2

Desde 1999 no se han realizado relevamientos sobre datos de “rama seca” a
nivel provincial. En 2007-2008 se realizd una encuesta en 7 distritos del departamento
Arauco en plantaciones tradicionales, sobre plantas mayores a 25 afios de ‘Arauco’ . La
incidencia por departamento fue de 0,33 a 9%. El % de plantas muertas y enfermas fue

mayor en los distritos de Los Barros (16%) y Arauco (6%). Sobre un total de 124.926 arbo-
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les relevados la incidencia fue del 3,1%, y de ésta, el 1.3 % fue mortandad de plantas, prin-

cipalmente en los distritos de Villa Mazan, Machigasta y Los Barros (Ladux ef al., 2014).

1.4 Agentes bidticos y abioticos asociados con la “rama seca”

En diferentes ensayos en la Provincia de La Rioja, se han realizado muestreos
de la parte aérea, raices y suelo en plantas sintomaticas, para tratar de identificar los pato-
genos involucrados. La sintomatologia en la parte aérea de las plantas enfermas abarcaba
clorosis, declinacién, cambio de coloraciéon (verde apagado), seca de ramas o brotes desde
el dpice hacia la base, quedando las hojas de color castafio adheridas y encartuchadas hacia
el envés; marchitez y muerte parcial de ramas. También se registraron seca total y posterior
mortandad de plantas jovenes. A nivel radicular se observé pudricion, descortezamiento en
raicillas y nodulaciones (tipo rosario) (Oriolani ef al., 1999; Docampo et al., 2000 Pérez et
al., 2001 a, b; Roca et al., 2001; Babbitt et al., 2000).

Se confirmo la presencia de: Fusarium spp., asociado a pudricion radicular, en
un 81,5% sobre raicillas, y en un 86% en suelo. V. dahliae, que provoca marchitez de la
parte aérea pero no pudricion de raices, se detectd en el 4,6% de brindillas (EI diagnostico a
partir de tejidos infectados puede presentar dificultad segliin la época del afo, lugar y la
presencia y crecimiento del hongo en el arbol por el efecto de las temperaturas (muere a
mas de 35 y menos de 0 a 5°C (Montes et al., 1997; Tossi y Zazzerini, 1998; Trapero y
Blanco, 2008).). Phytophthora spp., que produce pudricion y descortezamiento de raices y
raicillas, se detect6 en suelo en un 3% de las muestras, (Zanelli, 1999; Babbitt et al., 2000).
En brindillas se detectd Alternaria alternata, Pseudoscercospora cladosporioides, Phomo-
psis sp., Drechslera sp., etc. (Roca et al., 2001)

La hipotesis de la existencia de una asociacion entre Fusarium y nematodos
(larvas de Meloidogyne no qued6é demostrada, debido a que Fusarium estuvo presente en
raiz o suelo en una gran proporcion de las muestras, pero solo en el 50% se encontraron
ambos simultdneamente (Costilla, 1999, 2000; Zanelli, 1999, 2000; Roca et al., 2001,
2002).

Costilla (2000) estudiando plantaciones de vid y olivo de las Provincias de La
Rioja, Catamarca y San Juan determind que Meloidogyne javanica debe ser considerado el
principal nematodo patdégeno del olivo, pero no el causal de la “rama seca”, ya que fue en-

contrado en plantas sintomaticas y asintomaticas. Plantas muy atacadas por nematodos tie-
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nen caracteristicas especificas distintas a las de la “rama seca”: amarillamiento general de
la parte aérea, disminucion del crecimiento vegetativo, hojas con éapice foliar necrosado
(“punta de hoja en flecha™) llegando a la muerte de las plantas. En raices, los sintomas in-
cluyeron descortezamiento, pudricion y nodulaciones.

Zanelli (2000) no encontrd diferencias en las frecuencias de los aislamientos de
Fusarium solani y Rhizoctonia spp. entre plantas sintomaticas y asintomaticas, ni tampoco
en el suelo aledafio a plantas sintométicas y asintomaticas. V. dahliae se aisl6 del 8% de las
brindillas, correspondientes a plantas sintomaticas de Arauco y Capital (La Rioja), y 35%
en muestras de suelo. Sin embargo otros autores (Biagi et al., 2001, 2002) encontraron una
alta frecuencia y patogenicidad de F. solani en estacas enraizadas de ‘Arbequina’, ‘Bar-
nea’, ‘Empeltre’, ‘Farga’, ‘Frantoio’, ‘Manzanilla’, ‘Manzanilla israeli’, ‘Nabali’ y ‘Picual’
, que sugirieron un rol en la pudricion radicular de plantines de vivero y plantas adultas.
Asimismo, existen antecedentes de F. solani en olivo asociado a pudricion radicular en
Nepal e India (Munjal et al., 1982; Vettraino et al., 2009).

En investigaciones realizadas en la Cétedra de Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Cuyo, Lucero ef al., 1999 consideraron que los agentes
causales del sindrome de la “rama seca” eran Phytophthora y Pythium. De sus aislados
identificaron a Phythophtora nicotianae, P. palmivora y P. citricola (Lucero et al., 2012,
2007; Vettraino et al., 2009;). Su hipdtesis es que V. dahliae no es el causal de la “rama
seca”, basandose en que éste se diferencia facilmente mediante su aislados (Lucero ef al.,
2008). Sin embargo como se ha indicado, el hongo puede inactivarse por factores climati-
cos, la recuperacion natural de la planta enferma, o la imposibilidad de aislarlo del suelo
por la baja densidad de in6culo (Montes et al., 1997; Tossi y Zazzerini, 1998; Trapero y
Blanco, 2008).

Otero y Pastor (2007), en estudios realizados en la provincia de La Rioja en
plantas con “rama seca” aislaron V. dahliae 37% y 8 % de Phytophthora spp. del total de
muestras De las mismas en 6% de las plantas se detectaron ambos patogenos. También se
encontraron: Fusarium spp. (24%), Pythium spp. (57%) y Rhizoctonia spp. (43%).

Dentro de los factores abioticos, la deficiencia de boro inicialmente se interpre-
td6 como potencial causal, debido a que sus sintomatologias son similares. Sin embargo se
descartd como factor exclusivo, debido a que ensayos posteriores de aplicacion de boro no

lograron revertir o evitar la aparicion del sindrome (Aso, 2000). También se estudiaron
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otros factores abidticos (dafio por helada, salinidad del agua y suelo, toxicidad por nutrien-
tes o herbicidas y excesos o déficit de nutrientes) pero no se ha podido probar su asociacion
con el sindrome. El dafio por heladas produce rasgado de corteza, cancros, necrosis del
sistema vascular, como coloraciéon marron intensa (Oriolani et al., 2008), pero no siempre
esa sintomatologia es inmediata; a veces si se produce, tarda unos meses en aparecer. El
rasgado de las brindillas y/o ramas puede ocurrir cuando comienza el periodo de crecimien-
to, o revertirse por su posterior brotacion, o podando las ramas danadas. Esto no ocurre si
la sintomatologia es debida por ejemplo a V. dahliae (Trapero y Blanco, 2008).

En las evaluaciones realizadas en Espafa y Argentina la verticilosis juega un
rol esencial tanto en la “seca de olivos jovenes”, como la “rama seca” de alli la importancia

de analizar algunas de sus caracteristicas.

1.4.1 Sintomatologia asociada a Verticillium dahliae Kleb

La verticilosis comprende dos sindromes, denominados defoliante D (altamente
virulento y letal) y no-defoliante ND (menos virulento), en el segundo de los cuales pueden
diferenciarse dos complejos sintomaticos conocidos como “apoplejia” (o forma aguda de la
enfermedad) y “decaimiento lento” (o forma crénica) (Blanco-Lopez et al., 1984; Jiménez-
Diaz et al., 1998; Navas Cortes et al., 2008). La “apoplejia” se desarrolla en Espana entre
final de invierno y principio de primavera, e incluye clorosis, enrollado y necrosis de las
hojas seguidos de la muerte rapida de brotes y ramas con el patron sectorial y eventualmen-
te de arbol completo. Las hojas secas pueden desprenderse de la zona central de las ramas
afectadas o permanecer adheridas a ellas. Con frecuencia la corteza de los tejidos lefiosos
afectados adquiere una tonalidad purpura azulada. El “decaimiento lento”, que se desarrolla
en primavera y progresa lentamente hasta comienzo del verano, se caracteriza por necrosis
de las inflorescencias, momificado de las flores, coloracion verde mate, enrollado y necro-
sis de las hojas, y defoliacion parcial de las dispuestas en las zonas interiores de los brotes
una vez necrosadas. Usualmente, los sintomas en las inflorescencias aparecen antes de la
clorosis foliar.

El sindrome defoliante se desarrolla desde finales de otofio, hasta inicio del ve-
rano y se caracteriza por la caida rdpida y extensa de hojas verdes asintomaticas de brotes y

ramas, que pueden quedar completamente defoliados y generalmente da lugar a la muerte
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de dichos 6rganos o de la planta completa (Rodriguez-Jurado et al., 1993; Navas-Cortés et
al., 2008). Tanto en este sindrome , como en los complejos de “apoplejia” y “decaimiento
lento”, los tejidos vasculares interiores de los brotes y ramas afectadas muestran una colo-
racion castafio oscura de valor diagndstico, y los frutos formados en olivos enfermos se
desecan, arrugan y son de menor peso que los de los arboles. La apoplejia se puede con-
fundir con asfixia radical y déficit nutricional, por lo cual no es posible diagnosticarlo sin
aislamiento (Blanco et al., 1994 ,1995; Trapero y Blanco, 2008).

El agente causal de la verticilosis del olivo (VO) es V. dahliae, un hongo de re-
produccion estrictamente asexual (mitosporicos hifomicetos) evolutivamente relacionado
con los Ascomicetos, establecido en la familia Plectosphaerellaceae, clase Sordariomycetes
(Spatofora et al., 2006, Zhang et al., 2006; Zara et al., 2007). Forma micelio y conidias
hialinas (2,5 a 8,0 x1,4 a 3,2 um) agrupadas en microgotas mucilaginosas sobre el extremo
de fialidas uninucleadas (16 a 35 x 1,0 a 2,5 um) dispuestas en verticilos sobre conidiofo-
ros no ramificados y microesclerocios negruzcos de tamafio. 15 a 50 um, hasta 100 um

alargados e irregularmente globosos (Wilhelm, 1955; Smith, 1965).

1.4.2 Patogenicidad y diversidad genética y patogénica en las poblaciones de V. dahliae

de olivo

V. dahliae no muestra patogenicidad huésped-especifica (Bhat y Subbarao,
1999; Qin et al., 2006), V. dahliae, es patogénico en mas de 400 especies vegetales, inclu-
yendo cultivos herbaceos, horticolas, industriales, leguminosos, ornamentales, lefiosos,
frutales u ornamentales y numerosas dicotiledoneas arvenses (Pegg y Brady, 2002). V. dah-
liae también puede originar infecciones asintomadticas y formar microesclerocios en nume-
rosas plantas mono o dicotiledoneas (Jiménez-Diaz et al., 1998; Pegg y Brady, 2002), mu-
chas de las cuales son comunes en la flora arvense de los olivares, La patogenicidad de los
aislados de V dahliae se puede demostrar inoculando plantones de olivo de 3 a 10 meses de
edad con conidias de cultivos de 7 dias de crecimiento en PDA o en Czapek Dox a 25°C.

El patrén de virulencia D y ND también ocurre en aislados de V dahliae de al-
godon (Gossypium hirsutum), de manera que los aislados D y ND de algodon y olivo mues-
tran virulencia cruzada (Schnathorst y Sibbett, 1971). El patotipo D ha sido diagnosticado
en algodon en China, EE.UU., Grecia, Iran, Israel, Pert, Tadjikistan (Dayf et al., 1995;
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Portenko y Akimov, 1997), Turquia, la antigua Unidon Soviética y en olivo en EE.UU., Es-
pana, Iran y Turquia. En Espafia, dicho patotipo, primeramente diagnosticado en algodén
en las Marismas del Guadalquivir (Sevilla), se ha extendido progresivamente en las princi-
pales provincias olivareras de Andalucia (Bejarano-Alcazar et al., 1996; Jiménez Diaz et

al., 2006, 2008b).

1.4.3 Ciclo de vida V. dahliae. Infeccion, colonizacion y desarrollo del patégeno

V. dahliae invade la planta mediante hifas formadas por la germinacion repeti-
da de los microesclerocios, que es estimulada por exudados radicales en un distancia pro-
medio de 100pm (Huisman, 1982). Probablemente, en olivo la invasion de V. dahliae debe
tener lugar directamente a través de la epidermis intacta de las zonas de la raiz en procesos
de diferenciacion y elongacion proximas al apice radical, o de las zonas de insercion de
raices secundarias, pero estd claramente favorecida por micro o macro-heridas de diversa
naturaleza. Tras la penetracion directa de la epidermis radical, el hongo crece intra-e inter-
celularmente hasta alcanzar el tejido cortical, pero la mayoria de dichas infecciones fraca-
san en alcanzar el cilindro vascular y establecer infecciones vasculares, que son imprescin-
dibles para la patogénesis (Garber, 1966; Nagtzaam, 1998; Bejarano Alcazar et al., 1999).

El desarrollo de sintomas requiere de la invasion y colonizacidén extensa y sis-
témica del xilema por el hongo a lo largo del eje de la planta, por medio de conidias traslo-
cadas en los vasos por la corriente transpiratoria y de hifas que crecen longitudinal y tras-
versalmente a través de los poros entre los elementos xilematicos adyacentes (Rodriguez
Jurado et al. 1993; Baidez et al., 2007). El crecimiento del patdgeno permanece confinado
en el xilema durante su fase parasitica, pero esta restriccion desaparece con el desarrollo de
sintomas severos y la senescencia de la planta, pudiendo entonces crecer y formar microes-
clerocios en los tejidos extraxilematicos de raiz y tallo (Jiménez-Diaz et al., 1998). La in-
vasion de los vasos xilematicos por el patégeno va unida de la formacion en aquellos de
tilides, junto con el desarrollo de geles de polisacaridos (Rodriguez Jurado et al. 1993; Bai-
dez et al., 2007). Ademas, en los vasos de xilema infectados por el patogeno se depositan
complejos fendlicos, que tras su oxidacion mediante enzimas polifenoloxidasas, dan lugar a
la coloracion castafio—oscura del tejido vascular. Esta estructuras provocan las oclusion y

reduccion del flujo de savia bruta en el mismo, particularmente en el tallo y peciolos folia-
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res, que junto con enzimas liticas fungicas, fitohormonas vegetales y fitotoxinas contribu-
yen al desarrollo de los sintomas de verticilosis (Beckman, 1981, Mace et al.,1981).

El crecimiento preferente del hongo en los vasos xilematicos invadidos, y la
pronunciada sectorizacién de los vasos del olivo, con conexion vascular directa entre las
raices y los brotes, hace que los sintomas se puedan presentar distribuidos en ramas aisla-
das en la copa del arbol y que presumiblemente la extension de aquellos corresponda al
numero de raices de la plantas infectadas (Jiménez Diaz et al., 1998). En condiciones nor-
males los primeros sintomas tienen lugar entre el primero y segundo afio después de la
plantacion, si bien el periodo es influido por la cantidad y patotipo de V. dahliae.

V. dahliae es un hongo ecoldgicamente simbionte obligado y con nutricién ne-
crotrofa, tipico habitante de raices sensu Garret (invasor de suelo), que desarrolla una pro-
longada fase parasitica circunscripta al xilema de la planta infectada y escasa o nula sapro-
fitica en el suelo, en el cual sobrevive mediante microesclerocios libres o inmersos en resto
vegetales (Pegg y Brady, 2002). Los microesclerocios viven en dormicion fungistatica mi-
crobiana en el suelo durante 14 afios (Wilhelm, 1955), hasta su germinacion estimulada por
exudados radicales de plantas huésped y no huésped. Por el contrario las conidias y micelio
del hongo pierden la viabilidad muy rédpidamente en el entorno edafico (Green, 1969). Los
microesclerocios de V. dahliae se incorporan al suelo tras la descomposicion de tejidos
infectados, de cultivos o malezas, asi como en las heces y estiércol de animales que hayan
alimentado de ellos, y las raices de huéspedes asintomdticos de cubiertas vegetales (Jimé-
nez Diaz, 2010).

Los microesclerocios son dispersados por implementos que facilitan el movi-
miento de suelo y restos vegetales que los contienen (i.e., hojas caidas de arboles infecta-
dos durante el cultivo, restos de poda o producidos durante la recoleccion, residuos organi-
cos de almazaras donde se procesan cosechas de plantaciones afectadas, restos de cultivos
herbéaceos afectados cercanos a la plantacion, etc. (ej.: aperos, maquinaria, vehiculos, agua
de riego, viento) (Jiménez Diaz et al., 2008a ,1998; Hiemstra, 1998; Easton ef al., 1969).
Las hojas verdes y asintomaticas caidas durante la estacion del cultivo de olivos infectados
por el patogeno tipo D pueden desempeniar un papel relevante en la diseminacion de V.
dahliae entre plantaciones y actuar como fuente de inoculo efectiva (Wilhelm y Taylor,
1965; Navas Cortes et al., 2008). V. dahliae puede ser introducido en zonas olivareras li-

bres del patdgeno mediante el transporte de cosechas y restos de cultivos afectados, en par-
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ticular algodon (Wilhelm y Taylor, 1965; Schnathorst y Sibbett, 1971), y sobre todo en el

material de plantacion, semillas, y el agua de riego infestada por el patdégeno.

1.4.4 Epidemiologia de la verticilosis

La verticilosis causada es una enfermedad monociclica, (comprende un solo ci-
clo de patogénesis por estacion de cultivo). El indculo resultante de €1 no da lugar a nuevas
infecciones y enfermedad durante la misma. En consecuencia, su epidemiologia es deter-
minada en gran medida por la densidad de microesclerocios (ms) en el suelo (n° ms/g suelo
seco), cuya repercusion es influida a su vez por el efecto combinado de factores como la
virulencia del patotipo del hongo, la edad, susceptibilidad, y densidad de plantas y raices,
las relaciones agua/planta, la temperatura del suelo y del aire, los nutrientes del suelo, etc.
(DeVay y Pullman, 1984).

En olivares intensivos de regadio, los primeros sintomas suelen aparecer entre
los 18 y 24 meses después de plantacion de olivo ‘Arbequina’ en suelo infestado por el
patotipo D (Navas-Cortés et al. , 2008) y de olivo ‘Picual’ en suelo infestado por el ND
(Levin et al., 2003a); la enfermedad se desarrolla con cardcter estacional en el afio de cre-
cimiento del olivo, de manera que la severidad e incidencia de los sintomas aumentan du-
rante finales de otofio-invierno y primavera y disminuyen durante el periodo estival-otofial

(Navas-Cortés et al., 2008).

1.4.5 Verticilosis del olivo a nivel mundial. Importancia y distribucion geogridfica

La verticilosis del olivo, es actualmente el problema sanitario mas importante
del olivar en Espafia y una de las enfermedades mas amenazadoras del cultivo en el mundo
(Jiménez Diaz et al. ,1998). La enfermedad fue descripta por primera vez en Italia 1946
(Ruggieri, 1946), mas tarde en California (Snyder et al., 1950), Australia (Morschel, 1961),
Grecia (Zachos, 1963), Francia (Vigouroux, 1975), Siria (Al-Ahmad y Mosli, 1993), Ma-
rruecos (Serrhini y Zeroual, 1995), Tunez y Turquia (Saydam y Copcu, 1972), Espafia (Ca-
ballero et al., 1980), Argentina (Docampo et al., 1981), Jordania (Manluk et al., 1984),
Argelia (Bellahcene et al., 2000), Israel (Levin et al, 2003a), Siria (Sanei et al., 2004),
Malta (Porta-Puglia y Mifsud, 2005), Montenegro (Latinovic y Vucinic, 2010). En Andalu-

cia, el incremento y expansion de la enfermedad ha coincidido con la expansion del olivar
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y las innovaciones tecnologicas en la produccion oleicola que caracterizan a la “Nueva oli-
vicultura”.

En Argentina el primer diagnostico de V. dahliae se realizo en el area olivarera
de Cruz del Eje (Cordoba) y Sumalao (Catamarca), raza SS-4 de virulencia media. En su-
cesivos anos las plantas se tornaban decadentes e improductivas, especialmente en ‘Man-
zanilla’. Posteriormente se identifico en otras areas de La Rioja, San Juan y Mendoza. No
habia antecedentes de que la cepa T1 o defoliante estuviera presente (Docampo et al.,
1981; Otero, 2005), Lopez Escudero y Mercado-Blanco (2011) opinan que tal vez esté pre-

sente en todos los paises que se cultiva olivo.

1.4.6 Evaluacion de daiios economicos causados por V. dahliae

Los dafos econdomicos causados por V. dahliae, y su amplia distribucion, hacen
que sea la enfermedad méas importante del olivo (Wilhelm et al., 1965; Thanassoulopoulos
et al., 1979; Cirulli, 1981; Tjamos y Jiménez Diaz, 1998).

Lépez-Escudero y Mercado-Blanco (2011), opinan que es complicada una ade-
cuada evaluacion de pérdidas econdmicas causada por VO en plantaciones de olivo. Los
arboles de olivo estan sometidos a repetidas infecciones, en la misma o en sucesivas esta-
ciones, desde los propagulos presentes en el suelo. El arbol queda afectado parcialmente,
con severidad variable o sintomas de marchitamientos, limitando o deteniendo el creci-
miento y la produccion. La floracion del olivo tiene lugar en ramas de un afio, por lo tanto,
la produccién esperada del arbol para la siguiente estacion estara perdida. Sin embargo, los
arboles afectados pueden superar la enfermedad y pueden alcanzar rendimientos normales
en las siguientes estaciones de crecimiento. Para aumentar la complejidad de la evaluacion
del impacto de VO, el olivo tiene un largo periodo juvenil antes de entrar en produccion, y
durante este tiempo, el arbol tiene altas probabilidades de morir si es atacado por el pato-
geno. Finalmente, dada la longevidad del olivo, éste puede ser productivo por varias déca-
das, todo lo dicho plantea dificultades para una evaluacion exacta del valor econdmico, y
pérdidas resultantes de la verticilosis.

Se han realizado ensayos parciales de incidencia y resultados de pérdidas de
cosecha por VO. Asi, en Grecia, Thanassoulopoulos et al. (1979) reportaron una incidencia

media de 2-3 % de verticilosis (1% de mortalidad), y 1% de pérdidas de cosecha a nivel
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nacional; y en ataques en olivares de ‘Picual’ regado con aguas salina tuvieron incidencias
del 20 al 50 % y originaron pérdidas del 75 a 89 % de la cosecha (Levin et al., 2003a). En
Argentina su presencia se ha detectado en las provincias de Cérdoba, La Rioja, Catamarca
y Mendoza. Se ha evaluado incidencia y severidad tanto en arboles jovenes (menos de 15
afios) y adultos (mas de 25 afios), pero no ha evaluado la relacion de la enfermedad con el

rendimiento.

1.4.7 Factores ambientales y culturales en el desarrollo de verticilosis

El desarrollo de la VO es favorecido por temperaturas del aire y del suelo cer-
canas al optimo del crecimiento del patdgeno. Observaciones en California indicaron que
temperaturas del aire entre 20 y 25°C en primavera, favorecen a las epidemias de VO
(Wilhelm y Taylor, 1965). En Andalucia, el desarrollo de sintomas es atenuado o interrum-
pido tan pronto aumentan las temperaturas a principios del verano. Por el contrario, el riego
es probablemente la practica de cultivo que més influye en el desarrollo de la VO y mas
significativamente ha contribuido a extender la enfermedad en la moderna olivicultura en
Andalucia. Asi, varios estudios en Andalucia, Italia, Marruecos y Siria han constatado re-
petidamente que, tanto en olivares extensivos como de alta densidad de plantacion, la inci-
dencia de VO es muy superior en cultivos de regadio comparada con los de secano (Jimé-

nez-Diaz et al., 1998).

1.4.8 Diagnostico de verticilosis

En muchos casos los sintomas de VO no son suficientemente especificos y el
diagnostico de la enfermedad requiere demostrar la presencia de V. dahliae en tejidos afec-
tados mediante aislado en medio de cultivo u otros procedimientos. Para tal fin es reco-
mendable utilizar agar-agua suplementado con aureomicina (30mg/L) e incubar los cultivos
a 24 a 27°C durante una semana, asi como considerar que la naturaleza y época de mues-
treo de los tejidos afectados influyen sobre la eficiencia del aislamiento. Las técnicas de
aislamiento a partir de tejidos sintomaticos requieren mayor tiempo (7-12 dias) que las téc-
nicas moleculares y pueden ser erraticas, ya que depende de numerosos factores, la mayor

frecuencia de aislado en cultivo puro se alcanza en primavera y otofio, utilizando brotes o
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ramas escasamente lignificados o necrosados (Mercado-Blanco et al., 2001; Levin et al.
2003a; Lopez Escudero y Blanco Lopez, 2005).

Los cultivos de V. dahliae se pueden identificar por la morfologia de sus estruc-
turas reproductivas, asi como mediante ensayos mediante PCR simple multiplex utilizando
DNA miceliar y los iniciadores DB19/DB22/esp-def1, especifico de V. dahliae ND y otro
de V. dahliae D (Mercado Blanco et al. , 2003b). Mercado et al. (2005) posteriormente
desarrollaron un diagnostico molecular de los patotipos de V. dahliae, basado en la ampli-
ficacion simultanea de marcadores especificos de los patotipos D y ND mediante un proto-
colo de duplex-nested-PCR. El procedimiento es efectivo en la deteccion rapida (62 horas)
e inequivoca de los patotipos D y ND de V. dahliae, tanto en plantas de vivero inoculadas
artificialmente, como en arboles adultos infectados procedentes de plantaciones comercia-
les; su aplicacion a muestras de diverso origen geografico indicoé una alta frecuencia de
infecciones por el patotipo D, que concuerda con los informes que alertan a olivicultores
sobre la expansion del patotipo mas virulento de V. dahliae a nuevas areas de cultivo.

La tecnologia de PCR cuantitativa en tiempo real (real-time quantitative PCR, o
qPCR), permitio cuantificar al patdogeno en tejidos de olivo infectados demostrando que la
cantidad de ADN de V. dahliae presente en diferentes genotipos de olivo infectados esta
correlacionada en mayor medida con su grado de susceptibilidad al patégeno que con la
virulencia del patotipo. Los resultados demuestran que la técnica de PCR cuantitativa en
tiempo real es una excelente herramienta tanto para monitorear la colonizacion de los teji-
dos de olivo por V. dahliae, como para evaluar la resistencia o tolerancia de genotipos de
olivo a la verticilosis. Su empleo seria una inestimable ayuda en programas de busqueda de
resistencia a esta enfermedad. (Mercado Blanco et al., 2001, 2002, 2003 a, 2003b). La de-
teccion temprana, rapida y consistente de la infeccion en plantas de olivo por los patotipos
(D) y (ND) de V. dahliae es, entre otros, una accion clave para desarrollar con éxito una
estrategia de control integrado de la verticilosis del olivo, cuya aplicacion para la certifica-
cioén de material de plantacién como libre del patégeno ayudaria a prevenir la utilizacion de
material de olivo infectado.

Para aumentar la especificidad de la qPCR se usan sondas Tagman que permite
medir la produccion de productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas me-
diante dos fluoroforos. Hay que resaltar dos ventajas primordiales frente a las sondas ines-

pecificas, como el bromuro de etidio o el SYBR GREEN, pues con las sondas Tagman la
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fluorescencia que se produce es especifica de la amplificacion que estamos estudiando,
ademas de permitir que se usen varios fluor6foros en la misma reaccion y detectar varios
DNA/RNA al mismo tiempo. La desventaja con la que nos encontramos es que hay que
disefiar sondas especificas en cada estudio, mientras que con las inespecificas no se necesi-
taria disefiar una nueva para cada ensayo lo que, por otro lado, provoca que aumente el

numero de falsos positivos (disminuye especificidad) (Bilodeau et al., 2012).

1.5 Importancia y aspectos a estudiar sobre la “rama seca”

Las conclusiones generales fueron que en la causalidad de la “rama seca” se
encontrarian involucrados distintos microorganismos cuya actividad y expresion pueden
estar condicionadas por los factores abioticos, aunque faltaria establecer la importancia
relativa de los patogenos detectados. El nimero de plantas infectadas con V. dahliae podria
ser mayor debido a que la época de muestreo (otoio) no fue la més indicada para su detec-
cion (Docampo, et al., 1981; Roca et al., 2001).

El diagnostico a partir de tejidos infectados puede presentar dificultad segun la
época del afio, lugar, la presencia y crecimiento del hongo en el arbol por el efecto de las
temperaturas (muere a mas de 35 y menos de 0 a 5°C (Montes et al., 1997; Tossi y Zazze-
rini, 1998; Trapero y Blanco, 2008). En olivo se puede dar el fenomeno de recuperacion
natural (Wilhelm y Taylor, 1965; Thanassoulopoulos ef al., 1979; Blanco Lopez y Jiménez
Diaz, 1995; Hiemstra, 1998). Esto puede explicarse parcialmente por la inactivacién o
muerte del hongo en el xilema. La reduccion de sintomas aéreos va unida a la dificultad o
imposibilidad de recuperar cultivos del hongo de ramas afectadas en medios microbiologi-
cos (Wilhelm y Taylor, 1965; Rodriguez Jurado, 1993; Levin et al., 2003a), y de determi-
nar la presencia de ADN fungico en el tallo (Mercado Blanco ef al., 2001). No se sabe aun
cudl es el mecanismo de recuperacion, aunque se presume que resulta de la compartimenta-
lizacion del hongo en el xilema infectado mediante tejidos cicatriciales, o por xilema se-
cundario producido por el cambium vascular, unido a la limitada capacidad de crecimiento
radial de V. dahliae en el xilema infectado (Rodriguez Jurado, 1993).

Por todo lo mencionado precedente, tanto por la dificultad del diagndstico mi-
crobiologico para diagnosticar V. dahliae, como la importancia de la deteccion diferencial
de los patotipos fue el motivo por el cual en el presente trabajo se utilizaron técnicas mole-

culares para diagnosticar los patotipos presentes en el ensayo.
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Otro aspecto a tener en cuenta es que V. dahliae puede presentarse en forma
asintomatica. La infeccion vascular especialmente a nivel radicular, depende de la virulen-
cia del aislamiento, resistencia del cultivar (cv.) y tiene relacion con la severidad de los
sintomas en la parte aérea. Si bien puede predecirse el riesgo de enfermedad conociendo la
densidad de indculo en el suelo antes de la plantacion, en cultivos lefiosos probablemente
solo seria indicativo en los primeros afios. Al indculo inicial hay que anadir el que se gene-
ra cada afno. En La Rioja, ambos patotipos de V. dahliae fueron detectados por PCR en cv.
‘Picual’.

En cualquier caso la recuperacion esta directamente relacionada con la resisten-
cia del cv. e inversamente con la virulencia del hongo, por lo cual la virulencia de la cepa
presente debe ser tenida en cuenta para el control de la enfermedad (Lopez-Escudero y
Blanco-Lopez, 2005). En otros paises la agresividad de la cepa se diagnostica con técnicas
moleculares basadas en variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como
PCR anidada (nested PCR) que facilitan el diagnostico e identificacion de cepas defoliantes
o no defoliantes en forma répida y precisa (Mercado-Blanco ef al., 2003). La informacioén
obtenida por PCR es definitoria y por lo tanto, mas confiable que la obtenida a través el
tamafio y forma de los microesclerocios generados por un aislamiento en medios de culti-
vo. Posteriormente (Bilodeau er al., 2012) utilizaron una técnica cuantitativa de PCR,
qPCR con sondas Tagman, con lo cual se logr6é aumentar la eficiencia por ser mas especifi-
co.

La importancia que ha manifestado la rama seca en muchos afos, indica la ne-
cesidad de intensificar las investigaciones sobre esta patologia y realizar una clara diferen-
ciacion con factores abidticos que puedan dar la misma sintomatologia. Asimismo, los da-
tos de incidencia por zona y cv. no han sido actualizados desde el censo de 1999 y las pér-
didas de rendimiento que causa no han sido determinadas, si bien los relevamientos reali-
zados infieren pérdidas en la produccion ya que se determind intensidad de la enfermedad
por incidencia y severidad. En este trabajo realizado en una finca de olivo en la zona del
Valle Antinaco-Los Colorados, Catinzaco, Departamento Chilecito, provincia de La Rioja
uno de los objetivos fue evaluar dichas pérdidas en forma directa registrando la produccion
de las plantas asintomaticas, sintomaticas y el grado de severidad y estimar las relaciones
entre los valores de rendimiento y severidad, durante dos cosechas. Por otra parte de los

antecedentes previos resulta notorio que es necesario establecer adecuadamente la relacion
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entre patogeno aislado y sintomatologia observada ya que en la actualidad no esta bien de-

finida.
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1.6 HIPOTESIS

v'Los agentes bidticos y abidticos asociados al sindrome producen diferentes sinto-
mas.

v'La incidencia y severidad varian con el cv. de olivo.

v'Las condiciones ambientales influencian el nivel de severidad.

v'La enfermedad reduce el rendimiento en frutos.

v'V. dahliae puede ser detectado en plantas con rama seca.

1.7 OBJETIVO GENERAL

Revisar los antecedentes y ampliar el conocimiento sobre la etiologia, condi-
ciones favorables para su manifestacion, comportamiento varietal e importancia de la en-

fermedad denominada “rama seca” del olivo en la provincia de La Rioja.

1.8 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Revisar los antecedentes disponibles sobre el tema.

v'Evaluar sintomas, incidencia y severidad de “rama seca” en una finca ubicada
en Catinzaco (Depto. Chilecito, La Rioja).

v'Conocer la respuesta varietal frente a la enfermedad.

v'Analizar la relacion entre severidad y variables climaticas.

v'Cuantificar la pérdida de rendimiento en fruto seglin severidad.

v'Identificar los microorganismos asociados a “rama seca”.

v'Discriminar las razas de V. dahliae en plantas enfermas.
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2.MATERIALES Y METODOS
2.1 Caracteristicas de la finca analizada en Catinzaco, Depto. Chilecito, provincia de La

Rioja

Los registros de campo fueron obtenidos de una finca de olivo ubicada en el
Valle Antinaco -Los Colorados, Catinzaco, Departamento Chilecito, provincia de La Rioja
(29°4'0" S, 67°23'0"0O, 771 msnm). La zona es montafosa, arida, con gran amplitud térmi-
ca y escasas precipitaciones estivales (Anexo Tabla 1). La finca disponia de 961 ha de oli-
vo, plantados entre 1995 (lote 1) y 2001 (lote 9), cada lote o etapa de plantacion estaba
subdividido en sub lotes no mono varietales que incluian algunos de los siguientes cvs.
‘Arbequina’, ‘Barnea’, ‘Manzanilla’, ‘Nabali’, ‘Picual’, entre otras. En los afios 1995 y
1996 los olivos se plantaron en un marco de 6 x 6 m (277 plantas/ha) y en los siguientes
anos (1997 a 2000) en 7 x 5 m (285 plantas/ha). Los cvs. de olivo en cada lote fueron va-
riando segun intereses comerciales quedando distribuidos de la siguiente manera: 44% cvs.
de mesa (‘Manzanilla’ , ‘Nabali’ , ‘Santa Catalina’ y ‘Novo’ ); 30% cvs. aceiteros (‘Bar-
nea’ y “Arbequina) y 25% doble proposito (‘Picual’ , ‘Mission’ y ‘Picholine’). En el Tabla
5 se listan los cvs. de olivo, ano de plantacion (1995 al 2001) con el nimero de lote o etapa
entre paréntesis y area plantada (ha) para Catinzaco. La plantacion de 1995 se realizd con
material de propagacion procedente de Israel, mientras que ‘Arbequina’ se planto6 a partir
de 1996 con material vegetal de origen local. Excepto para el cv. ‘Santa Catalina’, para el

resto se evaluo incidencia y severidad.

Tabla 5. Superficie plantada (ha) de olivo en finca Catinzaco, (La Rioja).

Afio de plantacion (lote)

Cultivares. Ha %
1995(1) 1996(2) 1997(3) 1997(4) 1998(5) 1999(6) 2001(9)

‘Picual’ 8 12 42 21 32 101 107 323 32

Barnea 2 18 11 12 13 76 67 199 20

Arbequina - 11 32 18 8 68 50 187 19

Manzanilla 6 44 30 14 40 - - 134 11

Nabali 15 - 16 14 17 17 - 79 11
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Kadesh 1 - 1 - - - 4 04
Mission 1 - - 2 3 - 0,6
Sirio 2 4 3 - - 3 - 12 1
Novo - - - - - - 7 7 0,6
Picholine - - - - - 5 - 5 2
Santa Catalina - - 3 - - - - 3 0,3
Total 35 89 141 80 112 273 231 961

(): Numero de loteo etapa de plantacion (-): cv. no plantado.

2.2 Incidencia en una finca en Catinzaco, 2001-2005

El porcentaje de plantas enfermas en 2001 a 2005, se estimd en base a los da-
tos de cantidad de plantas afectadas con “rama seca”, tomados en la finca durante dicho
periodo, en los lotes 1, 2, 3,4, 5, 6 y 9 y en los cvs. ‘Arbequina’, ‘Barnea’, ‘Kadesh’,
‘Manzanilla’, ‘Nabali’, ‘Novo’ y ‘Picual’. Representando 756 ha con 268.700 olivos, de las
961 ha totales. Cada variedad estuvo representada en 4 a 7 lotes, que se consideraron como

repeticiones. El % incidencia se calcul6 de la siguiente forma:

% de incidencia=Total plantas enfermas x 100 / Total de plantas

Los datos de incidencia fueron transformados por logit para normalizarlos y es-
tabilizar la varianza residual y fueron analizados utilizando un software para analisis esta-
distico (Genstat edicion 12*). La significancia de los datos para cada afio (fecha de evalua-
cion), cv. e interaccion afio x cv. fue obtenida mediante andlisis de varianza (ANOVA).
Para analisis de los casos significativos (P<0.05) se realizo la prueba de comparacion de

medias (LSD o diferencia minima significativa).

2.3 Incidencia y severidad en lotes 6 y 9 en Catinzaco (La Rioja), en 2009

Las estimaciones de porcentajes de plantas enfermas (incidencia) y area de co-
pa afectada en los sectores este y oeste del arbol (severidad) se realizo en lote 6 (plantado

en 1999), se evaluaron 77.725 olivos ‘Arbequina’, ‘Barnea’, ‘Mission’, ‘Nabali’, ‘Picual’,
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‘Picholine’ y ‘Sirio’) y lote 9 (plantado en 2001), se evaluaron 45.469 olivos ‘Arbequina’,
‘Barnea’ y ‘Picual’). La incidencia se estimo6 segin recuento de plantas con sintomas sobre
el total de plantas.

También se evaluo severidad como porcentaje de area afectada. Método: la co-
pa de cada planta se dividi6 virtualmente en dos sectores: lado este y oeste (interfilas de las
plantas). A cada lado le correspondi6 el 50% de la copa. En cada sector (este u oeste) se
analiz6 la presencia de la enfermedad procediendo de la siguiente manera: mediante una
linea imaginaria vertical y otra horizontal, que se cortaban en cruz, fue dividido el sector
este u oeste en 4 partes. Se estimo la presencia de ramas, brindillas y hojas secas, si unidos
imaginariamente representaban un cuarto del sector se indico 25 % de severidad. El pro-
medio de las observaciones tomadas en el lado oeste y este fue tomado como porcentaje de
la planta afectada. Ej.: lado oeste 30%, lado este 20%, severidad promedio o porcentaje de
planta afectada 25%. Los datos de severidad se analizaron estadisticamente por analisis de

varianza para datos desbalanceados con numero de repeticiones variable.

2.4 Determinaciones en cv. ‘Picual’, lote 6, en la finca ubicada en Catinzaco, depto.
Chilecito, La Rioja

2.4.1 Sintomas, incidencia y severidad en ‘Picual’, lote 6, Catinzaco

El lote 6, plantado en 1999, contenia ‘Arbequina’, ‘Barnea’, ‘Nabali’, ‘Mis-
sion’, etc. (Tabla 6).

El cv. ‘Picual’ estuvo entre los mas afectados por “rama seca” junto con ‘Bar-
nea’ y ‘Manzanilla’. Esto motivé que se lo eligiera para la evaluacion de sintomas y severi-
dad. Ademas, era el cv. con mayor numero de plantas enfermas en el momento del ensayo.

A fines de marzo 2010 en las 110 en las plantas de ‘Picual’ elegidas se registra-

2

ron los siguientes sintomas: “apoplejia”, “decaimiento lento”, “sindrome de cepa defolian-
te”, “defoliaciébn marcada”, “rama roja, azulada o parpura”, “frutos desecados o momifica-
dos”, emision de chupones” y dafios producidos por heladas y granizo.

Entre marzo 2009 y marzo 2010, se efectud un seguimiento mensual de los ni-
veles de severidad en 110 plantas inicialmente sintomaticas y 20 plantas que no presenta-

ban sintomas al inicio de las observaciones. Cada planta fue considerada como unidad ex-
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perimental. La severidad, porcentaje de la copa afectada, fue registrada en los sectores este
y oeste de la copa. Los datos fueron analizados estadisticamente usando analisis de varian-

za.

2.4.2 Relacion severidad en ‘Picual’ y variables climdticas

Para analizar la asociacion severidad con variables climaticas, se utilizaron los
datos de temperaturas mensuales (marzo 2009 a 2010) y precipitaciones de los registros
mensuales proporcionados por la finca. Las severidades surgieron de las evaluaciones de
los porcentajes de copa afectada para el promedio de las plantas para cada mes. Se conside-
raron las precipitaciones acumuladas en cada periodo y las sumatorias de dias con tempera-
turas minimas inferiores a 20°C [(20-(T° min. <20°C)] y dias con temperaturas maximas
superiores a 35°C [(T° max.>35)-35)]. La relacion entre variables climaticas (temperatura,
precipitacion) y severidad se analizaron con ecuaciones de regresion lineal y no linear

(cuadraticas, exponenciales e hiperbolicas, etc.).

2.4.3 Relacion de rendimiento en fruto y su relacion con severidad en ‘Picual’

En las cosechas 2009 y 2010 (lote 6, plantado en 1999), se registraron los kilos
de frutos de 110 plantas sintomaticas y 20 plantas asintométicas cosechadas individualmen-
te. Se compararon las medias de rendimiento entre tipo de planta (sintomaticas y asintoma-
ticas) y entre ambos afios por medio de la prueba de medias independientes (prueba t).

La reduccion de rendimiento fue calculada segiin Levin et al., 2013a, usando
los datos promedio de rendimiento de fruta para ambos afios y tipos de planta. El andlisis
de regresion se realizo entre severidad promedio de “rama seca” y rendimiento para ambos

anos.

2.5 Frecuencia de microorganismos

2.5.1 Muestras vegetales y de suelo

Las muestras vegetales fueron colectadas en noviembre 2009, junio y noviem-
bre 2010 y octubre 2011. Para los aislamientos de Oomycetes, Fusarium, y V. dahliae se
siguieron los protocolos descriptos en la bibliografia para cada caso (Booth, 1971; Tjamos,
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1993; Gerlach y Nidemberg, 1982; Lopez Escudero y Blanco Lopez, 2001; Leslie y Sum-
merells, 2006; Otero, 2009). Las muestras vegetales (hojas, brindillas, raices) y de suelo
fueron extraidas en 2009, al azar, de 34 plantas (25 enfermas y 9 asintomaticas) al inicio de
primavera (temperatura inferior a 35°C) por ser época propicia para aislado de microorga-
nismos. Se extrajeron 4 sub- muestras del area bajo la copa, siguiendo dos criterios: a) ubi-
cacion de los emisores o goteros; y b) ubicacion de los sintomas de “rama seca” en el arbol
(lateral o generalizado), priorizando el primer criterio. Se seleccionaron las raicillas meno-
res a 5 mm de didmetro, preferentemente con descortezamiento y color pardo-negruzco.
Las muestras fueron extraidas con el suelo de la rizosfera. Se mantuvieron en conservado-
ras a baja temperatura hasta procesamiento en laboratorio.

Identificacion de Fusarium: las observaciones morfoldgicas se realizaron en
cultivos purificados desarrollados sobre medios agar hojas de clavel (CLA) y agar sintesis
neutra (SNA). Los registros de las caracteristicas de crecimiento y color de los cultivos
fueron efectuados sobre APG 2% (Leslie y Summerell, 20006).

Identificacion de Phytophthora y Pythium: se emplearon dos técnicas de ais-
lamiento: a) trampa de hoja de Rhododendrom, para determinacion en raices y suelo (Sin-
gleton et al 1992), b) aislamiento en medio de cultivo semi-selectivo para determinacién en
raices. El medio de cultivo empleado fue el medio de Jeffers y Martin modificado (PARP
modificado), que consisti6 en CMA (agar harina de maiz) més antibioticos: (CMA 7g/l,
agar bacteriologico 14g/l, ampicilina 250mg/1, Rifampicina 10mg/l, y fungicidas 75%: Pen-
tacloronitrobenceno 100g/l y Benomil 12mg/1). La modificacion del medio Jeffers y Martin
original (P5ARP) consistio en el agregado del Benomil y no emplear Pimaricina (por no
hallarse en el mercado nacional y habiéndose observado por medio de ensayos preliminares
que no afectaba la selectividad del medio) (Jeffers y Martin, 1986; Pastor et al/, 2004). Pre-
paracion del medio CMA se pesaron 40g de polenta en 1 1 de agua, se incubaron en bafo
térmico a 58°C (nunca mdas de 60°C) durante una hora. Se filtraron con papel de filtro o
algodon. Se ajustd a pH a 6,5-7.Se agregaron 12g/1 de agar al filtrado. Se auto clavd por
20" a 121°C. Para Pythium el medio se prepara con agua corriente y para Phytophthora con
agua bidestilada. De este modo se obtienen las mejores estructuras para la identificacion de
las especies.

En ambas técnicas la incubacion se realizé a 21°C y con fotoperiodo: 12h luz

negra (UV)/12h luz blanca (tubo fluorescente), que constituyen las condiciones necesarias
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para el desarrollo de las estructuras especificas de ambos géneros: zoosporangios, oosporas
y clamidosporas e hinchamientos hifales. Las observaciones al microscopio para determi-
nar la presencia de dichas estructuras se iniciaron a las 48 h de incubacién y se continuaron
diariamente hasta los 10 dias, ya que los tiempos de desarrollo son diferentes para cada una

de estas. Para los estudios morfologicos se utilizé microscopio 6ptico (MO).

a) trampa de Rhododendrom para el aislamiento de Phytophthora de suelo y
raices: se lavaron hojas de Rhododendron con agua corriente, se cortaron en trocitos de
3mm. Se suspendié suelo fresco sin tamizar (1/5) en agua destilada estéril. Se agregaron los
trocitos que queden flotando. Se incubaron 3-5 dias en fotoperiodo de 12 horas de luz blan-
ca/ luz negra a 21°C. Se observo la presencia de necrosis en los trocitos de hojas. Se lava-
ron las hojas necrosadas con agua destilada estéril, se dejaron orear sobre papel absorbente
estéril y se sembraron en medio semi-selectivo. Se observd el crecimiento de colonias e
identificaron especies.

b) aislamiento en medio de cultivo semi-selectivo para determinacion en raices
se seleccionaron raices con sintomas de descortezado en raices jovenes y que se cortaban
facilmente (en olivo se observan las raicillas més claras). Se desinfectaron con hipoclorito
al 1% (solucion comercial) durante 1°. Se enjuagd con agua destilada estéril y dejo orear
sobre papel absorbente estéril. Se trabajé en camara de flujo. Se cortaron las raicillas en
secciones de Smm, se sembraron en medio Jeffers y Martin modificado procurando que los
tejidos queden embebidos en el medio. Se incubaron hasta 7 dias a 21-25°C en fotoperiodo
de 12 horas de luz blanca/ luz negra. Phytophthora tiene un micelio mas fino que Pythium,
de paredes no paralelas, colonia de crecimiento desorganizado, color castafio claro. Se rea-
lizar repiques a medio fresco para desarrollar colonias puras e incubarlas bajo las mismas
condiciones. Se identificaron especie por medio de preparados temporales y observacion en
microscopio.

Para aislar V. dahliae se recolectaron 10 brindillas o brotes del afio (jovenes),
con inicio de sintomas (hojas de tonalidad verde mate, antes de pasar a amarillo o pardo),
menores 1.5 cm de didmetro de la zona de bifurcacion (horqueta), del borde entre la parte
necrosada y no necrosada (Docampo, com. pers.; Otero, 2009). En el caso de plantas muy

afectadas se recolecto de los “chupones” o “varetas”.
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En laboratorio, el material vegetal se lavd con esponja, desinfectd con hipoclo-
rito de sodio 2% (lavandina comercial 55g/1) por 2" y se lavo bajo chorro de agua corriente
por 30" a 1 h. Bajo flujo laminar, las brindillas se descortezaron superficialmente con bistu-
ri, se cortaron trocitos de tejido o escamas incluyendo tejido xilematico y se desinfectaron
con hipoclorito de sodio 1% por 20”. Los trocitos fueron colocados en placas con agar papa
glucosado (APG 2%, pH 7). Al medio de cultivo tibio se agregaron 100 mg /ml del antibio-
tico estreptomicina. Las placas fueron incubadas a 25°C en oscuridad.

Las muestras de suelo para contabilizar microesclerocios de V. dahliae se extra-
jeron con barreno, descartando los primeros centimetros de suelo. Se tomaron cuatro sub-
muestras de 200 g, a 30 y 60 cm del tronco, equidistantes y en la linea de riego (Otero,
2009). Cada muestra de suelo fue desecada a 22-25°C en estufa durante una semana para
eliminar los propagulos sensibles a la desecacion. La presencia de microesclerocios de V.
dahliae fue analizada por el método de filtrado huimedo. El suelo se homogenizd y tamizo
en una malla de poro de 0,8 mm. Submuestras de 25 g se resuspendieron en 100 ml de agua
estéril y agitaron durante 1 hora a 270 rpm. La suspension se filtrd con tamices de 125 y 37
um. Los residuos retenidos en el tamiz més pequeio, se re suspendieron en 100 ml de agua
destilada y sembraron alicuotas de 1 ml en medio agar pectato s6dico modificado o APSM

(Tjamos, 1993; Lopez Escudero y Blanco Lopez, 2001; Otero, 2009).

2.6 Deteccion molecular de la cepa defoliante de V. dahliae

Los estudios moleculares fueron realizados en INTA-IPAVE-Cérdoba bajo la
supervision de la Dra. Laura Otero. Para la extraccion de ADN de brindillas de olivo se
utilizé un kit comercial DNeasy Plant Mini kit (Quiagen). Las brindillas se descortezaron
cuidadosamente y las escamas de tejido o madera se molieron o maceraron en mortero con
nitrogeno liquido para convertirlos en polvo. Paralelamente, se realizd la extraccion de
ADN de 100 mg de micelio liofilizado, para emplear como control positivo en las reaccio-
nes. La pureza y concentracion de ADN se determin6 en espectrofotometro y electroforesis
en gel de agarosa. Para la caracterizacion de las cepas del hongo de V. dahliae se utilizo la
variante PCR anidada (nPCR) se siguio el protocolo de Pérez-Artés et al. (2000). En este
trabajo se identificaron dos bandas RAPDS asociadas con los patotipos defoliante (D, 1 kb)
y no defoliante (ND, 2 kb) producidos con los oligos:
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OPH-19: 59-CTGACCAGCC
OPH-20: 59-GGGAGACATC

Estos fragmentos de ADN fueron parcialmente secuenciados y de las secuen-
cias se disefiaron los cebadores D1/D2 (patotipo defoliante) y ND1/ND” (patotipo no defo-
liante). Las cepas defoliantes D (D1/D2), se discriminaron empleando cebadores que am-
plificaron un fragmento de 548pb y para no defoliante usando ND (ND1/ND2) (fragmento
de 1410 pb) (Pérez Artes et al., 2000; Mercado Blanco ef al., 2002, 2001). En la segunda

reaccion de PCR anidada se emplearon cebadores internos:

(INTD2f /IND2r: fragmento de 462 pb para cepas defoliantes.
INTND2f/ INTND2r: amplificacion fragmento de 824 pb para no defoliantes.

En este protocolo se realizan dos reacciones consecutivas, de manera que la ali-
cuota de los productos de la primera reaccion, realizada con el DNA problema y el par de
cebadores externos, se utilizé para la segunda, en la que se emplea el par de cebadores in-
ternos apropiados y condiciones de reaccidon mas astringentes (Pérez Artes et al., 2000;
Mercado-Blanco et al., 2003. 2002, 2001). En este estudio, se utiliz6 este protocolo anida-
do pero no diplex, realizando las reacciones por separado. El ciclado se realizo segiin Mer-

cado Blanco et al. (2003).

2.7 PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

También en el IPAVE con la Dra. Laura Otero se ajust6 la técnica de analisis
mediante PCR en tiempo real, gPCR con sondas TagMan. Esta técnica se us6 para optimi-
zar el diagnodstico por su sensibilidad y rapidez para detectar V. dahliae directamente de
muestras vegetales. Esta sonda posee un fluordforo en su extremo 3' y una molécula en el 5'
que es el inhibidor, quencher o desactivador de la fluorescencia; esta sonda marcada hibri-
da especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener. De este modo, cuan-
do se efecttia la PCR (con la sonda mas el par de cebadores especificos), la sonda hibrida
en el amplicon, pero, debido a la cercania del fluoréforo al quencher, no se emite fluores-
cencia; cuando la polimerasa se encuentra con la sonda la hidroliza mediante su actividad

exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion del quencher del fluoroforo y, por tanto, la
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emision de fluorescencia esta relacionada con la cantidad de amplicon producido. Las son-
das Tagman, disefiadas para aumentar la especificidad de qPCR, poseen actividad exonu-
cleasa 5°-3'de la polimerasa Taq y la deteccion se basa en fluoroforos. (6-
carboxyfluorescein , acronym =FAM). La senal fluorescente permite la medicidon cuantita-
tiva de la acumulacion del producto durante la etapa exponencial de PCR aumentando sig-
nificativamente la especificidad de la deteccion. Tienen un fluoréforo unido al extremo 5°
del oligo y doble quencher inhibidor de la fluorescencia en el extremo 3" (3' Iowa Black +
ZEN™= quencher interno ubicado entre dos nucledtidos), pegado a la secuencia de la son-

da.

Fluoréforo (FAM)

Doble quencher: 5' FAM / 3' lowa Black + ZEN™
Tetrachlorofluorescein, acronym (TET).
Quenchers (tetramethylrhodamine, TAMRA).

La mezcla de reaccion de PCR estuvo compuesta por: real master mix buffer
(Applied Biosystems): oligonucledtidos de amplificacion Vdf: 1 uM, Vdr: 1 uM; sonda:
TagMan: 0,1 uM; ADN: 2 ul; agua: 3 pl; volumen total: 20 pl. Las condiciones de ciclado
que se utilizaron fueron: 95°C 10" y 55 ciclos de 95°C por 157", 60°C 45", Se cambiaron
algunos parametros respecto al protocolo original de Bilodeau ef al. (2012) (Otero, com.
pers.). Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion fueron los citados por Bi-

lodeau ef al. (2012):

Vdf: CGTTTCCCGTTACTCTTCT

Vdr: GGATTTCGGCCCAGAAACT;

Sonda: Vdhrc: FAM [5' 6-FAM] CACCGCAAGCAGACTCTTGAAAGCCA
[3' IBRFQ-ZEN™] (IDT-Integrated DNA Technologies).

Se realizaron algunas modificaciones del protocolo original como la concentra-
cion de la sonda que se fijo en 0,1 uM. La temperatura de hibridacion para nuestras condi-
ciones de trabajo se determind en 60°C. Las pruebas se realizaron con un termociclador
Corbett Rotor Gene 6000. Se obtuvieron curvas de calibracion para determinar el limite de

deteccion; y con esto definir los rangos del ciclo Ct. (cycle threshold). El valor del Ct es
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inversamente proporcional a la cantidad de ADN blanco en la muestra analizada, para
muestras positivas, dudosas y negativas. La curva de calibracion se hizo, mediante dilucio-
nes seriadas de ADN del hongo correspondientes a 1.000 pg, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 1.000 fg,
100 fg, 10 fg y 1 fg. Se comprobo que la eficiencia de los oligonucleotidos es de 94% con
un R? de 0.99799, el limite de linealidad llega hasta 100 fg de ADN templado partiendo de
Ing. El limite de deteccion se observo en 10 fg empezando a presentar variabilidad en las

mediciones. El ADN de las muestras se ajusto a 20 ng.
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3.RESULTADOS
3.1 Incidencia de “rama seca en una finca en la localidad Catinzaco; La Rioja durante

2001-2005

La incidencia de “rama seca” en olivo, observada en Catinzaco, La Rioja, en ‘Arbequina’,
‘Barnea’ , Kadesh”, ‘Manzanilla’ , ‘Nabali’ , ‘Novo’ y ‘Picual’ en el periodo 2001-2005 y
en los lotes 1, 2, 3,4, 5, 6, y 9, mostr6 diferencias significativas entre cvs. y fechas de eva-

luacion (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de varianza de los datos de incidencia transformados (logit) de “rama

seca” en Catinzaco, La Rioja, 2001-2005.

Fuente de variacion GL Cuadrados Medios PT
Cultivar 6 14.53 <0.001
Fecha de evaluacion 4 31.96 <0,001
Interaccion 24 0.676 =0,132
Residual 101

T Valor de Probabilidad de acuerdo al test de F.

La evolucion desde 2001 a 2005 de la incidencia fue de 1,2 a 10,70%. Alcan-
zando 8.810 plantas enfermas. La enfermedad fue registrada en todos los cvs. de la finca en
Catinzaco (Apéndice Tabla 2). En el grupo compuesto por ‘Arbequina’, ‘Barnea’,
‘Kadesh’, ‘Manzanilla’, ‘Nabali’, ‘Novo’ y ‘Picual’, la menor incidencia significativa res-
pecto al resto fue para ‘Arbequina’ y la mayor para ‘Nabali’, quedando el resto con inci-

dencias significativamente similares (P < 0,05) (Tabla 7).
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Tabla 7 . Incidencia (%) de “rama seca” en cvs. de olivo en Catinzaco, 2001 a 2005.

Cultivar 2001 2002 2003 2004 2005 _\ncidencia
Promedio cvs.
Nabali 530 562 851 12,02 12,66 8,82¢
Kadesh 0 0 661 1967 19,90 7,39bc
Manzanilla 2,16 476 650 12,89 12,90 7,84bc
Novo 1,14 259 10,52 12,48 12,43 7,83bc
‘Picual’ 2,85 3,58 384 720 745 4,99b
Barnea 145 1,55 243 819 842 4.41ab
Arbequina 009 0,11 016 1,12 1,15 0,53a

Promedio fechas evaluacion 1,2a 1,94ab 5,51b 10,51c 10,70c

LSD cv. 4,457

El cv. con menor incidencia en promedio de “rama seca” en la finca en Catin-
zaco, para el periodo 2001-2005 fue ‘Arbequina’ seguido por ‘Barnea’ y los de mayor in-
cidencia fueron ‘Nabali’ , ‘Manzanilla’ , “‘Novo’ , ‘Kadesh’ y ‘Picual’.

A partir del 2005 se eliminaron las plantas con “rama seca”.
3.2 Incidencia y severidad en lotes 6 y 9 en la finca, Catinzaco, La Rioja, en 2009

Hubo diferencias significativas de severidad de “rama seca” entre cvs. en am-

bos sectores de la copa y en el promedio de sectores (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de varianza de severidad para cvs., lote 6, en Catinzaco.

1 .1 1
Fuf:nt.e’de GL C.M. Sev. pT C.M" Sev. pT C.M .Sev. pT
variacion este oeste media
Cv. 6 8718.9 <0,001 7186,2 <0,001 7862,9() <0,001
Residual 223 495.9 418,6 4074

T Valor de Probabilidad de acuerdo al test de F. 1 C.M.= Cuadrados medios.

En los registros obtenidos en 2009 en plantaciones de olivo de 1999 (lote 6):
‘Mission’ presentd la mayor incidencia del lote (2,14%). ‘Sirio’ y ‘Mission’ presentaron
una severidad significativamente mas alta (P < 0.05) que la registrada en el resto de las

variedades, mientras que ‘Arbequina’ y ‘Picholine’ mostraron una severidad significativa-
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mente mas baja (P < 0.05) que el resto de los cultivares tanto para el sector este, oeste de la

copa y promedio (Figuras 3, 4 y 5).
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Figura 3. Severidad “rama seca” sector este de la copa, lote 6 Catinzaco. Las barras verti-
cales indican la desviacion o el error estdndar para cada una de las medias (LSD P <0.05).
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Figura 4. Severidad “rama seca” sector oeste de la copa, lote 6 Catinzaco. Las barras verti-
cales indican la desviacion o el error estdndar para cada una de las medias (LSD P <0.05).
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Figura 5. Severidad de la “rama seca” en la totalidad de la copa, lote 6 Catinzaco. Las ba-

rras verticales indican la desviacion o el error estdndar para cada una de las medias (LSD P
<0.05).



En el lote 9 hubo diferencias significativas de severidad para el sector este, oes-

te y el promedio, entre cvs. y sectores (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis de varianza de severidad para cvs., lote 9, en Catinzaco.

1 1 1

Fue.nte- ,de GL C.M. Sev. pT C.M" Sev. pT C.M .Sev. pT
variacion este oeste media

Cv. 2 8853,6 <0,001 8798,2 <0,001 8810,4() <0,001
Residual 156 508,7 421,7 421,7

T Valor de Probabilidad de acuerdo al test de F."' C.M Cuadrado Medio

En los registros de obtenidos en 2009, en plantaciones de olivos del 2001/02
(lote 9), se observo que la incidencia en los cvs. estuvo por debajo del 1,4%. ‘Barnea’ cua-

driplic6 la severidad de ‘Arbequina’ y duplicé la de ‘Picual’.
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Figura 6. Severidad “rama seca” sector este de la copa, lote 9. Las barras verticales indican
la desviacion o el error estandar para cada una de las medias (LSD P <0.05).
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Figura 7. Severidad “rama seca” sector oeste de la copa, lote 9. Las barras verticales indi-
can la desviacion o el error estdndar para cada una de las medias (LSD P <0.05).
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Figura 8. Severidad “rama seca” promedio de la copa, lote 9. Las barras verticales indican
la desviacion o el error estandar para cada una de las medias (LSD P <0.05).

Las Figuras 6, 7 y 8 muestran que hubo diferencias significativas entre las tres
variedades, en los dos sectores de la copa y el promedio. En todos los casos ‘Barnea’ pre-
sentd una severidad significativamente més alta que las otras dos variedades (P < 0.05),
mientras que ‘Arbequina’ present6 un valor significativamente mas bajo (P < 0.05) que las

otras dos variedades para el mismo parametro.
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3.3 Ensayos en lote 6 en ‘Picual’ en Catinzaco, La Rioja

3.3.1 Sintomas en ‘Picual’ en Catinzaco, La Rioja.

Las plantas asintomaticas de ‘Picual’ (lote 6. plantado en 1999) ubicadas en
Catinzaco, Chilecito La Rioja no mostraron sintomas de enfermedad entre marzo de 2009 y
abril de 2010 (Foto 1). El tipo de sintomas en plantas enfermas se registr6 al final del ensa-
yo, en abril de 2010 (Tabla 10). Las plantas enfermas presentaron “apoplejia”: necrosis
sectorial en las ramas y brotes, clorosis, enrollado y necrosis de las hojas y posterior muerte
rapida de brotes y ramas eventualmente el arbol completo (Fotos 2 y 12). El sintoma de
“decaimiento lento” (forma cronica de la verticilosis), clorosis y necrosis también fueron
observados en los del olivos afectados (Foto 3). El sintoma de defoliacion fue observado en
plantas afectadas por la cepa defoliante de V. dahliae (Foto 4). Se registraron rama purpura
o azuladas en plantas con “decaimiento, apoplejia y/o defoliacion” correspondientes al
desarrollo de V. dahliae (Foto 7), también se observo en corte longitudinal una zona casta-
fa a nivel del xilema, correspondiente al desarrollo de V. dahliae (Foto 6). Los frutos for-
mados en olivos enfermos se desecaron, arrugaron y tuvieron menor peso que los sanos y
algunos se momificaron (Foto 8). Se produjo también necrosis apical en ramas de “chupo-
nes o varetas” (Foto 10); troncos “acostillados o chupados” (Foto 5 y 15); cancros en tron-
cos con o sin exudado (etiologia no analizada) (Foto 11); sintomas provocados por heladas
y/0 granizo: cancros en ramas jovenes y descortezado en forma concéntrica en ramas mas

viejas (Foto13 y 14).
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Tabla 10. Sintomas observados en ‘Picual’ en la localidad de Catinzaco en marzo 2010

(lote 6).
Sintomas observados (i)::::::l?s Z‘;gi 111)1 l::)r:rtlzs
“Acostillado o chupado de tronco” 95 88
“Rama purpura azulada o roja” 87 81
“Fruto momificado” 79 73
“Chupon o vareta” con necrosis apical de ra-

78 72
mas”
“Apoplejia” 13 12
Cancro en tronco 65 60
Rama negra y descortezadas 5 5
Sintomas por heladas 76 75

3.3.2 Incidencia en ‘Picual’

En el lote 6, Catinzaco, plantado en 1999 con olivo ‘Picual’ la incidencia de

“rama seca” en plantas sintomadticas aument6 seis veces desde 2002 al 2006 (0,53, 0,67,

2,2, 3,38%) mientras que la incidencia en 2009 fue de 1,09% (a partir del 2005-2006 se

eliminaron las plantas enfermas).
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3.3.3 Severidad en ‘Picual’ en Catinzaco

El ANOVA realizado con los datos de severidad en ‘Picual’ plantado en 1999

indico efecto significativo para los valores de severidad cuando se considerd presencia de

sintoma y fechas de evaluacion como fuente de variacion (P < 0,05), mientras que el efecto

de la interaccion fue no significativo (P < 0,05) (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de varianza de severidad de “rama seca” sobre ‘Picual’.

Fuentede @ GL  C.M.' Pt cm.! Pt cm! Pt

variacion Sev. este Sev. Oeste Sev. media
Presencia de

| 597.6 <0,001 509,0 <0,001 5544 <0,001

sintoma
Fechas de 4, 3735 0,106 3893 0,005 367,1 0,047
evaluacion
Interaccion 12 373,5 0,106 389,3 0,005 367,1 0,047
Residual 1662 243,8 218,3 207,1

T Valor de Probabilidad de acuerdo al test de F.' Cuadrado Medio.

La severidad promedio de “rama seca” en plantas de olivo sintomaticas (lote 6)

fue de 48,5% en marzo de 2009, alcanzé un pico en julio (55,5%) y luego en agosto bajo

por efecto de la poda de parte apical (48,1%). En septiembre nuevamente comenzo a au-

mentar (57%) con un pico maximo en noviembre 2009 (69,4%) a partir del cual se mantu-

vo y disminuy6 en marzo 2010 (57%). Fueron significativas todas las comparaciones de

severidades oeste y promedio entre sana y enfermas, entre fechas de evaluacion e interac-

cioén, mientras para severidad este no fueron significativas entre prospecciones e interac-

cion. Las severidades de sector este siempre fueron mayores a las del oeste (Tabla 12).
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Tabla 12. Severidad en 110 plantas de ‘Picual’, marzo 2009/abril 2010 en Catinzaco.

Mes Fecha de evaluacion  Sev. Este Sev. oeste Sev. promedio
Marzo 2009 0 51,6a 42.0a 48,5 a
Abril 1 53,4 ab 42,5 ab 50,0 a
Mayo 2 55,3 ab 43,4 abc 51,6 ab
Junio 3 59,7 bed 45,3 abed 55,5 abc
Julio 4 49,6 a 424 a 48,1 a
Agosto 5 60,3 bed 46,8 abcdef 57,0 abed
Septiembre 6 67,5 ef 52,0 defg 65,1 cde
Octubre 7 68,9 ef 53,3 efg 66,0 cde
Noviembre 8 72,5 554 ¢ 69,4 ¢
Diciembre 9 69,5 ef 54,4 fg 67,4 de
Enero 2010 10 58,7 abc 49,6 bedefg 57,8 abcd
Febrero 11 63,9 def 50,4 cdefg 61,1 bcde
Marzo 12 61,1 cdef 48,0 abcdef 57,7 abed

3.3.4 Relacion entre severidad en ‘Picual’ y variables climdticas

Las ecuaciones lineales fueron las que mejor predijeron la relacion entre la se-
veridad (promedio, este y oeste) y la sumatoria de temperaturas por debajo de 20°C y las
ecuaciones exponenciales (asintdticas) predijeron mejor la relacion entre la severidad
(promedio, este y oeste) con las temperaturas mayores de 35°C. La intensidad de las preci-
pitaciones no mostro efecto significativo sobre la severidad.

Las ecuaciones de regresion lineal entre la severidad y las temperaturas <20°C

que mejor predijeron la asociacion fueron:

Variables dependiente: severidad este; variable independiente: sumatoria de

temperaturas < 20°C (x).

Severidad este=66,59 (SE2,53)-0,019 (SE 0,00764) x
R?=0,334, P=0,029.
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Severidad oeste=52,36 (SE1,48)-0,01487(SE0,00448) x
R*=0,477, P=0,008.

Severidad promedio=63,98 (SE 2,46)-0,02051 (SE0,00743) x
R2=0,376, P=0,020

Asimismo, las siguientes ecuaciones exponenciales predijeron mejor la relacion

entre severidad (promedio, este y oeste) con la sumatoria de temperaturas >35°C (x).

Severidad este=67,31(SE 2,54)-12.84 (SE3,63)*0,678 (SE 0.190)

R?*=0,491; P=0,019

Severidad oeste=53,12 (SE 1,35)-9,62(SE 1,89)*0,731(SE0,116)*
R?=0.,685; P=0,002.

Severidad promedio = 65,00 (SE 2,33)-13,71 (SE3,3)*0,701(SE0,154)*
R°=0,582; P=0,008

Las ecuaciones lineales multiples entre severidad y variables climaticas no in-
crementaron el valor de ajuste, en cambio si lo hizo la ecuacion multiple integrada por un
término lineal para la sumatoria de temperaturas por debajo de 20 y uno exponencial para
la sumatoria de temperaturas por arriba de 35.

Dicha ecuacion explico el 10.7% para la severidad este, el 37.7% para la seve-
ridad oeste y el 20.4% para el promedio de las severidades

Para todos los casos la enfermedad decrecid con temperaturas inferiores a 20°C
o superiores a 35°C. Cuando se construyd una ecuacion de regresion multiple, incluyendo
una ecuacion lineal para la sumatoria de temperaturas < 20°C y una ecuacién exponencial
para la sumatoria de temperaturas >35°C, se obtuvo mejor prediccion de la respuesta de las
tres variables de severidad, indicando que luego de un cierto punto, el decrecimiento de la

enfermedad se estabiliza con temperaturas superiores a 35°C.
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3.4 Relacion entre rendimiento en fruto y severidad en ‘Picual’

En 2009, el rendimiento promedio de las plantas asintomaticas alcanzo6 68,6 kg
de frutos/planta (37,7 a 112,8 kg/planta) mientras que en 2010, el promedio se redujo a 40
kg/planta (4 a 80 kg/planta), con diferencias significativas entre ellos. Las sintomaticas
presentaron 4,5 kg/planta (0 a 11 kg/planta) y 5,5 kg/planta (1,4 a 11,8 kg/planta). No se
comprobaron diferencias significativas entre 2009 y 2010 (Tabla 7).

Las medias de kg en frutas de plantas asintomaticas superan significativamente
a la de plantas sintomaticas para ambos afios (Tabla 6 y 7).

Las pérdidas de rendimiento fueron de 93,4% y 86,3%, para ambos afios.

Tabla 13. Rendimiento promedio de fruto (kg/planta) en ‘Picual’ en 2009 y 2010.

Rendimiento plantas asintomaticas Rendimiento plantas sintomaticas

2009 2010 2009 2010
Sumatoria 960,8 561,304 62,996 76,266
Promedio 68,6 40,1 4,5 5,5

Tabla 14. Prueba de medias independientes entre rendimiento de asintomaticas y sintoma-

ticas en 2009 y 2010

Prueba Varianzas T P
Satterthwaite 2009 Distintas 11,08 0,0000
Satterthwaite 2010 Distintas 4,76 0,0004
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3.4.1 Relacion entre severidad y kg de aceitunas cosechadas

El analisis de regresion entre severidad y rendimiento 2009 y 2010 demostro
una asociacion significativa entre las variables. Hubo una disminucién de 0,509 y 0,393 kg

de aceituna por cada porcentaje de severidad para 2009 y 2010, respectivamente.

Rendimiento (2009) = 36,05(SE=3,22) - 0,5090 sev. prom. (SE=0,062)
R?*=66,92. P <0,001

Rendimiento (2010) = 31,31(SE=2,24) - 0,3933 sev. prom. (SE=0,0393)
R?*=99.93. P<0,001

3.5 Frecuencia de microorganismos

En plantas sintomadticas se aislaron Pythium rostratum (8%), Pythium aphani-
dermatum (3%), Pythium sylvaticum (3%), Pythium sp. (12%), Rhizoctonia sp. (3%) y Fu-

sarium solani (18%). En plantas asintomaéticas se aislo Fusarium solani (22%).

3.6 . Frecuencia de deteccion molecular de V. dahliae en olivo ‘Picual’ con gPCR y

nPCR

La técnica nPCR permitié detectar, por primera vez en el pais, la presencia de
la cepa defoliante (D) de V. dahliae en tres muestras (3/25=12%) de brindillas de olivo

‘Picual’ con sintomas de “rama seca”.
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Figura 9. Productos de PCR anidado diferenciando cepa defoliante de V. dahliae.

Productos de PCR separados por electroforesis en gel de agarosa luego de las
amplificaciones con oligos. Carril 1: control (-), agua, nPCR; Carril 2: asintomatica (as),
PCR; Carril 3: M1 sintomatica, nPCR; Carril 4: M2 sintomatica, PCR; Carril 5: sintomati-
ca, nPCR; Carril 6: sintomatica, PCR; Carril 7: sintomatica, nPCR; Carril 8: sintomatica,
PCR; Carril 9: sintomatica, nPCR, defoliante (+), 462pb amplificado; Carril 10: sintomati-
ca, PCR; Carril 11: sintoméatica, nPCR, defoliante (+), 462pb amplificado; Carril 12: sin-
tomatica, nPCR; Carril 13: sintomatica, PCR; Carril 14: control defoliante (+), 548pb,
PCR; Carril 15: control defoliante (+), 462 pb, nPCR; Carril 16: marcadores de peso mole-
cular.

3.7 qPCR con sondas Tagman

El método qPCR sondas Tagman ajustado resulté un método altamente sensible
y especifico en el diagnostico de V. dahliae de muestras vegetales. Mejoré la eficiencia de
deteccion a 48 % en muestras sintomaticas (12/25=48 %). La eficiencia de la reaccion fue
del 94%. El indice de calidad de ajuste de la correlacion ((R?) entre la medicion de la fluo-
rescencia (threshold) y el templado inicial fue muy bueno: 0.99799, (6ptimo cercano a 1).
(Otero, 2014).

En el grafico 6 de qPCR Tagman, el Ct para el hongo V. dahliae es 25, el resto
de las muestras de material vegetal de olivo estan entre 34 y 38, resultando todas positivas

a V. dahliae. El valor del agua (amarillo) y del sano (azul) se mantiene bajo.
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Figura 10. Resultados de PCR cuantitativa para muestras vegetales.

Color linea de Nombre Tipo de muestra Ciclo (Ct) Resultado
fluorescencia
[ 10-2 0.5x Control(+)} V. dahliae. 24,97
agua Control (-) agua 48,97
I sano Arauco Control (-) planta 46,57
. ml4 26/1/10 Muestra olivo 36,01 +
ml3 26/1/10 Muestra olivo 34,82 +
[ m2 20/4/10 Muestra olivo 36,61 +
_ m4 20/4/10 Muestra olivo 35,12 +
m5 20/4/10 Muestra olivo 38,53 +
[ ] m6 20/4/10 Muestra olivo 35,20 +
[ m622/7 Muestra olivo 34,48 +
[ mll 26/1/10 Muestra olivo 37,96 +
[ m8 Muestra olivo 35,31 +
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En el grafico 7 el hongo V. dahliae inicia su fluorescencia a Ct 26, las muestras
entre Ct de 34 y 39 son positivas para V. dahliae, mientras que el resto es negativo o dudo-

sa. El agua no emite fluorescencia.
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Figura 11. Resultados de PCR cuantitativa para muestras vegetales.

Color linea Nombre Tipo de muestra Ciclo (Ct)  Resultados
de fluorescencia
[ Agua Control (-)agua >55
Sano Control(-)planta 45,13
V.d 1072 Control (+) V. d 25,78
[ 3T Muestra olivo 52,07 -
[ ] 4T Muestra olivo 45,14 -
5T Muestra olivo 41,57 -
| ] 6T Muestra olivo 36,27 +
[ 7T Muestra olivo 43,18 -
122/7 Muestra olivo 35,63 +
I 222/7 Muestra olivo 34,80 +
I 322/7 Muestra olivo 33,98 +
I 722/7 Muestra olivo 39,20 +
[ 14 22/7 Muestra olivo 36,88 +
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4. DISCUSION

La “rama seca” asi llamada por los productores por el sintoma mas tipico de se-
ca de ramas, se puede dar por diversos factores bidticos o abidticos y/o por la combinacion
de éstos. Se caracteriza por la presencia de ramas y brotes secos en distintas partes de la
copa, hojas encartuchadas y muertas adheridas a las brindillas, desecacion y momificacion
de inflorescencias y frutos (Oriolani et al., 2008).

En el presente estudio ‘Picual’ present6 “rama seca”, cancro con o sin exudado
y “chupado” o “acostillado” del tronco. Este ultimo sintoma, fue descripto por primera vez
y se debid posiblemente al taponamiento vascular agravado por el uso de inyecciones in-
travasculares en el tronco para la aplicacion de productos fitosanitarios a los arboles enfer-
mos (Blanco Lopez, com. pers.).

La presencia de “chupones” o “varetas” con necrosis apical y coloracion de las
ramas purpura, azulada o rojiza, con o sin presencia de zona castafia en la zona del xilema
corresponderia a la infeccion por V. dahliae. La infeccion por Fusarium spp. o Phytophtho-
ra spp., en cambio, no ha sido descripta sobre chupones. Entre los sintomas de “rama seca”
se observaron los ocasionados por la cepa no defoliante de V. dahliae como “apoplejia”
(forma aguda) que también pueden confundirse con los causados por Phytophthora spp. u
otros Qomycetes (Straminipila), asfixia radical y/o déficit nutricional. El “decaimiento len-
to” también puede ser producido por otros microorganismos (Blanco Lopez et al., 1994,
1995; Trapero y Blanco, 2008).

En Catinzaco (La Rioja), las variedades con mayor incidencia de “rama seca”
fueron ‘Nabali’, ‘Manzanilla’, ‘Novo’, ‘Kadesh’, ‘Picual’ y ‘Barnea’, mientras que ‘Ar-
bequina’ fue la de menor incidencia. Con referencia a V. dahliae, las variedades suscepti-
bles, seglin registros internacionales, incluyen ‘Manzanilla’, ‘Picholine’ (Wilhelm y Tay-
lor, 1946), ‘Manzanilla’, ‘Mission’ y ‘Picual’ (Wilhelm, 1981; Blanco Lopez et al., 1984;
Lopez Escudero et al., 2004). En Israel, ‘Barnea’ esta citada como moderadamente suscep-
tible (Levin et al., 2003b). ‘Arbequina’, en cambio, es considerada moderadamente resis-
tente (Martos Moreno et al., 2003, 2006). ‘Picual’ estd citada como muy susceptible a am-
bos patotipos defoliante (Lopez Escudero ef al., 2007) y no defoliante de V. dahliae (Levin
et al.,2003a).
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Respecto a la severidad de la “rama seca” este es el primer trabajo en el pais
que considera varias variedades. Se han realizado previamente otros que consideran princi-
palmente la variedad ‘Arauco’ (Ladux ef al., 2014), o que compararon severidad respecto a
tratamientos de solarizacion en ‘Arauco’ y ‘Manzanilla’ (Otero et al., 2014).

Dentro de las variedades con susceptibilidad a “rama seca” hubo variacion en-
tre afos de plantacion debido, posiblemente, a la densidad de ino6culo en el momento de
plantacion, y a la sanidad de las plantas implantas importadas de diferentes regiones, ya
que los lotes cultivados eran de desmonte y se cree que no contaban con indculo en suelo.
Otros factores que, seguramente influyeron fueron: virulencia de los microorganismos,
edad de la planta, densidad de plantacion, relacion agua/planta, temperatura del suelo y del
aire, nutrientes del suelo, etc. (DeVay y Pullman, 1984).

En La Rioja, ambos patotipos de V. dahliae tueron detectados por PCR en ‘Pi-
cual’. En Catinzaco, no hubo variedades resistentes a “rama seca” aunque ‘Arbequina’ se
mostré menos susceptible. Ademas en prospecciones anteriores se observo que ‘Frantoio’ y
‘Empeltre’ mostraron menor incidencia (Roca ef al., 1999).

Esta es la primera evaluacién de mermas de rendimiento por efecto de “rama
seca” efectuada en el pais. Se detectaron diferencias significativas entre rendimiento de
plantas sintomaticas y sanas. Plantas ‘Picual’ con V. dahliae ND, de 3-5 afios, regadas con
agua salina en Israel, mostraron 20-50% de incidencia y pérdidas entre 75-89% (Levin et
al., 2003a). La expresion aguda de la enfermedad y su efecto sobre el rendimiento en ese
estudio podria haberse debido al hecho de que el huerto se plant6 en suelo infestado y que
el riego con agua salina, probablemente, agravo el problema. En Catinzaco las pérdidas
fueron de 86-93% para ‘Picual’ con “rama seca” sin riego salino en plantas de 10 afios.

Otras pérdidas adicionales que deberian ser consideradas son el costo de erradi-
cacion de los arboles, el tratamiento del suelo antes del reemplazo de las plantas muertas y
el periodo no productivo de las plantas nuevas hasta entrada en produccion.

En nuestro caso los patdgenos encontrados son hongos de suelo que causan en-
fermedades monociclicas, vale decir que comprenden un solo ciclo de patogénesis por esta-
cion de cultivo y para las cuales el indculo resultante del mismo (microesclerocios, oospo-
ras y clamidosporas) dard lugar a nuevas infecciones y enfermedad durante el proximo ci-
clo de crecimiento del cultivo. Para el caso de V. dahliae, que es el que mas se ha estudia-

do, la epidemiologia es determinada por la cantidad de indculo en el suelo cuya repercusion
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es influida a su vez por el efecto combinado de factores como la virulencia del patotipo del
hongo, la edad, susceptibilidad y densidad de plantas y raices, etc. (De Vay y Pullman,
1984).

En clima mediterraneo, la severidad por V. dahliae es favorecida en primavera
por temperaturas entre 20-25°C. Temperaturas de verano mayores a 30°C, en cambio, su-
primieron el desarrollo de la enfermedad (Wilhelm y Taylor, 1965; Tossi y Zazzerini,
1998; Levin et al., 2003; Navas Cortés et al., 2008). La enfermedad se desarrolla con ca-
racter estacional en el afio de crecimiento del olivo, de manera que la severidad e inciden-
cia de los sintomas aumentan durante finales de otofio-invierno y disminuyen durante el
periodo estival- otofial (Navas Cortés et al. 2008). En nuestro caso se realiz6 un “topping”,
esto es la poda mecanica de la parte superior de las plantas, lo que ocasion6 una disminu-
cion en la apreciacion del % de severidad, debido a que en la mayoria de las plantas el sec-
tor afectado es la parte superior. Esto explicaria un pico de caida en la severidad durante el
invierno. Luego la otra caida de severidad fue en verano y empezo6 a aumentar nuevamente
en otofio, coincidiendo con la descripcion de epidemiologia de la verticilosis. En nuestro
ensayo en ‘Picual’, la estimacion de la severidad a partir de otofio aumentd y disminuyé en
verano coincidiendo con el ciclo de infeccion.

La incidencia en ‘Picual’ aumento seis veces en 4 afios mientras que el aumen-
to de la severidad maxima tuvo un aumento de un 23 % en 9 meses. En algunas zonas se
vieron arboles adyacentes muertos o en rodales, pero en general se encontraban aislados.
En una plantacion en Espaiia de ‘Arbequina’ de no laboreo y regada por goteo, la inciden-
cia de infecciones por el patotipo D aumentd casi 7 veces en 4 afios. Estos resultados sugie-
ren que la infeccién de un arbol por V. dahliae D influy6 sobre la infeccion de arboles in-
mediatos adyacentes y dicha influencia fue mas intensa entre los arboles que se encontra-
ban mas cercanos entre si, en una hilera, que entre arboles mas alejados que se encontraban
en hileras adyacentes (Navas-Cortes et al., 2008).

En estudios previos, en los que se incluyod esta finca, se registraron V. dahliae
en suelo y brindillas (raza no defoliante en muy baja frecuencia), Fusarium solani (alta
frecuencia), Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp. en raicillas (baja frecuencia) (Babbit et al.,
1999; Docampo y Otero, 1999, 2000, 2001; Pérez et al. 1999, 2000, 2001; Roca et al.,
2001; Otero, 2005; Oriolani et al., 2008). En este trabajo se obtuvieron por aislamiento

microbiologico especies de Pythium, Fusarium solani y Rhizoctonia, todas probadas como
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patogénicas salvo Pythium spp. Estas habian sido aisladas anteriormente en Argentina (Pas-
tor, 2007; Lucero et al., 2010), pero no se han realizado pruebas de patogenicidad en olivo.
En Irén fue citado Pythium aphanidermun, provocando muerte de olivos jévenes en viveros
y huertos comerciales (Sanei et al., 2005; Sanei y Razavi, 2012), mientras que Pythium
irregulare se probd como patogénica en seca de olivo jovenes “SOJ” en Espafia (Sanchez.
etal., 1998 a, b, c).

Para la deteccion de V. dahliae, se utilizd la técnica de PCR anidada por ser
mas sensible que la PCR comun, dado que implica una segunda reaccion donde se emplea
una alicuota de los productos de la primera como molde y se vuelve a amplificar con oligos
que hibridan internamente produciendo un fragmento de menor tamafio que el primero. Por
esta técnica fue posible diagnosticar la presencia de V. dahliae defoliante (D) no presente
en el pais hasta este momento.

Estos resultados confirmaron que PCR es mas eficiente que el aislamiento mi-
crobioldgico convencional permitiendo diagnosticar la infeccion simultanea de los patoti-
pos D y ND en arboles naturalmente infectados (Mercado Blanco et al., 2003b).

Gramaje (2013), realiz6 la comparacion de las técnicas disponibles de qPCR
constatando que la técnica de qPCR con sondas TagMan disefiada por Bilodeau et al.
(2012) resulto6 altamente sensible y especifica en el diagndstico de V. dahliae, coincidiendo
con otros estudios. Las modificaciones realizadas en la concentracion de la sonda y el ci-
clado (temperatura de hibridacion y extension) permitieron obtener valores de eficiencia de
la reaccion Optimos. La qPCR con sondas Tagman permitié aumentar la eficiencia de la
deteccion de V. dahliae, seguramente porque la concentracion del hongo al momento de la
toma de muestra era muy baja y este método de mayor sensibilidad permiti6é detectar al
hongo.

Segin Mercado Blanco et al. (2010), la concentracion de micelio en los tejidos
no estuvo correlacionada con el momento de mayor expresion de sintomas. Esta técnica
sera de utilidad en la evaluacién del comportamiento varietal que requiere el empleo de
técnicas de diagndstico altamente sensibles y especificas.

Esta primera deteccion de la raza defoliante para nuestro pais reviste importan-
cia, debido a la diferencia de virulencia descripta en Espafia para los patotipos D y ND de

V. dahliae y su significacion respecto de la severidad de los ataques en algodon y olivo, ya
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que las variedades comerciales que presentaban tolerancia al patotipo ND, son susceptibles
al patotipo D.

Mas estudios seran necesarios para determinar el comportamiento local de las
cepas D y ND, lograr su aislamiento y poder estudiar las caracteristicas patogénicas sobre
diferentes variedades, la diversidad genética de las poblaciones de V. dahliae que infectan
el olivo en Argentina y su distribucion en el resto del pais. Asi mismo interesa conocer la
interaccion de este hongo con otros microorganismos de suelo (Tjamos, 1993; Lopez-
Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Jiménez Diaz ef al., 2012).

También hay que destacar que en esta finca se habian realizado numerosos ais-
lamientos y s6lo se habia detectado en suelo la presencia de V. dahliae (Roca et. al., 2000),
y en una muestras en brindillas de ‘Manzanilla’ (Otero, 2005), por lo cual su rol en la “ra-
ma seca” estaba cuestionado (Roca et al., 2000; Pérez et al., 2001). No se detectd V. dahli-

ae en ninguna planta asintomatica.
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5. CONCLUSIONES

v La “rama seca” estuvo asociada a factores abioticos (heladas, granizo) y bioticos (V.
dahliae, Fusarium solani, otras especies de (Fusarium y Rhizoctonia) que pudieron
discriminarse.

v'Los factores bidticos no se pueden diferenciar de los abidticos porque tienen sintomato-
logias comunes.

v'La mayor incidencia de rama seca” fue registrada en germoplasma introducido de Israel y
en el primer afio de plantacion.

v'La mayor severidad se registr6 en ‘Nabali’, ‘Manzanilla’, ‘Novo’, ‘Kadesh’, ‘Picual’
‘Barnea’, mientras que ‘Arbequina’ mostr6 valores bajos.

v'Los cvs. con mayor severidad fueron ‘Sirio” y ‘Mission’. ‘Picual’, ‘Barnea’ y ‘Nabali’
arrojaron valores medios, mientras que ‘Arbequina’ y ‘Picholine’ mostraron valores ba-
Jos.

v'En ‘Picual’, la sumatoria de temperaturas menores a 20°C tendi6 a reducir la severidad, al
igual que las superiores a 35°C.

v"Hubo tendencia al incremento de la enfermedad con el aumento de precipitaciones.

v'La merma de rendimiento de frutos en ‘Picual’ fue superior al 86% y tuvo relacion con el
grado de severidad.

v Por técnicas moleculares se diagnostico V. dahliae.

v'Se detectd por primera vez en el pais la cepa defoliante de Verticillium dahliae D.
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APENDICE TABLAS

Apéndice Tabla 1 Datos meteorologicos aeropuerto de Chilecito, SMN*, 1991-2000.

VARIABLES ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC Anual
Temperatura maxima (°C) 32,9 31,1 29,6 253 21,2 17,6 17,2 214 24,6 28,1 31,1 33,8 262
Afios considerados 10 8 9 8 9 9 10 10 9 10 9 9 7
Maximo valor medio 34,1 34,2 304 29,5 23,1 20,0 20,1 23,1 272 299 326 36,0 272
Ocurrencia 1998 1999 1993 1997 1994 1994 1997 1996 1999 1998 1996 1994 1997
Minimo valor medio 32,1 28,4 27,5 23,0 195 149 13,7 199 22,0 263 29,6 322 253
Ocurrencia 1992 1998 1998 1999 2000 1996 1992 1991 1998 1991 1992 1999 1992
Temperatura minima (°C) 18,7 16,9 16,3 11,1 7,1 25 06 36 73 11,9 155 184 10,8
Aifios considerados 10 9 10 9 9 9 10 10 10 10 9 9 8
Maximo valor medio 19,4 18,4 17,5 130 96 41 30 57 94 13,0 17,0 213 11,7
Ocurrencia 1993 1999 1993 2000 1994 1992 1997 1997 1997 1994 1996 1994 1994
Minimo valor medio 16,8 14,7 14,8 9,2 52 02 -10 24 46 10,5 13,7 16,7 103
Ocurrencia 1999 1998 2000 1999 1998 1996 1996 1999 1998 1991 1999 1999 1998
Precipitacion (mm) 51,1 35,5 16,4 74 47 1,7 24 24 44 6,1 7,9 23,7 1625
Afos considerados 10 9 10 9 10 9 10 10 10 10 9 9 8
Maximo valor 85,1 58,2 36,0 22,0 31,1 6,0 11,0 14,0 16,6 23,0 27,3 63,0 1875
Ocurrencia 1997 1991 1998 2000 1997 2000 2000 1998 1996 2000 2000 1992 1998

*Servicio Meteorologico Nacional

68



Apéndice Tabla 2. Olivos con “rama seca” en finca de Catinzaco, La Rioja (2001- 2005).

Lote o Cultivar 2001 2002 2003 2004 2005 Plantas Total
etapa (afo Arrancadas2  olivos
plantacion) plantados
Lote 1 Nabali 101 103 381 742 742 1122 2575
Barnea 33 33 50 174 174 203 411
(1995) ‘Picual’ 315 372 380 664 664 701 1659
Manzanilla 107 193 245 462 462 415 682
Kadesh 20 20 78 146 146 165 259
Novo 24 39 126 147 147 155 228
Otras’ 35 54 85 117 117 22 1189
Total “RS” 635 814 850 2452 2452 2783
Barnea 103 93 93 530 530 46 4807
‘Picual’ 21 21 33 139 139 49 2127
Lote2 Manzanilla 36 41 108 125 125 79 8978
(1996) Novo 10 15 23 31 31 56 1970
Arbequina 19 19 20 174 174 18 2935
Otras 12 14 18 28 28 40 2394
Total “RS” 201 203 295 1027 1027 288
Lote 3 Nabali 0 13 21 21 75 33 2100
Barnea 0 4 22 35 30 13 3060
(1997) ‘Picual’ 0 19 69 40 126 44 10212
Manzanilla 0 11 14 18 28 18 6744
Kadesh 0 0 1 4 1 672
Novo 0 1 5 13 14 6 1656
Arbequina 0 3 9 15 43 5 9076
Otras 0 1112 12 34 8 6408
Total “RS” 0 62 152 155 354 128
Lote 4 Nabali 0 9 17 17 0 29 2940
Barnea 0 6 15 24 0 7 4078
(1997) ‘Picual’ 0 34 41 15 0 29 5435
Manzanilla 0 2 3 4 0 7 3060
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Novo 0o 1 1 3 0 1 1078
Arbequina 0 1 2 7 0 1 5140
Otras o 0 2 2 0 0 960
Total “R$” 0 53 81 72 0 74

Lote 5 Nabali 0 8 11 11 11 2 2325
Barnea 0 9 9 9 9 2 3553

(1998) “Picual’ 0 30 51 27 16 6 8952
Manzanilla 0 12 30 24 27 9 10155
Kadesh 0 0 0 0 0 0 0
Novo 0 4 10 10 10 4 1718
Arbequina 0 0 3 3 4 2 2550
Otras 0 3 12 12 9 0 2349
Total “RS” 0 66 126 96 86 25

Lote 6 Nabali 0 0 0 0 0 0 0
Barnea 0 79 256 287 367 361 21738

(1999) Picual’ 0 149 190 580 544 323 28176
Arbequina 0 12 21 199 179 132 19323
Otras 0 12 113 113 82 70 5627
Total “RS” 0 252 580 1179 1172 886

Lote 9 Barnea 0 0 0 9 370 260 13950
Picual’ 0 0 0 155 427 197 18720

(200102)  Apequina 0 0 0 62 7l 23 12799
Otras 0 0 0 2 0 65 9497
Total“RS® 0 0 0 337 868 545

Otras: ‘Sirio’, ‘Mission’, ‘Santa Catarina’, ‘Picholine’

“Plantas arrancadas, plantas que se sacaron por “rama seca"(RS)
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APENDICE FOTOS
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Foto 1. Planta de olivo asintomatica.



Foto 2. Planta de olivo con “apoplejia”.



Foto 3. Planta de olivo con “decaimiento lento”.



Foto 4. Planta de olivo con defoliacion, cepa defoliante (D) V. dalhiae.
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Foto 5. Tronco de olivo con “acostillado o chupado”



Foto 6. Corte de rama de olivo donde se evidencia a nivel de xilema coloracidon castafia

purpura.



Foto 7. “Rama roja o parpura” de olivo.



Foto 8. Rama de olivo con necrosis apical y frutos momificados y normales



Foto 9. Olivo con cancro y exudado en tronco.
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Foto 10. “Chupones o varetas” con puntas necrosadas, ‘Picual’, Catinzaco, La Rioja.



Foto 11. Hojas de olivo con coloracion verde apagado, “apoplejia”.



Foto12: Olivo con rasgado de corteza y “negrilla”.



Foto 13. Cancro producido por helada.
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Foto 14. Olivo con inyecciones y “tronco acostillado”.



